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1 . INTRODUCCION. EVALUACION DE LA EVIDENCIA

Los procesos inflamatorios que conllevan a la perpetuaciéon de una lesién de piel y tejidos blandos hasta
convertirla en una lesion crénica, estan mediados por factores del propio paciente o endégenos y factores
externos (presion, bacterias) que facilitan que la invasion o lesion del tejido persista durante un periodo
largo de tiempo. Las heridas cronicas se caracterizan por el declive, atenuacion y en algunos casos des-
aparicion de la respuesta vascular local, un cambio en el predomino del infiltrado (de leucocitos a macro-
fagos) y la presencia de fibroblastos y tejido cicatricial desestructurados.

La presencia de microorganismos en las heridas cronicas favorece la persistencia de la fase inflamatoria
de la herida e impide la fase proliferativa que conllevaria a la cicatrizacion de la misma. Aunque es conoci-
do que no toda presencia de microorganismos en una herida conlleva la infecciéon de la misma, en el caso
de las heridas cronicas, como las que se van a tratar en este Procedimiento, ya existe una predisposicion a
la infeccidn que depende de la persistencia del trastorno subyacente que sufre el paciente, ya sea éste lo-
cal o sistémico (quemaduras, neuropatia diabética, encamamiento, vasculopatia subyacente) y que dificul-
tan mas el diagndstico de la infeccion real o la “sobreinfeccion”. Ademas, en este tipo de heridas crénicas,
el diagnéstico clinico es incompleto en cuanto a la presentacion de los signos y sintomas clasicos (dolor,
eritema, calor, edema y exudado purulento) y los cultivos microbiolégicos, por si solos y sin contexto cli-
nico ni calidad de la muestra obtenida, pueden dar lugar a falsas interpretaciones e inducir a tratamientos
innecesarios. Por ello, el diagndstico microbioldgico se reserva para los casos que sean de particular gra-
vedad, donde exista una sospecha de infeccion fundamentada en la mala respuesta al manejo adecuado
de una herida crénica (en tiempo y forma) y para aquellos en los que se retrase la normal cicatrizacion de
la misma o aparezcan cambios muy llamativos en ausencia de signos clinicos o se detecte una alteracion
en el estado general de un paciente, habitualmente vulnerable (anciano, diabético, inmunodeprimido). Los
cultivos de heridas cronicas con fines epidemiologicos soélo estan justificados en pacientes ingresados
en unidades especiales hospitalarias o residencias, para descartar la presencia de brotes de microorga-
nismos con mecanismos de resistencia antibiética de importancia epidemiolégica (como Staphylococcus
aureus resistentes a la meticilina (SARM), Pseudomonas aeruginosa multirresistente o enterococo resis-
tente a la vancomicina). Debemos entender que la infeccion de estas heridas no siempre va a estar en la
profundidad del tejido, o en la superficie, y seguro que tampoco en restos necroéticos, escaras quemadas
o esfacelos del lecho de la herida. Por tanto, la calidad en la toma de muestras, previa evaluacion clinica,
resulta crucial. Como consecuencia, no se deben realizar cultivos de estas heridas cuando clinicamente
no resulte necesario por no existir signos de infeccién (1,2).

La calidad de la evidencia para determinar las recomendaciones mas adecuadas en cuanto a la toma de
muestras y el procesamiento de las muestras, esta sometida a multiples variables. Algunas de ellas, mas
técnicas, se han mantenido en el tiempo como estandares a través de guias de practica clinica y ensayos
clinicos aleatorizados para nuevas terapias, estas son las biopsias o la cuantificacion de microorganismos
por gramo de tejido por centimetro cuadrado (calidad de la evidencia ALTA). Otras de indole mas practico,
tienen una interpretacion mas controvertida, como el cultivo de la herida recogida con hisopo con medio
de transporte mediante técnica en Z (con una calidad de la evidencia BAJA).

En esta actualizacion utilizaremos la graduacion del nivel de la evidencia (NE) de Oxford (3-5) segun sean
las referencias de tipo: meta-analisis y/o revisiones sistematicas Cochrane, ensayos clinicos aleatorizados
“ECAs” (NE- A, ALTA), estudios de cohortes, casos-controles, guias de practica clinica, (NE-B, MODERA-
DA), serie de casos clinicos, consenso de profesionales, capitulo de libro, sumario de evidencia, informa-
cion y/o material de ayuda para pacientes (NE-C, BAJA). Ademas, el grado de recomendacion (GR) para
pruebas y procedimientos diagndsticos lo clasificaremos como nivel 1 FUERTE, nivel 2 MEDIO o nivel 3
DEBIL, segun la calidad de la evidencia, la validez interna, disponibilidad y reproducibilidad de las técni-
cas, asi como la valoracion de riesgo externo al aceptar la recomendacién y sus consecuencias. Dentro
de la complejidad de graduar las recomendaciones, deseamos que, en esta actualizacion, el documento
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refleje lo mejor posible y de forma practica, el dia a dia de nuestro desempefio en el manejo diagndstico
de las heridas cronicas, y que sirva de orientacion y ayuda para el resto de microbidlogos del pais.

2 . CONSIDERACIONES CLINICAS: GENERALIDADES

Herida crénica: es una herida que tiene un progreso lento a través de las fases de curacidon o muestra una
curacion demorada, interrumpida o detenida debido a factores intrinsecos y extrinsecos que impactan al
individuo y a su herida. Una herida crénica que no se cura puede indicar la presencia de una biopelicula,
siempre que una evaluacion holistica haya descartado o corregido patologias subyacentes como isquemia.

Biopelicula: es una comunidad estructurada de microorganismos con diversidad genotipica y fenotipica y
capacidad para desarrollar o perpetuar infecciones unicas (infeccion cronica). Las biopeliculas se caracter-
izan por una tolerancia significativa a los antibiéticos y biocidas, permaneciendo ademas protegidas de la
inmunidad del huésped.

Las heridas cronicas estan favorecidas por determinados factores predisponentes del huésped, como défi-
cits en la perfusién, dano en las terminaciones nerviosas o en la migracion celular, presion extrinseca man-
tenida sobre la piel en prominencias 6seas, o enfermedades metabdlicas como la diabetes. Son ejemplo
de ello, las ulceras vasculares, las ulceras por presion (o lesiones por presion) o la herida/ulcera del pie
diabético. Estas infecciones suelen ser polimicrobianas, con participacion de bacterias aerobias y anaero-
bias (estas ultimas en mayor proporcidén que en las heridas agudas) (6,7).

La infeccion es un problema comun en las heridas cronicas, retrasando su curacion y aumentando la mor-
bilidad y mortalidad en los pacientes. Hay controversias importantes en cuanto al concepto de colonizacion
y colonizacion critica, en lo referente al papel del biofilm, en el diagndstico clinico y microbioloégico de
infeccién en una herida crénica, e incluso en el papel de los antimicrobianos tépicos o de los antibiéticos
sistémicos, cuando usarlos y durante cuanto tiempo.

Los microorganismos que colonizan las heridas provienen del entorno ambiental, de la propia microbiota
de la piel y de la microbiota comensal de mucosas (especialmente mucosa oral, gastrointestinal y genitouri-
naria). Se consideran potencialmente patégenos a los estreptococos beta-hemoliticos, S. aureus, Bacillus
anthracis, P. aeruginosa y otros bacilos gramnegativos como las Enterobacterales.

2.1.

Las condiciones que contribuyen a retrasar la cicatrizacion de heridas y a aumentar la susceptibilidad a
infecciones incluyen diabetes, insuficiencia nutricional, insuficiencia vascular, defectos neurolégicos y edad.
Muchas veces estos factores se combinan, aumentando el potencial de infeccion y cicatrizaciéon tardia
de la herida. La experiencia clinica de los ultimos afos y el consenso de sociedades cientificas y grupos
de trabajo en heridas cronicas han establecido, no sin controversias, el continuum en la evolucion de la
infeccidn de las heridas cronicas, delimitando cuatro fases o estadios con caracteristicas microbioldgicas
diferenciales (8-10):

1) Contaminacion: la herida presenta microorganismos en superficie en fase estacionaria, no se multiplican.
La herida requiere adoptar unicamente medidas de limpieza.

2) Colonizacién: la herida presenta microorganismos multiplicandose, pero sin presentar ningun problema
clinico. La actitud requerida es de limpieza y desbridamiento e irrigaciones con diferentes soluciones para
disminuir la carga bacteriana (11).

3)_Colonizacién critica: la herida presenta un desequilibrio con algunos signos de infeccidon localizada y
presencia de biopelicula (12,13). Estos casos requieren una limpieza eficaz, desbridamiento completo re-
frescando los bordes y aplicacion de apdsitos de cura con agentes antimicrobianos topicos. Es importante
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seguir la evolucion en estas fases ya que puede poner en compromiso al paciente. Reconocer la presencia
de biopelicula en las heridas crénicas no es facil, ya que no existe un gold standard ni un biomarcador
especifico que lo cuantifique. Diferenciar el fenotipo plancténico del fenotipo patdégeno en la biopelicula de
una herida crénica infectada resulta crucial para optimizar el tratamiento. Es importante entender que tanto
los métodos de cultivo tradicional como aquellos basados en deteccidén de ADN bacteriano no diferencian
entre bacterias que crecen plancténicamente de las que crecen en comunidades dentro de la biopelicula.
Esto justificaria la realizacion de microscopia y cultivo selectivo para su deteccién. La presencia del biofilm
inicia el estancamiento del proceso normal de cicatrizacion y aumenta el riesgo de que la herida se infecte.
Sabemos que en la fase inicial de formacién, las bacterias libres en la superficie o plancténicas se adhieren
a ésta en pocos minutos, crecen y colonizan a las 2-4 horas formando fuertes agregados de microcolonias,
excretando polimeros extracelulares (proteinas, glicoproteinas, glicolipidos y ADN extracelular) que a las
6-12 horas confieren tolerancia a desinfectantes, antisépticos y antibioticos, permitiendo la maduracién de
la biopelicula formando multiples capas y originando signos indirectos de infeccién a los 2-4 dias.

4) Infeccidn: se produce una invasion bacteriana de la herida con deterioro tisular franco y apariciéon de
signos locales (dolor, edema, rubor o eritema, calor, exudado purulento, retraso de cicatrizacion, mal olor)
y/o sintomas generales (fiebre, desorientacion, alteracion de la homeostasis, mal control glucémico...). Si
transcurrido un plazo de dos a cuatro semanas persisten estos signos de infeccién local o una resolucion
térpida de la misma y una vez descartada la afectacion 6sea (osteomielitis), se considera que estamos ante
una infeccion croénica.

Identificar la transicion de la colonizacion critica a la infeccion no es siempre evidente y sin embargo es rel-
evante ya que plantea el inicio del tratamiento antibiotico. Las guias de practica clinica (9,14) recomiendan
que, ante un cultivo positivo con mas de 100.000 unidades formadoras de colonias (UCF)/gramo (g) de te-
jido se establezca un tratamiento antibidtico especifico y se reevalle al paciente y a la lesion. Pero no con-
cretan que en el caso de ser necesaria una toma de muestra, cual seria el lugar idoneo de la herida crénica
para tomarla, ni cual seria el tamafio y profundidad suficiente para considerar dicha muestra representativa.

Por otro lado, no existen evidencias que justifiquen la utilizacion sistematica de antisépticos topicos en her-
idas infectadas. Respecto al uso de antibidticos topicos, un meta-analisis sistematico de Wang et al (15),
que incluye 12 ECAs, concluye que la aplicacién topica de gentamicina aumenta significativamente la tasa
de eficacia clinica y disminuye la duracion de la cicatrizacion de las heridas en pacientes con infeccion local
de la herida o riesgo infeccioso.

Un retraso o paralizacion de la cicatrizacion, asociado a una modificacion senso-algésica o cambios en las
caracteristicas de la herida (color, olor, friabilidad, desgranulacion), podrian ser signos de alarma para un
cambio de actitud, diagndstica (cultivo) (16) o terapéutica (tratamiento antimicrobiano y/o desbridamiento).

2.2.

Para un buen manejo de este tipo de heridas tanto en atencidn primaria como en especializada, se recomien-
da realizar las curas en ambiente humedo (CAH) (GR-1) para conseguir las mejores condiciones del lecho,
reducir la carga bacteriana, el exudado y el edema y facilitar el proceso de cicatrizacion (8,17). Los cuatro
pilares de la CAH estan basados en el protocolo TIME Tejido-Infeccion-Moisture (exudado)-Edge (bordes),
capaz de adaptarse a las necesidades de la lesidn y a su proceso de cicatrizacion. Esta estrategia fue de-
scrita por la European Wound Management Association (EWMA) como referencia en la sistematica de trat-
amiento (18). En ella se describe que un buen manejo del tejido de una herida crénica, con buena limpieza
y aplicando el tipo de desbridamiento mas adecuado (quirurgico, cortante, autolitico con hidrogeles, hidro-
coloides o alginatos, enzimatico con colagenasas, bioldgico con larvas, quimico con cadexémeros) puede
evitar complicaciones posteriores como la infeccidon. Algunas de estas medidas son capaces de absorber
el exudado que presentan estas heridas sometidas a curas humedas. Del mismo modo, es importante el
cuidado de la piel perilesional, protegiendo los bordes de la herida con sustancias-barrera que mantengan
el trofismo epitelial para que no se debilite, impidiendo ademas el sobrecrecimiento bacteriano (19). Todos
estos conceptos se resumen en la figura 1.
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Figura 1. Preparacion de la base de la herida cronica, paradigma del cuidado integral del paciente (Modifi-
cado de Sibbald RG, et al; referencia 19)
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2.3.

2.3.1. Definiciéon y epidemiologia

Las ulceras vasculares venosas se definen como lesiones con pérdida de sustancia que asientan sobre
una piel dafnada por una dermatitis secundaria a una hipertensién venosa, la cual constituye la complicacion
principal de la insuficiencia venosa crénica. Se localizan preferentemente entre la rodilla y el tobillo.

Las ulceras isquémicas son el resultado de una perfusion inadecuada debida a obstruccion arterial, cau-
sada por arteriosclerosis que afecta a arterias de mediano calibre o por una variedad de otras enferme-
dades que afectan a pequefios vasos sanguineos (vasculitis, escleroderma, etc.) (1,2).

Las ulceras vasculares venosas representan entre el 80-90% del total de las ulceras vasculares. En Espafa,
se detectan en el 2,5% de los enfermos de atencion primaria y la incidencia aumenta a partir de los 65 afios
(5,6%). En definitiva, entre 250.000 y 300.000 personas estan afectadas por ulceras venosas en Espafia (9).

Se denomina lesion por presién, a toda lesion de la piel originada por una presiéon mantenida, durante
un tiempo prolongado, sobre un plano o prominencia 6sea. También por la friccidn, cizallamiento o combi-
nacion de las mismas, causando una isquemia que provoca degeneracion de la dermis, la epidermis o el
tejido celular subcutaneo, y que puede afectar incluso a musculo y hueso (19). Los factores de riesgo in-
cluyen edad avanzada, dafos circulatorios, inmovilizacion e incontinencia. Se clasifican en varios estadios
(NPIAP) que van desde eritema que no desaparece con la presidon hasta necrosis de la piel con exposicion
de musculo y hueso (9,18,20-23). Las lesiones por presion son una complicacion habitual en los enfermos
hospitalizados y encamados, con estancias prolongadas. Conllevan dolor, infeccion y aumento de la es-
tancia y del coste hospitalario. La prevalencia en Espafia en 2017 fue del 8,7%. El 27% se localizan en el
talon, el 26,7% en el sacro y el 7,8% en los trocanteres. La infeccion es rara en los estadios | o Il (superficia-
les), pero mucho mas frecuente en los estadios Il o IV (profundas). Se considera que una lesion por presion
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esta infectada siempre que no se cure (en 4 a 6 semanas) a pesar de haber eliminado la presion constante.
En Espafia, el coste anual de la atencion sanitaria a pacientes con lesiones por presion se ha estimado
en torno a los 435 millones de euros correspondiendo el 18,9% a atencidon primaria, el 28% a atencién
hospitalaria y el 53,1% a la atencion socio-sanitaria, dependiendo del estadio en que se encuentre (9,22).

2.3.2. Patogenia.

En las ulceras venosas, la hipertension venosa mantenida produce: i) apertura shunts arteriovenosos,
con incremento de permeabilidad vascular, ii) extravasacion de proteinas de alto peso molecular (barrera
que disminuye la oxigenacion) y iii) acamulo de leucocitos con trombosis local de las vénulas. La hipoxia
perivascular, asociada a un bajo contenido en nutrientes y factores de crecimiento, provoca un retraso en
la regeneracion de los tejidos tras perderse la capacidad protectora de la epidermis. La infeccion de ambos
tipos de ulceras arteriales y venosas, se produce tras la pérdida de la integridad de la piel, (por minima que
sea), por las modificaciones inducidas por la hipoxia tisular y por la contaminacién desde areas contiguas
altamente colonizadas.

Las lesiones por presion se producen a consecuencia del aplastamiento tisular entre dos planos, uno
perteneciente al enfermo (hueso) y otro externo a él (sillén, cama, etc.). La presion sobre un area concreta
desencadena un proceso isquémico que origina la muerte celular y su necrosis. Es mas importante la con-
tinuidad en la presion, incluso aunque sea moderada, que su intensidad. Otros factores predisponentes son
la edad, la incontinencia (urinaria o fecal), la disminucién de la sensibilidad, actividad y/o movilidad, el dolor,
la presion arterial baja, el déficit nutricional y las cifras de hemoglobina baja (23).

2.3.3. Etiologia.

La etiologia de las infecciones de estos tipos de heridas es habitualmente polimicrobiana, siendo S. aureus
el principal patégeno. Los bacilos gramnegativos anaerobios y aerobios pigmentados (Chromobacterium
violaceum y Sphingobacterium spp.) y no pigmentados representan el 30% de todos los microorganismos
que colonizan estas heridas y, cuando hay sintomas de infeccion, se aislan en el 41-49% de los casos. Al
igual que ocurre en las infecciones agudas de piel y partes blandas, parece que las interacciones entre
aerobios y anaerobios son mas importantes en la patogenia de la infeccion que la presencia en si de deter-
minados microorganismos.

El diagndstico de infeccidn de una ulcera cronica, vascular o por presion (UPP), se basa Unicamente en los
signos clasicos (eritema, edema, aumento de la temperatura y dolor). Sin embargo, estos signos suelen ex-
istir en ausencia de infeccion, ya que son lesiones en un estado de inflamacion crénica. Es mas importante
determinar si hay cualquier cambio, por muy sutil que sea, que indique infeccion (17,18).

2.3.4. Diagndstico microbioldgico. (Ver apartado 3. Procedimiento diagndstico)

No se deben realizar cultivos rutinarios de las ulceras cronicas sin signos ni sospecha de infeccion
(GR-1). El cultivo de la herida de una ulcera no deberia ser el sustituto del juicio clinico de infeccion (1).
Se recomienda obtener la muestra antes de iniciar un tratamiento antibiético empirico y unicamente de
aquellas lesiones que presenten signos clinicos de infeccion, que se estén deteriorando o que no cica-
tricen después de un periodo de tiempo largo (superior a 4-6 semanas con manejo adecuado) (GR-1).

El diagnodstico de infeccion es dificil en algunos casos por la inflamacion cronica y un 26% de las muestras
son positivas aun sin signos inflamatorios. Los cultivos de este tipo de heridas son dificiles de interpretar,
sobre todo cuando son polimicrobianos y/o la muestra no se ha recogido mediante un procedimiento inva-
sivo. La formacion de biopeliculas en este tipo de muestras debe tenerse en cuenta

La mayoria de los microbiélogos estan de acuerdo en qué microorganismos se consideran patdégenos en
este tipo de cultivos, si bien existe diferencia de opiniones en cuanto a como valorar el aislamiento de tres o
mas de estos patdgenos potenciales. La presencia de especies del género Proteus que con frecuencia di-
ficultan la lectura de las placas o de varios tipos de bacterias no fermentadoras en cultivos polimicrobianos
reflejan una mala calidad en la recogida de la muestra y deben ser rechazadas (GR-2).
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El estandar de oro para determinar la infeccion de una ulcera crénica es el cultivo cuantitativo en la biop-
sia de tejido, pero muchas heridas se cultivan con hisopo para descartar o confirmar infeccién (24). No
seriamos realistas ni practicos, si esperaramos que la enfermeria de centros sociosanitarios o de atencion
primaria, utilizara la biopsia o la aspiracion con aguja para determinar que una infeccion de la piel fuera cau-
sada por una bacteria resistente como SARM, si estas técnicas no se utilizan de forma rutinaria en pacien-
tes hospitalizados en hospitales universitarios. Pero debemos conocer que, en caso de Ulceras en estadios
avanzados, las muestras superficiales de hisopos no son validas para alcanzar un diagndstico etioldgico
preciso. Por ello, es crucial delimitar el valor de los aislamientos en cultivo en base a tres pilares funda-
mentales, siempre teniendo en cuenta la informacion clinica aportada y antecedentes de cultivos previos:

* Tipo de muestra (hisopo, aspirado jeringa, biopsia de tejido).

» Calidad de la muestra (presencia de células, de leucocitos polimorfonucleares y/o de microbiota
colonizadora, mono/polimicrobiana)

* Tipo de cultivo (cualitativo, semicuantitativo o cuantitativo)

Las muestras de exudados recogidos con hisopo son cada vez mas frecuentes, especialmente en centros
sociosanitarios (24), a pesar de que es recomendable formar y promocionar la recogida de muestras por
puncidn-aspiracion. Por ello, ante la evidencia controvertida sobre el resultado de la toma de muestras con
hisopo (técnica de Levine) comparado con la biopsia (25-27) o el aspirado (28), debemos interpretar con
precaucion los resultados de los cultivos y la vision microscoépica tras tincion de Gram.

Se han buscado reglas para diferenciar la colonizacion critica (tratamiento topico) de la infeccidn (tratamien-
to sistémico) pero no existe acuerdo internacional. En cuanto a los cultivos semicuantitativos y cuantitati-
vos, numerosos estudios han demostrado que recuentos bacterianos superiores a 10° UFC/g de tejido (en
cultivos semicuantitativos crecimiento en 3° y 4° cuadrante) en una herida son predictores de infeccion o lo
que es lo mismo, ausencia de cicatrizacion a pesar de una correcta vascularizacién del injerto (1,8,16,17).
Se valoran (identificacion y antibiograma) los microorganismos que superen este dintel. La excepcion a
esta norma son S. aureus, P. aeruginosa o los estreptococos beta-hemoliticos, que se consideraran siem-
pre con caracter patdégeno (se debera realizar identificacion y antibiograma). Los anaerobios que se aislen
en recuento significativo se identificaran solo a nivel de morfotipos bacterianos, como se comentara en el
apartado 3 (Procedimiento diagndstico).

La dificultad que entrafia la recogida de muestras de buena calidad para estudio microbiolégico es un punto
critico. Debe tomarse de una zona representativa de la infeccidn, en cantidad adecuada y evitando, en lo
posible, la contaminacion con la microbiota normal mediante un buen lavado de la superficie de la Ulcera.
En casos de sospecha de osteomielitis subyacente, el diagndstico se basa en el examen histopatolégico
(punto clave). El cultivo de varias muestras de biopsia de la zona en cuestion (alta sensibilidad, pero baja
especificidad), como en ocasiones sucede con las técnicas de imagen, no siempre aporta garantia sufici-
ente para un diagnostico de certeza (29).

24.

2.4.1. Definiciéon y epidemiologia

Las quemaduras son lesiones producidas en los tejidos vivos como consecuencia de la accién de agentes
térmicos, radiactivos, quimicos o eléctricos. Para considerar que una quemadura esta infectada se tienen
que producir cambios en la apariencia de la quemadura (separacion rapida de la escara, areas de decol-
oracion o edema en el margen de la herida) o que el paciente presente dos de los siguientes sintomas:
fiebre (>38°C) o hipotermia (<36°C), hipotension, oliguria (<20 cm?/h), hiperglucemia o confusion mental.
Ademas, se debe cumplir al menos uno de los siguientes criterios (30):

- Examen histoldgico de la biopsia donde se observe invasién de microorganismos en el tejido viable
adyacente.

- Hemocultivo positivo en ausencia de otro foco de infeccion.
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- Aislamiento de virus herpes, identificacion histolégica de inclusiones o visualizacion de particulas
viricas en biopsias o raspado de la lesion.

Es importante tener en cuenta que la purulencia por si sola no es un criterio adecuado para el diagnodstico
de infeccion ya que puede reflejar un cuidado incompleto de la herida, al igual que la fiebre puede ser el
resultado del trauma del tejido o de una infeccion en otro lugar.

La infeccidn es la complicacion mas frecuente en los grandes quemados constituyendo una de las princi-
pales causas de morbimortalidad. El proceso de curacion depende de muchos factores, como el grado de
quemadura (tipo | a V), causa, estado general del paciente y comorbilidades asociadas.

Se calcula que en EEUU mas de 500.000 personas reciben tratamiento médico por quemaduras, requirien-
do hospitalizacion 40.000 y produciéndose 4000 muertes al afio. Todo esto supone un coste anual superior
al billéon de ddlares, sin incluir los costes indirectos de discapacidad y rehabilitacion (31). En Espafa cada
afio se registran mas de 6.500 visitas a urgencias debido a lesiones por quemaduras y mas de 1.300 in-
gresos hospitalarios (32).

2.4.2. Patogenia

Las quemaduras se asocian con una liberaciéon masiva de mediadores pro-inflamatorios, produciéndose
un aumento en la permeabilidad vascular, con extravasacion de liquido hacia el intersticio y aparicion de
edema. Todo ello contribuye a un estado hipovolémico que genera disminucién en la perfusion y aporte de
oxigeno a los tejidos (31). El paciente quemado presenta una inmunosupresion generalizada y por lo tanto
un mayor riesgo de adquirir infecciones, siendo la neumonia (5,4 % pacientes) y la infeccion urinaria (3,4
%) las complicaciones infecciosas mas habituales (33). La susceptibilidad a la infeccion es multifactorial y
se ve favorecida principalmente por destruccion de la barrera mecanica, una funcién celular deprimida y
translocacion bacteriana por dafio en la mucosa gastrointestinal. Ademas, los grandes quemados presentan
una alteracion de la inmunidad celular y humoral, con alteraciones en la activacién y funcion de neutrofilos,
macroéfagos, linfocitos T y linfocitos B. La infeccion de una quemadura se puede manifestar localmente en
forma de impétigo, celulitis o alteracion del injerto en prendimiento, y en casos de quemaduras de gran es-
pesor originar infecciones sistémicas (34).

2.4.3. Etiologia

La infeccion en el paciente quemado se produce generalmente por bacterias endogenas. La formacion de
biopeliculas adquiere también relevancia en este tipo de heridas. Cuando se produce una quemadura la
estructura normal de la piel es reemplazada por una escara humeda, rica en proteinas y avascular, constituy-
endo un ambiente ideal para el crecimiento de microorganismos (34-37). Inicialmente la superficie de la que-
madura es estéril, pero a las 48 6 72 horas empieza a colonizarse por bacterias grampositivas que residen
en las glandulas sudoriparas y los foliculos pilosos. A partir del 5-7 dia, la quemadura se empieza a colonizar
predominantemente con bacterias gramnegativas. Entre las bacterias grampositivas, S. aureus es uno de
los principales microorganismos responsable de la infeccién de una quemadura, mientras que los estafiloco-
cos coagulasa negativa, micrococos y corinebacterias constituyen generalmente microbiota colonizadora de
la piel y mucosas. El papel de los estreptococos beta-hemoliticos especialmente Streptococcus pyogenes
seguido de Streptococcus agalactiae también es importante, aunque con un manejo mas sencillo gracias a
su sensibilidad a penicilinas. Dentro de los gramnegativos, destaca P. aeruginosa, con gran capacidad de
invasion y de pasar facilmente a través de la escara y producir diseminacion sistémica, siendo la principal
causa asociada a muerte por sepsis. Esta bacteria procede tanto del ambiente hospitalario como de la trans-
locacion gastrointestinal. Acinetobacter spp. es el segundo agente mas implicado en patogenicidad gracias a
su capacidad para habitar superficies tanto humedas como secas y objetos animados e inanimados. Las en-
terobacterias también juegan un papel importante, aunque son menos problematicas que los dos anteriores.
Por otro lado, los anaerobios constituyen una causa infrecuente de infeccion invasiva, siendo Bacteroides y
Fusobacterium los géneros mas prevalentes.
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La infeccion fungica se esta convirtiendo en un grave problema, debido al uso indiscriminado de antibidticos
de amplio espectro y a la introduccion de antibidticos tépicos. El incremento de los aislamientos de Candi-
da no albicans resistentes a fluconazol puede ser causa de candidiasis invasiva. Aunque el aislamiento de
Aspergillus spp., Fusarium spp.y zigomycetos (Rizhopus spp. y Mucor spp.) es infrecuente, tienen mayor
potencial patdégeno que las levaduras debido a su capacidad de invasion. Finalmente, la infeccidn virica
es infrecuente. La causa mas frecuente es la reactivacion de infecciones latentes secundarias al estado
de inmunosupresion del paciente. Los virus mas prevalentes son herpes simplex y varicela-zoster. Estos
suelen aparecer en fase de curacion o en la quemadura recién cicatrizada y en ocasiones alrededor de los
margenes de los lechos donantes de injertos cutaneos a las 2- 6 semanas.

2.4.4. Diagnéstico microbiolégico

El diagndstico de infeccion de las quemaduras es complicado y exige una vigilancia clinica diaria (areas fo-
cales de decoloracion, aparicion de exudado purulento, signos inflamatorios en el margen sano de la herida,
separacion precoz de la escara, datos clinicos o analiticos de sepsis) (38). Los cultivos de la piel mediante
torunda o biopsia pueden originar errores en el muestreo e informar de bacterias colonizadoras, con mala
correlacion y escasa utilidad clinica (2). La tincion de Gram permite orientar sobre la calidad de la muestra,
pero en ausencia de leucocitos y de microorganismos, no sirve de ayuda en la interpretacion de los cultivos.
El diagndstico definitivo de infeccion es fundamentalmente histopatolégico con invasion de microrganismos
en tejidos viables o vasos sanguineos, pero la mayor parte de los centros carece de experiencia y de una
obtencion rapida de los resultados (34-36).

El cultivo microbioldgico de utilidad debe ser cuantitativo o semicuantitativo y se debe realizar cuando exista
sospecha clinica de infeccion (GR-1), ya que, en ausencia de la misma, la presencia de microorganismos
indicara en la mayoria de los casos colonizacion de la quemadura con microbiota de la piel (2,16,37). Sin
embargo, los cultivos superficiales se realizan de forma habitual en muchas unidades de quemados con el
objetivo de detectar los microorganismos que estan colonizando la quemadura antes de que se produzca la
invasion de la misma y en ocasiones con fines epidemioldgicos (2,34).

La Asociacion Americana de Quemaduras (American Burn Association, ABA) define colonizacién (32), cuan-
do los microorganismos estan presentes en la superficie de la quemadura en bajas concentraciones (<10°
UFC/g de tejido). Se denomina infeccién, cuando los microorganismos estan presentes en la herida y en
la escara que la recubre, en altas concentraciones (=10° UCF/g de tejido) y se considera infeccién invasiva
cuando los patégenos se encuentran en concentraciones suficientes (210° UFC/g de tejido), en profundidad
y superficie de la misma, para causar separacion supurativa de la escara o la pérdida del injerto, invasion
del tejido adyacente no quemado o causar sepsis (36).

El cultivo se puede realizar a partir de frotis con hisopo, del aspirado tomado con jeringa o de biopsia
(38,39). La biopsia proporciona informacion tanto cualitativa (identificacion de los microorganismos) como
cuantitativa (UFC/g de tejido), pero el procedimiento es mas invasivo y costoso. Un método intermedio entre
la biopsia y los hisopos es la aspiracion con aguja, pero tiene los inconvenientes de que la porcidon mues-
treada es limitada.

Respecto al frotis con hisopo existen principalmente dos técnicas (39), la técnica de Levine (rotacion de
un hisopo sobre un area de 1 cm?, con presion suficiente para extraer fluido desde dentro del tejido de la
herida) y la técnica en zig-zag (desplazamiento con rotacion del hisopo por 10 puntos a través de todo el
lecho de la herida, sin tocar esfacelo ni los bordes de la lesiéon). La técnica de Levine, (recuento de 10°
bacterias en el exudado correlaciona con 10° UFC/gramo de tejido) tiene mejor rendimiento ya que se
extrae muestra tanto de la superficie como de dentro de la herida, ademas en heridas pequefas es dificil
lograr diez puntos de contacto. Los estudios que comparan la toma de muestra mediante hisopo, aspirado
y biopsia son escasos, con pocos pacientes y con heridas de diferentes etiologias (pie diabético, ulcera por
presion, quemadura...) (34,38,39). La correlacion entre el hisopo y la biopsia es buena en algunos estudios
mientras que en otros no existe correlacion ni comparando multiples muestras (38,39). El hisopo podria ser
una alternativa a la biopsia y al aspirado siempre y cuando se realice una buena limpieza y desbridamiento
de la zona para que la carga bacteriana superficial se corresponda con la existente en tejidos profundos. Se
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recomienda el cultivo cuantitativo del material exprimido del hisopo, realizando una estria con asa calibrada
y siembra en toda la placa de forma similar a un urocultivo (38).

En el caso de que la quemadura no mejore a pesar de tratamiento antibiético y adecuado desbridamiento,
se aconseja recurrir a la extraccion de varias biopsias con cultivos cuantitativos de las mismas junto al
estudio histoldgico para alcanzar un diagndstico de infeccidon mas preciso (34,38). En caso de infeccidn
sistémica esta indicado obtener urocultivo y hemocultivos (36,38).

2.5.

2.5.1. Definicién y clasificacion

La diabetes mellitus es un problema sanitario de primer orden que afecta a 400 millones de personas
en todo el mundo, aproximadamente el 9% de la poblacién adulta. La Sociedad Espafiola de Angiologia
y Cirugia Vascular define el pie diabético como una alteracién clinica, de base etiopatogénica y/o neu-
ropatica, e inducida por la hiperglucemia mantenida, en la que con o sin coexistencia de isquemia, y tras
un desencadenamiento traumatico, produce lesion y/o ulceracion del pie (40). Datos de prevalencia de la
Federacién Internacional de Diabetes estiman que entre 9,1 y 26,1 millones de personas con diabetes de-
sarrollan ulceras del pie diabético en todo el mundo cada afio, de los que el 50-60% progresara a infeccién
del pie diabético (IPD). Las infecciones del pie que afectan a la piel y tejidos blandos, y al hueso, con o sin
repercusion sistémica, son la causa mas frecuente de hospitalizacion de los diabéticos (25%), produciendo
con estancias prolongadas (41).

El clinico, ante una ulcera de pie diabético, debe siempre valorar la presencia de infeccidn y si esta presente,
clasificar la gravedad de dicha infeccién (42). Se han propuesto muchos sistemas de clasificacion para las
ulceras de pie diabético. Debido a que todas las ulceras estan colonizadas con patégenos potenciales, la
infeccidn se diagnostica con la presencia de al menos dos signos o sintomas de inflamacién (rubor, calor,
induracion, dolor/sensibilidad) o presencia de secrecion purulenta, aunque desafortunadamente, estos si-
gnos pueden estar disminuidos por la neuropatia o la isquemia, y los hallazgos sistémicos (por ejemplo,
dolor, fiebre, leucocitosis) estan a menudo ausentes en infecciones leves y moderadas. El diagndstico de
osteomielitis subyacente requiere pruebas de imagen compatibles. Las infecciones deben ser clasificadas
utilizando los sistemas de clasificaciéon de la IDSA/IWGDF (43), como leve (grado 2, superficial con celulitis
minima), moderada (grado 3, profunda o de mayor extension) o severa (grado 4, acompafada de signos
sistémicos de sepsis), asi como si hay presencia o no de osteomielitis (si la osteomielitis se demuestra en
ausencia de dos o mas signos de inflamacion, se clasifica el pie como grado 3 (O) o grado 4 (O), segun el
numero de criterios de sindrome de respuesta inflamatoria sistémica que se cumplan).

2.5.2. Patogenia

Dentro de la fisiopatologia de la ulcera del pie diabético concurren una serie de factores predisponentes,
como son la neuropatia asociada en mayor o menor grado a la macro y microangiopatia y unos factores
precipitantes o desencadenantes, el mas frecuente de ellos es el traumatismo mecanico, que desenca-
dena una ulcera o necrosis. Del mismo modo existen una serie de factores agravantes que determinan el
pronostico de la extremidad, que son la infeccidon, que provocara dafo tisular extenso, la isquemia, que ret-
rasara la cicatrizacion, y la neuropatia, que evitara el reconocimiento tanto de la lesion como del factor pre-
cipitante. La infeccidon no suele ser la causa de la Ulcera, pero va a determinar en gran manera el prondstico
y el tratamiento de cualquier lesion del pie, sobre todo si se asocia a isquemia.

2.5.3. Etiologia

La microbiologia de la infeccion del pie diabético varia segun la localizacién geografica, la gravedad de la
enfermedad y las caracteristicas del paciente (antibiéticos previos, hospitalizacion reciente) (41-44). En pa-
cientes con estadios iniciales de infeccion superficial, los cocos grampositivos aerobios son los organismos
predominantes, de los cuales S. aureus y los estreptococos beta-hemoliticos son los mas frecuentemente
aislados, especialmente en los paises occidentales. En la India, el porcentaje de aislamientos de alguna es-
pecie de enterobacterias y P. aeruginosa iguala o incluso supera al de S. aureus. Las heridas cronicamente
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infectadas que presentan estos pacientes, con necrosis extensa, gangrena o sometidas al uso prolongado
de antibidticos, tienen etiologia mixta, pudiendo aislarse simultaneamente en el cultivo, cocos grampositi-
vos, bacilos gramnegativos fermentadores y no fermentadores y anaerobios. A veces son infecciones mo-
nomicrobianas, pero en la mayoria de casos son polimicrobianas. La complejidad en la valoracién de estos
pacientes se incrementa con el aislamiento de la microbiota hospitalaria asociada a los multiples ingresos, la
duracioén clinica de la Ulcera, la profundidad/gravedad de la lesion y los tratamientos antimicrobianos previ-
os. Los microorganismos anaerobios pueden aislarse principalmente en heridas profundas o mas cronicas,
y son mas facilmente identificados usando secuenciacion de la region del ADNr16S (45). La informacién
sobre el papel de los hongos en la patogénesis de la infeccion del pie diabético (IPD) es limitada, ya que la
colonizacion por hongos es dificil de diferenciar de la infeccion. En las osteomielitis, un importante niumero
de muestras tomadas por biopsia o aspiracion son estériles, y en las que se obtiene crecimiento bacteriano
se suelen encontrar pocas especies bacterianas, con frecuencia solamente una. Los microorganismos aisla-
dos son similares a los encontrados en las ulceras crénicas.

Nuevos datos derivados de herramientas moleculares y secuenciacion masiva (metagendmica) sugieren
que las heridas crénicas contienen multiples microorganismos diferentes que coexisten como combina-
ciones de comunidades altamente estructuradas, destacando el papel de la cooperacién bacteriana entre
bacterias comensales y patdgenas en la evolucion de las heridas (46,47). Las biopeliculas son frecuentes
en las infecciones cronicas de las ulceras, en las que estan incluidas numerosas bacterias. La utilizacion de
estas técnicas de secuenciacion en estudios longitudinales esta permitiendo evaluar la dinamica temporal
de la composicién microbiana en relacion a la evolucion del paciente, y su complementacion con técnicas de
metatranscriptomica permitira conocer la implicacion funcional de cada microorganismo durante el proceso
infeccioso. Algunos de estos estudios sobre la microbiota del pie diabético han demostrado que determi-
nadas agrupaciones de microorganismos se asocian con caracteristicas clinicas especificas, incluyendo la
profundidad de la ulcera (marcador subrogado de gravedad) o su duracién (46).

En los ultimos anos se ha venido documentando un incremento de la resistencia bacteriana, especialmente
en S. aureus. En un reciente estudio observacional prospectivo realizado en Espafa por Garcia-Zafra et al.
(48), en el que se incluyeron 167 pacientes consecutivos con infecciones del pie del diabético, S. aureus fue
el microorganismo mas aislado (n= 82; 37,9 %) seguido por Escherichia coli (n= 40; 18,5%). EI 57,3% de S.
aureus fueron resistentes a meticilina (SARM) y el 70% de Klebsiella pneumoniae y el 25% de E. coli eran
productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Los factores de riesgo independientes de las
infecciones por SARM fueron las ulceras profundas, el uso previo de fluoroquinolonas y la vasculopatia per-
iférica, mientras que para las infecciones por enterobacterias productoras de BLEE lo fueron la osteomielitis
y el uso previo de cefalosporinas.

2.5.4. Diagndstico microbioldgico. (Ver apartado 3. Procedimiento diagndstico)

El diagndstico microbiolégico sodlo esta indicado cuando hay criterios de infeccion clinica. La recogida de
una muestra adecuada es determinante para que el diagndstico microbioldgico sea util. La toma de los
tejidos debe evitar el material superficial, que puede reflejar tan solo la microbiota colonizadora. Por ello
es util, tras realizar un desbridamiento quirurgico, proceder a una limpieza con una gasa empapada con
suero fisiolégico. Opcionalmente tras el desbridamiento se puede hacer una desinfeccion con un desinfec-
tante que se elimina después con suero fisioldgico. Las opciones disponibles son la biopsia o el raspado
del fondo de la ulcera, la aspiracion con jeringa de las colecciones purulentas y la recogida con torunda,
aunque esta ultima opcion solo debe usarse si la toma es profunda, ya que si es superficial no ayuda a
distinguir entre patdégenos y contaminantes, ni a recuperar anaerobios. En una persona con diabetes y
sospecha de osteomielitis en el pie, en la que es necesario realizar un diagnodstico definitivo o determinar
un agente patégeno causante para seleccionar el tratamiento, se debe recoger una muestra 6sea para el
cultivo de microorganismos clinicamente relevantes, asi como para un estudio histopatoldgico. La evidencia
disponible sugiere que la toma de muestra 6sea de manera aséptica, bien de forma percutanea o en el acto
quirurgico, pero no a través de la ulcera, es la forma mas segura y proporciona la evaluacion mas precisa
de los verdaderos patogenos. Si la infeccion es grave, con manifestaciones sistémicas, se deben extraer y
procesar hemocultivos (49-51). En la tabla 1, se recogen los principales aspectos sobre la adecuada toma
de muestras.
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Aunque algunos autores (52-54) han relacionado la presencia de un gran numero de bacterias en el cultivo
(>10° UFC por gramo de tejido) con la presencia de infeccion, pero es necesario indicar que la realizacion
de cultivos cuantitativos es bastante compleja y no se recomienda su realizacion rutinaria para el diagnosti-
co de la infeccion del pie diabético. En estas infecciones, por la complejidad del ecosistema microbiano, con
participacion de aerobios y anaerobios, existe una mal correlacién entre la tincion de Gram y los resultados
del cultivo en el caso de biopsias de tejidos profundos (abscesos, fascitis), aunque esta tincion puede per-
mitir la valoracion de la calidad de la muestra por la presencia de leucocitos polimorfonucleares y ser util en
caso de observar bacilos gramnegativos, lo que puede ser muy apreciado por los clinicos (54).

Tabla 1. Recomendaciones generales para la toma de muestras del pie diabético (Modificada de Lipsky BA,
et al; referencia 51)

Qué hay que hacer:

» Obtener una muestra apropiada solamente si hay criterios de infeccion clinica

* Limpiar con suero fisioldgico y desbridar la herida antes de obtener la muestra

* Obtener una muestra de tejido mediante raspado o biopsia del fondo de la ulcera tras desbridarla
» Aspirar cualquier coleccion purulenta con jeringa y aguja estériles

* Enviar rapidamente las muestras en contenedores estériles adecuados, evitando la desecacion,

y a ser posible en un medio de transporte que permita la recuperacién de anaerobios

Qué no hay que hacer:

« Cultivar material procedente de lesiones sin criterios de infeccion, salvo con fines epidemioldgicos
» Obtener una muestra para cultivo sin limpiar ni desbridar previamente la herida
» Obtener una muestra para cultivo mediante toma superficial con torunda

En general, existe una buena correlacidon entre los resultados obtenidos mediante secuenciacion masiva
y los métodos de cultivo convencionales respecto a los patdgenos clinicamente mas relevantes, aunque
las técnicas de metagendmica presentan una resolucion muy superior a la del cultivo. Sin embargo, es
dificil saber cuales de los muchos géneros identificados por métodos moleculares contribuyen al estado
clinico de infeccion o requieren terapia antibidtica dirigida. Se ha propuesto la deteccion, mediante PCR,
de marcadores genéticos de factores de virulencia o produccion de toxinas como ayuda diagnostica o
prondstica, aunque los estudios (53,55) hasta ahora solamente han incluido infecciones monomicrobianas
por S. aureus, y se desconoce si esta practica proporcionara beneficios clinicos adicionales. Aunque aun
no hay evidencia suficiente (47), es posible que las nuevas técnicas moleculares multiplex a tiempo real,
que proporcionan la identificacion de patégenos y de determinantes de resistencia (47), puedan ofrecer
resultados rapidos que permitan ajustar precozmente la terapia, sobre todo en infecciones graves, pero hay
que considerar también que pueden detectar un mayor numero de especies bacterianas que el cultivo, y
podrian conducir innecesariamente a la administracién de antibioterapia de mayor espectro. Por lo tanto,
por ahora los clinicos deben continuar solicitando un cultivo convencional de las muestras para determinar
la identidad de los microorganismos causantes y su sensibilidad a los antibidticos, y los laboratorios de
Microbiologia no deben utilizar técnicas de microbiologia molecular (en lugar de cultivo convencional) como
primera linea para la identificacion de patégenos (GR-2). Debido al problema de la multirresistencia en los
microorganismos mas frecuentemente implicados en la infeccion del pie diabético, seria aconsejable, es-
pecialmente en pacientes ingresados y si la epidemiologia local lo justifica, utilizar técnicas rapidas para la
deteccion de determinantes de resistencia (técnicas colorimétricas, inmunocromatograficas o moleculares)
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en aislados de S. aureus, K. pneumoniae y E. coli, lo que permitiria informar de estos resultados antes de
la lectura del antibiograma completo (45,53).

3 . PROCEDIMIENTO DIAGNOSTICO DE LA INFECCION DE HERIDAS CRONICAS
3.1.

El cultivo de la herida no deberia ser el sustituto del juicio clinico de infeccion. Se recomienda obtener la
muestra antes de iniciar un tratamiento antibiético empirico y Unicamente en aquellas lesiones que present-
en signos clinicos de infeccidn, que se estén deteriorando o que no cicatricen después de un periodo de
tiempo largo (1-2, 56-59).

La toma de muestras debe precederse de la limpieza y desinfeccion del area de la toma. En biopsias y
heridas cerradas, se recomienda desinfectar la piel con clorhexidina al 2% o etanol de 70°, seguidamente
pintar con povidona iodada al 10%, dejar secar y eliminar el iodo con etanol antes de tomar la muestra. En
heridas abiertas, se recomienda eliminar el material necrético y los tejidos desvitalizados, lavando a chorro
con suero salino estéril antes de tomar la muestra. Se recomienda tomar muestra de tejido viable infectado
y no de restos superficiales.

El método considerado estandar de oro de la toma de muestras es la biopsia de tejido (NE-A, GR-1). Esto se
logra mediante el uso de una técnica aséptica para obtener una muestra de tejido, generalmente mediante
biopsia por puncion (trocar, punch 3 mm) o con bisturi. A pesar de su precision para determinar la infeccion,
la biopsia de tejido para cultivo no se realiza comunmente porque es un procedimiento invasivo, requiere un
conjunto de habilidades especificas, es dificil de ejecutar en el entorno de atencion primaria y es doloroso y
costoso. Aunque la muestra de biopsia de tejido o la obtenida por aspiracion con aguja fina (PAAF) son las
mejores desde el punto de vista microbioldgico, ya que permiten realizar estudios cuantitativos, la dificultad
técnica en su realizacién o metodoldgica en su procesamiento hacen que sean poco reproducibles sin el
material y la formacién adecuados (NE-A, GR-1). Esta técnica se mantiene como de eleccion para estudios
comparativos de otras técnicas diagndsticas, ensayos clinicos y estudios de investigacion de distintas ter-
apias (59,60).

Para muestras de tejidos obtenidos mediante curetaje o biopsia, se recomienda obtener suficiente muestra,
evitando las zonas necroticas, bien sea mediante puncion-aspiracion con aguja fina o con cualquier dispos-
itivo al efecto (por ejemplo, biopsia con sacabocados también llamada punch), o mediante procedimiento
quirurgico abierto. En algunos casos se recomienda recoger mas de una muestra, de diferentes zonas de la
herida, porque una unica muestra puede no reflejar todos los microorganismos productores de la infeccion.

Las biopsias se deben fraccionar en dos mitades, una se enviara para estudios microbiolégicos y la otra
para estudio histoldgico. Las biopsias se transportaran en contenedores estériles con unas gotas de suero
salino estéril para prevenir la desecacion (2,56). Si se demora el transporte, se debe evitar envolver las
biopsias en gasas secas. Los aspirados percutaneos se enviaran en la propia jeringa a la que se le habra
quitado la aguja y se habra tapado con el obturador o inoculados en medios semisoélidos para anaerobios.

De forma general, en este tipo de heridas cronicas, basandose en revisiones sistematicas previas, no se
recomendaba tomar muestras mediante torunda o hisopo (10,25,62,63) (NE-1, GR-2). En estudios com-
parativos entre cultivos mediante PAAF y muestras superficiales tomadas con hisopo de heridas crénicas
infectadas, el porcentaje de concordancia alcanza hasta el 80% de casos, atribuyéndose a la PAAF mayor
porcentaje de falsos negativos (28,61). A pesar de ser un método sencillo, barato, no invasivo que puede
sustituir a los anteriores para la mayoria de las heridas crénicas abiertas, se ha cuestionado debido a que
la microbiologia de la superficie de la herida puede no reflejar exactamente lo que ocurre en profundidad, y
que pueden aislarse microorganismos de la microbiota comensal del individuo e incluso microorganismos
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patégenos que no participan en la infeccion. Sin embargo, dado que la mayoria de las heridas estan coloni-
zadas con microorganismos de origen enddégeno, cualquier microorganismo presente en la profundidad de
la herida es muy probable que también esté en la superficie. Ademas, la toma con hisopo puede realizarse
ambulatoriamente y en centro-sociosanitarios (24), estas muestras permiten cultivos semicuantitativos mas
faciles de realizar que los estudios cuantitativos y se ha demostrado que existe correlacion entre cultivos
semicuantitativos de torundas y los cultivos cuantitativos de biopsias, aunque el porcentaje de concor-
dancia entre ambos métodos puede variar desde un 77 a un 96% en los mejores casos (26,61,64,65).

La técnica de Levine, es el método considerado por muchos autores (denostado por otros) para realizar la
toma de muestra con hisopo (11,63-66) (NE-2, GR-2). Consiste en muestrear presionando sobre un area
de aproximadamente 1 cm? de tejido celular subcutaneo del interior de la base de la lesion hasta conseguir
que fluya liquido de dentro hacia fuera empapando el hisopo. No se debe frotar para evitar el sangrado.
Actualmente este es el método mas recomendado segun trabajos comparativos cuantitativos con cultivos
de biopsias y con otros métodos de hisopado (como la técnica de Essen o la técnica en Z) (64,65-68).

En el caso de heridas muy secas, se recomienda impregnar la torunda con suero salino estéril antes
de realizar la toma. Se recomienda que las torundas sean flocadas y de alginato (no algodén) y en-
viarlas al laboratorio en medio de transporte especifico (medio de Stuart Amies/medio de transporte
para anaerobios). Existe cierta controversia acerca de la utilidad de la toma de muestras con torun-
da para el aislamiento de anaerobios. En esos casos, es preciso y necesario que la muestra se en-
vie en un sistema de transporte adecuado. Los sistemas Swab EZIl de BD Diagnostic Systems o ES-
wabs de Copan Diagnostic son los mejores para aislamiento de aerobios y anaerobios usando una
sola muestra (69), y tienen demostrada capacidad para recuperar la viabilidad de microorganismos
como SAMR y enterococos resistentes a vancomicina hasta 14 dias después de su recogida (70).

Si la muestra se recoge con hisopo, siempre que sea posible, se deben utilizar dos hisopos para tomar la
misma muestra; una se empleara para inocular los medios de cultivo y la otra para realizar la extension para
tincion de Gram. En caso de utilizar una sola torunda se inocularan primero los medios de cultivo y en ultimo
lugar se realizara la extension para la tinciéon de Gram (56).

Consideraciones generales en la toma de muestras:

1. Preferentemente realizar la toma sin antibiotico (sistémico o topico) al menos una semana previa a la
toma, si la situacion clinica lo permite.

2. Si el paciente tuviese mas de una lesién se tomara una séla muestra por cada una de las ulceras y
se especificara en el volante la localizacién de cada una de las tomas.
3. En el volante ademas de los datos identificativos del paciente se recogeran los siguientes datos clinicos:
- Localizacion de la lesion
- Procedencia de residencia o centro socio-sanitario
- Incontinencia urinaria o fecal
- Diabetes/Pie diabético
- Inmunosupresion
- Tratamiento antibiodtico previo (dosis, duracién)

- Otras patologias de base
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4. La toma de muestras de las Ulceras cutaneas cronicas en los centros de atencion primaria y especializada
se puede realizar por los siguientes métodos:

A. Biopsia percutanea de tejido: recomendable especialmente para muestras de tejido 6seo en infeccion
del pie diabético (GR-1) aunque también puede realizarse del fondo de una ulcera sin osteomielitis asocia-
da. Realizable de forma ambulante, mediante aguja fina, trocar o punch (bajo anestesia local) en campo

estéril (29,71). Ver Figura 2.
r/.
b - dq

Figura 2. Biopsia percutanea en pie diabético. A. Osteomielitis del 5° metatarsiano. B. Campo quirurgico
preparado. C. Biopsia 6sea practicada con aguja fina (PAAF). D. Cilindro 6seo listo para enviar al laboratorio
(Modificado de Goldberg S, et al; referencia 72)

B. Puncidn-aspiracion percutanea de exudado: muy recomendable por su relativa sencillez, valores
cuantitativos y evita contaminaciones (NE-2 GR-1).

Material necesario:
- Clorhexidina 2% o povidona yodada al 10%
- Gasas y guantes estériles

- Jeringa y aguja estériles IM (0,8 x 0,4).

- Solucién salina estéril al 0.9%
- Vial de transporte tipo frascos Portagerm™ Figura 3. Tapon de jeringa
- Obturador/tapén para jeringa (figura 3)

Descripcion de la técnica: (figuras 4-7)

- Informar al paciente de la técnica a realizar

- La puncion se realiza a través de la piel perilesional, seleccionando el lado de la lesion con mayor pres-
encia de tejido de granulacion o ausencia de esfacelos y necrosis.

- Retirar el apdsito y limpiar cuidadosamente la lesidon con solucion salina al 0,9%.

- Después desinfectar de forma concéntrica la piel perilesional y la zona de la puncion con clorhexidina o
povidona. Dejar secar 30 segundos (si se utiliza povidona yodada el tiempo de espera sera de 1-2 minutos)

- Previo a la aspiracion valorar la posibilidad de anestésico topico tipo lidocaina segun grado de dolor.

- Realizar una puncion-aspiracion con la jeringa y aguja, sobre piel integra manteniendo una inclinacion
aproximada de 45°, aproximandose a la pared de la lesion. El volumen 6ptimo es de 1 a 5 ml de aspirado.
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Figura 4. Limpieza de la herida y bordes con povidona Figura 5. Técnica puncidén-aspiracion (45°)

- En procesos no supurados o sin exudado, preparar la jeringa con 0,5-1 ml de suero fisioldgico estéril,
inyectandolo y aspirandolo nuevamente con la jeringa. Se debe anotar la cantidad de liquido afiadido para

realizar el recuento posterior a la hora del cultivo.

Figura 6. Diferentes momentos de la técnica de puncién-aspiracién con jeringa con suero estéril.

- Si se dispone de medio de transporte semisdlido (tipo Portagerm™) para anaerobios, inocular el liquido
aspirado, tras sacar el aire de la jeringa, finalizando con aspiracién inversa para evitar que entre aire de la

jeringa al vial.

Figura 7. Inoculacién en medio de transporte semisoélido (tipo Portagerm™)

- Si no se dispone de medio semisdlido, lo mejor es quitar la aguja y tapar jeringa con el obturador (figura 8).

Figura 8. Jeringa con tapdn lista para enviar al laboratorio
- Etiquetar el vial o la jeringa (nunca con aguja) y enviar a laboratorio. Mantener a temperatura ambiente y

preservar los viales de la luz con papel de plata para evitar la degradacién del medio.
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- Entregar en el laboratorio lo antes posible (recomendable periodo inferior a 2 horas). Si se demora la en-
trega al laboratorio, refrigerar (2-8°C) un maximo de 24 h.

C. Recogida de la muestra mediante hisopo: cuando no sea posible la recogida de muestra por otro
método.

Las muestras asi recogidas han sido tradicionalmente de escasa rentabilidad no s6lo por tener escaso
contenido y deficiente recuperacion de microorganismos anaerobios sino porque ademas sin una adecuada
técnica se detectaban solo bacterias colonizadoras de la superficie, teniendo un dudoso valor diagnostico
(10,25,62,63). En las ultimas dos décadas, han surgido varios trabajos comparativos poniendo en valor los
resultados de los cultivos de muestras de hisopo respecto a la biopsia o el aspirado, resaltando la mejor
correlacion de la técnica de Levine.

Se describe a continuacion la técnica de Levine, la técnica en Z o zig-zag y la técnica rotacional de Essen.

Material necesario:

- Suero fisioldgico.

- Jeringa 20 cm?® y aguja estéril 0,9 mm.

- Gasas y guantes estériles.

- Torundas de alginato flocadas (no usar torundas de algodon ni
hisopos secos) con medio de transporte tipo Stuart/Amies (figura 9).

S

Figura 9. Hisopo con medio de transporte
Descripcion de las técnicas: (17,67)

- Retirar el apdsito que recubre la lesion.

- Si fuera preciso, proceder a realizar desbridamiento cortante de la lesion.

- Limpiar de forma meticulosa la herida con suero fisioldgico estéril antes de proceder a la toma de la mues-
tra utilizando jeringa y aguja (hacer presién suficiente en la irrigacion (figura 10). Las presiones efectivas
oscilan entre 1 y 4 kg/cm? y se pueden conseguir con una jeringa de 20 ml y con una aguja de 0,9 x 25
mm, lo cual proporciona la fuerza suficiente para eliminar tejido desvitalizado, bacterias y otros restos sin
dafiar los tejidos).

- Al limpiar la lesion, no frotar la ulcera con fuerza.

- Rechazar el pus, material necrdético o tejido desvitalizado.

Figura 10. Lavado de la herida a presion con jeringa
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a) Técnica de Essen o rotacional (figura 11 a)

- Utilizar el hisopo con el medio de transporte. No utilizar torundas de algodon.

- Recorrer con el hisopo los extremos de la herida en sentido de las agujas del reloj, de forma centripeta,
desde fuera hacia el centro, circularmente, aplicando una ligera presion, intentando abarcar la mayor area
posible de la herida.

- Colocar el hisopo en el medio de transporte cortando el mango que sobresale del tubo.

Figura 11. a) Técnica rotacional de Essen; b) Técnica de Levine

b) Técnica de Levine (figura 11 b)

Aplicar girando el hisopo una presion suficiente sobre un area de 1 cm2de la region de la herida con sig-
nos de infeccion (excluyendo los bordes o la piel perilesional), para que se produzca un flujo de liquido o
exudado desde el interior de la herida.

c) Técnica en Z o zig-zag o de los 10 puntos (figura 12)

- Girar el hisopo sobre los dedos de la persona que toma la muestra realizando movimientos rotatorios de
izquierda a derecha y de derecha a izquierda, abarcando en sentido descendente diez puntos distintos
en los bordes de la herida, pero sin tocarlos, seleccionando las zonas donde los puntos de infeccion sean
mas visibles y evitando las zonas con tejido necrotico.

Figura 12. Técnicaen Z

En todas las técnicas se puede humedecer previamente el hisopo con agua estéril o solucion salina al 0,9%
y se recomienda utilizar dos hisopos, uno para realizar la tincion de Gram (medio Stuart/Amies) y otro para
cultivo (medio Stuart/Amies o Portagerm™).

3.2. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Conservar las muestras a temperatura ambiente (no es imprescindible refrigerar) y protegidas de la luz.
Se deben entregar en el laboratorio lo antes posible. Para muestras que no se procesen en 2 horas, se
aconseja refrigerarlas (2-8°C) sobre todo si se van a realizar estudios de biologia molecular.
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3.3.

Las muestras recogidas para estudios microbiolégicos deben enviarse lo mas rapido posible al laboratorio
de Microbiologia, preferiblemente en las dos horas posteriores a la toma. Las muestras se podran trans-
portar a temperatura ambiente y en caso de no poder ser procesadas inmediatamente se pueden mantener
refrigeradas (2-8°C) un maximo de 24 h hasta su procesamiento, aunque ello suponga perder viabilidad
de los microorganismos anaerobios. Las jeringas con la aguja insertada no deben aceptarse por el riesgo
biolégico que suponen (56, 57).

En la seccién de preanalitica del laboratorio se recepcionaran las muestras, asignandoles un coédigo de
entrada y verificando sus datos demograficos y la concordancia entre la muestra y las determinaciones
solicitadas. Cualquier incidencia debera ser registrada, siendo las mas frecuentes:

- Identificacion incorrecta: no se aceptara una muestra sin identificar, mal identificada o en la que no coin-
cidan el numero de peticidén con la de la muestra.

- Muestras derramadas: no se aceptaran muestras claramente derramadas y se procedera como en el
caso anterior solicitando una nueva muestra.

- Transporte/conservacion inadecuados: si no se cumplen los requisitos para el transporte de muestras
en el contenedor adecuado y en las condiciones necesarias, se solicitara una nueva muestra. No son
validas las muestras enviadas con formalina o formol.

- Tipo de muestra no adecuada para el estudio solicitado: si la muestra remitida no es adecuada para el
estudio solicitado, no se aceptara y se informara al servicio solicitante de la inadecuacién de la misma,
aclarando el tipo de muestra que se requiere.

Criterios de rechazo:

« Las discrepancias entre la identificacion de la muestra y la identificacion en el volante de peticion seran
motivo de rechazo, aunque se debe consultar previamente con el clinico responsable de la solicitud.

» Se rechazaran las muestras remitidas en formol o conservantes similares.

» Se recomienda rechazar torundas sin medio de transporte cuando haya transcurrido mas de 1 hora
desde el momento de la toma.

» Sila muestra es insuficiente para todas las determinaciones solicitadas, se contactara con el clinico para
decidir cuales son mas importantes y, para las restantes, se indicara en el volante: muestra insuficiente.

3.4.

3.4.1. Procesamiento

El trabajo con muestras bioldgicas y agentes biocontaminantes requiere, como norma general, la manipula-
cion y procesamiento de las muestras dentro de dispositivos de seguridad biolégica de tipo Il (NE-B, GR-1),
con lo que se minimiza el riesgo de contaminacion tanto del manipulador como de la muestra.

Las muestras de tejido de gran tamafio o en casos de sospecha de infeccién fungica invasiva (muy infrecuen-
te en este tipo de heridas), con el fin de no alterar sus estructuras, no se deben triturar, se debe fraccionar
la muestra con bisturi y realizar una impronta con el borde de la muestra recién cortado en los medios de
cultivo, empezando por la placa de cultivo de anaerobios y terminando por la extension sobre porta para la
tincién de Gram (figura 13).

Las muestras de biopsias de tejido, por regla general, se deben procesar previamente al cultivo mediante
una homogeneizacion controlada (71,72), bien de forma manual utilizando sistemas de morteros manua-
les, semi-automatizada (homogenizadores de bolas como que incluyen 5 ml de solucion salina que permite
conservar la muestra durante el transporte, y contiene 10 bolas de acero estériles para homogeneizar la
muestra en un ultra-agitador (figura 14) o bien por medio de sistemas tipo Stomacher o Masticator, molinos
trituradores automatizados.
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Figura 14. Tipo de procesamiento de muestra de tejido, homogeneizacién con bolas de acero (modificado
de Sousa R, et al; referencia 71)

A. Frasco estéril con bolas. B. Introduccion de la biopsia. C. Ultra-agitacion. D. Homogeneizado listo para inocular en medios liquidos
(frascos hemocultivos).

Las muestras muy pequefias pueden inocularse directamente en el caldo de enriquecimiento. En el caso
de fragmentos 6seos o de tejido duro pueden inocularse directamente en caldo de enriquecimiento o si hay
fragmentos de tejidos blandos se procede a separarlos del tejido duro sometiéndolos a sonicacion previa
en buffer PBS. La impronta para la extension sobre porta de este tipo de muestras para conseguir una ex-
tension fina, se realiza del sedimento del producto sonicado previa agitacion y centrifugado.

Siempre que las condiciones de trabajo lo permitan se debe conservar una alicuota de la muestra original
por si son necesarios estudios complementarios.

Respecto a las muestras recibidas en torundas, que es la opcidon menos deseable, si solo se recibe una
muestra en medio de transporte semisdlido, se introduce en 1-2 ml de caldo, se realiza una agitacién y se
exprime todo el contenido de la torunda. Si el medio de transporte es liquido se procedera a agitar en vortex
antes de la siembra. De ahi con una pipeta estéril se inocularan las placas de cultivo y las extensiones.
Alternativamente puede usarse la torunda para inocular directamente las placas, rotandola varias veces en
uno de los cuadrantes de la placa.

3.4.2. Inoculaciéon en medios de cultivo y tincion de Gram

Posteriormente, las muestras se inoculan sucesivamente en los medios de cultivo seleccionados comen-
zando por los medios sélidos (primero los medios para cultivo de anaerobios), seguidamente los medios
liquidos (caldos de enriquecimiento tipo tripticasa-soja con 10% sangre cordero, frascos de hemocultivos)
y finalmente se procede a la extension sobre un portaobjetos para la tincion de Gram. En el caso de mues-
tras remitidas con 2 torundas una de ellas se empleara para la inoculacion de los medios y la otra para
preparar la extensiéon sobre un portaobjetos para tincion de Gram.

La tincion de Gram se realiza en todas las muestras y se utiliza para la evaluacién de los cultivos como un
meétodo de despistaje para evaluar la calidad de diferentes tipos de muestras clinicas, incluyendo muestras
no invasivas de heridas. La utilidad de esta tincion consiste en que la presencia de polimorfonucleares se
considera indicativa de la existencia de inflamacion o infeccion, y la de células epiteliales se considera
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indicativa de contaminacion superficial de la muestra. Esta tincion también se puede utilizar para decidir
cuantos microorganismos se van a valorar en muestras con cultivos polimicrobianos. Si el paciente es
inmunodeprimido o tiene insuficiencia vascular periférica, los leucocitos polimorfonucleares pueden estar
ausentes en el Gram, dificultando la interpretacion de los cultivos. La visualizacion de microorganismos
en la tincion de Gram de muestras obtenidas con torunda se correlaciona con una carga bacteriana en el
cultivo de 2108 UFC/g. La presencia de microorganismos en el Gram directo de muestras invasivas (biopsia
de tejido) se correlaciona con =10° UFC/g de tejido.

Tabla 2. Tipo de procesamiento recomendado para cada tipo de herida crénica y tipo de muestra.

o Tipo de Cultivo Cultivo Cultivo cuantitativo
Infeccion ST cualitativo semicuantitativo
Gram Cultivo Gram Cultivo ‘ Gram | Cultivo
Hisopo X X X X
Heridas crénicas: UPP,
ulceras vasculares
Bx o PAAF X X X X X X
T T T
Hisopo X X X X
Quemaduras
Bx o PAAF X X
T T T
Hisopo X X
Pie diabético
Bx o PAAF X X

UPP: ulcera por presion. Bx: biopsia; PAAF: puncién aspiracion con aguja fina. (Adaptado de Burillo A, et al; referencia 2)

El tipo de procesamiento de la muestra varia en funcién del tipo de herida que se esté evaluando (2). Cada
laboratorio elegira las técnicas microbiolégicas a aplicar en cada muestra en funcién de sus disponibilida-
des. Como orientacién, se resumen las recomendaciones recogidas en este procedimiento en la tabla 2.
Existe una fuerte asociaciéon entre el nUmero de microorganismos en una herida y la capacidad posterior
de esa herida para lograr la curacién, con una tendencia general hacia el retraso de la cicatrizacién una
vez el crecimiento bacteriano alcanza una concentracion de 10° UFC/gramo de tejido o superior. Por este
motivo, cuantificar los aislamientos significativos en este tipo de heridas es primordial (NE-1, GR-2) aunque
no siempre al alcance de todos los laboratorios.

3.4.3. Tipos de cultivos y su interpretacion

El cultivo cuantitativo para el procesamiento de muestras potencialmente colonizadas y biopsias de tejido,
se describe a continuacion (2, 56):
- Pesar el envase que contiene la muestra en una balanza de precision.
- Sacar de forma aséptica la muestra e introducirla en 5 ml de suero salino estéril. Equivale a una dilucion 1:5.
- Pesar de nuevo el envase vacio, se resta este peso del primero y asi se obtiene el peso de la muestra.
- Homogeneizar la muestra durante 30 segundos.
- Inocular 0,1 ml del homogeneizado (dilucion 1/10) en los medios de cultivo. La extensién para la tincion
de Gram se prepara a partir del homogeneizado: se extienden 0,01 ml (equivalente a un asa calibrada de
10 yL) sobre un area del portaobjetos de 1 cm de lado.
- Realizar 3 diluciones seriadas del homogeneizado (0,5 ml en 4,5 ml de suero salino estéril). Asi se ob-
tienen tres diluciones, 1/100, 1/1.000 y 1/10.000.
- lgualmente como alternativa, se puede obtener una dilucién 1/1000 sembrando con asa calibrada de 10
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ML a partir de la dilucién 1/100; y se puede obtener una dilucion 1/10.000 sembrando con asa calibrada
de 1 uL a partir de la dilucién 1/100.

- Sembrar con pipeta estéril 0,1 ml de cada una de las diluciones en medios de agar chocolate y Mac-
Conkey. Rotular cada placa con su dilucion, como 1/100, 1/1.000 6 1/10.000.

- Se pueden hacer cultivos cuantitativos para anaerobios, pero los resultados son peores porque las di-
luciones seriadas dificultan su crecimiento.

El recuento cuantitativo se obtiene a partir de la placa de recuento en la que se observe un crecimiento
de entre 30 y 300 colonias de, al menos, un unico morfotipo. Para realizar el recuento bacteriano, hay que
observar en qué dilucién de las sembradas se corresponde con un crecimiento de colonias entre 30 y 300.
Hay que multiplicar el nimero de colonias en la placa x 5, factor de dilucién del homogeneizado original, y
por la dilucién de la placa (10, 100, 1.000, 10.000) y dividirlo por el peso de la biopsia.

La microbiologia cuantitativa, sin embargo, es cara, compleja, consume mucho tiempo y rara vez se utiliza
en el manejo de la mayoria de las heridas crénicas. Como se ha comentado previamente, muchos autores
y guias de practica clinica (58,63-65) aconsejan realizar muestreo con hisopo mediante la técnica de Le-
vine, utilizando técnicas de cultivo semicuantitativas o cualitativas.

Los cultivos semicuantitativos con hisopo parten de liberar microorganismos de la torunda, introducién-
dola en 1-2 ml de caldo, sometiéndola a agitacion con vortex y diluyendo el contenido exprimido en 1 ml de
diluyente (Ringer o suero estéril) (56). El fluido resultante se diluye en serie, se siembra con pipeta estéril y
se incuba, generalmente en condiciones aerodbicas. Los cultivos de hisopos semicuantitativos se inoculan
en un medio solido y se siembran en cuatro cuadrantes (figura 15). Para ello, se realiza una descarga en
el primer cuadrante y se siembra este cuadrante 1, y cambiando de asa y realizando estrias desde la zona
final de siembra del cuadrante uno al cuadrante dos, del dos al tercer cuadrante y del tercero al cuarto
cuadrante. El numero de unidades formadoras de colonias (UFC) se cuentan en cada cuadrante, y los re-
sultados se informan como 1+ a 4 + segun el niumero de cuadrantes con crecimiento bacteriano. En caso
de cultivos semicuantitativos de quemaduras, se realiza una estria de descarga a lo largo del diametro de
la placa de agar chocolate y posteriormente se extiende perpendicularmente con un asa de 0,01 ml (10
ML) sobre toda la superficie de la placa (figura 15). La realizacion de cultivos semicuantitativos expresa una
buena correlacion con la concentracion de bacterias en la muestra. El crecimiento en el primer cuadrante
equivale a 10° UFC/ml, en el segundo cuadrante entre 10°y 10* UFC/ml, en el tercero entre 10*y 10°y en
el cuarto a mas de 10° UFCc/ml respectivamente.

Los cultivos cualitativos se realizan en muestras de gran calidad (biopsias y aspirados) y se realiza el cultivo
sembrando directamente la muestra sobre el borde de la placa estriando en cuatro cuadrantes (aunque no se
informe la semicuantificacion). En muestras de hisopo de buena calidad, como tomas de pie diabético (valora-
das previamente con tincion de Gram) también se puede sembrar el hisopo sobre la placa, aunque es menos
recomendable (NE-2, GR-3) siempre que previamente se haya recibido otro hisopo distinto para la tincién de
Gram. En estos casos se identificaran hasta 3 microorganismos potencialmente patégenos, mientras que en
muestras invasivas (biopsias y tejidos), cuando se procesan de manera cualitativa, y siempre que la toma se
haya realizado de manera correcta sin contaminacion superficial, se informan todos los morfotipos observa-
dos en la tincidon de Gram y se valoran (identificacion y antibiograma) todos los microorganismos aislados.

3.4.4. Seleccion de medios de cultivo y condiciones de incubaciéon

La frecuencia de aislamiento de microbiota polimicrobiana en este tipo de muestras y la posibilidad de
aislar microorganismos de dificil crecimiento hace necesaria una buena eleccion de los medios de cultivo
y como norma general se recomienda (2,55,56) inocular las muestras en:

- Medios sélidos: agar sangre, agar chocolate, agar MacConckey/agar CNA (optativos), agar Sabouraud,
agar para anaerobios (Brucella/Schaedler / agar kanamicina-vancomicina / agar BBE).

- Medios liquidos de enriquecimiento: caldo BHI, caldo TSB o caldo tioglicolato. Este ultimo es el mas
indicado para el aislamiento de anaerobios. EI empleo de caldo de enriquecimiento sélo esta indicado en
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las muestras invasivas, en las que la carga bacteriana puede ser baja y las caracteristicas de obtencién
de la muestra obligan a apurar al maximo las posibilidades diagnodsticas. En las muestras no invasivas no
parece aportar ventajas y tiene el inconveniente de permitir el crecimiento de los microorganismos conta-
minantes de ciclo vital mas rapido, que no reflejan la situacién real de la infeccion (NE-B; GR-2).
- Las condiciones de incubacion son las siguientes:

- Agar chocolate, agar sangre, agar CNA: atmdsfera humeda con 5-7% CO, ,35°C

- Agar MacConkey: atmodsfera aerobia, 35°C

- Agar Sabouraud: aerobia, 30°C

- Agar Brucella/ Schaedler/Columbia/agar FAA (medio recomendado por EUCAST): anaerobiosis, 35°C.

Tanto los medios de cultivo sdlidos como los medios de cultivo liquidos se leen diariamente, salvo en el
caso de los medios incubados en anaerobiosis, cuya primera lectura no puede realizarse hasta pasadas
un minimo de 48 horas de incubacién.

En los cultivos semicuantitativos y cuantitativos, el recuento de colonias se realiza a las 48 horas de incu-
bacion. Los medios de cultivo para aerobios se incuban 48 horas cuando se trata de muestras no invasivas
y al menos 4 dias cuando se trata de muestras invasivas (hasta 7 dias en el pie diabético). Los medios
de cultivo para anaerobios se incuban durante 5 dias. Los medios liquidos de enriquecimiento se incuban
durante un minimo de 5 dias. Cuando se observa turbidez, se realiza un subcultivo a medios sélidos en las
siguientes situaciones:

a) Si en los medios solidos se aislan <3 morfotipos bacterianos diferentes, se revisa la tinciéon de Gram
buscando morfotipos que no se hayan visualizado en las placas y, si se observan, entonces se realiza un
subcultivo. Los medios para realizar el subcultivo se eligen en funcién de lo observado en la tincion de
Gram; b) si en las placas originales no se observa crecimiento; c) siempre que para el cultivo de la muestra
solo se haya inoculado caldo de enriquecimiento, como en el caso de fragmentos 6seos.

Figura 15. Arriba: Cultivo por el método de los 4 cuadrantes en agar chocolate. Abajo: Cultivo semicuanti-
tativo de muestra de quemadura en agar chocolate.
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3.5.

Debemos considerar la valoracion de los cultivos en funcion de una serie de datos: los aportados por la
informaciodn clinica, los datos del tipo de muestra y su procesamiento, los resultados de la tincion de Gram
y el tipo de cultivo realizado en calidad y cantidad. Desde hace muchas décadas, la tincion de Gram ha
sido considerada una herramienta util para valorar como interpretar el resultado de los cultivos aplicando
el indice Q desarrollado por Bartlett en 1974 (73,74). En muestras de heridas cronicas, la tincion de Gram
aplicando el indice Q ha sido valorada como herramienta eficaz para no procesar muestras de exudados
de escasa calidad (indice Q=0, ver tabla 3) y para evaluar las consecuencias derivadas de su aplicacion
tanto en la evaluacion del ahorro en la carga de trabajo y el gasto del laboratorio como en la prescripcion o
no de tratamiento antibioético y la duracién del mismo (74). Por tanto, es necesario organizar una seccién de
preanalitica con personal adiestrado para visualizar la tincién de Gram y un facultativo que valide o anule
el procesamiento de la muestra previa informacion al clinico peticionario. Sin embargo, la observacion de
cocos grampositivos en racimos o en cadenas, se deben informar lo antes posible. Ademas, segun el re-
sultado de la tincion de Gram, se puede indicar la realizacion de procedimientos adicionales a la rutina de
trabajo (inoculacion de la muestra en medios especiales, incubar los medios en determinadas condiciones
o prolongar la incubacion).

Los resultados de la tincion, especialmente cuando la muestra se considera critica, se deben informar con
rapidez. La observacion de microorganismos dentro de los leucocitos es patognomodnica de infeccién por
dichos microorganismos. El indice Q se puede aplicar a todo tipo de heridas abiertas, ya que ha demostra-
do que permite estandarizar y optimizar el procesamiento de muestras de todo tipo de heridas (tabla 3). La
presencia de microorganismos en la extension de Gram de las muestras recogidas para cultivo semicuan-
titativo o cuantitativo se debe informar, ya que se correlacionan con recuentos bacterianos significativos,
como se ha indicado anteriormente.

Tabla 3. Expresion de resultados de la tincién de Gram segun el indice Q (adaptado de Matkoski C, et al;
referencia. 73)

Células Epiteliales (-)
0 -1 -2 -3
0 3 0 0 0
| 3 0 0 0 (Jscore
E
2 3 | 0 0
g
3 3 2 1 0

0= no células; 1= 1-9 células/campo 10-20x; 2=10-24 células/campo 10-20x; 3=>24 células/campo 10-20x

Por otro lado, algunos laboratorios han aplicado otros métodos mas practicos, con criterios multicanal o multi-
flujo en funcién del resultado del cultivo y del numero de aislamientos del mismo, como el sistema Q234 (73)
que no requiere de cambios en los criterios de la tincion de Gram ni una validacion facultativa de la muestra,
siendo mas independiente y estructurado, informando todos los patégenos aislados, bien con identificacion de-
finitiva o s6lo morfoldgica. En este sistema, la presencia escasa o no, de mas de 3 patdgenos potenciales (PP)
en cultivo junto con microbiota normal variada, implica solo realizar identificacion morfolégica (descriptiva) sin
antibiograma. En caso de aislar un solo patégeno potencial o dos, se realiza en ambos casos identificacion
completa y antibiograma. Si se aislan en cultivo 3 patégenos potenciales (en recuento moderado o alto; es
decir, entre 10 y 20 colonias o mas a partir del tercer cuadrante), se revisa la tincién de Gram para ver la mor-
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fologia predominante y la celularidad y decidir cual de los aislados se identificara y realizara antibiograma

(figura 16).

Figura 16. Sistema Q234: flujo de interpretacion y trabajo.
PP: patdégeno potencial; IM: identificacidn morfoldgica; ID y ATB: identificacion y antibiograma (modificado
de Matkoski C, et al; referencia. 73).

Cultivo herida:

Determinarn® aislados PP

3pp

Revisar T. GRAM para
indicar trabajo posterior

>4 pp

ID + ATB

Y

PP

SOLO IM (no ATB)

Cada laboratorio en funcién de sus caracteristicas, personal y posibilidades, debe adoptar o crear su propio flujo de
trabajo con los criterios que se recomiendan, aplicando escalas de mayor o menor complejidad a la hora de evaluar
la tincién de Gram y los cultivos (tabla 4). Hay valoraciones de la tincion de Gram (NL: ausencia de leucocitos, LO
aislados leucocitos, L1 escasos leucocitos, L2 moderados leucocitos, AL: abundantes leucocitos), con C1 escasas
células epiteliales o C2 abundantes células) aplicables a todo tipo de cultivos (crecimiento escaso, crecimiento
moderado 1° y 2° cuadrante, crecimiento abundante 3° y 4° cuadrante), con infinidad de formas de describir el re-
sultado conjunto de ambas valoraciones de una forma practica y comprensible para el personal técnico que debe
desarrollar las tareas posteriores (subcultivos, identificacion de género y especie, pruebas de aglutinacién, antibio-
gramas, etc.) (NE-2, GR-1).

Tabla 4. Valoracion de la tincion de Gram y crecimiento segun técnica de cultivo y tipo de muestra (modifi-
cado de Buirillo A, et al; referencia 2).

TECNICA

DIAGNOSTICA

Tipo de
muestra

Tincion de Gram

Cultivo aerobio

Cultivo anaerobio

CUALITATIVO

No invasiva
hisopo

1) ML moderados 6 AL abundantes PMNs

con predomino de uno/dos morfotipos CGP o0 BGN ,
valorar cultivo significativo*

2) Si NL no o EL escasos PMNs

sin observar morfotipos, valorar cultivo**

3) EL o ML con varios morfotipos, valorar cultivo si
<=3 aislados***

si >3 probable contaminacién.

PP patdgenos potenciales: S. aureus, S. pyogenes,
S. agalactiae, BGN

Pseudomonas, Bacillus anthracis.

Contaminantes: difteroides, SCN, neisserias no
patégenas, estreptococos alfahemoliticos y no
hemoliticos. ****

Identificacion morfoldgica de Peptoestreptococcus
Clostridium sp.
BGN tipo Bacteroides, Prevotella y Fusobacterium

Invasiva
Biopsia, PAAF

Se informan todos los
morfotipos

Toma correcta sin
contaminacion superficial
ID+ATB de todos los mo
aislados

Toma correcta sin
contaminacion superficial
Identificacion morfoldgica
de todos los mo aislados

SEMICUANTITATIVO CUANTITATIVO

Exudados de herida crénica
hisopo, PAAF

Biopsia tejido, PAAF

1) ML moderados 6 AL abundantes PMNs

con predomino de uno/dos morfotipos CGP o0 BGN ,
valorar cultivo significativo*

Visén mo => 10° ufc/g significativo

2) Si NLno o EL escasos PMNs

sin observar morfotipos, valorar cultivo**

3) EL o ML con varios morfotipos, valorar cultivo si <=3
aislados***

si >3 probable contaminacion.

Visién mo =>10° ufc/g
signifiativo

Hacer recuento n en placa de un

unico morfotipo con aislamiento

entre 3-300 ufc

Calculo : n x 5 x 10/100/1000
Peso biopsia

Significativo de infeccion si

célculo =>10° ufc/g

ID+ATB de todos los mo aislados

en los cuadrantes 32y 42 que se correlacionan con
cargas bacterianas de

=>10* ufc/g (3C) y =>10° ufc/g (4C)

Significativo

Identificacion morfoldgica de los mo aislados en recuento similar a los aerobios
1D+ ATB de especies de Clostridium en recuento significativo

*Valorar localizacién, sospecha de infeccién y aislamientos previos;** Valorar inmunodepresién o antibidtico previo y si cultivo negativo valorar bacterias con

deficiencias nutricionales o anaerobias o micobacterias; *** Valorar datos clinicos y especies aisladas, correlacionar con la microbiota local; NL: No leucocitos;

EL: escasos leucocitos; ML: moderados leucocitos; AL: abundantes leucocitos; CGP: cocos grampositivos; BGN: bacilos gramnegativos; ID+ATB: identificacion

y antibiograma; mo: microorganismos; ufc: unidades formadoras de colonias. **** Existen excepciones con enterococos, estreptococos y otros (ver texto).
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Cualquier aislamiento que pueda tener significado clinico y pueda reconducir la actitud terapéutica frente al
enfermo se debe informar con la mayor rapidez y a ser posible mediante informes provisionales. En muestras
de buena calidad, cuando los microorganismos observados en la tincion de Gram concuerdan con los aisla-
dos en el cultivo, se valora el aislamiento de hasta 3 patdégenos potenciales, a los que se realiza identifica-
cién a nivel de género y especie y determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos. Se valora siempre
el crecimiento de microorganismos considerados esencialmente patdgenos como S. aureus, estreptococos
beta-hemoliticos, P. aeruginosa y Bacillus anthracis. El aislamiento de enterobacterias y de otros bacilos gram-
negativos no fermentadores se considera significativo cuando se aisla un nimero de especies <3, y siempre
que la muestra sea de buena calidad. Cuando se aislan en numero >3 y la muestra no esta bien recogida, se
identifican morfolégicamente y se informan como microbiota mixta gramnegativa. Tienen valor los aislados de
enteropatégenos como Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp., Campylobacter spp. aislados rara vez en
este tipo de muestras. Entre los microorganismos oxidasa positivos son valorables los aislados de Aeromonas
spp., Plesiomonas spp., Vibrio spp. y los pigmentados Chromobacterium violaceum y Sphingobacterium spp.

Se consideran microbiota habitual los difteroides, estafilococos coagulasa-negativos, especies del género
Neisseria no patégenas y estreptococos alfa- y no-hemoliticos. No obstante, existen excepciones, tal y como
se ha mencionado anteriormente. El aislamiento de estreptococos del grupo viridans y de Enterococcus spp.
se considera significativo cuando se aislan de muestras invasivas en cultivo puro o claramente predominante y
la tincion de Gram sugiere su implicacion. La identificacion de los anaerobios se hara solo a nivel de morfotipos
bacterianos, segun la tincion de Gram, en Peptostreptococcus spp., Clostridium spp. y bacilos gramnegativos
pigmentados o no, de los géneros Bacteroides, Prevotella 'y Fusobacterium. Con la excepcion de Clostridium
perfringens, el aislamiento de anaerobios se suele informar como microbiota mixta aerobia/anaerobia y la iden-
tificacion a nivel de género y especie se reserva para los aerobios. El aislamiento de Candida spp. se considera
significativo si esta en cultivo puro o en muestras invasivas tomadas correctamente de zonas habitualmente
estériles.

En casos de cultivos sin aislamientos, se informara con resultado “Cultivo negativo” o “No se aislan mi-
croorganismos”, especificando los dias (5, 7, 10 o 14) que han estado en incubacion. Se procedera del
mismo modo con los medios de enriquecimiento. En cultivos con aislamiento de mas de tres especies,
sin predominio de ninguna, en funcion de las mismas, el resultado se informara como “Microbiota mixta
polimicrobiana aerobia y anaerobia” o “Microbiota mixta gramnegativa” o “Microbiota grampositiva habitual
de piel”. Es recomendable (NE-3 GR-2) si la muestra se ha recogido en condiciones inadecuadas o es de
mala calidad agregar un comentario solicitando nueva muestra e insistiendo en realizar una buena limpie-
za previa de la zona y si procede realizarla con un método de toma invasivo o semi-invasivo.

En la figura 17 transcribimos otra forma practica de valorar los cultivos e informar los resultados en funcion
de la visualizacion del Gram, la calidad de la muestra y la calidad y cantidad de los cultivos, modificado del
Manual de Microbiologia de la American Society for Microbiology (ASM)(56).

Es muy importante mantener un contacto permanente con el clinico peticionario. Para ellos, nuestros resul-
tados son la prueba definitiva de la presencia de infeccion (56). Hay que recordar que hay infinidad de pa-
tologias de base que afectan a los pacientes con heridas cronicas y a veces un resultado negativo no es un
fracaso del laboratorio sino un éxito en el diagndstico diferencial de otros procesos. El laboratorio debe ser
estricto en la valoracion microbiologica de los aislados (tabla 5) ya que la emision de un informe con el aisla-
miento (identificacion) y perfil de sensibilidad o antibiograma de uno o mas microorganismos, se interpretaria
como diagnéstico de infeccion, provocando una actitud clinica a favor de la administracion de tratamiento
antimicrobiano de forma innecesaria (74,75).

Este es uno de los retos mas dificiles a conseguir a través de la intervencion del microbidlogo clinico, el
cambio de mentalidad en la prescripcion de antibidticos en este tipo de infecciones de heridas cronicas,
objetivo integrado dentro de los programas PROA. Pueden ser intervenciones de escaso impacto en la
prescripcion, pero de un significativo valor para el papel de la enfermeria especializada en el cuidado de
este tipo de lesiones, donde la higiene en sus diversas etapas (limpieza, desbridamiento, refrescamiento
de los margenes y adecuado uso de apédsitos) debe ser el elemento clave (76,77).
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Figura 17. Evaluacion inicial de los cultivos de herida positivos para microorganismos aerobios (adaptado
de Carson JA, et al; referencia 56).

Vision de bacterias en Gram
Sin crecimiento en placas.

S Buscar crecimiento en placas de anaerobios

Reincubar cultivos
Inoculacién de medios especiales

Una sola morfologia en las placas

)

placas de anaerobios antes de evaluar
el cultivo.

! Gram, pero no crece, buscar en las

Si solo crece en el primer cuadrante,

) Microbiotia de piel (difteroides, coag neg), S. viridans, o
pero estd en el Gram; o se ve en el

Identificar microorganismo y AB
Informe provisional si la muestra es invasiva

1. Larecogida de la muestra es invasiva

(Valoracion en medios selectivos)

2. La muestra esta bien recogida y el microorganismo se ve

: enterococo se informan si:
: en el Gram o se aisla en varias muestras

Varias morfologias en cultivos aerobios = |dentificar patégenos claros siempre e informar

Para otros microorganismos:

1. En muestra de mala calidad**, informacion de la

microbiota, como Microbiotia habitual

2. En muestra de buena calidad* o recogidas de forma

invasiva:

a. Si>2 microorganismos, excluyendo flora de piel,
informacion minima y guardar placas

b. Identificar uno o dos patégenos predominantes
con antibiograma y de los no predominantes
minima identificacion. Guardar placas.

*Muestras de buena calidad: con PMNs en Gram o historia de diabetes o inmunodepresién
**Muestras de mala calidad: con moderadas o abundantes células epiteliales escamosas en el Gram o sin PMNs

Tabla 5. Informacion de cultivos mixtos polimicrobianos. Ejemplos de valoracién para antibiograma (adap-
tada de Bowler PG, et al; referencia 1).

Datos clinicos y

Analisis

Ejemplos de diferentes muestras enviadas con cultivo mixto polimicrobiano

Ejemplo 1

Ejemplo 3

Ejemplo 4

Signos clinicos de infeccién

Mal olor

PMNs en T. GRAM

Bacterias en T. GRAM

Bacterias en cultivo

S. aureus

P. aeruginosa

Estreptococos
betahemoliticos

Peptostreptococcus spp.

Clostridium spp.

Anaerobios GN pigmentados

Anaerobios GN no pigmentados

Ninguno

1+

3+ BGN

1+

| Ejemplo 2

Dolor, inflamacién, exudado
verdoso

Dolor, fiebre, exudado purulento

4+

3+

3+BGN, BGP

1+

Ninguno

No m.o.

1+ SBH grupo A

1+

Informe microbiolégico

Moderado crecimiento de flora
mixta aerobia y anaerobia,
incluyendo S. aureus. No ATB*

Moderado crecimiento de S.
aureus y P. aeruginosa, con su ATB

Crecimiento moderado-
abundante de flora mixta aerobia y
anaerobia, inclyendo S. aureus*.
No ATB. Se aconseja usar
antibidticos con cobertura aerobia
y anaerobia

Ligero crecimiento de flora mixta
aerobia y anaerobia, incluyendo S.
pyogenes. No ATB. Signos precoces
de infeccién.

* En caso de S. aureus, descartar resistencia a meticilina (por motivos epidemiolégicos); BGN: bacilos gramnegativos; BGP:

bacilos grampositivos; 1+ crecimiento escaso; 2+ moderado; 3+ abundante; ATB antibiograma; SBH estreptococo beta-hemolitico.
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3.6.

1. La tincion de Gram de muestras invasivas o semi-invasivas y en solicitudes del clinico que asi lo hagan
constar, es una técnica rapida que se debe realizar e informar lo antes posible y transmite una informacion
preliminar de utilidad.

2. Hay pruebas rapidas de diagnéstico preliminar que orientan sobre el género bacteriano de los aislados
en cultivo (catalasa, oxidasa, coagulasa) que luego se puede confirmar mediante identificacion definitiva por
MALDI-TOF.

3. Se ha demostrado que la presencia de heridas crénicas en residentes en centros sociosanitarios o
unidades especiales de hospitalizacion, especialmente las Ulceras por presiéon (78), son un factor de
riesgo absoluto para la presencia de bacterias resistentes a multiples antibidticos especialmente SAMR.
Por ello, en estas muestras, es de interés epidemioldgico poder utilizar medios cromogénicos especifi-
cos, técnicas inmunocromatograficas, métodos colorimétricos o técnicas rapidas de PCR comerciales
automatizadas para la deteccién de genes de resistencia especialmente para SARM y enterococos
resistentes a vancomicina, y para bacilos gramnegativos portadores de carbapenemasas.

4. La aplicacion directa sobre muestras de tejido de heridas crénicas, de técnicas de secuenciacion del
16S ADN ribosémico, ha producido controvertidos resultados en comparaciéon con el cultivo, debido a la
mayor sensibilidad de la PCR. Sin embargo, aplicando criterios cuantitativos a la deteccion molecular,
se puede interpretar que a mayor contenido bacteriano, mayor probabilidad de que la bacteria se aisle
en cultivo, y a mayor abundancia de taxones detectados por PCR mayor probabilidad de significacion
clinica (79). La utilizacién rutinaria de estas técnicas detecta gran parte de la microbiota de la herida
crénica y su papel en la biopelicula y en el retraso del cierre de la misma esta lleno de interrogantes por
lo cual no se recomienda su uso rutinario (NE-3, GR-3).

5. La aplicacién indirecta de biomarcadores, escalas clinicas o directa sobre la herida crénica de
otros métodos como los métodos de imagen de la fluorescencia bacteriana (80), para verificar o no la
presencia de infeccion, aunque muy desarrollados y coste-efectivos, requieren de mayor nimero de en-
sayos comparativos con las técnicas estandar, para poder realizar una recomendacién favorable (77,80)
(NE-3, GR-3).
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir el diagndstico microbioldgico en las infecciones de Ulceras croé-
nicas, tanto Ulceras vasculares como Ulceras por presion. Se detalla el tipo de muestra, su procesamiento
en el laboratorio y los criterios de interpretacion.

2. FUNDAMENTO

La infeccion es una complicacion frecuente en pacientes con Ulceras vasculares y ulceras por presion
constituyendo una de las principales causas de morbimortalidad. La susceptibilidad a la infeccion es multi-
factorial y se ve favorecida principalmente por la destruccion de la barrera mecanica, una inmunidad celular
inmediata deprimida casi desaparecida y por la contaminacion y colonizacion bacteriana frecuente de estas
heridas procedente de piel, orina, o heces.

El cultivo microbioldgico ha de ser valorado junto con el estado clinico de la Ulcera y se debe realizar sola-
mente si existe sospecha clinica de infeccion, ya que, en ausencia de ésta, la presencia de microorganis-
mos indica colonizacion en la mayoria de los casos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lépez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transporte
y procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 1b. Sanchez Romero Mi
(coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (edi-
tores). Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017

2. Carson JA. Wound cultures, 3.13. En: Leber A. ed. Clinical Microbiology Procedures Handbook 4th
edition. ASM Press, Washington DC 2016, pp. 1-20.

4. MUESTRAS
4.1. VOLANTE DE PETICION

Toda solicitud microbioldgica deberia contener los siguientes puntos: informacion demografica del paciente
(nombre y apellidos, numero de historia clinica y de identificacion personal, fecha de nacimiento y sexo), nom-
bre y apellidos del médico peticionario, servicio solicitante, datos referentes a la muestra (fecha y hora de la
toma, tipo y localizacion anatdmica), tipos de pruebas a solicitar, tratamiento antimicrobiano previo, enfermedad
de base, juicio o sospecha clinica, numero de peticion identificativo de la muestra o localizador de la misma
(solicitud electronica).

4.2. RECOGIDA DE LA MUESTRA
La recogida de una muestra adecuada es determinante para que el diagndstico microbioldgico sea util. La

toma de los tejidos debe incluir los agentes implicados en la infeccion y evitar el material superficial que puede
reflejar tan solo la colonizacion por microbiota. Las opciones disponibles son la recogida con torunda o hisopo,

la aspiracion percutanea y la biopsia.
)
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4.2.1 Hisopo: antes de la toma de muestra, eliminar el tejido desvitalizado y lavar la superficie de la herida con
suero fisiologico. Existen fundamentalmente tres técnicas (ver documento cientifico):

- Técnica rotacional centripeta de Essen, sin tocar los bordes de la herida y tras liberar la base de esfacelos.

- Técnica de Levine: consiste en la rotacion de un hisopo sobre un area de 1 cm?, con presién suficiente para
extraer fluido desde dentro del tejido de la herida.

- Técnica en zig-zag: desplazamiento con rotacion del hisopo por 10 puntos a través de todo el lecho de la he-
rida, sin tocar esfacelo ni los bordes de la lesion.

La técnica de Levine parece tener mejor rendimiento ya que se extrae muestra tanto de la superficie como del
interior de la herida, ademas en heridas pequefias es dificil lograr diez puntos de contacto. En heridas grandes
se recomienda realizar la técnica de Levine en diferentes areas. Es importante evitar el sangrado. En el caso de
heridas muy secas, se recomienda impregnar la torunda en suero salino estéril antes de la toma.

4.2.2. Aspiracion percutanea con aguja fina: se puede utilizar en casos de celulitis, tejido muy necrosado
en la base e incluso si el tejido subyacente incluido hueso esta friable, licuado. Se recomienda aspirar de zonas
profundas. En procesos no supurados instilar 0,5 ml de suero fisiologico estéril, inyectandolo y aspirandolo
nuevamente con la jeringa. Quitar la aguja y tapar la jeringa con el obturador. Requiere desinfeccion de la piel y
limpieza con suero fisioldgico antes de realizarse.

4.2.3. Biopsia: biopsia con sacabocados (Punch): se realiza utilizando un bisturi de forma circular. El ins-
trumento se rota sobre la piel, penetrando todas las capas (epidermis, dermis y parte de la hipodermis) y se
obtiene una muestra tisular cilindrica.

4.2.4. Otras muestras. En enfermos con infeccion grave o repercusion sistémica se recomienda extraer he-
mocultivos.

4.3. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA MUESTRA

Las muestras recogidas para estudios microbiolégicos deben enviarse lo mas rapido posible al laboratorio
de Microbiologia, preferiblemente en las dos horas posteriores a la toma.

Las torundas o hisopos se enviaran en medio de transporte especifico. A las biopsias incluidas en contene-
dores estériles se les afiadiran unas gotas de suero salino estéril para prevenir la desecacion. Si se demora
el transporte, se debe evitar envolver las biopsias en gasas secas. Los aspirados percutaneos se enviaran
en la propia jeringa a la que se le habra quitado la aguja y se habra tapado con el obturador.

Las muestras se podran transportar a temperatura ambiente y en caso de no poder ser procesadas inme-
diatamente y el transporte se demora 24 horas, se deben mantener refrigerarlas (2-8°C) hasta su proce-
samiento, aunque ello suponga perder viabilidad de los microorganismos anaerobios. Las jeringas con la
aguja insertada no deben aceptarse por el riesgo bioldégico que suponen.

4.4 INCIDENCIAS Y CRITERIOS DE RECHAZO

Cualquier incidencia debera ser registrada, siendo las mas frecuentes:
- ldentificacioén incorrecta: no se aceptara una muestra sin identificar, mal identificada o en la que no
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coincidan el numero de peticién con el de la muestra.

- Muestras derramadas: no se aceptaran muestras claramente derramadas y se procedera como en el
caso anterior solicitando una nueva muestra.

- Transporte/conservacion inadecuados: si no se cumplen los requisitos para el transporte de muestras
en el contenedor adecuado y en las condiciones necesarias, se solicitara una nueva muestra.

- Tipo de muestra no adecuada para el estudio solicitado: si la muestra remitida no es adecuada para el
estudio solicitado, no se aceptara y se informara al servicio solicitante de la inadecuacion de la misma,
aclarando el tipo de muestra que se requiere.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

El laboratorio procesara la muestra en funcion de los protocolos de trabajo y de la informacion que aporta
el servicio solicitante sobre la muestra y el paciente.

La frecuencia de aislamiento de microbiota polimicrobiana en este tipo de muestras y la posibilidad de aislar
microorganismos de dificil crecimiento hace necesaria una buena eleccion de los medios de cultivo: agar
sangre, agar chocolate, agar MacConckey/agar CNA (optativos), agar Sabouraud, agar para anaerobios
(Brucella/Schaedler / agar kanamicina-vancomicina / agar FAA). Caldos de enriquecimiento: caldo BHI,
caldo TSB o caldo tioglicolato.

Colorantes para la tincién de Gram.

6. APARATOS Y MATERIAL

- Cabina de seguridad biolégica

- Hojas de bisturi estériles, placas de Petri estériles

- Pinzas estériles

- Asas de siembra estériles

- Sistema para homogeneizacion de muestras (morteros, sistema de bolas, Stomacher)
- Jarras de incubacion (5-7% CO2, anaerobiosis)

- Estufa de 30-35°C

7. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA
Recomendable biopsia de tejido profundo. Si no fuera posible procesar hisopos de varias zonas.
7.1. PRETRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El pretratamiento de las muestras se recoge en el apartado 7.2. del documento técnico PNT-RTPM-01
del Procedimiento en Microbiologia n°® 1b de la SEIMC (2017) sobre recogida, transporte y procesamiento
general de las muestras en el laboratorio de Microbiologia (https://seimc.org/contenidos/documentoscien-
tificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia1b.pdf), asi como en el documento
cientifico del presente procedimiento, apartados 3.4.1 al 3.4.4. No obstante, deben senalarse los siguientes
aspectos:

- Las muestras de tejido de gran tamafio no precisan trituracion, se debe fraccionar la muestra con bisturi
y realizar una impronta con el borde de la muestra recién cortado en los medios de cultivo, empezando
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por la placa de anaerobios y finalizando con la extension sobre porta para la tincion de Gram (esto es re-
comendable si existe sospecha de presencia de hongos filamentosos, muy infrecuente en las infecciones
de ulceras cronicas). En la actualidad, por regla general, es aconsejable homogeneizar las muestras con
sistemas manuales, semiautomaticos o automatizados descritos en el apartado 3.4.1 del documento cien-
tifico del presente procedimiento.

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

- En el caso de fragmentos 6seos o tejido duro pueden inocularse directamente en caldo de enriqueci-
miento o si hay fragmentos de tejidos blandos se procede a separarlos del tejido duro sometiéndolos a
sonicacion previa en buffer PBS.

- Siempre que las condiciones de trabajo lo permitan se debe conservar una alicuota de la muestra original
por si son necesarios estudios complementarios.

7.2. INOCULACION DE LA MUESTRA

Ver los apartados 7.2.2. y 7.2.3., del documento técnico PNT-RTPM-01 del Procedimiento en Microbiolo-
gia n° 1b de la SEIMC (2017) sobre recogida, transporte y procesamiento general de las muestras, antes
indicado, y el apartado 3.4.2 del documento cientifico del presente procedimiento.

7.2.1. Cultivo a partir de torundas: respecto a las muestras recibidas en torundas, que es la opcidon me-
nos deseable, si solo se recibe una en medio de transporte semisolido, se introduce en 1-2 ml de caldo, se
realiza una agitacion y se exprime todo el contenido de la torunda. Si el medio de transporte es liquido se
procedera a agitar en vortex antes de la siembra. De ahi con una pipeta estéril se inocularan las placas de
cultivo y las extensiones. Alternativamente puede usarse la torunda para inocular directamente las placas,
rotandola varias veces en uno de los cuadrantes de la placa. Si se envian dos torundas, utilizar una para
realizar las extensiones para la tincion de Gram y la otra para los cultivos. Se debe realizar siempre primero
el cultivo anaerdébico, e inocular los medios del menos selectivo al mas selectivo.

Los cultivos cualitativo y semicuatitativo se describen en el apartado 3.4 del documento cientifico del pre-
sente procedimiento.

7.2.2. Muestras obtenidas mediante jeringa y aguja: se inoculan 2 6 3 gotas en uno de los cuadrantes
de cada placa de medio de cultivo, realizando estrias mediante un asa estéril por todos los cuadrantes de
la placa. Ademas, se inoculan unas gotas de la muestra en un caldo de cultivo. Por ultimo, se prepara la
extension sobre porta para tincién de Gram.

7.2.3. Muestras de biopsias y tejidos: se homogeneizaran previamente en 1-2 ml de caldo de enri-
quecimiento durante 30 segundos y se inoculara 0,1 ml del homogeneizado en los medios de cultivo y
posteriormente se realizara la extensidon sobre porta para tincion de Gram. La forma éptima de eleccion
para procesar la muestra de biopsia es el cultivo cuantitativo, aunque para muestras de biopsias profundas
tomadas con técnica impoluta (como en casos de Ulceras diabéticas) se aceptan cultivos cualitativos.

7.3 CONDICIONES DE INCUBACION

- Agar MacConkey, (atmodsfera aerobia, 35°C): 48 horas.

- Agar Sabouraud (aerobia, 30°C): 72 horas, aunque puede prolongarse la incubacion hasta 7 dias si no
hay crecimiento en los tres primeros dias.

- Agar chocolate, agar sangre, agar CNA (atmosfera hiumeda con 5-7% CO3, 35°C): 48 horas.

3 ]
39 ;e|mc




DOCUMENTO TECNICO

PNT-DMHC-01

Servicio / Unidad de Microbiologia Diagnostico microbioldgico de las infecciones de
) Ulceras vasculares y Ulceras por presion
Hospital.......ooooiii Edicién N° 01 Pagina 6 de 8

- Agar Brucella/ agar Schaedler/agar Columbia/agar KV (anaerobiosis, 35°C): 5 dias.
- Caldo de enriquecimiento (atmdsfera ambiente, 35°C): 10 dias
- Leer las placas y el caldo diariamente

7.4 LECTURA DE LOS CULTIVOS E IDENTIFICACION DE MICROORGANIMOS

7.4.1. Valoracion microbioldgica de los cultivos cualitativos: se inicia con la evaluacion de la tincidn de
Gram vy, tras la incubacion, se procede a la valoracién de los aislamientos en los medios de cultivo.

La tincion de Gram orienta sobre la calidad de la muestra en funcidn de la presencia de polimorfonucleares
(buena calidad) y de células epiteliales (mala calidad).

Cuando la muestra es de buena calidad, se identifican y se realiza antibiograma de hasta 3 microorganismos
que se consideren patogenos potenciales. En determinados casos, como cuando se aisla Staphylococ-
cus aureus, aunque sea de muestras contaminadas de mala calidad, puede determinarse la sensibilidad a
oxacilina, si se considera necesario, en unidades especiales para el control epidemiolégico. Recordar que
se consideran potencialmente patdégenos los siguientes microorganismos: S. aureus, estreptococos beta-
hemoliticos, bacilos gramnegativos y Bacillus anthracis.

En el caso de muestras invasivas (biopsias y tejidos), cuando se procesan de manera cualitativa, y siempre
que la toma se haya realizado de manera correcta sin contaminacion superficial, se informan todos los morfo-
tipos observados en la tincion de Gram y se valoran (identificacién y antibiograma) todos los microorganismos
aislados.

7.4.2. Valoracion microbiolégica de los cultivos semicuantitativos: se inicia igualmente con la evaluaciéon
de la tincion de Gram vy, tras la incubacion, se procede a la valoracién de los aislamientos en los medios de cul-
tivo. El recuento semicuantitativo de una herida cronica si se ha sembrado segun el método de los 4 cuadrantes
(aplicado originalmente en quemaduras) se realiza como sigue: si se observa crecimiento en el primer cuadran-
te, se correlaciona con un recuento de 2102 ufc/g; si se observa en el segundo cuadrante, se correlaciona con
un recuento de =210 ufc/g; si se observa crecimiento en el tercer cuadrante, se correlaciona con un recuento de
=10° ufc/g, vy, si se observa en el cuarto cuadrante, se correlaciona con un recuento de =108 ufc/g. Se valoran
(identificacion y antibiograma) unicamente los microorganismos que se recuperen en recuento significativo, es
decir, crecimiento en el tercer y cuarto cuadrante y siempre que sean un maximo de 3 microorganismos (ver
apartado 3.5. y tabla 4 del documento cientifico del presente procedimiento). En ambos casos, los anaerobios
se identifican solo a nivel de morfotipos bacterianos, como se ha mencionado anteriormente.

7.4.3. Valoracion microbiologica de los cultivos cuantitativos: |a valoraciéon microbioldgica de los culti-
vos cuantitativos de muestras invasivas (biopsias y tejidos) se inicia, igualmente, con la evaluacion de la tin-
cidon de Gram vy, tras la incubacion, se procede a la valoracion de los aislamientos en los medios de cultivo.
La presencia de microorganismos en el Gram directo se correlaciona con =10° ufc/g de tejido.

El recuento cuantitativo se obtiene a partir de la placa de recuento en la que se observe un crecimiento de entre
30 y 300 colonias de, al menos, un unico morfotipo. Para realizar el recuento bacteriano, hay que observar en
qué dilucion de las sembradas se corresponde con un crecimiento de colonias entre 30 y 300. Se debe multi-
plicar el nimero de colonias en la placa x 5, factor de dilucién del homogeneizado original, y por la diluciéon de
la placa (1/10, 1/100, 1/1000) y dividirlo por el peso de la biopsia.
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8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Los cultivos cualitativos evalian la microbiota presente en las heridas con infeccion clinica o que no cicatrizan
adecuadamente. Proveen informacion sobre la diversidad de especies bacterianas existentes y sobre la posi-
bilidad de sinergia entre ellas. Se ha visto que la presencia de microbiota polimicrobiana en una herida tiene
mas importancia en si que la presencia de un determinado patégeno, ya que esta microbiota mixta aerobia-
anaerobia determina el desarrollo de sinergia entre los distintos microorganismos, lo que facilita el desarrollo
de biopeliculas y la posterior infeccion. Los cultivos semicuantitativos y cuantitativos ofrecen informacion
acerca de la densidad o carga bacteriana de la herida. Si se asume que la microbiologia de una herida, en
términos cualitativos, permanece constante, se ha visto que la probabilidad de infeccion aumenta a medida
que la carga bacteriana aumenta, hasta un dintel critico en el que muchos autores consideran que la infeccion
o la ausencia de cicatrizacion seran inevitables. Estos aislados pueden encontrarse desde el principio repre-
sentando simple colonizacién o “contaminacion”.

El aislamiento de enterobacterias y de otros bacilos gramnegativos no fermentadores se considera significa-
tivo cuando se aisla un numero de especies < 3, y siempre que la muestra sea de buena calidad. Cuando se
aislan en numero >3 y la muestra no esta bien recogida, se identifican morfolégicamente y se informan como
microbiota mixta gramnegativa.

El aislamiento de levaduras inicialmente se considera como microbiota comensal.

Como ya se ha mencionado, la identificacion de los anaerobios se hara solo a nivel de morfotipos bacteria-
nos, segun el resultado de la tincion de Gram. El aislamiento de anaerobios se informa como microbiota mixta
aerobia-anaerobia, con la excepcidn de Clostridium perfringens. La identificacion a nivel de género y especie
y la determinacién de la sensibilidad a los antimicrobianos se reserva para los aerobios.

9. RESPONSABILIDADES

- El proceso de recogida de la muestra es responsabilidad del servicio solicitante o del laboratorio de Micro-
biologia segun donde se realice la toma de la muestra.

- La informacion sobre las normas de recogida, transporte y conservacion de las muestras es responsabilidad
del laboratorio de Microbiologia de cada centro o sector sanitario correspondiente.

- En el area de preanalitica del laboratorio se realizara la recogida y el procesamiento de muestras, que in-
cluye la recepcion, identificacion, etiquetado y distribucion de las muestras, rechazo de las muestras remitidas
en condiciones defectuosas, incidencias y adopcion de medidas correctoras. La muestra pasa a la seccion
correspondiente para su procesamiento, confirmando su recepcion e informacion por parte del facultativo
responsable.

- Personal técnico: valoracion de la tincién de Gram, realizacion de las técnicas microbiolégicas de identifica-
cion y determinacion de la sensibilidad antibiética. Registro de resultados.

- Facultativo responsable: valoracién de la tincion de Gram, lectura de los cultivos y determinacion de los
microorganismos a valorar, supervision del trabajo del personal técnico, adopcion de medidas correctoras de
errores cometidos, firma del informe de resultados, interconsultas.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

La valoracion de los resultados depende en gran medida de indicaciones muy precisas acerca del tipo de
muestra (biopsia tejido, aspirado o hisopo) y de la localizacién anatémica y extension de la lesion.
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Debido al problema de la contaminacién-colonizacion frecuente de las Ulceras cronicas, y las dificultades para
practicar biopsias de tejido, se recomienda que la muestra sea un aspirado con jeringa o dos hisopos tomados
mediante técnica de Levine (GR-2). Ademas, seria aconsejable, especialmente en pacientes ingresados en
estas unidades especiales como lesionados medulares y centros sociosanitarios, utilizar técnicas rapidas para
la deteccion de determinantes de resistencia en aislados de S. aureus y Pseudomonas spp., y despistaje de
infecciones por hongos levaduriformes, para el ajuste precoz del tratamiento empirico.

11. LIMITACIONES AL PROCEDIMIENTO

No se deben tomar muestras si no existe evidencia clinica de infeccidon, a no ser que sea como parte de un
protocolo de vigilancia epidemiolégica de colonizacion por microorganismos multirresistentes.

El tratamiento antimicrobiano topico o sistémico previo a la obtencién de la muestra pueden alterar los re-
sultados de los cultivos.

Es imprescindible evidenciar la presencia de signos clinicos de infeccién en la Ulcera ya que, en ausencia
de infeccion clinica, la presencia de microorganismos en muestras superficiales indica en la mayoria de los
casos colonizacion con microbiota de la piel. Se debe seleccionar el lado de la lesién con mayor presencia
de tejido de granulacién y ausencia de esfacelos.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir el diagndstico microbiolégico en las infecciones de quemaduras.
Se detalla el tipo de muestra, su procesamiento en el laboratorio y los criterios de interpretacion.

2. FUNDAMENTO

La infeccion es la complicacion mas frecuente en los quemados constituyendo una de las principales cau-
sas de morbimortalidad. La susceptibilidad a la infeccion es multifactorial y se ve favorecida principalmente
por la destruccion de la barrera mecanica, una inmunidad celular inmediata deprimida y por la translocacion
bacteriana por dafo en las mucosas.

El cultivo microbiolégico ha de ser valorado junto con el resultado histolégico y se debe realizar sélo si
existe sospecha clinica de infeccion, ya que, en ausencia de ésta, la presencia de microorganismos indica
en la mayoria de los casos colonizacion de la quemadura con microbiota de la piel.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lépez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transporte
y procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 1b. Sanchez Romero Mi
(coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (edi-
tores). Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017.

2. Alados Arboledas JC, Gomez Garcia de la Pedrosa E, Leiva Ledn J, Pérez Saenz JL, Rojo Molinero E.
Seguridad en el laboratorio de Microbiologia Clinica. 10a. Pérez Saenz JL (coordinador). Procedimien-
tos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton Moreno R (editores). Sociedad Espanola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2014.

4. MUESTRAS

4.1. VOLANTE DE PETICION

Toda solicitud analitica deberia contener los siguientes puntos: filiacion, datos administrativos/demograficos
del paciente (nombre y apellidos, nimero de historia clinica y de identificacion personal, fecha de nacimiento y
sexo), nombre y apellidos del médico peticionario, servicio solicitante, datos clinicos relevantes, datos referen-
tes a la muestra (tipo y localizacién anatémica), terapéutica seguida, tipos de pruebas a solicitar, asi como el
numero de peticion identificativo de la muestra o el localizador de la misma (solicitud electronica).

4.2. RECOGIDA DE LA MUESTRA

Ver apartado 3.1 del documento cientifico del este procedimiento.

La recogida de una muestra adecuada es determinante para que el diagndstico microbioldgico sea util. La toma
de los tejidos debe incluir los agentes implicados en la infeccién y evitar el material superficial que puede reflejar
tan solo la colonizacién por la microbiota. Las opciones disponibles son la recogida con torunda o hisopo, la
aspiracion percutanea y la biopsia.

4.2.1 Hisopo: antes de la toma de muestra, eliminar el tejido desvitalizado y lavar la superficie de la herida

con suero fisiolégico. En quemaduras, la toma de muestra ante la sospecha de infeccion, mediante hisopo
es un recurso de ultima eleccion, por lo que se desaconseja, por su bajo rendimiento y alta probabilidad de
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contaminacion.

4.2.2. Aspiracion percutanea con aguja fina: se puede utilizar en casos de celulitis, tejido muy necrosado
en la base e incluso si el tejido subyacente incluido hueso esta friable, licuado. Se recomienda aspirar de zo-
nas profundas. En procesos no supurados instilar 0,5 ml de suero fisiologico estéril, inyectandolo y aspirandolo
nuevamente con la jeringa. Quitar la aguja y tapar la jeringa con el obturador. Requiere desinfeccién de la piel
y limpieza con suero fisioldgico antes de realizarse.

4.2.3. Biopsia:

- Biopsia con sacabocados (Punch): se realiza utilizando un bisturi de forma circular. El instrumento se rota
sobre la piel, penetrando todas las capas (epidermis, dermis y parte de la hipodermis) y se obtiene una muestra
tisular cilindrica.

- Biopsia incisional: limpiar previamente la superficie de la quemadura y realizar dos incisiones paralelas en
la piel de aproximadamente 1 o 2 cm de longitud, separadas 1,5 cm. Posteriormente, con bisturi y pinzas esté-
riles, se obtendra una muestra lo suficientemente profunda como para llegar hasta el tejido viable.

4.2.4. Otras muestras. En enfermos con infeccion grave o repercusion sistémica se recomienda extraer
hemocultivos.

4.3. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA MUESTRA

Las muestras recogidas para estudios microbioldgicos deben enviarse lo mas rapido posible al laboratorio de
Microbiologia, preferiblemente en las dos horas posteriores a la toma.

Las torundas o hisopos se enviaran en medio de transporte especifico (medio de transporte Stuart o Amies,
que tienen demostrada capacidad para recuperar la viabilidad de microorganismos como Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (SARM) o enterococos resistentes a la vancomicina hasta 14 dias después
de su recogida. Las biopsias se depositaran en contenedores estériles con unas gotas de suero salino es-
téril para prevenir la desecacion. Si se demora el transporte, se debe evitar envolver las biopsias en gasas
secas. Los aspirados percutaneos se enviaran en la propia jeringa a la que se le habra quitado la aguja y
se habra tapado con el obturador.

Las muestras se podran transportar a temperatura ambiente y en caso de que su procesamiento no sea in-
mediato, se recomienda guardarlas refrigeradas (2-8°C) hasta su procesamiento, que no debe superar las
24 horas desde la toma de la muestra. Las jeringas con la aguja insertada no deben aceptarse por el riesgo
bioldgico que suponen.

4 4.INCIDENCIAS Y CRITERIOS DE RECHAZO
Cualquier incidencia debera ser registrada, siendo las mas frecuentes:

- Identificacién incorrecta: no se aceptara una muestra sin identificar, mal identificada o en la que no coinci-
dan el numero de peticion con el de la muestra.

- Muestras derramadas: no se aceptaran muestras claramente derramadas y se procedera como en el caso
anterior solicitando una nueva muestra. En el caso de no ser posible la recogida de una nueva muestra,
se debe desinfectar externamente el envase o trasvasar la muestra a un contenedor estéril. En este caso,
se indicara en el informe de resultados que la muestra estaba derramada y que los resultados deben ser
interpretados con la debida precaucion.
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- Transporte/conservacion inadecuados: si no se cumplen los requisitos para el transporte de muestras
en el contenedor adecuado y en las condiciones necesarias, se solicitara una nueva muestra. En el caso
de muestras que no se puedan volver a recoger, se puede optar por procesarlas informando de la inci-
dencia en la recogida/transporte de la muestra y alertando de que los resultados obtenidos deben ser
interpretados con la precaucion correspondiente.

- Tipo de muestra no adecuada para el estudio solicitado: si la muestra remitida no es adecuada para el
estudio solicitado, no se aceptara y se informara al servicio solicitante de la inadecuacion de la misma,
aclarando el tipo de muestra que se requiere.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

Medios de cultivo:

- Agar sangre

- Agar chocolate

- Agar MacConkey

- Agar CNA (optativo)

- Agar Sabouraud

- Agar Schaedler o Brucella

- Agar kanamicina-vancomicina

- Caldo de enriquecimiento, para muestras invasivas
Reactivos y productos:

- Sistemas de transporte para anaerobios

- Colorantes para tincion de Gram

- Sistemas comerciales generadores de atmosfera (con 5-7% de CO,y de anaerobiosis)

6. APARATOS Y MATERIAL

- Cabina de seguridad bioldgica

- Hojas de bisturi estériles, placas de Petri estériles
- Pinzas estériles

- Asas de siembra estériles

- Sistema para homogeneizacién de muestras

- Jarras de incubacion (5-7% CO, anaerobiosis)

- Estufa a 30°C y a 35°C

7. PROCEDIMIENTO
Recomendable biopsia de tejido profundo. Si no fuera posible procesar hisopos de varias zonas.

71.

Lasbiopsias se homogenizan mediante hojade bisturi, traspasandolamuestraaunaplacade Petriestérily des-
menuzando el tejido hasta obtener una consistenciahomogénea. También puede realizarse en mortero estéril,
con 1-2mlde caldode cultivo, utilizando un dispositivo triturador tipo Stomacher o mediante sistema de triturado
conbolasestériles.Lasmuestrasmuypequenaspuedeninocularsedirectamenteenelcaldodeenriquecimiento.

Si el tejido es grande, se corta con el bisturi por la mitad, cortando de nuevo por la mitad una de las piezas
y tocando con esta superficie cortada la placa de anaerobiosis, incubandola inmediatamente; después se
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Las muestras de tejidos duros o adheridos a tejidos duros plantean mas dificultades. Siempre que la mues-
tra lo permita se procede a la homogenizacién o la extraccion de pequefios fragmentos de muestra, pro-
cesandose como se ha descrito. En el caso de fragmentos 6seos pueden inocularse directamente en caldo
de enriquecimiento, aunque si es posible se homogeneizan como se ha descrito anteriormente. También
es recomendable sonicarlos en buffer PBS para desprender parte del biofilm. Si hay fragmentos de tejidos
blandos se procede a separarlos del tejido duro y procesarlos, de forma paralela, como otra muestra.

Las biopsias se procesan de manera cuantitativa, como se describe en el apartado 3.4.3 del documento
cientifico de este procedimiento.

De las muestras obtenidas mediante jeringa y aguja se inoculan 2 6 3 gotas en uno de los cuadrantes de
cada agar, realizando estrias mediante un asa estéril por todos los cuadrantes de la placa. Ademas, se
inoculan unas gotas de la muestra en un caldo de cultivo. Por ultimo, se prepara la extensiéon sobre porta
para tincion de Gram.

Respecto a las muestras recibidas en torundas, que es la opcidn menos deseable, si solo se recibe una en
medio de transporte semisolido, se introduce en 1-2 ml de caldo, se realiza una agitacion y se exprime todo
el contenido de la torunda. Si el medio de transporte es liquido se procedera a agitar en vértex antes de
la siembra. De ahi con una pipeta estéril se inocularan las placas de cultivo y las extensiones. Alternativa-
mente puede usarse la torunda para inocular directamente las placas, rotandola varias veces en uno de los
cuadrantes de la placa (técnica de los 4 cuadrantes) como se describe en el apartado 3.4.3 del documento
cientifico de este procedimiento. Idealmente en quemaduras, debe realizarse cultivo cuantitativo en placa
de agar chocolate, sembrando la muestra exprimida de la torunda o del homogeneizado del tejido con asa
calibrada de 1 0 10 L, inoculando una estria vertical y extendiendo en todos los cuadrantes (tal como se
realiza en la siembra del urocultivo), y aplicando la dilucién correspondiente para cuantificar el numero de
colonias en la placa. Si se envian dos torundas, utilizar una para realizar las extensiones para la tincién de
Gram y la otra para los cultivos.

Se debe realizar siempre primero el cultivo anaerébico, e inocular los medios del menos selectivo al mas
selectivo.

7.2.

- Agar MacConkey, (atmodsfera aerobia, 35°C): 48 horas.

- Agar Sabouraud (aerobia, 30°C): 72 horas, aunque puede prolongarse la incubacioén hasta 7 dias si no
hay crecimiento en los tres primeros dias.

- Agar chocolate, agar sangre, agar CNA (atmdsfera humeda con 5-7% CO2, 35°C): 48 horas.

- Agar Brucella/ agar Schaedler/agar Columbia/agar KV (anaerobiosis, 35°C): 5 dias.

- Caldo de enriquecimiento (atmdsfera ambiente, 35°C): 10 dias.

Leer las placas y el caldo diariamente

7.3

Esta informacion se detalla en el texto del documento cientifico del presente procedimiento en el apartado
3.5y se resume en las tablas 4 y 5 del mismo.
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8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

La valoracién microbiolégica de los cultivos cuantitativos de biopsias y tejidos se describe en los apartados
3.4.2. y 3.4.3. del documento cientifico del presente procedimiento.

Los cultivos obtenidos con torunda se pueden interpretar de manera cualitativa o de manera semicuantitati-
va. Para la interpretacion cualitativa, se valora la celularidad y la presencia de leucocitos polimorfonucleares
a través de la tincion de Gram, tal y como se describe en las tablas 4 y 5 del documento cientifico, y se
valoran (identificacion y antibiograma) 1 o 2 patégenos. La interpretacion de los cultivos semicuantitativos
se describe en los apartados 3.4.2. y 3.4.3. del documento cientifico.

Cuando se aislan 3 o mas microorganismos potencialmente patdgenos, se incluira la siguiente observacion
en el informe: “Se han aislado varios microorganismos de valor dudoso. Estos aislados pueden representar
colonizacion o contaminacion. Se ruega envien nueva muestra previa limpieza de la herida”.

Se valora siempre e independientemente de otras consideraciones, el crecimiento de microorganismos
considerados esencialmente patégenos como Staphylococcus aureus, estreptococos beta-hemoliticos y
Pseudomonas aeruginosa, aunque esta ultima puede representar unicamente colonizacion superficial de la
herida.

En muestras de hisopos no se realizara identificacion ni estudio de sensibilidad de los microorganismos
que forman parte de la microbiota cutanea (difteroides, estafilococos coagulasa negativa, Strepfococcus
grupo viridans o Enterococcus spp.), ademas, en raras ocasiones estaran en cultivo puro. En estos casos,
se informa como microbiota grampositiva habitual de piel. La presencia en cultivo puro puede reflejar la
patogenicidad de un microorganismo, especialmente en muestras invasivas, y cuando la tincion de Gram es
sugestiva de su presencia, o si cultivos repetidos son positivos para ese microorganismo. En ese caso, se
realizara identificacion y estudio de sensibilidad antibidtica.

Los cultivos negativos se informan como “No se aislan microorganismos tras X (5-10) dias de incubacion”.

9. RESPONSABILIDADES

- El proceso de recogida de la muestra es responsabilidad del servicio solicitante o del laboratorio de
Microbiologia segun donde se realice la toma de la muestra.

- La informacidn sobre las normas de recogida, transporte y conservacion de las muestras es responsa-
bilidad del laboratorio de Microbiologia de cada centro o sector sanitario correspondiente.

- En el area de preanalitica del laboratorio se realizara la recogida y el procesamiento de muestras, que
incluye la recepcion, identificacion, etiquetado y distribucion de las muestras, asi como el rechazo de las
muestras remitidas en condiciones defectuosas, la anotacion de las incidencias y adopcion de medidas
correctoras. La muestra se transfiere a la seccion correspondiente para su procesado, confirmando su
recepcion e informacion por parte del facultativo responsable.

- Personal técnico: realizacion de las técnicas microbioldgicas de identificacion y determinacion de la
sensibilidad antibidtica. Registro de resultados.

- Facultativo responsable: valoracion de la tincion de Gram, lectura de los cultivos y determinacion de los
microorganismos a valorar. Supervision del trabajo del personal técnico, adopcién de medidas correcto-
ras de errores cometidos, firma del informe de resultados, interconsultas.

)
48 eimcC




DOCUMENTO TECNICO

PNT-DMHC-02

Servicio / Unidad de Microbiologia Diagnodstico microbiolégico de las infecciones de

HOSDIAl.... oo quemaduras Edicion N° 01 | Pagina 7 de 7

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

La valoracion de los resultados depende en gran medida de indicaciones muy precisas acerca del tipo de
muestra (biopsia, aspirado percutaneo o hisopo), de la localizacion anatémica y de la extension de la lesion.
Debido al problema de la contaminacidn-colonizacion frecuente de las heridas de quemaduras, es recomen-
dable que la muestra sea biopsia (GR-1). Ademas, seria aconsejable, especialmente en pacientes ingre-
sados en unidades especiales de quemados, utilizar técnicas rapidas para la deteccion de determinantes
de resistencia en aislados de Staphylococcus aureus y Pseudomonas spp., y despistaje de infecciones por
hongos levaduriformes, para el ajuste precoz del tratamiento empirico.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

No se deben tomar muestras si no existe evidencia clinica de infeccion, a no ser que sea como parte de un
protocolo de vigilancia epidemioldgica de colonizacidén por microorganismos multirresistentes.

El tratamiento antimicrobiano tépico y el uso de sulfadiazina argéntica previo a la obtencion de la muestra
pueden alterar los resultados de los cultivos.

Es imprescindible evidenciar la presencia de signos clinicos de infeccién de la quemadura ya que, en ausen-
cia de infeccion clinica, la presencia de microorganismos en muestras superficiales indica en la mayoria de
los casos colonizacion de la quemadura con microbiota de la piel. Se debe seleccionar el lado de la lesion
con mayor presencia de tejido de granulacion o ausencia de esfacelos.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente documento es describir los métodos de diagndstico microbioldgico en las infeccio-
nes del pie diabético. Se describen los tipos de muestras, su procesamiento en el laboratorio y los criterios
de interpretacion de los cultivos.

2. FUNDAMENTO

Las infecciones del pie que afectan a la piel y tejidos blandos, y al hueso, con o sin repercusion sistémica,
son la causa mas frecuente de hospitalizacion de los diabéticos, y provocan estancias prolongadas.

El diagndstico de la infeccion es clinico, no microbiolégico. Sin embargo, es necesario conocer la etiologia
de la infeccién para administrar un tratamiento antimicrobiano dirigido que cubra todos los patégenos im-
plicados, ya que la microbiologia de la infeccidon del pie diabético varia segun la localizacion geogréafica, la
gravedad de la enfermedad y las caracteristicas del paciente (antibidticos previos, hospitalizaciéon recien-
te). En enfermos con tratamiento antibiotico reciente, hospitalizacion previa o que residen en unidades de
cuidados cronicos, es mas frecuente la implicacion de microorganismos multirresistentes.

Las ulceras cronicas siempre estan colonizadas, lo que hace que el diagndstico microbiologico soélo esté
indicado cuando hay criterios clinicos de infeccion. Los cultivos cuantitativos no han demostrado ser utiles
como método para el diagndstico de la infeccidn del pie diabético.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lépez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transporte
y procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 1b. Sanchez Romero Mi
(coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (edi-
tores). Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017.

2. Manual de instrucciones de las técnicas aplicadas

3. Normas de bioseguridad

4. MUESTRAS

4.1. VOLANTE DE PETICION

El volante de peticion que acompana a cada muestra debe ser estrictamente cumplimentado y en el debera
constar la filiacion, edad, numero de historia, servicio de procedencia, tipo de muestra (de forma muy especifi-
ca), localizacién anatomica de la muestra, tratamiento previo y diagnéstico del enfermo, asi como el cédigo del
clinico que realiza la peticion

4.2. RECOGIDA DE LA MUESTRA

La recogida de una muestra adecuada es determinante para que el diagndstico microbioldgico sea util. La toma
de los tejidos debe incluir los agentes implicados en la infeccion y evitar el material superficial que puede re-
flejar tan solo la colonizacion por microbiota. Las opciones disponibles son la biopsia, el raspado, la aspiracion
percutanea y la recogida con torunda profunda.
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4.2.1. Biopsia: se realiza del fondo de la ulcera, eliminando en lo posible las bacterias colonizadoras
superficiales. Tras realizar un desbridamiento quirirgico, se procede a una limpieza con una gasa empa-
pada con suero fisiologico, o a la desinfeccidon con un desinfectante que se elimina con suero fisiolégico.

En la osteomielitis la biopsia 6sea es la muestra de referencia. Se puede tomar por cirugia abierta o por aspi-
racion percutanea guiada por imagen, pero debe realizarse fuera de heridas o uUlceras para evitar la contami-
nacion con la microbiota que las coloniza. El paciente debe haber estado, idealmente, sin recibir antibidticos
de 2 a 4 semanas antes de la realizacion de la toma.

4.2.2. Raspado: se realiza preparando la ulcera como se ha descrito para la biopsia. Tras dejar secar se
toma con una legra o cureta estéril una muestra de tejido (1-1,5 mm?) del fondo.

4.2.3. Aspiracion percutanea con aguja fina: se puede utilizar en casos de celulitis, colecciones purulentas
y osteomielitis cuando haya hueso licuado. Requiere desinfeccion de la piel y limpieza con suero fisiologico
antes de realizarse.

4.2.4. Recogida profunda con torunda: es el método menos adecuado. Si no existe otra posibilidad, debe
realizarse con una preparacion previa como en la descrita para la biopsia. La muestra se toma del fondo de la
Ulcera rotando con una cierta presion el hisopo para conseguir exprimir los tejidos durante 5 segundos.

4.2.5. Otras muestras. En enfermos con infeccidon grave o repercusion sistémica se recomienda extraer
hemocultivos.

4.3. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA MUESTRA

Los resultados del cultivo dependen de la demora en el transporte y de las condiciones de conservacion de
la muestra.

Las biopsias pequefias se inoculan en un vial de transporte para anaerobios. Si son mas grandes, se intro-
ducen en contenedores estériles sobre una gasa estéril humedecida en suero salino estéril para evitar su
desecacion.

En el caso de muestras dseas, se recomienda recoger varios fragmentos y enviarlos por separado en conte-
nedores estériles diferentes.

Las muestras recogidas mediante el uso de una jeringa y una aguja deben colocarse en un recipiente estéril o
un tubo de recoleccion de sangre sin anticoagulante. Una parte de las muestras deberia inocularse en un vial
de transporte para anaerobios. Las jeringas con la aguja insertada no deben aceptarse por el riesgo bioldgico
que suponen.

Las muestras recogidas mediante torunda se enviaran en viales que contengan medio de transporte Stuart o
Amies.

Las muestras se enviaran inmediatamente al laboratorio, preferiblemente en las dos horas posteriores a la
toma. Si el transporte se demora, se mantendran a temperatura ambiente.

4.4.CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Se deben observar cuidadosamente las siguientes incidencias relacionadas con la muestra:
- Defectos encontrados en la identificacion de la misma: etiquetado erréneo e inadecuada o incompleta
cumplimentacion de la hoja de peticion.
- Mala conservacion (temperatura inapropiada, muestras en contenedor no apropiado, torundas sin medio
de transporte).
- Muestras con aspecto de mala conservacion (biopsias secas).
- Muestra insuficiente para todas las determinaciones solicitadas.
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Todas estas incidencias se deben comunicar al clinico correspondiente, indicando el procesamiento o no de la
muestra e incidiendo en la interpretacion de los resultados si se llevara a cabo el mismo.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

Medios de cultivo:

- Agar chocolate

- Agar MacConkey

- Agar CNA

- Agar Sabouraud

- Agar en anaerobios

- Caldo de enriquecimiento, para muestras invasivas
Reactivos y productos:

- Sistemas de transporte para anaerobios

- Colorantes para tincion de Gram

- Sistemas comerciales generadores de atmdsfera (con 5-7% de CO,y de anaerobiosis)

6. APARATOS Y MATERIAL

- Cabina de seguridad biologica

- Hojas de bisturi estériles, placas de Petri estériles
- Pinzas estériles

- Asas de siembra estériles

- Sistema para homogeneizacién de muestras

- Jarras de incubacion (5-7% CO, anaerobiosis)

- Estufa a 30°C y a 35°C

7. PROCEDIMIENTO
No se recomienda el cultivo cuantitativo de las muestras del pie diabético.

7.1.

Las biopsias se homogenizan mediante hoja de bisturi, traspasando la muestra a una placa de Pe-
tri estéril y desmenuzando el tejido hasta obtener una consistencia homogénea. También pue-
de realizarse en mortero estéril, con 1-2 ml de caldo de cultivo, o utilizando un triturador tipo Stoma-
cher. Las muestras muy pequefias pueden inocularse directamente en el caldo de enriquecimiento.

Si el tejido es grande, se corta con el bisturi por la mitad, cortando de nuevo por la mitad una de las piezas
y tocando con esta superficie cortada la placa de anaerobiosis, incubandola inmediatamente; después se
procedera a realizar una impronta en el resto de los medios y la extensién sobre porta para tinciéon de Gram.

Las muestras de tejidos duros o adheridos a tejidos duros plantean mas dificultades. Siempre que la mues-
tra lo permita se procede a la homogenizacién o la extraccion de pequefios fragmentos de muestra, pro-
cesandose seguidamente como se ha descrito. En el caso de fragmentos 6seos pueden inocularse di-
rectamente en caldo de enriquecimiento, aunque si es posible se homogeneizan como se ha descrito
anteriormente. También es recomendable someterlos a sonicacién para desprender parte de la biopelicula.
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Si hay fragmentos de tejidos blandos se procede a separarlos del tejido duro y procesarlos, de forma para-
lela, como otra muestra.

De las muestras obtenidas mediante jeringa y aguja se inoculan 2 6 3 gotas en uno de los cuadrantes de
cada placa de agar, realizando estrias mediante un asa estéril por todos los cuadrantes de la placa. Ade-
mas, se inoculan unas gotas de la muestra en un caldo de cultivo. Por ultimo, se prepara la extension sobre
porta para tincion de Gram.

Respecto a las muestras recibidas en torundas, que es la opcion menos deseable, si solo se recibe una
en medio de transporte semisélido, se introduce en 1-2 ml de caldo, se realiza una agitacion y se exprime
todo el contenido de la torunda. De ahi con una pipeta estéril se inocularan las placas de cultivo y las exten-
siones. Alternativamente puede usarse la torunda para inocular directamente las placas, rotandola varias
veces en uno de los cuadrantes de la placa. Si el medio de transporte es liquido se procedera a agitar en
vortex antes de la siembra. Si se envian dos torundas, utilizar una para realizar las extensiones para la
tincion de Gram y la otra para los cultivos.

Se debe realizar siempre primero el cultivo anaerdébico, e inocular los medios del menos selectivo al mas
selectivo.

7.2.

- Agar MacConkey, agar Sabouraud (atmosfera ambiente, 35°C): 48 horas.

- Agar chocolate, agar sangre, agar CNA (atmoésfera humeda con 5-7% CO2, 35°C): 72 horas, aunque
puede prolongarse la incubacion 48 horas mas si no hay crecimiento en los tres primeros dias.

- Agar Brucella/ agar kanamicina-vancomicina/ agar BBE (anaerobiosis, 35°C): 5 dias.

- Caldo de enriquecimiento (atmdsfera ambiente, 35°C): 5 dias

- Leer las placas y el caldo diariamente

7.3

Esta informacion se detalla en el texto del documento cientifico del presente procedimiento en el apartado
3.5y se resume en las tablas 4 y 5 del mismo.

8.OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

8.1.

Se calcula el indice Q a partir de la tincion de Gram, tal y como se describe en los apartados 3.4 y 3.5 del
documento cientifico de este procedimiento, y se valoran (identificacion y antibiograma) hasta 3 patégenos.

Cuando se aislan mas de 3 microorganismos potencialmente patégenos (ver apartado 8.3) se recomienda
identificarlos a nivel de especie, incluyendo la siguiente observacién en el informe: “Se han aislado varios
microorganismos potencialmente patdégenos (especificar), y no es posible asignar un papel patégeno claro
a ninguno de ellos. Estos aislados pueden representar colonizaciéon o contaminacion”.
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8.2.

En el caso de biopsias y otras muestras invasivas, y siempre que la toma se haya realizado de manera
correcta sin contaminacion superficial, se valoran (identificacién y antibiograma) todos los microorganismos
aislados (ver apartado 8.3).

8.3.

Los microorganismos causantes de estas infecciones proceden principalmente de la microbiota cutanea e
intestinal del propio paciente.

Hay que tener en cuenta que la complejidad de la microbiota encontrada aumenta con los ingresos hospi-
talarios, la duracion clinica de la ulcera, la profundidad/gravedad de la lesion y los antecedentes de antibio-
terapia, por lo que es imprescindible una buena comunicacion con el clinico responsable del paciente para
una correcta interpretacion del cultivo.

Se valora siempre el crecimiento de microorganismos considerados esencialmente patdégenos como
Staphylococcus aureus, Streptococcus B-hemoliticos y Pseudomonas aeruginosa, aunque esta ultima pue-
de representar Unicamente colonizacion superficial de la herida, excepto en el caso de osteomielitis.

Respecto a los bacilos gramnegativos entéricos, si se aislan una o dos especies, y son predominantes, se
deben identificar y realizar antibiograma.

Se realizara identificacion y estudio de sensibilidad de los microorganismos que forman parte de la micro-
biota cutanea (difteroides, estafilococos coagulasa negativa, Streptococcus grupo viridans o Enterococcus
spp.) en aquellas muestras en las que se aislan en cultivo puro, especialmente en muestras invasivas y
cuando la tinciéon de Gram es sugestiva de su presencia, o si cultivos repetidos son positivos para estos
microorganismos.

Las levaduras pueden formar parte de la microbiota normal, salvo que sean predominantes o muy abun-
dantes.

Los cultivos sin aislamientos se informan como “No se aislan microorganismos tras X (5-7) dias de incuba-
cion”.

9. RESPONSABILIDADES

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

- La informacidn sobre las normas de recogida, transporte y conservacion de las muestras y su distribu-
cion a los servicios solicitantes es responsabilidad del laboratorio de Microbiologia.

En el area de preanalitica, de recogida y procesamiento de muestras del laboratorio de Microbiologia, se
realizara la recepcion, identificacion y procesamiento de las muestras, el rechazo de las muestras remitidas
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en condiciones defectuosas (medios de transporte inadecuados, derramadas) y la adopcion de medidas
correctoras.

Personal técnico: realizacion de las técnicas microbiolégicas de identificacion y determinacion de la sensi-
bilidad antibidtica.

Facultativo responsable: valoraciéon de la tincion de Gram, lectura de los cultivos y determinaciéon de los
microorganismos a valorar. Supervision del trabajo del personal técnico, adopcién de medidas correctoras
de errores cometidos, firma del informe de resultados, interconsultas.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

La valoracion de los resultados depende en gran medida de indicaciones muy precisas acerca del tipo de
muestra y de la localizacion anatdomica y extension de la lesion (superficial o profunda).

El rendimiento de las muestras correctamente tomadas y transportadas, puede ser muy alto y pueden apli-
carse métodos de cultivo cualitativos.

Debido al problema de la multirresistencia en los microorganismos mas frecuentemente implicados en la
infeccion del pie diabético, seria aconsejable, especialmente en pacientes ingresados y si la epidemiologia
local lo justifica, utilizar técnicas rapidas para la deteccién de determinantes de resistencia en aislados de
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, para el ajuste precoz del tratamiento
empirico.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

No se deben tomar muestras si no existe evidencia clinica de infeccion del pie diabético, a no ser que sea
como parte de un protocolo de vigilancia de colonizacién por microorganismos multirresistentes.

El tratamiento antimicrobiano tépico o sistémico previo a la obtencion de la muestra puede alterar los resul-
tados de los cultivos.

No se recomienda rechazar o no procesar ninguna muestra sin consultar previamente con el clinico.

Se recomienda recoger mas de una muestra de diferentes zonas de la herida, porque una unica muestra
puede no reflejar todos los microorganismos productores de infeccion.

Se debe evitar tomar muestras superficiales mediante torunda. Asi tomadas, con frecuencia estan contami-

nadas con microbiota colonizadora e incluso con microorganismos potencialmente patdégenos que no parti-
cipan en la infeccién, y no reflejan toda la microbiota que produce infeccion en la profundidad de la herida.
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