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DOCUMENTO CIENTIFICO

1. INTRODUCCION

El sistema nervioso puede infectarse por diferentes
microorganismos, incluyendo bacterias, virus,
hongos, protozoos y helmintos. La presentacién
clinica de estas infecciones puede ser aguda,
subaguda o crénica dependiendo de la etiologia, la
virulencia del microorganismo y la localizacién del
proceso infeccioso. En ocasiones se afecta un (nico
organo o compartimiento como en el caso del
absceso cerebral o la meningitis, y en otros se
afectan varios de ellos como en las encefalomielitis o
las meningoencefalitis. Los agentes infecciosos
pueden invadir los érganos diana a partir de un foco
infeccioso cercano como una oftitis, por via
hematdgena, siguiendo diversas vias nerviosas, 0
bien ayudados por la existencia de sistemas de
derivacion del liquido cefalorraquideo (LCR)
colocados en intervenciones de neurocirugia.

2. CLASIFICACION Y DEFINICIONES

Se define como meningitis a la inflamacién de las
leptomeninges. Las meningitis bacterianas agudas
estan producidas por microorganismos pidgenos Yy
adquiridas en su mayoria en la comunidad.
Clasicamente se ha citado a Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae y Haemophilus
influenzae como los agentes mas frecuentes, pero el
uso sistematico de vacunas frente a H. influenzae
serogrupo b, N. meningitidis serogrupo C o la
heptavalente para neumococo ha cambiado Ila
epidemiologia en los paises desarrollados.
Actualmente se puede decir que en nuestro medio
los microorganismos mas frecuentes en los recién
nacidos son Streptococcus agalactiae, Escherichia
coli y Listeria monocytogenes; en nifios y
adolescentes los meningococos, en adultos mayores
de 30 afios los neumococos y en mayores de 50
afios e inmunodeprimidos hay que tener en cuenta
también a L. monocytogenes. Otras infecciones
bacterianas como la tuberculosis, la sifilis o las
causadas por Borrelia burgdorferi afectan las
meninges con mucha menor frecuencia y suelen
producir procesos subagudos o cronicos.

Los virus son causa frecuente de meningitis y
meningoencefalitis agudas. Distintos virus pueden
infectar el sistema nervioso, algunos de ellos de
distribucion mundial y otros localizados
exclusivamente en determinadas areas geograficas.
Entre los que tienen un predominio estacional, los
mas frecuentes en zonas con clima templado son los
enterovirus, y entre los que no lo tienen, los
herpesvirus. En pacientes inmunodeprimidos hay
gue tener en cuenta formas de presentacion mas
cronicas de meningoencefalitis producidas por virus
como citomegalovirus, poliomavirus y otros.

El absceso cerebral es un proceso supurativo
localizado en el parénquima cerebral; es poco
frecuente y suele producirse a partir de la extension
de un foco infeccioso contiguo en el oido, en los
senos paranasales o en la arcada dentaria, o bien
por via hematdégena. Aunque pueden ser de causa
monomicrobiana, con mas frecuencia suelen estar
producidos por una microbiota bacteriana mixta en la
gue habra que tener en consideracién a diversos

microorganismos aerobios (esencialmente
estreptococos) y anaerobios. Otras infecciones
localizadas en el sistema nervioso central o entre la
duramadre y el craneo, como el empiema subdural,
el absceso epidural o la tromboflebitis séptica de los
senos venosos, pueden tener las mismas
consideraciones etiopatogénicas.

En diversas circunstancias se  efectdan
derivaciones del LCR, bien por via interna o al
exterior. La tasa de infecciéon de las derivaciones
internas o shunts es muy variable segun diferentes
equipos quirdrgicos y el tipo de paciente, pero se
suelen cifrar alrededor del 5-10%, y la derivacion
externa entre un 5 y un 15%. Los microorganismos
mas frecuentemente implicados pertenecen a la
microbiota de la piel como estafilococos, a los que
hay que afadir los bacilos gramnegativos en el caso
de las derivaciones externas.

3. RECOGIDA, TRANSPORTE Y

CONSERVACION DE LAS MUESTRAS
El LCR de un paciente con sospecha de meningitis
es la muestra clinica de mayor prioridad en un
laboratorio de microbiologia clinica y debe ser
procesado de manera inmediata en todos los casos.
Para su procesamiento es aconsejable seguir las
recomendaciones detalladas en el Procedimiento de
la SEIMC n°® 1 (22 edicién): “Recogida, transporte y
procesamiento general de las muestras en el
laboratorio de microbiologia”.

La validez de las muestras recibidas en el
laboratorio depende del cumplimiento de una serie
de normas relacionadas con el procedimiento de
obtencién, la cantidad de muestra obtenida y el
adecuado transporte.

La toma debe realizarse con las méaximas
condiciones de asepsia, para evitar la contaminacion
de la muestra, y ésta no debe ponerse nunca en
contacto con antisépticos o desinfectantes.

Siempre que sea posible, el LCR, como el resto de
muestras clinicas, debe obtenerse antes de la
instauracion de tratamiento antibiotico, si bien los
procedimientos diagnésticos no deben retrasar
jaméas su comienzo. El recipiente utilizado debe ser
esteéril, estar cerrado herméticamente vy
convenientemente identificado con los datos del
paciente y el tipo de muestra. Es muy importante que
se aporten los datos clinicos, epidemiol6gicos y
tratamientos previos, relacionados con la peticion
realizada, para orientar los estudios a realizar y la
posterior interpretacion de los resultados. Ademas,
en la solicitud se debe anotar la fecha y la hora de la
toma de la muestra, asi como datos de la persona
que hace la extraccion.

Para el diagnéstico de las meningitis y encefalitis
viricas es aconsejable realizar la toma de una
muestra de sangre para la obtencién de suero en el
mismo momento de la toma del LCR a fin de poder
realizar estudios seroldgicos.

En el caso de pacientes con meningismo Y fiebre
sera preceptiva la obtencién de hemocultivos.



3.1 OBTENCION

La muestra adecuada para el diagnéstico
microbiolégico de la meningitis es el LCR, que
normalmente se obtiene mediante puncién lumbar.
La puncién lumbar se realizard en condiciones de
asepsia rigurosa. Se limpiara la piel en la zona de
puncion abarcando una superficie de unos 10 cm?®
con alcohol y después se aplicara una solucion
antiséptica como alcohol yodado, povidona yodada o
solucion alcohdlica de clorhexidina al 0,5%, dejando
actuar 1 minuto. La puncion se realizara de ordinario
en los espacios intervertebrales L3-L4 o L4-L5. El
LCR se recogera en tubos estériles, siempre que sea
posible se obtendran dos tubos, uno para analisis
citoquimico y otro para estudio microbioldgico,
seleccionando siempre el mas turbio para la
realizacion de pruebas de diagnéstico
microbiolégico.

Las muestras de LCR obtenidas en punciones
traumaticas o las procedentes de pacientes con
hemorragia subaracnoidea pueden coagularse
debido al alto contenido hemaético, dificultando el
recuento celular. En ninglin caso deben emplearse
tubos heparinizados para recoger las muestras de
LCR para los andlisis microbiolégicos.

En las derivaciones externas, el LCR se obtendra a
través del catéter ventricular o lumbar. Para asegurar
la esterilidad, se aplicara un antiséptico en la llave
antes de realizar la obtencion de la muestra y
después de la misma.

En las derivaciones internas, el LCR se obtendra
por puncion directa del reservorio o de la valvula, o a
través del catéter distal externalizado. La puncion del
reservorio debe realizarse asimismo con todas las
medidas de asepsia para evitar la infeccién
iatrogénica o la contaminacion de la muestra. Si hay
signos de infeccién, se debe obtener muestra para
cultivo de la herida quirdrgica o decubitos cutaneos
del trayecto del catéter.

En algunos procesos infecciosos del sistema
nervioso central se deben recoger otras muestras
como pus de los abscesos o biopsias.

3.2 VOLUMEN MINIMO

Dado el bajo numero de microorganismos
habitualmente presentes en este tipo de muestras, el
volumen disponible condiciona de manera muy clara
la sensibilidad de las diferentes técnicas
diagnésticas, aunque dada la dificultad en la
obtencién de estas muestras, cualquier cantidad
debe ser aceptada para cultivo. Es muy importante
especificar claramente las determinaciones que se
solicitan: bacterias convencionales, micobacterias,
virus, hongos o parasitos. Debe tenerse en cuenta
gque cada una de ellas precisa de técnicas
especificas y consume una parte del producto que ya
no va a estar disponible para las otras
determinaciones.

Para el estudio de bacterias o virus habituales se
necesita 1 ml en cada caso, y si ademéas deben
investigarse hongos o micobacterias es necesario
disponer de 2 ml adicionales para cada uno de estos
estudios, e idealmente llegar a los 10 ml en total.

En caso de no disponer de cantidad suficiente para
realizar estos estudios, se priorizan en funcién de la
sospecha etioldgica.

3.3 TRANSPORTE Y CONSERVACION

El transporte se realizara de forma inmediata tras la
obtencién de la muestra, y la entrega siempre se
hard en mano, no debiéndose emplear para ello
sistemas de transporte automatizados como el tubo
neumatico. Las muestras deben procesarse de forma
inmediata y en caso de que esto no sea posible se
conservardn en la estufa a 35°C + 2°C o0 a
temperatura ambiente hasta su procesamiento en un
plazo méximo de 24 horas. Las muestras de LCR
para investigacion de virus se conservaran
refrigeradas a 2-8°C.

3.4 RECEPCION EN EL LABORATORIO

Una vez que la muestra se recibe en el laboratorio
hay que comprobar que cumple los requisitos
necesarios para su procesamiento, incluyendo una
correcta identificacion, volumen y condiciones de
transporte y conservaciéon. En el caso del LCR, los
criterios de rechazo de la muestra deben reducirse al
maximo. No deben aceptarse muestras no
identificadas o aquellas en los que los datos no
coincidan con los de la solicitud. Tampoco se
aceptaran las muestras recogidas en recipientes no
estériles ni las conservadas en formol u otros
aditivos.  Estas incidencias se  registraran
adecuadamente y se informaran al médico
responsable del paciente.

4. MENINGITIS BACTERIANAS
FRECUENTES EN NINOS Y ADULTOS
4.1 INTRODUCCION

A pesar de las vacunaciones, N. meningitidis y S.
pneumoniae son los principales microorganismos
causantes de meningitis bacteriana aguda. Estos dos
patégenos son responsables de méas del 80% de los
episodios que se producen en personas de cualquier
edad, excluyendo las edades extremas de la vida. H.
influenzae tipo b, el tercer microorganismo
clasicamente implicado en la etiologia de Ila
meningitis bacteriana aguda, especialmente en nifios
pequefios, apenas causa episodios desde Ila
vacunacién sistematica de los nifilos con la vacuna
conjugada. Estos tres microorganismos tienen como
habitat natural la faringe del ser humano, donde
residen como comensales. Soélo en ocasiones
atraviesan ese espacio, invaden el torrente
sanguineo y causan enfermedad. En los adultos
mayores y en los ancianos, adn previamente sanos,
no hay que olvidar a L. monocytogenes, que en la
actualidad constituye un agente  etioldgico
relativamente frecuente. En la meningitis bacteriana
aguda, la rapida progresion de los sintomas y los
potenciales efectos devastadores hacen que sea
necesario un reconocimiento rapido de la
enfermedad asi como la instauracion de un
tratamiento inmediatamente después de tomadas las
muestras para el diagnéstico. A pesar de los
progresos diagnésticos y terapéuticos, la mortalidad

sigue siendo muy elevada, con frecuencia superior al
3

AGUDAS



10%, sin que haya podido ser reducida de forma
significativa en los d(ltimos afios. Ademas la
posibilidad de transmisién de estos patégenos con
marcada virulencia, tiene importantes implicaciones
de salud publica, tanto a la hora de trabajar con los
contactos, como en la identificacion de brotes o
epidemias. La vigilancia epidemioldgica por lo tanto
es fundamental, mas si cabe en el momento actual,
en el que la introduccion de vacunas frente a los tres
microorganismos principales ha  modificado
sustancialmente la dinamica de la enfermedad tal y
como la hemos contemplado durante afios.

4.2 ETIOPATOGENIA

La patogénesis de la meningitis bacteriana aguda es
el resultado de la combinacion de una serie de
factores propios del microorganismo y de los
mecanismos de defensa del huésped. El proceso
comienza con la colonizaciéon de la nasofaringe del
huésped. Los tres microorganismos principalmente
implicados, N. meningitidis, S. pneumoniae y H.
influenzae, se transmiten por via respiratoria y se
adhieren al epitelio a ese nivel, lo que genera el
estado de portador asintomatico. Este estado es
extraordinariamente frecuente de forma que entre el
10%-50% de la poblacién tiene la faringe colonizada
por alguno de ellos. Sin embargo, sélo algunas
cepas con capacidad virulenta, atravesaran la pared
faringea, invadiran el torrente circulatorio, y
evadiendo los mecanismos de defensa del huésped
causaran enfermedad invasiva, en forma de sepsis
y/o meningitis. En el caso de L. monocytogenes, la
via de entrada habitualmente es la digestiva. Con
menor frecuencia los microorganismos pueden
alcanzar directamente el sistema nervioso central
tras una sinusitis, otitis media (heumococo),
malformaciones, fistulas, traumatismos o lesiones
neuroquirdrgicas (neumococo, bacilos gramnegativos
y estafilococos). En estos microorganismos la
capsula polisacarida es uno de los principales
factores implicados en la virulencia. Los anticuerpos
anticapsulares, la activacion del complemento, la
mucosa epitelial y los niveles de IgA secretora son
los mecanismos del huésped que se oponen a la
infecciobn. Con toda seguridad las citoquinas
desempefian un papel fundamental en la respuesta
inflamatoria y el dafio neuronal. Es caracteristico
encontrar niveles elevados de TNF-alfa, interleukina
1, interleukina 6 e interleukina 8 en el LCR de
pacientes con meningitis aguda. El desarrollo de
vacunas que utilizan como inmunégeno el
polisacarido capsular ha cambiado radicalmente la
epidemiologia de la meningitis bacteriana aguda,
sobre todo, tras la introduccion de vacunas
conjugadas que son inmundgenas incluso desde el
primer afio de vida, inducen memoria inmunolégica y
previenen no sélo la infeccion invasiva sino también
la colonizacién faringea.

4.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

La mayoria de los pacientes con meningitis
bacteriana aguda presentan alguno de los sintomas
tipicos de la meningitis, incluyendo fiebre, cefalea y
rigidez de nuca. Ademas pueden aparecer vomitos,

fotofobia o disfuncion mental, que varia desde la
somnolencia hasta el coma. Otros signos y sintomas
neurolégicos como la focalidad neurolégica, el
compromiso de los pares craneales o el edema de
papila son menos frecuentes. Muchas veces el
cuadro meningeo viene precedido por una infeccion
respiratoria alta que es interrumpida por la aparicion
subita de los signos y sintomas meningeos. En la
presentacion aguda, que es la mas habitual, los
sintomas son de aparicion brusca, y son
rapidamente  progresivos. En ocasiones, la
presentacion puede ser subaguda, con un inicio mas
paulatino, donde alguno de los sintomas puede estar
presente de forma mas térpida durante los 7 dias
previos. En los lactantes y ancianos los signos y
sintomas suelen ser mas sutiles, siendo frecuente
gue la meningitis se manifieste como un cuadro febril
aislado o acompafado de sintomas inespecificos
como irritabilidad, rechazo del alimento, confusién o
apatia. La presentacion también suele ser atipica en
personas neutropénicas y otros inmunodeprimidos
(tratamiento  inmunosupresor, trasplantados e
infectados por el VIH). Aunque no es posible
diferenciar clinicamente las meningitis causadas por
los distintos microorganismos implicados, algunos
datos pueden resultar muy orientativos. La aparicion
de manchas cutaneas en forma de petequias es muy
sugestiva de infeccibn meningocdcica. Las petequias
suelen comenzar en las extremidades inferiores y
pueden extenderse por todo el cuerpo dando lugar a
grandes equimosis, y son un signo del cuadro
séptico y del trastorno de la coagulacion que
acompafia  habitualmente a la  meningitis
meningococica. El antecedente de otitis o sinusitis
los dias previos al inicio del cuadro meningeo, vy el
antecedente de fractura de la base del craneo
acompafiada de rinorrea u otorrea de LCR
secundaria a la presencia de fistulas, sugiere la
etiologia neumocécica. La presencia de H.
influenzae no capsulado o de episodios de meningitis
neumocécica de repeticion, debe alertar de la
presencia de una fistula anatdmica a nivel de base
de craneo (fosa anterior, tegmen timpani o
mastoides), sea de origen congénito o “espontaneo”
sea como secuela de un traumatismo craneal o
cirugia otorrinolaringoldgica, ain muy lejanos en el
tiempo. Por ultimo, un pequefio porcentaje de casos
puede estar causado por bacilos gramnegativos o
Staphylococcus aureus. El aislamiento de estos
microorganismos en el LCR casi siempre esta
relacionado con procedimientos neuroquirdrgicos o
traumatismo previo.

4.4 EPIDEMIOLOGIA

La epidemiologia de la enfermedad ha cambiado
sustancialmente en las dos (ltimas décadas. La
meningitis bacteriana aguda era una enfermedad
predominantemente infantil. Sin embargo, la
introduccién de las vacunas conjugadas en los
calendarios de vacunacioén infantil y la circulacién de
clones nuevos han desdibujado esta situacién,
observandose en muchos lugares y en nimeros
absolutos, mas casos en la poblacién mayor de 14

afios que en menores de esta edad.
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N. meningitidis es la primera causa de meningitis
bacteriana en el mundo. En Espafia, como en otros
paises desarrollados, la enfermedad meningocécica
es endémica, con tasas de incidencia anual
inferiores a 5 casos por 100.000 habitantes. La
meningitis meningocdécica es la entidad clinica mas
comun, constituyendo la Unica forma de meningitis
bacteriana que causa epidemias. La sepsis
meningococica grave, aunque es menos frecuente,
tiene peor prondstico que la meningitis, siendo
habituales los casos en los que ambas formas,
sepsis y meningitis, concurren. La mortalidad de la
enfermedad meningoco6cica es alta, entre el 3%-
15%, casi toda ella a causa de la sepsis. En
adolescentes y adultos, la mortalidad de la meningitis
meningococica en si misma no excede del 2%. A
pesar de la vacunacion, la incidencia méas elevada se
sigue observando en nifios, adolescentes y adultos
jovenes, sin embargo en determinadas zonas el
namero absoluto de casos es mayor a partir de los
25 afos. Aunque todas las personas son
susceptibles, las que tienen déficits de factores del
complemento, las que reciben tratamiento
inmunosupresor y las esplenectomizadas tienen un
mayor riesgo. En situacibon de endemia,
aproximadamente el 10% de la poblacién es portador
faringeo asintomatico de meningococo. De los trece
serogrupos capsulares descritos, cinco (A, B, C,
W135 e Y) son los que causan la inmensa mayoria
de los episodios de enfermedad. Actualmente se
dispone de vacunas Utiles frente a cepas de los
grupos capsulares A, C, W135 e Y, pero no se
dispone de una vacuna eficaz frente al meningococo
del grupo B, que es el causante de la mayoria de los
casos (>60%) en los paises desarrollados. Desde la
vacunacioén sistematica de los nifios a partir del afio
2000 con la vacuna conjugada frente a meningococo
C, los episodios causados por este serogrupo han
disminuido considerablemente, pero sin llegar a
desaparecer.

S. pneumoniae es un colonizador habitual de la
faringe. Entre el 5%-10% de los adultos y el 20%-
50% de los nifios son portadores asintomaticos (en
nifios que asisten a guarderias es comin un
porcentaje de portadores superior al 80%). La
incidencia de enfermedad neumocécica invasiva,
que generalmente se presenta en forma de
meningitis o0 septicemia es mas elevada en los
extremos de la vida. Al igual que sucede con el
meningococo Yy otras bacterias capsuladas, las
personas con trastornos inmunitarios, especialmente
déficit de factores del complemento, de la respuesta
de anticuerpos o0 pacientes esplenectomizados,
tienen un mayor riesgo de desarrollar enfermedad
neumococica invasiva. La diabetes, la malnutricion y
el alcoholismo también son factores de riesgo. La
mortalidad en la meningitis neumococica es alta
pudiendo superar el 20%, y ademas el riesgo de
secuelas neurolégicas (hipoacusia, otros déficits
sensoriales y convulsiones) es muy elevado. La
administracion precoz de dexametasona ha
disminuido la alta mortalidad que la meningitis
neumocdcica tenia en el adulto, persistiendo, no
obstante, en alrededor del 15%. En las dos Ultimas

décadas se ha observado un incremento global en la
incidencia de la infeccion neumocécia invasiva, y en
algunos lugares, el neumococo representa la primera
causa de meningitis bacteriana aguda. El empleo de
la vacuna conjugada heptavalente en los nifios ha
modificado la epidemiologia de la enfermedad. En
Espafia la vacunacién no ha reducido de forma
significativa la incidencia global de la enfermedad
invasiva, pero si ha podido disminuir la tendencia
creciente observada en los afios precedentes,
observandose una llamativa disminucién de los
serotipos vacunales en los episodios que afectan a la
poblacién infantil.

La introduccion de la vacuna conjugada frente a H.
influenzae tipo b en los afios 90 ha dado lugar a una
desaparicion casi absoluta de los portadores
faringeos asintométicos y de la incidencia de
meningitis y otras infecciones invasivas causadas por
este agente, de forma que actualmente en nuestro
entorno es excepcional la aparicion de episodios
invasivos. Antes de la introduccion de la vacuna, H.
influenzae tipo b era una causa frecuente de
meningitis en nifios menores de 5 afios. Mas del
90% de los episodios asociados a H. influenzae
estaban causados por este serotipo, mientras que
las cepas no capsuladas y las pertenecientes a los
otros cinco serotipos descritos causaban infecciones
oportunistas en ancianos, 0 en personas con
enfermedades predisponentes. Tras la introduccion
de la vacuna, los datos recogidos en Europa entre
1995 y 2006 muestran que la incidencia ha
disminuido drasticamente, la mayor parte de los
escasos episodios de meningitis que se producen
estan causados por cepas no capsuladas, y afectan
sobre todo a adultos, con una mortalidad superior al
10%.

4.5 DIAGNOSTICO

El examen macroscépico del LCR permite observar
el color, la turbidez y la presencia de depdsitos y
coagulos. EI LCR de pacientes con meningitis
bacteriana aguda tiene habitualmente un aspecto
turbio o purulento y la presion de salida es elevada.
El recuento celular muestra la presencia de
leucocitos en numero variable pero habitualmente
cercano a las 1.000 células/mm?® (valores normales <
5 células/mm?en el adulto), con un predominio de los
polimorfonucleares (ordinariamente  >90%). La
meningitis por L. monocytogenes constituye una
excepcion a esta regla, ya que lo mas frecuente es
gue se presente con un LCR claro o ligeramente
opalescente, con menos de 1000 células/mm® y con
un  porcentaje  significativo, en  ocasiones
predominante, de linfocitos. Los pacientes con
meningitis bacteriana aguda establecida y recuentos
celulares bajos (inferiores a 50 células/mms) suelen
tener peor pronostico. El recuento de proteinas es
elevado, habitualmente entre 1 y 5 g/L (valores
normales <0,45 g/L) y la concentracion de glucosa
estd disminuida en alrededor del 65% de los casos
(valores normales 40 mg/dL o aproximadamente el
40% de la glucemia simultdnea). Se considera
hipoglucorraquia cuando el cociente entre el valor de
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la glucosa en el LCR y el suero es inferior a 0,4
(tabla 1).

Algunos parametros sanguineos se encuentran
alterados. En la sangre periférica se observa
leucocitosis con desviacion izquierda, niveles
elevados de proteina C reactiva y procalcitonina, y
especialmente en el caso de la enfermedad
meningococica invasiva es frecuente encontrar
alteraciones de las pruebas de la coagulacion
(plaquetopenia, hipoprotrombinemia o ambas, con o

sin otros datos de coagulacién intravascular
diseminada).

En principio no esta indicado emplear técnicas de
imagen para el diagndstico. Estas se utilizan cuando
la duracion de los sintomas meningeos es
prolongada, cuando se detecta un foco que puede
complicarse con absceso cerebral (como las otitis
con colesteatoma, la sinusitis...), cuando existe
edema de papila, déficits de vias largas o coma.

Tablal. Hallazgos citoquimicos en el LCR en pacientes con meningitis

Meningitis Leucocitos Tipo de leucocitos  Glucosa (mg/dl)  Proteinas (mg/dI)
(células/mm?®)

Virica 50-100 Mononucleares >45 <200

Bacteriana 1000-5000 Polimorfonucleares <40 100-500

Tuberculosa 50-300 Mononucleares <45 50-300

Criptocécica 20-400 Mononucleares <40 >45

4.6 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

La observacion de microorganismos en la tincién de
Gram del LCR, aunque es la medida mas rapida y
directa para orientar el diagnostico no permite por si
sola confirmar inequivocamente el diagnéstico
etiolégico.

La confirmacion de un caso de meningitis
bacteriana aguda se realiza mediante Ia
demostracion de la presencia del microorganismo en
el LCR, y suele realizarse mediante cultivo o
deteccion del ADN bacteriano. También es posible
hacerlo por la deteccion de antigenos especificos,
aunque el empleo de esta técnica para confirmar un
episodio es menos recomendable que los dos
métodos anteriormente citados. Como ya se ha
comentado, en todos los casos sospechosos de
meningitis bacteriana aguda, independientemente
del resto de medidas, deben obtenerse muestras de
sangre para la realizacion de hemocultivos. La
obtencién de otras muestras queda sujeta a la
presentacion clinica de cada caso.

El cultivo del LCR es el método Optimo de
confirmacion y hoy en dia continGa siendo el método
de referencia. El aislamiento de la bacteria, ademas
del diagnéstico etioldgico, permite la realizacion de
pruebas complementarias, como pruebas de
sensibilidad a los antimicrobianos y estudios de
tipificacién. La principal limitacion del cultivo
bacteriano es su baja rentabilidad cuando las
muestras investigadas provienen de personas que
han recibido tratamiento antibiético previo.

La deteccion de ADN mediante técnicas de
amplificacion de acidos nucleicos en tiempo real ha
supuesto el mayor avance diagnéstico durante los
Ultimos afios. Las técnicas genomicas como la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real no pueden sustituir de momento al cultivo
tradicional como método diagndstico de referencia
de las infecciones bacterianas agudas, pero son
complementarias, aportando una serie de ventajas
respecto a éste que la convierten en una herramienta
de uso rutinario en los laboratorios de microbiologia.

Las técnicas de PCR en tiempo real permiten
identificar y cuantificar el producto amplificado en el
momento en que se esta produciendo la reaccién
utilizando marcadores fluorescentes. Las mayores
ventajas de esta técnica consisten en la
simplificacion méaxima del procedimiento, la rapidez
con que se obtienen los resultados y la virtual
eliminacién de las contaminaciones de laboratorio,
puesto que los tubos con fragmentos amplificados ya
no se vuelven a abrir para hacer ningin proceso
adicional.

En el diagnéstico de la meningitis bacteriana, la
PCR tiene mayor sensibilidad que la del cultivo
tradicional, y la administracién de antimicrobianos
previa a la obtencién de la muestra apenas afecta su
sensibilidad. Esto es de gran utilidad en una
enfermedad en la que la rapidez en la instauracion
del tratamiento es clave en la evolucién posterior. La
tercera gran ventaja es la rapidez en la obtencion de
resultados.

Los principales inconvenientes de los métodos
gendmicos son la necesidad de personal
especificamente entrenado, la falta de
estandarizacion de los protocolos, el coste elevado y
sobre todo, el peligro de que existan
contaminaciones accidentales si se utiliza PCR
convencional. ElI mejor formato de deteccion
probablemente sea la combinacién de sistemas
automaticos de extraccion de &cidos nucleicos con
técnicas de amplificacién en tiempo real. El futuro de
las técnicas genémicas para el diagnéstico de estas
infecciones pasa por el desarrollo de sistemas
automatizados cerrados, con pocas posibilidades de
contaminacion y una elevada garantia de calidad.

La deteccion de antigeno se realiza en pocos
minutos y su simplicidad hace de ella una técnica al
alcance de cualquier laboratorio de microbiologia. La
menor sensibilidad es su principal desventaja
respecto a los otros métodos diagnésticos como son
el cultivo y la deteccidon de &cidos nucleicos. En el
contexto de la meningitis neumocécica, las técnicas
de inmunocromatografia validadas para deteccion de
S. pneumoniae en otras muestras, pueden aportar
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buenos resultados cuando son empleadas en el
LCR. La principal utilidad de la deteccion de antigeno
se centra en el diagnéstico de los casos tratados
cuando no se dispone de técnicas de amplificacion
de acidos nucleicos, que actualmente constituyen el
método diagndstico de eleccidn en estas situaciones.
4.6.1 Procesamiento de las muestras. Todas las
manipulaciones de la muestra deben llevarse a cabo
en una cabina de seguridad biolégica.

Si se tiene previsto realizar técnicas moleculares
se separara una cantidad del LCR en un tubo estéril
gue se conservara refrigerado a 2-8°C hasta su uso.

La inoculacién de los medios de cultivo
seleccionados puede hacerse directamente con el
LCR o bien tras su concentracion por centrifugacion.

La centrifugaciéon en citocentrifuga con 0,5-1 ml de
LCR ofrece mayor sensibilidad que la convencional,
aunque ésta puede realizarse en caso de no
disponer de aquella. La centrifugacién convencional
se debe realizar con un mililitro del LCR durante 10
minutos a 2.000 g. Se aspirara el sobrenadante que
se conservara para otros estudios y se resuspendera
el sedimento. Es importante tener en cuenta que el
sedimento debe ser resuspendido mediante
agitacion suave en vértex. No debe resuspenderse
con una pipeta puesto que las bacterias y las células
pueden quedarse adheridas a las paredes del tubo.

Una gota del sedimento se empleara para la tincién

de Gram y otra para la siembra en un medio de
cultivo en caso que no se haya procedido
previamente a la siembra directa.
4.6.2 Medios de cultivo e incubacion. Debido al
tipo de bacterias implicadas en la etiologia de la
meningitis, para el cultivo deben emplearse medios
enriquecidos, como el agar sangre y el agar
chocolate. Ademés, en funcion de los datos
aportados por el médico peticionario sobre la
muestra y el enfermo, se realizaran procedimientos
adicionales si se consideran necesarios. Las placas
se incubaran a 35°-37°C en aire y en atmdsfera
enriquecida con 5% de CO,. En aquellos LCR con
recuentos celulares muy elevados puede ser (til
inocular un mililitro del mismo en una botella de
hemocultivo que se introducira en el sistema
automatizado que disponga el laboratorio.

Las placas seran revisadas diariamente,
manteniéndose la incubacién durante 3-4 dias.

5. MENINGITIS NEONATAL

5.1 INTRODUCCION

Algunas infecciones que afectan al recién nacido
como la meningitis bacteriana son la manifestacion
postnatal de un proceso patolégico iniciado antes del
parto. La meningitis neonatal ocurre en un 0,3 por
1.000 nacidos vivos y esta estrechamente asociada
a sepsis, que es hasta cinco veces mas frecuente. El
conocimiento de este hecho ha conducido a los
obstetras a administrar a la gestante antibidticos de
amplio espectro ante algunas situaciones perinatales
frecuentes asociadas a infeccion como la fiebre
intraparto, la sospecha de corioamnionitis, rotura de
membranas ovulares complicada con amenaza de
parto prematuro y otras.

5.2 MANIFESTACIONES CLINICAS

La clinica de la sepsis y meningitis neonatal es
inespecifica y superponible a la de otros procesos
patoldgicos graves, sobre todo en la poblacion de
recién nacidos prematuros. Los analisis de la
respuesta biolégica (reactantes de fase aguda) y
hematolégica (cifra de leucocitos, recuento
diferencial, cifra de plaquetas, etc.) no son
suficientemente sensibles ni especificos para
identificar de manera segura al recién nacido
infectado. Ello conduce a menudo a una utilizacién
innecesaria de antibidticos en el recién nacido
durante los dos o tres primeros dias del ingreso en la
Unidad Neonatal. En la actualidad, un 24-31% de los
recién nacidos han recibido antibiéticos por via
transplacentaria o durante los primeros minutos de
vida.

5.3 ETIOPATOGENIA
Desde el final de la década de los ochenta, el
microorganismo mas frecuentemente aislado en el
espectro etiolégico de las sepsis y meningitis
neonatales es S. agalactiae o estreptococo beta-
hemolitico del grupo B de Lancefield (EGB). En
1984, Boyer y Gotoff demostraron que la
administracion intravenosa de antibiéticos intraparto
reducia la transmision materno-fetal del EGB y por
tanto la colonizacién e infeccién neonatal por este
microorganismo. Desde entonces numerosas
publicaciones han confirmado la eficacia de esta
politica. En Estados Unidos, los Centers for Disease
Control, conjuntamente con la American Academy of
Pediatrics y el American College of Obstetricians and
Gynecologists, publicaron en 1996 las guias para la
prevencion de esta infeccion (Guidelines for the
prevention of perinatal group B streptococcal
disease: a public health prespective). En Espafia, la
Sociedad Catalana de Obstetricia y Ginecologia, la
Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica y la Sociedad Espafiola de
Pediatria realizaron una reunion de consenso Yy
elaboraron unas recomendaciones que fueron
editadas en 1997. Pediatria Catalana.
Posteriormente, en 1998 las Sociedades Espafiolas
de Obstetricia y Ginecologia (SEGO), de
Neonatologia (SEN) y de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica (SEIMC) publicaron sus
recomendaciones en la revista oficial de la SEGO.
Desde entonces se ha generalizado en Espafia el
estudio sistematico de la colonizacién vagino-rectal
en las gestantes (entre 35-37 semanas de edad
gestacional) y la administracion de antibioticos
intraparto a las mujeres colonizadas. En nuestro
medio la tasa de colonizacion vagino-rectal por EGB
en las gestantes de 35-37 semanas es de alrededor
del 20% (15-25%). Se aplica, ademas, profilaxis
antibiotica a los recién nacidos pretérmino cuya
colonizacion materna no ha sido estudiada por
poseer una edad gestacional <35 semanas (7% de
los partos).

E. coli, sigue siendo el segundo agente etioldgico
de sepsis y meningitis neonatales. Las situaciones
clinicas relacionadas con la infecciébn neonatal por

esta bacteria son distintas a las del EGB. Se
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relaciona de forma especial con la prematuridad, el
bajo peso al nacer, la prolongacién del embarazo
tras la rotura prematura de membranas, la exposicion
previa a los antibiéticos y las infecciones urinarias
maternas por esta bacteria durante el embarazo. Se
han descrito diversos factores de virulencia
asociados a este microorganismo, principalmente
adhesinas, capsula, resistencia al suero, toxinas,
sistemas quelantes de hierro y proteinas
relacionadas con la invasion del endotelio.

El tercer agente mas comun es L. monocytogenes.
A diferencia de los dos anteriores, que suelen
transmitirse al feto durante el parto, su paso también
puede ser transplacentario. Aunque esto Ultimo es
muy poco frecuente, las consecuencias son muy
graves, frecuentemente con muerte fetal.

5.4 DIAGNOSTICO DE MENINGITIS EN EL
NEONATO

El aislamiento del microorganismo a partir de una
muestra clinica significativa como el LCR, o la sangre
en caso de que haya también bacteriemia, es el
método de referencia y el mas idéneo para
establecer el diagnéstico.

La frecuente administracion de antibidticos a la
madre no siempre es capaz de evitar el proceso
infeccioso del recién nacido, pero con frecuencia
inhibe el crecimiento del microorganismo y por tanto
es causa de negatividad de los cultivos.

La amplificacion de ADN mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) u otra técnica facilita
la deteccion de microorganismos presentes en
cantidades muy bajas o de dificil crecimiento en los
medios usuales asi como en aquellos casos en los
gue el paciente ha recibido tratamiento antibiético.

No existen técnicas comercializadas disefiadas
especificamente para el diagnostico de la meningitis
neonatal que cubran el diagnéstico de los tres
principales agentes bacterianos. Sin embargo,
numerosos autores han descrito varios
procedimientos. Una aproximacion atractiva es la
gue escoge como diana para la amplificaciéon el gen
gue codifica el 16S ARNr, comun en las bacterias.
Cualquier bacteria presente en el LCR dara un
resultado positivo, y la identificacion de la especie se
puede hacer mediante PCR en tiempo real con tres
sondas fluorescentes para regiones internas con
variabilidad especifica para S. agalactiae, E. coliy L.
monocytogenes, 0 bien por secuenciacion.
Obviamente, esta estrategia de amplificar una region
bacteriana comun solo puede realizarse en muestras
habitualmente estériles, y su principal inconveniente
es que presenta menor sensibilidad que las
amplificaciones dirigidas que utilizan iniciadores
especificos.

5.5 DETECCION DE PORTADORAS DE
Streptococcus agalactiae

Como medida de prevencion de la sepsis y
meningitis neonatal por S. agalactiae, se recomienda
estudiar la colonizacion vaginal y rectal en todas las
embarazadas durante las semanas 35 a 37 de
gestacion. Los métodos pueden consultarse en el

Procedimiento n°® 13 de la SEIMC (22 edicion):
“Microbiologia de la infeccién perinatal”.

Actualmente estan comercializados métodos de
amplificacion de acidos nucleicos por PCR en tiempo
real que permiten detectar a portadoras de forma
muy sencilla y rapida. Una posible indicacion seria
aquellas gestantes no controladas durante su
embarazo y en las que se tiene que hacer un
diagnéstico durante el parto.

La técnica Xpert GBS (Cepheid, Sunnyvale, CA)
automatiza todo el proceso, extraccion de acidos
nucleicos incluida, de forma que la manipulacion
técnica es minima y los resultados estan disponibles
en menos de dos horas. Cuenta con el marcado CE
y tiene unos valores de sensibilidad del 94,6% y de
especificidad del 94,8% respecto al cultivo. A pesar
de su sencillez, el coste del material y la necesidad
de implementar la técnica en la sistemética de
urgencias hace dificil su uso generalizado.

6. MENINGITIS TUBERCULOSA

La meningitis es una forma clinica poco habitual
aunque muy grave de la enfermedad tuberculosa.
Puede representar alrededor del 1% de todas las
formas y es mas frecuente en poblacion de paises
subdesarrollados, nifios y pacientes infectados por el
VIH. La localizacion meningea puede producirse por
via hematégena durante la primoinfeccion o la
reactivacion, o bien por ruptura al espacio
subaracnoideo de un foco parameningeo ya
existente. En cualquier caso se produce una
inflamacion granulomatosa de las meninges basales
y pequefios focos tuberculosos (focos de Rich) en
las meninges, el cerebro o la médula espinal. Esto se
traduce en una clinica que puede ser poco especifica
y de comienzo insidioso. Los sintomas mas
frecuentes son fiebre y cefalea de curso subagudo o
cronico, afiadiéndose posteriormente disminuciones
del nivel de conciencia y/o alteraciones de la
conducta, otros sintomas y signos de hipertension
intracraneal, afectacion de los pares craneales,
hidrocefalia, y diferentes formas de alteraciones
neurolégicas focales.
6.1 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO
CONVENCIONAL

Los datos técnicos pueden consultarse en detalle en
los Procedimientos de la SEIMC numeros 9 (12
edicion) y 9a (22 edicién): “Micobacterias”.

La deteccion de los bacilos en LCR mediante
tincion y cultivo continla siendo el método de
referencia para hacer el diagnostico etiolégico,
aunque la escasa cantidad de los mismos que suele
encontrarse en las muestras clinicas condiciona en
gran manera la sensibilidad de los diferentes
métodos. Para aumentar esta sensibilidad se
recomienda en la medida de lo posible trabajar con
gran cantidad de muestra (6 ml) o bien disponer de
varias muestras obtenidas en momentos diferentes, y
utilizar alguna técnica de concentracion.

Debido a la capacidad de flotacion de las
micobacterias, las técnicas de concentracién por
centrifugacién directa de la muestra son poco

eficaces, por lo que podria ser recomendable realizar
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algun tipo de pretratamiento para su concentraciéon a
pesar de tratarse de un liquido estéril. En caso de
disponer de un volumen escaso que implique la
utilizacion en su totalidad, no seria necesario realizar
el pretratamiento puesto que la posibilidad de
contaminacion de los cultivos es despreciable.
Existen numerosos protocolos para realizar la
descontaminacién. El méas recomendado para la
mayoria de sistemas de cultivo en medios liquidos y
técnicas de amplificacion gendémica es el NALC-
NaOH (método de Kubica).

6.1.1. Tinciones. Las técnicas estandarizadas de
tinciébn con fluorocromos (auramina-rodamina) o
carbolfucsina (Ziehl-Neelsen) permiten demostrar la
presencia de micobacterias de forma rapida y
sencilla. Son capaces de detectar 10" bacilos/ml, y
su sensibilidad en el diagndstico de la meningitis
tuberculosa es del 10%. Ambas técnicas presentan
un rendimiento similar. Puesto que la primera
requiere un menor tiempo de observacion, es
preferible en aquellos laboratorios que realizan un
namero elevado de examenes. En ocasiones es
necesaria la confirmacion de un resultado positivo en
la tincion de auramina con la técnica de Ziehl-
Neelsen, y algunos laboratorios la realizan de forma
rutinaria.

La experiencia y el tiempo dedicado por el

observador son aspectos importantes que también
hay que tener en consideracion.
6.1.2 Cultivo. El cultivo permite detectar cantidades
menores de microorganismos que la tincién, del
orden de 10° bacilos/ml asi como realizar la
identificacién de especie y las necesarias pruebas de
sensibilidad fenotipicas. Los medios liquidos de los
que se dispone actualmente permiten acortar
considerablemente el tiempo necesario para obtener
un cultivo positivo. Sin embargo este tiempo varia
segun el indculo, de modo que las muestras con bajo
in6culo presentan un retraso en el crecimiento
respecto a muestras con mayor inoculo. La
sensibilidad del cultivo en el diagnostico de la
meningitis tuberculosa es muy variable, y oscila entre
un 25 y un 79% segun diferentes autores.

6.2 DIAGNOSTICO GENOMICO
La mayoria de las técnicas genéticas que se
emplean para la deteccion de Mycobacterium
tuberculosis directamente en muestra clinica implican
la seleccién de un fragmento especifico del ADN del
microorganismo y su amplificacién mediante reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) u otro sistema.

Existen numerosas técnicas descritas en la
literatura, en las que se amplifican mediante PCR
convencional diferentes regiones genéticas como la
secuencia de insercion 1S6110, la hsp65 que codifica
la proteina de 65KDA, regiones de la subunidad
ribosémica 16S, 23S y otras. En general estos
métodos caseros utilizan para la deteccion del
producto amplificado la electroforesis en geles de
agarosa o0 poliacrilamida, identificandolo por el
polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP)
0 por secuenciacion.

En la actualidad, existen asimismo varios
procedimientos comercializados, que son los mas

recomendables para realizar el diagnéstico de
tuberculosis en muestras clinicas puesto que estan
estandarizados, los resultados obtenidos se pueden
comparar con los de otros laboratorios y cuentan con
la validacion y aprobacién de diferentes organismos
internacionales. La mayoria de ellos estan validados
Unicamente en muestras de origen respiratorio,
algunos en muestras extrapulmonares como orina, y
ninguno en LCR. Aunque diferentes autores hayan
realizado estudios con estas técnicas para el
diagnéstico de meningitis tuberculosa y se usen en el
diagnéstico asistencial en varios laboratorios, en
ningn caso deben sustituir a los métodos
convencionales de tincién y cultivo, y los resultados
obtenidos han de interpretarse conjuntamente vy
teniendo en cuenta la situacion clinica del paciente.

Muchas técnicas comerciales incluyen en el equipo
un sistema de extraccién de acidos nucleicos a partir
de la muestra clinica, especifico para dicho
procedimiento y que implica en ocasiones un
proceso manual de complejidad variable. A pesar de
que en el laboratorio se disponga de alguna técnica
de extraccion automatizada, no conviene modificar el
proceso en este punto puesto que las micobacterias
son organismos que ofrecen dificultades especiales
para ser lisadas y una técnica no disefiada
especificamente para este protocolo puede
condicionar un mal rendimiento de la amplificacién.
Puesto que no hay técnicas validadas para su uso
con LCR, ninguna ofrece datos sobre el volumen
minimo de muestra a procesar, pero no debe ser
inferior a 500 microlitros.

Otras ventajas que ofrecen los métodos
comerciales son que todos ellos incluyen la
amplificacion simultanea de un control interno que
permite monitorizar en cada muestra la existencia de
sustancias con accién inhibidora de la polimerasa v,
por lo tanto, evitar resultados falsamente negativos.
Otros facilitan una automatizacién del procedimiento
en todo o en parte, lo que permite ahorrar tiempo y
trabajo técnico, y algunos ademéas ofrecen
informacidon sobre aspectos interesantes, como la
deteccion de mutaciones que codifican resistencia a
algunos antibidticos.

Aungque los métodos en tiempo real son idoéneos
para cuantificar los microorganismos, el valor que
pueda tener esta cuantificacién en el diagnéstico de
la enfermedad tuberculosa o en el control de la
eficacia de tratamiento esta por establecer.

A continuacién se presentan las principales
caracteristicas de los sistemas que se han
comercializado recientemente y que cumplen la
normativa europea (European in vitro Diagnostic
Directive, marcado CE) (tablas 2 a 4).

6.2.1 Técnicas que incluyen la deteccion del
producto amplificado por hibridacion en fase
solida. Previa amplificacion de una o varias regiones
genéticas, se realiza una hibridacidon reversa con
sondas cortas inmovilizadas en tiras de nitrocelulosa.
Estos productos comerciales se comenzaron a usar
a partir de micobacterias crecidas en cultivo, pero
actualmente las técnicas GenoType (Hain
Lifescience, Germany) tienen validacion para trabajar

con muestras clinicas. La extraccién de &acidos
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nucleicos y la amplificaciébn son manuales, y la
deteccidn en tira esta automatizada.

La primera que se comercializé (2004) fue
GenoType Mycobacteria Direct. Esta validada para
muestras respiratorias y extrapulmonares, y permite
detectar simultdaneamente M. tuberculosis complex y
otras micobacterias de interés clinico (Micobacterium
avium, Micobacterium intrecellulare, Micobcterium
kansasii y Micobacterium malmoense).

Otros dos sistemas estan disefiados para detectar
la presencia de M. tuberculosis complex y también
de mutaciones que codifican resistencia a varios
antibiéticos. Ambos estan validados para muestras
respiratorias con baciloscopia positiva. GenoType
MTBDRplus esta disponible desde 2006 y detecta
resistencia a rifampicina y resistencia de alto y bajo
nivel a la isoniacida. GenoType MTBDRsI ha sido
comercializado en 2009 y detecta la resistencia a las
fluoroquinolonas, etambutol, aminoglicosidos y
péptidos ciclicos.

En el presente afio 2010 se ha desarrollado el
sistema GenoQuick MTB, validado para muestras
respiratorias 'y extrapulmonares. La fase de
hibridacion de esta técnica no estd automatizada
porque es muy sencilla y rapida, y permite
diagnosticar infeccion por M. tuberculosis complex
con poco trabajo técnico.

6.2.2 Amplificacion en tiempo real. El equipo BD
ProbeTec ET Mycobacterium tuberculosis complex
(DTB) direct detection (Becton Dickinson, USA) esta
disponible desde el afio 2001 vy utiliza la tecnologia
de amplificaciéon por desplazamiento de cadenas
(SDA, Strand Displacement Amplification) en tiempo
real. Esta validado para muestras respiratorias, la
parte de amplificacién y deteccion esta automatizada
y permite identificar M. tuberculosis complex. Aunque

la tecnologia que emplea no sea familiar para la
mayoria de microbidlogos, se trata de una
amplificacion isotérmica sencilla y robusta, no
precisa instrumentos complejos y no ofrece
dificultades especiales de interpretacion.

El sistema COBAS TagMan MTB (Roche

Diagnostics, USA) se basa en una amplificacién por
PCR en tiempo real y deteccion de M. tuberculosis
complex mediante sondas de hidrélisis. Como el
anterior, esta validado para muestras respiratorias y
la extraccion de acidos nucleicos es manual.
Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA) es una
PCR en tiempo real con sondas tipo molecular
beacons validado para muestras respiratorias que
permite realizar la deteccion de M. tuberculosis
complex y su resistencia a rifampicina. El proceso
esta automatizado en todas sus etapas, extraccion
de 4&cidos nucleicos incluida, por lo que la
manipulacion de la muestra y el tiempo que se tarda
en obtener un resultado son minimos. Los reactivos
estan liofilizados dentro de un dispositivo listo para
Su uso y son muy estables, incluso a temperatura
ambiente.

7. INFECCIONES VIRICAS DEL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL

7.1 INTRODUCCION

Los virus son la causa mas frecuente de meningitis,
encefalitis y meningoencefalitis por delante de
bacterias, hongos y parasitos, ademéas de producir
ciertos sindromes neurodegenerativos lentos de
etiologia  exclusivamente  virica  como la
panencefalitis esclerosante subaguda, la
leucoencefalopatia multifocal progresiva y la
encefalopatia por el VIH.

Tabla 2. Técnicas moleculares comerciales para el diagnéstico de tuberculosis. Descripcion.

Nombre comercial

Método de Region

Deteccion

amplificacion amplificada
GenoType Mycobacteria NASBA 23S-ARN M. tuberculosis complex, M.
Direct avium, M. intracellulare, M.
kansasii, M. Malmoense
GenoType MTBDRplus PCR 23S- ARN M. tuberculosis complex
rpoB Resistencia a rifampicina e
katG Isoniacida

promotor inhA

GenoType MTBDRsl| PCR 23S- ARN M. tuberculosis complex
gyrA Resistencia a fluoroquinolonas,
rrs Aminoglucoésidos/péptidos
embB ciclicos y etambutol
GenoQuick MTB PCR 1S6110 M. tuberculosis complex

BD ProbeTec ET

SDA en tiempo 1S6110

M. tuberculosis complex

real 16S- ARN

COBAS TagMan MTB
real
Xpert MTB/RIF
real

PCR en tiempo 16S- ARN

PCR en tiempo rpoB

M. tuberculosis complex

M. tuberculosis complex
Resistencia a rifampicina
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Tabla 3. Técnicas moleculares comerciales para el diagnéstico de tuberculosis. Aplicacién en el laboratorio.

Nombre Tipo de muestra Automatizacion Control
comercial Extraccion  Amplificacion Deteccion interno
GenoType Respiratoria y NO NO Sl Sl
Mycobacteria extrapulmonar
Direct (no LCR)
GenoType Respiratoria con NO NO Sl Sl
MTBDRplus baciloscopia
positiva
GenoType Respiratoria con NO NO Sl Sl
MTBDRsI baciloscopia
positiva
GenoQuick MTB Respiratoria y NO NO NO Sl
extrapulmonar
(no LCR)
BD ProbeTec ET Respiratoria NO Sl. Tiempo real Sl
COBAS TagMan Respiratoria NO Sl. Tiempo real Sl
MTB
Xpert MTB/RIF Respiratoria Sl Sl. Tiempo real Sl
Tabla 4. Técnicas moleculares comerciales para el diagnéstico de tuberculosis. Validacion.
Nombre comercial Resistencia a S E VPP VPN
antimicrobianos
GenoType Mycobacteria Direct 92,9%* 84,5%* 90,5%* 88,1%*
93,7%** 100%** 100%**  90,5%**
GenoType MTBDRplus Rifampicina 98,1%***  97,8%***
Isoniacida 90,2%*** 100%***
GenoType MTBDRs| Quinolonas 90,6%***  1009%***
Aminoglucdsidos / péptidos  84,8%*** 100%***
Etambutol 69,2%***  1009%***
GenoQuick MTB 96,7%* 85,2%* 63,8%* 99%*
97,7%** 97%** 93,6%** 99%**
BD ProbeTec ET 90,9%* 97,2%*
91,1%** 97,8%**
Xpert MTB/RIF Rifampicina 98%* 98,3%* 95,9%* 96,1%*
96,7%***  98,6%***  93,6%*** 99,3%***

S: Sensibilidad. E: Especificidad. VPP: Valor predictivo positivo. VPN: Valor perdictivo negativo

* Valor de referencia el cultivo
** Valor de referencia el diagnéstico clinico
*** \Jalor de referencia la sensibilidad fenotipica

El establecimiento de la etiologia virica mediante
diagnéstico de laboratorio es importante, ya que
permite orientar el tratamiento con antiviricos
especificos en algunos casos como el de los virus de
la familia de los herpes y evita el uso innecesario de
antibioticos, asi como el de ingresos hospitalarios de
casos producidos por agentes con buen prondstico
como, por ejemplo los enterovirus, causantes,
ademas, de brotes epidémicos que pueden producir
situaciones de sobrecarga en los hospitales.

7.2 ETIOPATOGENIA
Una caracteristica de los sindromes neurolégicos
catalogados como infecciosos por criterios clinicos y

de analitica general, es que en un importante
porcentaje de ellos (en torno al 40-60% para las
meningitis y el 70% para las encefalitis) no se llega a
identificar ningun agente causal. Los virus que se
detectan con mas frecuencia en meningitis aséptica
son los enterovirus (EV), seguidos de virus herpes
simple (VHS) y varicela zoster (VZV). Entre los
muchos tipos de EV causantes de brotes de
meningitis, destacan Echovirus 30, 13, 6, 11 y 9,
Coxsackie B5 y Coxsackie A9. Los EV son también
la causa principal de meningitis y sepsis neonatal. El
virus de la parotiditis solia compartir con los EV el
papel de primera causa de meningitis aséptica antes
de la inclusién de la vacuna triple virica en el
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calendario obligatorio, pero actualmente su papel es
muy limitado, aunque no se puede olvidar que se
siguen produciendo brotes de parotiditis que afectan
a poblacioén vacunada, en el transcurso de los cuales
se producen casos de meningitis aséptica.

El principal agente causal de encefalitis viricas es
el VHS, aunque algunos estudios revelan que el VZV
podria causarla con una frecuencia similar o incluso
superior. Los EV rara vez causan encefalitis, aunque
un reciente estudio en Finlandia les otorga un valor
mas relevante. La encefalitis también puede
aparecer como complicaciéon de enfermedades
viricas que usualmente cursan sin implicacién
neurolégica. Puede ser el caso de la propia varicela
o de la gingivo-estomatis herpética, pero también de
otras como el sarampiéon o en menor medida de la
parotiditis, el exantema subito o la gripe, existiendo
publicados casos asociados a otras muchas
enfermedades y agentes viricos.

Entre los virus zoon6ticos productores de cuadros
neurolégicos descritos mas recientemente en nuestro
entorno esta el virus Toscana (familia Bunyaviridae,
género Phlebovirus), que es un arbovirus transmitido
por un flebotomo (Phlebotumus perniciosus) que
produce meningitis aséptica y que parece endémico
en Espafia. El virus de la coriomeningitis linfocitaria,
un arenavirus transmitido por roedores, también es
causa esporadica de meningitis en Espafia. Ademas,
se tienen evidencias de la presencia de virus West-
Nile en aves, aunque sélo se ha descrito un caso
humano. Asimismo, casi todos los afios se producen
casos importados de rabia canina en Ceuta y Melilla
a los que, en ocasiones, se exponen personas que
han de recibir inmunoprofilaxis post-exposicién. Otro
lisavirus capaz de causar rabia en humanos, el
lisavirus europeo de murciélago tipo 1, es endémico
en murciélagos en Espafia. Finalmente, existen
muchos otros virus transmitidos por artrépodos
causantes de enfermedad neurolégica
caracteristicos de diferentes partes del mundo que
se deben tener en cuenta en pacientes con
antecedentes de viajes internacionales.

En meningitis y encefalitis viricas se pueden
distinguir cuatro mecanismos patogénicos
alternativos. El mas general seria la colonizacion del
sistema nervioso central (SNC) a través de
diseminacién hematdégena del virus durante la
primoinfecciéon virica. En el caso de los alfa
herpesvirus un segundo mecanismo, cuyo ejemplo
mas tipico seria la encefalitis herpética, consistiria en
la invasion del SNC tras reactivacion de la infeccién
latente desde los ganglios nerviosos regionales a
través de las fibras nerviosas. En el caso de la rabia,
el virus infecta las neuronas motoras en el lugar de la
mordedura del animal, alcanzando el sistema
nervioso central tras un lento proceso de transporte
neuronal. Finalmente, en las encefalitis post-
infecciosas como la que ocurre después del
sarampion o la varicela, el dafio neuronal se produce
por mecanismos inmunopatogénicos inducidos por la
respuesta inmune al virus y no directamente por el
efecto de su replicacion en células nerviosas.

En los pacientes inmunodeprimidos los herpesvirus
linfotropos y muy particularmente el citomegalovirus

son causa importante de meningoencefalitis y
mielitis. La invasion del SNC, en este caso,
sobreviene por diseminacion hematégena tras la
reactivacion de los virus desde su reservorio linfoide.

En cuanto a los sindromes de curso lento, la
panencefalitis esclerosante subaguda es una
complicacién de baja frecuencia del sarampién (1
caso por millén) que se esta dejando de ver ya que
la tasa actual de sarampion esta por debajo de un
caso por 100.000 habitantes. Con mas razon,
tampoco se ven casos asociados a virus de la
rubéola que ya eran muy raros en la era epidémica.
La leucoencefalopatia multifocal progresiva esta
causada por el poliomavirus JC, virus de elevada
prevalencia que permanece latente en el rifién con
frecuentes reactivaciones asintométicas en las que
se produce excrecién del virus con la orina, lo que
es mas frecuente en pacientes inmunodeprimidos.
Sin embargo, en algunos casos tras la reactivacion
se produce viremia e invasion del SNC causando
leucoencefalopatia multifocal progresiva. Finalmente,
el propio VIH se considera el causante del complejo
de demencia asociado a sida.

7.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

A diferencia de las de etiologia bacteriana, las
meningitis viricas suelen ser autolimitadas y no dejan
secuelas Sin embargo, las encefalitis viricas
constituyen una enfermedad grave, que dependiendo
de su etiologia pueden causar la muerte o dejar
secuelas en los supervivientes. En concreto, la
encefalitis herpética, generalmente causada por el
virus herpes simple tipo 1, en ausencia de
tratamiento es mortal en la mayoria de los casos, y
aun con el tratamiento adecuado deja graves
secuelas en muchos de los supervivientes, debido,
principalmente, a la dificultad de su diagnéstico
precoz.

La panencefalitis esclerosante subaguda es un
cuadro progresivo, lento, que suele darse en la
infancia y adolescencia y que se caracteriza por un
deterioro mental progresivo que comienza con
alteraciones de conducta seguidas de afectacion
motora que en un plazo de uno a tres afios acaba
dejando al paciente en estado vegetativo Yy
produciéndole la muerte. Se produce por una
infeccion defectiva y persistente del virus del
sarampién en el SNC y es mas frecuente en nifios
gue contraen el sarampion en los dos primeros afios
de vida.

La leucoencefalopatia multifocal progresiva se
produce por una destruccién de oligodendrocitos
causada por efecto de la replicacion del poliomavirus
JC, causando desmielinizacién. El cuadro clinico se
caracteriza por un déficit focal neuroldgico y deterioro
cognitivo progresivo que suele acabar con la vida de
paciente en cuestion de meses. Esta enfermedad
afecta a pacientes inmunodeprimidos, especialmente
con sida pero también a transplantados. Mas
recientemente se ha asociado al uso de agentes
inmunosupresores selectivos para el tratamiento de
la esclerosis mdltiple.

Finalmente, en los estadios finales del sida, los

pacientes pueden sufrir un cuadro de deterioro
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cognitivo progresivo conocido como complejo de
demencia del sida o encefalopatia asociada al VIH
que se considera causado por el propio VIH.

7.4 EPIDEMIOLOGIA

A pesar de la importancia clinica de estos sindromes,
existe la percepcibn de que no se tiene un
conocimiento adecuado de su etiologia y por
consiguiente de su epidemiologia, en parte debido a
la ausencia de definiciones de caso armonizadas y
de métodos de diagnéstico estandarizados. Dentro
del complejo elenco de virus causantes de
enfermedad neurolégica, hay agentes con patrones
de circulacion epidemiolégica endémica, epidémica y
endemo-epidémica. Aunque existe una base
constante de casos de meningitis linfocitaria causada
por VHS, VZV y ciertos EV de patrén endémico, se
producen con frecuencia picos epidémicos causados
por diversos EV que suelen ser mas frecuentes en
primavera-verano. Durante estos brotes los casos de
meningitis linfocitaria que llegan al hospital no son
mas que la punta del iceberg de una circulacién
masiva entre la poblacién infantil causando cuadros
febriles leves o asintomaticos. El serotipo implicado
cambia con el tiempo y suele causar brotes
concomitantes en paises circundantes. Antes de la
vacunacién con la vacuna triple virica se observaban
también brotes de meningitis asociados a los de
parotiditis, pero el escaso tamafio de los actuales en
la poblaciébn vacunada no parece producir un
aumento significativo en los casos de meningitis,
aunque si que se siguen produciendo. En el caso de
la encefalitis, sin embargo, no se observan brotes, ya
gue la mayoria se producen por reactivaciones de
infecciones latentes por VHS y VZV. Finalmente, si
que se observa una clara estacionalidad en la
meningitis por virus Toscana asociada a la mayor
actividad del vector durante los meses de verano.

7.5 DIAGNOSTICO

Ante un paciente con un cuadro neurolégico, antes
gue nada, procede realizar un diagnéstico clinico a
fin de clasificarlo dentro de alguno de los sindromes
conocidos, y una puncién lumbar para establecer de
forma tentativa si la etiologia es virica o bacteriana.
Ello permitira la instauracion de un tratamiento
presuntivo a la espera de los resultados
microbiolégicos. Un liquido cefalorraquideo claro u
opalino, con predominio de linfocitos, sin disminucion
de la concentracion de glucosa y con elevacion
discreta de proteinas apunta hacia una etiologia de
tipo virico (tabla 1). En los casos de encefalitis o
encefalopatias, las técnicas de imagen completaran
la informacién necesaria para el establecimiento del
diagnéstico presuntivo.

En el examen clinico, ademas de la valoracion de
los propios signos y sintomas neuroldgicos, deberan
buscarse otros sintomas asociados que pueden
proporcionar informacibn muy relevante sobre la
identidad del agente implicado, tales como la
presencia de exantemas vesiculares (herpes labial,
herpes zoster, varicela, sindrome de boca-mano-pie),
exantemas morbiliformes (sarampion, exantema
subito...), inflamacion de las glandulas parétidas o

presencia de lesiones producidas por picaduras de
insectos 0 mordeduras de animales. Finalmente, en
la anamnesis se deberd preguntar sobre posibles
cuadros infecciosos o vacunaciones en los dias
precedentes, casos similares en su entorno y
existencia de antecedentes de viajes internacionales,
exposiciones conocidas o potenciales a picaduras de
insectos 'y contacto con animales, muy
especialmente con murciélagos.

7.6 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

El diagnéstico microbiolégico de los sindromes
neurolégicos viricos, para ser util en el tratamiento
del paciente, requiere rapidez, ya que se trata de
cuadros agudos de evolucién rapida. En este
sentido, seria fundamental que las técnicas
diagnosticas de los patégenos mas frecuentes
estuviesen implantadas en todos los servicios de
microbiologia hospitalaria. El incremento en la oferta
comercial de equipos de diagnostico basados en
técnicas genodmicas que se viene experimentando en
los dltimos afios esta facilitando enormemente la
consecucion de este objetivo, perfectamente
justificable, por otra parte, no solo por la mejora de la
calidad asistencial, sino también por su balance
econémico a través del ahorro potencial en
tratamientos antibiéticos en unos casos y en
ingresos hospitalarios en otros, siempre que se
conozca la naturaleza del virus implicado en el
cuadro con suficiente premura.

El diagnoéstico microbiologico de los sindromes
neurolégicos viricos se basa esencialmente en el
andlisis del LCR y debe hacerse tanto por detecciéon
directa como por serologia siempre que sea posible
si se quiere obtener la maxima sensibilidad, ya que
seran unas u otras técnicas las que brindaran el
resultado positivo dependiendo del tiempo de
evolucién del cuadro clinico: en momentos
tempranos las técnicas directas y en cuadros mas
evolucionados las seroldgicas. Habida cuenta de que
las pruebas serolégicas aplicadas al liquido
cefalorraquideo requieren del andlisis del estado de
la barrera hematoencefalica a través del examen en
paralelo de LCR y suero, esta Ultima muestra,
siempre debera tomarse de forma coetdnea a la
puncién lumbar. Ademas, en los casos en que el
examen clinico y la anamnesis apunten hacia una
complicacién de una enfermedad virica como causa
del cuadro, el diagndstico descansara
fundamentalmente en el de la enfermedad de base
por deteccion de IgM en el suero. En el caso de
sospecha clinica de rabia o en todo caso de
encefalitis con antecedente de exposicion a
murciélagos o mordeduras de animales se tomara
muestra de LCR, saliva, suero y biopsia de piel de la
nuca conteniendo foliculos pilosos y se procedera a
su envio al laboratorio de referencia autonémico o
directamente al nacional (Centro Nacional de
Microbiologia) si no hubiese en la Comunidad
Auténoma correspondiente.

7.6.1 Técnicas de deteccidn directa. Cultivo. Las
cargas viricas en el LCR suelen ser bastante bajas y
ademas, el propio LCR es un medio poco adecuado

para la conservacion de la infectividad,
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especialmente para virus envueltos, por esta razén,
s6lo el cultivo de EV ofrece una sensibilidad
adecuada para el diagnéstico. Pueden también
obtenerse aislamientos en un nimero significativo de
casos asociados a virus de la parotiditis o Toscana,
pero el rendimiento es casi nulo para VHS y VZV.

Las diferentes especies de EV tienen diferentes
requerimientos de lineas celulares para su
crecimiento, de forma que si se quieren cubrir el
maximo de ellos con eficacia hay que inocular
necesariamente varias de ellas, sin que exista
actualmente un acuerdo sobre cual es la mejor
combinacion. Algunas de las lineas mas
comunmente empleadas son los fibroblastos (pulmon
fetal, MRC5), RD, BGM y A549. Las células Vero
permiten el crecimiento del virus de la parotiditis
siendo también sensibles para muchos EV. Existen
en el mercado anticuerpos monoclonales de amplio
espectro que reaccionan con casi todos los tipos de
EV, facilitando la confirmacion de los efectos
citopaticos observados y permitiendo el cultivo rapido
(shell vial), que adelanta el resultado y mejora la
sensibilidad. No obstante, las técnicas de
amplificacion  genémica  proporcionan  mayor
sensibilidad y rapidez, al tiempo que son mas
sencillas de realizar, por lo que estan tendiendo a
desplazar al aislamiento en cultivo. Las muestras en
las que se aisle EV y parotiditis pueden enviarse al
Centro Nacional de Microbiologia para Ila
identificacién del serotipo y/o genotipo contribuyendo
asi a la vigilancia epidemioldgica de estos agentes.
7.6.2 Técnicas de deteccion directa.
Amplificacion gendémica. Existen actualmente
equipos diagndsticos comerciales con marcado CE
disponibles para amplificacion genomica de los
patégenos mas relevantes como EV, HSV y VZV, la
mayoria basados en PCR a tiempo real y algunos
altamente automatizados, estando en este momento
la oferta comercial en expansién. Ademas, desde
hace tiempo hay también disponibles en el mercado
métodos multiples capaces de detectar en un solo
ensayo todos los herpesvirus de interés clinico, tanto
en formato de PCR anidada seguida de
electroforesis en gel como en PCR simple con
deteccion por hibridacion en microplaca. Existen
también métodos mdltiples descritos en la
bibliografia que incluyen herpesvirus y EV
permitiendo realizar de forma simultanea el cribado
de los agentes mas importantes. Asimismo, hay
varios sistemas de extraccion automatica de &cidos
nucleicos que facilitan la adaptacién de estos
métodos al laboratorio asistencial.

En ausencia de antecedentes clinicos o
epidemiolégicos relevantes que apunten claramente
hacia un determinado agente, deberia de hacerse
cribado para EV, VHS y VZV. Si se desea hacerlo de
forma secuencial se deberia de comenzar por los EV
en las meningitis y por VHS y VZV en las encefalitis y
meningoencefalitis. En pacientes inmunodeprimidos
procederia incluir en el cribado al citomegalovirus y
al virus de Epstein-Barr, agentes para los que
también existe oferta comercial de equipos de
diagndstico. Durante los meses de actividad del
vector del virus Toscana el estudio podria

completarse con PCR para este virus y en caso de
antecedente de parotiditis o sarampién con PCR
para estos agentes. En las encefalitis con
antecedente de mordedura por murciélago, deberia
de hacerse RT-PCR de rabia en LCR, saliva y
biopsia de piel de nuca. Finalmente, en caso de
antecedente de viaje internacional se habran de
considerar los agentes relevantes en el area
geogréfica de procedencia, incluido el virus de la
rabia si hay antecedente de mordedura por animal
susceptible en zona endémica. En los casos de
leucoencefalopatia multifocal progresiva, la Unica
técnica capaz de proporcionar un diagnéstico es la
PCR para virus JC en LCR, sin embargo, para la
panencefalitis esclerosante subaguda no hay
trabajos que muestren un buen rendimiento de la
RT-PCR en LCR, aunque si en material de autopsia,
permitiendo, ademas, el establecimiento del genotipo
del virus. Para aquellos agentes para los que no
existe oferta comercial de equipos de amplificacion
pueden utilizarse métodos publicados en la
bibliografia o acudir al laboratorio de referencia.

La interpretacion de un resultado positivo en el
LCR es muy fécil, ya que cualquier hallazgo debe de
considerarse significativo. Sin embargo, hay que
considerar que las cargas viricas suelen ser muy
bajas, frecuentemente cercanas a los umbrales de
deteccion de las técnicas. Por esta razén, para
obtener un rendimiento diagndstico aceptable en el
liquido cefalorraquideo, es imprescindible combinar
una amplificacion genémica de exquisita sensibilidad
con un alto rendimiento en la extraccion de acidos
nucleicos, por lo que al seleccionar unas u otras
técnicas es imprescindible comprobar que han sido
evaluadas especificamente para este uso. En
cualquier caso, a los valores negativos no hay que
concederles un valor predictivo elevado.

7.6.3 Técnicas serolégicas. Cuando la toma de
muestra se retrasa puede ocurrir que ya no haya
virus viable ni genoma del mismo en el LCR,
guedando el diagnéstico serolégico cémo Unica
alternativa. En sindromes post-infecciosos de
patogenia inmunitaria como la encefalitis post-
varicela o post-sarampion debido a la propia
naturaleza del mecanismo patogénico, el diagnéstico
de la infeccién aguda mediante deteccion de IgM en
el suero es la técnica de eleccién. Ocurre lo mismo
para los otros casos en los que el sindrome
neurolégico, aun no siendo generado por este
mecanismo patogénico, también estd ligado a la
infeccion primaria por agentes viricos de los que
también se puede sospechar por la historia clinico-
epidemiolégica del paciente, tales como la meningitis
por virus Toscana, la coriomeningitis linfocitaria o la
encefalitis asociada a exantema subito o
mononucleosis infecciosa. Este era también el caso
de la meningitis por virus de la parotiditis en la era
pre-vacunal, pero actualmente un porcentaje
significativo de los casos ocurren en individuos
vacunados, muchos de los cuales no responden con
IgM, habiendo disminuido mucho la eficacia de este
marcador. Existen equipos comerciales disponibles
para la deteccion de IgM o IgG frente a todos estos

agentes por lo que resulta sencillo hacerlo. Para el
14



diagndstico de rabia, la presencia de IgG en suero
en ausencia de antecedente de vacunacién se
considera diagndstico.

En ausencia  de antecedentes clinico-
epidemiolégicos relevantes que apunten a la
infeccion aguda por algun agente, procede
complementar a las técnicas de deteccion directa
con la blisqueda de anticuerpos de produccion
intratecal para VHS y VZV. Para ello no basta la
deteccion de IgG frente a estos agentes en el LCR,
ya que estos pueden proceder del torrente
sanguineo si la barrera hematoencefalica se ha
permeabilizado por el propio efecto de la reaccién
inflamatoria. Por ello es necesario apoyar el
resultado demostrando la integridad de la barrera
hematoencefélica. Esto se consigue a través de
indices basados en la comparacion de los titulos de
anticuerpos (indice de anticuerpos), de la
concentracion de albumina (indice de albumina), o
una combinacion de ambos parametros (indice de
anticuerpos-albimina) entre el LCR y un suero
tomado al mismo tiempo. ElI utllizado mas
frecuentemente es el indice de albumina LCR/suero
con un valor de corte de 0,0075 por debajo del cual
pueden considerarse como diagnésticos los
hallazgos positivos de IgG especifica en LCR. La
deteccion de IgG intratecal frente al virus del
sarampion es la técnica de eleccibn para el
diagndstico “ante-mortem” de la panencefalits
esclerosante  subaguda. Lamentablemente no
existen pruebas serolégicas fiables validas para
todos los EV, los cuales constituyen un grupo
excesivamente complejo como para poder plantear
el diagnostico mediante pruebas seroldgicas
individuales frente a los numerosos tipos
potencialmente implicados en patologia neuroldgica,
a pesar de que técnicamente es posible hacerlo
mediante técnicas de neutralizacion, por otra parte
bastante complejas de realizar.

8.MENINGITIS FUNGICA Y AMEBIANA

8.1 MENINGITIS FUNGICA

Cryptococcus neoformans representa la causa mas
frecuente de infeccién flngica del SNC. La mayoria
de los casos se presentan en pacientes
inmunodeprimidos, especialmente con infeccién por
el VIH. Otros factores de riesgo son el transplante de
O6rganos, neoplasias hematoldgicas (sobre todo
leucemia mieloide aguda) y otras neoplasias y el
tratamiento con corticoides u otros
inmunosupresores. Excepcionalmente se presenta la
infeccion en pacientes aparentemente
inmunocompetentes. La forma de presentaciéon
puede ser aguda, subaguda o cronica, en este caso,
las manifestaciones clinicas se instauran de forma
insidiosa, progresivamente a lo largo de semanas.
Cryptococcus gattii causa con mayor frecuencia
infeccibn en personas inmunocompetentes; esta
especie es propia de zonas tropicales y subtropicales
y su presencia se describi6 inicialmente en Australia.
Recientemente, el brote comunicado en la isla de
Vancouver (British Columbia, Canada) afect6 tanto a
pacientes inmunocompetentes como
inmunodeprimidos, y ha abierto la reflexion sobre su

distribucion geogréfica. Cuando produce afectacion
del SNC, se asocia con complicaciones como
hidrocefalia y paralisis de pares craneales.

Candida spp. es una causa excepcional de
meningitis; generalmente, la cadidiasis diseminada
da lugar a abscesos cerebrales multiples y sélo en
recién nacidos de muy bajo peso, en pacientes con
inmunodepresion grave o0 sometidos a cirugia
neurolégica, la infeccion del SNC se presenta como
meningitis. Otras infecciones fldngicas como,
blastomicosis, esporotricosis o coccidioidomicosis
pueden cursar con meningitis, pero no son
autéctonas en nuestro medio.

8.1.1 Etiopatogenia. En la mayoria de los pacientes
con infeccién por el VIH, la meningitis criptocécica se
produce como consecuencia de la reactivacion de
una infeccion latente, localizada inicialmente en el
pulmoén. La infeccién comienza tras la inhalacién del
microorganismo, pero la sintomatologia en el pulmén
es generalmente escasa o0 nula. El estado de
inmunosupresién del individuo permite que la
infeccion no sea controlada en dicha puerta de
entrada y por via hematégena se disemine, sobre
todo, al SNC. Entre los factores de virulencia se
encuentran la  termotolerancia, la capsula
polisacérida, la sintesis de melanina y la secreccién
de enzimas extracelulares, fosfolipasas, proteinasas
y ureasa. Entre los factores del huésped, la
inmunidad mediada por anticuerpos no es protectora
y tanto un déficit de complemento como las
alteraciones de la inmunidad celular, favorecen la
infeccion primaria, la reactivacion y la diseminacion
de la infeccion.

8.1.2 Manifestaciones clinicas. La forma de
presentacion mas frecuente es una meningitis o
meningoencefalitis subaguda, los sintomas mas
precoces incluyen cefalea y fiebre con presencia de
signos meningeos sbélo en el 30% de los pacientes.
Durante la evolucibn se produce un deterioro
progresivo del nivel de conciencia, hidrocefalia,
hipertension intracraneal, afectacibn de pares
craneales y déficits neurolégicos focales en los
estadios mas avanzados. La meningitis o
meningoencefalitis criptocécica asociada a la
infeccion por el VIH se presenta generalmente en
pacientes con recuentos de CD4 inferiores a 100 / pl.
En estos pacientes se ha descrito un nuevo
sindrome asociado al tratamiento antirretroviral de
alta eficacia (TARGA) y la reconstitucion parcial de la
inmunidad, caracterizado por la presentacién aguda
de una meningitis, como consecuencia de una
respuesta inmunitaria al polisacarido capsular en una
criptococosis latente.

Los pacientes inmunocompetentes infectados por
C. gattii y excepcionalmente por C. neoformans,
pueden presentar tumoraciones cerebrales Unicas o
multiples denominadas criptococomas, sin
desarrollar meningoencefalitis.

8.1.3 Diagnostico clinico. La clinica de la meningitis
criptocécica es muy dispar y, por tanto, la sospecha
en este tipo de pacientes es muy importante. Tanto
las manifestaciones clinicas como las pruebas
analiticas habituales son inespecificas. El 10% de los

pacientes presentan lesiones cutaneas que preceden
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la aparicibn de los sintomas meningeos y su
presencia puede ayudar al diagnéstico. El LCR no
suele mostrar proteinas muy elevadas y/o
disminucién de la glucosa, aunque un LCR con
hiperproteinorraquia e hipoglucorraquia orienta hacia
esta etiologia. La pleocitosis es variable, oscilando
entre  20- 400 células/mm® con predominio
generalmente de linfocitos. Las pruebas de imagen,
TAC y resonancia magnética, son normales en el
50% de los casos y cuando existen alteraciones no
son patognomoénicas. En pacientes con sida el
hallazgo méas frecuente es la hidrocefalia y en
ocasiones, la existencia de lesiones
parenquimatosas que pueden corresponder a
criptococomas, linfomas o representar lesiones de
una segunda infeccibn  oportunista como
toxoplasmosis o nocardiosis.

8.1.4 Diagnéstico microbioldgico. El diagndstico
microbiolégico se basa en la tincion de Gram, tincién
de contraste con tinta china, cultivo y la deteccion del
antigeno capsular en una muestra de LCR. También
deben obtenerse hemocultivos que especialmente en
pacientes con sida pueden ser positivos hasta en el
50% de los casos.

8.1.4.1 Tinciones. La tincion de Gram del sedimento
del LCR revela la presencia de levaduras, sin
embargo, el método mas rapido y especifico para el
diagndstico de meningitis criptocécica es la tincion
de contraste con tinta china. Esta tincidn permite
observar sobre un fondo negro la capsula refringente
de la levadura. ElI 80% de las infecciones en
pacientes con sida y el 50% de las no relacionadas
con el VIH pueden ser diagnosticadas con esta
técnica.

La tincién se realiza con tinta china comercial,
mezclando una gota del sedimento de la muestra
con un volumen igual de tinta. Puede haber falsos
negativos cuando el nimero de levaduras presentes
en la muestra es inferior a 10° UFC/ml; los falsos
positivos se producen por confusién con artefactos o
linfocitos.

La tincion fluorescente de calcofluor no es
especifica para criptococo, sin embargo, puede
poner de manifiesto la existencia de levaduras en la
muestra cuando el inéculo es muy escaso.
8.1.4.2 Cultivo. El cultivo de la muestra de LCR
establece el diagndstico definitivo. Los medios de
cultivo empleados habitualmente en el
procesamiento de muestras de LCR, permiten el
crecimiento de los criptococos al cabo de 48-72
horas de incubacion en aerobiosis. Puede emplearse
también agar Sabouraud dextrosa sin cicloheximida.
En pacientes con tratamiento, los cultivos deben
reincubarse hasta 30 dias.
8.1.4.3 Técnicas serolégicas. La deteccion del
antigeno polisacarido capsular en una muestra de
LCR y en el suero se realiza con técnicas de
aglutinacion de latex o ELISA que presentan una
sensibilidad y especificidad superior al 90%.

La cuantificacion del titulo de antigeno tiene valor
prondstico, de forma que titulos superiores a 1/1024
se relacionan con un alto in6culo de levaduras, una
pobre respuesta inmunitaria y mayor probabilidad de
un fallo terapéutico. Igualmente, durante el

seguimiento, la disminucion progresiva del titulo de
antigeno indica buena respuesta al tratamiento y
mejor prondstico.

8.2 INFECCIONES POR AMEBAS DE VIDA LIBRE
Progresivamente se va conociendo la importancia de
diversos géneros y especies de amebas de vida
libre, tales como Naegleria, Acanthamoeba,
Balamuthia y Sappinia, como agentes causales de
diferentes procesos patolégicos como queratitis,
meningoencefalitis, encefalitis granulomatosa vy
enfermedad sistémica granulomatosa.

Una de las formas mas sorprendentes de estas
infecciones es la meningoencefalitis causada por
Naegleria fowleri, que se produce en nifios y jévenes
sanos en los que al bafarse en aguas de balsas y
charcas la ameba atraviesa la lamina cribiforme del
etmoides alcanzando el SNC y produciendo una
meningoencefalitis rApidamente mortal.

Afortunadamente, en nuestro medio las infecciones
del SNC por estos microorganismos son muy raras.
Para su descripcion detallada se recomienda el
trabajo de Koshy, Blackburn y Singh.

9. INFECCIONES RELACIONADAS CON LAS
DERIVACIONES DE LiQUIDO
CEFALORRAQUIDEO (LCR)

9.1 INTRODUCCION

Los sistemas de derivacién de LCR se utilizan para
disminuir la presion del LCR en pacientes con
hidrocefalia y es uno de los procedimientos
neuroquirdrgicos mas frecuentes.

Las infecciones de estos sistemas se producen
fundamentalmente durante la cirugia y conllevan alta
morbilidad y mortalidad. Actualmente representan el
45%- 50% de las meningitis / ventriculitis
nosocomiales en adultos.

Pueden ser de dos tipos: derivaciones internas o

shunts y derivaciones externas para drenaje
ventricular o lumbar externo.
Derivaciones internas o shunts. Son sistemas
permanentes internalizados; constan de un catéter
con extremos proximal y distal multiperforados y una
véalvula unidireccional entre ambos que se encuentra
alojada junto a un reservorio que permite la
obtencién de muestras de LCR y la administracion
local de farmacos.

Existen varios tipos segun donde se alojen los
catéteres proximal y distal. Las mas utilizadas son,
con mucho, las derivaciones ventriculo peritoneales
(DVP), que drenan a la cavidad peritoneal. Las
derivaciones ventriculo atriales (DVA) se utilizan con
menor frecuencia, en este caso, el LCR es drenado a
la auricula derecha. Por ultimo, en ocasiones, se
emplea la derivacion lumboperitoneal (DLP), similar a
la DVP pero de origen en el espacio espinal.

La incidencia de infeccion de las derivaciones
internas de LCR es variable, oscila entre el 5% vy
10%, segun las series. Los factores de riesgo de
infeccion estan relacionados con el paciente (edad,
patologia de base, lesiones cutaneas), con la cirugia
(duracién de la intervencion, técnica quirirgica) y con
la propia derivacién (tipo de shunt, neurocirugia
previa, infeccion previa del shunt).
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Derivaciones externas. Son sistemas de drenaje
temporales, utilizan un catéter que pone en
comunicacion el espacio subaracnoideo o ventricular
con el exterior, generalmente con un trayecto
subcutaneo tunelizado y sin sistema valvular. La
principal complicacién de las derivaciones externas
es la infeccién, cuya incidencia es de alrededor del
5%-15%. En el 3% de los casos, se aprecian signos
de infeccion en el punto de insercién del catéter.

9.2 ETIOPATOGENIA

Derivaciones __internas. Los  microorganismos
implicados en la infeccion de las derivaciones
internas son los propios de la microbiota cutanea.
Estafilococos coagulasa negativa, principalmente
Staphylococcus epidermidis y S. aureus son los
agentes causales mas frecuentes, seguidos por
Corynebacterium spp y Propionibacterium acnes. La
infeccion  se  produce, generalmente, por
contaminacion del catéter con la microbiota de la piel
del propio paciente durante el acto quirlrgico y
aparece a las pocas semanas de la intervencion.
Otras posibles vias de infeccion son: contigliidad a
partir de la infeccion de la herida quirdrgica de
insercién o de decubitos de la piel, via hematégena y
via ascendente a partir de la microbiota del colon. En
este Ultimo caso, la infeccion suele ser
polimicrobiana y predominan las enterobacterias.
Derivaciones externas. Los agentes causales mas
frecuentes son estafilococos coagulasa negativa, S.
aureus y estreptococos (25-50% de casos). El resto
son enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii 'y otros patégenos
nosocomiales, en ocasiones multirresistentes,
aislados fundamentalmente en pacientes ingresados
en las UCIs. La infeccién raramente ocurre durante la
insercion del catéter, sino en los dias posteriores.
Los microorganismos progresan por la superficie
externa del catéter hasta llegar al LCR ventricular o
por via intraluminal si se ha manipulado el sistema.
El riesgo de infeccion aumenta a partir de los 5-7
dias de la insercion del catéter.

9.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas son variables en
relacion con el mecanismo patogénico, el tipo de
shunt, la localizacion anatémica de la derivacion y la
virulencia del microorganismo implicado.

En las derivaciones internas, la forma de
presentacion mas habitual es el denominado
sindrome de malfuncionamiento del shunt, que cursa
con cefalea, nauseas o vomitos, alteraciones de la
conducta o disminucion progresiva del nivel de
conciencia, con o sin fiebre. Los signos meningeos
son infrecuentes, ya que el LCR infectado de los
ventriculos no esta en contacto con las meninges. En
las infecciones de DVP, la clinica abdominal es
frecuente (40% de los casos), presentandose a
menudo dolor con o sin signos de irritacién
peritoneal; también, pueden presentarse cuadros
agudos por perforacién intestinal 0 pseudo-
obstruccion.

La infeccion de la DVA se manifiesta
principalmente por fiebre y puede originar

complicaciones graves como endocarditis tricuspidea
0 embolismos pulmonares sépticos. Se presenta
sindrome meningeo en alrededor de un tercio de los
casos, siendo la rigidez de nuca especialmente
frecuente en los casos de infeccién de DLP.

La infecciébn del catéter de derivacion externa
origina siempre una ventriculitis que se manifiesta
por fiebre y alteracion del nivel de conciencia con o
sin meningitis. En ocasiones se observan signos de
infeccion en el punto de insercion del catéter.

En cuanto a los agentes etioldgicos, S. aureus,
Streptococcus  spp., Yy bacilos gramnegativos
nosocomiales originan una clinica mas aguda.
Estafilococos coagulasa negativa, Corynebacterium
spp. y sobre todo, P. acnes, dan lugar a una clinica
mas larvada que dificulta y retrasa el diagnostico.

En ambos tipos de derivacién, el LCR puede ser
citoquimicamente normal en fases iniciales, pero
posteriormente muestra pleocitosis neutrofilica,
hipoglucorraquia e hiperproteinorraquia.

9.4 DIAGNOSTICO CLINICO

La sospecha clinica es fundamental, y ante todo
paciente portador de una derivacién que presente
signos de malfuncién valvular, febricula o fiebre
intermitente de origen no aclarado, alteracion del
nivel de conciencia, irritabilidad, somnolencia o
molestias abdominales inespecificas se requiere
descartar infeccion del shunt. El diagnostico se
realiza cuando existe una clinica compatible,
alteraciones citoquimicas en el LCR y cultivo positivo
de LCR. Aunque, la pleocitosis elevada se
correlaciona bien con la existencia de infeccion, la
ausencia de pleocitosis o alteraciones en la
bioquimica del LCR no permiten excluir una infeccion
del sistema de derivacion; en este sentido, adn con
parametros bioquimicos normales, es imprescindible
realizar el estudio microbioldgico del LCR.

9.5 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

El diagnéstico microbiolégico se basa en la tincién de
Gram y el cultivo del LCR. Como ya se ha
comentado, deben obtenerse hemocultivos si el
paciente esta séptico; aunque, su positividad es
menor del 20% en las DVP, alcanza hasta el 95%
en el caso de DVA.

La rentabilidad de los cultivos de LCR obtenido por
puncién del reservorio o de los catéteres es mas
elevada que la de los cultivos de muestra obtenida
por puncién ventricular.

En pacientes con malfuncién valvular y un cultivo
de LCR positivo, sin otra clinica, se recomienda
realizar una nueva puncién para comprobar si se
repite el aislamiento, a fin de diferenciar entre
contaminacion, colonizacion e infeccion del sistema.
Contaminacion se define por un solo aislamiento en
el LCR 6 tincidon de Gram positiva, en ausencia de
sintomas de infeccion y de alteraciones bioquimicas
del LCR. La colonizacion del catéter se define por la
existencia de mas de un cultivo o tincion de Gram
positivos con el mismo patégeno, con LCR con
bioquimica normal y en ausencia de clinica de
infeccion. En la ventriculitis se presenta pleocitosis

progresiva con o sin hipoglucorraquia o
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hiperproteinorrraquia, y tincion Gram y/o cultivo del
LCR ventricular positivos. Sin embargo, en
infecciones causadas por P. acnes, el LCR puede
ser normal.

9.5.1 Tincion de Gram. La tincion de Gram del LCR
es positiva sélo en el 30% de los casos; sin embargo
en estos casos, proporciona una informacion
diagnéstica inmediata que permite orientar el
tratamiento antibiético.

9.5.2 Cultivo de LCR. Ademés del -cultivo
convencional, el procesamiento de muestras de LCR
para diagnoéstico de infeccién de derivaciones debe
incluir siempre medios de cultivo y atmésfera para el
desarrollo de bacterias anaerobias manteniendo la
incubacion de los cultivos durante 7-14 dias. El 50%
de los aislamientos de P. acnes se obtienen a los 7-
10 dias de incubacién por lo que debe incluirse
siempre un caldo de enriquecimiento para bacterias
anaerobias en el procesamiento de la muestra (caldo
tioglicolato o similar). Para el procesamiento correcto
de la muestra, resulta de la mayor importancia
conocer el diagndstico clinico de sospecha y el
origen de la muestra.

El cultivo de LCR obtenido por puncion lumbar
suele ser negativo en pacientes con shunts
ventriculares y no se recomienda su obtencién por su
baja rentabilidad y el riesgo de enclavamiento en
hidrocefalias no comunicantes; por el contrario, en
pacientes con derivacion lumboperitoneal el cultivo
del LCR lumbar resulta positivo en el 80-90% de los
casos de infeccion.

Los aislamientos en el LCR de bacterias poco
virulentas como P. acnes, Corynebacterium spp., 0
estafilococos coagulasa negativa, en principio deben
ser considerados como posibles agentes etioldgicos
de la infeccibn y es necesario realizar una nueva
puncién para comprobar que se repite el aislamiento.
9.5.3 Cultivo del catéter de derivacion. En el 5%-
10% de los casos so6lo se obtiene el aislamiento en el
cultivo del catéter, una vez retirado. Sin embargo,
aunque numerosos autores recomiendan el cultivo
de los extremos del catéter, no existen estandares
de procesamiento para este tipo de muestras y
tampoco se ha definido el valor umbral a partir del
cual un catéter se considera colonizado.

Diferentes autores recomiendan distintos tipos de
procesamiento segln su propia experiencia, siendo
los métodos mas extendidos el cultivo del material
obtenido de la irrigacion intraluminal, o tras la
sonicacion de los dos extremos del catéter. Esta
Gltima técnica parece mejorar el resultado, al
desprenderse particulas de la biocapa con bacterias,
gue, de otra forma no se cultivarian. El cultivo en
medio liquido presenta mayor rendimiento, sin
embargo, facilita el crecimiento de un bajo nimero
de bacterias que pueden colonizar el shunt en el
momento de la retirada, por lo que resulta dificil la
valoracion de los resultados.

9.5.4 Técnicas gendmicas. Se ha evaluado la PCR,
para detectar la presencia de ADN bacteriano, en
muestras de LCR de pacientes con derivaciones
externas e internas y sospecha clinica de infeccion y
en algunas series, ha demostrado un alto valor
predictivo negativo que permitiria excluir la existencia

de infecciéon. Sin embargo, de momento, existen
pocos datos en cuanto al valor diagndstico de estas
técnicas.

10. ABSCESO CEREBRAL

10.1 INTRODUCCION

El absceso cerebral es una infeccion focal del
parénquima cerebral, que puede ser originado por
bacterias, hongos, protozoos o helmintos. Se
presenta inicialmente como una zona de edema
(cerebritis) que evoluciona hasta convertirse al cabo
de unos 10-14 dias en una coleccion purulenta
envuelta por una capsula fibrosa. Otras infecciones
focales que comparten caracteristicas clinicas y
etiopatogénicas con el absceso cerebral son el
empiema subdural, el absceso epidural, las lesiones
quisticas de origen infeccioso y algunas formas de
encefalitis focal con necrosis o inflamacion
granulomatosa como toxoplamosis y tuberculosis.

Es una entidad clinica infrecuente, con una

incidencia aproximada, segun las series, de 1/10.000
ingresos; su frecuencia es mayor en varones que en
mujeres en una proporcion de 1,5-3:1 con una media
de edad de 30-45 afios. Alrededor del 25% de los
casos se presentan en niflos de 4 a 7 afios y se
originan, generalmente, a partir de focos 6éticos o en
relaciéon con cardiopatias congénitas. En las series
mas recientes se observa un incremento de los
casos en pacientes inmunodeprimidos y en relacion
con procedimientos neuroquirdrgicos.
A pesar de los avances en las técnicas diagnosticas
y en la terapéutica, las cifras de mortalidad siguen
siendo  elevadas  (5%-20%) con  secuelas
neurolégicas importantes en los supervivientes.

10.2 ETIOPATOGENIA

El absceso cerebral se puede desarrollar por
diferentes mecanismos: 1) por extension por
contigiidad desde focos préximos de infeccion,
especialmente localizados en oido medio, mastoides,
senos paranasales, y con menor frecuencia focos
odontogenos. Estos abscesos se localizan
fundamentalmente en el l6bulo temporal o en el
cerebelo. 2) Por diseminacion hematdgena a partir
de infecciones pulmonares, cardiopatias congénitas
con shunt derecha-izquierda, infecciones dentales o
endocarditis bacteriana; en este caso, suelen
originarse multiples abscesos localizados
principalmente en el territorio de distribucién de la
arteria cerebral media, en la union cortico-
subcortical. 3) Por inoculacién directa como
consecuencia de traumatismos craneales o
procedimientos neuroquirdrgicos. En el 10%-30% de
los casos no se encuentra ningun factor
predisponente.

El foco de origen responsable de la formacion del
absceso y las caracteristicas del huésped orientan,
generalmente, la etiologia del absceso cerebral.

Los estreptococos, y fundamentalmente los
estreptococos del grupo milleri (S. anginosus, S.
constellatus y S. intermedius) son los agentes
causales mas frecuentes de abscesos cerebrales
originados por contiglidad a partir de otitis media y

mastoiditis (70% de los casos) y frecuentemente se
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encuentran formando parte de una infeccion
polimicrobiana (30-60% de los casos).

Las bacterias anaerobias, Bacteroides spp. y
Prevotella spp., ocupan también un lugar destacado
en la etiologia de los abscesos cerebrales, casi
siempre en relacibn con otitis media crénica y
mastoiditis, formando parte de una microbiota mixta
junto a enterobacterias. Otros anaerobios menos
frecuentes son Fusobacterium spp., Actinomices spp.
y Propionibacterium spp.

S. aureus y distintos estreptococos del grupo
viridans se encuentran como agentes etioldgicos en
abscesos secundarios a traumatismos craneales,
endocarditis bacteriana o cardiopatias congénitas.
Distintas enterobacterias y P. aeruginosa pueden
causar abscesos por contigliidad a partir de focos
oticos de infeccion o ser secundarios a bacteriemias
o0 cirugia neurolégica.

En pacientes inmunodeprimidos, determinados
patégenos oportunistas son la causa principal de
abscesos cerebrales. Toxoplasma gondii es, con
diferencia, la primera causa de absceso cerebral en
pacientes con sida, en general, las lesiones
presentan un efecto masa que no constituye
propiamente un absceso o coleccién supurada. Otros
patdbgenos oportunistas que pueden producir
abscesos en estos pacientes son M. tuberculosis y
C. neoformans. En pacientes transplantados y en
neutropénicos con neoplasias hematolégicas,
ademas de los anteriores, otras causas de absceso
cerebral son Aspergillus spp., Nocardia spp.,
Candida spp., L. monocytogenes y agentes de la
mucormicosis. En los paises en vias de desarrollo,
Taenia solium, el agente causal de Ia
neurocisticercosis y protozoos como Trypanosoma
cruzi y Entamoeba histolytica son causas
esporadicas de abscesos cerebrales.

10.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas y los signos
neurolégicos de los pacientes con absceso cerebral
varian segun la localizacion, el tamafio, el nimero de
lesiones, el estado inmunitario y el poder patégeno
del agente causal. En general predominan las
manifestaciones clinicas secundarias a la lesién
ocupante de espacio y quedan en lugar secundario
las manifestaciones propias de la infeccion. Los
sintomas suele desarrollarse en menos de dos
semanas aunque, en ocasiones, la presentacion
puede ser indolente o aguda y fulminante. El sintoma
mas frecuente es la cefalea que esta presente en el
70% de los casos, mientras que aparece fiebre en
menos de la mitad. Se presentan crisis convulsivas
en el 25%-45% de los casos y mas de la mitad de los
pacientes presentan déficits neurologicos focales
(hemiplejia, trastornos  visuales, hipertensién
intracraneal, sindrome cerebeloso). Edema de papila
y rigidez de nuca se observan soélo en el 25% de los
casos. Los signos y sintomas del foco primario de
infeccién son identificables en el 80% de los casos.

10.4 DIAGNOSTICO
La presencia de déficit neuroldgico, cefalea de mas
de 48 horas de evolucion, papiledema, y la

existencia de un foco infeccioso potencialmente
causante de absceso cerebral establecen la
sospecha clinica del proceso infeccioso. Los
hallazgos de laboratorio son inespecificos. Existe
leucocitosis en el 55% de los casos y VSG elevada
en el 75%-90%.

Dado el riesgo de herniacion esta contraindicada la

realizacion de puncion lumbar hasta disponer de una
prueba de imagen que, actualmente constituyen la
base del diagnéstico del absceso cerebral.
10.4.1 Diagndstico por técnicas de imagen. La
tomografia axial computarizada (TAC) y la
resonancia magnética (RM) con contraste son las
técnicas diagnésticas de eleccion y han reemplazado
a las técnicas isotdpicas, aunque en situaciones
puntuales, los estudios tomograficos con marcadores
radioactivos (PET, SPECT-Talio) pueden ser Utiles
para el diagnéstico diferencial con tumores.

La TAC craneal con contraste tiene una
sensibilidad diagndstica proxima al 100%, aunque
puede haber resultados falsos negativos en estadios
muy precoces de la infeccion. En la fase inicial de
cerebritis se observan en la TAC hipodensidades mal
definidas con mayor o menor grado de realce tras la
administracion de contraste. En fases posteriores
aparece la imagen caracteristica de lesién hipodensa
rodeada de un anillo intenso, a su vez rodeado de
una zona también hipodensa e irregular de edema,
realzando la intensidad del anillo tras la
administracion de contraste. Esta imagen no es
patognomonica de absceso cerebral y es necesario
realizar un diagnéstico diferencial con neoplasias,
especialmente metastasis, granulomas, infarto
cerebral y hematoma en resolucidn, si bien la imagen
de realce en anillo es mas fina y regular en la
cerebritis y el absceso que en los otros procesos.

La toxoplasmosis, en pacientes con sida, muestra
habitualmente lesiones mdltiples y bilaterales,
localizadas preferentemente  en la  unién
corticomedular y en los ganglios basales.

La RM con contraste de gadolinio es mas sensible
que la TAC en estadios precoces de cerebritis. La
imagen caracteristica es un anillo de sefal
hiperintensa en imagenes diferenciadas en T1, con
un centro hipointenso.

Las pruebas de imagen, ademas de facilitar el

diagnostico precoz, proporcionan informacién de
gran importancia para el planteamiento terapéutico y
el seguimiento y permiten la evaluacién de los focos
parameningeos.
10.4.2 Diagndstico microbiolégico. Los
hemocultivos son positivos en el 10%-20% de los
casos de absceso cerebral, en relacion con la
bacteriemia que da Ilugar a los abscesos
hematdgenos, tromboflebitis craneal supurada
concomitante o ventriculitis o meningitis por ruptura
del absceso. EI LCR es sbélo excepcionalmente
positivo y como se ha mencionado, por el riesgo de
herniaciéon, la puncion lumbar estd en general
contraindicada.

El cultivo del material del absceso, obtenido
mediante puncidn-aspiracion dirigida o mediante
cirugia abierta, es el método de referencia para

establecer el diagnostico etioldgico. La muestra debe
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ser obtenida, siempre que sea posible, antes de
iniciar tratamiento antibiético y dada la frecuencia de
bacterias anaerobias es imprescindible utilizar un
medio de transporte adecuado (contenedor tipo
Portagerm o similar) y enviar la muestra al
laboratorio inmediatamente.
El estudio microbiolégico del material del absceso
debe incluir una tincion de Gram, realizada de forma
urgente 'y siembra en medios de cultivo
convencionales con incubacion en atmoésferas
aerobia y anaerobia. La realizacion de tinciones y
cultivos especiales dependerd de los diagnosticos
diferenciales considerados, segun las caracteristicas
del paciente y del potencial foco de origen,
responsable de la formacion del absceso.
10.4.2.1 Tincibn de Gram. Proporciona una
informacién diagnostica inmediata que permite
orientar el tratamiento antibiético. La sensibilidad de
la tincion de Gram en muestras de abscesos
cerebrales, aunque variable segun las series, oscila
entre el 75% y 95%.
10.4.2.2 Cultivo. El cultivo del material obtenido es el
método definitivo para el diagnéstico etiologico, por
lo que esta muestra debe ser rutinariamente enviada
al laboratorio tras su obtencion y procesada
inmediatamente, tras su recepcion en el laboratorio.
En pacientes que no han recibido previamente
tratamiento antibiotico, la sensibilidad del cultivo es
préxima al 90%. Sin embargo, la ausencia de
resultados positivos en la tincion de Gram y el
cultivo, no excluye una etiologia infecciosa. Si existe
sospecha clinica de etiologia fungica o por
patdégenos oportunistas, se realizaran cultivos,
tinciones 'y ofras técnicas de diagndstico
microbiolégico adecuados a la sospecha: tincién de
Ziehl-Neelsen y cultivo de micobacterias, tincién de
Ziehl-Neelsen modificada si se sospecha infeccion
por Nocardia spp., cultivo y tinciones especificas
para hongos (calcofluor, Giemsa), o bien, técnicas
seroldgicas (diagnéstico de toxoplasmosis vy
criptococosis) o moleculares.
10.4.2.3 Serologia. En pacientes inmunodeprimidos
con sospecha de infeccién por T. gondii, las pruebas
serolégicas pueden ser de gran ayuda diagnostica.
En pacientes con sida, la toxoplasmosis del SNC
ocurre como consecuencia de la reactivacion de una
infeccion latente y mas del 90% de los pacientes
presentan titulos de IgG antitoxoplama mas o menos
elevados. El valor predictivo de un resultado
seroldgico positivo en pacientes con alteraciones
tipicas en los estudios de imagen se sitla alrededor
del 80% y en general, en pacientes con anomalias
radioldgicas y serologia positiva se considera
indicado el inicio de un tratamiento especifico
antitoxoplasma.
10.4.2.4 Técnicas gendmicas. La PCR en tiempo real
se ha aplicado a muestras de sangre o LCR para el
diagnéstico de toxoplamosis cerebral, demostrando
una sensibilidad del 50% con una especificidad
préxima al 100%; sin embargo, la utilidad de esta
técnica, de momento, no esta bien establecida. La
identificacién bacteriana mediante amplificaciéon y
secuenciacion del gen que codifica el 16S ARNr
bacteriano, se ha aplicado directamente en muestras

de abscesos en las que se observan
microorganismos en la tincién de Gram y presentan
cultivo negativo y ha demostrado, en algunos
estudios, buenos resultados. Como hemos citado
anteriormente en general se prefiere el empleo de
PCR especificas, para detectar microorganismos
concretos cuando hay datos que permiten sospechar
el agente etiolégico, al empleo de PCR universales o
multiplex, que presenta mucha menor sensibilidad. El
principal problema que presentan las técnicas
moleculares aplicadas al diagndstico de los
abscesos cerebrales es la frecuencia de infecciones
polimicrobianas que son detectadas como una
superposicion de secuencias que hace muy dificil la
lectura e interpretacion de los resultados.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE microbiolégicas solicitadas. Datos clinicos

El objetivo del presente documento es describir el
procesamiento de las muestras de liquido
cefaloraquideo (LCR) obtenidas por puncién lumbar
0 a través de sistemas de derivacion internas o
externas para realizar el diagnéstico etiolégico de
estas infecciones, asi como los criterios de
interpretacion de los cultivos.

2. FUNDAMENTO

Las meningitis bacterianas agudas estan producidas
por microorganismos piégenos y adquiridos en su
mayoria en la comunidad.

Las infecciones de los sistemas de derivacion de
LCR son procesos frecuentes que conllevan alta
morbilidad y mortalidad y se  producen
fundamentalmente durante la cirugia. Algunos de los
agentes etiologicos de estas infecciones pueden
tener requerimientos especiales y es necesario
conocer la sospecha clinica y la procedencia de la
muestra para realizar un procesamiento correcto que
permita el aislamiento de estos patdgenos.

El diagnéstico de certeza sélo se alcanza cuando
ante una clinica y unas alteraciones citoquimicas del
LCR compatibles, se aisla un microorganismo en el
cultivo de LCR.

En el presente procedimiento se describe el
método a seguir para el procesamiento correcto de
LCR obtenidos por puncién lumbar y a través de
derivacion. Estos (ltimos presentan diferencias, en
algunos aspectos, con el cultivo convencional de
LCR.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Aguado JM, Almirante B, Fortdn J. 2008. Protocolos
Clinicos SEIMC II. Infecciones del sistema nervioso
central.

- Isenberg HD. Clinical Microbiology Procedures
Handbook, Second Edition, vol. 1. 2004. Section 3.7:
Aerobic Bacteriology. Cerebrospinal fluid cultures.
ASM Press. Washinngton D.C.

- Jiménez-Mejias ME, Garcia-Cabrera E. Infecciones
relacionadas con los sistemas de drenaje de liquido
cefalorraquideo. Enf Infecc Microbiol Clin 2008;
26:240-251.

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

4. MUESTRAS

4.1. VOLANTE DE PETICION

El volante de peticion que acompafia a cada muestra
debe estar correctamente cumplimentado y en él
deberan constar claramente: los datos demograficos
del paciente (filiacién, edad, nimero de historia),
fecha, servicio de procedencia y datos del médico
que realiza la peticién. Datos de la muestra (tipo de
muestra y técnica de obtencién), determinaciones

(diagnéstico del paciente, enfermedad de base,
tratamiento antibiotico previo).

4.2. OBTENCION DE LA MUESTRA

La muestra debe obtenerse, siempre que sea
posible, antes de iniciar el tratamiento antibiotico. La
puncién lumbar se realizara en condiciones de
asepsia rigurosa. Se limpiara la piel en la zona de
puncién abarcando una superficie de unos 10 cm?
con alcohol y después se aplicard una solucion
antiséptica como alcohol yodado, povidona yodada o
solucién alcohdlica de clorhexidina al 0,5%, dejando
actuar durante 1 minuto. La puncién se realizara en
el espacio intervertebral L3-L4, L4-L5, 6 L5-S1. El
LCR se recogera en tubos estériles. Siempre que
sea posible se obtendran dos tubos, uno para
analisis  bioquimico 'y otro para estudio
microbiolégico, seleccionando siempre el mas turbio
para los analisis microbioldgicos.

En las derivaciones externas, el LCR se obtendra
a través del catéter ventricular o lumbar, con las
méaximas condiciones de asepsia, aplicando un
antiséptico en la llave antes de realizar la obtencion
de la muestra y después de la misma.

En las derivaciones internas, el LCR se obtiene por
puncion directa del reservorio o de la valvula, o en
ocasiones, a través del catéter distal externalizado.
La puncién del reservorio debe realizarse con todas
las medidas de asepsia para evitar la infeccion
iatrogénica o la contaminacion de la muestra. En
general, la obtencion de LCR por puncién del
reservorio o del catéter externo, permite obtener un
gran volumen de muestra.

El volumen de LCR aspirado debe ser inoculado
en un contenedor estéril con tapa de rosca que
permita un cierre hermético.

4.3. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA.

Es necesario transportar la muestra al laboratorio de
modo inmediato, ya que se trata de una situacion
clinica urgente, que requiere el informe rapido de la
tincion de Gram y la siembra inmediata de la
muestra. Si  la muestra no se procesa
inmediatamente, se debe conservar en la estufa a
35°C + 2°C o a temperatura ambiente. Nunca se
debe refrigerar la muestra.

4.4, CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Deben considerarse criterios de rechazo los
siguientes:
- Defectos en la identificacién de la muestra y/o
volante de peticion (etiquetado errébneo, que no
permite la identificacion correcta del paciente).
- Conservacion inadecuada (temperatura o
medio de transporte inadecuado).
- Muestras derramadas.
Estas incidencias deben ser comunicadas al clinico
correspondiente, indicando el procesamiento o no de
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la muestra e incidiendo en la interpretacion de los
resultados si se llevara a cabo el mismo.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

5.1 MEDIOS DE CULTIVO:

- Agar sangre

- Agar chocolate

- Caldo de enriquecimiento para anaerobios (caldo
tioglicolato o similar) para muestras de LCR de
derivaciones externas o internas

5.2 REACTIVOS Y PRODUCTOS:

- Colorantes para tincion de Gram

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

6. APARATOS Y MATERIALES

- Contenedores estériles de cierre hermético y tapa
de rosca

- Cabina de seguridad bioldgica tipo Il

- Citocentrifuga

- Centrifuga

- Pinzas estériles

- Pipetas Pasteur estériles

- Asas de siembra estériles

- Portaobjetos

- Estufa de aerobiosis a 35°C

- Jarras de incubacién o camaras de CO,

- Jarras de incubacién o camara de anaerobiosis

7. PROCESAMIENTO

7.1. PREPARACION E INOCULACION DE LA
MUESTRA

Las muestras se procesardn tan pronto como se
reciban en el laboratorio.

El procesamiento se llevard acabo en cabina de
bioseguridad tipo II.

7.1.1. Tincién de Gram. Con pipeta Pasteur estéril,
aspirar de 0,5 a 1 ml de la muestra y depositarlo en
una camara de citocentrifuga. Centrifugar a
continuacion la muestra siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Realizar tincion de Gram del boton obtenido en el
portaobjetos.

Alternativamente, la tincion de Gram puede
prepararse a partir del sedimento obtenido por
centrifugacién convencional (10 minutos a 2000 g) ;
sin embargo, la citocentrifugacion aumenta hasta
100 veces la sensibilidad de la tinciéon, comparada
con la centrifugacion convencional o la tinciéon de
muestras no centrifugadas.

7.1.2. Cultivo. Si hay volumen suficiente, inocular 1
ml de la muestra en el caldo de cultivo si se va a
utilizar (LCR de derivaciones).

Centrifugar el resto de la muestra (10 minutos, 2000
9).

Con pipeta Pasteur estéril, retirar el sobrenadante,
hasta dejar 0,5 ml para resuspender el sedimento.
Agitar bien en vortex para conseguir resuspender
completamente el boton.

Con pipeta Pasteur estéril, inocular 2 6 3 gotas en
los medios de cultivo indicados.

7.2. CONDICIONES DE INCUBACION
Agar sangre, Agar chocolate (5-7% CO.,): 5 dias.
Caldo tioglicolato (aerobiosis 35°C): 14 dias.

7.3. LECTURA DE CULTIVOS E IDENTIFICACION
DE MICROORGANISMOS
Tincién de Gram
Los resultados de la observacion microscépica de las
extensiones (ausencia 0 presencia de leucocitos
polimorfonucleares y ausencia o presencia de uno o
varios morfotipos bacterianos) se informaran al
clinico peticionario y quedaran registrados en la hoja
de trabajo correspondiente a la muestra.
Cultivo
Examinar las placas cada 24 horas, hasta un total de
5 dias. Examinar el caldo cada 24 horas, para la
deteccion de crecimiento macroscopico (turbidez),
hasta un total de 14 dias.
Si los cultivos presentan crecimiento:
1.Correlacionar los aislados con los morfotipos
observados en la tincion de Gram.
2.Trasladar al facultativo peticionario un informe
preliminar con la identificacién presuntiva.
3.ldentificar los aislados a nivel de especie y
realizar pruebas de sensibilidad a los
antibioticos segun las normas estandarizadas
vigentes (CLSI, EUCAST).
4.Si el crecimiento se produce sélo en los caldos
de cultivo y no en las placas, realizar
subcultivo del caldo en medios sélidos (agar
sangre, agar chocolate) y correlacionar el
aislado con el morfotipo observado en la
tincion de Gram.
5.Cuando en un caldo crecido se observe por
tincibn de Gram microorganismos que no
crecen en el subcultivo, proceder a subcultivar
en medios nutricionalmente mas ricos y en
diferentes condiciones de incubacién.

7.4. CONTROL DE CALIDAD

1.Comprobar segun el "Quality Control for
Commercially Prepared Microbiological Culture
Media: Approved Standard. 3 Edition M22-A3
(antes CLSD" que el control de los medios
convencionales estad asegurado por la empresa
manufacturadora y por lo tanto estan exentos de
otros controles.

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

3.Participar en ejercicios de intercomparacion
(Programa de Control de Calidad de la SEIMC).

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

Los cultivos negativos se informan como "Cultivo
negativo". Los cultivos positivos se informaran con la
identificacién a nivel de especie y el antibiograma de
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cada uno de los aislados, tal y como se detalla en el
apartado anterior.

9. RESPONSABILIDADES

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

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

El facultativo encargado del area de recepcion y
procesamiento de muestras del laboratorio es
responsable de la supervision de la recepcion,
identificacién y procesamiento de las muestras, asi
como del rechazo de las muestras remitidas en
condiciones defectuosas (medios de transporte
inadecuados, derramadas) y adopcidon de medidas
correctoras.

El personal técnico del laboratorio de microbiologia
es responsable de los procedimientos
microbiolégicos de identificacién y determinacion de
la sensibilidad a los antimicrobianos, asi como del
registro de resultados.

El personal facultativo es responsable de Ila
valoracién de la tincion de Gram, lectura de los
cultivos y determinacion de los microorganismos a
valorar, asi como de la supervisiéon del trabajo del
personal técnico, trascripcion correcta de los
resultados al ordenador, comunicacion telefénica de
los resultados preliminares, validacion y emision de
informes preliminares y definitivos, archivo de hojas
de trabajo y de responder a las interconsultas.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

El procesamiento de las muestras de LCR siempre
debe ser considerado como una urgencia clinica y
microbiolégica. Se deben realizar los procedimientos
microbiolégicos que proporcionen informacion clinica
relevante en el menor tiempo posible.

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

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El tratamiento antimicrobiano previo a la obtencién
de la muestra puede dar lugar a cultivos negativos.
Un volumen reducido de muestra puede dar lugar a
cultivos negativos.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Isenberg HD. Clinical Microbiology Procedures
Handbook, 2th edition, vol. 1. 2004. Section 3: Aerobic
Bacteriology. ASM Press. Washington DC.

2. lIsenberg HD. Clinical Microbiology Procedures
Handbook, 2th edition, vol. 1. 2004. Section 2: Specimen
collection, transport, and acceptability ASM Press.
Washington DC.

3. Jiménez-Mejias ME, Garcia-Cabrera E. Infecciones
relacionadas con los sistemas de drenaje de liquido
cefalorraquideo. Enf Infecc Microbiol Clin 2008; 26:240-
251.

4. Thomson RB. Jr. Specimen collection, transport, and
processing: bacteriology. In Murray PR, Baron EJ,
Jorgensen JH, Landry ML, Pfaller MA (eds). Manual of
clinical microbiology 9™ ed. 2007. ASM Press. Washington
DC. Pp. 291-333.

5. Tunkell AR, Drake JM. Cerebrospinal fluid shunt
infection. In Mandell GL, Bennett JE, Dolin R. (eds.) 2010.
Principles and practice of infectious diseases 7™ ed.
Churchill Livingstone. Philadelphia. Pp. 1231-1236.

6. Yogev R, Bisno AL . Infections of central nervous system
shunts. In Waldvogel FA, Bisno AL (eds) 3rd ed. 2000.
ASM press. Washington DC. Pp. 231-246.



DOCUMENTO TECNICO

) PNT-SNC-02
PROCESAMIENTO MICROBIOLOGICO DE MUESTRAS DE ABSCESO CEREBRAL
ELABORADO REVISADO Y APROBADO
Nombre/Firma Fecha Nombre/Firma Fecha

EDICION FECHA ALCANCE DE LAS MODIFICACIONES
01 Edicioén inicial
COPIA REGISTRADA No.......... ASIGNADA A. ..o

Este documento es propiedad del Servicio de Microbiologia del Hospital/Centro............ccoovvvvveinnnnnne.
informacién en él contenida no podra reproducirse total ni parcialmente sin autorizacion escrita del Responsable

de su elaboracion. Las copias no

La

registradas no se mantienen actualizadas a sus destinatarios.



Servicio de Microbiologia
Hospital...........cooiiiiiie .

Procesamiento microbioldgico de
muestras de absceso cerebral

PNT-SNC-02

Edicién N° 01 Pagina 2 de 4

1. PROPOSITO Y ALCANCE

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

2. FUNDAMENTO

El diagnostico etiologico del absceso cerebral se
basa, generalmente, en el aislamiento del
microorganismo responsable a partir de muestras del
material del absceso. La obtencién de la muestra se
realiza por puncion aspiracién dirigida o tras
craneotomia, para escindir el absceso. La muestra
debe obtenerse, siempre que sea posible, antes de
iniciar tratamiento antibiético y dada la frecuencia de
bacterias anaerobias es imprescindible utilizar un
medio de transporte adecuado (contenedor tipo
portagerm o similar) y enviar la muestra al laboratorio
inmediatamente. Un procesamiento rapido y una
adecuada interpretacion de los resultados de los
cultivos son fundamentales para el éxito del
tratamiento. En el presente procedimiento se
describen los meétodos a seguir para el
procesamiento de este tipo de muestras

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Isenberg HD. Clinical Microbiology Procedures
Handbook, 2th edition, vol. 1. 2004. Section 4.2:
Anaerobic Bacteriology. Collection and transport of
clinical specimens for anaerobic culture. ASM Press.
Washington DC.

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

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

4. MUESTRAS

4.1. VOLANTE DE PETICION

El volante de peticiébn que acompafia a cada muestra
debe ser correctamente cumplimentado y en él
deberan constar claramente los datos demogréficos
del paciente (filiacién, edad, nimero de historia),
fecha, servicio de procedencia y datos del clinico
gue realiza la peticién. Datos de la muestra (tipo de
muestra, localizacion anatomica de la muestra),
determinaciones microbioldgicas solicitadas. Datos
clinicos (diagnéstico del paciente, enfermedad de
base, tratamiento antibiético previo).

4.2. OBTENCION DE LA MUESTRA

Debe realizarse siempre que sea posible antes de
iniciar tratamiento antibidtico. El material del absceso
se obtiene por puncién aspiracion dirigida (puncion
esterotaxica) o mediante cirugia abierta. Se seguiran
estrictas medidas de asepsia, para evitar la
contaminacion con microbiota de la piel.

La muestra obtenida se inoculara, previa
desinfeccion del tapén de goma, en un tubo para
transporte de anaerobios (Portagerm o similar) o en
un contenedor estéril sin conservantes.

4.3. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA.

Es necesario transportar la muestra al laboratorio de
modo inmediato, ya que se trata de una situacién
clinica urgente, que requiere el informe rapido de la
tincibn de Gram y la siembra inmediata de la
muestra.

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

- Defectos en la identificacion de la muestra y/o

volante de peticion: etiquetado erréneo.

- Conservacién inadecuada (temperatura o medio

de transporte inadecuado).

- Muestras recogidas en torundas.

- Muestras derramadas.

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

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

5.1 MEDIOS DE CULTIVO:

- Agar sangre

- Agar chocolate

- Agar colistina-nalidixico (CNA)

- Agar Brucella o agar Schaedler o similar

- Agar sangre lisada con kanamicina y vancomicina o
agar alcohol fenil etilico o

similar

- Agar MacConkey o Eosina azul de metileno

- Agar Sabouraud (optativo)

- Caldo de enriquecimiento (tioglicolato o similar)

5.2 REACTIVOS Y PRODUCTOS:

- Sistemas de transporte para anaerobios

- Colorantes para tinciéon de Gram

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

6. APARATOS Y MATERIALES

- Cabina de seguridad biolégica tipo Il
- Pinzas estériles

- Pipetas Pasteur estériles

- Asas de siembra estériles

- Portaobjetos
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- Estufa de aerobiosis a 35°C
- Jarras de incubacién o camara de anaerobiosis
- Jarras de incubacién o camara de CO,

7. PROCESAMIENTO

7.1. PREPARACION E INOCULACION DE LA
MUESTRA

Las muestras se procesardn tan pronto como se
reciban en el laboratorio.

El procesamiento se llevard acabo en cabina de
bioseguridad tipo II.

Antes de realizar la siembra, el contenedor de
transporte debe agitarse en un vortex para
homogeneizar bien la muestra.

Si la muestra es muy escasa, afiadir al contenedor
de transporte 1 ml. de caldo tioglicolato y agitar en
vortex para homogeneizar.

Si la muestra se envia en torunda, es preferible
inocular la torunda en 0,5 ml de caldo tioglicolato y
sembrar a partir de este medio. Cuando se realiza
siembra directa con la torunda, la tincion de Gram
pierde calidad por agotamiento de la muestra en los
medios de cultivo sembrados previamente.

Se realizara la siembra por agotamiento con asa
estéril en los medios de cultivo indicados (apartado
5).

Por Ultimo, se preparard la extension sobre un
portaobjetos para realizar la tincién de Gram.

En caso de peticién de cultivo de microorganismos
especiales (micobacterias, hongos) se inocularan
medios especificos y se realizaran las tinciones
adecuadas.

7.2. CONDICIONES DE INCUBACION

Agar sangre, Agar chocolate (5-7% CO,;) 35°C,
aerobiosis: 5 dias.

Agar Brucella (anaerobiosis): 7 dias.

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

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

En caso de se sospecha de infeccion por hongos
prolongar la incubacion.

7.3. LECTURA DE CULTIVOS E IDENTIFICACION
DE MICROORGANISMOS
7.3.1 Tincion de Gram. Los resultados de la
observacion microscopica de las extensiones
(ausencia o] presencia de leucocitos
polimorfonucleares y ausencia o presencia de uno o
varios morfotipos bacterianos) se informaran al
clinico peticionario y quedaran registrados en la hoja
de trabajo correspondiente a la muestra.
7.3.2 Cultivo. Examinar todas las placas y caldo
cada 24 horas, y hasta un total de 5 dias, para la
deteccion de crecimiento macroscépico.
Si no hay crecimiento visible, reincubar.
Si los cultivos presentan crecimiento:
1.Correlacionar los aislados con los morfotipos
observados en la tincion de Gram.
2.Notificar al facultativo peticionario un informe
preliminar con la identificacion presuntiva.

3.ldentificar los aislados a nivel de especie y
realizar pruebas de sensibilidad a los
antimicrobianos segun las normas vigentes
estandarizadas (CLSI, EUCAST).

4.Si el crecimiento se produce sélo en los caldos
de cultivo (turbidez) y no en las placas, realizar
subcultivo y correlacionar el aislado con el
morfotipo observado en la tincion de Gram.

5.Cuando en un caldo crecido se observen por
tincion de Gram microorganismos que no crecen
en el subcultivo, proceder a subcultivar en
medios nutricionalmente mas ricos y en
diferentes condiciones de incubacién.

7.4. CONTROL DE CALIDAD

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

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

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

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

Los cultivos negativos se informan como "Cultivo
negativo". Los cultivos positivos se informaran con la
identificacion a nivel de especie y el antibiograma de
cada uno de los aislados, tal y como se detalla en el
apartado anterior

9. RESPONSABILIDADES

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

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

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

El personal técnico del laboratorio de microbiologia
es responsable de los procedimientos
microbiolégicos de identificacién y determinacién de
la sensibilidad a los antimicrobianos, asi como del
registro de resultados.

El personal facultativo es responsable de Ia
valoracién de la tincion de Gram, lectura de los
cultivos y determinacién de los microorganismos a
valorar, asi como de la supervision del trabajo del
personal técnico, trascripciébn correcta de los
resultados al ordenador, comunicacion telefénica de
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los resultados preliminares, validacion y emision de
informes preliminares y definitivos, archivo de hojas
de trabajo y de responder a las interconsultas.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

El procesamiento de las muestras obtenidas de
abscesos cerebrales siempre debe ser considerado
como una urgencia clinica y microbiolégica. Se
deben realizar los procedimientos microbiolégicos
gue proporcionen informacion clinica relevante en el
menor tiempo posible.

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

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El tratamiento antimicrobiano previo a la obtencién
de la muestra puede dar lugar a cultivos negativos.
Las muestras recogidas con torundas tienen muy
escaso volumen y pueden dar lugar a resultados
falsos negativos.

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

El objetivo del presente documento es describir el
procesamiento de las muestras obtenidas en
pacientes con sindromes neurolégicos, en los que se
sospecha etiologia virica a la vista del aspecto y la
analitica general del liquido cefalorraquideo, para
realizar el diagndstico etiologico de estas
infecciones, asi como los criterios de interpretacion
de los resultados.

2. FUNDAMENTO

Los virus son los agentes etioléogicos mas
frecuentemente implicados en meningitis aséptica,
encefalitis y meningoencefalitis aunque hay algunas
infecciones bacterianas que se asocian a una
analitica general similar y que precisan de
diagndstico diferencial para un adecuado tratamiento
del enfermo, ya que en unos casos el tratamiento ha
de hacerse con antibacterianos o antifingicos y en
otros con antiviricos.

Cuando la sintomatologia neurologica se asocia a
la infeccién primaria por algin virus, el diagnostico
de esta por deteccion de IgM en el suero es la
técnica de eleccion, complementada por la deteccion
directa en el LCR y otras muestras adicionales. Sin
embargo, en la situacion mas comun, estos cuadros
infecciosos estan causados por virus para los que, 0
bien no hay ensayos de IgM para el diagnéstico de la
infeccién aguda, como los enterovirus, o bien no
producen el cuadro clinico durante o tras la infeccién
primaria, sino durante el transcurso de reactivacion
de infecciones latentes, como en el caso de virus de
la familia herpes. En esta situacion, la mas general,
el diagnéstico se basa en el analisis del LCR y para
obtener una sensibilidad maxima deben de
combinarse tanto métodos de deteccion directa
(aislamiento, deteccibn de genomas), como
deteccion de anticuerpos de produccion intratecal, ya
que en momentos tempranos de la infecciébn hay
presencia de virus en LCR en ausencia de
anticuerpos, apareciendo estos posteriormente al
tiempo que los viriones se llegan a hacer
indetectables. La valoracién de anticuerpos de
produccion intratecal siempre precisa de la
realizacion de un ensayo que permita evaluar la
integridad de la barrera hematoencefalica.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

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

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

- RD 664/1997, de 12 de mayo sobre proteccion de
los trabajadores contra los riesgos relacionados con
la exposicion a agentes bioldgicos durante el trabajo.
BOE sabado 24 de mayo de 1997.

4. MUESTRAS

4.1. VOLANTE DE PETICION

El volante de peticion que acompafia a cada muestra
debe ser correctamente cumplimentado y en él
deberan constar claramente los datos demograficos
del paciente (filiacion, edad, numero de historia),
fecha, fecha de comienzo de sintomas, servicio de
procedencia, juicio clinico del médico que realiza la
peticién, tipo de muestra y aspecto y analitica
general del liquido cefalorraquideo. Asimismo,
deberan figurar los siguientes datos clinico-
epidemiolégicos: existencia de enfermedad de base
actualmente o en los ultimos 15 dias, situacion o no
de inmunodepresion, presencia o no de exantemas,
presencia o no de parotiditis, presencia actual o
antecedentes de picaduras de insectos o
mordeduras de animales (particularmente
murciélagos) y viajes recientes.

4.2. OBTENCION DE LA MUESTRA

La muestra de eleccion es siempre el liquido
cefalorraquideo, que debe haberse obtenido en fase
aguda y siempre que sea posible, antes de iniciar
tratamiento antibiotico y antivirico. Si esto no es
posible y el cuadro estd muy evolucionado es
imprescindible realizar estudio serologico. La
puncién lumbar se realizara en condiciones de
asepsia y evitando la contaminacién hematica que
puede falsear el resultado. El volumen de LCR
aspirado no debe ser inferior a 1 ml si se desea
realizar toda la bateria de pruebas y debe de
disponerse en un contenedor tapa de rosca y cierre
hermético, y nunca de vidrio, para evitar accidentes
de laboratorio.

En todos los casos debe de recogerse un suero el
mismo dia de la puncién lumbar. Cuando haya
antecedentes de exantema u otro sintoma que
permita sospechar que el cuadro observado es una
complicacién de la infeccién primaria por algun virus,
se tomaran las muestras adicionales adecuadas para
cada caso. Por ejemplo, en las sospechas de
meningitis urliana se tomara saliva y orina, en las de
encefalitis post-sarampion exudado faringeo y orina
y en las asociadas a varicela aspirado o hisopo
vesicular. Los hisopos habran de ir en medio de
transporte de virus, de los cuales hay disponibilidad
comercial, a fin de eliminar la carga bacteriana y
fingica, en ningun caso en medios que favorezcan
Su crecimiento.

Si hay sospecha de rabia o es una encefalitis con
antecedente de mordedura de animal, especialmente
murciélago, ademéas de LCR y suero, se tomara
saliva y biopsia de piel de nuca conteniendo foliculo
piloso.
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4.3. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA

Es necesario transportar la muestra al laboratorio de
modo inmediato, ya que se trata de una situacién
clinica urgente. Si la muestra no es procesada
inmediatamente, conservar en nevera. Sila muestra
ha de enviarse fuera del hospital, debera de hacerse
refrigerada con acumuladores de frio y en
contenedores adecuados para sustancias
infecciosas.

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

- Defectos en la identificacion de la muestra y/o

volante de peticion (etiqguetado erréneo, que no

permite la identificacion correcta del paciente).

- Conservacion inadecuada (temperatura o

medio de transporte inadecuado).

- Muestras derramadas.

- Volumen insuficiente. Puede dar lugar a

rechazo total o parcial de determinadas pruebas.
La puncién lumbar es un procedimiento invasivo que
se practica de forma rutinaria pero que no esta
exento de riesgos, por lo que solo se deben rechazar
muestras de LCR bajo circunstancias muy
justificadas y siempre tras consulta con el médico
responsable del paciente.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

5.1 CULTIVO CELULAR:

En general debe de utilizarse una combinacién de
lineas que cubra a todos los agentes esperados. Por
ejemplo, MRC5 y RD cubren a los enterovirus mas
comunes y a los herpesvirus, aunque estos son muy
dificiles de aislar. Si hay antecedente de parotiditis
puede afiadirse Vero y si lo hay de sarampién, Vero
Slam o B95. Las lineas celulares pueden producirse
en el laboratorio, aunque ya hay disponibilidad
comercial de frascos de cultivo para preparacion de
tubos de cultivo e incluso de tubos listos para uso.

Tanto para la produccion de tubos de cultivo, como
para el mantenimiento de los inoculados, son
necesarios medios de cultivo de tejidos enriquecidos
con glutamina y suero bovino fetal y tratados con
solucién antibidtica (penicilina-estreptomicina). Las
muestras no estériles se deben tratar con solucion
de descontaminacion a base de antibidticos y
antifiingicos.

Para la identificacion de los efectos citopaticos
observados se habran de emplear reactivos
inmunoldgicos  (anticuerpos  monoclonales o
antisueros policlonales) especificos de cada uno de
los virus de los que se sospecha marcados con
fluoresceina.

5.2 DETECCION DE GENOMAS (PCR):

Actualmente existen equipos comerciales para
deteccion de genomas de los agentes mas comunes
como HSV, VZV, enterovirus o CMV, la mayoria

basados en tecnologia de PCR a tiempo real.
Asimismo, estan también disponibles
comercialmente métodos de deteccion mdultiple para
virus de la familia herpes (VHS, VzZV, CMV, HHVE,
EBV) basados en PCR anidada més electroforesis o
en una sola amplificacion mas hibridacién en
microplaca.

La mayoria de estos métodos comerciales no
incluyen sistemas de extraccion de acidos nucleicos,
pero para ello existen diversas plataformas
automaticas. Existe ya una técnica de deteccion de
ARN de enterovirus que incluye todo el proceso de
extraccion y amplificacion en un formato totalmente
automatico.

Para otros agentes de menor demanda analitica o
para los que no existe oferta comercial de equipos
diagnésticos puede optarse por adaptar al laboratorio
alguno de los publicados o enviar las muestras a un
laboratorio de referencia. Si se opta por lo primero
habrd que disponer de los reactivos y el material
indicado en el trabajo de referencia y si se decide
enviar a un laboratorio de referencia, se debera
hacer siguiendo las normas de seguridad indicadas
para el transporte de sustancias infecciosas.

5.3 SEROLOGIA:

Existe disponibilidad comercial de equipos de
diagnostico de deteccién de IgM e IgG basados en
enzimoinmunoensayo para todos los agentes
indicados, asi como de métodos de deteccion de
albumina por turbidimetria para evaluar el estado de
la barrera hematoencefalica. La mayoria se
presentan en plataformas automatizadas.

6. APARATOS Y MATERIALES

El trabajo debe de hacerse bajo condiciones de
riesgo bioldgico 2.

- Cabina de seguridad biolégica tipo Il.

- Centrifuga.

- Estufa de 37°C.

- Bafio termostatizado de laboratorio.

- Microscopio invertido.

- Microscopio de fluorescencia.

- Pipetas Pasteur estériles.

- Frascos y tubos de cultivo de tejidos

- Portaobjetos para fluorescencia.

- Cabina de flujo laminar para PCR.

- Extractor automatico de acidos nucleicos (muy
recomendable).

- Microcentrifuga.

- Termociclador convencional o de tiempo real.

- Equipamiento de electroforesis si no se emplea
PCR a tiempo real.

- Tubos, placas o capilares especiales para PCR,
segun la plataforma empleada.

- Procesador de ELISA
espectrofotémetro).

- Placas de ELISA.

- Micropipetas y puntas con y sin filtro.

(lavador y
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7. PROCESAMIENTO

7.1. PROTOCOLO GENERAL

Se propone el siguiente esquema ideal de trabajo,
teniendo en cuenta que el aislamiento en cultivo
celular no seria necesario si se realiza PCR para los
virus sospechados, ya que su sensibilidad es menor.
Para diagnostico de infecciones por VHS y VZV, se
propone realizar deteccion directa y serologia para
obtener la mayor sensibilidad posible.

7.1.1 Caso de meningitis, meningoencefalitis o
encefalitis sin antecedentes clinico-
epidemiolégicos relevantes:

- LCR: RT-PCR enterovirus, PCR VHS, PCR VZV,
cultivo de virus, albimina

- Suero: albamina

- Si el indice de albumina es correcto y las
amplificaciones gendémicas son negativas, entonces
IgG VHS, IgG VzVv

En casos de meningitis linfocitaria y especialmente
en contexto epidémico y/o nifios, puede darse
prioridad en el cribado a la RT-PCR de enterovirus
en LCR.

7.1.2 Caso de meningitis, meningoencefalitis o
encefalitis con antecedente de parotiditis,
varicela u otro tipo de exantema:

- Suero, IgM virus de la parotiditis, VZV o virus del
sarampion, segun proceda.

- Si la serologia es negativa, analizar el LCR y otras
muestras segun proceda (exudado faringeo, saliva,
orina, exudado vesicular) por cultivo y PCR de virus
de la parotiditis, VZV o virus del sarampion, segun
proceda.

- Si todo es negativo, procesar como en 7.1.1.

- Si todo es negativo, pueden investigarse otros virus
productores de exantema que producen cuadros
neurolégicos de forma excepcional como HHVE,
EBV, adenovirus, parvovirus B19 o virus de la
rubéola.

7.1.3 Caso de meningitis, meningoencefalitis o
encefalitis con antecedente de inmunodepresion:
- Procesar como en 7.1.1 afiadiendo PCR de
citomegalovirus en LCR y PCR de EBV si hay
indicacion clinica especifica.

7.1.4 Caso de meningitis, meningoencefalitis o
encefalitis con antecedente de viaje, picaduras de
insectos, exposicion a roedores o mordedura de
animal:

Procesar como 7.1.1 y enviar a un laboratorio de
referencia para determinaciébn de patdégenos
especiales. Los patégenos a considerar dependeran
del lugar de origen en caso de viajes. Seran virus
Toscana y West Nile junto con rickettsias si hay
antecedente de picaduras de insectos, virus de la
coriomeningitis linfocitaria si  hay exposicién a
roedores y rabia si hay animales susceptibles y
especialmente murciélagos.

7.1.5 Sospecha de leucoencefalopatia multifocal
progresiva:

PCR de poliomavirus JC en LCR.

7.1.6 Sospecha de panencefalitis esclerosante
subaguda:

Determinacién de  produccion intratecal de
anticuerpos a virus del sarampién y PCR a virus del
sarampion en LCR.

7.1.7 Sospecha de rabia:

Enviar a laboratorio de referencia.

7.2. AISLAMIENTO EN CULTIVO

7.2.1 Preparaciéon de tubos de cultivo de tejidos.
A partir de frascos de cultivos mantenidos en el
laboratorio 0 adquiridos comercialmente listos para
uso.

7.2.2 Preparaciéon de la muestra. Los LCR pueden
inocularse directamente en los tubos de cultivo de
tejidos. Las orinas se deben neutralizar con NaOH
comprobando la neutralidad del pH con papel
indicador. Las orinas neutralizadas y los exudados,
se deben tratar con solucién de descontaminacion
con antibidticos y antifingicos antes de su
inoculacién.

7.2.3 Inoculacién en tubo de cultivo. Inocular 200
microlitros de muestra tratada por tubo, a las 24
horas, retirar el medio con el inéculo y cambiarlo por
medio fresco.

7.2.4 Mantenimiento y observacién de tubos de
cultivo. Dos o tres veces a la semana, cambio de
medio y observacion al microscopio para busqueda
de efecto citopatico, si no se observa efecto
citopatico en 21 dias, desechar como negativo, si
hay sospecha de virus del sarampion o virus de la
parotiditis, realizar un subcultivo a otro tubo fresco y
observar durante otros quince dias.

7.2.5 Observacion de efecto citopatico. Si se
observa efecto citopatico, raspar la monocapa
celular, centrifugar, lavar el sedimento con PBS y
hacer un porta con las células sedimentadas que se
sometera deteccién de antigenos por
inmunofluorescencia frente a anticuerpos especificos
de los virus que se sospechen.

7.3 DETECCION DE GENOMAS.
Para realizar con garantias de especificidad las
técnicas de amplificacién gendmica, el laboratorio
debe de contar con areas de trabajo separadas para
preparacion de mezclas de reaccion (pre-extraccion),
y extraccién de &cidos nucleicos e inoculacién de
extracto de tubos de amplificacion (pre-
amplificacion). Si no se emplea PCR a tiempo real y
se va a realizar deteccion de los amplificados a
tiempo final, serd necesaria otra zona separada
(post-amplificacion), para realizar la electroforesis o
hibridacién en microplaca. El uso de PCR anidada
requiere una cuarta zona previa a la de post-
amplificacion para inocular los tubos de segunda
reaccion a partir de los primeros amplificados. Cada
una de las zonas deberia de disponer de material de
laboratorio especifico y no intercambiable con las
otras.

No obstante y a pesar de todas las precauciones,
no hay que olvidar que ese esta utilizando una
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técnica de extremada sensibilidad y que es dificil
excluir totalmente la posibilidad de falsos positivos
por contaminacion puntual, por lo que hay que
considerar seriamente la posibilidad de confirmar los
resultados positivos.

7.3.1 Extraccion de &cidos nucleicos. Pueden
utilizarse tanto métodos especificos para ADN y ARN
gue se emplearan de acuerdo a la naturaleza del
virus que se va a estudiar, como otros que extraen
acidos nucleicos totales y sirven para todos, pero es
fundamental estar seguros de que el método que se
esta empleando es el adecuado para el virus a
estudiar.

Se recomienda utilizar métodos automatizados
para evitar manipulaciones 'y por tanto
contaminaciones. A la hora de seleccionar el método
de extraccibn automatica hay que considerar
cuestiones de bioseguridad y asegurarse de que el
procedimiento no contemple en ningin momento el
manejo de recipientes abiertos con muestras sin
inactivar fuera de la cabina de bioseguridad, ya que
se estan tratando muestras de pacientes con
procesos infecciosos graves.

Se deberia hacer pasar el plasmido de control
interno de amplificacion a través del proceso de
extraccion para monitorizarlo en cada tubo, muy
especialmente si se utilizan métodos manuales con
pasos de precipitacion en los que hay riesgo de
absorber accidentalmente los sedimentos al retirar
los sobrenadantes.

Las cargas viricas en LCR suelen ser
extremadamente bajas, por lo que la sensibilidad es
un factor critico. Por esta razén se debe de tratar de
utilizar el mayor volumen de muestra posible,
llevandola a la menor cantidad de extracto final que
permita el método, de forma que se introduzca el
maximo factor de concentracién posible y acabar
cargando en la reacciébn de amplificacién el mayor
equivalente de volumen de muestra que se pueda.
7.3.2. Amplificacion. Si se utliza un método
comercial, lo cual es recomendable, se seguiran las
instrucciones del fabricante. En general, los métodos
en tiempo real son los mas seguros, ya que no
precisan de la manipulacion de productos de
amplificacion, sin embargo, todavia no esta
suficientemente desarrollada la amplificacion maltiple
basada en esta tecnologia para cribar varios agentes
de forma simultanea con suficiente sensibilidad, lo
cual solo es posible de hacer, al menos con métodos
comerciales, basandose en técnicas clasicas de
amplificacion a punto final. En cualquier caso, no se
debe olvidar, a la hora de escoger método, que la
deteccion en LCR requiere de una sensibilidad
exquisita que habra de ser adecuadamente
garantizada. Es imprescindible para asegurar la
ausencia de resultados falsos negativos emplear
métodos con control interno de amplificacién.

7.4 SEROLOGIA
Para realizar la deteccidon de anticuerpos de clase
IgM y/o 1gG en suero frente a virus neurotropos, se

puede acudir a la variada oferta de métodos
comerciales existentes.

Antes de hacer serologia en LCR hay que estar
seguros de la integridad de la barrera
hematoencefalica ya que, de no ser asi, los
anticuerpos detectados podrian proceder de torrente
sanguineo, no pudiéndose asegurar que sean de
produccion intratecal y por tanto reflejen infeccion en
SNC. Para ello se pueden usar varios indices,
siendo el de albimina el de uso mas extendido. Se
determinara la albumina por métodos comerciales de
turbidimetria en el LCR y en un suero tomado el
mismo dia, calculando a continuacion la relacion
entre el valor en LCR y el valor en suero, que
debera ser <0,0075. Si esta condicion se cumple,
entonces se procedera a la determinaciéon de IgG
especifica en LCR, que sera indicativa de infeccion
por el virus en cuestion.

7.5. CONTROL DE CALIDAD

1. Comprobar que los ensayos comerciales
empleados tienen marcado CE.

2. Participacién en ejercicios de intercomparacion
(Programas QCMD, “Quality Control for Molecular
Diagnosis”, http://www.qcmd.org)

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

Los resultados de los cultivos se informaran como
negativos o positivos indicando en este caso el virus
aislado. Asimismo, se dard el resultado de
contaminado o téxico cuando no pueda mantenerse
el sustrato celular durante el periodo de observacion
por contaminacion bacteriana o fungica o toxicidad,
respectivamente. Se orientard al clinico en el sentido
de que el valor predictivo del resultado negativo en
LCR es bajo pero aceptable en enterovirus, poco
aceptable para parotiditis y muy bajo o casi nulo para
el resto de los agentes.

Los resultados de PCR se daran por agente
ensayado como positivo o negativo. Si no hay sefal
de control interno se deberia de repetir, ya que la
mayoria de las veces se debe a errores de
manipulacién. Si el resultado persiste, se informara
con una nota indicando que no es posible emitir el
resultado debido a la presencia de inhibidores
inespecificos de amplificacion en la muestra. La
cuantificacién de la carga virica no es relevante en
este tipo de patologia, ya que cualquier valor en LCR
es significativo y la presencia de genomas suele ser
efimera, no dando lugar al estudio de la evolucién
temporal de los valores da carga. Sin embargo, si se
emiten resultados de carga virica, habra que exigirle
al fabricante, o establecer en el propio laboratorio por
uno mismo si se trata de técnicas de desarrollo
propio, los rangos normales de variacion inherentes
a la propia técnica a fin de poder calcular los
intervalos de confianza de los resultados numéricos,
sin los cuales no deberia de emitirse resultado
numeérico alguno.
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Los resultados de la serologia se emitirdn segun
las instrucciones del fabricante como presencia de
anticuerpos (positivo), ausencia de anticuerpos
(negativo) o indeterminado (dudoso). Cuando no
pueda hacerse determinacion en LCR por no ser
valido el valor del indice de albdamina, habra que
indicar esta circunstancia para justificar la ausencia
de resultado.

9. RESPONSABILIDADES

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

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

El facultativo encargado del area de recepcion y
procesamiento de muestras del laboratorio es
responsable de la supervision de la recepcion,
identificacién y procesamiento de las muestras, asi
como del rechazo de las muestras remitidas en
condiciones defectuosas (medios de transporte
inadecuados, derramadas) y adopcidon de medidas
correctoras.

El personal técnico del laboratorio de microbiologia
es responsable de la recepcién y almacenamiento de
las muestras, la realizacién de las técnicas, asi como
del registro de resultados a falta de validacién por el
facultativo.

El personal facultativo es responsable de Ia
seleccion de los métodos comerciales a utilizar o de
la puesta a punto de métodos de desarrollo propios,
supervision del trabajo del personal técnico,
validacion de ensayos y de resultados individuales
registrados por los técnicos, la comunicacién
telefénica de resultados preliminares y la emisién de
informes preliminares y definitivos, archivo de hojas
de trabajo y de orientar a los facultativos receptores
de los resultados en cuanto a su correcta
interpretacion. Asimismo, debera ser el interlocutor
con los responsables técnicos de las casas
comerciales proveedoras de equipos de deteccién y
otros reactivos para la resolucién de problemas
técnicos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

El procesamiento de las muestras de LCR siempre
debe ser considerado como una urgencia clinica y
microbiolégica. Se deben realizar los procedimientos
microbiolégicos que proporcionen informacion clinica
relevante en el menor tiempo posible.

La puncion lumbar es un procedimiento invasivo
gue se practica de forma rutinaria pero que no esta
exento de riesgos, por lo que solo se deben rechazar
muestras de LCR bajo circunstancias muy
justificadas y ftras consulta con el médico
responsable del paciente. En nifios pequefios el
volumen de muestra puede ser muy limitado y en
ocasiones muy inferior al establecido como minimo,
por lo que deben de establecerse prioridades y en
ocasiones, incluso, procesar volumenes menores de
lo establecido, lo cual puede afectar a la sensibilidad
de las técnicas, circunstancia que habra de reflejarse
en el informe de resultados.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Aun después de haberse realizado un cribado muy
completo e intensivo, el porcentaje de casos que
guedan sin diagnéstico etiolégico en este tipo de
sindromes es muy elevado, especialmente en las
encefalitis y meningoencefalitiis.
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