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DOCUMENTO CIENTIFICO

1. INTRODUCCION

El abdomen es una cavidad corporal limitada
superiormente por la cara inferior del diafragma,
inferiormente por la pelvis, por detras por la columna
vertebral y por delante y los lados por la pared
abdominal. Contiene gran parte del tubo digestivo,
desde la parte terminal del esé6fago hasta el recto,
visceras como el higado, el pancreas, el bazo, las
glandulas suprarrenales, los rifiones y uréteres y la
vejiga y en la mujer, ademas, gran parte de su
aparato reproductor. Muchos de estos 6rganos estan
revestidos por el peritoneo, son intraperitoneales y
otros estan fuera de él, son extraperitoneales o
retroperitoneales. Tanto el peritoneo como el
retroperitoneo forman dos espacios que en
circunstancias normales son virtuales.

Las vias urinarias y el aparato genital femenino,
aun siendo abdominales, se estudian aparte pues
constituyen entidades funcionalmente muy
diferenciadas. Las infecciones que las producen
tienen ademas una etiopatogenia diferente, igual que
ocurre con las que afectan al tubo digestivo. De
todas estas infecciones no se ocupa el actual
procedimiento y no se consideran abdominales a
efectos tedricos.

Las infecciones intraabdominales (lIA) son muy
frecuentes, se producen casi siempre por perforacion
o inflamacién de la pared intestinal y especialmente
a partir de la microbiota gastrointestinal. A veces se
originan por via hematdgena, inoculacién o extension
de procesos de la proximidad. Desde un punto de
vista clinico, se distinguen las IIA no complicadas, en
las que el proceso infeccioso se limita al érgano o
tejido de origen y las complicadas cuando la
infeccion se extiende y afecta al peritoneo
produciendo  peritonitis  difusas o  procesos
localizados (abscesos).

En el presente documento se abordara el
diagndstico de las peritonitis difusas, los abscesos
intraperitoneales, las infecciones relacionadas con la
didlisis peritoneal (DP), los abscesos viscerales, las
infecciones de las vias biliares, las apendicitis y
diverticulitis 'y las infecciones del espacio
retroperitoneal.

2. MICROBIOTA HABITUAL DEL TRACTO
DIGESTIVO
Nada mas nacer el tubo digestivo del neonato se
coloniza por microorganismos de la microbiota de la
madre, de las personas de su entorno y del
ambiente. Muchas de las especies se estableceran
de forma permanente y constituiran la microbiota
digestiva residente normal. El proceso de
colonizacion es muy complejo. La microbiota
digestiva juega un importante papel en el bienestar
del individuo, interviene en la nutricion, metabolismo,
resistencia a la colonizacion por patdégenos
verdaderos y es esencial para el desarrollo del
sistema inmune intestinal.

La microbiota digestiva es cambiante y diversa en
relacion con factores extrinsecos, como la edad,
dieta, ambiente, ingesta de antimicrobianos, cirugia,

etc., e intrinsecos tales como la fisiologia digestiva y
las caracteristicas genéticas, entre otros. Existen
unos patrones que se repiten en condiciones
habituales en relacion principalmente con la edad:
asi en los lactantes, hay un predominio de
microorganismos aerobios y facultativos que incluyen
Escherichia coli y Streptococcus spp.. En los adultos
estas especies disminuyen rapidamente y las
especies anaerobias como Bacteroides spp. vy
Clostridium spp. son las mas abundantes.
Aproximadamente el 99% de la microbiota intestinal
de un adulto lo forman bacterias anaerobias
(Bacteroides spp., Fusobacterium spp., Clostridium
spp. y otras) y bacterias lacticas (Streptococcus spp.,
Lactobacillus spp.); las bacterias facultativas
(enterobacterias) solo representan el 1% (E. coli,
Proteus spp., Klebsiella spp.). En los ancianos
algunas bacterias disminuyen, sobre todo las
bifidobacterias, aumentan otras, como los
Bacteroides spp. y otras, como Clostridium spp., se
mantienen.

Aunque el estbmago y el eséfago se contaminan
con bacterias cada vez que se ingiere alimento o se
deglute saliva, el pH del estbmago es
extremadamente &cido y elimina la mayoria de ellas,
lo mismo hace el peristaltismo. De igual manera, el
intestino delgado (excepto el ileon distal), el higado y
la vesicula estan libres de bacterias o soélo las
albergan transitoriamente. Lo mismo ocurre con el
peritoneo. La presencia de microorganismos en
estas localizaciones se debe a enfermedades
subyacentes, como neoplasias o bien los
microorganismos alcanzan estos espacios después
de una ruptura del intestino grueso.

La primera parte del intestino delgado, duodeno y
yeyuno, es muy acida y se parece al estbmago en su
microbiota normal compuesta fundamentalmente por
lactobacilos, estreptococos, enterobacterias vy
Candida spp.. En el ileon distal incrementan el
numero y aparece Bacteroides spp.. El intestino
grueso es un ambiente muy favorable para el
desarrollo de altas poblaciones microbianas, por
encima de 10° bacterias por gramo probablemente
debido a la disminucion del peristaltismo, el aumento
del pH cercano al fisiologico y la disminucion del
contenido de agua. Pasando la valvula ileocecal, los
microorganismos de la microbiota alcanzan
concentraciones de 10’ a 10° bacterias por mL,
llegando al maximo en el recto con 10" bacterias por
mL. Es, sin duda, el mayor y mas complejo
ecosistema microbiano del organismo con un
predominio notorio de microorganismos anaerobios.
Estos corresponden en su mayoria a los géneros
Bacteroides, Fusobacterium, Prevotella y
Porphyromonas entre los bacilos gramnegativos, y
entre los cocos, diferentes especies grampositivas,
Sarcina y Veillonella. Los bacilos grampositivos estan
representados por especies de Bifidobacterium,
Actinomyces, Bacillus, Lactobacillus y Clostridium.

Entre los facultativos predominan las
enterobacterias, siendo E. coli la mas numerosa,
seguida de especies de Klebsiella, Proteus,
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Enterobacter y Citrobacter. De los cocos
grampositivos pueden hallarse especies de
Enterococcus, Streptococcus y Staphylococcus. La
relacion entre las distintas especies de bacterias
aerobias y anaerobias esta a favor de las anaerobias
y en la Tabla 1 se muestra la densidad de la
poblacion bacteriana en las distintas localizaciones
anatémicas.

La microbiota puede verse afectada negativamente
por diversos factores, tratamientos antibiéticos,
estrés, cirugia y quimioterapia entre otros. En
pacientes hospitalizados tratados con antibioticos,
éstos causan una reduccién drastica de la microbiota
normal y aparece la denominada microbiota
nosocomial, con un descenso importante de los
microorganismos “protectores”. Como consecuencia
de estos cambios el huésped puede ser infectado
por nuevos patégenos o facilitar un crecimiento
excesivo de microorganismos presentes
normalmente en niumero pequefio.

La microbiota del tubo digestivo interviene en
infecciones  oportunistas o  enddégenas en
circunstancias tales como obstrucciones mecanicas,
o perforacién del tubo digestivo. En este caso, los
microorganismos presentes pasan a la cavidad
peritoneal, siendo los agentes etiol6gicos habituales
de las infecciones intraabdominales.

3. PROCESO MICROBIOLOGICO GENERAL DE
LAS INFECCIONES INTRAABDOMINALES

El diagnéstico microbiolégico de la mayoria de las
infecciones intraabdominales es directo, se
fundamenta en el andlisis microscépico y en el
cultivo de muestras representativas de los diversos
procesos siguiendo un esquema comun. Varia
ligeramente en las infecciones relacionadas con la

Tabla 1. Microbiota del tracto gastrointestinal

DP vy en las peritonitis bacterianas espontédneas y es
especifico cuando se investigan bacterias de
crecimiento lento, dificil o que requieren condiciones
especiales, asi como determinados hongos o
parasitos. En el diagndstico de algunas de estas
infecciones se aplican  procedimientos de
amplificacion genémica.

3.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

La calidad de las muestras clinicas recibidas en el
laboratorio depende del cumplimiento de una serie
de normas, referidas sobre todo a la recogida y
transporte de las mismas. Estas recomendaciones,
asi como las pautas de identificacion de las
muestras, cumplimentacién del volante de peticién y
los criterios de aceptacion o rechazo deben estar
reflejadas en un manual elaborado en el laboratorio y
estar disponible para su consulta.

En relacion con este punto deben seguirse las
recomendaciones generales detalladas en el
Procedimiento en Microbiologia Clinica de la SEIMC
n° 1a (22 edicion): "Recogida, transporte vy
procesamiento general de las muestras en el
laboratorio de microbiologia". Debido a Ila
importancia de las bacterias anaerobias en estas
infecciones es conveniente seguir también las
recomendaciones especificas detalladas en el
Procedimiento en Microbiologia Clinica de la SEIMC
n°® 16 (22 edicion): "Bacterias anaerobias”.

Se tendran en cuenta las siguientes consideraciones
generales:
- La recogida de las muestras debe realizarse con las
maximas condiciones de asepsia evitando la
contaminacibn con la microbiota comensal vy
ambiental.

Lugar Inéculo (ufc/mL 6 g)

Microorganismo

Estomago 0 - escaso

Lactobacillus spp.

Duodeno, yeyuno | 0 -210°

Streptococcus spp., Lactobacillus spp.,
Enterobacteriaceae

fleon terminal 10°-10" Streptococcus spp., Lactobacillus spp.,
Enterobacteriaceae, Bacteroides spp.
Colon Microbiota dominante Bacteroides spp., Prevotella spp., Eubacterium
10%-10" spp., Bifidobacterium spp., Clostridium spp.,
Streptococcus spp., Porphyromonas spp.
Microbiota Enterobacteriaceae (principalmente E. coli),
subdominante Streptococcus spp., Enterococcus spp.,
10°-10° Lactobacillus spp.

Microbiota escasa

Enterobacteriaceae (no E. coli), Klebsiella
spp., Citrobacter spp., Proteus spp.,
Enterobacter spp.

Microbiota transitoria
<10°

Pseudomonas spp., Candida spp.

ufc = unidades formadoras de colonias.

Tomado de Chow AW, et al. Can J Infect Dis Med Microbiol. 2010; 21:11-37.



- Las muestras se recogeran antes de iniciar el
tratamiento  antimicrobiano siempre que las
condiciones clinicas del paciente lo permitan.

- Las muestras se introducirdn en contenedores
estériles con cierre hermético adecuados a su
tamano que permitan mantenerlas en condiciones
idéneas de humedad sin afadir formol o
conservantes similares.

- Para el transporte de anaerobios se deberan utilizar
tubos o viales con atmosfera anaerobia, base de
agar e indicador de la presencia de oxigeno como
Port-A-Cul®, o Portagerm®.

- Las jeringas con agujas utilizadas en la aspiracion
de material purulento no deben utilizarse como
transporte debido al riesgo de pinchazos
accidentales. Como opcion se pueden enviar sin
aguja, eliminando previamente el aire en una gasa
impregnada con alcohol y con un capuchén estéril.

- En caso de no disponer de envases de transporte
para anaerobios o0 ser muestras de material
protésico, biopsias o tejidos de mayor volumen, se
recogeran en recipientes estériles y se introduciran
en bolsas de plastico de anaerobiosis.

- De manera general se desaconseja la toma de
muestras con torunda; si fuese el Unico método
valido o posible, se introducira en un medio de
transporte para anaerobios.

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

- No se debe utilizar la aguja y jeringa empleada en
la aplicacion de anestésicos locales para la
obtencién de la muestra ya que pueden inhibir el
crecimiento bacteriano.

Las muestras que se pueden utilizar en el
diagnodstico  microbiolédgico de las infecciones
intraabdominales son:

3.1.1 Liquido peritoneal. Se obtiene por aspiracion
percutanea (paracentesis) o} mediante
procedimientos quirirgicos, bien por cirugia abierta o
via laparoscépica.

En las peritonitis primarias se recomienda recoger
un volumen minimo de 25 mL e inocular
directamente 10 mL en un frasco aerobio de
hemocultivo, 10 mL en un frasco anaerobio vy
depositar al menos 0,5-1 mL en un tubo estéril sin
aditivos para la tinciéon de Gram. Como alternativa se
puede realizar en el propio laboratorio. Se debe
inocular el volumen recomendado por los fabricantes
ya que el polianetol sulfonato soédico (SPS) puede
inhibir el crecimiento bacteriano.

En las peritonitis secundarias y terciarias se debe
aspirar con jeringa y aguja la mayor cantidad posible
de muestra e inocularla directamente en un vial de
transporte para anaerobios. La muestra se inyecta a
través del tapén de goma previamente desinfectado
con povidona yodada. No se debe abrir el vial. Si la
cantidad es pequefia o no se puede aspirar, se
realizara un lavado de la cavidad con solucion Ringer
lactato.

En las peritonitis tuberculosas el volumen de
muestra recomendado es de 10-50 mL depositado
en un frasco estéril sin conservantes.

3.1.2 Bilis. Las muestras se obtienen por aspiracion
percutdnea con aguja Yy jeringa o mediante
procedimientos quirdrgicos o endoscopicos.

Se recomienda, si es posible, obtener un volumen
de muestra de entre 1 y 5 mL e inocularla
directamente en wun vial de transporte para
anaerobios. También se puede trasferir a un tubo o
frasco estéril sin aditivos. El volumen minimo
requerido es de 1 mL.

Como alternativa el liquido biliar se puede inocular

en botellas de hemocultivo aerobio y anaerobio. La
inoculacién puede realizarse en el momento de la
toma de la muestra o a su llegada al laboratorio,
introduciendo el mayor volumen de muestra posible,
hasta un maximo de 10 mL por botella. En caso de
remitir las muestras inoculadas hay que enviar un
tubo estéril con al menos 0.5-1mL para la tincién de
Gram.
3.1.3 Liquido efluente. Se obtiene por puncion con
aguja y jeringa de la zona disefiada para la
administracion de farmacos de la bolsa de dialisis
mas turbia.

Se recomienda recoger como minimo 50 mL en un
frasco estéril y/o inocular en botellas de hemocultivo
aerobio y anaerobio, introduciendo la mayor cantidad
de liquido, hasta un maximo de 10 mL por botella. En
caso de enviar solo los frascos de hemocultivo hay
que remitir ademas un tubo estérii con 10 mL
(opinion de los autores) para realizar la tincién de
Gram.

De manera opcional se puede enviar toda la bolsa

de didlisis al laboratorio donde se procedera segun lo
expuesto anteriormente.
3.1.4 Exudados purulentos y abscesos. Se
recogen por aspiracion con aguja y jeringa mediante
procedimientos quirargicos (laparotomia 0
laparoscopia) o por via percutanea guiada por
imagen. Si no se puede utilizar la aguja, se recoge
directamente con jeringa o con catéter.

El material obtenido se trasfiere directamente a un
vial de transporte de anaerobios evitando la entrada
de aire. La muestra se inoculara a través del tapon
de goma previamente desinfectado. No se debe abrir
el vial. Si la muestra es escasa o se va a procesar
dentro de los 30 minutos siguientes se puede
mantener en la misma jeringa con la que se ha
extraido el material del absceso eliminado el aire y
tapando con un capuchon.

Se desaconseja realizar la toma con torunda, este
procedimiento solo se empleara sino hay otra forma
viable de obtener la muestra. Una vez efectuada la
toma, la torunda se introduce en un medio de
transporte para anaerobios. Se recomienda enviar
dos hisopos, uno para cultivo y otro para la tinciéon de
Gram.

Los tubos de drenaje no son validos para el cultivo,
tampoco las muestras recogidas de las bolsas de
drenaje por estar contaminadas. El material drenado
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se recoge por aspiracion durante el drenaje o
directamente del tubo de drenaje previa desinfeccion
de la zona de puncién. Si el paciente tiene mas de
uno colocado es preciso indicar, en el volante de
peticion y en el envase, la localizacion del tubo del
que procede la muestra.

En las infecciones del sitio de salida y del catéter

en la DP la recogida de muestra se realiza mediante
torunda.
3.1.5 Biopsias y tejidos. Se recogen mediante
procedimientos quirdrgicos, percutaneos o]
endoscopicos. Las muestras de tamafo pequeno se
pueden depositar en un tubo de transporte de
anaerobios. Las de mayor tamafio se introducen en
envases estériles sobre una gasa estéril humedecida
en solucion salina para evitar la desecacion y
después se depositan en una bolsa de transporte de
anaerobios.

Si se solicita estudio de micobacterias la biopsia
debe depositarse en un envase estéril sin medio de
transporte de anaerobios.

3.1.6 Protesis biliares. Se extraen mediante
procedimientos quirdrgicos, percutaneos o por via
endoscopica. Se depositan en un frasco estéril sin
aditivos. Si hay alta sospecha de anaerobios se
puede depositar en una bolsa de transporte de
anaerobios.

3.1.7 Hemocultivos.

La recogida de muestras se expone en el punto 4 del
Procedimiento en Microbiologia Clinica de la SEIMC
n°® 3a (22 edicién): “Hemocultivos”. Es importante
resaltar la importancia de la asepsia tanto en la
extraccion como en la inoculacion de la muestra asi
como el volumen inoculado.

3.1.8 Otras muestras con valor diagnéstico
Heces. Para el diagnéstico en las helmintiasis que
pueden afectar a vias biliares: trematodiasis
hepaticas (Fasciola hepatica, Fasciola gigantica,
Clonorchis sinensis, Opistorchis viverrini,
Dicrocoelium dendriticum) diseminacién de larvas de
Strongyloides stercoralis y migraciones ectépicas de
algunos nematodos. Para mas informaciéon se
aconseja consultar el Procedimiento en Microbiologia
Clinica de la SEIMC n° 35 “El laboratorio de
microbiologia ante las enfermedades parasitarias
importadas”.

Catéter. En las infecciones del catéter en la DP.
Mediante procedimiento quirdrgico con anestesia
local, se recoge la parte intraabdominal del catéter, a
partir del manguito externo, y se deposita en un
frasco estéril.

Orina. Util en los abscesos perirrenales consecutivos
a infecciones del tracto urinario (ITU).

3.2 TRANSPORTE Y CONSERVACION

El transporte adecuado de Ilas muestras es
determinante en la fiabilidad del resultado final. Se
realizara de forma inmediata tras la obtencién de la
muestra y a temperatura ambiente, ya que el frio
favorece la difusiébn del oxigeno. No se debe
congelar, excepto si se solicita estudio de PCR. La
viabilidad de los microorganismos varia segun el tipo

de muestra, volumen y medio de transporte elegido.
En general, la recuperacién de los microorganismos
anaerobios disminuye si el tiempo de transporte es
superior a las tres horas. Las muestras purulentas de
gran volumen mantienen la viabilidad durante mas
tiempo. El tiempo maximo admitido para el transporte
es:
Material aspirado:
-Inoculado en un contenedor sin medio de
transporte de anaerobios:
* muestras de menos de 1 mL: <10 minutos.
= muestras de aproximadamente 1 mL: < 30
minutos.
= muestras de mas de 2 mL: < de 3 horas.
-Inoculado en medio de transporte de anaerobios:
< de 3 horas.

Tejidos:
-En contenedor estéril sin medio de transporte de
anaerobios: <30 minutos.
-En medio de transporte de anaerobios o envase
en bolsa de transporte para anaerobios: < de 3
horas.
Las muestras deben procesarse con rapidez a su
llegada al laboratorio, y en caso de que esto no sea
posible, se deberan conservar a temperatura
ambiente hasta su procesamiento. Si se solicita
estudio de micobacterias es preferible refrigerar la
muestra o si es posible, enviar dos alicuotas de la
muestra en envases distintos, uno para el cultivo
bacteriano y otro para micobacterias.

3.3 RECEPCION DE LA MUESTRA
Una vez que se recepciona en el laboratorio hay que
verificar que cumple los requisitos de calidad
necesarios para su procesamiento. Se comprobara
que el envase esté correctamente identificado con
los datos del paciente y acompafiado de un volante
de peticiéon, en papel o electrénico, en el que
constaran al menos, los datos demograficos del
paciente, el facultativo y el servicio peticionario, el
tipo de muestra, su localizacién anatomica, el
método de obtencidn, la fecha y hora de recogida, el
cuadro clinico motivo de la peticion, la antibioterapia
concomitante, la existencia de alergia a algun
antibidtico y las determinaciones microbiolégicas
solicitadas. En el momento de la llegada al
laboratorio se estimara si la cantidad es suficiente
para los estudios solicitados y si se han cumplido las
condiciones de transporte exigidas.
Dado que estas muestras suelen ser de extrema
importancia, dificil obtencion, con riesgos y 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. No
deben aceptarse las muestras sin identificar o en las
que los datos no coincidan con los de la peticion. No
obstante antes de rechazar la muestra se debe
consultar con el clinico responsable de la solicitud.
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Tampoco se aceptaran las muestras derramadas, las
recogidas en recipientes no estériles ni las
conservadas en formol u otros aditivos. En caso de
rechazo de la muestra se debe informar por escrito al
clinico solicitante el motivo del mismo y debe
registrarse en la hoja de incidencias segun
especifique el manual de calidad del laboratorio.

3.4 PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

El procesamiento se realiza segun los protocolos
establecidos en el laboratorio y en relacién a la
muestra recibida y estudios solicitados. En general,
es obligado el examen microscopico directo (tincion
de Gram y otras tinciones) de la muestra, el cultivo, e
identificacion de bacterias aerobias, facultativas,
anaerobias (la identificacion de éstas ultimas sdélo en
determinadas situaciones clinicas) y hongos. Asi
mismo se debe realizar estudio de sensibilidad de los
aerobios y facultativos clinicamente significativos
aislados y excepcionalmente de los anaerobios y
levaduras.

De manera opcional y previa peticién por sospecha
clinica, se realiza estudio de micobacterias y
parasitos.

En el procesamiento de las muestras se deben
seguir las normas de seguridad biolégica indicadas
en el manual del propio laboratorio. El personal debe
conocer e identificar los riesgos, los procedimientos
para evitarlos y las actuaciones pertinentes. El
procesamiento puede efectuarse de manera segura
en un nivel de contencion 2 (3 si hay sospecha de
micobacterias). Para mas detalle ver Procedimiento
en Microbiologia Clinica de la SEIMC n° 10:
“Seguridad en el laboratorio de microbiologia clinica”.
Asi mismo se recomienda verificar previamente la
caducidad y calidad de los medios de cultivo,
reactivos, equipo, pruebas de sensibilidad y demas
normas establecidas en el manual de control de
calidad interno del propio laboratorio.

3.4.1 Examen macroscopico de las muestras.
Puede suministrar informacion utii  de las
caracteristicas de la muestra y servir de orientacion
para la realizacién de estudios complementarios. Se
debe valorar el aspecto de la muestra (liquido claro,
turbio, purulento, hematico) y/o el mal olor
caracteristico de algunas infecciones por bacterias
anaerobias.

3.4.2 Pretratamiento de las muestras. Debe
realizarse segun recoge el punto 7 del Procedimiento
en Microbiologia Clinica de la SEIMC n°la (22
edicion): “Recogida, transporte y procesamiento
general de las muestras”. Las muestras de biopsias
si son suficientemente grandes se pueden fraccionar
con bisturi en una placa de Petri estéril o se pueden
homogenizar en un mortero estéril con una pequefa
cantidad (0,5-1mL) de caldo tioglicolato, solucion
salina o caldo BHI antes de su siembra en los
medios de cultivo. Las muestras liquidas (>1mL)
incluido el efluente de la dialisis peritoneal pueden
concentrarse mediante centrifugacién a 2.500 rpm
durante 15 minutos. Las muestras muy purulentas

recibidas en viales de anaerobiosis deben ser
homogeneizadas mediante agitacion en vortex.

3.4.3 Extensiones para la tincion de Gram. Se
realizan directamente de la muestra, del sedimento o
del material homogeneizado mediante pipeta, jeringa
0 asa de siembra. Si la muestra es muy purulenta se
aconseja colocarla entre dos portaobjetos, presionar
y desplazar el superior o realizar una segunda
extensién diluyendo la muestra puesta en el
portaobjetos con agua destilada. Estas extensiones
son validas para otras tinciones, blanco de calcofluor
en infecciones con sospecha fungica o naranja de
acridina en muestras liquidas con poca carga
bacteriana.

3.4.4 Inoculacién

Liquidos y abscesos. La siembra de las muestras de
liquidos y abscesos que se reciban en el laboratorio
en un recipiente estéril, sin medio de transporte de
anaerobios, se realizara inoculando con una pipeta
estéril (0,05 mL) directamente los medios de cultivo.
En caso de un absceso que sea demasiado denso
para recogerse con pipeta, la inoculacién se hara
con asa de siembra. Si se recibe la muestra en
envase de transporte para anaerobios se extraera
con jeringa previa desinfeccion del tapdn con
povidona yodada evitando introducir aire en el
recipiente. En este caso la muestra se puede
sembrar con la propia jeringa depositando una o dos
gotas en cada uno de los medios de cultivo. Si la
muestra se ha recogido en una torunda se exprime
en un volumen pequefio (0,5 mL) de caldo
tioglicolato y este caldo se procesa como una
muestra liquida. El efluente de la DP una vez
centrifugado se resuspende y se siembra
directamente.

Biopsias y tejidos. La siembra se realizara a partir del
homogeneizado con un asa & pipeta estéril
inoculando 0,05 mL a cada placa de cultivo. Las
muestras muy pequefas que no puedan cortarse se
pueden inocular directamente en el caldo de
enriquecimiento (tioglicolato, BHI).

Protesis. Las muestras de prétesis se inocularan
directamente en un caldo de enriquecimiento
(tiogliolato, BHI).

Catéteres. Los catéteres de DP una vez retirados se
inoculan en un caldo de enriquecimiento (tioglicolato,
BHI).

Hemocultivos. Los frascos se procesan de la misma
forma tanto si se inocula sangre como bilis, liquido
ascitico (LA) o efluente de dialisis. Se introducen en
el correspondiente incubador de control automatico
de crecimiento, de acuerdo con la informacion
técnica suministrada por el fabricante.

3.5 MEDIOS DE CULTIVO E INCUBACION
Medios de cultivo. La inoculacién directa de las
muestras de liquidos, abscesos y homogeneizados
de biopsias se realizara en medios convencionales
para bacterias aerobias y facultativas (agar sangre,
agar chocolate y agar MacConkey). Para el cultivo de
las bacterias anaerobias se debe utilizar un medio no
selectivo como el agar Brucella o agar Schaedler y
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otros medios selectivos para anaerobios como: el
agar Bacteroides bilis esculina con amicacina (BBE),
el agar con alcohol fenil-etilico (PEA) y un agar
sangre selectivo, como el agar Schaedler con
neomicina y vancomicina (SNV) o con kanamicina y
vancomicina (SKV) o el agar Brucella con
kanamicina, vancomicina y sangre lacada (ASLKV).
Ademéas se inoculara un medio liquido de
enriquecimiento tipo caldo tioglicolato o BHI.
Condiciones de incubacion. Las placas de agar
sangre se incuban a 35-37°C en aire o atmdsfera con
5% de CO,. Las placas de agar chocolate también a
35-37°C siempre con atmoésfera de 5% de CO,. Las
placas para el cultivo de anaerobios a 35-37°C en
atmoésfera de anaerobiosis (jarras o camaras). Es
frecuente que la incubaciéon en atmosfera anaerobia
de los medios sembrados se demore un tiempo
hasta completar por ejemplo la capacidad de las
jarras lo que puede disminuir la viabilidad de los
anaerobios, una alternativa es agrupar las muestras
y sembrarlas juntas. Los caldos se incubaran a 35-
37°C en aire. Se comprobara diariamente el
crecimiento de microorganismos mediante
visualizacion de turbidez, y en caso de que este
aparezca se realizara subcultivo en los medios
solidos descritos previamente. ElI tiempo de
incubacion de las placas y los caldos de
enriquecimiento sera de al menos 5 dias. El aumento
en los ultimos afos del aislamiento de hongos en
muestras de origen intraabdominal, hace que sea
recomendable el uso de al menos un medio selectivo
de cultivo de hongos (agar Sabouraud con
antibiéticos, similar o medio cromogénico) que se
incubara en aire a 30°C. Aunque es posible aislar las
levaduras  en los medios  bacteriologicos
convencionales la recuperacion en los medios
selectivos para hongos es cinco veces mayor.

El incremento de patéogenos multirresistentes en
las infecciones intraabdominales hace que sea
también aconsejable el uso de medios cromogénicos
que detecten en el menor tiempo posible la
presencia de enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) o
carbapenemasas, Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (SARM) o Enterococcus spp. resistentes
a vancomicina (ERV). Puesto que uno de los factores
limitantes es el precio, podrian restringirse a
pacientes hospitalizados, con pautas terapéuticas
previas favorecedoras de sobreinfecciones.

De los hemocultivos en los que se detecte
positividad, inoculados con sangre o con los liquidos
anteriormente referidos, se aspirara asépticamente
8-10 ml, se subcultivara en medios solidos, y se
depositara una gota en un portaobjetos para la
tincién de Gram y el resto se centrifugara en un tubo
estéril. Segun el resultado de la tincion de Gram se
procedera a inocular directamente del sedimento
paneles de identificacion y sensibilidad. Como
alternativa se puede realizar la identificacion vy
sensibilidad del aislado a partir del medio sélido. Otra
posibilidad es la aplicacion directa de espectrometria

de masas (MALDI-TOF MS) o métodos de deteccion
de antigenos mediante aglutinacion o PCR.

3.6 CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Se recomienda conservar las muestras como minimo
hasta la emisién del informe y si es posible una
semana por si fuese preciso realizar estudios
complementarios o confirmar resultados con un
nuevo procesamiento.

3.7 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
3.7.1 Tincion de Gram. Se evaluara la presencia o
ausencia de bacterias, elementos fungicos y células
inflamatorias. La presencia de células inflamatorias
indica si la muestra es representativa del proceso
infeccioso. Se valorara la presencia o ausencia de
leucocitos polimorfonucleares a bajo aumento (con
objetivo 10x) y se registrara su presencia con
esquema no cuantitativo: como aislados (=1
PMN/campo), escasos (1-10 PMN/campo),
moderados (11-25 PMN/campo) y abundantes (>25
PMN/campo). Los resultados de la observacion
microscépica de las extensiones se informaran lo
antes posible al clinico peticionario y quedaran
registrados en la hoja de trabajo correspondiente a la
muestra. Esto permitira correlacionar los morfotipos
visualizados con los aislados.

Es conveniente interpretar los resultados de la
tincién de Gram para valorar la calidad de la muestra
recibida en el contexto clinico del paciente. La
mayoria de las infecciones intraabdominales tienen
un importante componente inflamatorio y por ello, las
tinciones procedentes de muestras en las que no se
observan células inflamatorias, indican que las
muestras son de mala calidad y poco utiles para el
manejo del paciente. No obstante hay que tener en
cuenta que algunos anaerobios como Clostridium
perfringens producen lipasas y fosfolipasas que
pueden destruir los leucocitos PMN.

3.7.2 Cultivos. Las placas y los medios liquidos
seran examinados diariamente para detectar la
presencia de crecimiento. La primera lectura de los
medios incubados en aerobiosis y atmdsfera de CO,
se hara a las 24 horas de incubacion y los medios
incubados en anaerobiosis a las 48h.
3.7.2.1. Medios incubados en aerobiosis y atmdsfera
de CO,. Si se obtienen cultivos mixtos se realizaran
los subcultivos necesarios para obtener los
microorganismos en cultivo puro. Una vez obtenido
el cultivo puro se hara una identificacion presuntiva
mediante pruebas rapidas como tincion de Gram,
catalasa, oxidasa, coagulasa en porta, etc. Si se
considera relevante el hallazgo se avisara al clinico
responsable del paciente. Se identificaran todos los
aislados clinicamente significativos a nivel de
especie y se realizaran las pruebas de sensibilidad a
los antibidticos y deteccion de fenotipos de
resistencia segun las normas de cada laboratorio
(EUCAST o CLSI). La \utilizacion de la
espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) facilita la
emision de un informe preliminar rapido. Para mas
informacion se remite a los Procedimiento en
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Microbiologia Clinica de la SEIMC n° 37 (22 edicion):
“Métodos de identificacion bacteriana en el
laboratorio de Microbiologia”, n°® 38 (22 edicion):
“Deteccion fenotipica de mecanismos de resistencia
en gramnegativos” y n°39 (22 edicidn): “Deteccion
fenotipica de mecanismos de resistencia en
grampositivos”.

3.7.2.2. Medios incubados en anaerobiosis. Se
examinaran los medios de cultivo para detectar todas
las colonias morfolégicamente diferentes y aislarlas
en cultivo puro. Deben realizarse todos los
reaislamientos necesarios para aislar colonias Unicas
de todos los morfotipos. A cada colonia se le
realizara una prueba de aerotolerancia para
diferenciar los aerobios y facultativos de los
anaerobios. A los aerobios y facultativos que no se
hayan detectado en los medios incubados en aire y
CO, y que se consideren clinicamente significativos
se les realizara la identificacion y las pruebas de
sensibilidad.

La identificacion de los microorganismos
anaerobios se debe ajustar a las necesidades
clinicas, caracteristicas microbiologicas de la
muestra y posibilidades técnicas del laboratorio. La
identificacion por métodos tradicionales de los
microorganismos anaerobios es un proceso lento
que oscila entre 2-10 dias y que no siempre lleva a la
identificacion de especie. La introduccién del sistema
MALDI-TOF MS ha supuesto un importante avance
en la caracterizacion de los anaerobios por su
sencillez, rapidez y reproductividad con relacion a la
genomica.

Las muestras para el diagnéstico microbioldgico de
las infecciones intraabdominales que tienen su
origen a nivel colorectal (peritonitis secundarias,
apendicitis, diverticulitis, abscesos intraperitoneales)
son polimicrobianas y es posible aislar en ellas hasta
5-10 bacterias aerobias, facultativas y anaerobias.
Salvo que exista un interés clinico o de investigacion
microbiolégica que requiera la identificacion de todos
los microorganismos es suficiente, en la mayoria de
los casos informar como” microbiota mixta aerobia y
anaerobia”. Sin embargo ciertas situaciones clinicas
como peritonitis y apendicitis complicadas, pacientes
con abscesos después de un tratamiento
antimicrobiano empirico, pacientes
inmunocomprometidos, etc. obligan a identificar las
especies anaerobias clinicamente significativas.

Cuando un aislado predomina en una microbiota
mixta, es aconsejable identificarlo a nivel de especie,
también el aislamiento de anaerobios especialmente
virulentos o resistentes como Bacteroides spp.,
Parabacteroides spp. (ambos géneros componentes
del grupo fragilis), algunas especies de Prevotella,
Porphyromonas  spp., Bilophila  wadsworthia,
Clostridium  septicum, Clostridium  perfringens,
Clostridium ramosum o algunas especies de
Fusobacterium. Si el cultivo contiene mas de dos
anaerobios distintos (o mas de tres microorganismos
en total) sin un predominio claro y sin ser
especialmente virulento, puede ser suficiente la
descripcion de los morfotipos presentes en la

muestra, y si es posible el género al que pertenecen
(Clostridium,  Fusobacterium, Prevotella, etc.),
mediante tincion de Gram, determinacion de
catalasa, crecimiento en bilis y sensibilidad o
resistencia a discos de vancomicina, kanamicina y
colistina segun el punto 9 del Procedimiento en
Microbiologia Clinica de la SEIMC n° 16 (22 edicion):
"Bacterias anaerobias”.

En las muestras que procedan de sitios estériles,
bilis por ejemplo, se realizara la identificacién a nivel
de especie.

No se recomienda la realizacién rutinaria de las
pruebas de sensibilidad a todos los aislamientos de
bacterias anaerobias. Sin embargo, hay evidencia
sustancial de que la resistencia antimicrobiana es
significativa en muchas especies de anaerobios, y
que el tratamiento antibiético inadecuado produce
una mala respuesta clinica y un aumento de la
mortalidad. Por ello, existen situaciones concretas en
las que es recomendable realizar pruebas de
sensibilidad a los microorganismos anaerobios:
cuando se aislen en cultivo puro 6 predominante y se
les considere significativos clinicamente, en las
infecciones graves o complicadas, en aislados de
pacientes que no responden al tratamiento o cuando
se aislan microorganismos que presentan
habitualmente un patrén de sensibilidad no
predecible como Bacteroides spp. o Parabacteroides
spp. debido a la creciente resistencia que presentan
a los B-lactamicos.
3.7.2.3. Medios liquidos. Se examinaran cada dia
para ver si existe turbidez indicativa de crecimiento.
Si el caldo de enriquecimiento esta turbio, se
realizara tincibn de Gram y segun los
microorganismos que se observen, los subcultivos en
los medios generales y selectivos adecuados.
Cuando las muestras se han inoculado solo en
caldos de enriquecimiento, es conveniente realizar al
final del periodo de incubacién, un subcultivo "de
salida" en medios sélidos (agar chocolate y un medio
no selectivo para anaerobios) aunque no se haya
observado turbidez.

3.8 INFORMACION DE RESULTADOS
Para que la informacion microbioldgica tenga interés
en el manejo del paciente cualquier informacion
sobre la tincion de Gram o los cultivos que pueda
tener significado clinico e influencia en el
tratamiento, debe ser notificada lo antes posible al
clinico responsable del paciente, mediante informes
provisionales, maxime si se tiene en cuenta que en
algunos procesos quirdrgicos la duracion de la
estancia hospitalaria ha disminuido en los ultimos
anos principalmente por el uso cada vez mas
frecuente de las técnicas laparoscoépicas y que el
prondstico esta ligado a una terapia precoz
adecuada.
3.8.1 Tincion de Gram. Se debe comunicar el
resultado de la tincién de Gram el mismo dia en que
se recibe la muestra. En él se informaran todos los
microorganismos Vvisualizados y la presencia de
leucocitos polimorfonucleares.
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3.8.2 Cultivos. A las 24 horas se puede informar de
los microorganismos presentes en el cultivo
(Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, enterococos,
estreptococos, Candida spp.) e incluso la resistencia
si se incluyen medios cromogénicos para deteccion
de BLEE, carbapenemasas, SARM o ERV. En este
contexto, y como se ha comentado con anterioridad,
el sistema MALDI-TOF MS permite realizar las
identificaciones en unos minutos directamente de las
colonias en las placas de cultivo primario o de los
hemocultivos positivos y reducir significativamente el
tiempo en la emision de los resultados. El informe
preliminar tiene mucha importancia al permitir ajustar
el tratamiento empirico. A los 2-3 dias, se puede
emitir un informe definitivo para bacterias aerobias y
facultativas. Si el resultado del cultivo es positivo, el
informe incluira todos los microorganismos aislados
que se consideren clinicamente significativos con su
sensibilidad a los diferentes antimicrobianos segun
las normas de cada laboratorio. Se debe especificar
que el resultado esta pendiente del estudio de
anaerobios.

A los 2-4 dias es posible emitir el informe
preliminar para las bacterias anaerobias, con la
descripcion de los morfotipos aislados en el cultivo,
su relacion con el aire, y a veces con la identificacion
presuntiva de algunos de ellos (Bacteroides spp., C.
perfringens, Clostridium spp.) o definitiva si se
disponer del sistema MALDI-TOF MS. Si el cultivo es
positivo se informaran los anaerobios aislados. El
estudio de sensibilidad sélo se realizard en las
circunstancias especiales previamente comentadas.

Si el resultado final del cultivo es negativo, se
emitira un informe en el que conste "No se aislan
microorganismos" o "Cultivo negativo".

En todos los informes debe figurar la fecha de
salida y el nombre del Microbiélogo responsable del
estudio.

4. PERITONITIS Y ABSCESOS INTRAPERITONEALES
4.1. INTRODUCCION Y CLASIFICACION

La peritonitis es la inflamacion de la membrana
serosa peritoneal que recubre la cavidad abdominal.
Diversos estimulos pueden generar esta respuesta
inflamatoria: irritacion quimica, necrosis local,
contusion directa o invasion bacteriana, en este
ultimo caso se habla de peritonitis séptica, infecciosa
o bacteriana. Desde el punto de vista clinico las
peritonitis se consideran infecciones
intraabdominales complicadas.

Atendiendo al origen y -caracteristicas de las
peritonitis infecciosas éstas se clasifican en primarias
(peritonitis monomicrobianas en las que no se
evidencia un foco infeccioso de  origen
intraabdominal) secundarias (peritonitis
polimicrobianas con origen intraabdominal), vy
terciarias (peritonitis persistentes y recurrentes).
Segun la evolucidn las peritonitis pueden ser agudas,
aparecen bruscamente y progresan con rapidez o
cronicas, con un curso mas lento como la peritonitis
tuberculosa. En funcién de la extension, pueden ser
localizadas cuando afectan a una zona del peritoneo

(abscesos peritoneales) o difusas si comprometen
todo el peritoneo y segun el lugar de adquisicion,
comunitarias 0 nosocomiales si se establecen a partir
de las primeras 48 horas del ingreso hospitalario.

4.2 PERITONITIS PRIMARIAS
Las peritonitis primarias son infecciones bacterianas
difusas que se manifiestan en ausencia de un foco
primario de infeccién abdominal. Este término incluye
diferentes patologias que tienen en comun la
infeccion de la cavidad peritoneal a partir de un foco
extraabdominal no siempre evidente. Segun la
clasificacion de Hamburgo de 1987, desde el punto
de vista etiopatogénico se describen tres tipos de
peritonitis primarias: peritonitis bacteriana
espontanea (PBE), peritonitis tuberculosa
(granulomatosas) y peritonitis asociada a dialisis
peritoneal. Las especiales caracteristicas de ésta
ultima hace que se describa en un capitulo aparte.
4.2.1. Peritonitis bacteriana espontanea
4.2.1.1. Introduccién. La PBE define la infeccion del
liguido  abdominal sin focalidad primaria
intrabadominal. Incluye dos cuadros: la PBE del
adulto y la PBE del nifo. Los pacientes cirréticos con
ascitis representan el principal grupo de riesgo para
desarrollar PBE, con una prevalencia del 1,5-3% al
10% segun se adquiera a nivel comunitario o
nosocomial y un porcentaje de mortalidad todavia
hoy dia elevado (20-40%), a pesar de los avances
diagndsticos y terapéuticos. En la actualidad, la PBE
es una infeccion infrecuente en la infancia.
Representa el 4,76% de todas las peritonitis
pediatricas y el 2,1% de los cuadros de abdomen
agudo visto en urgencias. Se manifiesta sobre todo
en nifos con ascitis secundaria a hepatopatia
crénica (prevalencia 10-30%) y sindrome nefrotico
(2-6%). También se han descrito peritonitis primarias
en nifos sanos o asociadas a infecciones
respiratorias, periodontales y genitourinarias.
4.2.1.2. Etiopatogenia. La mayoria de las PBE tienen
como origen la microbiota intestinal endégena. Los
microorganismos acceden al liquido abdominal por
via linfatica, acceso directo por migracion transmural,
y fundamentalmente por diseminacion hematégena.
La translocaciéon bacteriana desempena un papel
importante en la patogenia. Las bacterias intestinales
(viables o no) o sus productos (endotoxinas)
atraviesan la mucosa intestinal y colonizan los
ganglios linfaticos mesentéricos. Desde aqui pasan
al torrente circulatorio y mediante bacteriemias
repetidas difunden y colonizan el liquido abdominal.
En el paciente cirrético concurren una serie de
circunstancias que favorecen la translocacion
bacteriana y el desarrollo de PBE: alteraciéon
estructural y funcional de la barrera intestinal (mayor
permeabilidad), sobrecrecimiento de la microbiota
intestinal y alteracién de la respuesta inmune tanto a
nivel local en el liquido abdominal, como sistémico.
En algunas ocasiones el origen es extraintestinal,
en este contexto se presenta asociado a distintos
focos sépticos sobre todo respiratorios, urinarios o
iatrogénicos en el transcurso de procedimientos
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invasivos (endoscopia con esclerosis de varices
esofagicas, cateterismo venoso central, cateterismo
urinario...etc.). En mujeres, sobre todo portadoras de
dispositivos intrauterinos, la peritonitis primaria
puede ser consecuencia del ascenso de
microorganismos a través de las trompas de Falopio.

La etiologia es monomicrobiana en el 92% de los
casos, si se aisla mas de una bacteria es necesario
realizar diagndstico diferencial con la peritonitis
secundaria. En el 70% se aislan patégenos entéricos
facultativos, en especial E. coli y Kilebsiella
pneumoniae y en un 25% cocos positivos, sobre todo
estreptococos del grupo viridans, siendo inusual la
presencia de bacterias microaerdfilas y anaerobias.
En la PBE de origen nosocomial, especialmente en
pacientes con ingresos repetidos de larga estancia o
ingresados en UCI, asi como aquellos que reciben
profilaxis con norfloxacino o que presentan
enfermedad hepatica avanzada, predominan los
COCOS grampositivos (Enterococcus spp.,
Staphylococcus spp.) y bacilos gramnegativos no
entéricos (Pseudomonas spp.). En los ultimos afos
estd adquiriendo importancia S. aureus como
responsable de casos iatrogénicos.

En los nifios, también se admite la via hematogena
como ruta de acceso mas frecuente sin descartar la
linfatica, transmural y wurinaria y en nifias la
ascendente del tracto genital. Son infecciones
monomicrobianas, pero a diferencia del adulto,
predominan los cocos grampositivos (69%) respecto
a los bacilos gramnegativos (31%). En el primer
grupo el agente etiolégico mas frecuente es
Streptococcus pneumoniae seguido de
Streptococcus pyogenes y S. aureus. Estudios
recientes detectan una frecuencia mayor de bacilos
gramnegativos como E. coli (153%) y K.
pneumoniae (7,7%).

Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis y S.
pneumoniae se aislan en las peritonitis de origen
genital.

El término ascitis neutrocitica define la PBE “con
cultivo negativo” debido posiblemente a cargas
bacterianas bajas no detectadas por los métodos
convencionales de cultivo. La bacteriascitis por el
contrario define la presencia de bacterias sin
respuesta inflamatoria peritoneal (<250 PMN/mm3).
4.2.1.3. Cuadro clinico. La presentacion clinica de la
PBE en el paciente cirrético es muy variable. La
mayoria manifiestan signos o sintomas de afectacion
peritoneal fundamentalmente fiebre (69%) y dolor
abdominal difuso (59%). La presencia de ileo
paralitico (30%) y diarrea (32%) es menos prevalente
y los signos de irritacion abdominal pueden no
manifestarse por la presencia de ascitis. No es
infrecuente que el cuadro debute con clinica de
deterioro  hepatico  (encefalopatia), sindrome
hepatorrenal y hemorragia gastrointestinal, o con
signos y sintomas sistémicos de infeccion. Un 10-
13% de los pacientes pueden estar asintomaticos.

En los nifos, la PBE cursa de forma aguda con un
cuadro clinico similar a la apendicitis, lo que lleva a
realizar laparotomias exploradoras en la mayoria de

los casos sobre todo en ausencia de factores
predisponentes. Los signos y sintomas mas
frecuentes de presentacion son fiebre y dolor
abdominal seguidos de distensién abdominal,
vomitos y diarrea.

4.2.1.4 Diagnéstico microbioldgico. El diagndstico de
la PBE se establece mediante el analisis del liquido
abdominal. La infeccion peritoneal desencadena una
respuesta inflamatoria con atraccion de PMN. La
presencia en el liquido abdominal de un recuento =
250 PMN/mm?® determina el diagnéstico presuntivo
de PBE, independientemente del resultado del
cultivo que como se ha comentado con anterioridad,
puede ser o no positivo.

El diagnéstico microbiolégico se basa en el estudio
microscoépico y cultivo del liquido abdominal. Ante las
sospecha de PBE, ademas del liquido abdominal, se
recomienda realizar hemocultivos, ya que la mayoria
se asocian a bacteriemias, y cultivo de orina aunque
el paciente presente o no clinica urinaria, ya que la
bacteriuria asintomatica es un factor de riesgo para
la PBE en el paciente cirrético. Los hemocultivos son
positivos en mas del 50% de los pacientes.

El proceso a seguir es el descrito en el apartado:
“Proceso microbiologico general de las infecciones
intraabdominales” de este procedimiento. A
continuacion solo se comentan aspectos particulares
del proceso.

La recogida del liquido abdominal se realiza
mediante aspiracion percutanea (paracentesis). Es
importante extremar las medidas de asepsia en la
obtencion de la muestra para evitar contaminaciones
con la microbiota cutdnea o ambiental. Para ello se
debe desinfectar la zona de puncién con alcohol
isopropilico o etilico de 70° durante 30 segundos.
Posteriormente se aplicara una soluciéon yodada:
tintura de yodo al 1-2% durante 30 segundos o
povidona yodada al 10% durante 1 minuto haciendo
circulos concéntricos desde el centro hacia la
periferia en una zona de unos 10 cm de diametro. En
pacientes con hipersensibilidad a los compuestos
yodados se puede realizar dos limpiezas
consecutivas con alcohol isopropilico. Una
alternativa eficaz es la solucidon alcohdlica de
clorhexidina al 0,5%.

En los nifos, es frecuente que la muestra se recoja
intraoperatoriamente, durante la laparotomia
abdominal.

La muestra debe inocularse en frascos de
hemocultivo (10 ml en frasco aerobio y 10 ml en
frasco anaerobio) y el resto, minimo 0,5 ml-1 ml, en
un tubo estéril sin conservantes para realizar la
tincion de Gram. La inoculacién de los frascos de
hemocultivo debe efectuarse en el momento de la
extraccion (cabecera del paciente). Se ha
demostrado que la demora de 4 horas en la
inoculacién de los frascos, disminuye la sensibilidad
en un 23%.

Examen macroscépico. El aspecto del liquido
abdominal puede ser de ayuda en la orientacion
diagnéstica. La turbidez y el color del liquido deben
ser observados y anotados. En circunstancias
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normales es un liquido claro o amarillo pajizo. En las
PBE su aspecto es turbio y amarillo (hematico si la
puncion ha sido traumatica).

Tincion de Gram. Se efectia a partir del sedimento
del tubo estéril centrifugado. Si la muestra viene sélo
inoculada en frascos de hemocultivo no es posible
realizarla. Presenta una baja sensibilidad por el
escaso numero de bacterias presentes en las
muestra (1-2 bacterias/ml). Es positiva en el 9-11%
de las PBE.

Cultivo. No se considera util la siembra directa de la
muestra en los medios de cultivo. La baja carga
bacteriana ya referida, unido al escaso volumen
procesado (1-2 ml), determina una escasa
rentabilidad. La siembra en frascos de hemocultivo
se considera el método de referencia ya que por una
parte incrementa la sensibilidad (80-90%) respecto al
cultivo tradicional (50%) al procesar mayor volumen
de muestra (10 ml) y por otra acorta el tiempo de
respuesta al procesarse mediante sistemas
automatizados. A pesar de estas medidas, el cultivo
solo es positivo en un 30-50% de los casos. El
sistema de lisis-centrifugacion ofrece peores
resultados.

Aunque el cultivo positivo no es un criterio

imprescindible para establecer el diagndstico de
PBE, es importante el aislamiento para conocer la
epidemiologia y sobre todo la sensibilidad de los
patdgenos implicados. Datos recientes describen
una amplia resistencia de enterobacterias a
quinolonas, especialmente en pacientes que reciben
profilaxis con norfloxacino.
Deteccion gendmica. Diversos estudios han aplicado
métodos moleculares para la deteccion bacteriana
en la PBE. En comparacién con el cultivo
convencional, las PCR multiples presentan mayor
sensibilidad y especificidad. La deteccion mediante
PCR universal (16S rDNA) muestra una rentabilidad
superior en algunos estudios mientras que otros
obtienen sensibilidades inferiores al cultivo.

En cuanto a la identificacién bacteriana, los
mejores resultados se obtienen con la aplicaciéon de
PCR multiples. La secuenciacion de los fragmentos
amplificados sdlo logra identificar el 50% de los
aislados. Esta menor rentabilidad podria estar en
relacién con translocaciones polimicrobianas.

La relevancia clinica de la deteccién bacteriana
mediante PCR en pacientes con ascitis estériles o
bacteriascitis asintomaticas no esta aclarada. Para
algunos autores estas técnicas no logran diferenciar
colonizacion de infeccién. La presencia de genoma
bacteriano en el liquido abdominal no predice el
posterior desarrollo de una PBE, aunque parece ser
un indicador de mal prondstico en determinados
grupos de pacientes.

4.2.2 Peritonitis tuberculosa

4.2.2.1 Introduccion. La afectacién peritoneal es una
forma clinica poco frecuente de presentacion de la
tuberculosis extrapulmonar. Representa el 31-58%
de las tuberculosis abdominales y el 1-3% de todas
las formas de tuberculosis. Los principales factores
de riesgo asociados a este cuadro son la

hepatopatia alcohdlica, la insuficiencia renal crénica
asociada a CAPD vy la infeccion por VIH. También se
relaciona con diabetes, tratamiento prolongado con
corticoides, tratamientos con TNF-qa, y enfermedades
malignas.

4.2.2.2 Etiopatogenia. Los bacilos pueden alcanzan
el peritoneo por via hematégena, a partir de un
ganglio linfatico mesentérico, por extension desde un
foco intestinal o ginecolégico (salpingitis) o
directamente en pacientes con dialisis peritoneal. Se
han descrito casos después de la aplicacién del
bacilo de Calmette-Guérin (BCG) en carcinomas
vesicales. La mayoria de los casos, se produce por
reactivacion de un foco latente peritoneal producido
por diseminaciéon a partir de un foco primario
pulmonar. A pesar de ello s6lo un 20% presenta
afectacion pulmonar. Mycobacterium avium complex,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium kansasii y
Mycobacterium gordonae se han asociado también a
cuadros de peritonitis.

4.2.2.3 Cuadro clinico. Clinicamente se presenta
como un proceso insidioso, subagudo, cuyos signos
y sintomas mas prevalentes son: ascitis (73-90%)
fiebre (74%) pérdida de peso (62%) y dolor
abdominal difuso (58%).

4.2.2.4 Diagnéstico microbiolégico. Se debe
sospechar una peritonitis tuberculosa en toda ascitis
exudativa de predominio linfocitico, con un gradiente
albumina suero/albumina en liquido abdominal
menor de 1,1 g/dL. Estos datos son solo orientativos,
los pacientes con cirrosis puede presentar
trasudados y en la insuficiencia renal pueden
predominar los neutréfilos sobre los linfocitos. Un
valor de adenosindeaminasa (ADA) en el liquido
abdominal superior a 30 Ul tiene una sensibilidad del
100% y una especificidad del 97%.

El diagndstico microbiolégico se basa en el
examen microscopico, cultivo y/o deteccion
molecular de Mycobacterium tuberculosis en el
liguido abdominal o en muestras de biopsia
peritoneal.

La recogida de muestras incluye paracentesis,
biopsias percutaneas y biopsias por procedimientos
quirdrgicos mediante laparotomia o laparoscopia. Se
aconseja recoger el mayor volumen posible de
liquido abdominal, como minimo 10-15 ml,
recomendable 50 ml, e incluso 1 litro, debido al bajo
numero de bacilos presente en la muestra. Las
biopsias se deben recoger en envases estériles con
suero fisiolégico o con medio 7H9 de Middlebrook
para evitar la desecacion.

Todos los detalles técnicos de recogida,
procesamiento, identificacion y estudio se
sensibilidad estan recogidos en el Procedimiento en
Microbiologia Clinica de la SEIMC 9a (22 edicion):
“Micobacterias”.

En relacion al liquido abdominal, la sensibilidad de
la microscopia mediante tinciones de Ziehl-Neelsen y
auramina es baja, menos de 3-5%, por la escasa
concentracién de bacilos. El cultivo presenta mayor
sensibilidad que el estudio microscopico. Es positivo
en un 20-35% de los casos. Para incrementar la
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sensibilidad se recomienda aumentar el volumen de
muestra estudiada (50 mL e incluso 1L) o
concentrarla previamente mediante filtracién en una
membrana de policarbonato. La siembra de 1 litro de
liquido abdominal previamente centrifugado (3000xg
15 minutos) aumenta la sensibilidad al 66-83%. El
manejo de este volumen no es un método operativo
en los laboratorios clinicos. La utilizacion de medios
liquidos, mas enriquecidos y de sistemas
automatizados (BACTEC MGIT 960) de deteccion de
crecimiento ha mejorado la sensibilidad del cultivo y
reducido el tiempo de diagnostico.

La mayor rentabilidad diagnéstica se obtiene con la
biopsia peritoneal que ofrece la posibilidad de
realizar ademas el estudio histolégico. La tincion es
positiva en el 3-25% de las muestras y la sensibilidad
del cultivo oscila entre el 38-92%. El cultivo permite
identificar la especie y realizar estudios de
sensibilidad. Es aconsejable inocular en paralelo
medios sdlidos. Algunos trabajos han ensayado la
utilidad de las técnicas moleculares (PCR) en la
deteccion de M. tuberculosis del liquido abdominal o
biopsia peritoneal. En general las PCR especificas
presentan menor sensibilidad que el cultivo. En la
actualidad no existen técnicas comerciales validadas
para estas muestras, y deben ser consideradas un
complemento del diagndstico convencional. Para
mas informacion sobre las técnicas moleculares
aplicadas a la deteccion de M. tuberculosis complex
y deteccion de resistencia a rifampicina e isoniazida
en muestras estériles se remite al punto 6.2 del
Procedimiento en Microbiologia de la SEIMC n° 36
(22 edicién): "Diagnostico microbioldgico de las
infecciones del sistema nervioso central”.

4.3. PERITONITIS SECUNDARIA

4.3.1 Introduccién. Constituyen el grupo mas
frecuente de peritonitis bacterianas. Son infecciones
de la cavidad peritoneal producidas por extension de
un proceso supurado intraabdominal o perforaciones
del tracto gastrointestinal de origen traumatico,
quirdrgico, isquémico o espontaneo.

4.3.2 Etiopatogenia. El proceso patogénico se inicia
con la contaminacién peritoneal por microorganismos
y sustancias adyuvantes (bilis, sangre) del 6rgano
perforado. La progresién a infeccion depende del
ndamero, tipo y grado de Vvirulencia de los
microorganismos y de los mecanismos defensivos
del paciente. Una vez producida la contaminacion
peritoneal se ponen en marcha varios mecanismos
locales para evitar la infeccién, aclaramiento
bacteriano por el sistema linfatico, fagocitosis por los
macréfagos y polimorfonucleares, reaccion
inflamatoria y formacion de fibrina que actua
atrapando las bacterias y creando adherencias,
evitando la diseminacion de la contaminacion,
localizando el foco infeccioso. Como resultado de
esta respuesta puede ocurrir la erradicacién de los
microorganismos con resolucion completa del
cuadro, la localizacion de la infecciébn con la
formacion de un absceso intraabdominal o la
extension de la infeccion por el peritoneo

produciendo una peritonitis generalizada. El proceso
inflamatorio y/o infeccioso libera citocinas y otros
mediadores, tanto a nivel local como sistémico, que
desencadena el sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SRIS) que puede llevar a un fracaso
organico multiple.

A diferencia de las peritonitis primarias, las
secundarias son polimicrobianas y mixtas. En cada
muestra se pueden llegar a aislar 5-10 especies
bacterianas, con un claro predominio de
microorganismos anaerobios frente a aerobios.

La etiologia depende de la localizacion del foco
primario de infeccion, del lugar de adquisicién, y de
las posibles modificaciones de la microbiota
condicionadas por la administracion previa de
antimicrobianos y las comorbilidades del paciente.
En relacién al primer punto, y teniendo en cuenta la
distribucién de la microbiota intestinal, en las
peritonitis secundarias a perforaciones del eséfago y
estbmago  predominan  los  microorganismos
grampositivos (estreptococos, Lactobacillus spp.). En
las perforaciones de duodeno y parte proximal del
intestino delgado ademas de los anteriores se aislan
enterobacterias y algunos anaerobios. En el tramo
distal del intestino delgado enterobacterias,
enterococos y anaerobios y en las del colon
predominan los anaerobios, en especial Bacteroides
spp., Prevotella spp. y Porphyromonas spp. sobre los
facultativos, como E. coli, Proteus spp., Klebsiella
spp. y enterococos. Hay que tener en consideracion
que multiples factores pueden modificar la
composicién de la microbiota enddégena: toma de
inhibidores de la secrecién &cida, cirugia previa,
tratamiento antimicrobiano, hospitalizacion, dieta,
etc.

Las peritonitis de origen comunitario, en pacientes
que no han recibido previamente antimicrobianos,
estan causadas por anaerobios fundamentalmente
B. fragilis, bacilos entéricos como E. coli, Klebsiella
spp., Proteus spp. y Serratia marcescens vy
Streptococcus spp.. Otros anaerobios implicados
son: Parabacteroides spp., Prevotella spp.,
Porphyromonas spp., Clostridium spp., Bilophila
wadsworthia, Lactobacillus spp., Peptostreptococcus
spp. y Veillonella spp..

En las peritonitis de adquisicién nosocomial y las
comunitarias con tratamiento antimicrobiano previo
estan implicados microorganismos resistentes vy
patégenos nosocomiales: predominan los aerobios y
facultativos con disminucion del porcentaje de E. coli
a favor de Enterobacter spp.. Se aislan no
fermentadores como Pseudomonas aeruginosa y
predominan en relacion a las anteriores, los
aislamientos de Enterococcus spp., y levaduras (C.
albicans y C. glabrata). El papel de los anaerobios es
menor (Tabla 2). Trabajos recientes encuentran una
prevalencia similar de levaduras en ambos tipos de
peritonitis secundaria. Existe controversia sobre el
papel que desempefa enterococo en las peritonitis
comunitarias. En general su presencia no tiene
impacto sobre la evolucion del paciente y no se
recomienda incluir cobertura antimicrobiana frente a
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él excepto en pacientes inmunocomprometidos,
graves, con bacteriemia asociada, valvulopatias o
implantes protésicos cardiovasculares. De forma
similar, el aislamiento de levaduras en las peritonitis
secundarias de adquisicion comunitaria debe tenerse

Tabla 2. Microorganismos aislados de muestras peritoneales

en cuenta en inmunocomprometidos, pacientes
expuestos previamente a antimicrobianos de amplio
espectro, candidiasis invasiva o perforaciones
recurrentes.

Microorganismos Peritonitis Peritonitis nosocomial
adquirida en la Postquirirgicas | No postquirlrgicas
comunidad
Aerobios
Gram negativos
Escherichia coli 30 17 5
Klebsiella spp. 8 6 1
Pseudomonas aeruginosa 5 6 2
Enterobacter spp. 1 9 0
Proteus spp. 1 1 0
Acinetobacter spp. 0 0 0
Otras bacterias 4 1 0
Gram positivos
Streptococcus spp. 15 11 3
Enterococcus spp. 7 21 7
Staphylococcus spp. 0 6 0
Anaerobios
Bacteroides fragilis 13 13 2
Clostridium spp. 2 3 2
Otras bacterias 4 1 0
Candida spp* 3 5 3

*Todas Candida albicans, excepto las de peritonitis postquirurgicas: C. albicans (n=3), C. glabrata (n=1)

y Candida krusei (n =1).

Tomado de Seguin P, et al. Clin Microbiol Infect. 2006; 12:980-985.

En un 15% de las peritonitis secundarias tanto
comunitarias como nosocomiales, se aislan
enterobacterias productoras de BLEE,
betalactamasas de tipo AmpC, o carbapenemasas,
ERV, SARM, P. aeruginosa y Acinetobacter
baumannii multirresistentes. Los factores de riesgo
asociados son la estancia hospitalaria previa (>5
dias, sensibilidad 93% y especificidad 58%) y el uso
previo de antimicrobianos (mas de dos dias). El
factor de riesgo mas importante para la seleccion de
enterobacterias productoras de BLEE es |la
exposiciéon previa a antimicrobianos sobre todo
cefalosporinas de tercera generacion,
aminoglicésidos y también fluoroquinolonas y las
comorbilidades.

4.3.3 Cuadro clinico. Varia segun el proceso
etiolégico que lo origina y las caracteristicas del
paciente. Predomina la fiebre, el dolor abdominal al
principio local y después generalizado, y los
sintomas de irritacion peritoneal que puede llevar a
shock séptico y sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica. El diagnostico se complementa con los
datos analiticos y las pruebas de imagen.

4.3.4 Diagndstico microbiolégico. El diagnostico
de las peritonitis secundarias es fundamentalmente
clinico, el analisis microbiolégico es util para
establecer la etiologia y determinar la sensibilidad.
Recientemente las guias IDSA han publicado unas
recomendaciones sobre el diagndstico
microbiolégico de las infecciones intraabdominales
complicadas complicadas. En relacion a las
infecciones adquiridas en la comunidad, no
recomiendan de forma rutinaria la toma de
hemocultivos, consideran opcional el cultivo de la
muestra clinica y de poco valor la tincion de Gram.
Como excepciones incluyen pacientes
inmunocomprometidos o en situacién grave vy
siempre que el porcentaje de resistencia local de los
patégenos habitualmente aislados a los
antimicrobianos utilizados empiricamente supere el
20%. En nuestra opinidon y a pesar de la etiologia
“previsible” de las infecciones comunitarias es
conveniente el estudio rutinario en base al
incremento de resistencias o multirresitencias
detectado tanto en cepas nosocomiales como
comunitarias productoras de infeccion
intraabdominal.  El diagndstico microbiologico se
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basa en el estudio del liquido abdominal, material
purulento o lavado peritoneal obtenidos por puncion
abdominal (con control ecografico), abordaje
laparoscoépico o quirdrgico. Se recomienda realizar
hemocultivos sobre todo en pacientes con fiebre o
sintomas de sepsis.

El proceso a seguir es el descrito en el apartado:
“Proceso microbiolégico general de las infecciones
intraabdominales” de este procedimiento. A
continuacion solo se comentan aspectos particulares
del proceso.

Como la etiologia es polimicrobiana y mixta, la
muestra se debe recoger en un vial adecuado para la
recuperacion de facultativos y anaerobios. Puede ser
valida la jeringa siempre y cuando se retire la aguja
para evitar pinchazos accidentales y se elimine el
aire. No son adecuadas las muestras recogidas en
torunda. Las muestras deben mantenerse a
temperatura ambiente, nunca ser refrigeradas o
congeladas. En general la viabilidad de los
anaerobios oscila entre 2-3 horas.

El examen microscépico de la muestra mediante
tincion de Gram se efectia a partir del sedimento.
Permite valorar la presencia de polimorfonucleares,
levaduras y diferentes morfotipos bacterianos.

El cultivo ademas de medios convencionales para
bacterias aerobias y facultativas (agar sangre, agar
chocolate y agar MacConkey) debe incluir medios
selectivos como el agar CNA y el agar BBE para
anaerobios. No se recomienda utilizar medios
liqguidos de enriquecimiento. La toma previa de
antimicrobianos o antifungicos limita su utilidad.

La sensibilidad de los hemocultivos es baja, se
estima en un 25%.

4.4 PERITONITIS TERCIARIA

4.4.1 Introduccién. Son infecciones peritoneales
difusas que recurren o persisten después de fracasar
el tratamiento supuestamente adecuado, de una
peritonitis secundaria o primaria. Indica un fallo en el
control del foco, ineficacia del tratamiento
antimicrobiano o un fracaso de los mecanismos
defensivos del paciente. La severidad del cuadro se
asocia a una elevada tasa de mortalidad que oscila
entre el 30-60% relacionada no tanto con el proceso
infeccioso en si, sino con las caracteristicas de los
pacientes, casi todos criticos, con alteraciones del
sistema inmune que les impide controlar el proceso
infeccioso y precisan sucesivas relaparotomias. En
ocasiones resulta dificil diferenciar las peritonitis
terciarias de las secundarias complicadas.

La inmunosupresion, un estado nutricional
deficiente, las comorbilidades y la presencia de
microorganismos multirresistentes son algunos de
los factores de riesgo que predicen el desarrollo de
la peritonitis terciaria. La puntuacion alta en las
escalas APACHE II, SAPS Il y MPI (Mannheim
Peritonitis Index) favorece asimismo la progresién de
las peritonitis secundarias a terciarias.

4.4.2 Etiopatogenia. Existe una alteracién de los
mecanismos de defensa locales peritoneales que
impide controlar la infeccion. Por ello, las

relaparotomias no suelen revelar abscesos ni focos
evidentes de infeccidn, sino un liquido serohematico
en ocasiones estéril, sin  evidencia de
microorganismos, mientras que en otras se aislan
patdbgenos nosocomiales o patégenos de escaso
poder patégeno (Enterococcus spp., Staphylococcus
epidermidis)  que posiblemente  representen
translocaciones o contaminaciones exégenas.

Las peculiaridades de estas peritonitis:
nosocomiales, postoperatorias con  multiples
intervenciones, pacientes con ingreso prolongado en
areas hospitalarias de especial riesgo como UCI, con
multiples pautas terapéuticas previas casi siempre de
amplio espectro, condicionan su etiologia.

Predominan los bacilos gramnegativos, con mayor
frecuencia  Enterobacter spp. y patégenos
nosocomiales multirresistentes como P. aeruginosa y
A. baumannii. También se aislan enterobacterias
productoras de BLEE.

Dentro de los microorganismos grampositivos es
frecuente el aislamiento de Enterococcus faecium
(en ocasiones resistentes a la vancomicina) vy
Staphylococcus spp.. En lo referente a las levaduras
predominan las especies no-albicans de Candida.
4.4.3 Cuadro clinico. Puede presentar clinica de
cuadro abdominal o de SRIS. Hay que tener en
cuenta ademas que las caracteristicas del paciente
(manejo en UCI) pueden enmascarar y alterar los
signos y sintomas. Debe sospecharse si persiste
fiebre o aparicion de signos y sintomas de sepsis o
fallo multiorganico en un paciente postquirargico.
4.4.4 Diagnostico microbiolégico. El mismo que el
referido en las peritonitis secundarias, la muestra se
recoge siempre intraoperatoriamente 'y es
fundamental recoger muestras en cada
relaparotomia.

4.5 ABSCESOS INTRAPERITONEALES

4.5.1 Introduccién. Los abscesos intraperitoneales
son colecciones purulentas rodeadas de paredes
fibrosas, que se pueden producir por extensiéon de
cuadros inflamatorios localizados (apendicitis,
diverticulitis, colecistitis, pancreatitis), traumatismos
abdominales, perforaciones, complicaciones de una
cirugia abdominal previa o pueden representar una
reaccion defensiva “favorable” ante de un proceso
infeccioso peritoneal difuso. Representan junto a los
retroperitoneales el 74% de los abscesos
intraabdominales.

Los abscesos adquiridos en la comunidad son
consecuencia de procesos localizados que en su
evolucién desarrollan abscesos, siendo los mas
frecuentes los diverticulares y apendiculares.
También como resultado de perforaciones
duodenales y colecistitis. Los abscesos
posquirurgicos se deben a infecciones por
dehiscencias de anastomosis o perforaciones.
Abscesos subfrénicos: en el 83% de los casos son
secundarios a complicaciones postoperatorias de
cirugia de colon (21%), gastroduodenal (13%),
traumatismo abdominal (13%) cirugia biliar (13%) y
apendicectomia (12%). Las colecciones subfrénicas
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se localizan mas frecuentemente en el lado derecho
(56%) que en el izquierdo (21%), existiendo
afectacion bilateral en el 23% de los casos. Los
abscesos subfrénicos derechos suceden como
complicacion de cirugia hepatobiliar y apéndice y los
izquierdos después de cirugia gastrica o esplénica.
Abscesos del epipléon menor: es una variante del
absceso subfrénico izquierdo. La causa mas
frecuente es la pancreatitis aguda complicada vy la
perforaciéon gastroduodenal evolucionada.
Abscesos subhepaticos: las complicaciones de la
cirugia biliar y gastrica son el origen mas frecuente
de estos abscesos, aunque la etiologia coldnica va
en aumento.
Abscesos entre asas: suelen ser multiples
asociandose con frecuencia a ofras colecciones
pélvicas.
Abscesos pélvicos: suelen ser complicacién de una
diverticulitis, enfermedad pélvica inflamatoria,
peritonitis apendicular o secundaria a una
dehiscencia de una anastomosis colorrectal.
45.2 Etiopatogenia. El sinergismo bacteriano
desempefia un papel importante en su desarrollo.
Una vez producida la contaminacion peritoneal existe
un predominio de enterobacterias en los 5-7
primeros dias coincidiendo con la fase de peritonitis,
después en la etapa de absceso predominan los
anaerobios sobre todo B. fragilis. La comorbilidad del
paciente, una respuesta inflamatoria inadecuada y la
presencia de materiales extrafios (sangre, bilis,
gasas, talco) contribuyen igualmente a su formacion.
Son infecciones polimicrobianas, que incluyen
microorganismos facultativos, fundamentalmente E.
coli y Enterococcus spp. y anaerobios con B. fragilis
como patégeno predominante. En los abscesos
postquirargicos o en pacientes con terapéutica
antimicrobiana previa la etiologia es similar a las
peritonitis terciarias, con implicacion de patdégenos
nosocomiales y levaduras. En los abscesos pélvicos
secundarios a enfermedad inflamatoria pélvica
suelen estar implicados Chlamydia trachomatis o N.
gonorrhoeae. Los abscesos producidos por
traumatismos penetrantes pueden deberse a
Staphylococcus spp..
4.5.3 Cuadro clinico. Esta en relacion con el
proceso desencadenante, suelen presentar clinica
inespecifica con fiebre, nauseas, vémitos y dolor
abdominal persistente. Los abscesos subfrénicos
habitualmente se acompafan de hallazgos toracicos
con afectacion pulmonar y/o pleural, mientras que los
subhepaticos tienen clinica abdominal. Por la falta de
especificidad clinica son necesarias técnicas de
imagen (radiografia, ecografia, TAC, gammagrafia o
resonancia magnética) para detectar los abscesos.
La TAC es la prueba de referencia.
4.5.4 Diagnoéstico microbiol6gico. La muestra se
obtiene mediante punciéon y drenaje percutaneo
guiado por imagen, si el absceso esta bien
localizado, o por abordaje quirurgico si son abscesos
multiples y loculados. El material recogido se
trasfiere directamente a un vial de transporte de
anaerobios. El transporte, procesamiento e

interpretacién es similar al referido en las peritonitis
secundarias.

5. INFECCIONES RELACIONADAS CON LA
DIALISIS PERITONEAL

5.1 INTRODUCCION Y CLASIFICACION

La dialisis peritoneal (DP) es el primer escalén del
tratamiento de la insuficiencia renal cronica que
requiere depuracion. Independiente del
procedimiento utilizado (DP ambulatoria continua, DP
automatizada o de ciclo continuo) la DP implica la
insercién de un catéter en la pared abdominal que
abre una puerta de entrada que puede ser utilizada
por distintos microorganismos para invadir y producir
diversos tipos de infecciones. La International
Society for Peritoneal Dialysis ha publicado
recientemente un documento de directrices y
recomendaciones que analiza aspectos del
diagndstico  microbiolégico de las infecciones
relacionadas con la DP.

En la DP pueden aparecer infecciones de la zona
por la que trascurre el catéter en la pared y/o en la
cavidad peritoneal. La bacteriemia es muy
infrecuente 'y generalmente se asocia a la
coexistencia de diversas patologias
intraabdominales.

Las infecciones relacionadas con el catéter
pueden localizarse tanto en el orificio de salida como
en el tunel subcutaneo por el que trascurre a través
del abdomen. Es frecuente la asociacion de ambas
infecciones.

La peritonitis es la principal complicaciéon de la
didlisis peritoneal, una causa importante de
morbilidad y mortalidad. En nuestro pais se ha
comunicado una mortalidad del 5,9% (41 de 693
episodios), la mayoria asociada a hongos (27,5%),
organismos entéricos (19,3%) y S. aureus (15,2%).
En ocasiones para su resolucion es necesario retirar
el catéter. Ocasiona fracaso del procedimiento
porque puede acabar produciendo una alteraciéon
estructural y funcional del peritoneo que lleva a la
hemodialisis. Es motivo de ingreso hospitalario y
responsable de incremento en el gasto sanitario. Por
estas razones es esencial establecer medidas
eficaces de prevencion y un tratamiento
antimicrobiano. Por su reiteracién y por el uso
repetido de antimicrobianos las peritonitis conducen
a la seleccion de microorganismos multirresistentes.
Estos hechos resaltan la importancia de un
diagndstico microbiolégico rapido que permita
inicialmente orientar el tratamiento empirico vy
posteriormente establecer uno dirigido. La peritonitis
de la DP puede ser considerada como un tipo de
peritonitis primaria, dado que no se suele evidenciar
ningun foco infeccioso intraabdominal ni una solucién
de continuidad en el tracto gastrointestinal, o como
un cuarto tipo de peritonitis porque su origen esta en
la rotura permanente de la pared abdominal y en la
introduccién repetida de liquidos en la cavidad. Se
puede asociar con la infeccion del orificio de salida
y/o del tunel subcutaneo, en este caso se denomina
peritonitis relacionada con el catéter. La peritonitis
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puede ser recurrente (aparece dentro de las 4
semanas tras haber concluido el tratamiento de una
peritonitis anterior en la que en el cultivo se aislé una
bacteria diferente), recidivante (surge dentro de las
4 semanas tras haber concluido el tratamiento de
una peritonitis anterior en la que el cultivo o bien fue
negativo o positivo a la misma bacteria), repetida
(aparece después de 4 semanas de haber concluido
el tratamiento de una peritonitis anterior en la que en
el cultivo se aislo la misma bacteria) y refractaria
(cuando tras 5 dias de tratamiento antibiético
adecuado el efluente no se clarifica).

5.2 ETIOPATOGENIA

5.2.1 Infecciones relacionadas con el catéter

Los microorganismos proceden de la piel o se
trasmiten por contacto. Con frecuencia se aislan
bacterias que forman parte de la microbiota cutanea.
Tras su insercion el catéter se coloniza por
microorganismos que forman una biopelicula que los
protege de los mecanismos defensivos y de los
antibioticos que pueden invadir los tejidos y producir
una infeccién. Los agentes causales de la mayoria
de las infecciones del sitio de salida son S. aureus,
P. aeruginosa y enterobacterias. Con menor
frecuencia se aislan corinebacterias, estreptococos,
bacilos no fermentadores, anaerobios, micobacterias
atipicas, legionelas, levaduras vy hongos
filamentosos. El uso de antibidticos tdpicos con fines
profilacticos puede cambiar el espectro de los
microorganismos recuperados. Los mas agresivos
son S. aureus y P. aeruginosa. En las infecciones del
tunel los microorganismos recuperados son
similares.

5.2.2 Peritonitis. La infeccién se puede producir por
distintas vias, intraluminar por inoculacion o
manipulacién de conexiones, periluminar a partir de
infecciones de la entrada y/o del tunel, mas
raramente trasmural por migracion de
microorganismos intestinales a causa de patologias
de la pared intestinal, estrefiimiento o colitis.
Infrecuentemente por diseminacién hematégena o
contaminacién vaginal. La peritonitis recidivante
puede ser consecuencia de bacterias que producen
biopelicula en la porcion de catéter intraabdominal
como S. epidermidis.

La infeccidon suele ser monomicrobiana. La mayor
parte de las peritonitis relacionadas con la DP estan
producidas por bacterias grampositivas, mas del
60%, especialmente por S. epidermidis, S. aureus,
Streptococcus spp. y otras especies de estafilococos
coagulasa negativa. También se aislan
corinebacterias. Muchas de estas bacterias
pertenecen a la microbiota de la piel y suelen llegar
al peritoneo a través del catéter, por su luz o por via
periluminar. Del 10-15% de los casos se aislan
Enterococcus  spp. y  Streptococcus  spp.,
especialmente Enterococcus faecalis y estreptococos
del grupo viridans. El aislamiento de estreptococos
B-hemoliticos es infrecuente. Las bacterias
gramnegativas estan implicadas con menor
frecuencia, las mas recuperadas son P. aeruginosa y

enterobacterias  particularmente E. coli. Son
infrecuentes otros bacilos gramnegativos
fermentadores y no fermentadores, anaerobios,
Mycobacterium spp., Candida spp. y hongos
filamentosos. La peritonitis fungica esta producida
especialmente por especies del género Candida,
particularmente por C. albicans, aunque en los
ultimos afos se ha visto igualada o incluso superada
por C. parapsilosis.

En las peritonitis recidivantes se han comunicado
mas casos de cultivos negativos y por Pseudomonas
spp. que en las peritonitis que aparecen por primera
vez, y en las recurrentes, mas cultivos
polimicrobianos por Enterococcus spp. Yy por
gramnegativos diferentes a Pseudomonas spp. y E.
coli.

5.3 CUADRO CLINICO

5.3.1 Infecciones relacionadas con el catéter. La
infeccion del orificio de salida se manifiesta por
secrecion de pus que en ocasiones se asocia con un
eritema del tejido que circunda al catéter, dolor y
granuloma. Generalmente se acompafa de la
infeccion del tunel. Puede ser aguda, si dura menos
de cuatro semanas, o crénica en caso contrario.

La infeccion del tinel puede presentarse como

eritema, edema o sensibilidad al tacto del trayecto
subcutaneo pero inicialmente puede ser asintomatica
y requerir para su diagndstico la ayuda de la
ecografia con la que se visualiza el absceso. En
general precede y se acompana de la infeccién del
orificio de salida pero no siempre.
5.3.2 Peritonitis. La peritonitis se manifiesta por
turbidez del liquido efluente, dolor abdominal
generalizado y/o fiebre. Un recuento de leucocitos
superior a 100/mL con mas del 50% de PMN indica
inflamacion y la peritonitis es su causa mas
frecuente.

5.4 DIAGNOSTICO MICROBIOLOOGICO

5.4.1 Recogida de la muestra

5.4.1.1 Infecciones relacionadas con el catéter. En
las infecciones del sitio de salida o del tunel que
presenten supuracién la muestra se toma con
torunda, que se introduce preferentemente, en un
medio de transporte para anaerobios.

Los catéteres sélo se estudian cuando tienen que
ser retirados por infecciones, por peritonitis u otras
causas. El procedimiento es quirargico con anestesia
local. Se envia el extremo terminal desde el
manguito externo que se introduce en un contenedor
estérii de boca ancha. Es wuna muestra
microbiolégicamente aceptable.
5.4.1.2 Peritonitis. La muestra para el diagndstico es
el liquido efluente recogido antes de iniciar la terapia
antimicrobiana empirica. Se puede enviar para su
procesamiento la bolsa de dialisis o la muestra
inoculada en frascos de hemocultivo y/o en envases
estériles sin conservantes.

En las peritonitis de la DP el numero de bacterias
es bajo en relacion al volumen del efluente por eso
es necesario el uso de métodos que detecten pocas
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bacterias (hemocultivos) o que partiendo de
muestras cuantiosas las concentre (centrifugacion).

Si se remite la bolsa de didlisis, debe ser la mas
turbia. Se introduce en una bolsa de plastico y
posteriormente se coloca en un contenedor a prueba
de derrames para su transporte.

La técnica estandar para establecer el diagnéstico
y el control de tratamiento, es enviar la muestra
inoculada en frascos de hemocultivo (10 mL en cada
frasco). Este método proporciona un 20% de
resultados negativos. Si el paciente esta tomando
antibidticos se pueden utilizar frascos con resinas
neutralizantes.

Otra posibilidad es recoger la muestra en un
envase estéril (50 mL) que se debe enviar junto a
frascos de hemocultivo. Esta opcion es la
recomendada por la International Society for
Peritoneal Dialysis, que estima que con este método
el numero de cultivos negativos baja del 5%.

5.4.2 Transporte y conservacion de la muestra.
Las torundas se transportan a temperatura ambiente
y el catéter se conserva refrigerado hasta su
procesamiento. La bolsa y el envase estéril con el
liquido efluente se mantienen a temperatura
ambiente y deben ser enviadas al laboratorio en
menos de seis horas (preferiblemente en una hora).
La conservacion de las botellas de hemocultivo debe
realizarse segun las directrices del fabricante.

5.4.3 Procesamiento de la muestra. Las torundas
se siembran directamente en las placas y se realizan
extensiones para la tincion de Gram. El catéter se
deposita en wun caldo de enriquecimiento vy
posteriormente se siembra en los medios de cultivo.

Los frascos de hemocultivo se manejan de la
misma forma que si se ftratara de sangre. Se
introducen en el correspondiente incubador de
control automatico de crecimiento segun la
informacion técnica suministrada por el fabricante.

Si se envia la bolsa completa al laboratorio (la mas
turbia) se procede en primer lugar a homogenizar su
contenido invirtiéndola de 10 a 20 veces. Después se
desinfecta el lugar de la bolsa destinado a la
administracion de farmacos con povidona yodada
dejando secar y se extraen 50 mL de liquido que se
centrifuga a 3000xg durante 15 minutos. Del
sedimento se hacen extensiones para la tincién/es y
después se resuspende en 3-5 ml de solucioén salina
estéril, que se siembra en los medios de cultivo, y el
resto se inocula en frascos de hemocultivo. Para este
procedimiento se requiere una cenfrifuga de alta
capacidad.

Si sblo se envia el envase estéril (50 mL), se
centrifuga y el sedimento se procesa segun lo
indicado anteriormente.

Si no se envia la bolsa de dialisis al laboratorio es
preferible inocular los hemocultivos en el lugar de la
recogida para evitar manipulaciones posteriores que
aumentan el riesgo de contaminacion. Algunos
estudios dan mejores resultados para el
procedimiento en hemocultivos que para el de
centrifugacion.

Ante una peritonitis cuya etiologia se sospecha que
es infecciosa pero que los cultivos son negativos, a
los 3 dias se debe repetir la peticién microbioldgica si
el recuento de células indica infeccion. En un 35% de
los casos se obtiene un cultivo positivo en el
segundo estudio. Incluso se contactara con el
laboratorio para la busqueda de patéogenos de
crecimiento lento, dificil o que requieran condiciones
especiales como levaduras lipido-dependientes,
micobacterias, Legionella spp., Campylobacter spp.,
Ureaplasma spp., Mycoplasma spp., o incluso virus
como enterovirus.

Para la investigacion de micobacterias puede ser
necesaria una biopsia intestinal.

5.4.4 Lectura e identificacion

5.4.41 Tincién de Gram. En los exudados se
valorara la presencia de microorganismos y
leucocitos polimorfonucleares. En el liquido efluente
cualquier microorganismo observado debe ser
considerado e informado para orientar el tratamiento
empirico.

5.4.4.2 Cultivos. Se deben examinar diariamente las
placas. A las 24 horas las incubados en aerobiosis y
atmosfera de CO, y a las 48 horas las incubadas en
anaerobiosis.

La mayoria de los cultivos son positivos a las 24
horas. Es necesario en lo posible identificar los
microorganismos aislados a nivel de especie para
poder diferenciar entre una peritonitis recurrente y
una recidivante. Esto tiene un interés particular en
las especies en las que la identificacién bioquimica
puede ser insuficiente como en los estafilococos
coagulasa negativa. En este caso la identificacion
gendmica o por MADI-TOF MS es de utilidad. Para
las bacterias habituales los resultados de la
identificacion y antibiograma se pueden dar en 48
horas. Si se dispone de MALDI-TOF MS se puede
ofrecer el resultado de la identificacion en 24 horas.
En mas del 75% de los casos el diagnodstico se
establece en menos de 3 dias.

En relacion a los anaerobios aislados se deben
identificar a nivel de especie sbélo los
microorganismos predominantes o aquellos que se
consideren especialmente virulentos o resistentes.
No es preciso realizar estudio de sensibilidad de
éstos ultimos.

Los frascos de hemocultivos en los que no se
detecta crecimiento deben ser subcultivados a los 3-
5 dias, si existe una sospecha clinica fundada de
infeccion, en medios solidos en placa que se
incubaran durante 3-4 dias en aerobiosis,
microaerofilia y anaerobiosis. A los siete dias se
descartan los negativos.

5.4.5 Interpretacion de resultados
5.4.5.1 Infecciones relacionadas con el catéter. Los
cultivos positivos en ausencia de inflamacion (signos
de infeccién) en el orificio de salida indican una
colonizacion mas que una infecciéon. La
administracion de antibidticos o uso de sustancias
antisépticas pueden dar lugar a cultivos negativos. El
resultado puede ser equivoco si se ha realizado una
cauterizacion del granuloma. En un porcentaje
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elevado de casos se aislan bacterias que constituyen
parte de la microbiota cutanea normal de la zona de
insercidn del catéter.

5.4.5.2 Peritonitis. La tincion de Gram suele ser
negativa, pero en caso contrario orienta la etiologia
bacteriana. Esta y otras tinciones son Utiles para la
deteccion de hongos precozmente. En todo caso se
observara una numerosa celularidad particularmente
de leucocitos PMN.

Cuando el numero de cultivos negativos supera el
20% es necesario revisar los métodos y mejorarlos.

Si en el orificio de salida se recupera el mismo
microorganismo que en el efluente (con la excepcion
de los estafilococos coagulasa negativa) presupone
que el origen de la peritonitis se encuentra en el
catéter, es necesario buscar una infeccion del tanel
que puede ser no manifiesta.

En el método de enriquecimiento por centrifugacion
hay que considerar cualquier tipo de crecimiento que
aparezca en el area de siembra.

El microorganismo aislado orienta sobre el posible

origen de la peritonitis. La recuperacion de
estafilococos coagulasa negativa y enterococos
orienta a una contaminacion intraluminar. S. aureus,
P. aeruginosa y con menor frecuencia otras especies
de estafilococos y enterococos orientan a una
infeccion alrededor del catéter. El aislamiento de
bacterias intestinales como, enterococos,
estreptococos y anaerobios sugiere patologia
intraabdominal.
5.4.6 Otros procedimientos. El método de lisis-
centrifugacion es mas lento que el de la siembra en
hemocultivos y da menos positividades en la tincién
de Gram para bacterias grampositivas.

El uso de una PCR ha demostrado su utilidad en el
diagnostico de la etiologia de la peritonitis
relacionada con la DP pero en sus
recomendaciones, la International Society for
Peritoneal Dialysis demanda mas estudios que
confirmen los resultados obtenidos.

Una PCR de amplio espectro (ARNr 23S) ha
demostrado su utilidad como complemento al cultivo
en el diagnodstico de las peritonitis particularmente en
pacientes con terapia antimicrobiana previa o
concurrente. Igualmente ha demostrado su utilidad
una PCR cuantitativa (ARNr 16S), que muestra
buena correlacion con los cultivos y que puede estar
indicada en los liquidos en los que no hay
crecimiento y en los procedentes de pacientes que
recaen a pesar del tratamiento.

La implicacion de Ureaplasma urealyticum ha sido
puesta de manifiesto con una PCR (ARNr 16S). Este
estudio permite sugerir su uso cuando se sospechen
microorganismos de crecimiento lento.

También se ha empleado la hibridacion in-situ para

el diagnéstico de la etiologia de la peritonitis
relacionada con la DP.
5.4.7 Informacion de resultados. Si el cultivo es
positivo, el informe de resultados incluira todos los
microorganismos aislados y si procede, su
sensibilidad a los antimicrobianos.

Si el resultado del cultivo es negativo, se emitird un
informe en el que conste "No se aislan
microorganismos" o "Cultivo negativo".

Cualquier informacion 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.

6. ABSCESOS DE VISCERAS
INTRAABDOMINALES

6.1 INTRODUCCION Y TIPOS

Los abscesos viscerales incluyen el hepatico,
pancreatico, esplénico y suprarrenal. Los renales y
tuboovaricos aun siendo abdominales, no son objeto
de éste procedimiento.

6.2 ABSCESO HEPATICO

6.2.1 Introduccién. El absceso hepatico constituye
el 48% de todos los abscesos viscerales e incluye
dos categorias: amebiano y piégeno. El amebiano,
producido por Entamoeba histolytica, ha sido
revisado en el Procedimiento en Microbiologia
Clinica de la SEIMC n° 35 (22 edicién): “El laboratorio
de microbiologia ante las enfermedades importadas”
y dentro de la etiologia parasitaria en nuestro medio
incluiriamos también el absceso hidatidico. EIl
absceso hepatico pidgeno, no representa una
entidad especifica, sino que es el resultado de un
numero de procesos patolégicos que causan una
infeccion bacteriana supurativa en el parénquima
hepatico.

En la actualidad se observa con mayor frecuencia
entre la quinta y sexta décadas con una media de
edad de 64 afos, posiblemente en relacién con el
descenso de las apendicitis perforadas como factor
etiopatogénico y a la mayor incidencia de neoplasias
y enfermedades biliares complejas, que parecen ser
la causa mas frecuente de los abscesos hepaticos
actualmente. Es una enfermedad grave con una tasa
de mortalidad entre el 6-14% que puede elevarse
hasta el 28% en pacientes ingresados en UCI.
Aproximadamente la mitad de los pacientes tienen
abscesos Unicos.

6.2.2 Etiopatogenia. Desde el punto de vista
etiopatogénico, los microorganismos pueden acceder
al tejido hepatico a través de la via biliar (obstruccion
por litiasis o tumor), del sistema porta (infecciones de
6rganos que drenan en la vena porta: apendicitis,
diverticulitis,  pancreatitis, colitis  ulcerosa vy
pileflebitis), via hematica (bacteriemias por
tromboflebitis periféricas supuradas, sobre todo en
usuarios de drogas parenterales, endocarditis,
infecciones pulmonares, urinarias y osteoarticulares),
extension directa de un foco contiguo (colecistitis
aguda, empiema vesicular, abscesos subfrénicos u
otros abscesos abdominales contiguos y Ulceras
perforadas), traumatismo (infeccidon posterior a un
inadecuado tratamiento quirdrgico de un traumatismo
hepatico), o postcirugia hepatica, trasplante
hepatico, o biopsia hepatica. En una proporcion
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variable de pacientes, la etiopatogenia es
desconocida (abscesos criptogenéticos).

La etiologia varia segun el origen de la infeccion: si
proviene de las vias biliares suelen hallarse bacilos
gramnegativos aerobios y facultativos intestinales (E.
coli y Klebsiella spp.) y Enterococcus spp.. En los
que se originan en la pelvis u otras partes de la
cavidad abdominal es frecuente la microbiota mixta
constituida por facultativos y anaerobios donde es
frecuente recuperar B. fragilis. Si la diseminacion
hematogena es el foco de la infeccidn suele ser
monomicrobina y predomina S. aureus o
Streptococcus milleri y si los abscesos siguen a una
fungemia, Candida spp. es el agente causal.

Existen variaciones etiolégicas en relacién con las
zonas geograficas. En el sureste asiatico los
abscesos hepaticos pidgenos estan causados
principalmente por K. pneumoniae y estan
tipicamente asociados con la diabetes o con
etiologia criptogenética. Este hecho contrasta con el
predominio de E. coli como el agente causal mas
frecuente y la etiologia biliar visto en paises
occidentales. Un estudio reciente en nuestro pais
muestra un resultado similar con Streptococcus spp.
y E. coli como microorganismos mas frecuentes,
pero con un alto numero de casos originados por
Klebsiella spp..

Merecen especial atencion los abscesos hepaticos
causados por K. pneumoniae considerados una
enfermedad infecciosa emergente global, y aunque
predominan fundamentalmente en el sudeste
asiatico estan apareciendo nuevos casos en Estados
Unidos y en Europa. Presentan caracteristicas
diferentes al resto de los abscesos hepaticos y
raramente  estdn  asociados con infeccion
intraabdominal. Su prevalencia es elevada en
pacientes diabéticos, aunque también aparecen en
adultos jévenes y en alcohdlicos. Existen cepas
invasivas de K. pneumoniae en las que se ha
localizado el gen de virulencia MagA redenominado
Wzy (KpK1). Estas cepas tienne una alta propension
a metastatizar y los abscesos hepaticos se han
asociado a endoftalmitis, meningitis, abscesos
cerebrales y embolismos pulmonares sépticos.
Estudios seroepidemioldgicos sugieren que este
serotipo K1 es infrecuente en Estados Unidos,
Europa y Australia, pero es el mas comun en Taiwan.

En pacientes con enfermedades de larga evolucion
se puede aislar P. aeruginosa y Salmonella spp. en
casos de infecciones hematdgenas o de la via biliar.

En las series actuales, la frecuencia de aislamiento
de microorganismos anaerobios oscila entre el 24 y
el 67% y los mas identificados son B. fragilis,
Fusobacterium spp. y Clostridium spp..

El papel de los estreptococos en la etiologia de los
abscesos hepaticos ha adquirido especial relevancia.
Destacan Enterococcus spp. y sobre todo, el grupo
S. milleri, que llega en algunas series a ser el primer
agente etiologico sobre todo en los abscesos de
origen portal.

El 26-64% de los abscesos hepaticos son
polimicrobianos, en especial los abscesos Unicos y

también los causados por K. pneumoniae. Los
abscesos originados por S. milleri tienen una mayor
tendencia a ser monomicrobianos.

La parasitacion biliar por Ascaris lumbricoides

produce abscesos hepaticos en paises con alto
indice de parasitacion.
6.2.3 Cuadro clinico. La presentacion clinica es a
menudo inespecifica y su diagnéstico requiere un
alto grado de sospecha clinica. La fiebre es el signo
inicial mas frecuente (fiebre de origen desconocido
en ancianos) y solo un 50% presenta hepatomegalia,
ictericia o hipersensibilidad en el hipocondrio
derecho. El Unico dato complementario valido es la
elevacion sérica de la fosfatasa alcalina que se
observa en el 70% de los pacientes. Las técnicas de
imagen (ecografia, TAC, gammagrafia con leucocitos
marcados con indio o con galio e incluso la
resonancia magnética) constituyen los métodos mas
fidedignos para diagnosticar los abscesos hepaticos.
6.2.4 Diagndstico microbiolégico. Las muestras se
recogen por aspiracion percutanea guiada por
imagen (ecografia o TAC), si el absceso est4 bien
localizado, o por abordaje quirdrgico. ElI material
recogido se trasfiere directamente a un vial de
transporte de anaerobios. Debera enviarse si es
posible, un volumen de muestra de entre 1 y 5 mL.
La muestra también puede inocularse directamente
en botellas de hemocultivo aerobio y anaerobio en
cuyo caso hay que enviar un tubo estéril sin
conservantes con 0,5-1mL para realizar la tincién de
Gram. En el caso de muestras escasas se podran
enviar en la propia jeringa, con el aire extraido, sin
aguja y convenientemente tapada con un capuchon
estéril.

La positividad de los hemocultivos en los pacientes
con absceso hepatico oscila entre el 38-69% (siendo
mayor la recuperacion de bacilos gramnegativos que
la de cocos grampositivos), mientras que los cultivos
del absceso dan una rentabilidad mayor, entre el 67-
90%. Exceptuando los casos en los que el absceso
hepatico esta producido por K. pneumoniae, que
tiene mucha capacidad de diseminar y su
recuperacion en el hemocultivo es alta, los agentes
etiologicos de los abscesos hepaticos, solo
valorando los hemocultivos, no estan bien
representados.

El transporte y procesamiento de la muestra y la
interpretacion de los cultivos es similar al descrito en
el apartado: “Proceso microbiolégico general de las
infecciones intraabdominales” descrito en este
procedimiento.

6.3 ABSCESO PANCREATICO Y NECROSIS
PANCREATICA INFECTADA
6.3.1 Introduccion. La necrosis pancreatica
infectada y los abscesos pancredticos son
complicaciones infecciosas de la pancreatitis aguda,
precoces y tardias respectivamente. La primera
suele surgir entre la primera y la segunda semana
del comienzo del proceso y la segunda a las 4
semanas. Producen wuna elevada mortalidad
especialmente la necrosis infectada (20-50%).
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Afectan tanto al pancreas como a los tejidos
peripancreaticos.

La necrosis pancreatica infectada es una

afectacion difusa sin contenido purulento y el
absceso pancreatico una coleccion purulenta
localizada por una envoltura fibrética que puede ser
Unica o multiple.
6.3.2 Etiopatogenia. Ambos cuadros pueden estar
producidos por bacterias y hongos. Los
microorganismos llegan al pancreas principalmente
por translocacion bacteriana de origen digestivo,
aunque son posibles otras vias.

La necrosis pancreatica infectada se produce
cuando una pancreatitis aguda necrosante se
contamina por microorganismos.

El absceso pancreatico es consecuencia de la
formacién de una pared fibrosa alrededor de un
contenido liquido en una pancreatitis o de la
infeccion  secundaria de un  pseudoquiste
pancreético, una complicacién no infecciosa de la
pancreatitis. Los abscesos son mas frecuentes en las
pancreatitis postquirirgicas que en las de origen
biliar o alcohdlico.

Las infecciones pancredticas habitualmente
implican a la microbiota gastrointestinal incluyendo
bacterias aerobias y facultativas gramnegativas (E.
coli, K. pneumoniae, Proteus mirabilis, P.
aeruginosa), grampositivas (E. faecalis, S. aureus,
Streptococcus spp.) y anaerobios (Bacteroides spp.,
cocos grampositivos) y hongos. En ocasiones se
aislan microorganismos de otros origenes, incluso M.
tuberculosis. Las infecciones pueden ser tanto
monomicrobianas, mas en las necrosis infectadas,
como polimicrobianas, mas en los abscesos.

6.3.3 Cuadro clinico. Suele existir dolor abdominal
(60-90%), fiebre (75-80%) y leucocitosis (60-80%), la
necrosis pancreatica infectada se manifiesta
precozmente y los abscesos alrededor de las cuatro
semanas. En la necrosis pancreatica infectada suele
haber manifestaciones de una sepsis grave y de fallo
multiorganico (insuficiencia respiratoria, fallo renal,
shock). La tomografia computarizada es la prueba de
imagen de referencia en el diagnéstico.

6.3.4 Diagnoéstico microbiolégico. Las muestras
utiles son el material procedente del pancreas, tejido
necrético o pus, y la sangre (los hemocultivos
pueden ser positivos). El material pancreatico se
recoge por puncion transcutdanea con aguja fina
guiada por imagen o por cirugia. Una vez recogidas
las muestras el procedimiento a seguir es el comun a
otras infecciones intraabdominales.

El estudio microbioldégico es diagnostico en la
necrosis pancreatica al diferenciar la necrosis estéril
de la infectada que es de peor prondéstico.

La tincion de Gram es esencial dada la gravedad
de estos cuadros, pues permite establecer un
tratamiento dirigido precoz en relacién con los
morfotipos observados y con la presencia o no de
hongos.

6.4 ABSCESO ESPLENICO

6.4.1 Introduccién. Aunque son infrecuentes, su
incidencia (0,14-0,7%) esta en aumento gracias a las
técnicas diagnosticas de imagen. Se ha comunicado
una mortalidad global del 18%, del 25% en los casos
en los que esta implicado M. tuberculosis y del 14%
para oftras etiologias. Producen un cuadro
inespecifico responsable de la demora diagnéstica.
Su principal factor predisponente es la
inmunodepresion. Pueden ser multiples y extenderse
a la vecindad.

6.4.2 Etiopatogenia. Los abscesos esplénicos
suelen ser secundarios a bacteriemias de otros
procesos infecciosos. Ocasionalmente son el
resultado de la extension de un foco contiguo de
infeccion.

La etiologia esta condicionada por la localizacién
geografica y por las condiciones clinicas
subyacentes. Asi en Espafia y en pacientes VIH
positivos el agente mas frecuente es M. tuberculosis
(36%) al que le sigue Candida spp. (13%) que
aparece también en otros estados de
inmunodepresion.

Los microorganismos tradicionalmente aislados
con mayor frecuencia son Streptococcus spp., y S.
aureus, incluidos los resistentes a meticilina, entre
los grampositivos, y Salmonella spp. y E. coli entre
los facultativos gramnegativos, que a menudo
proceden de focos infecciosos situados en las vias
urinarias, vinculados a bacteriemias o a otros puntos
de la cavidad abdominal. Las especies de
Salmonella son frecuentes sobre todo en pacientes
con hemoglobinopatia drepanocitica.

Algunas series recientes describen como agentes
etiolégicos a hongos, fundamentalmente Candida
spp., Aspergillus spp. y los agentes de Ila
mucormicosis, en relacién posiblemente, con el
aumento de pacientes inmunodeprimidos. También
esta dejando de ser excepcional la implicacion de las
micobacterias. Los anaerobios se recuperan muy
poco de los abscesos esplénicos en comparacion
con otros abscesos intraabdominales a pesar de la
mejora en las técnicas de cultivo y aparecen con
escasa frecuencia.

En los pacientes infectados por el VIH, Salmonella
spp. ¥y M. tuberculosis son causas frecuentes,
también se aislan patégenos oportunistas como
Mycobacterium avium complex, Leishmania spp.,
Rhodococcus equi y Pneumocystis jirovecii. Muchos
otros microorganismos se han descrito como agentes
causales de abscesos esplénicos a nivel de casos,
incluyendo Bartonella henselae, Streptobacillus
moniliformis y Nocardia spp.. En series de Thailandia
Burkholderia pseudomallei también se considera
entre los agentes etioldgicos.

6.4.3 Cuadro clinico. La fiebre esta presente en la
practica totalidad de los casos y la mayoria de las
veces es la unica manifestacion. El dolor abdominal
sb6lo en el 50% de los pacientes, que pueden
presentar  escalofrios (41%) 'y  sintomas
constitucionales (36%). Puede existir esplenomegalia
(23%) y especialmente hepatomegalia (36%). Los
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hallazgos de imagen realizan el diagnéstico en la
mayoria de los pacientes, es de referencia la
tomografia computarizada, pero se puede utilizar la
ecografia y la resonancia magnética. La precocidad
en el diagndstico es esencial en el prondstico.

6.4.4 Diagndstico microbiolégico. Se realiza con
muestras recogidas del propio absceso, de
infecciones concomitantes que se consideran su
origen y de sangre. Las del absceso se recogen por
puncién  percutdnea o cirugia (drenaje o
esplenectomia). En los hemocultivos se han
comunicado positividades del 32% al 72%.

El proceso microbiolégico es el general de las
infecciones intraabdominales. El clinico debe
informar al laboratorio cuando sospeche que el
agente etioldgico es M. tuberculosis.

6.5 ABSCESOS SUPRARRENALES
6.5.1 Introduccién. Son muy infrecuentes, en los
neonatos se comunican mas que en adultos. Los
bilaterales son aun mas raros. Se asocian a factores
predisponentes, especialmente en tratamiento con
inmunodepresores (infliximab), cirugia, e infeccién
por el VIH.
6.5.2 Etiopatogenia. Los microorganismos suelen
llegar a la glandula suprarrenal por via hematégena y
asentar sobre glandulas normales o hemorragicas,
una de las causas favorecedoras en neonatos. Se
han descrito casos por extension de procesos en la
vecindad (apendicitis, corioamnionitis) asi como
extension del absceso a estructuras vecinas. Su
etiologia es muy variada, se han comunicado casos
por E. coli, S. aureus, Streptococcus spp.,
Streptococcus agalactiae, S. pneumoniae, Nocardia
spp., Salmonella spp., B. pseudomallei e
Histoplasma capsulatum, entre otros.
6.5.3 Cuadro clinico. Se manifiesta por fiebre,
escalofrios y dolor abdominal. Los hallazgos de
imagen realizan el diagndstico en la mayoria de los
pacientes, particularmente la tomografia
computarizada.
6.5.4 Diagnéstico microbiolégico. Se realiza con
muestras recogidas del propio absceso por puncion
percutanea o cirugia (drenaje o adrenalectomia). Los
hemocultivos pueden ser positivos.

El proceso microbiolégico es el general de las
infecciones intraabdominales y puede ayudar a
excluir otras patologias suprarrenales

7. INFECCION DE LAS VIAS BILIARES
7.1 INTRODUCCION Y CLASIFICACION
Las infecciones del tracto biliar se producen en la
mayoria de los casos por la obstruccion de la via
biliar por colelitiasis o estenosis benignas. Segun su
localizacion anatémica se pueden distinguir dos
entidades clinicas: las colecistitis, procesos
relacionados con la inflamacién de la vesicula biliar y
las colangitis que son aquellos procesos que afectan
a las vias biliares.

La colecistitis aguda es la inflamacion de la
vesicula biliar causada en mas del 90% de los casos
por la obstruccion del conducto cistico por calculos

biliares. De los pacientes con colelitiasis, mas del
80% permanecen asintomaticos, y solo entre 1-3%
presentara una colecistitis aguda.

La colangitis aguda es la inflamacién de las vias
biliares secundaria a una infeccion bacteriana. En la
colangitis aguda la coledocolitiasis es la causa
principal de la obstruccién de la via biliar, aunque
existen otras causas menos frecuentes como:
estenosis benignas o malignas, compresiones
extrinsecas  (pancreatitis aguda y croénica,
pseudoquistes pancreaticos, diverticulos
duodenales) o parasitosis de la via biliar. Otra causa
es la manipulacion de la via biliar de forma
percutanea o endoscépica.

7.2 ETIOPATOGENIA
La bilis humana es estéril pero en determinadas
circunstancias se puede colonizar con la microbiota
intestinal, aunque se ha demostrado que la
presencia de bacterias en la bilis, no es suficiente
para causar infeccion.

En la colecistitis aguda, la obstruccion del conducto
cistico impide la salida normal de la bilis, provoca un
aumento de la presion intraluminal y genera una
reaccion inflamatoria aguda. En la mayoria de las
colecistitis, el proceso inflamatorio no se acompana
de infeccion ya que se mantiene parte del flujo y con
él la esterilidad del liquido biliar. No obstante, si la
obstruccion continta se favorece la infeccion
bacteriana secundaria y el proceso puede producir
necrosis, gangrena y perforacion.

En la colangitis aguda tras la obstruccion de la via
biliar las bacterias pueden acceder por via
ascendente desde el duodeno al arbol biliar. Otras
vias de acceso menos frecuentes son a través de la
vena porta y la via linfatica. También, cualquier
alteracion instrumental de la barrera esfinteriana
(esfinterotomia endoscoépica, cirugia del colédoco,
prétesis biliar) facilita el paso de bacterias al sistema
biliar. EI aumento de la presion intraluminal permite
la translocacién de bacterias al torrente sanguineo
causando frecuentemente bacteriemia.

Las infecciones de las vias biliares se producen
por una microbiota mixta polimicrobiana con
predominio de los gramnegativos y los anaerobios.
Los microorganismos mas frecuentemente aislados
en el liquido biliar son enterobacterias de la
microbiota intestinal normal como E. coli, Klebsiella
spp., Enterobacter spp. y Proteus spp.. En pacientes
portadores de protesis biliar, con manipulacion
reciente de la via biliar o con antibioterapia previa se
han aislado microorganismos mas resistentes como
P. aeruginosa o Enterobacter spp. hiperproductor de
betalactamasa AmpC. También se pueden aislar
especies de Salmonella, y en particular Salmonella
enterica serovar Typhi, en portadores cronicos.

Los anaerobios ocupan también un lugar
destacado en la etiologia de las infecciones biliares
si se realiza una correcta recogida, transporte y
procesamiento de las muestras. Estas condiciones
permiten la deteccion de anaerobios hasta en el 40%
de los pacientes con colecistitis aguda, en el 50%
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con colangitis aguda y en el 72% con colecistitis
gangrenosa. En general el aislamiento de bacterias
anaerobias se asocia a cuadros clinicos mas graves,
a pacientes con cirugia biliar previa o en el contexto
de complicaciones infecciosas. Las bacterias
anaerobias que se recuperan con mas frecuencia
son Bacteroides spp., Fusobacterium spp. vy
Clostridium spp.. La colecistitis enfisematosa esta
causada por microorganismos productores de gas
como C. perfringens y E. coli.

Con menor frecuencia, y casi siempre en
infecciones polimicrobianas, aparecen los
grampositivos como  Streptococcus  spp. Y
Enterococcus spp.. Este Ultimo se aisla
principalmente en pacientes con manipulacién de la
via biliar o con prétesis biliares.

La infeccion fangica de la via biliar es poco
frecuente y esta producida por Candida spp.. Se
presenta en pacientes inmunodeprimidos, en los que
han recibido tratamiento antibiético previo, pacientes
con neoplasias malignas, o en pacientes sometidos a
cirugia biliar o con manipulacién instrumental de
repeticion.

Algunos parasitos pueden colonizar las vias
biliares favoreciendo la infeccion bacteriana. Entre
los nematodos destacan: Clonorchis sinensis,
Opisthorchis spp., endémicos de algunas regiones
de Asia, y Fasciola hepatica, Ascaris lumbricoides y
Strongyloides spp. que se pueden encontrar en
nuestro medio. Los cestodos que pueden producir
obstruccion son: Echinococcus granulosus vy
Echinococcus multilocularis.

En los pacientes infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), se presentan
algunas colangiopatias infecciosas causadas por
patégenos oportunistas. ElI mas frecuentemente
implicado es Cryptosporidium spp.. Otros patégenos
identificados en esta colangiopatia son:
Citomegalovirus, Microsporidium spp.,
Mycobacterium avium complex y Cyclospora
cayetanensis.

7.3 CUADRO CLINICO

La colecistitis aguda se presenta clinicamente como
colico biliar con dolor severo localizado en
hipocondrio derecho que persiste durante mas de
seis horas y que puede irradiar a la region
infraescapular, acompanado de fiebre, leucocitosis
con desviacion izquierda y signo de Murphy positivo.
Es primariamente un proceso inflamatorio, pero que
deviene en infeccién secundaria a consecuencia de
la colestasis. Una vez que se ha producido la
infeccion entre el 20% y el 30% de los pacientes
presentaran  complicaciones como empiema
vesicular, colecistitis gangrenosa, perforacion y
colangitis. EI empiema vesicular es la formacion de
un absceso en la vesicula biliar. La colecistitis
gangrenosa es la complicacion mas frecuente de la
colecistitis aguda y representa hasta el 30% de los
pacientes con colecistitis aguda. Es un proceso local
inflamatorio con formacién de un plastron que
evoluciona a gangrena y sepsis. Se presenta en

alrededor del 10% de pacientes con colecistitis
aguda. Si la perforacion es abierta a la cavidad
peritoneal se produce una peritonitis generalizada.
Sin embargo, lo mas frecuente es que se produzca
una perforacion localizada con formacién de un
absceso perivesicular. La colecistitis enfisematosa es
una variante de la colecistitis aguda que se
caracteriza por la presencia de gas en la vesicula.

El diagnéstico clinico se completa con técnicas de
imagen siendo la ecografia el método de eleccion.
En caso de que la ecografia presente dudas se
puede realizar una gammagrafia hepatobiliar que
tiene mayor sensibilidad y especificidad.

La colangitis aguda se presenta clinicamente con
fiebre, dolor en el hipocondrio derecho e ictericia
(triada de Charcot). Aproximadamente entre el 3-
14% de los casos con triada de Charcot presentan
también hipotensién y alteracién del nivel conciencia
en lo que se ha denominado péntada de Reynolds.
Una forma clinica poco frecuente en nuestro medio
es la colangitis pidgena recurrente. Es endémica del
sudeste asiatico y se presenta como episodios de
obstruccion biliar, dolor abdominal y bacteriemia por
gramnegativos en pacientes infectados crénicamente
por parasitos biliares como Clonorchis spp. y
Opisthorchis spp..

Las técnicas de imagen y endoscopicas tienen un
papel esencial en el diagndstico de la colangitis. La
ecografia es la primera prueba que se realiza para
demostrar la obstruccion, dilatacion y estenosis de la
via biliar. Puede presentar falsos negativos en casos
muy precoces o con calculos muy pequenos. En
estos casos se puede utilizar la CPRE que permite
confirmar el diagndstico, el drenaje de la via
mediante la extraccion de los calculos o la
colocacién de endoprotesis. En los pacientes de
riesgo en los que esté contraindicada una CPRE se
puede utilizar la pancreatografia por resonancia
magnética.

7.4 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

El proceso a seguir es el descrito en el apartado:
“Proceso microbiologico general de las infecciones
intraabdominales” de este procedimiento. A
continuacion sélo se comentan aspectos particulares
del proceso.

En el diagnostico microbiologico de estas
infecciones se parte de muestras de origen biliar
(bilis, tejidos o biopsias de la vesicula o de las vias
biliares y materiales protésicos) y de sangre. En las
parasitosis, de heces donde se encuentran los
huevos de los helmintos que pueden vivir en vias
biliares o larvas en caso de Strongyloides stercoralis.

La obtencién de las muestras se realiza por
procedimientos quirurgicos y endoscoépicos. En una
colecistitis con colecistectomia las muestras se
obtienen durante la cirugia abierta o por via
laparoscopica. En los pacientes que por su
enfermedad de base tienen un elevado riesgo
quirurgico se puede realizar una colecistostomia
percutédnea. En las colangitis agudas las muestras se
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pueden obtener durante el drenaje de la via biliar
bien por via endoscdpica o quirurgica.

En el analisis microscépico de las muestras de
origen biliar, la observacién de microorganismos en
la tincion de Gram, permite dar un diagnoéstico
presuntivo rapido de la etiologia bacteriana y orientar
el tratamiento empirico. Es también un control de
calidad del transporte y procesamiento de la muestra
al correlacionar lo que se aisla en el cultivo con los
morfotipos observados en la tincion. La sensibilidad
de la tincion de Gram en las muestras biliares es
cercana al 80%.

Las muestras se siembran en medios en placas
para aerobios, facultativos, anaerobios, hongos y en
caldos de enriquecimiento. La bilis también se puede
inocular en botellas de hemocultivos.

Los cultivos de bilis de poco menos de la mitad de
los pacientes con colecistitis aguda son positivos
mientras que en las colangitis agudas el cultivo de la
bilis, las biopsias o las prétesis biliares son positivos
en alrededor del 90% de los casos. Los casos de
cultivo de bilis negativo suelen estar relacionados
con un tratamiento antibidtico previo, un transporte
inadecuado de la muestra (especialmente en el caso
de los microorganismos anaerobios) o con la
recogida en fase temprana, sin tiempo suficiente
para permitir la invasion bacteriana. El cultivo de la
bilis obtenida en una colecistectomia por litiasis es
positivo en el 10-20% de pacientes, mientras que la
coledocolitiasis se asocia a colonizacion biliar en el
70% de los casos.

Ademas en todos los casos sospechosos de
infeccion biliar deben obtenerse muestras de sangre
para la realizaciéon de hemocultivos. En la colecistitis
aguda la bacteriemia es poco frecuente excepto en
los casos con complicaciones. Por el contrario entre
el 20-80% de los pacientes con colangitis aguda
tienen bacteriemia.

Si hay sospecha clinica de que la muestra procede
de un paciente portador de Salmonella spp. a los
medios sefialados en el apartado de “Proceso
microbiolégico general de las infecciones
intraabdominales” se debe anadir al menos una
placa de un medio selectivo para aislamiento de
Salmonella (agar Salmonella-Shigella, agar Hektoen
o similar) y también un medio de enriquecimiento
para Salmonella (caldo de selenito o similar). Todos
los medios se incuban en aerobiosis a 37°C. Los
medios solidos deben examinarse a las 24 y 48
horas y el caldo de enriquecimiento se resiembra a
las 24 horas en los medios solidos mencionados
anteriormente. La identificacion bioquimica se
complementara con la aglutinacion con antisueros
polivalentes.

8. APENDICITIS Y DIVERTICULITIS

8.1 INTRODUCCION Y TIPOS

La apendicitis aguda es la inflamacion e infeccién del
apéndice por causa de la obstruccion de la luz
apendicular. En general la obstruccion se produce
por fecalitos pero hay otras causas menos frecuentes
de obstruccion como la presencia de cuerpos

extrafios, tumores, estenosis o parasitos. Segun la
localizacion y extensién del proceso se distinguen
dos formas clinicas de apendicitis aguda: las
apendicitis agudas complicadas y las no
complicadas. En las formas no complicadas el
proceso infeccioso esta localizado, no hay
interrupcion anatémica y se limita a formas
flemonosas. En las apendicitis agudas complicadas
el proceso infeccioso rebasa la localizacion
anatémica pudiendo producir un absceso, gangrena
o peritonitis.

Los diverticulos colénicos (o pseudodiverticulos)
son evaginaciones saculares de la pared coldnica
que se producen en sus zonas vascularizadas por
herniacion de la mucosa y la submucosa a través de
la capa muscular circular. La diverticulitis resulta de
la inflamacion y perforacion de uno o varios
diverticulos colonicos. Puede presentarse de forma
localizada como un pequefio flemén cdlico, en lo que
se considera una forma no complicada, o bien, en las
diverticulitis complicadas la inflamacion se propaga al
mesenterio causando desde abscesos de tamafio
variable hasta peritonitis.

8.2 ETIOPATOGENIA

El principal mecanismo patogénico de la apendicitis
aguda y de la diverticulitis aguda es la obstruccion de
la luz apendicular o el cuello del diverticulo por
fecalitos. Esta obstruccion causa la acumulacion de
moco y el aumento de la presion intraluminal, lo que
conlleva la compresion del drenaje linfatico vy
vascular produciendo el dafo isquémico de la
mucosa seguido de la invasion microbiana. Si el
proceso no se trata, la inflamacién, el
sobrecrecimiento bacteriano y la isquemia conducen
a la perforacion.

Los cultivos de las apendicitis agudas son
polimicrobianos con una mezcla de bacterias del
colon muy diversa con predominio de las bacterias
anaerobicas frente a las aerdbicas. Se pueden aislar
una media de 10 microorganismos diferentes por
muestra. Los mas frecuentes son: E. coli, B. fragilis,
Bacteroides spp., Prevotella spp., Bilophila
wadsworthia, Peptostreptococcus spp.,
Pseudomonas spp., enterobacterias, estreptococos y
enterococos.  Yersinia  enterocolitica 'y Y.
pseudotuberculosis se han asociado con algunos
casos de apendicitis aguda particularmente de
apendicitis granulomatosa.

Al igual que la apendicitis aguda, la diverticulitis es
una infeccion polimicrobiana causada por una gran
variedad de bacterias enddégenas aerdbicas y

anaerobicas. Los  microorganismos  mas
comunmente aislados incluyen Bacteroides spp.,
Peptostreptococcus spp., enterobacterias,

estreptococos y enterococos.

8.3 CUADRO CLINICO

Clinicamente la apendicitis aguda comienza como un

dolor periumbilcal o epigastrico de tipo visceral, que

después migra a la fosa iliaca derecha. El dolor

viene a menudo acompafado por fiebre leve,
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anorexia, nauseas y vomitos. El diagndstico es
fundamentalmente clinico y se basa en una historia
clinica detallada y en la exploracion fisica.

Si la presentacion clinica es ambigua la
laparoscopia y las técnicas de imagen (ecografia y
TAC) confirman el diagndstico.

La diverticulitis aguda se presenta clinicamente
con dolor abdominal hipogastrico con predominio en
fosa iliaca izquierda, fiebre, distension abdominal,
nauseas y vomitos. Segun la magnitud del proceso la
presentacion clinica puede variar desde un pequeno
absceso hasta un cuadro séptico severo secundario
a una peritonitis fecaloidea. Aunque el diagnéstico de
la diverticulitis aguda es béasicamente clinico en
ocasiones precisa técnicas de imagen para su
confirmacion siendo la TAC el procedimiento de
eleccion.

8.4 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

El proceso a seguir es el descrito en el apartado
“Proceso microbiolégico general de las infecciones
intraabdominales” de este procedimiento. A
continuacion sélo se comentan aspectos particulares
del proceso.

En el diagndstico microbiolégico de estas
infecciones se parte de muestras de liquido
peritoneal, abscesos y tejidos apendiculares.

La obtencion de las muestras para el diagnéstico
de la apendicitis aguda se realiza en el acto
quirargico bien sea por cirugia abierta o por via
laparoscopica. Las muestras de tejido apendicular se
deben tomar cortando tangencialmente una lamina
del tejido necrético evitando alcanzar la luz
apendicular. En las diverticulitis agudas complicadas
con abscesos ademas de la toma de la muestra
durante el proceso quirurgico se pueden obtener las
muestras por puncién percutanea guiada por
ecografia o TAC.

La sensibilidad de la tincion de Gram en estas
muestras es cercana al 100%.

En las apendicitis agudas la toma de muestras
quirdrgicas para cultivo microbiolégico viene
realizandose desde los afios cuarenta. El cultivo
proporciona el diagndstico etiologico definitivo vy
permite realizar las pruebas de sensibilidad a
antimicrobianos. Esta practica tradicional ha sido
cuestionada en los ultimos afios en varios estudios
que concluyen que es innecesaria porque la
microbiota habitualmente aislada es predecible y
sensible a las pautas de tratamiento empirico, los
resultados de los cultivos microbiologicos se reciben
a menudo cuando el paciente ya ha sido dado de
alta y no tienen un efecto en el tratamiento
antimicrobiano y, en estos casos, los cultivos
microbiolégicos tienen un coste afiadido que no
repercute en el manejo del paciente. Sin embargo,
todos estos estudios carecen de la suficiente
potencia estadistica y del disefio adecuado para
justificar dejar de realizar la toma de muestras
apendiculares.  Existen razones clinicas vy
microbiolégicas que aconsejan realizar estos
cultivos. ElI cultivo permite el seguimiento

epidemiolégico de los microorganismos poco
frecuentes pero responsables de infecciones graves.
En las apendicitis complicadas, en las que tras el
tratamiento inicial se produce un absceso en el que
se seleccionan microorganismos resistentes, los
cultivos  microbiolégicos  permiten  ajustar el
tratamiento antimicrobiano. También, en
determinados pacientes como los
inmunocomprometidos, los infectados por el VIH o
pacientes que han recibido mudltiples tratamientos
antimicrobianos, el procesamiento de estas muestras
proporciona evidencia Uutil y fiable de los
microorganismos implicados y de su perfil de
sensibilidad, lo que reduce la posibilidad de que
fracase el tratamiento antimicrobiano. Las diferencias
geograficas en los patrones de resistencia aconsejan
realizar cultivos periddicos en cada centro para
adaptar los tratamientos empiricos generales a las
particularidades de cada hospital. Por ultimo, el coste
de los cultivos microbiolégicos es mucho menor que
el de un retraso del alta hospitalaria y del tratamiento
antimicrobiano asociado.

9. INFECCIONES RETROPERITONEALES

9.1 INTRODUCCION Y TIPOS

Incluyen abscesos de algunas visceras
intraabdominales, los del espacio retroperitoneal y
los que afectan al psoas. Los abscesos viscerales
del pancreas y de las glandulas suprarrenales ya han
sido descritos. Los renales han sido tratados en el
procedimiento dedicado a la infeccion urinaria.

9.2 ABSCESOS DEL
RETROPERITONEAL

9.2.1 Introduccién. Son raros, producen una
mortalidad elevada y sus manifestaciones son
bastante inespecificas. Segun su localizacién
pueden ser perirrenales o perinefriticos, pararrenales
anteriores y pararrenales posteriores.

9.2.2 Etiopatogenia. Los abscesos perinefriticos
suelen ser secundarios a infecciones urinarias
ascendentes que desembocan en abscesos renales
o pionefrosis que se perforan al espacio perirrenal.
Favorecen su  aparicién la litiasis, las
malformaciones, los traumatismos urinarios y la
diabetes. Mé&s raramente son consecuencia de
cirugia de vias urinarias o diseminacion hematdgena.
E. coli y otros uropatdégenos gramnegativos como
Klebsiella spp., Proteus spp. y P. aeruginosa son la
etiologia mas frecuente. En los de origen
hematdgeno puede estar involucrado S. aureus.

Los abscesos pararrenales anteriores son
secundarios a procesos digestivos que afectan a
colon descendente, ascendente, apéndice, duodeno
0 pancreas y a veces primarios. Tienen una etiologia
mixta con E. coli como principal patégeno.

Los abscesos pararrenales posteriores pueden ser
consecuencia de la extensibn de abscesos
perirrenales, pararrenales anteriores, infecciones del
psoas o vertebrales, a veces son primarios. La
etiologia depende del origen. En los espinales puede
estar implicado M. tuberculosis.

ESPACIO
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9.2.3 Cuadro clinico. Es inespecifico, suele existir
fiebre, escalofrios, dolor abdominal o de costado y
pérdida de peso. Puede haber sintomas derivados
de la irritacion del psoas y cuando el origen es renal
manifestaciones de infeccion urinaria. La tomografia
computarizada es esencial para el diagndstico.

9.2.4 Diagndéstico microbiolégico. Las muestras
para el diagndstico se toman por puncién percutanea
o cirugia. El procedimiento a seguir es el comun a
otras infecciones intraabdominales.

9.3 ABSCESOS DEL PSOAS

9.3.1 Introduccién. Los abscesos de psoas son
raros, de comienzo insidioso, clinica inespecifica y
diagndstico complicado. Pueden ser primarios, aun
mas infrecuentes, o secundarios.

9.3.2 Etiopatogenia. Los primarios son de origen
hematdégeno mas frecuentes en los paises en vias
de desarrollo donde afecta sobre todo a jovenes. En
los paises desarrollados aparece especialmente en
inmunocomprometidos y usuarios de drogas
parenterales. La bacteria mas frecuentemente
recuperada es S. aureus al que siguen a distancia
estreptococos y E. coli.

Los secundarios son consecuencia de procesos o
infecciones de las proximidades. Los mas habituales
son los de origen digestivo, especialmente la
enfermedad de Crohn. Otras causas son las
infecciones urinarias, osteomielitis vertebrales,
discitis y sacroileitis. Los de origen digestivo o
pélvico estan producidos por una mezcla de
microorganismos intestinales (microbiota mixta
aerobia y anaerobia) entre los que destacan E. coli, y
Bacteroides spp.. Los que se originan en un foco de
osteomielitis suelen estar ocasionados por S. aureus.
Cuando era frecuente la enfermedad de Pott una
causa frecuente de absceso del musculo psoas era
M. tuberculosis y es una etiologia que no hay que
olvidar (inmunocomprometidos, inmigrantes). Se han
descrito abscesos del musculo psoas por una gran
variedad de microorganismos (S. enteritidis,
Streptococcus spp., P. aeruginosa, P. mirabilis, Y.
enterocolitica, Pasteurella multocida, Klebsiella spp.,
S. marcescens, M. kansasii y M. xenopi entre otros),
de ahi la importancia de la confirmacion
microbiolégica del microorganismo implicado en la
etiologia del absceso.

9.3.3 Cuadro clinico. El cuadro es muy inespecifico,
las manifestaciones mas habituales son la fiebre, el
dolor (abdominal o dorsal bajo o dolor irradiado hacia
la cadera o la rodilla) y la limitacion de los
movimientos de la cadera. Ademas, suele ser muy
dificil diferenciar la sintomatologia causada por el
propio absceso y la clinica secundaria al foco de
origen de la infeccion, con lo que es frecuente un
solapamiento entre ambas. Respecto al absceso del
psoas de origen tuberculoso, éste se caracteriza por
tener una presentacion mas larvada, con un
transcurso de tiempo mayor entre el inicio de los
sintomas y el diagndstico, ser secundario a
espondilodiscitis 'y tener afectacion bilateral,

circunstancia inusual en el resto de abscesos del
psoas de etiologia bacteriana.

La tomografia computarizada es Ila técnica

diagnostica de eleccidon, ademas, tiene las ventajas
anadidas de servir como guia de referencia para la
realizacion de puncién y/o drenaje de la lesién con
un fin tanto diagndstico como terapéutico.
9.3.4 Diagndstico microbiolégico. Se establece
con las muestras recogidas mediante drenaje
percutaneo guiado o quirurgico. El procedimiento a
seguir es el comun a otras infecciones
intraabdominales.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente documento es describir el
procesamiento del liquido peritoneal para el
diagndstico microbiolégico de las peritonitis, asi
como los criterios de interpretacion de los cultivos.

2. FUNDAMENTO

Las peritonitis son infecciones intraabdominales
complicadas con un alto indice de mortalidad
asociada. Existen tres tipos con caracteristicas
epidemiolégicas y etiolégicas diferentes. Las
peritonitis primarias o espontaneas que se producen
en ausencia de un foco infeccioso de origen
abdominal, son monomicrobianas y en general sélo
precisan tratamiento antimicrobiano. Las peritonitis
secundarias que son consecuencia de la pérdida de
integridad del tracto  gastrointestinal, son
polimicrobianas y requieren para su resolucion el
control del foco infeccioso y tratamiento
antimicrobiano. Las terciarias son peritonitis
persistentes o recurrentes en las que no se aislan
microorganismos o estos son de baja patogenicidad
o multirresistentes. No siempre responden al
tratamiento médico y quirdrgico. Las mas frecuentes
son las peritonitis secundarias y en su etiologia
intervienen patégenos aerobios, facultativos vy
anaerobios.

El diagndstico microbiolégico de las peritonitis se
basa en el examen microscoépico y aislamiento de los
microorganismos responsables a partir del cultivo del
liquido peritoneal. En el presente documento se
describen los métodos a seguir en el procesamiento
de esta muestra.
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laboratorio de microbiologia clinica. Procedimientos
en Microbiologia Clinica n® 10, 12 edicién. SEIMC
2000.
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Sanchez C (Coordinador), Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de microbiologia.

Procedimientos en Microbiologia n® 1a, 22 edicion.
SEIMC 2003.
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiol
ogia

4. MUESTRAS

4.1 VOLANTE DE PETICION

El volante de peticién o la peticion electronica que
acompafa a cada muestra debe ser correctamente
cumplimentado y en él deberan constar claramente:

- Datos demogréficos del paciente (filiacion, edad,
numero de historia), servicio de procedencia y datos
del clinico que realiza la peticién.

- Datos de la muestra (tipo, localizacion anatémica,
modo y fecha de obtencidon) y determinaciones
microbiolégicas solicitadas.

- Datos clinicos (diagnéstico del paciente,
enfermedad de base, tratamiento antibidtico previo,
alergias medicamentosas).

4.2 RECOGIDA DE LA MUESTRA

- Se recogera bajo estrictas condiciones de asepsia y
preferentemente antes de iniciar el tratamiento
antimicrobiano.

- El liquido peritoneal se recoge por aspiracion
mediante puncidn percutanea (paracentesis) o
mediante cirugia abierta o via laparoscopica.

- El liquido obtenido por paracentesis se inocula
preferentemente en el momento de la extraccion, en
frascos de hemocultivo aerobio y anaerobio. La
inoculacién se realiza con jeringa, previa
desinfeccion del tapon de goma, inoculando el mayor
volumen disponible, hasta un maximo de 10 mL por
botella. Ademas se debe enviar 0,5-1 mL en un tubo
estéril sin conservantes para realizar la tincién de
Gram. Como alternativa se puede enviar en un
contenedor estéril e inocular en el propio laboratorio.
- El liquido recogido por aspiracion con jeringa y
aguja mediante cirugia abierta o laparoscépica, se
inocula en un vial de transporte de anaerobios previa
desinfeccion del tapon de goma evitando la entrada
de aire. Puede ser vdlida la jeringa sin aguja, si
previamente se elimina el aire en una gasa
impregnada con alcohol y se envia con un capuchén
estéril.

- En la peritonitis tuberculosa se recomienda enviar
10-50 mL en un frasco estéril sin conservantes.

4.3 TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA

- El transporte se realizara de forma inmediata tras la
obtencion de la muestra a temperatura ambiente. En
general, la recuperacion de los microorganismos
anaerobios disminuye si el tiempo de transporte es
superior a las tres horas.

- Deben procesarse a su llegada al laboratorio y en
caso de que esto no sea posible, conservarse a
temperatura ambiente. No deben refrigerarse
(excepto solicitud de micobacterias) ni congelarse.
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- Las muestras inoculadas en botellas de
hemocultivo deben seguir las normas del sistema
automatizado utilizado.

- Una vez procesadas, conviene conservarlas
durante al menos 3-5 dias.

4.4 CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Por tratarse de muestras obtenidas por
procedimientos quirdrgicos o invasores se intentara
no rechazarlas, pero se indicara en el informe de
resultados cualquier incidencia relacionada con su
identificacion, transporte o conservacion.

Se consideraran incidencias relacionadas con la
recepcion de la muestra:
- Identificacion defectuosa: etiquetado erroneo y
cumplimentacion incompleta del volante de
peticion/peticidn electrénica.
- Conservacion defectuosa (temperatura inadecuada
o medio de transporte inadecuado).
- Muestra insuficiente para las determinaciones
solicitadas. En este caso se consultara al clinico
responsable de la peticién el orden de prioridad de
las peticiones.
Se consideraran motivos de rechazo los siguientes:

- Imposibilidad de identificaciéon del paciente

- Muestras no identificadas

- Volantes/peticiones electronicas sin nombre

- No coincidencia del nombre del paciente en el

volante/peticion electrénica con el de la muestra

- Muestras derramadas

- Muestras recogidas con torunda

- Muestras recogidas en contenedor no estéril o

en formol

Si se solicita estudio de micobacterias proceder
segun el Procedimiento en Microbiologia Clinica de
la SEIMC n° 9a (22 edicion) “Micobacterias”.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

5.1 MEDIOS DE CULTIVO:

- Agar sangre

- Agar chocolate

- Agar colistina-nalidixico (CNA) (optativo)

- Agar MacConkey /Eosina azul de metileno

- Agar Brucella anaerobios/ agar Schaedler o similar
- Agar sangre lacada con kanamicina, vancomicina
(ASLKV) o similar

- Agar Bacteroides bilis esculina (BBE) (optativo)

- Agar Sabouraud con antibioticos

- Caldo de enriquecimiento (tioglicolato/BHI o similar)
- Frascos de hemocultivo aerobio y anaerobio

5.2. REACTIVOS Y PRODUCTOS:

- Colorantes para tincion de Gram y blanco de
calcofluor.

- Sistemas comerciales generadores de atmodsfera
anaerobia.

6. APARATOS Y MATERIAL
- Cabina de seguridad bioldgica tipo Il
- Pinzas estériles

- Pipetas Pasteur estériles

- Jeringas y agujas

- Asas de siembra estériles

- Portaobjetos

- Vortex

- Estufa de aerobiosis a 35-37°C

- Estufa con 5% de CO, a 35-37°C

- Jarras de incubacion o camara de anaerobiosis

- Centrifuga

- Microscopio

- Sistema automatizado de identificacion y
sensibilidad (aerobios-facultativos)

- Sistema de identificacion de anaerobios (APl o
similar)

- Sistema automatizado de incubacién de
hemocultivos

- MALDI-TOF (deseable)

7. PROCEDIMIENTO

7.1 PREPARACION E INOCULACION DE LA
MUESTRA

- El procesamiento de las muestras se efectuara en
una cabina de bioseguridad tipo II.

- El liquido ascitico obtenido por paracentesis
remitido en un contenedor estéril, se inocula en
frascos de hemocultivo (10mL cada uno). Si se envia
inoculado, se registran las botellas y se introducen
en el incubador-lector de crecimiento.

- Si la muestra se recibe en un envase con medio de
transporte para anaerobios se agita en el vortex para
su homogenizacién y se extrae con jeringa, previa
desinfeccion del tapén con povidona yodada
evitando introducir aire en el recipiente. La muestra
se siembra con la propia jeringa depositando una o
dos gotas en cada uno de los medios de cultivo y
otra en un portaobjetos para la tincién de Gram.

- Si la muestra se envia en jeringa, se retira el
capuchdén y se procede a la siembra como en el
punto anterior.

- El liquido peritoneal recibido en un contenedor
estéril, sin transporte de anaerobios, se trasfiere a un
tubo para su centrifugacion. Del sedimento se
siembran las placas inoculando con una pipeta estéril
(0,5-1 mL) o asa directamente por agotamiento en
los medios de cultivo y se pone una gota en un
portaobjetos para la tincién de Gram.

- En las peritonitis contaminadas con microbiota fecal
se aconseja afadir a la siembra agar CNA y agar
BBE. La inoculacion de éstas muestras en caldos de
enriquecimiento, es opcional.

7.2 CONDICIONES DE INCUBACION

- Agar sangre, agar chocolate, agar CNA (35-37°C,
5-7% CO,): 3-5 dias.

- Agar Brucella, agar ASLKV, agar BBE (35-37°C,
anaerobiosis): 7 dias.

- Agar Sabouraud con antibiéticos (30°C, aerobiosis):
48 horas.

- Agar MacConkey (35-37°C, aerobiosis): 48 horas.

- Caldo tioglicolato (35-37°C, aerobiosis): 5 dias.



Servicio de Microbiologia
Hospital...........coooeviiini.

Procesamiento microbioldgico del liquido

peritoneal

PNT-1I1A-01

Edicién N° 01

Pagina 4de 5

7.3 LECTURA DE CULTIVOS E IDENTIFICACION
DE MICROORGANISMOS

7.3.1 Tincién de Gram

- Evaluar la presencia o ausencia de diferentes
morfotipos bacterianos, elementos fungicos y células
inflamatorias. Valorar la presencia o no de leucocitos
polimorfonucleares y registrar su presencia con
esquema no cuantitativo: como aislados (=1
PMN/campo), escasos (1-10 PMN/campo),
moderados (11-25 PMN/campo) y abundantes (>25
PMN/campo).

- Informar los resultados lo antes posible al clinico
peticionario y registrarlos en la hoja de trabajo
correspondiente a la muestra. Esto permitira
correlacionar los morfotipos visualizados con los
aislados.

7.3.2 Cultivos

- Examinar diariamente las placas y los medios
liquidos. A las 24 horas los incubados en aerobiosis
y atmosfera de CO, y a las 48 horas los incubados
en anaerobiosis.

7.3.2.1 Medios sdlidos incubados en aerobiosis y
atmosfera de CO,:

- Correlacionar los aislados con los morfotipos
observados en la tincion de Gram. Si se obtienen
cultivos mixtos realizar subcultivos. Una vez obtenido
el cultivo puro realizar una identificacion presuntiva
mediante pruebas rapidas como tincion de Gram,
catalasa, oxidasa, coagulasa en porta, etc. (o0
definitiva mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF). Si se considera relevante el hallazgo avisar al
clinico responsable del paciente.

- Identificar todos los aislados clinicamente
significativos a nivel de especie y realizar las pruebas
de sensibilidad a los antibidticos segun las normas
estandarizadas (CLSI, EUCAST) del afio en curso.

- Si no hay crecimiento reincubar todas las placas y
reexaminar diariamente hasta el final del periodo de
incubacion.

7.3.2.2 Medios solidos incubados en anaerobiosis:

- Examinar las placas para detectar todas las
colonias morfolégicamente diferentes y aislarlas en
cultivo puro. Hacer los reaislamientos necesarios
para aislar colonias Unicas de todos los morfotipos y
correlacionarlos con los observados en la tincion de
Gram. Realizar a cada colonia una prueba de
aerotolerancia.

- Efectuar identificacion y pruebas de sensibilidad a
los facultativos que no se hayan detectado en los
medios incubados en aerobiosis o CO, y que se
consideren clinicamente significativos.

- Identificar los microorganismos anaerobios
aislados. Si se aislan tres o mas identificar a nivel de
especie solo los microorganismos predominantes o
aquellos que se consideren especialmente virulentos
o resistentes. El resto se informara con una
identificacién presuntiva (o definitiva mediante
MALDI-TOF) segun la tincion de Gram, catalasa y
sensibilidad o resistencia a discos de vancomicina,
kanamicina y colistina.

- No realizar rutinariamente pruebas de sensibilidad.

- Si no hay crecimiento reincubar las placas y
reexaminar diariamente hasta el final del periodo de
incubacion.

7.3.2.3 Medios liquidos:

- Si hay turbidez realizar tincion de Gram y sembrar
los medios generales y selectivos adecuados segun
los microorganismos observados.

- Si no hay crecimiento visible, reincubar hasta el
final del periodo de incubacion.

- Si la muestra se ha inoculado sélo en caldo de
enriquecimiento, realizar al final del periodo de
incubacion, un subcultivo "de salida" en medios
sélidos (agar chocolate y un medio no selectivo para
anaerobios) aunque no se haya observado turbidez.

7.4 CONTROL DE CALIDAD

- Verificar la caducidad de los medios y los
estandares de calidad de los medios de cultivo
preparados en el laboratorio (control de esterilidad y
eficiencia en cada nuevo lote preparado). Comprobar
los medios comercializados exentos de control segun
el documento del CLSI “Quality Control for
Commercially Prepared Microbiological Culture
Media: Approved Standard. 3 Edition M22-A3”.

- Registrar los resultados de los controles realizados.
Si no son adecuados, adoptar medidas correctoras.

- Aplicar un control interno que asegure que el
funcionamiento de los reactivos (tinciones), equipos
(microscopios, centrifugas, pipetas, incubadores,
cabinas de bioseguridad, jarras de anaerobiosis,
etc.), sistemas de determinacién de sensibilidad
(manuales o] automatizados), sistemas
automatizados de identificacion, hemocultivos, etc.,
sea el apropiado para los ensayos efectuados.
Seguir las recomendaciones de la seccién 14.2
“‘Quality  Control” En: Clinical  Microbiology
Procedures Handbook. Edicién actual: Garcia LS. 3th
edition, vol.3. Washington DC: ASM Press; 2010.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

8.1 TINCION DE GRAM

Se indicaran todos los morfotipos visualizados vy la
presencia de leucocitos polimorfonucleares, que se
pueden informar como aislados, escasos, moderados
0 abundantes.

8.2 CULTIVOS

- Si el cultivo es positivo, el informe de resultados
incluird todos los microorganismos aerobios vy
facultativos aislados que se consideren clinicamente
significativos y su sensibilidad a los antimicrobianos.
- También incluira la identificacion de los anaerobios
aislados. A nivel de especie los microorganismos
predominantes o los considerados especialmente
virulentos o resistentes y el resto con una
identificacién presuntiva (género o grupo).

- No se informaran resultados de sensibilidad, salvo
peticion expresa o cuando las condiciones clinicas o
microbiolégicas lo aconsejen.
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- Si el resultado del cultivo es negativo, se emitira un
informe en el que conste "No se aislan
microorganismos" o "Cultivo negativo".

- 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.

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 facultativo encargado del area de recepciéon y
procesamiento de muestras del laboratorio es
responsable de la supervision de la recepcion,
identificacién 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 es responsable de los
procedimientos microbioldgicos de identificacion vy
determinacion de la  sensibiidad a los
antimicrobianos, asi como del registro de resultados.
- El personal facultativo es responsable de la
valoracion de la tincion de Gram, lectura de los
cultivos y determinacién de los microorganismos a
valorar, asi como de la supervision del trabajo del
personal técnico, comunicacion de los resultados
preliminares, validacién de los resultados
preliminares y definitivos y firma de los informes.
También es responsable de mantener al dia los
procedimientos y responder a las interconsultas.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

- Al ser muestras de dificil obtencién, con riesgos y
molestias para el paciente, y en muchas ocasiones
insustituibles, los criterios de rechazo deben
reducirse al maximo.

- En la tincién de Gram, el empleo de fucsina (en
lugar de safranina) facilita la visualizacién de los
bacilos gramnegativos anaerobios.

- Una vez sembradas las placas anaerobias, no
demorar la incubacion para evitar la pérdida de
viabilidad de las bacterias anaerobias.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

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

- La recogida de muestra sin las medidas de asepsia
adecuadas puede dar falsos resultados positivos por
contaminaciones con la microbiota cutanea.

- La demora superior a 3 horas en el transporte de
las muestras disminuye la viabilidad de las bacterias
anaerobias y puede dar falsos resultados negativos.

- Si la muestra se envia inoculada s6lo en botellas de
hemocultivo, no es posible realizar la tincion de
Gram.

- EI SPS puede inhibir el crecimiento y viabilidad de
los microorganismos.

- Un volumen reducido de muestra obliga a
establecer prioridades con el clinico peticionario.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente documento es describir el
procesamiento de las muestras obtenidas en
pacientes con infecciones asociadas a dialisis
peritoneal, para establecer el diagnéstico etiol6gico
de estos procesos, asi como los criterios de
interpretacién de los cultivos.

2. FUNDAMENTO

La dialisis peritoneal (DP) es el primer escalén del
tratamiento de la insuficiencia renal cronica que
requiere depuracion. Independiente del
procedimiento utilizado (DP ambulatoria continua, DP
automatizada o de ciclo continuo), la DP implica la
insercion de un catéter en la pared abdominal que
abre una puerta de entrada, que puede ser
aprovechada por distintos microorganismos para
invadir y producir diversos tipos de infecciones. En la
DP pueden aparecer tres tipos de infecciones:
infeccién en el sitio de salida, en la zona por la que
trascurre el catéter en la pared y/o en la cavidad
peritoneal. El diagnéstico microbiolégico de estas
infecciones se basa en el aislamiento de los
microorganismos responsables a partir del cultivo de
los exudados, catéter o liquido efluente. En el
presente documento se describen los métodos a
seguir en el procesamiento de estas muestras.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Garcia LS. “Quality Control”. En: Clinical
Microbiology Procedures Handbook, 3th edition,
vol.3. Section 14.2. Washington DC: ASM Press;
2010.

- Li PK, Szeto CC, Piraino B, Bernardini J, Figueiredo
AE, Gupta A, et al. Peritoneal dialysis-related
infections recommendations: 2010 update. Perit Dial
Int. 2010; 30:393-423.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20628102

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

- Sanchez C (Coordinador), Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de microbiologia.
Procedimientos en Microbiologia n°® 1a, 22 edicion.
SEIMC 2003.
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiol
ogia

4. MUESTRAS

4.1 VOLANTE DE PETICION

El volante de peticion o la peticion electrénica que
acompafia a cada muestra debe ser correctamente
cumplimentado y en él deberan constar claramente:

- Datos demograficos del paciente (filiacion, edad,
namero de historia), servicio de procedencia y datos
del clinico que realiza la peticién.

- Datos de la muestra (tipo, localizacién anatémica,
modo y fecha de obtencién) y determinaciones
microbiolégicas solicitadas.
- Datos clinicos (diagnéstico del paciente,
enfermedad de base, tratamiento antibidtico previo,
alergias medicamentosas).

4.2 RECOGIDA DE LA MUESTRA

- La obtencion de la muestra debe realizarse bajo
estrictas condiciones de asepsia y preferentemente
antes de iniciar el tratamiento antimicrobiano.

- En la infeccion del sitio de salida el exudado, éste
se recoge con torunda, en las infecciones del catéter
las muestras validas son el catéter (retirado
quirargicamente) y el exudado recogido mediante
torunda, y en la peritonitis se recoge el liquido
efluente de la bolsa mas turbia. Las torundas deben
ser enviadas si es posible, en medio de transporte
para anaerobios.

- El liquido efluente se puede remitir al laboratorio de
las siguientes formas:

a) Bolsa completa del dializado, preferentemente la
mas turbia. Se introduce en otra bolsa de plastico y
ésta en un recipiente hermético para su transporte al
laboratorio.

b) Inoculado en frascos de hemocultivo aerobio y
anaerobio (10mL en cada uno). Técnica estandar
para establecer el diagnéstico y el control de
tratamiento. Este método proporciona un 20% de
resultados negativos.

c) Envase estérii con 50 mL, junto a frascos
inoculados de hemocultivo (5-10mL). Opcién
recomendada por la International Society for
Peritoneal Dialysis, que estima con este método un
5% de cultivos negativos.

4.3 TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA

Se deben enviar lo antes posible al laboratorio para
su procesamiento. Las torundas se mantienen a
temperatura ambiente y el catéter se conserva
refrigerado. La bolsa y el liquido efluente deben
mantenerse a temperatura ambiente y remitirse en
menos de seis horas. El transporte y mantenimiento
de las botellas de hemocultivo debe realizarse segun
las directrices del fabricante.

4.4 CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Deben considerarse criterios de rechazo los
siguientes:

- Defectos en la identificacion de la muestra y/o
volante de peticién/peticion electrénica (etiquetado
erréneo, que no permite la identificacion correcta del
paciente).

- Conservacion inadecuada (temperatura o medio de
transporte inadecuado).

- Muestras derramadas.

- Muestras recogidas en contenedor no estéril.

- Todas estas incidencias deben ser comunicadas al
clinico correspondiente, indicando el procesamiento
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0 no de la muestra e incidiendo en la interpretacion
de los resultados si se llevara a cabo el mismo.

Si se solicita estudio de micobacterias, proceder
segun el Procedimiento en Microbiologia Clinica de
la SEIMC n° 9a (22edicidn): “Micobacterias”.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

5.1 MEDIOS DE CULTIVO:

- Agar sangre

- Agar chocolate

- Agar MacConkey /Eosina azul de metileno

- Agar Brucella anaerobios/ agar Schaedler o similar
- Agar sangre lacada con kanamicina, vancomicina
(ASLKYV) o similar

- Agar Bacteroides bilis esculina (BBE) (optativo)

- Agar Sabouraud con antibiéticos

- Caldo de enriquecimiento (tioglicolato/BHI o similar)
- Frascos de hemocultivo aerobio y anaerobio

- Medios especiales si se solicita estudio de:
Campylobacter spp., Legionella spp. y Mycoplasma

spp..

5.2. REACTIVOS Y PRODUCTOS:

- Colorantes para tincién de Gram y blanco de
calcoflaor.

- Sistemas comerciales generadores de atmdsfera
anaerobia.

6. APARATOS Y MATERIAL

- Cabina de seguridad bioldgica tipo Il

- Pinzas estériles

- Pipetas Pasteur estériles

- Jeringas y agujas

- Asas de siembra estériles

- Portaobjetos

- Vortex

- Estufa de aerobiosis a 35-37°C

- Estufa con 5% de CO, a 35-37°C

- Jarras de incubacion o camara de anaerobiosis

- Centrifuga

- Microscopio

- Frascos de hemocultivos

- Sistema automatizado de identificacion y
sensibilidad (aerobios-facultativos)

- Sistema de identificacion de anaerobios (APl o
similar)

- Sistema automatizado de incubacion de
hemocultivos

- MALDI-TOF (deseable)

7. PROCEDIMIENTO

7.1 PREPARACION E INOCULACION DE LA
MUESTRA

- El procesamiento de las muestras se efectuara en
una cabina de bioseguridad tipo II.

- Las torundas se siembran directamente en los
medios de cultivo y se realiza extension para tincién
de Gram. El catéter se deposita en un caldo de
enriguecimiento y posteriormente se siembra en los
medios de cultivo.

- Los frascos de hemocultivo se introducen en el
correspondiente incubador de control automatico de
crecimiento y se procesan segun el protocolo
establecido en el laboratorio.

- El liquido efluente recibido en envase estéril (50
mL) se centrifuga a 3000xg durante 15 minutos, se
decanta con cuidado y se realizan extensiones del
sedimento para las tinciones (tincion de Gram y si
procede, blanco de calcoflior). El sedimento se
resuspende con 3-5 ml de suero salino, se agita en el
vortex y se siembran las placas de cultivo y los
frascos de hemocultivo.

- Si se envia la bolsa completa al laboratorio, se
procede en primer lugar a homogenizar su contenido
invirtiéndola de 10 a 20 veces, a continuacion se
desinfecta el lugar de la bolsa destinado a la
administracion de farmacos con povidona yodada
dejando secar y se extraen 50 mL de liquido. Se
centrifuga 15 minutos a 3000xg y se procesa segun
lo indicado en el punto anterior. Una vez procesada
se aconseja guardar la bolsa refrigerada durante 5
dias.

7.2 CONDICIONES DE INCUBACION

- Agar sangre, agar chocolate (35-37°C, 5-7% CO,):
3-5 dias.

- Agar MacConkey (35-37°C, aerobiosis): 48 horas.
- Frascos de hemocultivos: (35-37°C, aerobiosis): 5-7
dias.

- Agar Brucella, agar ASLKYV, agar BBE: (35-37°C,
anaerobiosis): 7 dias.

- Caldo tioglicolato (35-37°C, aerobiosis): 5 dias.

- Agar Sabouraud con antibidticos 30°C, 48 horas.
En caso de alta sospecha de infeccion fungica
prolongar la incubacion.

7.3 LECTURA DE CULTIVOS E IDENTIFICACION
DE MICROORGANISMOS

7.3.1 Tincién de Gram

- En los exudados se valorara la presencia de
microorganismos y leucocitos polimorfonucleares.

- En el liquido efluente las tinciones (Gram y blanco
de calcoflior), son mas Utiles en la deteccion fungica
gue bacteriana. No obstante, cualquier
microorganismo observado debe ser inmediatamente
informado para orientar el tratamiento empirico.

7.3.2 Cultivos

- Examinar diariamente las placas y los caldos de
enriquecimiento incubadas en aerobiosis y atmosfera
de CO, a las 24 horas, y las incubadas en
anaerobiosis a las 48 horas.

- ldentificar todos los aislados aerobios y facultativos
a nivel de especie y realizar las pruebas de
sensibilidad a los antibiéticos segun las normas
estandarizadas (CLSI, EUCAST). La identificacion es
importante para poder diferenciar entre una
peritonitis recurrente y una recidivante. También para
orientar el origen de la infeccion. El sistema MALDI-
TOF reduce el tiempo de identificacion.

- En relacién a los anaerobios aislados se deben
identificar hasta el nivel que permita la rutina del
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laboratorio (especie, género). No es preciso realizar
estudio de sensibilidad, salvo en especies
particularmente resistentes.

- Si no hay crecimiento, reincubar todas las placas y
reexaminar diariamente hasta el final del periodo de
incubacion (3-5 dias los anaerobios facultativos y 7
los anaerobios estrictos).

- Los frascos de hemocultivos en los que no se
detecte crecimiento deben ser subcultivados a los 5-
7 dias, si existe una sospecha clinica fundada de
infeccién, en medios solidos que se incubaran
durante 3-4 dias en aerobiosis y anaerobiosis. A los
siete dias se descartaran los negativos.

7.4 CONTROL DE CALIDAD

- Verificar la caducidad de los medios y los
estandares de calidad de los medios de cultivo
preparados en el laboratorio (control de esterilidad y
eficiencia en cada nuevo lote preparado). Comprobar
los medios comercializados exentos de control segun
el documento del CLSI *“Quality Control for
Commercially Prepared Microbiological Culture
Media: Approved Standard. 3 Edition M22-A3".
Registrar los resultados de los controles realizados.
Si no son adecuados, adoptar medidas correctoras.

- Aplicar un control interno que asegure que el
funcionamiento de los reactivos (tinciones), equipos
(microscopios, centrifugas, pipetas, incubadores,
cabinas de bioseguridad, jarras de anaerobiosis),
sistemas de determinacion de sensibilidad (manuales
0 automatizados), sistemas automatizados de
identificacién, hemocultivos etc. sea el apropiado
para los ensayos efectuados. Seguir las
recomendaciones de la seccion 14.2 “Quality
Control” En: Clinical Microbiology Procedures
Handbook. Edicion actual: Garcia LS. 3th edition,
vol.3. Washington DC: ASM Press; 2010.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

8.1 TINCION DE GRAM

Se indicarda la presencia o0 ausencia de
microorganismos y leucocitos polimorfonucleares
que se pueden informar como aislados, escasos,
moderados o abundantes.

8.2 CULTIVOS

- En el método de enriquecimiento por centrifugacion
hay que considerar cualquier tipo de crecimiento que
aparezca en el area de siembra.

- El microorganismo aislado orienta sobre el posible
origen de la peritonitis. La recuperaciéon de
estafilococos coagulasa negativa y enterococos
sugiere una contaminacion intraluminar. S. aureus,
P. aeruginosa y con menor frecuencia otras especies
de estafilococos y enterococos orientan a una
infeccién alrededor del catéter. El aislamiento de
bacterias intestinales como, enterococos,
estreptococos y anaerobios sugiere patologia
intraabdominal.

- Si el cultivo es positivo, el informe de resultados
incluird todos los microorganismos aislados y si
procede, su sensibilidad a los antimicrobianos.

- Si el cultivo es negativo, se emitira un informe en el
gue conste "No se aislan microorganismos" o
"Cultivo negativo”.

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 facultativo encargado del area de recepcion y
procesamiento de muestras del laboratorio es
responsable de la supervision de la recepcién,
identificacién 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 es responsable de los
procedimientos microbiolégicos de identificacion y
determinacion de la  sensibiidad a los
antimicrobianos, asi como del registro de resultados.
- El personal facultativo es responsable de la
valoracién de la tincion de Gram, lectura de los
cultivos y determinaciéon de los microorganismos a
valorar, asi como de la supervisién del trabajo del
personal técnico, comunicacion de los resultados
preliminares, validacion de los resultados
preliminares y definitivos y firma de los informes.
También es responsable de mantener al dia los
procedimientos y responder a las interconsultas.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

- Los cultivos positivos en ausencia de inflamacion
(signos de infeccidn) en el orificio de salida indican
colonizacion mas que infeccion.

- Hay estudios que demuestran la superioridad de los
hemocultivos sobre los métodos de enriquecimiento
por centrifugacion.

- El sistema de lisis-centrifugacion ofrece peor
resultado.

- Solo se debe procesar una muestra de liquido
efluente al dia. No obstante, si se recibe una bolsa
turbia después de sembrar una bolsa de dializado
clara, ésta se debe procesar.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- El tratamiento antimicrobiano previo a la obtencion
de la muestra o el uso de sustancias antisépticas
puede dar lugar a cultivos negativos.

- Si la muestra se envia inoculada s6lo en botellas de
hemocultivo, no es posible realizar la tincién de
Gram.

- El examen microscoépico del efluente tiene buena
sensibilidad para infecciones fangicas y mala para
las bacterianas.
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- Puede haber falsos negativos por microorganismos
inusuales que requieran medios de cultivo
especiales.

- Cuando el numero de cultivos negativos supera el
20% es necesario revisar los métodos y mejorarlos.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente documento es describir el
procesamiento de las muestras obtenidas de
abscesos intraabdominales para el diagndstico
microbiolégico de estas infecciones, asi como los
criterios de interpretacion de los cultivos.

2. FUNDAMENTO

Los abscesos son colecciones de pus rodeadas de
una pared fibrosa. A nivel intraabdominal hay que
diferenciar los abscesos intraperitoneales, los
viscerales y los retroperitoneales. Los primeros se
forman fundamentalmente a nivel subfrénico,
subhepatico y pélvico. Los viscerales incluyen los
abscesos hepaticos, pancreaticos, esplénicos y
suprarrenales. Dentro de los retroperitoneales se
encuentran los perirrenales, pararrenales anteriores
y posteriores y el absceso del psoas. Los abscesos
intraabdominales se producen como consecuencia
de la resolucién de una peritonitis difusa, de la
extension de infecciones préoximas o de bacteriemias.
El diagndstico requiere alta sospecha clinica vy
pruebas de imagenes. El diagndstico microbioldgico
se basa en el examen microscopico y aislamiento de
los microorganismos responsables a partir del cultivo
del material recogido del absceso. En el presente
documento se describen los métodos a seguir en el
procesamiento de estas muestras.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Garcia LS. “Quality Control”. En: Clinical
Microbiology Procedures Handbook, 3th edition,
vol.3. Section 14.2. Washington DC: ASM Press;
2010.

- Garcia JE (Coordinador), Alcala L, Betriu C, Garcia
JE, Reig M. Bacterias anaerobias. Procedimientos en
Microbiologia Clinica n°® 16, 22 edicién. SEIMC 2004.
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

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

- Sanchez C (Coordinador), Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de microbiologia.
Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 1a, 22
edicion. SEIMC 2003.
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiol
ogia

4. MUESTRAS

4.1 VOLANTE DE PETICION

El volante de peticion o la peticion electrénica que
acompana a cada muestra debe ser correctamente
cumplimentado y en él deberan constar claramente:

- Datos demogréficos del paciente (filiaciéon, edad,
numero de historia), servicio de procedencia y datos
del clinico que realiza la peticion.

- Datos de la muestra (tipo, localizacion anatémica,
modo y fecha de obtencién) y determinaciones
microbiolégicas solicitadas.

- Datos clinicos (diagnéstico del paciente,
enfermedad de base, tratamiento antibidtico previo,
alergias medicamentosas).

4.2 RECOGIDA DE LA MUESTRA

- Se recogeran bajo estrictas condiciones de asepsia
y preferentemente antes de iniciar el tratamiento
antimicrobiano.

- Las muestras se pueden obtener por aspiracion,
drenaje y también son validas las biopsias y tejidos
recogidos durante la incision del absceso.

- El material aspirado con aguja y jeringa se trasfiere
a un vial de transporte de anaerobios evitando la
entrada de aire. La muestra se inocula a través del
tapon de goma previamente desinfectado. Si no se
aspira material, inyectar subcutaneamente solucion
salina estéril y volver a aspirar. En caso de no poder
utilizar la aguja, recoger la muestra directamente con
jeringa o con catéter.

- Si la muestra es escasa o se va a procesar dentro
de los 30 minutos siguientes se puede mantener en
la misma jeringa con la que se ha extraido el material
del absceso eliminado el aire y tapando con un
capuchoén estéril. No se debe enviar de rutina la
jeringa (sin aguja) por el peligro de derrame de la
muestra y contaminacion durante la manipulacion.

- El material drenado se recoge por aspiracion
directa durante el drenaje o a partir del tubo de
drenaje previa desinfeccion de la zona de puncion y
se inocula en un vial de transporte de anaerobios. No
se deben procesar los tubos de drenaje.

- Las muestras de tejidos y biopsias de la capsula del
absceso se depositan en tubos de transporte de
anaerobios. Si son grandes se introducen en
envases estériles sobre una gasa estéril humedecida
en solucion salina para evitar la desecaciéon vy
después se depositan en una bolsa de transporte de
anaerobios.

4.3 TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA

- El transporte se realizara de forma inmediata tras la
obtencién de la muestra a temperatura ambiente. En
general, la recuperacion de los microorganismos
anaerobios disminuye si el tiempo de transporte es
superior a las tres horas.

- Deben procesarse inmediatamente tras su llegada
al laboratorio, y en caso de que esto no sea posible,
conservarse a temperatura ambiente. No deben
refrigerarse (excepto solicitud de micobacterias) ni
congelarse.

- Una vez procesadas, conviene conservarlas
durante al menos 3-5 dias.
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4.4 CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
- Por tratarse de muestras obtenidas por
procedimientos quirurgicos o invasivos se intentara
no rechazarlas, pero se indicara en el informe de
resultados cualquier incidencia relacionada con su
identificacion, transporte o conservacion.
Se consideraran incidencias relacionadas con la
recepcion de la muestra:
- Identificaciéon defectuosa: etiquetado erréneo y
cumplimentacién incompleta del volante de
peticidn/peticion electrénica.
- Conservacion defectuosa (temperatura
inadecuada o medio de transporte inadecuado).
- Muestra insuficiente para las determinaciones
solicitadas. En este caso se consultara al clinico
responsable de la peticion el orden de prioridad
de las peticiones.
Se consideraran motivos de rechazo los siguientes:
- Imposibilidad de identificacién del paciente
- Muestras no identificadas
- Volantes/peticiones electronicas sin nombre
- No coincidencia del nombre del paciente en el
volante/peticién electrénica con el de la muestra
- Muestras derramadas
- Muestras recogidas con torunda
- Muestras recogidas en contenedor no estéril o
en formol
Si en la muestra se solicita estudio de micobacterias
proceder segun el Procedimiento en Microbiologia
Clinica de la SEIMC n° 9a (22 edicion) “Micobacterias”.
Si se solicita estudio de Entamoeba histolytica
proceder segun el Procedimiento en Microbiologia
Clinica de la SEIMC n° 35 (22 edicién): “El laboratorio
de Microbiologia ante las enfermedades importadas”.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

5.1 MEDIOS DE CULTIVO:

- Agar sangre

- Agar chocolate

- Agar colistina-nalidixico (CNA) (optativo)

- Agar MacConkey /Eosina azul de metileno

- Agar Brucella anaerobios/ agar Schaedler o similar
- Agar sangre lacada con kanamicina, vancomicina
(ASLKV) o similar

- Agar Bacteroides bilis esculina (BBE) (optativo)

- Agar Sabouraud con antibidticos

- Caldo de enriquecimiento (tioglicolato/BHI o similar)
- Agar Thayer Martin o similar (opcional)

5.2. REACTIVOS Y PRODUCTOS:

- Colorantes para tincion de Gram.

- Sistemas comerciales generadores de atmadsfera
anaerobia.

6. APARATOS Y MATERIAL

- Cabina de seguridad biolégica tipo Il
Pinzas estériles

Pipetas Pasteur estériles

Jeringas y agujas

Asas de siembra estériles

- Portaobjetos

- Vortex

- Estufa de aerobiosis a 35-37°C

- Estufa con 5% de CO, a 35-37°C

- Jarras de incubacion o camara de anaerobiosis

- Centrifuga

- Microscopio

- Sistema automatizado de identificacion y
sensibilidad (aerobios-facultativos)

- Sistema de identificacion de anaerobios (APl o
similar)

- MALDI-TOF (deseable)

7. PROCEDIMIENTO

7.1 PREPARACION E INOCULACION DE LA
MUESTRA

- El procesamiento de las muestras se efectuara en
una cabina de bioseguridad tipo Il.

- Si la muestra se recibe inoculada en un envase de
transporte para anaerobios se agita en un vortex
para su homogenizacién y se extrae con jeringa
previa desinfeccion del tapén con povidona yodada
evitando introducir aire en el interior. La muestra se
siembra con la propia jeringa depositando una o dos
gotas en cada uno de los medios de cultivo y otra en
un portaobjetos para la tincion de Gram. Si se envia
cantidad suficiente se puede inocular un medio
liquido.

- Si la muestra se envia en jeringa, se retira el
capuchén y se procede a la siembra como en el
punto anterior.

- Las muestras de biopsias si son grandes se
fraccionan con bisturi en una placa de Petri estéril o
se homogenizan en un mortero estéril con una
pequefia cantidad (0,5-1mL) de caldo tioglicolato,
solucién salina o caldo BHI antes de su siembra en
los medios de cultivo.

- En los abscesos pélvicos secundarios a
enfermedad pélvica inflamatoria afiadir a la siembra
una placa de agar Thayer-Martin (o similar).

- Mantener la muestra una vez procesada durante al
menos 5-7 dias.

7.2 CONDICIONES DE INCUBACION

- Agar sangre, agar chocolate, agar CNA, agar
Thayer Martin (35-37°C, 5-7% CO,): 3-5 dias.

- Agar Brucella, agar ASLKV, agar BBE (35-37°C,
anaerobiosis): 7 dias.

- Agar Sabouraud con antibiéticos (30°C, aerobiosis):
48 horas.

- Agar MacConkey (35-37°C, aerobiosis): 48 horas.

- Caldo tioglicolato (35-37°C, aerobiosis): 5 dias.

7.3 LECTURA DE CULTIVOS E IDENTIFICACION
DE MICROORGANISMOS

7.3.1 Tincién de Gram

- Evaluar la presencia o ausencia de diferentes
morfotipos bacterianos, elementos fungicos y células
inflamatorias. Valorar la presencia o no de leucocitos
polimorfonucleares y registrar su presencia con
esquema no cuantitativo: como aislados (=1
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PMN/campo), escasos (1-10 PMN/campo), - Si no hay crecimiento visible, reincubar hasta el final

moderados (11-25 PMN/campo) y abundantes (>25
PMN/campo).

- Informar los resultados lo antes posible al clinico
peticionario y registrarlos en la hoja de trabajo
correspondiente a la muestra. Esto permitira
correlacionar los morfotipos visualizados con los
aislados.

7.3.2 Cultivos

Examinar diariamente las placas y los medios
liquidos. A las 24 horas los incubados en aerobiosis
y atmodsfera de CO, y a las 48 horas los incubados
en anaerobiosis

7.3.2.1 Medios sodlidos incubados en aerobiosis y
atmésfera de CO,:

- Correlacionar los aislados con los morfotipos
observados en la tincién de Gram. Si se obtienen
cultivos mixtos realizar subcultivos. Una vez obtenido
el cultivo puro realizar una identificacion presuntiva
mediante pruebas rapidas como tincion de Gram,
catalasa, oxidasa, coagulasa en porta, etc. (o
definitiva mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF). Si se considera relevante el hallazgo avisar al
clinico responsable del paciente.

- Identificar todos los aislados clinicamente
significativos a nivel de especie y realizar las pruebas
de sensibilidad a los antibi6ticos segun las normas
estandarizadas (CLSI, EUCAST) del afio en curso.

- Si no hay crecimiento reincubar todas las placas y
reexaminar diariamente hasta el final del periodo de
incubacion.

7.3.2.2 Medios sdlidos incubados en anaerobiosis:

- Examinar las placas para detectar todas las
colonias morfolégicamente diferentes y aislarlas en
cultivo puro. Hacer los reaislamientos necesarios
para aislar colonias Unicas de todos los morfotipos y
correlacionarlos con los observados en la tincion de
Gram. Realizar a cada colonia una prueba de
aerotolerancia.

- Efectuar identificacion y pruebas de sensibilidad a
las bacterias aerobias facultativas que no se hayan
detectado en los medios incubados en aerobiosis o
CO. y que se consideren clinicamente significativos.
- Identificar los microorganismos anaerobios
aislados. Si se aislan tres o mas identificar a nivel de
especie solo los microorganismos predominantes o
aquellos que se consideren especialmente virulentos
o resistentes. El resto se informara con una
identificacion presuntiva (o definitiva mediante
MALDI-TOF) segun la tincion de Gram, catalasa, y
sensibilidad o resistencia a discos de vancomicina,
kanamicina y colistina.

- No realizar rutinariamente pruebas de sensibilidad.

- Si no hay crecimiento reincubar las placas y
reexaminar diariamente hasta el final del periodo de
incubacion.

7.3.2.3 Medios liquidos

- Si hay turbidez, realizar tincién de Gram y sembrar
los medios generales y selectivos adecuados segun
los microorganismos observados.

del periodo de incubacion.

- Si la muestra se ha inoculado sélo en caldo de
enriguecimiento, realizar al final del periodo de
incubacion, un subcultivo "de salida" en medios solidos
(agar chocolate y un medio no selectivo para
anaerobios) aunque no se haya observado turbidez.

7.4 CONTROL DE CALIDAD

- Verificar la caducidad de los medios y los
estandares de calidad de los medios de cultivo
preparados en el laboratorio (control de esterilidad y
eficiencia en cada nuevo lote preparado). Comprobar
los medios comercializados exentos de control segun
el documento del CLSI “Quality Control for
Commercially Prepared Microbiological Culture
Media: Approved Standard. 3 Edition M22-A3".
Registrar los resultados de los controles realizados.
Si no son adecuados, adoptar medidas correctoras.

- Aplicar un control interno que asegure que el
funcionamiento de los reactivos (tinciones), equipos
(microscopios, centrifugas, pipetas, incubadores,
cabinas de bioseguridad, jarras de anaerobiosis),
sistemas de determinacion de sensibilidad (manuales
o automatizados), sistemas automatizados de
identificacion, hemocultivos etc. sea el apropiado
para los ensayos efectuados. Seguir las
recomendaciones de la seccion 14.2 “Quality
Control” En: Clinical Microbiology Procedures
Handbook. Edicion actual: Garcia LS. 3th edition,
vol.3. Washington DC: ASM Press; 2010.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

8.1 TINCION DE GRAM

Se indicaran todos los morfotipos visualizados y la
presencia de leucocitos polimorfonucleares, que se
pueden informar como aislados, escasos, moderados
0 abundantes

8.2 CULTIVOS

- Si el cultivo es positivo, el informe de resultados
incluira todos los microorganismos aerobios vy
facultativos aislados que se consideren clinicamente
significativos y su sensibilidad a los antimicrobianos.
- También incluira la identificacion de los anaerobios
aislados. A nivel de especie los microorganismos
predominantes o los considerados especialmente
virulentos o resistentes y el resto con una
identificacion presuntiva (género o grupo). No se
informaran resultados de sensibilidad, salvo peticiéon
expresa o cuando las condiciones clinicas o
microbiolégicas lo aconsejen.

- Si el resultado del cultivo es negativo, se emitira un
informe en el que conste "No se aislan
microorganismos" o "Cultivo negativo".

- 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.
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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 facultativo encargado del area de recepcion y
procesamiento de muestras del laboratorio es
responsable de la supervision de la recepcion,
identificacién 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 los
procedimientos microbiolégicos de identificacion vy
determinacion de la  sensibiidad a los
antimicrobianos, asi como del registro de resultados.
- El personal facultativo es responsable de la
valoracion de la tincion de Gram, lectura de los
cultivos y determinacién de los microorganismos a
valorar, asi como de la supervisién del trabajo del
personal técnico, comunicacion de los resultados
preliminares, validacion de los resultados
preliminares y definitivos y firma de los informes.
También es responsable de mantener al dia los
procedimientos y responder a las interconsultas.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

- Al ser muestras de dificil obtencién, con riesgos y
molestias para el paciente, y en muchas ocasiones
insustituibles, los criterios de rechazo deben
reducirse al maximo.

- En la tincién de Gram, el empleo de fucsina (en
lugar de safranina) facilita la visualizacién de los
bacilos gramnegativos anaerobios.

- Una vez sembrados los medios para cultivo de
bacterias anaerobias, no demorar la incubacién para
evitar la pérdida de viabilidad de éstas.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

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

- La recogida de muestra sin las medidas de asepsia
adecuadas, puede dar falsos resultados positivos por
contaminaciones con la microbiota cutanea.

- No aceptar los tubos de drenaje para cultivo
microbiolégico.

- Un volumen reducido de muestra obliga a
establecer prioridades con el clinico peticionario.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Bosanko NC, Chauhan A, Brookes M, Moss M, Wilson
PG. Presentations of pyogenic liver abscess in one UK
centre over a 15-year period. J R Coll Physicians Edinb.
2011; 41:13-17.

2. Garcia LS. Clinical Microbiology Procedures Handbook,
3th edition, vol.1, Section 3.13.1 Wound/Abscess and soft
tissue cultures. Washington DC: ASM Press; 2010.

3. Levison ME, Bush LM. Peritonitis and intraperitoneal
abscesses. En Mandell GL, Bennett JE, Dollin R (Eds.)
Principles and Practice of Infectious Diseases.7th edition.
Cap. 71. Philadelphia: Elsevier Inc; 2010.

4. Llenas-Garcia J, Fernandez-Ruiz M, Caurcel L, Enguita-
Valls A, Vila-Santos J, Guerra-Vales JM. Splenic abscess:
A review of 22 cases in a single institution. Eur J Intern
Med. 2009; 20:537-539.

5. Miller J, Krisher K, Holmes HT: General principles of
specimen collection and handling. En: Murray PR, Baron
EJ, Jorgensen JH, Landry ML, Pfaller MA. Manual of
Clinical Microbiology, 9th edition. vol.1 Washington, D.C:
ASM Press; 2007.



DOCUMENTO TECNICO

PNT-lIA-04
PROCESAMIENTO MICROBIOLOGICO DE LAS MUESTRAS DE ORIGEN BILIAR: LIQUIDO
BILIAR, BIOPSIAS Y MATERIALES PROTESICOS

ELABORADO REVISADO Y APROBADO
Jefe de Servicio
Nombre/Firma Fecha Nombre/Firma Fecha
EDICION FECHA ALCANCE DE LAS MODIFICACIONES
01 Edicion inicial

COPIA REGISTRADA Ne.......... ASIGNADA A

Este documento es propiedad del Servicio de Microbiologia del Hospital/Centro

La

informacioén en él contenida no podra reproducirse total ni parcialmente sin autorizacién escrita del Responsable
de su elaboracion. Las copias no registradas no se mantienen actualizadas a sus destinatarios.



Servicio de Microbiologia Procesamiento microbioldgico de las muestras de PNT-IIA-04

Hospital.........ccocooviiiininnn. origen biliar: liquido biliar, biopsias y materiales

.................... protésicos Edicién N° 01 Pagina 2de 5
1. PROPOSITO Y ALCANCE 4. MUESTRAS

El objetivo del presente documento es la descripcion
del procesamiento microbioldgico e interpretacion de
los resultados de los cultivos de muestras de liquido
biliar, tejidos o biopsias de la vesicula o de las vias
biliares y los materiales protésicos implantados en la
via biliar.

2. FUNDAMENTO

La bilis es estéril pero se puede colonizar con la
microbiota del tracto digestivo cuando se produce la
obstruccion del conducto cistico, de la via biliar o una
alteracién instrumental de la barrera esfinteriana.

Segun su localizacién anatémica se pueden
distinguir dos entidades clinicas: las colecistitis,
procesos relacionados con la obstruccion e
inflamacion de la vesicula biliar, y las colangitis,
procesos que afectan a las vias biliares. La infeccion
biliar es un proceso grave que en muchos casos
requiere el drenaje urgente de la via biliar mediante
procedimientos endoscépicos o quirurgicos.

Las infecciones biliares son habitualmente
polimicrobianas con predominio de los bacilos
gramnegativos y los anaerobios. Los
microorganismos mas frecuentemente aislados son
enterobacterias como E. coli, Klebsiella spp.
Enterobacter spp. y Proteus spp. y anaerobios como
Bacteroides spp., Fusobacterium spp. y Clostridium
spp.. Los cocos grampositivos como Enterococcus
spp. y Streptococcus spp. se aislan con menor
frecuencia.

El analisis microbiolégico de las muestras de
origen biliar constituye junto con las técnicas de
imagen, la base del diagndstico de las infecciones de
las vias biliares. En el presente procedimiento se
describen los métodos a seguir para el
procesamiento de estas muestras.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Garcia LS. “Quality Control”. En: Clinical
Microbiology Procedures Handbook, 3th edition,
vol.3. Section 14.2. Washington DC: ASM Press;
2010.

- Garcia JE (Coordinador), Alcala L, Betriu C, Garcia
JE, Reig M. Bacterias anaerobias. Procedimientos en
Microbiologia Clinica n°® 16, 22 edicién. SEIMC 2004.
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

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

- Sanchez C (Coordinador), Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de microbiologia.
Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 1a, 22
edicion. SEIMC 2003.
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiol
ogia

4.1 VOLANTE DE PETICION

El volante de peticién o la peticion electrénica que
acompafna a cada muestra debe ser correctamente
cumplimentado y en él deberan constar claramente:

- Datos demograficos del paciente (filiacion, edad,
numero de historia), servicio de procedencia y datos
del clinico que realiza la peticion.

- Datos de la muestra (tipo, localizacién anatdmica,
modo y fecha de obtencién) y determinaciones
microbiolégicas solicitadas.

- Datos clinicos (diagnéstico del paciente,
enfermedad de base, tratamiento antibidtico previo,
alergias medicamentosas).

4.2 RECOGIDA DE LA MUESTRA

- Se recogeran bajo estrictas condiciones de asepsia
y preferentemente antes de iniciar el tratamiento
antimicrobiano.

- Las muestras se obtienen por procedimientos
percutaneos, quirirgicos o endoscépicos.

- La bilis y abscesos se recogen por aspiracién con
aguja y jeringa, y se inoculan previa desinfeccién del
tapon de goma, en un medio de transporte de
anaerobios, evitando la entrada de aire. Las
muestras de tejido y material protésico se recogen en
un recipiente estéril de tamafio adecuado y cierre
hermético, que no contenga ni formol ni
conservantes y se introducen en una bolsa de
plastico para anaerobiosis. Opcionalmente se
pueden depositar en un tubo con base de agar para
anaerobios.

- Las jeringas utilizadas en la aspiracion de los
abscesos no deben utilizarse como transporte por el
riesgo de pinchazos. Pueden ser vélidas las jeringas
sin agujas, si previamente se elimina el aire en una
gasa impregnada con alcohol y se envia con un
capuchon estéril.

- Como alternativa se puede inocular el liquido biliar
en botellas aerobias y anaerobias de hemocultivo,
tanto en el lugar de la toma como a su llegada al
laboratorio. La inoculacién se realizara con jeringa,
previa desinfeccion del tapén de goma, e inoculando
el maximo volumen disponible y hasta un maximo de
10 mL por frasco. En éste caso se debera enviar por
separado, en un envase estéril, un volumen de 1 mL
para realizar la tincion de Gram.

4.3 TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA

- El transporte se realizara de forma inmediata tras la
obtencion de la muestra a temperatura ambiente. En
general, la recuperacion de los microorganismos
anaerobios disminuye si el tiempo de transporte es
superior a las tres horas.

- Deben procesarse inmediatamente tras su llegada
al laboratorio, y en caso de que esto no sea posible,
conservarse a temperatura ambiente. No deben
refrigerarse (excepto solicitud de micobacterias) ni
congelarse.


http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia
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- Las muestras inoculadas en botellas de
hemocultivo deben seguir las normas del sistema
automatizado utilizado.

- Una vez procesadas, conviene conservarlas
durante al menos 3-5 dias.

4.4 CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
- Por tratarse de muestras obtenidas por
procedimientos quirdrgicos o invasivos se intentara
no rechazarlas, pero se indicara en el informe de
resultados cualquier incidencia relacionada con su
identificacion, transporte o conservacion.
Se consideraran incidencias relacionadas con la
recepcion de la muestra:
- Identificacion defectuosa: etiquetado erréneo vy
cumplimentaciéon  incompleta del volante de
peticion/peticidn electrénica.
- Conservacion defectuosa (temperatura inadecuada
o medio de transporte inadecuado).
- Muestra insuficiente para las determinaciones
solicitadas. En este caso se consultara al clinico
responsable de la peticién el orden de prioridad de
las peticiones.
Se consideraran motivos de rechazo los siguientes:
- Imposibilidad de identificaciéon del paciente
- Muestras no identificadas
- Volantes/peticiones electrénicas sin nombre
- No coincidencia del nombre del paciente en el
volante/peticion electrénica con el de la muestra
- Muestras derramadas
- Muestras recogidas con torunda
- Muestras recogidas en contenedor no estéril o
en formol

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

5.1 MEDIOS DE CULTIVO:

- Agar sangre

- Agar chocolate

- Agar MacConkey /Eosina azul de metileno

- Agar Brucella anaerobios/ agar Schaedler o similar
- Agar sangre lacada con kanamicina, vancomicina
(ASLKV) o similar

- Agar Bacteroides bilis esculina (BBE) (optativo)

- Agar Sabouraud con antibidticos

- Caldo de enriquecimiento (tioglicolato/BHI o
similar)

- Botellas de hemocultivo aerobias y anaerobias

- Agar Salmonella-Shigella /agar Hektoen/ o similar y
medio de enriquecimiento como caldo de selenito (si
hay sospecha de Salmonella spp.).

5.2. REACTIVOS Y PRODUCTOS:

- Colorantes para tincion de Gram.

- Sistemas comerciales generadores de atmodsfera
anaerobia.

6. APARATOS Y MATERIAL

- Cabina de seguridad biolégica tipo Il
- Pinzas estériles

- Pipetas Pasteur estériles

- Jeringas y agujas

- Asas de siembra estériles

- Portaobjetos

- Vortex

- Estufa de aerobiosis a 35-37°C

- Estufa con 5% de CO, a 35-37°C

- Jarras de incubaciéon o camara de anaerobiosis

- Centrifuga

- Microscopio

- Sistema automatizado de incubacion de
hemocultivos

- Sistema automatizado de identificacion vy
sensibilidad (aerobios-facultativos)

- Sistema de identificacién de anaerobios (APl o
similar)

- MALDI-TOF (deseable)

7. PROCEDIMIENTO

7.1 PREPARACION E INOCULACION DE LA
MUESTRA

Las muestras se procesaran tan pronto como se
reciban en el laboratorio en una cabina de
bioseguridad tipo II.

7.1.1 Liquido biliar y abscesos

- Las muestras inoculadas en botellas de
hemocultivos se registran y se introducen en el
incubador-lector de crecimiento.

- Las recibidas en envase de transporte para
anaerobios se agitan en el vortex para su
homogenizacién, y se extraen con jeringa, previa
desinfeccion del tapén con povidona yodada,
evitando introducir aire en el recipiente y se inoculan
con la misma jeringa dos o tres gotas en cada medio
de cultivo.

- Las muestras de liquido biliar y abscesos recogidas
en un recipiente estéril sin medio de transporte para
anaerobios, se inoculan con pipeta estéril
depositando dos o tres gotas directamente en los
medios de cultivo. Si el absceso es demasiado denso
y no se puede recoger con pipeta, la inoculacién se
hace con asa de siembra.

- Para realizar la tinciéon de Gram se deposita una
gota en un porta con pipeta, jeringa o0 asa de
siembra.

7.1.2 Muestras de tejido, biopsias y materiales
protésicos

- Las muestras de tejido o biopsias si son
suficientemente grandes se trocean en una placa de
Petri estéril con bisturi estéril. Los distintos
fragmentos se homogenizan en un mortero estéril
con una pequefa cantidad de solucién salina o caldo
tioglicolato antes de su siembra en los medios de
cultivo (aproximadamente 1 mL). Las muestras muy
pequefias que no puedan cortarse se inoculan
directamente en el caldo de enriquecimiento.

- Las protesis biliares se afiaden directamente en un
caldo de enriquecimiento (tioglicolato o similar).

- La siembra en los medios solidos convencionales
se realizara por agotamiento con asa estéril y los
medios liquidos se inocularan con dos o tres gotas.

- Las extensiones para tinciones a partir de muestras
de tejidos se realizan mediante impronta sobre el
porta o bien a partir de la muestra homogeneizada.
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7.2 CONDICIONES DE INCUBACION

- Agar sangre, agar chocolate (35-37°C, 5-7% CO,):
3-5 dias.

- Agar Brucella, agar ASLKV (35-37°C,
anaerobiosis): 7 dias.

- Agar Sabouraud con antibiéticos (30°C, aerobiosis):
48 horas.

- Agar MacConkey (35-37°C, aerobiosis): 48 horas.

- Caldo tioglicolato (35-37°C, aerobiosis): 5 dias.

- Los medios y caldos para aislamiento de
Salmonella spp. se incuban en aerobiosis a 35-37°C.

7.3 LECTURA DE CULTIVOS E IDENTIFICACION
DE MICROORGANISMOS

7.3.1 Tincién de Gram

- Evaluar la presencia o ausencia de diferentes
morfotipos bacterianos, elementos fungicos y células
inflamatorias. Valorar la presencia o no de leucocitos
polimorfonucleares y registrar su presencia con
esquema no cuantitativo: como aislados (<1
PMN/campo), escasos (1-10 PMN/campo),
moderados (11-25 PMN/campo) y abundantes (>25
PMN/campo).

- Informar los resultados lo antes posible al clinico
peticionario y registrarlos en la hoja de trabajo
correspondiente a la muestra. Esto permitira
correlacionar los morfotipos visualizados con los
aislados.

7.3.2 Cultivos

Examinar diariamente las placas y los medios
liquidos. A las 24 horas los incubados en aerobiosis
y atmosfera de CO, y a las 48 horas los incubados
en anaerobiosis.

7.3.2.1 Medios sdlidos incubados en aerobiosis y
atmosfera de CO,:

- Correlacionar los aislados con los morfotipos
observados en la tincion de Gram. Si se obtienen
cultivos mixtos realizar subcultivos. Una vez obtenido
el cultivo puro realizar una identificacion presuntiva
mediante pruebas rapidas como tincion de Gram,
catalasa, oxidasa, coagulasa en porta, etc. (o
definitiva mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF).

- Los medios solidos para aislamiento de Salmonella
spp- deben examinarse a las 24 y 48 horas y el caldo
selenito se resiembra a las 24 horas en agar
Salmonella-Shigella. A las bacterias lactosa
negativas se les realizard una identificacion
bioguimica que en caso de ser Salmonella spp. debe
complementarse con la aglutinacion mediante
antisueros polivalentes. Si se considera relevante el
hallazgo avisar al clinico responsable del paciente.

- Identificar todos los aislados clinicamente
significativos a nivel de especie y realizar las pruebas
de sensibilidad a los antibiéticos segun las normas
estandarizadas (CLSI, EUCAST) del afio en curso.

- Si no hay crecimiento, reincubar todas las placas y
reexaminar diariamente hasta el final del periodo de
incubacion.

7.3.2.2 Medios sdlidos incubados en anaerobiosis:

- Examinar las placas para detectar todas las
colonias morfolégicamente diferentes y aislarlas en
cultivo puro. Hacer los reaislamientos necesarios
para aislar colonias Unicas de todos los morfotipos y
correlacionarlos con los observados en la tinciéon de
Gram. Realizar a cada colonia una prueba de
aerotolerancia.

- Efectuar identificacion y pruebas de sensibilidad a
las bacterias aerobias facultativas que no se hayan
detectado en los medios incubados en aerobiosis o
CO, y que se consideren clinicamente significativos.

- ldentificar los microorganismos anaerobios
aislados. Si se aislan tres o mas identificar a nivel de
especie solo los microorganismos predominantes o
aquellos que se consideren especialmente virulentos
o resistentes. El resto se informara con una
identificacion presuntiva (o definitiva mediante
MALDI-TOF) segun la tincion de Gram, catalasa, y
sensibilidad o resistencia a discos de vancomicina,
kanamicina y colistina.

- No realizar rutinariamente pruebas de sensibilidad.

- Si no hay crecimiento reincubar las placas y
reexaminar diariamente hasta el final del periodo de
incubacion.

7.3.2.3 Medios liquidos

- Si hay turbidez, realizar tinciéon de Gram y sembrar
los medios generales y selectivos adecuados segun
los microorganismos observados.

- Si no hay crecimiento visible, reincubar hasta el final
del periodo de incubacion.

- Si la muestra se ha inoculado sélo en caldo de
enriquecimiento, realizar al final del periodo de
incubacién, un subcultivo "de salida" en medios
sélidos (agar chocolate y un medio no selectivo para
anaerobios) aunque no se haya observado turbidez.

7.4 CONTROL DE CALIDAD

- Verificar la caducidad de los medios y los
estandares de calidad de los medios de cultivo
preparados en el laboratorio (control de esterilidad y
eficiencia en cada nuevo lote preparado). Comprobar
los medios comercializados exentos de control segun
el documento del CLSI “Quality Control for
Commercially Prepared Microbiological Culture
Media: Approved Standard. 3 Edition M22-A3".
Registrar los resultados de los controles realizados.
Si no son adecuados, adoptar medidas correctoras.

- Aplicar un control interno que asegure que el
funcionamiento de los reactivos (tinciones), equipos
(microscopios, centrifugas, pipetas, incubadores,
cabinas de bioseguridad, jarras de anaerobiosis),
sistemas de determinacion de sensibilidad (manuales
0 automatizados), sistemas automatizados de
identificacion, hemocultivos etc., sea el apropiado
para los ensayos efectuados. Seguir las
recomendaciones de la seccion 14.2 “Quality
Control” En: Clinical Microbiology Procedures
Handbook. Edicién actual: Garcia LS. 3th edition,
vol.3. Washington DC:ASM Press; 2010.
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8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

8.1 TINCION DE GRAM

Se indicaran todos los morfotipos visualizados vy la
presencia de leucocitos polimorfonucleares, que se
pueden informar como aislados, escasos, moderados
o abundantes.

8.2 CULTIVOS

- Si el cultivo es positivo, el informe de resultados
incluird todos los microorganismos aerobios vy
facultativos aislados que se consideren clinicamente
significativos y su sensibilidad a los antimicrobianos.
- También incluira la identificacion de los anaerobios
aislados. A nivel de especie los microorganismos
predominantes o los considerados especialmente
virulentos o0 resistentes y el resto con una
identificacion presuntiva (género o grupo). No se
informaran resultados de sensibilidad, salvo peticion
expresa o cuando las condiciones clinicas o
microbiolégicas lo aconsejen.

- Si el resultado del cultivo es negativo, se emitira un
infforme en el que conste "No se aislan
microorganismos" o "Cultivo negativo".

- 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.

9. RESPONSABILIDADES

- El proceso de recogida de la muestra es
responsabilidad del servicio solicitante. La
informacion sobre las normas de recogida, transporte
y conservaciéon de las muestras y su distribucion a
los servicios solicitantes es responsabilidad del
laboratorio de microbiologia.

- El facultativo encargado del area de recepcion y
procesamiento de muestras del laboratorio es
responsable de la supervision 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 es responsable de los
procedimientos microbioldgicos de identificacion vy
determinacién de la  sensibilidad a los
antimicrobianos, asi como del registro de resultados.
- El personal facultativo es responsable de la
valoracion de la tincion de Gram, lectura de los
cultivos y determinacion de los microorganismos a
valorar, asi como de la supervision del trabajo del
personal técnico, comunicacion de los resultados
preliminares, validacion de los resultados
preliminares y definitivos y firma de los informes.
También es responsable de mantener al dia los
procedimientos y responder a las interconsultas.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

- Al ser muestras de dificil obtencion, con riesgos y
molestias para el paciente, y en muchas ocasiones
insustituibles, los criterios de rechazo deben
reducirse al maximo.

- En la tincion de Gram, el empleo de fucsina (en
lugar de safranina) facilita la visualizacién de los
bacilos gramnegativos anaerobios.

- Una vez sembradas las placas anaerobias, no
demorar la incubacion para evitar la pérdida de
viabilidad de las bacterias anaerobias.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

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

- La recogida de muestra sin las medidas de asepsia
adecuadas puede dar falsos resultados positivos por
contaminaciones con la microbiota cutanea.

- La demora superior a 3 horas en el transporte de
las muestras disminuye la viabilidad de las bacterias
anaerobias y puede dar falsos resultados negativos.

- Si la muestra se envia inoculada s6lo en botellas de
hemocultivo, no es posible realizar la tincion de
Gram.

- Un volumen reducido de muestra obliga a
establecer prioridades con el clinico peticionario.
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