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DOCUMENTO CIENTIFICO

1. INTRODUCCION

1.1. INTERES Y APLICACIONES CLINICAS Y
FORENSES DE LA MICROBIOLOGIA POST-
MORTEM

La historia de las enfermedades infecciosas esta
estrechamente relacionada con la evolucion de los
métodos de diagndstico microbiolégico y las
modalidades de tratamiento farmacoldgico. De esta
forma, la epidemiologia de las patologias infecciosas
es un proceso dinamico y en continua evolucion.
Enfermedades infecciosas como la lepra existian ya
en tiempos biblicos y se han podido demostrar en
momias egipcias. Otros agentes, como el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), Borrelia
burgdorferi, coronavirus y bocavirus han sido
descritos mas recientemente. Es por esto que la
patologia de autopsia y la microbiologia clinica y
forense se han ido desarrollando paralelamente al
descubrimiento de nuevos agentes infecciosos.

El estudio de la patologia infecciosa en la autopsia
se describe en dos situaciones bien diferenciadas: la
autopsia clinica y la autopsia médico-legal o forense.
En ambas, la patologia infecciosa puede estar
acompafiada de la presuncion clinica que sugiera
este diagndstico, o bhien ser éste un hallazgo
macroscopico en la autopsia. En forma adicional, si
bien en ciertas circunstancias la patologia infecciosa
puede pasar desapercibida clinicamente, durante la
evisceracién al momento de la autopsia, la aplicacion
de protocolos sistematicos de andlisis microbiolégico
y/o histolégico permitira llegar a un diagnéstico
preciso. Es éste el caso de la participacion de
patologia infecciosa en la patogenia de algunos
casos de muerte subita. Destacan entre estas la
meningitis bacteriana, la miocarditis viral, la
bronquiolitis, el shock séptico y la bronconeumonia.
Principalmente en la infancia, la muerte subita es
una secuela reconocida de distintos agentes
infecciosos, cuyo desenlace dependera de la
combinacion de tres factores: la edad del nifio, la
virulencia del agente infeccioso y el estado
inmunolégico de la victima.

Los principales motivos médico-legales de solicitud
de andlisis microbiolégico en las autopsias forenses
son: 1) la muerte inesperada en adulto, con
sospecha de origen infeccioso; 2) la muerte subita
infantil (MSI); 3) la investigacion de supuesta mala
praxis por sospecha de infeccién hospitalaria; y 4) la
muerte cardiaca en la que se sospecha y solicita la
investigacién de miocarditis viral. Por otra parte, en la
autopsia clinica los motivos méas frecuentes por los
que interesa el andlisis microbiolégico son la
necesidad de confirmar una infeccién sospechada o
la aplicacion de protocolos microbiolégicos en los
donantes de 6rganos o tejidos.

1.2. DIFICULTADES EN EL INTERPRETACION DE
LA MICROBIOLOGIA POST-MORTEM

En microbiologia post-mortem, ademas de la
desventaja de la contaminacion, comin a la
microbiologia clinica, existe la dificultad de que

microorganismos que Se recuperan en muestras
tomadas en la autopsia pueden tener significados
diversos y opuestos, ya que los mismos pueden
corresponder a: 1) un organismo patogénico, 2)
bacteriemia transitoria no causante de enfermedad,
gue podria haber acontecido préxima al momento de
la muerte, 3) microbiota hormal de esa zona corporal,
4) contaminacion producida en el momento de la
toma de la muestra, 5) diseminacion agonica y/o, 6)
translocacion post-mortem secundaria (diseminacion
pasiva).

Es asi que ciertos estudios sugieren que algunas
bacterias gramnegativas como las enterobacterias
podrian ser consideradas patogénicas en ciertas
muestras, como el hemocultivo, mientras que otros
autores opinan que este tipo de bacterias son
capaces de multiplicarse rapidamente como
contaminantes, por lo que su deteccion
corresponderia, en consecuencia, a microbiota post-
mortem.

El significado clinico de la presencia en el cultivo
de sangre de microorganismos habitualmente
hallados en la piel es adn mas dificil de discernir, y la
literatura cientifica actual refleja este debate.
Algunos autores interpretan que un hemocultivo
bacteriano genuinamente positivo obtendra, en
general, un cultivo puro de un solo organismo,
mientras que una diseminacién bacteriana agonica
estara reflejada en un cultivo mixto, con organismos
patogénicos y comensales. Con respecto a la
translocacion secundaria post-mortem, en general se
acepta que ésta no ocasiona interferencia si las
muestras se obtienen lo antes posible (idealmente
dentro de las primeras 24 horas del deceso) y el
cuerpo se ha mantenido refrigerado a 4°C antes de
la autopsia. Un estudio reciente que investigdé los
resultados de la bacteriologia en muestras de
autopsia observé que casi el 50% de las muestras
obtuvieron un nimero significativo de contaminantes
externos (principalmente difteroides, estreptococos
alfa-hemoliticos y Staphylocococus epidermidis);
mientras que otro que investigé la utilidad de Ila
microbiologia en autopsias pediatricas, observé que
no hubo diferencias significativas en el intervalo post-
mortem de los cultivos con  organismos
potencialmente patogénicos y aquellos en los que en
el cultivo se obtuvo microbiota comensal no
patogénica. Este Ultimo estudio demostré6 que,
siempre que el cuerpo se mantenga bien refrigerado,
el intervalo post-mortem no afectaria mayormente la
sensibilidad del cultivo. En cambio, la contaminacion
en el momento de obtencién de la muestra parece
ser el inconveniente mas serio y frecuente.

La controversia sobre la validez de la sensibilidad y
especificidad de la utilizacion de  métodos de
diagnéstico microbiolégico en la autopsia es, en gran
parte, responsable de que ésta haya sido
tradicionalmente relegada a un segundo plano. Sin
embargo, estudios recientemente publicados han
revalorizado su papel, tanto en el campo de la
patologia clinica como en el forense. Mas auln
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cuando la introduccion de nuevas técnicas
diagnésticas como la inmunohistoquimica, la
hibridacién in-situ u otras técnicas de biologia
molecular tales como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), permiten actualmente que el ADN
y el ARN de los organismos patogénicos puedan
detectarse directamente en las muestras tisulares
tomadas en la autopsia. De esta manera, las
técnicas moleculares actuales no so6lo han logrado
que el diagndstico microbioldgico recupere su papel
protagonista en la patologia de autopsia, sino que su
fusion con la biologia molecular y la histopatologia le
han abierto a una nueva dimension cientifica.

En el presente documento se abordan los distintos
analisis microbiolégicos que se pueden realizar en
muestras post-mortem y se indican las principales
diferencias respecto a los analisis microbioldgicos en
muestras clinicas de pacientes vivos, dirigidas a
minimizar los efectos de la posible contaminacién
durante la toma de muestra o de la diseminacion
post-mortem.

2. CONSIDERACIONES CLINICAS

A continuacién se mencionan, a modo de esquema,
las infecciones que se observan mas frecuentemente
en la patologia de autopsia. Solamente se indican las
de presentacion mas habitual.

2.1. INFECCIONES RESPIRATORIAS

De cara al analisis microbiolégico post-mortem, se
pueden resumir en cinco grandes grupos, a saber:

1) Laringitis, traqueitis, bronquitis agudas: estas
infecciones pueden ser de origen viral o bacteriano.
La mucosa afectada se observa congestiva y con o
sin  secrecibn muco-purulenta asociada. Es
recomendable realizar hisopado para microbiologia
como se explica en el apartado 4 de este
documento.

2) Neumonia: se clasifica de acuerdo al agente
etioldégico y/o al contexto clinico en el que ocurre
(ejemplos: adquirida en la comunidad, infeccién
intrahospitalaria, en huésped inmunocomprometido,
por aspiracion, etc.). La neumonia bacteriana tiene
dos patrones macroscéopicos en la autopsia: uno
heterogéneo y de distribuciébn lobular o
bronconeumonia, y otro homogéneo y de distribucién
lobar o neumonia. La neumonia transcurre por
cuatro estadios: congestion (pulmén con aumento de
tamafio y congestivo), hepatizacion roja (pulmén con
aspecto rojizo, firme y consolidado), hepatizacion gris
(pulmén de coloracién grisacea, opaca y con
exudado purulento en la superficie de corte) y
resolucion. Durante la apertura de la cavidad toracica
en la autopsia, y antes de realizar la evisceracion de
los pulmones, debe tomarse muestra para
bacteriologia de acuerdo a lo indicado en el apartado
4,

3) Tuberculosis (TB): en la TB diseminada
secundaria, se observan nodulos firmes, bien
circunscritos, de coloracion amarillo-blanquecina con
caseosis central variable. En la forma miliar, la

diseminacion linfatica y vascular da como resultado
multiples lesiones blanco-amarillentas de 2 mm de
diametro. La pleura esta invariablemente afectada.

4) Absceso: el pulmén muestra una cavidad con
contenido necroético-purulento, generalmente en el
contexto y como complicacién de bronconeumonia o
neumonia lobar.

5) Empiema: hay exudado fibrino-purulento en la
superficie pleural. Puede ser complicacién de una
neumonia o bronconeumonia, de la diseminacién
hematdgena o linfatica de un foco infeccioso distante
o bien estar asociada con un absceso hepéatico o con
una coleccion supurada sub-diafragmatica.

2.2. INFECCIONES DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL

Para el andlisis microbiolégico se pueden clasificar
en:

1) Meningo-encefalitis viral: apariencia macroscépica
poco especifica. El cerebro se presenta edematoso,
palido, pero desprovisto de exudado. La muestra a
remitir para virologia puede ser LCR tomado con
pipeta estérii o mediante puncion con aguja y
aspirado en jeringa en el foramen magnum, o bien
hisopado de la superficie cerebral con hisopo para
virologia o pequefio fragmento de cerebro remitido al
laboratorio de virologia en frasco estéril con solucién
fisiolégica (ver apartado 4).

2) Meningo-encefalitis bacteriana: su apariencia
macroscopica depende del tipo de agente etioldgico.
La ocasionada por Neisseria menigitidis no produce
ningln tipo de exudado. Este microorganismo es
muy labil 'y en general suele sobrevivir
aproximadamente 24 horas en el cadaver, por lo que
si la autopsia no se realiza dentro de las 24 horas del
fallecimiento, es altamente probable que el cultivo
sea negativo. En este caso, las técnicas de PCR
suelen resultar de ayuda, ya que el porcentaje de
resultados positivos es mayor. Ademas, el envio de
muestras de petequias de la piel (en frasco/tubo
estéril con solucion fisiol6gica) generalmente arroja
un alto porcentaje de resultados positivos mediante
analisis por PCR. La meningoencefalitis bacteriana
por agentes etioldgicos distintos al meningococo
suele producir un exudado purulento en la superficie
encefdlica. En estos casos se recomienda enviar
LCR tomado como se indica en el apartado de
recogida de la muestra de este documento. Si no
existiese sospecha de meningitis y ésta se detectara
tras la apertura craneal, se podria remitir al
laboratorio de microbiologia una muestra de tejido
tomado en condiciones estériles o, en dltima
instancia, un hisopado del exudado (ver apartado 4).
Es frecuente que la meningitis bacteriana se asocie
con infecciébn del oido medio, por lo que se
recomienda abrir esta cavidad mediante la apertura
del pefiasco del hueso temporal.

3) Meningo-encefalitis micotica: este tipo de infeccion
suele presentarse en huésped inmunocomprometido,
(generalmente Candida albicans, Mucor spp.,
Aspergillus fumigatus y Cryptococus neoformans) en
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individuos provenientes de zonas endémicas
(patégenos como Histoplasma  capsulatum,
Coccidioides inmitis o Blastomyces dermatitidis).

4) Infecciones parasitarias: Toxoplasma gondii
adquiere relevancia en pacientes inmunodeprimidos.
El cerebro muestra abscesos, por lo general
mdultiples y predominantemente ubicados en la
corteza cerebral y en los nucleos grises profundos.

2.3. INFECCIONES CARDIOVASCULARES

Los analisis microbiolégicos estan dirigidos al
diagnéstico de la endocarditis bacteriana, de la
miocarditis y de la pericarditis.

1) Endocarditis bacteriana: colonizacién o invasion
de las valvulas cardiacas y/ o del endocardio por
agentes microbianos. Su signo macroscépico es la
presencia de vegetaciones constituidas por fibrina,
restos celulares y tisulares y organismos bacterianos.
En el 50%-60% de los casos el organismo infectante
es Streptococcus del grupo viridans, mientras que
Staphylococcus aureus ocasiona del 10% al 20% de
las endocarditis. Este Ultimo es responsable de
endocarditis en usuarios de drogas por via
intravenosa (UDVP). Otros responsables de
endocarditis bacteriana se incluyen en el grupo
HACEK: Haemophilus, Actinobacillus,
Cardiobacterium, Eikenella y Kingella.
Macroscopicamente se observan vegetaciones
friables. Las valvulas mitral y aértica suelen ser las
mas afectadas, aunque en los UDVP lo son las
valvulas tricispide y pulmonar. Las vegetaciones
pueden erosionar el miocardio adyacente,
generando, alrededor del anillo valvular, un “absceso
anular”.

2) Miocarditis: proceso inflamatorio que afecta al
miocardio. Macroscépicamente la cavidad ventricular
suele estar ligeramente dilatada y el miocardio se
observa flacido y de aspecto moteado, con areas
palidas que alternan con otras de hemorragia
puntiforme. La etiologia mas comudn es la viral,
siendo los mas frecuentes los virus Coxsackie Ay B,
y otros enterovirus. Agentes menos comunes
incluyen al citomegalovirus, virus de la
inmunodeficiencia humana, Chlamydia psittaci,
hongos como Candida albicans, protozoarios como
Trypanosoma cruzi o Toxoplasma gondii, 0 helmintos
como la Trichinella spp.

3) Pericarditis: su forma purulenta o supurativa se
debe a la invasion directa o indirecta de bacterias en
la cavidad pericardica. Macroscopicamente se
caracteriza por la presencia de exudado purulento
(de hasta 400-500 ml). La superficie pericardica se
observa irregular, opaca y con deposito purulento. Si
la pericarditis es de cierta antigliedad, ocurre la
proliferacion de tejido fibroso, que da lugar a la
pericarditis constrictiva.

2.4. SEPTICEMIA

La septicemia es una infeccion bacteriana
generalizada, mas comldnmente ocasionada por
microorganismos gramnegativos, que dan lugar al

shock endotoxico, aunque también puede estar
causada por microorganismos grampositivos u
hongos. En estos casos es recomendable enviar al
laboratorio de microbiologia muestras de sangre
(hemocultivo) y de bazo (ver apartado 4).

2.5. PERITONITIS

La peritonitis es la inflamacién del peritoneo, cuya
etiologia puede ser quimica, infecciosa o estéril. La
peritonitis infecciosa suele asociarse a otra etiologia
subyacente, que incluye apendicitis aguda,
perforacion de Ulcera  péptica, colecistitis,
diverticulitis, volvulo de intestino, salpingitis aguda,
traumatismo abdominal, sindrome nefrético, cirrosis y
didlisis peritoneal. Las bacterias mas frecuentemente

involucradas incluyen: Escherichia coli,
Streptococcus alfa y beta-hemoliticos; S. aureus,
enterococos y Clostridium perfringens.

MacroscOpicamente la superficie peritoneal se
muestra opaca y con exudado purulento. El volumen
del exudado y de la superficie peritoneal afectada
varia con el tiempo transcurrido y la magnitud del
proceso infeccioso. En los casos mas graves, la
peritonitis puede estar acompafada por abscesos
subfrénicos.

2.6. INFECCIONES GASTROINTESTINALES

Las mas importantes son la hepatitis, los abscesos y
la colitis.

1) Hepatitis: la mayoria de las infecciones hepéticas
agudas son de origen viral. En algunas ocasiones, el
higado puede verse afectado como parte de otros
procesos infecciosos como la mononucleosis
infecciosa (virus de Epstein Barr -VEB-), el
citomegalovirus, la tuberculosis miliar, el paludismo,
la septicemia y la amebiasis o candidiasis sistémicas.
Los virus de la hepatitis A, B, C, D y E, asi como el
VEB y el citomegalovirus se pueden detectar en
muestras de tejido hepatico (ver apartado 4). Es
necesario determinar también el estado serol6gico
del paciente mediante la muestra de suero. En las
hepatitis, el higado se observa aumentado de
tamafio (hepatomegalia), congestivo, de coloracion
verdosa si hay colestasis, y con o sin areas pdlidas
gue corresponden a la necrosis hepatocelular.
Cuando se progresa a la cronicidad, la caracteristica
macroscopica es la cirrosis hepatica, con nédulos
fibrosos y de reduccion de volumen hepatico.

2) Abscesos: causados mas frecuentemente por
bacterias del tracto gastrointestinal, incluyendo
bacterias grampositivas como Peptoestreptococcus
spp. y Clostridium spp. y gramnegativas como E. coli
y Bacteriodes fragilis. El absceso se presenta con
una cavidad de contenido purulento. Suele complicar
la peritonitis y las causas asociadas a ésta.

3) Colitis: la mayoria de las enterocolitis infecciosas
se presentan con diarreas, frecuentemente
sanguinolentas, y con mucosa de aspecto
hemorragico, edematoso y ulcerado. Como
patdégenos se incluyen S. aureus, E. coli, Salmonella
spp., Shigella spp., Campylobacter spp., Yersinia
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spp. y Clostridium spp. Las infecciones por Shigella
spp. se caracterizan por la afectacion del colon
distal, con hiperemia, edema, prominencia de las
placas linfaticas de Peyer y exudado purulento y
hemorragico. Salmonella spp. afecta principalmente
al ileo y al colon proximal, otorgando a la mucosa
aspecto edematoso, hiperémico y con presencia de
Ulceras lineales. Los microorganismos del género
Clostridium pueden causar necrosis y hemorragia de
la mucosa y pared intestinal, que puede llegar a
perforarse. Clostridium difficle se asocia a colitis
pseudomembranosa que se caracteriza por la
presencia de un exudado fibrino-purulento que se
adhiere firmemente a la mucosa subyacente. Los
agentes infecciosos mas cominmente asociados con
enterocolitis viral incluyen rotavirus y adenovirus
entéricos. En estos casos, la mucosa no suele
presentar alteraciones macroscépicas.

2.7. MUERTE SUBITA INFANTIL

Las caracteristicas macroscoépicas de las infecciones
gue pueden presentarse como muerte subita infantil
han sido descritas en los apartados anteriores. Estas
infecciones incluyen:

1) Respiratorias: empiema, laringo-traqueo-
bronquitis, neumonia, absceso retrofaringeo,
bronquiolitis, amigdalitis, neumonitis, epiglotitis
aguda.

2) Cardiacas: miocarditis, endocarditis, arteritis,
aortitis.

3) Infecciones del sistema nervioso: meningitis
bacteriana, encefalitis.

4) Gastrointestinales: enterocolitis, peritonitis.

5) Infecciones genitourinarias: pielonefritis, sindrome
urémico-hemolitico.

6) Sepsis: septicemia, shock endotéxico.

2.8. CORIOAMNIONITIS

La infeccibn de las membranas ovulares o
corioamnionitis suele estar causada por una
infeccion ascendente del tracto genital inferior
femenino. Es comln el antecedente de ruptura
prematura y prolongada de membranas ovulares.
Los organismos habituales son E. coli vy
Streptococcus pyogenes. Las membranas ovulares y
la superficie amnidtica fetal suelen mostrarse opacas
y ligeramente verdosas, aunque el aspecto también
puede ser normal (principalmente en la infeccién por
estreptococos beta-hemoliticos). En este caso se
recomienda acompafiar la toma de muestra
bacteriol6gica de las membranas ovulares con la
toma de una muestra de pulmoén.

2.9. INFECCIONES EN INMUNODEPRIMIDOS

La prevalencia de los organismos infectantes y de
las infecciones causadas por éstos dependera de la
causa de la inmunodeficiencia y del mecanismo
inmune afectado. Por ejemplo, en pacientes con
deficiencias que afecten a los neutréfilos y a la
produccién de anticuerpos (linfocitos B)
predominaran las infecciones producidas por

bacterias extracelulares y algunos tipos de micosis.
En cambio, deficiencias que afecten al sistema de
inmunidad celular dardn como resultado un aumento
de la susceptibilidad a los virus y las bacterias
intracelulares. Es importante resaltar que, en
ocasiones, la inmunodeficiencia no es primaria
(afecta primariamente al sistema inmune) sino
secundaria o “adquirida”. Ejemplo de esta Ultima son
los pacientes con gquemaduras extensas, O con
fibrosis quistica, esplenectomia (pacientes éstos
particularmente susceptibles a infecciones por
Streptococcus pneumoniae) o pacientes desnutridos.
En pacientes con infecciones por el VIH esta
afectada la inmunidad celular, particularmente los
linfocitos T4 (Helper), predominando las infecciones
oportunistas.

3. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS EN LA
AUTOPSIA FORENSE

La casuistica de la microbiologia forense incluye
investigaciones en los siguientes contextos:

1. Muerte natural subita-inesperada, principalmente
en la infancia y adolescencia, aunque también en el
adulto. Aqui se incluyen los siguientes supuestos:

a) Muerte sulbita infantil, en la que los analisis
microbiolégicos forman parte de un protocolo
completo de analisis que debe incluir estudios
histopatolégicos, guimico-toxicoldgicos,
bioguimicos, genéticos y metabdlicos que permitan
descartar el diagndstico de exclusibn que es el
sindrome de muerte subita infantil.

b) Muerte subita-inesperada de origen infeccioso.

c) Muerte cardiaca en la que interesa la

investigacion de miocarditis infecciosa.

2. Muerte con sospecha de criminalidad, que
comprende:

a) La investigacién de supuesta mala praxis por

sospecha de infeccién hospitalaria.

b) El estudio de presuntos delitos contra la salud

publica, en casos de intoxicaciones alimentarias o

brotes de legionelosis entre otros.

c) Muertes violentas en las que interesa la

investigacién microbiologica, bien porque pueda

existir una relacion entre la causa de la muerte y

una infeccion, o bien porque se asocien a la

transmision de patdgenos. En este sentido, la
transmisidon de agentes infecciosos durante actos
violentos ocurre méas frecuentemente en

situaciones en que hay penetracién de la piel o

membranas mucosas que quedan  asi

potencialmente expuestas a la sangre y/o tejidos
del agresor. De este modo, se ha descrito
ocasionalmente en asociacion con hechos
violentos, la transmisién de los virus herpes

simplex, VIH, y virus de las hepatitis By C.

El patélogo forense también esta expuesto al
contagio de agentes infecciosos durante la autopsia.
Ademas de los organismos arriba mencionados,
otros agentes potencialmente contagiosos incluyen
Mycobacterium tuberculosis y priones, como es el
caso de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob. A tal



efecto, hay normas de prevencion del contagio de
organismos infecciosos durante la autopsia, que se
recomienda consultar en estos casos.

Las muestras tomadas durante la autopsia forense
tienen caracter judicial, y con ellas es necesario
seguir un procedimiento de cadena de custodia que
garantice su trazabilidad asi como la de las sub-
muestras, alicuotas y extractos de ADN/ARN que se
generen a partir de ellas. El mantenimiento de esta
cadena de custodia, iniciada en el momento de la
toma de muestra, implica la existencia de un
documento escrito donde quedaran reflejadas todas
las incidencias y movimientos de las muestras desde
su toma hasta la emision de resultados, sin olvidar su
posterior conservaciéon hasta su devolucion al

Tabla 1. Cadena de custodia de las muestras forenses

servicio peticionario o su destruccién. Los datos
consignados en dicho documento se iran rellenando
por las distintas personas que realicen algin proceso
de manipulacién de la muestra dentro de la cadena.
De forma general estos datos se indican en la tabla
1.

4. RECOGIDA DE LA MUESTRA

El diagnostico que el laboratorio de microbiologia
puede proporcionar depende de la calidad de la
muestra recibida. Por esto, una toma mal realizada,
con deficiencias en la calidad de su recoleccion o
mal transportada determinara un posible fallo en la
recuperacion de los agentes etiologicos y en los
correspondientes errores diagndsticos.

RUTA DE LA MUESTRA

DATOS A RECOGER

RESPONSABILIDAD

e Fechay hora Servicio/Departamento e Institucion

e Personay lugar que realiza la toma de muestra
TOMA DE MUESTRAS * Descripcion

e Envasado

e Precintado

e Lugar Servicio/Departamento e Institucion
ALMACENAJE (si el envio al e Periodo que realiza la toma de muestra
laboratorio no es inmediato) e Condiciones

e Fecha Servicio/Departamento e Institucion
TRANSPORTE . Medi‘? . gue realiza la toma de muestra

¢ Condiciones

Precintado

LLEGADA AL LABORATORIO
DE MICROBIOLOGIA

Fecha y hora de entrada
Persona que lo recibe

Datos identificativos del caso
Relaciéon de muestras recibidas
Observaciones de las muestras
Analisis solicitados

Boxes asignados

Personal del area de registro del
laboratorio de microbiologia

ANALISIS

Resultados*

Lugar de almacenaje

Fecha de andlisis

Personas que intervienen
Acciones sobre las muestras*
Técnicas analiticas realizadas*

Personal del laboratorio de
microbiologia

ALMACENAJE POST-ANALISIS |* Condiciones

Fecha de almacenaje

Periodo de custodia**
Fecha de destruccion

Personal del laboratorio de
microbiologia

* Los andlisis y resultados de las muestras deben quedar registrados en documentos escritos que se puedan integrar en el

sistema informatico de gestion de datos del laboratorio.

** E| periodo de custodia de las muestras y la decisién de su posible destruccién o devolucién corresponden a la autoridad
judicial solicitante. El laboratorio debe informar al solicitante de si la muestra se ha agotado durante los analisis. Hasta la fecha
en la legislacion actual espafiola no existe ninguna indicacién expresa acerca de los periodos de custodia, aunque la Ley de
Enjuiciamiento Criminal (modificada por L.O. 21/1994 de 6 de julio) en su articulo 479 hace referencia de forma genérica a la
conservacion de muestras analizadas de cara a un nuevo andlisis (contraperitaje).



Una recomendacién que aplica a cualquier muestra
que se tome en la sala de autopsia es que la
superficie externa de los frascos se limpie con lejia u
otro desinfectante y se seque antes de su envio al
laboratorio de microbiologia. Tras la toma de
muestras se debera controlar que cada una de ellas
esté debidamente rotulada, fechada y firmada para
evitar inexactitudes.

A continuacién se indica como se deben recoger
los diferentes tipos de muestras de una autopsia y
cémo deben enviarse al laboratorio de microbiologia
para su analisis.

1. Catéteres intravasculares: se deben tomar 5 cm
de la porcion mas distal. Porciones mayores
dificultan el procesamiento en el laboratorio. Se
envian en frasco/tubo estéril.

2. Aspirado nasofaringeo: se realiza utilizando un
hisopo con medio de transporte para aerobios y
anaerobios (bacteriologia) y otro con medio de
transporte para virologia.

3. Liguido cefalorraquideo (LCR): se coloca el
cadaver en decubito ventral. En los adolescentes y
adultos, se limpia la zona posterior del cuello con
povidona iodada o con alcohol isopropilico de 70°, se
inserta una aguja de calibre 1-2 en la linea media
bajo el hueso occipital, inclinando la aguja hacia las
cavidades orbitales. Esta muestra  puede
complementarse con una porcibn de cerebro
obtenida inmediatamente después de quitar la calota
craneana, con instrumental estéril. En los lactantes y
nifios pequefios, en los que se puede abrir la calota
craneana cortando las suturas craneales con tijera,
se pueden disecar los musculos paraespinales del
cuello y tras retirar el atlas, cortar la duramadre
espinal mediante bisturi estéril y tomar una muestra
de LCR con jeringa o pipeta estériles. Al menos se
deben tomar 2 ml de LCR e introducirlos en tubos
cénicos limpios y estériles con tapén de rosca (1 ml
para virologia y 1 ml para bacteriologia).

4. Sangre: para evitar la contaminaciébn por
translocacion bacteriana, es recomendable que la
sangre para hemocultivo se obtenga antes de la
manipulacion del intestino. En el sujeto adulto es
mejor obtener una muestra de sangre periférica por
puncion de vena yugular externa, antes de la
apertura del cadaver. Previamente debera
esterilizarse la piel con un atomizador de alcohol
isopropilico. Tras dejar secar unos minutos, se aspira
la sangre utilizando aguja y jeringa estéril de 20 ml.
En los nifios pequefios (de hasta 4-5 afios) y en los
lactantes es dificil acceder a la vena yugular y suele
utilizarse una muestra de sangre por puncion del
corazon derecho, al que se accede tras abrir el saco
pericardico. Para ello se esteriliza la zona a punzar
con un atomizador o con toallitas embebidas en
alcohol isopropilico de 70° antes de aspirar sangre
con una aguja y jeringa estéril de 10 ml. Una vez
obtenida la muestra, la sangre se inyecta
directamente en dos frascos de hemocultivo (40 ml
cada uno), para aerobios y anaerobios. En el caso

de nifios pequefios, en los que es dificil obtener una
cantidad abundante de sangre, se puede utilizar un
solo frasco de hemocultivo pediatrico de 20 ml. Es
recomendable la utilizacion de tubos con SPS
(polianetol sulfonato sédico) como anticoagulante o
en su defecto el empleo de citrato sodico en
muestras para cultivo bacteriolégico en caso de que
el transporte desde el lugar de la toma de muestra
hasta el laboratorio de andlisis no sea inmediato,
pues aungque la inoculacion se retrase, también se
evita la posibilidad de sobrecrecimiento de bacterias
contaminantes en el frasco de hemocultivo que
dificultan o impiden el crecimiento de las bacterias
potencialmente patégenas durante el transporte. Una
vez obtenida la muestra para el hemocultivo, que
debera ser siempre la primera muestra de sangre, y
de acuerdo a las circunstancias del caso, debera
considerarse la previsién de tomar otra muestra de
sangre con EDTA para analisis moleculares.

5. Suero: es necesario para analisis antigénicos y
serolégicos. Se obtiene mediante la sedimentacion y
posterior centrifugacion de la sangre recogida en
tubo con activador del coagulo.

6. Liquidos: en caso de secreciones, liquidos o
derrames (pleurales, pericardicos o peritoneales):
enviar 2 -3 ml en frasco estéril.

7. Miocardio, pericardio y valvulas cardiacas: si no
hay sospecha clinica del diagnéstico de endocarditis,
la apertura del corazén contaminara las valvulas
cardiacas. Si al abrir el corazén la presencia de
vegetaciones sugiere endocarditis, igualmente
deberan enviarse la/s valvula afectada/s al
laboratorio de microbiologia. Es aconsejable realizar
también un hisopado de la valvula afectada. Si se
sospecha de antemano la posibilidad de endocarditis
bacteriana, deben tomarse las siguientes
precauciones: pinzar los grandes vasos arteriales y
venosos a su salida o entrada al corazon, extraer el
coraz6n después de cortar las conexiones
vasculares y utilizar un juego de instrumental distinto
y estéril para acceder a cada vélvula. A la valvula
mitral se accederd a través de una “ventana” que se
realiza cortando una superficie de 3 cm por 10 cm a
la izquierda del tabique auricular y ventricular. La
valvula se examinara cuidadosamente utilizando
pinzas, tijeras y bisturi estériles. Debera tomarse una
muestra representativa (por ejemplo vegetacion), que
se enviara al laboratorio de microbiologia. Es muy
importante no olvidar fotografiar la misma antes de
su recogida. Si se anticipa que ademas de la
endocarditis el paciente haya sufrido de
aterosclerosis coronaria y/o infarto de miocardio, es
recomendable examinar las arterias coronarias antes
de inspeccionar las valvulas cardiacas. La muestra
de miocardio para virologia se obtiene tras efectuar
una cauterizaciéon y atomizar con alcohol isopropilico
de 70° la superficie pericardica. Utilizando pinzas y
bisturi estériles se extrae 1 cm® de tejido cardiaco
gue se coloca en tubo de transporte universal estéril,
al que se le aflade solucién fisiologica estéril para
remitirlo al laboratorio.




8. Traquea: en el momento de realizar la
evisceracion de la lengua y érganos del cuello, se
debera tomar una muestra de laringe y traquea
mediante hisopado (con medio de transporte para
bacteriologia).

9. Pulmén: su superficie puede esterilizarse con
alcohol o aplicando una espatula calentada en
mechero de Bunsen. La muestra de pulmén para
virologia y para bacteriologia consiste en dos cubos
de 1-2 cm® obtenidos con bisturi estéril. Cada
muestra se coloca en un frasco estéril, agregando
solucion fisioldgica estéril en el caso de la destinada
a virologia. En algunas instituciones la muestra para
bacteriologia se obtiene mediante hisopado de la
superficie pulmonar, utilizando un bisturi estéril para
la incisién del parénquima e hisopo con medio de
transporte.

10. Intestino: para tomar la muestra hay que abrir el
colon descendente en forma aséptica y suspender el
contenido del mismo sobre dos recipientes para
cultivo de heces (frasco estéril de 40 ml) uno para
microbiologia y otro para virologia. Es necesario
enviar aproximadamente 5 ml en cada frasco. Si se
observa la presencia de patologia intestinal
macroscOpicamente y se identifican Ulceras, debe
enviarse muestra de éstas para cultivo.
Adicionalmente, el patdlogo podra realizar diferentes
tinciones en muestras de tejido fijado en formol y
procesado en parafina, que le ayudaran a demostrar
la presencia de amebas, hongos (metenamina de
plata o Grocott), virus (inmunohistoquimica dirigida a
herpes o adenovirus, etc.) o bacterias (tincion de
Gram).

11. Orina: se obtiene por medio de puncién y
aspirado directo de la vejiga con jeringa estéril. De
no obtenerse orina por aspirado, debe intentarse la
apertura de la vejiga por el techo, utilizando pinzas y
tijeras estériles. Una vez abierta, se aspira orina con
jeringa estéril. Se recogen unos 5-10 ml de orina en
recipiente universal estéril.

12. Bazo (pulpa esplénica), higado y otros tejidos:
primero hay que esterilizar la superficie del tejido con
alcohol isopropilico o aplicando una espatula
calentada en mechero de Bunsen. Con bisturi estéril
se toma un cubo de 1-2 cm® para bacteriologia y otro
para virologia (éste ultimo con solucion fisiologica),
segun los analisis a realizar en cada tejido. En el
bazo también se puede realizar una toma con hisopo
para bacteriologia, una vez expuesta la superficie de
corte, aplicando el hisopo a la manera de “barrido”
de la misma.

13. Abscesos: se accede a su interior con bisturi y
tijera estériles. Se extraen 2-3 ml del exudado
purulento con pipeta estéril. También se puede
aspirar el centro del absceso con jeringa estéril de 20
ml. Ambas muestras se introducen en frasco estéril.
14. Oido medio: se accede al mismo a través de la
base del craneo. Una vez retirado el cerebro, se
corta con sierra a ambos lados del techo del pefiasco
del hueso temporal. Una vez realizado esto se
“levanta” el pefiasco utilizando instrumental para

cortar hueso. Se inspecciona el oido medio y puede
tomarse muestra para microbiologia mediante
hisopado y medio utilizando hisopo con medio de
transporte para bacteriologia. Si el exudado es
abundante, el mismo podra aspirarse mediante
pipeta o jeringa de 20 ml, vertiendo el contenido en
frasco estéril.

15. Huesos: en el caso de osteomielitis se debera
identificar primero la lesion en la radiografia o
tomografia computada. La muestra puede obtenerse
utilizando aguja de Vim-Silverman o de Jamshidi.

16. Articulaciones: tras limpieza de la piel con agua y
jabon vy esterilizacién con alcohol isopropilico se
aspira liquido articular mediante jeringa de 10 ml y
aguja de calibre 15 a 18. De no obtenerse aspirado,
pueden instilarse algunos mililitros de medio de
cultivo (por ejemplo, caldo BHI) en la cavidad
articular e inmediatamente aspirar el lavado articular.
17. Placenta: Durante la toma, la placenta debera
manipularse con pinzas estériles. Una vez
localizadas las membranas periféricas y la superficie
amnidtica fetal, se puede realizar cualquiera de los
siguientes procedimientos: a) toma mediante hisopo
con medio de transporte para aerobios y anaerobios
de la superficie amnidtica de las membranas
periféricas, o b) toma mediante bisturi y pinzas
estériles de tejido de la superficie fetal o amnidtica
del parénquima placentario (cerca del corddn
umbilical) que se remite en fresco en un frasco estéril
de dimensiones adecuadas para que la placenta no
guede comprimida en su interior. La placenta es una
muestra donde las tinciones especiales o las
técnicas de inmunohistoquimica pueden ser de gran
utiidad en cortes de tejido fijado en formol y
procesado en parafina.

18. Muestras especificas para estudio de hongos: se
recogeran en frasco estéril con solucién fisiologica
estéril con el agregado de penicilina (500 U/ml.) y de
estreptomicina (500 mcg/ml.) o cloranfenicol (500
mcg/ml).

En el documento técnico, PNT-MP-01 de este
procedimiento (“Toma de muestras post-mortem para
analisis microbiolégico”) se recogen y detallan los
aspectos practicos relacionados con la toma de
muestras.

5. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA

En general se recomienda el envio inmediato al
laboratorio una vez finalizada la autopsia. Las
recomendaciones para los diferentes tipos de
muestra se indican a continuacion.

1. Hemocultivo: mantener a temperatura ambiente.
Nunca debe refrigerarse ni congelarse. En caso de
gue el transporte de la sangre desde el lugar de la
toma de muestra hasta el laboratorio de analisis no
sea inmediato se recomienda emplear tubos con
polianetol sulfonato sédico como anticoagulante o
en su defecto tubos con citrato soédico (como se ha
indicado anteriormente).



2. LCR: si no es posible su envio inmediato, la
alicuota para bacteriologia se mantendra en estufa a
35-37°C y una parte se incubara en un frasco de
hemocultivo que se mantendra en idénticas
condiciones hasta su procesamiento. Si no se
dispone de estufas se mantendra a temperatura
ambiente. Nunca debera refrigerarse la muestra
destinada a bacteriologia. La alicuota para el estudio
de virus o biologia molecular se enviara en hielo, si
el envio se retrasa mas de 24 horas, se debera
conservar a -70°C.

3. El resto de las muestras deben enviarse al
laboratorio preferentemente en plazo no superior a 2
horas. Si no es posible, se conservaran refrigeradas
a 4°C.

6. REACTIVOS, PRODUCTOS, APARATOS Y
MATERIAL

Los reactivos, productos, aparatos y material
empleados en microbiologia post-mortem son
similares a los utilizados en microbiologia clinica y se
distribuirdn en las distintas areas de trabajo del
laboratorio segun su uso. En la tabla 1 del
documento técnico PNT-MP-02 de este
procedimiento (“Procesamiento microbiolégico de
muestras post-mortem”) se exponen de forma
resumida los principales reactivos y medios
empleados en bacteriologia, micologia, virologia,
serologia y microbiologia molecular.

7. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

7.1. TIPOS DE ANALISIS EN MICROBIOLOGIA
POST-MORTEM

Los analisis mas frecuentes en microbiologia post-
mortem son: las técnicas de deteccion de antigeno,
el cultivo bacteriolégico y de levaduras y hongos, y
las técnicas moleculares, aplicadas
fundamentalmente a bacteriologia y virologia.

Los analisis antigénicos, en la mayoria de los
casos, en el contexto de muestras post-mortem se
consideran andlisis orientativos o preliminares, esto
es, que necesitan confirmacién, bien mediante
cultivo o mediante una técnica molecular. No
obstante, en determinadas situaciones, en general
ante infecciones virales para cuyo diagndstico soélo
se dispone de técnicas de deteccion de antigeno, y
no asi de técnicas de cultivo y/o PCR, se realizaran
s6lo las primeras, teniendo en cuenta sus
limitaciones de sensibilidad y especificidad en la
interpretacion de resultados (ver Procedimiento
SEIMC n° 19, “Técnicas rapidas de deteccion de
antigeno”; SEIMC 2005).

Con menor frecuencia se requieren otros andlisis
como: tipificacion o caracterizacion epidemiolégica,
serologia, identificacion de parasitos mediante
microscopia (sobre todo con tincion de Giemsa),
inmunocromatografia o métodos moleculares
(especialmente ante la sospecha de enfermedades
importadas), cultivo viral, cultivo e identificacién de
especies de hongos (de interés en el
inmunodeprimido). Para la realizacion de estos

andlisis remitimos a los correspondientes
procedimientos microbiolégicos.

7.2. RECEPCION EN EL LABORATORIO DE LAS
MUESTRAS POST-MORTEM

El analisis de las muestras post-mortem puede
encuadrarse en un proceso judicial, de interés
médico-legal. En estos casos el laboratorio de
microbiologia debe velar por la preservaciéon de las
muestras desde el mismo momento de su recepcion;
para ello, cuando se reciban muestras procedentes
de autopsias forenses serd necesario cumplimentar
la hoja de custodia donde se consignen los datos de
recepcion (ver tabla 1).

La recepcion de las muestras post-mortem en el
laboratorio de microbiologia es similar a la de las
muestras clinicas procedentes de pacientes vivos
(ver Procedimiento SEIMC n° 1a, “Recogida
transporte y procesamiento general de las muestras”;
SEIMC 2003). Estas muestras se reciben en el area
de recepcién de muestras, donde se registran,
numeran y gestionan, a la vez que se registran los
datos del individuo de procedencia y la
documentacion recibida donde consta la peticion
solicitada.

Los documentos de peticion de andlisis
dependeran del servicio/organismo solicitante vy
pueden ser variados, especialmente en las muestras
forenses. Los mas frecuentes son: el volante de
peticion (si la muestra procede de un servicio
hospitalario, como el de Anatomia Patoldgica), el
oficio judicial y cuestionario forense. En ocasiones
pueden venir acompafados de otros documentos
informativos como dictamen de autopsia, informes
clinicos, etc.

7.3. SELECCION DEL PROTOCOLO DE TRABAJO
En el andlisis microbiolégico post-mortem es
imprescindible mantener una estrecha comunicacién
entre el laboratorio y el médico peticionario con
objeto de la adecuada orientacion de los analisis a
realizar. Las muestras post-mortem se analizaran
siguiendo los protocolos de trabajo del laboratorio y
la informacién aportada por el servicio solicitante
sobre las muestras y el paciente. Asi el
procesamiento dependerd de varios factores como
son la peticién del servicio solicitante, el tipo de
muestra, condicionada ésta por la técnica de
obtencién, y el diagnostico del paciente/enfermedad
de base que se basa en los antecedentes ante-
mortem y/o en los hallazgos de autopsia.

En los fallecimientos en que interesa investigar una
posible enfermedad infecciosa, ya sea durante una
autopsia clinica o médico-legal, se suele realizar un
muestreo amplio para microbiologia. En alguna de
estas ocasiones, particularmente en el ambito
médico-legal, se solicita de forma genérica el andlisis
microbiolégico, sin especificacion de una peticion
concreta para un tipo de andlisis determinado. En
estos casos es el microbidlogo quien establece el
protocolo de laboratorio a seguir, decidiendo qué
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andlisis realizar y seleccionando las muestras mas
adecuadas para los distintos tipos de analisis. Para
ello resulta imprescindible disponer de una
informacion lo mas completa posible sobre
antecedentes y hallazgos de autopsia. En muchas
ocasiones en base a dichos datos, las muestras
post-mortem, dado su caracter anico, deben
someterse a mas de un tipo de andlisis
microbiolégico (antigénico, cultivo y/o andlisis
molecular principalmente), que deberan realizarse
secuencialmente.

En el anexo | de este procedimiento se presentan
unas recomendaciones sobre los protocolos de
trabajo aplicables a las situaciones clinicas mas
frecuentes en microbiologia post-mortem. En ellos se
incluyen de forma genérica los tipos de analisis
aplicables a las distintas muestras recogidas en cada
contexto clinico. Segun esto, cada muestra puede
someterse a mas de un analisis, por lo que la
orientacion del tipo de estudio es prioritaria en las
muestras Unicas que pueden requerir mas de un
andlisis (por ejemplo, un Gnico hisopo nasofaringeo,
0 un determinado volumen de LCR). Este punto hay
que tenerlo siempre presente en el momento de la
recepcion de la muestra, con objeto de no agotarla
en un primer analisis como podria ser la siembra
para cultivo bacteriolégico. Por tanto, segun cada
protocolo, en paralelo a la inoculacién en medio de
cultivo habra que valorar si se trata de una muestra
Unica que ha de ser compartida para mas de un
andlisis, o por el contrario, si se ha tomado durante
la autopsia por duplicado (ejemplo, hisopo
nasofaringeo), lo que permitira destinar una de ellas
a un tipo de analisis y su duplicado a otro tipo. Es por
ello, que en la mayoria de las muestras post-mortem,
el procesamiento inicial en el laboratorio conlleva no
sélo la inoculacion en medios de cultivo sino también
el alicuotado o particiéon y preparacién para otro tipo
de andlisis (antigénicos, moleculares, seroldgicos).

7.4. ANALISIS ANTIGENICOS Y TINCIONES

Como regla general, las pruebas antigénicas y las
tinciones son la primera aproximacion al andlisis
microbiolégico post-mortem. Los analisis antigénicos
- aglutinacion con latex, inmunocromatografia,
inmunofluorescencia directa, inmunofluorescencia
indirecta -, deberian realizarse en aquellos casos con
elevada sospecha de infeccibn segun criterios
clinicos o histopatolégicos, siempre que los
resultados obtenidos se informen a los
clinicos/epidemidlogos con fines de profilaxis y/o
tratamiento a posibles contactos del fallecido, y
siempre considerando su coste/beneficio. No
obstante, estas pruebas suelen ser poco eficientes
en las denominadas “autopsias blancas”, en las que
no se detectan hallazgos macroscépicos sugestivos
de infeccién o de otra patologia que pueda explicar
la causa de la muerte. Cuando se reciban liquidos o
fluidos como LCR, liquido pleural u orina, también se
debe realizar una tinciébn de Gram y una tincion
citolégica como primera aproximaciéon, que también

pueden a ayudar a orientar el resto de los analisis.
Ante la sospecha de tuberculosis se pueden hacer
también tinciones especificas como la de Ziehl-
Neelsen o la de auramina.

7.5. CULTIVO BACTERIOLOGICO Y DE HONGOS
7.5.1. Seleccion de medios de cultivo. La seleccion
del tipo de muestras que se van a inocular
dependera del cuadro clinico que se quiere
investigar, para lo que se recomienda seguir las
recomendaciones de los diagramas diagnésticos (ver
Anexo 1). A diferencia de las muestras en individuos
vivos, el volumen/tamarfio de la muestra post-mortem
gue se toma para analisis microbiolégico no suele
ser un problema, con la excepcién de determinados
fluidos biol6gicos que, en ocasiones, son escasos y
dificiles de tomar. Tal es el caso de la sangre, que
puede estar coagulada, bien por una coagulacién
intravascular diseminada u otra alteracion de la
coagulacion, o puede ser escasa en lactantes; o del
LCR, cuya toma puede revestir cierta dificultad. En
general se intenta recoger varias alicuotas/porciones
de una misma muestra para poder realizar mas de
un tipo de analisis y preservarlas por si alguno de
dichos andlisis se difiere en el tiempo.

En ocasiones, las muestras post-mortem no se
pueden procesar inmediatamente después de su
recogida; esto puede ocurrir en las tomadas por los
médicos forenses en los Institutos de Medicina
Legal. Como se indica en el documento técnico PNT-
MP-01 de este procedimiento, en estos casos se
recomienda que la sangre no sOlo se inocule
directamente en frascos de hemocultivo aerobio/
anaerobio durante la toma de muestra, como se
haria en un paciente vivo, sino que ésta se recoja
adicionalmente en tubos tipo Vacutainer con SPS o
en su defecto citrato sédico que seran destinados
también al cultivo una vez se reciban en el
laboratorio de microbiologia. Este punto es
importante, pues podria ocurrir que el frasco de
hemocultivo favoreciese la proliferaciéon de bacterias
de crecimiento rapido y facil, como Staphylococcus
coagulasa negativa, enterococos 0 bacilos
gramnegativos procedentes de una pequefa
contaminacion durante la toma de muestra, en
detrimento de un patdgeno con altos requerimientos
nutritivos como el meningococo. Para evitar esto,
una vez recibida la muestra de sangre en el
laboratorio se debe sembrar directamente una
cantidad de ésta procedente de dichos tubos en: i)
caldo BHl/tioglicolato y ii) placas con medios
enriquecidos y selectivos. De esta forma, se puede
recuperar mas facilmente el patébgeno causante de la
infeccibn aunque ademas se recuperen otros
posibles microorganismos contaminantes.

La inoculacién directa de las muestras de liquidos,
tejidos, exudados, abscesos y biopsias se realizara
en medios convencionales para bacterias aerobias y
anaerobias facultativas: agar sangre (AS), agar
chocolate (AC), agar MacConkey (MC) y agar
colistina-acido nalidixico (ACN). Opcionalmente se
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podran utilizar medios complementarios para otros
microorganismos como S. aureus, o Haemophilus
spp, este Ultimo en el caso de muestras respiratorias.
Para el cultivo de las bacterias anaerobias se debe
utilizar un medio no selectivo como agar Schaedler o
el agar Brucella y otros medios selectivos para
anaerobios como el agar Bacteroides bilis esculina
con amicacina, entre otros. Ademas se inoculara un
medio liquido de enriquecimiento tipo caldo
tioglicolato o BHI.

Las muestras de heces, hisopos rectales o
contenido intestinal se inocularan al menos en agar
entérico Hektoen (HK), Agar Salmonella-Shigella
(SS), Yersinia Agar Base (CIN), Caldo selenito F
(SEL) y medio para Campylobacter. También se
pueden utilizar medios de mayor especificidad para
Salmonella (BGA o de tipo cromogénico como el
SM2). Ver la tabla 3 del documento técnico PNT-MP-
02 de este procedimiento.

El medio Thayer Martin (TM) o equivalente se
empleara también para sembrar muestras de sangre,
LCR, tejidos y exudados respiratorios ante la
sospecha  de meningococcemia, meningitis
bacteriana aguda o sepsis fulminante primaria.
Cuando se sospeche o sea necesario descartar una
infeccion fangica las muestras se inocularan
adicionalmente en agar Sabouraud con antibioticos.
Cuando se sospechen patdgenos especiales, como
Legionella spp., Vibrio cholerae u otros,
especialmente en el contexto de brotes o epidemias,
se podran emplear medios especificos para éstos.
7.5.2. Condiciones de incubacidon. Las placas de
agar sangre se incuban a 35-37°C, preferiblemente
en atmosfera con 5% de CO,. Las placas de agar
chocolate, TM también a 35-37°C siempre con
atmosfera enriquecida en 5% de CO,. Las placas
para el cultivo de anaerobios a 35-37°C en atmdsfera
de anaerobiosis (jarras, sobres o camaras).
Dependiendo de los microorganismos buscados, los
tiempos de incubacion varian (ver la tabla 3 del
documento técnico PNT-MP-02).

7.6. VIROLOGIA
El empleo de métodos basados en la deteccion de
los antigenos viricos presenta como ventajas,
ademas de su rapidez, su independencia de la
infectividad del virus. Entre las limitaciones se
encuentra su baja sensibilidad. En lo que se refiere a
las técnicas de inmunocromatografia y/o de
enzimoinmunoanalisis de membrana que detectan
antigenos de virus gripales y virus entéricos, éstas
también se han aplicado a muestras post-mortem.
Aunque en virologia, al menos en teoria, el método
de referencia sigue considerandose el cultivo viral,
en la practica, en la mayoria de los laboratorios de
microbiologia las técnicas moleculares, gracias a su
implantacion mas sencilla, estdn reemplazando al
cultivo, que requiere infraestructura y mantenimiento
mas complejos. Es por ello que en las muestras post-
mortem, los estudios virolégicos emplean
esencialmente técnicas moleculares mientras que el

cultivo viral s6lo se usa de forma excepcional.
Aunque las lineas celulares pueden prepararse en el
laboratorio, en la actualidad existe una amplia oferta
comercial que evita los inconvenientes inherentes al
método de preparacion. Deben combinarse lineas
celulares que permitan cubrir la mayor parte de los
virus  esperados, por ejemplo células de
Rabdomiosarcoma humano y fibroblastos humanos.
En la tabla 1 del documento técnico PNT-MP-02 se
describen las principales lineas celulares que se
pueden utilizar. A pesar de que la deteccion directa
de antigenos viricos en la muestra mediante
inmunofluorescencia se ha aplicado a especimenes
post-mortem, se ha visto que su sensibilidad es mas
baja que la de las técnicas moleculares, por lo que
hoy dia éstas también tienden a sustituirla.

7.7. ANALISIS MOLECULARES
7.7.1. Instalaciones. Las técnicas moleculares se
han erigido en uno de los pilares diagnosticos de la
microbiologia post-mortem. Esto supone que las
instalaciones del laboratorio deben respetar los
requerimientos de separacion de areas con objeto de
minimizar la contaminacién de muestras y extractos
de acidos nucleicos generados durante los analisis.
El laboratorio de microbiologia molecular debe
permanecer separado de otras areas de trabajo del
laboratorio de microbiologia. Se recomienda una
doble puerta de acceso (con bio-vestibulo para
cambio de batas). El acceso debe ser controlado y la
puerta de acceso debe permanecer cerrada. Las
areas requeridas son:
- Area de preparacion de material estéril y reactivos
(tampones, albumina bovina sérica, reactivos de
extraccion).
- Area de autoclavado (comin al resto del
laboratorio).
- Area pre-PCR, que comprende las &reas de
extraccion de ADN/ARN y de preparacion de la PCR.
- Area de amplificacion.
- Area post-PCR o de productos de amplificacion.
- Areas separadas de almacenamiento de (i)
reactivos empleados en la PCR; (ii) extractos de
acidos nucleicos; (iii) productos (amplicones) de
PCR; y (iv) muestras/extractos empleados como
controles en la PCR.
7.7.2. Flujo de trabajo. En el laboratorio de
microbiologia molecular el flujo de trabajo debe ser
unidireccional, desde el area pre-PCR al area de
amplificacion y al area post-PCR. Tras seleccionar
las muestras para los distintos analisis en el area de
recepcion de muestras del laboratorio, aquéllas
destinadas al andlisis moleculares se llevaran al area
de extraccion de ADN/ARN donde se extraeran de
inmediato siempre que esto sea posible. En caso
contrario se dispondran en nevera a 4°C si la
extraccion se va a realizar en un plazo maximo de 24
horas, o congeladas a -80°C si se efectia mas tarde.
Los extractos de &cidos nucleicos se deben
almacenar en un area identificada y separada de los
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reactivos y controles de PCR (por ejemplo, un cajén
o0 estante) de un arcon-congelador.

En el area de preparacion de la PCR se realizara la
“PCR-set-up” 0 preparacion de la mezcla de
reaccién, a la que se afiadiran los extractos. Los
tubos o placas con la reaccién de PCR se llevaréan al
area de termocicladores desde donde, una vez
terminada la reaccidn, y ya convertidos en productos
de amplificacién, pasaran al area de ADN
amplificado por PCR donde tiene lugar la deteccién o
la secuenciacién (en caso de que estos pasos sean
necesarios).

7.7.3. Técnicas de extraccion de acidos
nucleicos. Las técnicas manuales mas habituales
se basan en la extracciobn en columnas de silice
empleando en la lisis tiocianato de guanidina, que
inhibe las ARN-asas, aunque también se puede usar
la extracciébn organica con posterior purificacién

mediante centrifugacion. Las modernas
metodologias permiten un cierto grado de
semiautomatizacion e incluyen diferentes

modalidades: extraccién en columnas de silice o
mediante particulas magnéticas a las que se unen
selectivamente los acidos nucleicos. La mayoria de
los métodos comerciales de amplificacién génica no
incluyen sistemas de extraccion de acidos nucleicos,
pero para ello existen diversas plataformas
automaticas (BioRobot EZ1 de Qiagen, NUcliSENS
easyMag de BioMerieux, sistemas AmpliPrep y
MagNA de PureRoche, sistema m1000 de Abbott
entre otros), que permiten a cada laboratorio
disponer de soluciones adaptadas al volumen de sus
necesidades. Existe ya una técnica de deteccion de
ARN de enterovirus que incluye todo el proceso de
extraccion y amplificaciéon en un formato totalmente
automatico (mediante el sistema GeneXpert de
Cepheid). Dada la posibilidad de degradacion de los
acidos nucleicos se recomienda la cuantificacion del
ADN total en el extracto obtenido, que se puede
hacer por espectrofotometria.
7.7.4. Técnicas de amplificacibn génica y otras
nuevas tecnologias. Los analisis moleculares se
han convertido en la piedra angular de la
microbiologia post-mortem en la mayoria de las
situaciones. Esto se debe a que los resultados de los
cultivos post-mortem no son siempre faciles de
interpretar, y a la posibilidad de obtener cultivos
falsos-negativos debido a un eventual retraso en el
inicio del cultivo. Ante una infeccion bacteriana
fulminante, éstos son tremendamente Utiles para
confirmar o descartar determinados patégenos, como
meningococo 0  heumococo,  Streptococcus
agalactiae u otros, previamente al cultivo, pues sus
resultados pueden estar disponibles en pocas horas.
En muchos laboratorios de virologia, los analisis
moleculares han reemplazado a los cultivos virales.
La técnica mas empleada es la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), en su variante de PCR a
tiempo real (RT-PCR), debido a sus elevadas
especificidad y sensibilidad y al amplio nimero de
sistemas comerciales disponibles (tecnologias ABI,

SmartCycler, Light Cycler, RotorGene, entre otras),
aunque alternativamente también se pueden utilizar
sistemas de PCR tradicional acoplados a otras
detecciones como la hibridacién en microarrays de
baja densidad (Genomica), la PCR-ELISA (HAIN) o
la electroforesis capilar en microchip. Para la
investigacion de determinados microorganismos,
como enterovirus o S. agalactiae, existen disponibles
en el mercado sistemas de PCR a tiempo real en los
que la plataforma incluye también de forma
automatizada la extraccion previa de los &acidos
nucleicos en la muestra (Genexpert). Otros métodos
de reciente aplicaciéon son la READ (Real Amplicon
Detection) PCR con tecnologia DPO™ (Dual Priming
Oligonucleotide) (Seegene), o la tecnologia Luminex,
entre otros. En general se recurre al empleo de
genes diana conservados dentro de las distintas
especies investigadas. En bacteriologia una opcion
alternativa es la amplificacion y posterior
secuenciacion de la region 16S ARNr de las
eubacterias como herramienta complementaria,
particularmente en el contexto de un cultivo
microbiolégico negativo ante una sospecha de
infeccién fulminante bacteriana una vez descartadas
las PCR especificas de especie. Aunque esta técnica
puede aportar resultados concluyentes en algunos
casos, hoy por hoy, sus principales limitaciones son
la imposibilidad de aplicacion a muestras con
crecimiento de contaminantes y el tamafio elevado
de los fragmentos de amplificacion, que dificulta su
aplicacion a muestras degradadas.

Los métodos “caseros”’, basados en articulos
cientificos sobre métodos contrastados y evaluados
tienen como ventajas principales su bajo coste y su
adaptacion a las necesidades de cada laboratorio,
especialmente en aquellos de pequefio tamafio.
Como inconveniente sefalar la necesidad de realizar
una evaluacion o validacion interna por parte del
laboratorio que la implanta. No obstante, ésta puede
simplificarse si se realiza una comparacién en
paralelo con otras técnicas de uso habitual en el
propio laboratorio o en otro de referencia.

Cada vez son mas numerosos los kits comerciales
para el diagnéstico molecular tanto de virus como de
bacterias. Concretamente, existen  sistemas
comerciales para deteccion de genomas de los
agentes mas comunes como HSV, VZV, enterovirus
o CMV, o virus respiratorios, la mayoria basados en
tecnologia de PCR a tiempo real. Asimismo, estan
también disponibles comercialmente métodos de
deteccion multiple para virus respiratorios mediante
PCR e hibridacién en microarrays o basados en la
READ PCR, o para virus de la familia herpes (VHS,
VzV, CMV, HHV6, EBV) basados en PCR anidada
con electroforesis posterior o en una sola
amplificacion con hibridacién en microplaca. Aunque
existen diferencias en cuanto a su aplicabilidad,
especificidad, etc., la obligatoriedad por parte del
fabricante de realizar una validacion de desarrollo
previa a su salida al mercado supone una garantia
para su empleo tanto en muestras de pacientes vivos
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como post-mortem. No obstante, el desconocimiento
en algunos casos de las caracteristicas internas y de
la composicion de oligonucledétidos, sondas, mezclas
de reaccidn, tampones y otros componentes supone
una limitacibn para su aplicacion. Esto es
especialmente relevante en las muestras forenses,
que con frecuencia sufren fendmenos de
degradacion, bien por su transporte o conservacion
deficientes. En estas situaciones, se requiere el
andlisis de fragmentos de ADN de pequefio tamafio
(preferiblemente menores de 150 pb, e incluso
menores de 100 pb), para garantizar la eficacia de la
reaccion de amplificaciébn en un extracto de una
muestra presuntamente degradada. Por ello, antes
de implantar una técnica que se va a aplicar a
muestras post-mortem resulta prioritario solicitar
informacion especifica de las caracteristicas de los
kits a los fabricantes.

Las técnicas moleculares también se pueden
aplicar en microbiologia post-mortem a la tipificacion
molecular de gran ndamero de los patégenos
considerados como significativos (ver Procedimiento
SEIMC n° 18, “Métodos moleculares de tipificacion
epidemiolégica en bacteriologia”; SEIMC 2005).

Otras nuevas tecnologias en uso en microbiologia
clinica, como la espectrometria de masas (sistemas

MALDI TOF) aplicada a la identificacién bacteriana,
también pueden ser Utiles en el andlisis de muestras
post-mortem.

7.8. SEROLOGIA

Las técnicas serolégicas se aplican ampliamente en
los estudios post-mortem realizados en donantes de
organos y tejidos (ver Anexo l). No obstante, esta
metodologia, ampliamente empleada hasta finales
de los afios 90 en los estudios de muerte subita
infantil, se ha visto desplazada por las técnicas
moleculares hasta convertirse en una prueba
complementaria usada solo en determinados casos
de muerte fulminante por causa infecciosa. Hay que
recordar que su principal limitacion en microbiologia
post-mortem es la imposibilidad de disponer de
muestras  pareadas para el estudio de
seroconversién en estos pacientes, por lo que los
andlisis serolégicos pierden parte de su importancia
como herramientas diagnésticas ante la muerte
subita-inesperada. Es por ello que la serologia soélo
se empleara de forma colateral para el diagnéstico
de algunos patégenos, la mayoria de ellos virales
(ver tabla 2).

Tabla 2. Analisis seroldgicos virales de posible aplicacién en casos de muerte subita-inesperada

Virus EIA FC Neutralizacién IH IC IF
Adenovirus EIA 1gG Sl Sl (tipado) Sl (tipado) Sl Sl
Bocavirus EIA 1gG. No Sl
disponible comercial
Citomegalovirus EIA IgG, IgM Sl Sl Sl
Coronavirus EIA 1gG. 1gG+IgM Sl SI SI
Enterovirus EIA IgG, IgM Si SI Sl Sli
Hantavirus EIA 1gG,IgM Sl Sl
Herpes simplex EIA 1gG,IgM
Influenza A EIA I1gG Sl Sl Sl Sl
Influenza B EIA I1gG Sl Sl Sl Sl
Metapneumovirus No disponible Sl
comercial
Paralnfluenza 1, 2, 3 | EIA IgG Sl Sl Sl
Rhinovirus No disponible Sl Sl
comercial
VRS EIA I1gG Sl Sl Sl Sl
Herpes Virus 6 EIA IgG, IgM Sl

FC: fijacion del complemento; IH: Inhibicion hemaglutinacion; IC: Inmunocromatografia; IF: Inmunofluorescencia

8. TECNICAS RAPIDAS DE DIAGNOSTICO

Como ya se ha indicado en apartados anteriores, las
técnicas rapidas (deteccidon de antigeno y técnicas
moleculares) han revolucionado la microbiologia
post-mortem; de un lado aportan de forma rapida
informacion para el enfoque diagnéstico del caso en
el laboratorio. Ademés, el empleo cotidiano de
técnicas moleculares rapidas como la PCR a tiempo
real puede proporcionar al médico peticionario datos

sobre la etiologia de una muerte fulminante de origen
infeccioso, por lo que el mismo dia en que se reciben
las muestras en el laboratorio podrian emitirse
resultados orientados al tratamiento de los contactos.
El desarrollo de nuevas plataformas de analisis
moleculares, una vez que los precios sean
competitivos, permitira un abordaje mas completo de
los casos.
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9. PROCEDIMIENTOS ADICIONALES A REALIZAR
EN SITUACIONES ESPECIALES

En el contexto de brotes o epidemias sera necesario
contactar con los laboratorios de referencia,
regionales o0 nacionales, para la comunicacién de
resultados y para el envio de cepas para su
tipificacién en caso de que sea necesario.

Ante la sospecha de un patégeno de nivel Ill o IV,

si el laboratorio carece del nivel de bioseguridad
requerido, sera necesario el envio directo de las
muestras post-mortem a un laboratorio de referencia
para su andlisis. De igual manera, ante un supuesto
evento bio-terrorista sera necesario ponerse en
contacto con la Red de Laboratorios de Alerta
Biolégica (Re-LAB).
En todas estas situaciones el envio de muestras
debera hacerse siguiendo las normas de seguridad
indicadas para el transporte de sustancias
infecciosas.

10. PROCEDIMIENTOS NO ACEPTABLES

No se deben emplear métodos “caseros” que no
garanticen la adecuada calidad de los resultados. Se
seguirdn las instrucciones del fabricante en los
ensayos comerciales y, en caso contrario, se
especificaran las modificaciones en el procedimiento
normalizado de trabajo y se articulara un control de
calidad adecuado.

No son aceptables los informes que no sean
inteligibles para el médico peticionario o no reflejen
claramente el ensayo que se ha realizado vy, a ser
posible, la interpretacion del mismo.

11. CRITERIOS PARA LA INTERPRETACION DE
RESULTADOS EN MICROBIOLOGIA POST-
MORTEM

La correcta interpretacion de los resultados
microbiolégicos post-mortem debe tener en cuenta:
() el lugar del aislamiento; (ii) el potencial patégeno
del organismo; (i) la edad del individuo,
especialmente en los nifios; (iv) la microbiota habitual
bacteriana del lugar de aislamiento; y (v) el empleo
de los criterios de infeccién en individuos vivos. Los
principales criterios de interpretacion se exponen en
el documento técnico PNT-MP-02 de este
procedimiento.

Para la adecuada interpretacion de los analisis
microbiolégicos post-mortem hay que asumir la
posibilidad de falsos negativos y falsos positivos.
Entre las causas de los primeros se halla el intervalo
post-mortem (tiempo transcurrido desde la muerte
hasta la toma de muestra en la autopsia), la toma de
antibioticos en el periodo peri-mortal, el retraso en el
inicio del andlisis desde la toma de muestra, la
inoculacién de pequefias cantidades de muestra (por
ejemplo, escasa disponibilidad de sangre en el caso
de los lactantes) o la degradacion de las muestras.
Un falso positivo se definiria como la presencia en un
tejido o fluido de un microorganismo (aislamiento o
deteccion por PCR) que carece de valor patégeno.
Entre las razones que expliquen los falsos positivos

se encuentran: la translocacion post-mortem
(diseminacion pasiva) y la contaminacién de la
muestra ocurrida principalmente durante la autopsia.

Los resultados microbioldgicos post-mortem
indican sélo que un agente infeccioso se hallaba
presente en el individuo en el momento de la muerte;
aunque en muchos casos la presencia del patégeno
en tejidos/fluidos estériles puede explicar la causa de
muerte, por el contrario, en otros no habra
evidencias directas de que éste sea el responsable
del deceso. Esto so6lo lo podra establecer la
valoracién conjunta de los analisis microbiologicos e
histopatolégicos. En cualquier caso, el aislamiento o
la deteccion molecular de bacterias con elevada
capacidad patégena (por ejemplo S. agalactiae) en
lugares normalmente estériles, como el LCR, se
debe asumir como significativo.

12. INFORME DE RESULTADOS

Cualquier resultado analitico que pueda aportar
datos significativos Utiles para el tratamiento o
profilaxis de los contactos del fallecido debe
informarse con la mayor rapidez posible al
clinico/epidemidlogo mediante comunicacion
telefénica o informes provisionales.

En los casos médico-legales una vez expuestos los
resultados de manera objetiva, como resultados o en
forma de conclusiones (si se trata de un dictamen
con valor médico-legal) se recomienda afadir
cuando sea necesario un breve comentario que
ayude al médico forense a la interpretacion de los
resultados obtenidos. Si ademas se dispone de los
hallazgos histopatoldgicos, es del todo conveniente
realizar una valoracion conjunta a la vista de éstos,
gue se puede efectuar por un equipo multidisciplinar
gue incluya microbidlogos y patélogos.

13. CONSIDERACIONES
PERSPECTIVA DE FUTURO
Al igual que la microbiologia clinica, la microbiologia
post-mortem debe hallarse en continua evolucién,
adoptando aquellas nuevas tecnologias que
proporcionen herramientas de trabajo mas utiles y
siguiendo de cerca la aparicion de patégenos
emergentes. En este procedimiento se presentan
pautas de laboratorio a seguir en las situaciones mas
frecuentes; éstas podran adaptarse a nuevos
formatos mas eficientes. A corto plazo es deseable
una mayor estandarizacion metodoldgica entre los
distintos profesionales vinculados a este campo.
So6lo mediante la investigacion activa se podran
establecer en un futuro pautas de actuaciéon basadas
en la evidencia, lo que podra originar posibles
modificaciones de los procedimientos incluidos en el
presente documento.

FINALES Y
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente documento es describir el
tipo de muestras post-mortem que deben tomarse
segun el tipo de paciente y la sospecha de las
diferentes infecciones para proceder posteriormente
al analisis microbiolégico.

2. FUNDAMENTO

El patélogo o médico-forense es el responsable de la
toma de muestras durante la autopsia -clinica o
forense- incluyendo aquellas destinadas al
laboratorio de microbiologia. En los casos de muerte
subita del lactante, las muestras se obtienen
siguiendo las normas de wun protocolo de
investigacion. Esto es debido a que la muerte subita
del lactante es un diagnéstico de exclusion y, por lo
tanto, deberan procurarse muestras de rutina que
permitan excluir una causa infecciosa de muerte.

En autopsias de causa diferente a la muerte subita
del lactante, la toma de muestras deberd estar
guiada por la historia clinica del paciente y el aspecto
macroscopico de las lesiones. Es asi que, por
ejemplo, la historia clinica de gastroenteritis previa al
deceso deberd orientar al envio de muestras de
contenido intestinal al laboratorio de microbiologia.

Las distintas situaciones clinicas que orientan la
toma de la muestra y fundamentan la solicitud de
estudios microbiologicos especificos, incluyendo los
de microbiologia molecular, han sido descritas en el
documento cientifico.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- BOE 19 Mayo 2010. Numero 122, Sec. |. Pag.
43476-43480. Orden JUS/1291/2010, de 13 de
mayo, por la que se aprueban las normas para la
preparacion y remision de muestras objeto de
andlisis por el Instituto Nacional de Toxicologia y
Ciencias Forenses. Subseccion 4.2 Estudios
microbiolégicos en casos de muerte de etiologia no
aclarada.

- Debich-Spicer D, Gilbert-Barness E. Handbook of
Pediatric Autopsy Pathology. Humana Press.
Totawa, 2005.

- Ridgway EJ, Harvey DJ. Microbiology of the
autopsy. En: The hospital autopsy. A manual of
fundamental autopsy practice. Third Ed J Burton & G
Rutty Eds. Hodder Arnold. 2010. London.

4. MUESTRAS

4.1. VOLANTE DE PETICION

El volante de peticion o la peticion electrénica que
acompafia a cada muestra deben ser correctamente
cumplimentados y en ellos deberdn constar
claramente:

- Datos demogréficos del paciente (filiacion, edad,
namero de historia), servicio de procedencia y datos
del facultativo que realiza la peticion.

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

- Datos clinicos (diagndstico del paciente, enfermedad
de base, tratamiento antibiotico previo, etc.).

- Diagnostico presuntivo.

Ademas, si se trata de una autopsia forense se

rellenard la cadena de custodia.

4.2 RECOGIDA DE LA MUESTRA

Las muestras para el andlisis microbiol6gico, pueden
verse afectadas por numerosos  procesos:
contaminacion con microbiota cutdnea o exégena,
migracién bacteriana postmortem, degradacién de
las muestras, alteracion de la viabilidad de los
patégenos que pueden contener, etc., por ello se
deberdn tomar wuna serie de precauciones
encaminadas a proteger las muestras que se
enumeran a continuacion:

- El cadaver se debe conservar a 4°C lo antes
posible y hasta la realizacion de la autopsia.

- La autopsia idealmente se realizard en un periodo
que no supere las 24 horas desde la muerte y
preferentemente en las primeras 15 horas.

- Las muestras de sangre y otros fluidos corporales,
exudado nasofaringeo, orina y heces, se tomaran al
comienzo de la autopsia.

- No se debe emplear el oxalato como
anticoagulante, ni el fluoruro como conservante, por
ser toxicos para muchos microorganismos.

- Los exudados se deberan recoger mediante
hisopos de poliéster o cualquier otro material
sintético, nunca de algodén o alginato de calcio. Se
evitaran los hisopos con vastagos de madera. Los
hisopos deberan introducirse en un medio de
transporte que sera diferente segun la patologia que
se sospeche: Amies o Stuart para bacteriologia o
medio de transporte viral para virologia. Se tomaran
al menos dos hisopos en cada caso.

- Si se desconoce si la etiologia es viral o bacteriana,
habra que tomar la misma muestra con los dos
sistemas de transporte por separado.

- Si se sospecha una infeccion por anaerobios, las
muestras se inocularan en un vial de anaerobios que
se enviard al laboratorio, inmediatamente, sin
refrigeracion.

- La apertura de cavidades y diseccion de 6rganos,
se realizard empleando las técnicas de esterilidad y
asepsia quirdrgicas usuales. Se evitard romper vasos
sanguineos u otros Organos, especialmente el
intestino.

- Las muestras se obtendran esterilizando la
superficie del 6rgano con una espatula ardiente y
cortando bloques de tejidos desde la zona central del
area cauterizada o aspirando fluidos a través de
ésta.

- Se aconseja realizar tomas de, al menos, cinco
o6rganos empleando un kit de instrumentos estériles
para cada 6rgano o tejido.

- Los envases para analisis microbiolégicos no se
compartirdn con otros andlisis.

- Se debera resefiar la hora de la toma de muestra y
el tiempo transcurrido entre la muerte y su envio.
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5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

Los medios de cultivo y de transporte deberan
tenerse preparados con antelaciéon de forma que
estén disponibles antes de comenzar la autopsia. Se
deberan incluir los siguientes:

- Torundas con medio de transporte para aerobios

- Torundas con medio de transporte para anaerobios
(también es posible disponer de torundas con medio
de transporte genérico para bacteriologia, Utiles para
ambos tipos de microorganismos)

- Torundas con medio de transporte viral

- Frascos de hemocultivo para aerobios

- Frascos de hemocultivo para anaerobios

- Solucion fisioldgica estéril

- Tubos de sangre con SPS (polianetol sulfonato
sédico)/ o con citrato sédico

- Tubos de sangre con EDTA

- Tubos de sangre con activador del coagulo

6. APARATOS Y MATERIAL

6.1. APARATOS

- Autoclave para esterilizar material
- Selladora (recomendable)

6.2. MATERIAL

Todo el material debe tenerse preparado con
antelacion de forma que esté disponible antes de
comenzar la autopsia. Este material incluye:

- Guantes

- Pinzas estériles

- Pipetas Pasteur estériles

- Jeringas y agujas estériles

- Alcohol isopropilico 70°

- Bisturi estéril

- Gasas con material desinfectante

- Frascos / tubos universales estériles adecuados al
tamafio de la muestra

7. PROCESAMIENTO

Las muestras se tomaran desde “la superficie” y a
medida que la autopsia progresa, de esta manera se
intenta disminuir la contaminacion de la muestra. A
continuacion se indican los diferentes tipos de
muestras a tomar.

1. Catéteres intravasculares: los 5 cm mas distales.
Remitir en frasco estéril.

2. Muestras de sangre:

- Hemocultivo en sujeto adulto: utilizar frasco de
hemocultivo de 40 ml, uno para microorganismos
aerobios y otro para anaerobios. Se recomienda
tomar entre 5-10 ml de sangre en adultos.

- Hemocultivo en lactantes: puede utilizarse frasco de
20 ml destinado simultdneamente a microorganismos
aerobios y anaerobios. En nifios se recomienda
tomar entre 1-5 ml. Dada la dificultad de conseguir
volimenes grandes en lactantes, en las siguientes
tablas se indica genéricamente que se tome 1 ml,
gue seria el minimo deseable.

- 1 ml de sangre con EDTA para analisis
moleculares.

- 3-5 ml de sangre con SPS (polianetol sulfonato
sédico) como anticoagulante o en su defecto el
empleo de citrato sodico en muestras para cultivo
bacterioldgico en caso de que el transporte desde el
lugar de la toma de muestra hasta el laboratorio de
andlisis no sea inmediato.

Nota: los frascos de hemocultivo no deben sustituir
nunca a las muestras de sangre con EDTA ni a las
muestras de sangre con SPS o citrato sddico, sino
gue deben enviarse adicionalmente.

3. Muestra de suero:

- Obtenido tras la sedimentacién y centrifugacion de
2-3 ml de sangre total, preferiblemente recogida en
tubo con activador del coagulo. Destinado a andlisis
antigénicos y serolégicos.

4. Torundas o hisopado de lesiones, meninges, oido
medio, tejidos de diferentes origenes, faringe,
nasofaringe, laringe, trdquea, bronquios: utilizar
hisopos con medio de transporte adecuado para
bacteriologia (con medio para aerobios y anaerobios)
y/o virologia.

5. Derrames: colocar 2 -3 ml en frasco estéril. Remitir
al laboratorio de microbiologia lo antes posible.

6. Muestra de tejido para bacteriologia, incluida la
vegetacion de valvula cardiaca ante la sospecha de
endocarditis: 1-2 cm® obtenidos con pinza y bisturi
estériles. Colocar en tubo de transporte universal
estéril y remitir al laboratorio de microbiologia lo
antes posible.

7. Muestra de tejido para estudios virologicos: 1 cm?
de tejido obtenido con pinzas y bisturi estériles.
Remitir en tubo de transporte universal estéril, con
medio de transporte de virus o con el agregado de
solucion fisiologica estéril.

8. Muestra de tejido para micologia: si se desea
investigar la presencia de hongos la muestra se
debera enviar en frasco estéril, con suero fisioldgico
y el adicionado de un antibiético para prevenir el
sobrecrecimiento  bacteriano. Este puede ser:
penicilina (500 U/ml) y estreptomicina (500 pg/ml) o
cloranfenicol (500 pg/ml).

9. Orina: enviar 5-10 ml de orina en recipiente
universal estéril al laboratorio de microbiologia.

10. Abscesos: acceder al interior del absceso
utilizando bisturi y tijera estériles. Extraer muestra del
exudado purulento con pipeta estéril, verter el
contenido en frasco estéril y remitir a microbiologia
lo antes posible.

11. Muestra de heces: son las Ultimas muestras en
tomarse. Colocar 5 ml en dos recipientes estériles,
uno de ellos preferiblemente con medio de transporte
Cary-Blair para bacteriologia (en su defecto, sin
conservantes) y otro, preferentemente con medio de
transporte viral, para virologia.

12. Liquido articular: aspirar con aguja y jeringa
estériles y enviar 1-2 ml en tubo estéril.

13. Placenta: este procedimiento debe realizarse
antes de la fijacién en formol, mediante uno o dos
métodos: a) mediante hisopo con medio de
transporte para aerobios y anaerobios realizando un
hisopado de la superficie amnidtica de las
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membranas periféricas, o b) mediante bisturi y
pinzas estériles tomando la muestra de tejido de la
superficie fetal o amnidtica del parénquima
placentario (cerca del cordén umbilical). Se deben
remitir al laboratorio de microbiologia en un frasco
estéril.

8. TOMA DE MUESTRAS SEGUN LOS DISTINTOS
SUPUESTOS CLINICOS Y TIPOS DE AUTOPSIA

En las tablas 1 a 9 se indican los tipos de muestra,
cantidad, medios de transporte y cultivos que se

deben realizar en los distintos supuestos clinicos y
tipos de autopsia.

Nota: en las tablas 2 a 9, al no especificarse si se
trata de adultos o de nifios, cuando se incluye la
sangre para inoculacién en frasco de hemocultivo se
considera 1 ml como el volumen minimo
recomendable en lactantes. Como ya se ha indicado
anteriormente, para adultos se requieren volumenes
mayores.

8.1. CASOS DE AUTOPSIA DE MUERTE SUBITA DEL LACTANTE

Tabla 1. Toma de muestra en casos de muerte sUbita del lactante

Tipo de Muestra Cantidad Enviar a Envase o medio a utilizar
Sangre 1ml Bacteriologia (s6lo Un frasco de hemocultivo de anaerobios
cultivo) y otro de aerobios (si sangre
insuficiente, priorizar aerobios)
Sangre 1ml Bacteriologia (sélo Tubo con SPS/citrato sddico
cultivo)
Sangre 3-5ml Andlisis moleculares | Con agregado de EDTA
y virologia
Suero Sedimentar | Serologia y analisis Tubo con activador del coagulo / tubo
y antigénicos estéril
centrifugar
2-3mlde
sangre
total
LCR 1ml Bacteriologia Medio de transporte para bacteriologia
LCR iml Analisis moleculares | Tubo estéril
y virologia
Hisopado Bacteriologia Medio de transporte para bacteriologia
nasofaringeo
Hisopado Virologia Medio de transporte para virus
nasofaringeo
Hisopado traqueo Bacteriologia Medio de transporte para bacteriologia
bronquial
Hisopado traqueo Virologia Medio de transporte para virus
bronquial
Pulmoén Hisopado 6 | Bacteriologia Hisopo con medio de transporte para
1cm® bacteriologia. Si es muestra de tejido,
remitir en frasco estéril
Pulmén 1cm’ Analisis moleculares | Remitir en frasco estéril con solucién
y virologia fisiologica
Bazo* 1cm’ Bacteriologia En frasco estéril
Cerebro, miocardio, | 1 cm® Bacteriologia y En frasco estéril
higado* congelacion
Orina 1ml Bacteriologia En frasco estéril
Heces 2ml Bacteriologia En frasco estéril**
Heces 2 mi Analisis moleculares | En frasco estéril preferentemente con
y virologia medio de transporte viral

*Se tomara una porcién de estas muestras para estudio bacterioldgico y congelacion en fresco por si en un

futuro fuera necesario realizar estudios microbiol6gicos moleculares.
** Preferiblemente con medio de transporte Cary-Blair para bacteriologia
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8.2. INFECCIONES DE VIAS RESPIRATORIAS ALTAS: FARINGITIS, TRAQUEOBRONQUITIS, LARINGITIS

Tabla 2. Toma de muestra para diagnoéstico de infecciones de vias respiratorias altas

Tipo de Muestra Cantidad Enviar a Envase o medio a utilizar
Sangre 5-10 ml adulto | Bacteriologia Un frasco de hemocultivo de
1 ml lactante anaerobios y otro de aerobios (si
sangre insuficiente, priorizar
aerobios)
Sangre 1mi Bacteriologia Tubo con SPS/citrato sédico

(s6lo cultivo)

Hisopado nasofaringeo

Bacteriologia

Medio de transporte para
bacteriologia

Hisopado nasofaringeo

Virologia

Medio de transporte para virus

Hisopado traqueo
bronquial

Bacteriologia

Medio de transporte para
bacteriologia

Hisopado traqueo
bronquial

Virologia

Medio de transporte para virus

Hisopado faringeo

Bacteriologia

Medio de transporte para
bacteriologia

8.3. INFECCIONES DE VIAS RESPIRATORIAS BAJAS: NEUMONIA, NEUMONITIS, BRONCONEUMONIA,
EMPIEMA, ABSCESO PULMONAR

Tabla 3. Toma de muestra para diagnéstico de infecciones de vias respiratorias bajas

Tipo de Muestra Cantidad Enviar a Envase o medio a utilizar

Sangre 1ml Bacteriologia Un frasco de hemocultivo de
anaerobios y otro de aerobios (si
sangre insuficiente, priorizar
aerobios)

Sangre 1ml Bacteriologia Tubo con SPS/citrato sodico

(s6lo cultivo)
Bazo Hisopado 6 Bacteriologia Hisopo con medio de transporte
1cm® para bacteriologia. Si es muestra

de tejido, remitir en frasco estéril

Suero Sedimentary | Serologia Tubo con activador del coagulo /

centrifugar 2-
3 mlde
sangre entera

/congelar en
caso de eventual
PCR

tubo estéril

Hisopado traqueo
bronquial

Bacteriologia

Medio de transporte para
bacteriologia

Hisopado traqueo
bronquial

Virologia

Medio de transporte para virus

Derrame pleural 2 ml Bacteriologia Medio de transporte para
bacteriologia

Derrame pleural 2 ml Virologia Medio de transporte para virus

Pulmén Hisopado 6 Bacteriologia Hisopo con medio de transporte

1cm? para bacteriologia. Si es muestra de

tejido, remitir en frasco estéril

Pulmoén 1cm® Virologia Remitir en frasco estéril con
solucién fisiolégica

Pulmoén 1cm® Micologia si hay | Remitir en frasco estéril con

sospecha clinica
o el paciente es
inmunodeprimido

solucidn fisiolégica
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8.4. INFECCIONES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (incluye meningitis, encefalitis y absceso cerebral)

Tabla 4. Toma de muestra para diagndéstico de infecciones del sistema nervioso central

Tipo Cantidad Enviar a Envase o medio a utilizar
de Muestra
Sangre 1ml Bacteriologia Un frasco de hemocultivo de
anaerobios y otro de aerobios
(si sangre insuficiente, priorizar
aerobios)
Sangre 1ml Bacteriologia (s6lo Tubo con SPS/citrato sodico
cultivo)
Sangre 3-5ml Analisis molecularesy | Con agregado de EDTA
virologia
Suero Centrifugar 2 ml Serologia /congelar en | Tubo con activador del coagulo
de sangre entera | caso de eventual PCR
Bazo Hisopado 6 1 Bacteriologia Hisopo con medio de transporte
cm?® para bacteriologia. Sies
muestra de tejido, remitir en
frasco estéril
LCR 1ml Bacteriologia Medio de transporte para
bacteriologia
LCR iml Virologia Tubo estéril
Cerebro Hisopado 6 1 Bacteriologia Hisopo con medio de transporte
cm?® para bacteriologia. Si es muestra
de tejido, remitir en frasco estéril
Cerebro 1cm® Virologia Remitir en frasco estéril con
solucién fisiolégica

Nota: Ante una sospecha clinica de la variante humana de la BSE (encefalitis espongiforme bovina), se tomara 1
ml de LCR, y un tubo de sangre total con EDTA, de acuerdo al protocolo del Centro Nacional de Microbiologia del
Instituto de Salud Carlos 1l (ver Anexo I. Algoritmos de decisiones).

8.5. SEPTICEMIA (incluye peritonitis)

Tabla 5. Toma de muestra para diagnéstico de septicemiay peritonitis

Tipo de Muestra Cantidad Enviar a Envase o medio a utilizar
Sangre 1ml Bacteriologia Un frasco de hemocultivo de
anaerobios y otro de aerobios (si
sangre insuficiente, priorizar
anaerobios)*
Sangre 1ml Bacteriologia Tubo con SPS/citrato sédico
Sangre 1ml Virologia Con agregado de EDTA
Suero Sedimentar y Serologia Tubo con activador del coagulo /
centrifugar 2-3 | /congelar en tubo estéril
ml de sangre caso de eventual
entera PCR
Bazo Hisopado 6 Bacteriologia Hisopo con medio de transporte
1cm? para bacteriologia. Si es muestra
de tejido, remitir en frasco estéril
Organos Hisopado 6 Bacteriologia Hisopo con medio de transporte
macroscépicamente | 1 cm?® para bacteriologia. Si es muestra
anormales de tejido, remitir en frasco estéril
Liquidos de 2 mi Bacteriologia Tubo/frasco estéril. Si sospecha de
derrame infeccién por anaerobios, medio de
transporte especial para anaerobios

*Ante una peritonitis se prioriza la toma de sangre en frasco de hemocultivo para anaerobios.



Servicio de Microbiologia
Hospital/Centro.....................

Toma de muestras post-mortem para PNT-MP-01

andlisis microbiolégico

Edicién N° 01 Pagina 7 de 9

8.6. INFECCIONES CARDIOVASCULARES (incluye endocarditis bacteriana (a), miocarditis (b) y pericarditis (c))

Tabla 6. Toma de muestra para diagnoéstico de infecciones cardiovasculares

Tipo de Muestra Cantidad Enviar a Envase o medio a utilizar
Sangre (a, b, ¢) 1ml Bacteriologia Un frasco de hemocultivo de
anaerobios y otro de aerobios (si
sangre insuficiente, priorizar aerobios)
Sangre (a, b, c¢) 1ml Bacteriologia Tubo con SPS/citrato sédico
Sangre (b) 3-5ml Andlisis Con agregado de EDTA
moleculares y
virologia
Bazo (a, b, c) Hisopado 6 Bacteriologia Hisopo con medio de transporte para
1cm® bacteriologia. Si es muestra de tejido,
remitir en frasco estéril
Suero (a, b, ¢) Sedimentar | Serologia Tubo con activador del coagulo / tubo
y centrifugar | /congelar en esteéril
2-3mlde caso de
sangre eventual PCR
entera
Valvula cardiaca o Hisopado 6 Bacteriologia Hisopo con medio de transporte para
vegetacion (a) 1cm® bacteriologia. Si es muestra de tejido,
remitir en frasco estéril
Miocardio (b) 1cm® Virologia Remitir en frasco estéril con solucion
fisiologica
Liguido pericardico (c) 2 mi Bacteriologia Tubo estéril
Liguido pericardico (c) 2 mi Andlisis Tubo estéril
moleculares y
virologia

Notas: la muestra de bazo se toma si la pericarditis es purulenta.

Ante la sospecha de pericarditis o miocarditis virales se pueden tomar adicionalmente hisopo nasofaringeo y
heces para la investigacion de virus. Con este fin también se puede tomar suero en la pericarditis de posible
origen viral.

8.7. INFECCIONES GASTROINTESTINALES (incluye gastroenteritis (a), hepatitis (b), abscesos (c))

Tabla 7. Toma de muestra para diagnoéstico de infecciones gastrointestinales

Tipo de Muestra | Cantidad Enviar a Envase o medio a utilizar
Sangre (a, b,c) | 1 ml Bacteriologia Un frasco de hemocultivo de anaerobios y
otro de aerobios (si sangre insuficiente,
priorizar anaerobios en absceso)
Sangre (a,b,c) | 1 ml Bacteriologia Tubo con SPS/citrato sédico
Sangre (a, b,c) | 1 ml Virologia Con agregado de EDTA
Bazo (a, ¢) Hisopado 6 1 | Bacteriologia Hisopo con medio de transporte para
cm?® bacteriologia. Si es muestra de tejido, remitir
en frasco estéril.
Suero (b, ¢) Sedimentar y Serologia Tubo con activador del coagulo / tubo estéril
centrifugar 2-3 /congelar en
ml de sangre caso de
entera eventual PCR
Heces (a) 2ml Bacteriologia En frasco estéril o medio Cary Blair
Heces (a) 2ml Virologia En frasco estéril
Higado (c) Hisopado 6 1 | Bacteriologia Hisopo con medio de transporte para
cm bacteriologia. Si es muestra de tejido,
remitir en frasco estéril
Higado (b) 1cm® Virologia Remitir en frasco estéril con solucion
fisiologica

Nota: enviar una muestra de higado para bacteriologia si se sospecha absceso hepatico.



Servicio de Microbiologia
Hospital/Centro.....................

Toma de muestras post-mortem para

andlisis microbiolégico

PNT-MP-01

Edicion N° 01

8.8. INFECCIONES GENITO-URINARIAS (incluye pielonefritis, cistitis y sindrome urémico-hemolitico)

Tabla 8. Toma de muestra para diagnéstico de infecciones genitourinarias
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Tipo de Muestra Cantidad Enviar a Envase o medio a utilizar

Sangre 1ml Bacteriologia Un frasco de hemocultivo de
anaerobios y otro de aerobios
(si sangre insuficiente,
priorizar anaerobios en los
abscesos)

Sangre 1ml Bacteriologia Tubo con SPS/citrato sédico

Sangre 3-5ml Andlisis Con agregado de EDTA

moleculares
Bazo Hisopado 6 Bacteriologia Hisopo con medio de
1cm? transporte para bacteriologia.

Si es muestra de tejido, remitir
en frasco estéril

Rifién 1cm’ Bacteriologia Remitir en frasco estéril

Orina 1ml Bacteriologia En frasco/tubo estéril

8.9. CORIOAMNIONITIS

Tabla 9. Toma de muestra para diagnéstico de corioamnionitis

Tipo de Muestra Cantidad Enviar a Envase o medio a utilizar
Membranas ovulares | Hisopado 6 Bacteriologia Hisopo con medio de
1cm® transporte para bacteriologia,
priorizando cultivo de
anaerobios. Si es muestra de
tejido, remitir en frasco estéril
Membranas ovulares | Hisopado 6 Virologia Remitir en frasco estéril con
1cm® solucién fisiologica

9. RESPONSABILIDADES

El proceso de recogida de la muestra, envasado y
almacén (hasta su traslado al laboratorio de
microbiologia) es responsabilidad del servicio
solicitante. En las autopsias forenses el personal de
autopsia es el responsable del mantenimiento de la
cadena de custodia de las muestras, proceso que se
inicia en la toma de muestra.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

La calidad y especificidad de los resultados
microbiolégicos dependeran de la prontitud con que
se realice la necropsia. Lo ideal es que se efectue en
las primeras 24 horas del deceso, preferentemente
dentro de las primeras 15 horas. De no realizar la
necropsia rapidamente, se debe refrigerar el cadaver
a 4°C hasta el momento de la misma. En todo
momento deberan extremarse los cuidados para
mantener las condiciones de asepsia durante la toma
de la muestra. Deben cuidarse las condiciones de
empaguetado y conservacion de las muestras hasta
su envio al laboratorio, a fin de evitar o retrasar la

contaminacion microbiol6gica por el desarrollo de
microrganismos. Debera realizarse siempre limpieza
y secado exterior de los frascos antes de su envio al
laboratorio.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
La ausencia de asepsia durante la toma de muestra
puede producir la contaminacion de tejidos o fluidos
estériles con microbiota de areas colonizadas (piel o
mucosas) que alteren los andlisis posteriores.

El retraso en el inicio de la autopsia, y por tanto en
la toma de muestra, puede limitar los resultados del
laboratorio, produciendo por ejemplo resultados
falsos negativos en el cultivo.

Un muestreo inadecuado o escaso limita los
resultados de laboratorio. La utilizacion de medios de
cultivo inadecuados no permitira comprobar el
organismo infectante. La translocacion post-mortem
secundaria puede arrojar un resultado falso positivo.

El envio defectuoso puede suponer igualmente el
fracaso en el aislamiento del agente etioldgico o el
aislamiento de microorganismos contaminantes.
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1. PROSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente documento es describir los
analisis microbiolégicos que se deben realizar en
muestras  post-mortem, incluyendo tanto los
bacteriol6gicos y viroldgicos clasicos como los de
microbiologia molecular, asi como los criterios para
su interpretacién. Dichos analisis se realizan en
funcién de la patologia sospechada en base a la
historia clinica y a los hallazgos preliminares de la
autopsia. Dada la gran variabilidad de situaciones
gue pueden requerir la aplicacion de las técnicas
microbiolégicas, en este procedimiento se describen
s6lo las mas habituales y por tanto la investigacion
de los patégenos mas frecuentes.

2. FUNDAMENTO

El diagnéstico microbioldgico post-mortem incluye
habitualmente (i) andlisis antigénicos, generalmente
de caracter preliminar u orientativo, (ii) cultivo
bacteriolégico y de levaduras y hongos vy (i)
diagnéstico molecular para los diferentes grupos de
patégenos. De forma adicional, en casos concretos
se recurre a la tipificacibn o caracterizacion
epidemioldgica y solo ocasionalmente, a la serologia,
al cultivo de virus o a la identificaciéon de parasitos y
hongos.

El procesamiento de las muestras post-mortem se
realiza de manera similar al de las muestras clinicas
de pacientes vivos, con algunas diferencias dirigidas
a minimizar los efectos de la posible contaminacion
durante la toma de muestra o de la diseminacion
post-mortem. De igual manera, la microbiologia post-
mortem requiere de unos criterios de identificacion
ligeramente diferentes a los empleados en
microbiologia clinica.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Caplan MJ, Koontz FT. Postmortem Microbiology.
Cumitech 35. Coordinating editor; McCurdy BW.

- Krisher K, Callihan DR, Jones RN, Luper DC, Miller
JM, Sharp SE, Shively RG. Quality Control for
Commercially Prepared Microbiological Culture
Media: Approved Standard. 3rd Edition CLSI. M22-
A3.

- Dominguez J (Coordinador), Alonso C, Bartolomé R,
Matas L, Rabella N. Técnicas rapidas de deteccion de
antigeno. Procedimientos en Microbiologia Clinica

n°19. SEIMC. 2005. Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiol
ogia

- Eiros JM (Coordinador), Casas |, Eiros JM, de
Lejarazu R, Pérez P, Pozo F, Ruiz G, Tenorio A.
Diagnéstico microbioldgico de las infecciones por virus
respiratorios. Procedimientos en Microbiologia Clinica
n° 29. SEIMC. 2008. Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiol
ogia

- Garcia LS. Quality Control. En: Clinical Microbiology

Procedures Handbook, 3th edition, vol.3. Section

14.2. Washington DC: ASM Press; 2010.

- Guillem P (Coordinador), de Cueto M, Echevarria J,
Vicente D, Diagnéstico microbiolégico de las
infecciones del sistema nervioso central.
Procedimientos en Microbiologia Clinica n°36. SEIMC.
2010. Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiol
ogia

- Rambaud C, Roux AL, Saegeman V. Chapter 53:
Microbiological examination of postmortem samples.
En European Manual of Clinical Microbiology. 1% ed.
ESCMID; pp. 255-60. 2012.

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

- Vila J (Coordinador), Alvarez M, Buesa J, Castillo J,
Vila J. Diagnostico microbiolégico de las infecciones
gastrointestinales. Procedimientos en Microbiologia
Clinica n° 30. SEIMC. 2008. Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiol
ogia

4. MUESTRAS

Todos los aspectos relacionados con la toma de
muestra, su transporte y su conservacion, se incluye
en el documento técnico n° 1 de este procedimiento
(PNT-MP-01): Toma de muestras post-mortem para
analisis microbioldgico.

4.1. CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Por tratarse de muestras especiales se intentara no
rechazarlas, pero se indicara en el informe de
resultados cualquier incidencia relacionada con su
identificacion, transporte o conservacion.

Deben considerarse criterios de rechazo los
defectos en la identificacion de la muestra y/o volante
de peticién (etiquetado erréneo, que no permite la
identificaciébn correcta del paciente o muestras sin
documentacion).

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

Los medios de cultivo, reactivos y productos
empleados y su distribucién en las distintas areas de
trabajo se describen en la tabla 1.

El propio laboratorio establecera la periodicidad
(semanal, mensual, trimestral, etc.) con la que se
debe realizar la revisibn de los materiales
almacenados (cantidad, caducidades, estado
general) con el fin de comprobar el estado de los
mismos, verificando su correcta ubicacion en los
espacios identificados y definidos para ellos en el
almacén y su aptitud para el uso. Se registraran los
resultados de los controles realizados. Si no son
adecuados, se adoptaran medidas correctoras. Los
medios se controlardn preferentemente mediante
cepas de coleccion (ATCC, CECT u otras
colecciones) y en caso de no tener acceso a éstas el
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laboratorio podra utilizar cepas propias de
caracteristicas perfectamente definidas. Para los
medios de cultivo preparados se seguirdn las
recomendaciones del CLSI.

Los reactivos y productos especificos de
microbiologia molecular se deben distribuir vy
almacenar segln su uso, en las distintas areas de
trabajo del laboratorio de microbiologia molecular. Se
recomienda el almacenamiento de iniciadores o
cebadores, controles de PCR y extractos de acidos
nucleicos en congeladores a -80°C, que, debido al
calor y ruido que generan, deberan localizarse en
una sala especifica para este tipo de aparatos,
preferiblemente refrigerada.

6. APARATOS Y MATERIAL

En la tabla 1 se indican los aparatos y material
necesario para las distintas areas del laboratorio y se
describe su ubicacion en las diferentes &reas de
trabajo.

7. PROCESAMIENTO

Durante todo el procesamiento se seguiran las
medidas de bioseguridad habituales que se aplican a
cualquier analisis de muestras clinicas.

7.1. RECEPCION DE MUESTRAS

Cuando las muestras recibidas tienen origen médico-
legal se rellenard un documento de cadena de
custodia que cada laboratorio cumplimentara segun
formulario propio en el que deben constar los datos
que se detallan en el documento cientifico. Este
procedimiento de cadena de custodia garantiza la
trazabilidad de las muestras, alicuotas y extractos de
ADN/ARN generados (ver Tabla 1 del documento
cientifico de este procedimiento n° 43).

7.2. PROCESAMIENTO INICIAL DE LAS
MUESTRAS

De forma genérica los analisis microbioldgicos post-
mortem deben efectuarse en una cabina de
bioseguridad tipo Il. En el Anexo | se presentan unos
diagramas diagndsticos que reflejan las situaciones
mas habituales en microbiologia post-mortem y que
contienen recomendaciones sobre los diferentes
andlisis a seguir para cada tipo de muestra y
situacion clinica.

7.2.1. Seleccién y preparacidon de las muestras.
Las muestras se procesaran siguiendo en lineas
generales las recomendaciones del procedimiento
SEIMC n° 1a, 22 edicién (2003): Recogida, transporte
y procesamiento general de muestras en el
laboratorio de microbiologia. A continuacién se
exponen de forma resumida las principales
diferencias de procesamiento con respecto a las
muestras clinicas de individuos vivos.

Los analisis a realizar dependeran del tipo de
muestra y del protocolo que se siga (ver Anexo 1), el
cual estara en funcién del cuadro clinico sospechado
y del motivo de la peticiébn. Como se indica en el
documento cientifico de este procedimiento, una

Unica muestra puede someterse a mas de un
analisis. Las muestras se sembraran y alicuotaran
para los diferentes analisis (antigénicos, moleculares
y serolégicos principalmente), segun lo indicado en
las recomendaciones del Anexo |.

7.2.2. Analisis antigénicos. Como regla general, la
primera aproximacion al analisis microbioldgico post-
mortem son los tests de deteccion de antigenos:
aglutinacion con latex (AL), inmunocromatografia
(1C), inmunofluorescencia directa (IFD),
inmunofluorescencia indirecta (IFI), que deberian
realizarse en aquellos casos con elevada sospecha
de infeccion  segun  criterios  clinicos o
histopatolégicos, siempre que los resultados de
dichos tests se informen a los clinicos/epidemiélogos
con fines de profilaxis y/o tratamiento a los contactos,
y siempre considerando su coste/beneficio. No
obstante, estos tets suelen ser poco eficientes en las
denominadas “autopsias blancas”, en las que no se
detectan hallazgos macroscopicos sugestivos de
infeccién o de otra patologia que pueda explicar la
causa de la muerte. En la tabla 2 se indican los
principales analisis antigénicos que se realizan en las
muestras post-mortem.

7.2.3. Tinciones. Cuando se reciban liquidos o
fluidos como LCR, liquido pleural u orina, también se
debe realizar una tincién de Gram y una tincion
citolégica como primera aproximaciéon, que también
pueden a ayudar a orientar el resto de los analisis.
En la tincibn de Gram se valorard la presencia o
ausencia de diferentes morfotipos bacterianos,
elementos fungicos, células inflamatorias y leucocitos
polimorfonucleares, realizando una estimacion no
cuantitativa. También se intentara correlacionar los
morfotipos visualizados con los que se aislen
posteriormente.

7.2.4. Preparacion e inoculaciéon de las muestras
para cultivo. En la tabla 3 se describe el empleo de
los distintos medios de cultivo en funcion de las
muestras seleccionadas y de los microorganismos
investigados. Cuando se reciban muestras de sangre
para hemocultivo en tubos con citrato soédico o SPS
se procedera a su inoculacion en i) caldo
BHl/tioglicolato; y ii) siembra directa en placas con
medios enriquecidos y selectivos.
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Tabla 1. Medios de cultivo, reactivos, productos, aparatos, material y distribucién de las areas de trabajo
A. Laboratorio de microbiologia general

Areas de trabajo

Reactivos y productos

Aparatos

Material

Principales medios de cultivo®

Bacteriologia,
micologia y
parasitologia

- Colorantes para tinciones de
Gram, Ziehl-Nielsen, azul de
lactofenol, Giemsa, blanco de
calcofldor

- Kits comerciales para técnicas
antigénicas:

e Sistemas de aglutinacion
con latex (AL) para
bacterias causantes de
meningitis

¢ Inmunocromatografias:
Neumococo, estreptococo
B—hemolitico del grupo A,
paludismo, Legionella

- Productos y reactivos basicos
como agua destilada estéril, PBS,
solucién salina fisiolégica, KOH
10%.

- Sistemas comerciales
generadores de atmdsfera
anaerobia, CO; y microaerofilia

- Cabina de seguridad biolégica tipo
Il

- Vortex

- Estufas a: 35-37°C, preferiblemente
con 5% de CO,, a 30°C y a 42°C

- Nevera y congelador

- Bafio hervidor de muestras

- Agitador orbital horizontal

- Jarras de incubacion tipo GasPak o
camara de anaerobiosis

- Centrifuga

- Microscopio

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

- Sistema de identificacion de
anaerobios y otros microorganismos
fastidiosos (tipo API o similar)

- Sistema automatizado de
incubacion de hemocultivos

- Sistema de espectrometria de
masas (tipo MALDI-TOF) (deseable)

- Micropipetas y puntas de pipeta
con filtro

- Mechero de alcohol

- Pinzas estériles

- Tijeras, bisturies y otro material
estéril cortante

- Asas de siembra estériles

- Portaobjetos y cubres

- Pipetas Pasteur estériles

- Jeringas y agujas

- Gradillas autoclavables®

- Placas Petri de cristal estériles -
Mortero autoclavable (opcional)
Tubos de tipo eppendorf estériles
- Guantes, mascarillas

- Papel de filtro

- Lejia y/o Virkon

- Frascos de hemocultivo aerobio y
anaerobio

- Medios imprescindibles: AS, AC, MC
y ACN

- MS o medio cromogénico para S.
aureus (optativo)

- TM o similar®

- Agar CB para Haemophilus (optativo)
Caldo de enriquecimiento
(tioglicolato/BHI o similar)

- SCS o similar

- BBE (optativo)

- ASLKYV (optativo)

- HK, SS

- BGA

- CIN para Yersinia

- SEL

- Campy

-SB

- BCYE para Legionella

- Medio Kligler

- MH (difusién en placa y factores de
crecimiento para género Haemophilus)

Virologia

- Kits comerciales para técnicas
antigénicas:
e Sistema de AL (Rotavirus)
e Inmunocromatografias:
Virus respiratorio sincitial,
rotavirus y adenovirus,
virus influenza Ay B, y
enterovirus

- Kits comerciales para técnicas
de inmunofluorescencia y
deteccion de virus respiratorios:

- Anticuerpos monoclonales frente

- Cabina de seguridad biolégica tipo
Il

- Vortex

- Estufa a 35-37°C con 5% de CO,

- Microscopio invertido
- Microscopio de fluorescencia

- Guantes, mascarillas

- Lineas celulares para cultivos
tradicionales: MRCS5 (fibroblastos
humanos) y RD (rabdomiosarcoma
humano)

- Mezcla antibidtica y antifingica:
Pen/Strep Fungizone Mix (100x):
10000 U penicilina/ml, 10000 ug
estreptomicina/ml, 25 pg fungizona/ml
- Shell-vial con MDCK (Madin Darbin
Cocker Kidney), A549, Hep2 y cultivo
mixto (MDCK+A549+Hep2 a partes
iguales).

- Medio de crecimiento:
Composicion: Minimum Essential
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al virus de la gripe A y virus de la
gripe B, u otros virus respiratorios
(conjugados con isotiocianato de

fluoresceina)

Medium Eagle con Earle's balanced
salt solution con 25 mM Hepes, sin L-
Glutamine; BioWhittaker® (EMEM) +
6% suero bovino fetal + 2% L-
glutamina (L-glutamine 200mM en
solucion 0,85% NaCl, BioWhittaker®)
+ 1% aminoacidos no esenciales
(NEAA 100x, BioWhittaker®) + 1% de
mezcla antibiética.

- Medio de mantenimiento:
Composicion: EMEM + 1-2% suero
bovino fetal + 2% L-glutamina + 1%
aminoécidos no esenciales + 1% de
mezcla antibiética.

- Tripsina 2,5% (10x), BioWhittaker®.
- Acetona pura

- Conjugados con isotiocianato de
fluoresceina

- Kits comerciales para serologia

- Procesador de muestras para

- Guantes, mascarillas

Serologia ELISA (opcional)
- Lector de ELISA
Area de Autoclave

autoclavado

T Abreviaturas: AS: Agar sangre; AC: Agar chocolate; MC: Agar MacConkey; ACN: agar sangre colistina-acido nalidixico; MS: Agar Manitol Salado o medio cromogénico
para S. aureus; TM: Thayer Martin, Martin-Lewis o equivalente; CB: Agar chocolate con Bacitracina; BHI: infusion cerebro-corazén de buey; SCS Schaedler, agar Brucella
o similar; BBE Bacteroides bilis esculina; ASKLV Agar sangre lacada con kanamicina, vancomicina; HK: medio Agar entérico Hektoen 6 agar XLD; SS: medio Agar
Salmonella-Shigella; BGA: Agar verde brillante 0 medio cromogénico para Salmonella (tipo SM2); CIN: Yersinia Agar Base; SEL: Caldo selenito o tetrationato; Campy:
medio selectivo para Campylobacter (Skirrow, Butzler u otro enriquecido con sangre) o adicionado de carbén activado como el CCDA; SB: Agar Sabouraud con
antibioticos; BCYE: agar enriquecido para cultivo de Legionella; MH: Mueller-Hinton.
> Se utilizaran gradillas autoclavables, con un cédigo de colores que permita diferenciar muestras, extractos de acidos nucleicos, reactivos y productos de amplificacion.
® Empleado siempre ante la sospecha de una sepsis fulminante, meningococemia o meningitis bacteriana aguda.
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B. Laboratorio de microbiologia molecular

Areas de trabajo

Reactivos y productos

Aparatos

Material

Area de preparacion de
material estéril y reactivos

- Cabina de seguridad biologica tipo Il
- Selladora’

- Tubos de tipo eppendorf
- Papel de selladora

- Lejia y/o Virkon

- Guantes, mascarillas

Area de extraccion de
ADN/ARN (zona Pre-PCR)

- Kits comerciales y otros reactivos
empleados en la extraccion de acidos
nucleicos: etanol, PBS, solucién salina
fisioldgica, proteinasa K, SDS, DTT,
tampones de extraccion (como tampoén
acetato sédico), tampones de elucion para
extraccion, como tampén TE etc.)

- Cabina de seguridad biolégica tipo Il
- Incubador de muestras o bafio
termostatico

- Vortex

- Microcentrifuga

- Nevera con congelador

- Extractor automatico de muestras
(recomendable)

- Espectrofotémetro aplicable a micro-
voliumenes de muestras (tipo Nanodrop)
(recomendable)

- Micropipetas y puntas de pipeta con filtro
- Mechero de alcohol

- Pinzas estériles

- Tijeras, bisturies y otro material estéril
cortante

- Gradillas autoclavables

- Mortero autoclavable o triturador de
muestras (opcional)

- Tubos de tipo eppendorf estériles

- Sobres generadores de microaerofilia
- Guantes, mascarillas

- Papel de filtro

- Lejia y/o Virkon

Area de preparacion de la
PCR

- Kits comerciales y otros reactivos (p. €j.
albimina bovina sérica) para
determinaciones moleculares

- Cabina de seguridad biolégica tipo Il
- Microcentrifuga

- Micropipetas y puntas de pipeta con filtro
- Tubos de tipo eppendorf estériles

- Guantes, mascarillas

- Lejia y/o Virkon

Area de amplificacion

- Termocicladores
- Sistemas de PCR a tiempo real

- Guantes

Area de post-PCR (o de
deteccion de productos de
amplificacion)

Area de ADN amplificado
por PCR (o de productos de
amplificacion)

Almacén de:

- Productos de amplificacion (amplicones
obtenidos)

- Reactivos de deteccién de PCR y
secuenciacion

- Cabina de seguridad bioldgica tipo Il

- Equipos de deteccién de productos de
PCR, entre los mas frecuentes:
Secuenciador, sistemas de
microelectroforesis capilar (recomendable)
o de hibridacion

- Lector de microarrays (PCR acoplada a
microarrays)

- Nevera con congelador

- Micropipetas y puntas de pipeta con filtro
- Tubos de tipo eppendorf estériles

- Guantes

- Lejia y/o Virkon

Sala de almacenamiento

- Arcones congeladores

'Permite el embalaje en papel de autoclave del material de plastico o cristal para su autoclavado.
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Tabla 2. Principales analisis antigénicos en las muestras post-mortem

intestinal

Muestras AL IC IFI-IFD
Sangre/suero VEB
Suero/plasma Ag bacterianos
en septicemia y
meningitis
LCR Ag bacterianos S. pneumoniae
en meningitis
Hisopo nasofaringeo S. pyogenes Adeno
Exudado faringeo S. pyogenes
Orina Ag bacterianos Legionella,
en septicemia S. pneumoniae
Heces/Contenido Rota Rota/Adeno

Abreviaturas: AL: Aglutinaciéon con latex; IC: inmunocromatografia; FIF: inmunofluorescencia indirecta; IFD:
inmunofluorescencia directa; Ag: antigenos; VEB: Virus Epstein Barr. Rota: Rotavirus. Adeno: Adenovirus.

Tabla 3. Inoculacién en medios de cultivo segln las muestras microbioldgicas seleccionadas

Medios mas comunes Medios Medios Medios Otros
para muestras para medios
anaerobios GI* levaduras
Muestras AS AC MC CNA MS° TM° CB® BHI°| SCS,BBE, | HK,SS, SB®
ASKLV BGA,
CIN,
Campy,
SEL
Sangre X X X X X X X X X Hemo
LCR X X X X X X X X X Hemo
Liquido peritoneal | X X X X X X X X X Hemo
Liquido X X X X X X X X
pericardico
Liguido pleural X X X X X X X X X X BCYE
Bazo, Cerebro, X X X X X X X X X
Rifién, Higado,
Gl. suprarrenal
Pulmén X X X X X X X X X X BCYE
Hisopos traqueal / | X X X X X X X X X X
bronquial
H. nasofaringeo X X X X X
Exudado faringeo | X X X X X X X X
Orina X X X
Heces / contenido | X X X X X
intestinal

Abreviaturas: Gl: gastrointestinal; AS: Agar sangre; AC: Agar chocolate; MC: Agar MacConkey; ACN: agar sangre
colistina-acido nalidixico; MS: Agar Manitol Salado o medio cromogénico para S. aureus; TM: Thayer Martin,
Martin-Lewis o equivalente; CB: Agar chocolate con Bacitracina; BHI: infusion cerebro-corazén de buey; SCS:
Schaedler, agar Brucella o similar; BBE Bacteroides bilis esculina; ASKLV Agar sangre lacada con kanamicina,
vancomicina; HK: medio Agar entérico Hektoen; SS: medio Agar Salmonella-Shigella (u otro similar como agar
XLD; BGA: Agar verde brillante 0 medio cromogénico para Salmonella (tipo SM2); CIN: Yersinia Agar Base; SEL:
Caldo selenito F o tetrationato; Campy: medio selectivo para Campylobacter (Skirrow, Butzler u otro enriquecido
con sangre) o adicionado de carbon activado como el CCDA; SB: Agar Sabouraud con antibiéticos; BCYE: Agar
enriquecido para cultivo de Legionella. Hemo: frasco hemocultivo.
1. Medios para muestras gastrointestinales. Posibilidad de empleo de Agar-MC-sorbitol si las heces son

hemorragicas.
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2. Opcional.

3. Inocularlo sélo ante la sospecha de meningococemia o meningitis bacteriana fulminante.
4. Recomendable en muestras respiratorias para la deteccion de Haemophilus.
5. Se sustituira por caldo tioglicolato cuando se investiguen anaerobios.

6. Ante la sospecha de infeccién flngica.

Condiciones de incubacion:
- AS, AC, ACN (35°-37°C, 5-7% CO,): 3-5 dias.
- SCS, ASLKYV, BBE (35°-37°C, anaerobiosis): 7 dias.
- SB (30°C, aerobiosis): 48 horas-7 dias.
- MC, MS (35°-37°C, aerobiosis): 24-48 horas.

- Caldo tioglicolato (35°-37°C, aerobiosis): 5-7 dias con subcultivo al final del periodo de incubacion.
- Agar BCYE (37°C aerobiosis): 10-15 dias, lecturas cada 3-4 dias.

- CIN (Yersinia) (25°-32°C): 24 — 48 h.
- Campy (42°C): 48 h.

7.2.5. Recogida y adecuacion de las muestras
para otros andlisis. Congelacién. En los algoritmos
diagnésticos  (Anexo ) se indican las
recomendaciones para los restantes andlisis a
realizar. De forma genérica, una vez que el
facultativo selecciona las muestras a analizar, el
procesamiento mas frecuente incluye:

- Separacion de suero o plasma:

- Del que se destinara a andlisis antigénicos una
porcion (ante la sospecha de infeccién aguda
bacteriana como septicemia o meningitis). En lo
que respecta al volumen a separar se seguiran
las instrucciones del fabricante para cada uno
de los kits comerciales).

- En los casos con sospecha de septicemia o
meningitis fulminante se separa una porcién
para la extraccion de ADN/ARN, que se hara a
ser posible de forma rapida (extraccion manual
0 automatica).

- En caso de que se vayan a realizar analisis
seroldgicos de VIH, VHB, VHC se tomara una
alicuota de varios mililitros en el momento de la
recepcién de la muestra.

- El resto se congelara para futuros analisis
seroldgicos (-20°C) ylo moleculares
(preferiblemente a -80°C).

- Recogida de porciones/alicuotas de las muestras
recibidas para su preservacion hasta la realizaciéon
de los andlisis moleculares. Es recomendable tomar
dos porciones / alicuotas por muestra en sendos
viales tipo eppendorf, uno para extraccion, y otro de
reserva - que se congelara a -80° C - para futuros
posibles analisis. Si resulta posible, la extraccién de
acidos nucleicos se hara el mismo dia que lleguen
las muestras; en caso de que ésta se deba posponer
hasta el dia siguiente, se recomienda que las
alicuotas o0 porciones seleccionadas para la
extraccion se mantengan refrigeradas, para evitar
congelaciones y descongelaciones innecesarias que
puedan degradar los acidos nucleicos. Si esto no
fuera factible, la porcién para la extraccién también
se congelara a -80°C.

- Fluidos: en el caso de sangre, suero u otro fluido
en el que interese realizar analisis bacterioldgicos

moleculares el vial de extraccion contendra un
volumen acorde a la cantidad recomendada por el
fabricante del kit de extraccion empleado. En los
fluidos sin celularidad en los que interese la
investigacion de virus se recomienda partir de un
volumen mayor para la extraccion de &cidos
nucleicos.

- Tejidos y visceras: en el vial de extraccién se
tomara una porcién de peso similar al recomendado
por el fabricante del kit de extracciébn de &cidos
nucleicos. En el vial de reserva se dispondra una
cufia de tejido (de, al menos, 1 cm®).

- Hisopos: si se hallan por duplicado o triplicado, uno
de ellos se tomara y dedicar4 por completo para
andlisis moleculares. Si esto no es asi, se recortara
una porcién del mismo para los analisis moleculares.
Cuando se extraen &cidos nucleicos a partir de
hisopos en medio de transporte viral, se intentara
descargar todo el contenido del hisopo en el medio
de transporte para realizar la extraccion a partir de
éste; todo ello siguiendo siempre las instrucciones
del fabricante del método de extraccion empleado.
Cuando se trate de hisopos con el sistema liquido
para transporte universal ESwab, se procedera de
igual manera, dada la facilidad de eluciéon de éstos
en el medio de transporte incorporado.

7.3. CULTIVOS POST-MORTEM

7.3.1. Lectura de los cultivos e identificacion de
los microorganismos

- Se examinaran diariamente las placas y los medios
liquidos. A las 24 horas los incubados en aerobiosis
y atmosfera de CO, y a las 48 horas los incubados
en anaerobiosis. En lo que se refiere a los tiempos
de incubacién, se seguiran las recomendaciones
indicadas en los distintos procedimientos para las
distintas muestras.

- Se correlacionaran los aislados con los morfotipos
observados en la tincion de Gram. Si se obtienen
cultivos mixtos, se realizaran subcultivos para aislar
e identificar todos los morfotipos que puedan
corresponder a  microorganismos  patégenos
potenciales en el caso objeto de estudio (ver tabla 4).
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Tabla 4. Principales microorganismos significativos: identificacion bacteriana, estudios de sensibilidad a
antibioticos y tipificacién epidemioldgica

aureus

(deteccion del factor de agregacion y de la
proteina A), coagulasa, DNA-asa, pruebas
bioquimicas

Microorganismos | Principales técnicas de identificacion Sensibilidad a Tipificacion
a identificar bacteriana antibiéticos* epidemiolégica
Neisseria Oxidasa, pruebas bioquimicas (ej. apiNH), Si Si: porinas Ay B
meningitidis aglutinacién con antisueros especificos de

especie (polivalentes y especificos de

serogrupo), para determinacion de serogrupo

(ésta también se puede hacer con PCR)
Streptococcus Resistencia a optoquina, aglutinacion con Si Serotipo
pneumoniae antisueros especificos (ej. Slidex Pneumo-

Kit), solubilidad en bilis
Streptococcus B-hemadlisis, catalasa (-), aglutinacién con Si Serotipo
pyogenes antisuero especifico del grupo A de

Lancefield. Sensibilidad a bacitracina o

pruebas bioquimicas
Listeria B-hemadlisis, catalasa (+), CAMP, esculina, Si
monocytogenes movilidad
Staphylococcus Cribado con técnica de aglutinacion en latex | Si~ Si: Fagogrupo,

fagotipia, genes
de virulencia***
campo pulsado

significativos

Haemophilus Oxidasa, catalasa, porfirinas, factores de Si, si el aislamiento Serotipo
influenzae crecimiento, pruebas bioquimicas es relevante para la
patologia

Streptococcus B-hemolisis, catalasa (-), aglutinacién con Si si el aislamiento Serotipo
agalactiae antisuero especifico del grupo B de es relevante para la

Lancefield. Si positivo lo anterior, confirmar patologia

con pruebas bioquimicas
Moraxella- Catalasa +, oxidasa +, pruebas bioquimicas
Branhamella
catharralis
Escherichia coliy | Catalasa +, oxidasa -, pruebas bioquimicas Si. Sélo en aquellos
otras aislamientos
enterobacterias significativos
Sallmonella, Catalasa +, oxidasa -, pruebas bioquimicas, Si Serotipo
Shigella identificacion seroldgica
Bacteroides grupo | Pruebas bioquimicas No rutinario
fragilis
Pseudomonas Catalasa +, oxidasa +, pruebas bioquimicas, Si. Sélo en aquellos
aeruginosa pigmentacién aislamientos

Candida albicans

Test de filamentacién, pruebas bioguimicas

Antifungograma si el
aislamiento es
relevante para la
patologia

Cryptococcus
neoformans

Test de filamentacién, pruebas bioguimicas

Antifungograma si el
aislamiento es
relevante para la
patologia

Otras especies de
Candida

Test de filamentacion, pruebas bioquimicas

Antifungograma si el
aislamiento es
relevante para la
patologia

*Segun las normas en vigor estandarizadas (CLSI, EUCAST).

** Realizar s6lo en aquellos aislamientos presuntamente significativos. Valorar resistencia a la meticilina. El
antibiotipo puede ser til para cotejar distintos aislamientos obtenidos en varias muestras del mismo paciente
como paso previo a la tipificacion. Ocasionalmente se puede realizar la deteccion del gen mecA.
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*** TSST (toxina del sindrome del shock téxico estafilocécico, PVL (leucocidina de Panton-Valentine), exotoxinas

ET-A, By D.

- El resto se informar4d con una identificacion
presuntiva (o definitiva mediante MALDI-TOF).

- Si hay turbidez en los medios liquidos se realizara
tincién de Gram y siembra en los medios generales y
selectivos adecuados. Si no hay crecimiento visible,
los liquidos se reincubaran hasta el final del periodo
de incubacion. Si la muestra se ha inoculado s6lo en
caldo de enriquecimiento, al final del periodo de
incubacion se efectuard un pase o subcultivo ciego
en medios solidos (como AC y un medio no selectivo
para anaerobios) aunque no se haya observado
turbidez.

- Todos los aislados clinicamente significativos se
identificardn a nivel de especie y se realizaran las
pruebas de sensibilidad a los antibiticos. En la
identificacibn de bacterias anaerobias cuando se
aislen 3 6 mas se identificaran a nivel de especie
solo los microorganismos predominantes o aquellos
que se consideren especialmente virulentos. La
identificacién bacteriana se realizard principalmente
mediante pruebas bioguimicas, pruebas basadas en
la resistencia a ciertas sustancias (optoquina,
bacitracina, etc.) y/o seroldgicas. Cuando esto no
sea suficiente, se podra recurrir a técnicas
moleculares (secuenciacién de la region 16S ARNr o
del gen rpoB ) o a la espectrometria de masas (ej.
sistema MALDI-TOF).

Las placas en las que no haya crecimiento se
reincubaran y reexaminaran diariamente hasta el
final del periodo de incubacion.

7.3.2. Criterios de interpretacion de los cultivos
post-mortem. En general, los criterios
microbiolégicos de interpretacion de los cultivos post-
mortem deben ser similares -salvo excepciones- a
los de los cultivos ante-mortem. Dada la dificultad en
la interpretacion de los cultivos post-mortem se
propone seguir las siguientes recomendaciones:

1. Los aislamientos obtenidos a partir de muestras de
bazo tienen la misma significacion clinica que los
procedentes de sangre, por lo que aquél se suele
emplear para corroborar los resultados del cultivo
sanguineo. Un hallazgo positivo en bazo y sangre se
considera tan significativo como un hemocultivo
positivo en un paciente vivo.

2. Un cultivo positivo a partir de una muestra de
higado o rifibn también puede sugerir bacteriemia,
especialmente si se aislan las mismas bacterias que
en otros érganos como corazon o bazo.

3. El cultivo post-mortem de una Unica muestra
raramente aporta informacion suficiente que permita
establecer la significacion clinica a partir de un
resultado positivo. Por ello, para una valoracion mas
precisa se recomienda analizar los resultados de, al
menos, cinco muestras de tejido. Si el mismo
organismo es aislado en los cinco tejidos, se
considera que este aislamiento puede tener
significado clinico. Por el contrario, un ndmero

elevado de distintas especies bacterianas en los
diferentes tejidos indica posible contaminacion.

4. La negatividad de un hemocultivo post-mortem
tiene un bajo valor predictivo negativo, es decir, no
descarta la posibilidad de una infeccién.

5. Una regla util es que el cultivo puro de un
patégeno sugiere infeccion, mientras que un cultivo
mixto de bacterias no patdogenas es mas probable
que corresponda a un artefacto post-mortem. Sin
embargo, esta regla no se puede considerar como un
indicador absoluto, por lo que en ocasiones se
requiere buscar otras pruebas confirmatorias.

6. Los cultivos post-mortem contaminados, al igual
gue sucede en las muestras de pacientes vivos, se
suelen reconocer en el laboratorio porque con
frecuencia presentan un crecimiento polimicrobiano.
7. El aislamiento en muestras estériles de
microorganismos claramente patégenos como
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus beta-hemolitico de los grupos A 6 B,
etc. siempre se debe informar. También se
recomienda incluir una valoracion
cuantitativa/semicuantitativa que indique la
abundancia o no del patdgeno en la muestra.

8. Se distinguirdn los aislamientos con significado
clinico, por ejemplo que puedan haber intervenido en
la enfermedad o muerte del paciente, de aquéllos
gue no. Algunas bacterias como Salmonella spp. y
Mycobacterium tuberculosis no son parte de la
microbiota normal y es raro que sean contaminantes,
siendo por tanto su hallazgo extremadamente
significativo.

9. La presencia de Staphylococcus aureus siempre
se debe informar, aunque en ocasiones se
acompafie de coliformes, estreptococos del grupo
viridans y otros microorganismos considerados parte
de la microbiota post-mortem. La interpretacion del
aislamiento de S. aureus es compleja y debe
valorarse individualmente en cada caso, ya que no
s6lo forma parte de la microbiota habitual de vias
altas respiratorias, sino también de la piel, por lo que
su hallazgo podria representar una contaminacion
durante la toma de muestra.

10. Cuando se obtenga un cultivo mixto se deben
buscar e identificar todos los morfotipos que puedan
corresponder a  microorganismos  patdgenos
potenciales.

11. Para cada 6rgano, tejido o fluido estéril se
recomienda realizar una valoracién semi-cuantitativa
(del tipo: muy abundante, abundante, moderado,
escaso y muy escaso) de cada uno de los distintos
morfotipos significativos aislados.

12. De forma genérica se consideraran
contaminantes en los cultivos post-mortem a
aquellos microorganismos que suelen contaminar las
muestras estériles tomadas en pacientes vivos. La
presencia de mezcla de coliformes, enterococos,
Staphylococcus coagulasa negativa,
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Corynebacterium spp., estreptococos del grupo
viridans, Enterococcus spp., Propionibacterium
acnes y otras especies de Bacillus diferentes a B.
anthracis se suelen considerar como contaminantes,
especialmente cuando en una misma muestra hay
microorganismos de mas de uno de estos grupos.

13. ElI hallazgo de bacilos gramnegativos,
especialmente cuando no estan en cultivo puro, debe
valorarse de forma particular en cada caso; en
ocasiones son contaminantes (por formar parte de la
microbiota intestinal) y en otras son responsables de
infecciones agudas. Se recomienda considerar su
aislamiento cuando se hallan en cultivo puro o bien
cuando se recuperan mayoritariamente de un tejido
estéril, valorando especialmente la detecciéon del
mismo microorganismo en sangre y otros tejidos del
mismo individuo. Puesto que en estos casos resulta
dificil descartar la posibilidad de contaminacién o
diseminacién post-mortem en base a criterios
exclusivamente microbioldgicos, para la adecuada
valoracion de estos resultados se deben considerar
también los antecedentes, la historia clinica del
paciente y los hallazgos histopatologicos.

14. La presencia en sangre o tejido estéril de una
Enterobacteriaceae u otro bacilo gramnegativo (una
vez descartados los patégenos mas significativos
como Salmonella spp. o Shigella spp.) junto con
microbiota mixta sugiere un patrén de contaminacion,
aunque su interpretacion final requiere de mas datos.
El aislamiento de una de estas especies puede
informarse como presencia de coliformes. El hallazgo
en esa muestra, bajo esas mismas circunstancias, de
mas de un bacilo Gram negativo puede informarse
como mezcla de coliformes.

15. Se recomienda valorar el cultivo del pulmén de
forma similar al del esputo expectorado (valorando el
contenido en polimorfonucleares 'y células
descamativas, y realizando una estimacion, al
menos, de forma semi-cuantitativa). Se debe
informar el aislamiento de cualquiera de las bacterias
consideradas como  patébgenos  respiratorios
potenciales. También se debe valorar la presencia
del mismo patégeno en mas de un l6bulo y si éste se
halla en alto numero, a pesar de aislar
conjuntamente otros microorganismos.

16. En ocasiones, algunas muestras estériles,
generalmente  respiratorias, pueden presentar
microbiota mixta compatible con la de Vvias
respiratorias altas, debido a diseminaciéon pasiva
post-mortem, que puede haberse favorecido por la
reanimacion cardiopulmonar. Esto debe reflejarse en
el informe.

7. 4. ANALISIS MOLECULARES

7.4.1. Técnicas de eleccion. Para los andlisis
moleculares se seguiran las recomendaciones
relativas a la separacion de areas indicadas en el
documento cientifico de este procedimiento. En la
tabla 5 se incluye una lista de los andlisis
moleculares mas frecuentes a realizar en un
laboratorio de microbiologia post-mortem. Muchos de

ellos se hallan en el mercado en forma de kits para
utilizar en los sistemas de deteccién mas frecuentes:
tecnologias ABI, SmartCycler, Light Cycler o
RotorGene.

7.4.2. Criterios de interpretacion de los analisis
moleculares. A pesar de que las técnicas
moleculares son muy sensibles a la hora de detectar
virus en muestras clinicas, se recomienda actuar con
prudencia a la hora de su interpretacion. En
ocasiones, un resultado positivo tiene poco valor
pronéstico de enfermedad por el citado virus, sobre
todo cuando los virus son capaces de establecer
infecciones latentes o persistentes, con un bajo o
indetectable nivel de replicacion. En estos casos, sin
embargo, un resultado negativo excluye, casi
siempre, una infeccién activa.

En lo que respecta a los virus respiratorios, hay
gue tener en cuenta la deteccién prolongada de virus
en pacientes recuperados de una infeccién pasada,
asi como la dificultad en diferenciar entre la
colonizacion de las mucosas y la infeccion
propiamente dicha.

En el caso particular de las muestras forenses la
posible degradacion de los &cidos nucleicos, que
puede acontecer en cualquier tipo de muestra, se
puede agravar debido a un retraso en la autopsia o0 a
conservacion o envio inadecuados al laboratorio de
analisis. Esta degradacion puede contribuir a la
obtencion de valores elevados del ciclo umbral en la
PCR a tiempo real o de cargas virales bajas,
suponiendo también mayor dificultad para la
deteccion de los virus ARN.

Por otra parte, el empleo de secciones en parafina
previamente fijadas en formol también puede
contribuir a producir fendémenos de inhibicién parcial
o total que ocasionen resultados falsos negativos.

8. OBTENCION, INTERPRETACION Y EXPRESION
DE LOS RESULTADOS

8.1. TECNICAS ANTIGENICAS

Los resultados se pueden expresar como hegativos,
positivos 0 no concluyentes. A continuacion se
indican algunos ejemplos de resultados no
concluyentes que pueden ocurrir en muestras post-
mortem:

- En la AL: (i) cuando hay positividad para mas de un
antisuero; (i) cuando la muestra da reaccion positiva
con el latex control.

- En la IF: cuando el nimero de células del epitelio
respiratorio es insuficiente.

- En la IC: cuando no aparece banda coloreada en la
linea control (ciertas muestras respiratorias en las
gue se investiga la deteccién de antigenos de virus
de la gripe o de VRS no se desplazan por la tira
reactiva, invalidando el resultado).

8.2. CULTIVOS

- Si el cultivo es positivo, el informe de resultados
incluira todos los microorganismos aislados que se
consideren clinicamente  significativos y su
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sensibilidad a los antimicrobianos cuando ésta esté
disponible.

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

- Se hara constar la deteccién de microbiota habitual
de vias altas respiratorias 0 microbiota habitual en
heces.

- Cuando se detecten contaminantes no sera
necesario indicar en el informe la identificacion a
nivel de especie de los mismos.

- Cuando muestras de pulmon u otras muestras de
vias bajas respiratorias contengan microbiota
habitual de vias respiratorias altas, esto se indicara,
afiadiendo que se puede deber a diseminacion
pasiva.

8.3.- ANALISIS MOLECULARES

- Estructura de los informes: los informes
correspondientes a las pruebas de biologia molecular
“in house” o de método “casero” deben incluir el
parametro investigado (ejemplo, gen diana), la
técnica empleada y una pequefia descripcion de la
misma, e incluso si se considera oportuno por su
relevancia, la referencia bibliografica correspondiente
al método.

- Contenido:

Si se trata de un método cualitativo:

- Positivo, en el caso de deteccién de genoma. Si el
resultado se expresa como conclusion, se podra
informar con el siguiente enunciado: “Se detecta
genoma/material genético de” seguido del nombre
del microorganismo.

- Negativo, en caso de que la reaccion de PCR sea
negativa. Si el resultado se expresa como
conclusion, se podra emplear el siguiente
enunciado: “Amplificacion negativa para” seguido
del nombre del microorganismo investigado, o “No
se detecta genoma/material genético de” seguido
del nombre del éste.

- Reaccion inhibida: en el caso de que la reaccién no
se haya podido validar, por algun problema de
inhibicibn de la muestra. De forma genérica,
también se puede emplear el término “resultado
inconcluyente” cuando los controles internos de la
reaccion fallen o cuando los resultados no sean
repetitivos.

Si se trata de un método cuantitativo:

Se informara el valor del resultado positivo,
seguido de las unidades de cuantificacion de la
técnica.

Tabla 5. Deteccién molecular de microorganismos patégenos

Microorganismo

Muestras habituales

Regiones analizadas"

BACTERIAS

Neisseria meningitidis

Sangre, suero, LCR, tejidos
(cerebro, bazo)

genes ctrA, siaD

Streptococcus pneumoniae

Sangre, suero, LCR, tejidos
(bazo, pulmén)

genes ply, IytA, psa

genes sodA, rpoB 2

Streptococcus agalactiae

Sangre, suero, LCR, tejidos (
bazo)

gen cfb

Staphylococcus aureus

Segun clinica y hallazgos de
autopsia

®genes NUC, CoA, 16S
ADNr, y FEMA

Haemophilus influenzae serotipo b

Sangre, suero, LCR, tejidos
(pulmédn, bazo, muestras
respiratorias)

gen bexA

Bordetella pertussis/B.
parapertussis

Hisopos nasofaringeo,
faringeo y bronquial

Regiones 1S481y
IS1001 respectivamente
para B. pertussis y B.
parapertussis

Mycoplasma pneumoniae

Muestras de vias altas
respiratorias, pulmén

gen P1

Chlamydia pneumoniae

Muestras de vias altas
respiratorias, pulmén

gen de la cadena beta de
RNA-polimerasa

Mycobacterium tuberculosis
complex

Muestras respiratorias,
sangre, tejidos

Region 1S6110

VIRUS

Herpes simplex 1y 2y
Varicella-Zoster Virus

LCR, tejidos (cerebro, bazo,
miocardio), sangre

Epstein-Barr

LCR, tejidos (cerebro,
higado, miocardio, bazo),
sangre

region BAM HI-K
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Herpesvirus 6

LCR, tejidos (cerebro,
higado, miocardio, bazo),
sangre

region ORF U67

Adenovirus

Sangre, LCR, heces tejidos:
bazo, miocardio

gen Hexon

Enterovirus

Sangre, LCR, hisopos
nasofaringeo, faringeo,
bronquial, tejidos: bazo,
miocardio, pulmén

region 5'UTR

Virus respiratorios: VRS, Influenza | Hisopos nasofaringeo, Varios
Ay B, Parainfluenza, Coronavirus, | faringeo, bronquial, tejidos:
Metapneumovirus, Bocavirus pulmon

CMV

Norovirus Heces, hisopo rectal,

contenido intestinal

Influenza A/Swine Inf. A/AHIN1

Hisopos nasofaringeo,
faringeo, bronquial, pulmén

TagMan Influenza A
(Applied Biosystems)

VIH Suero, plasma, LCR Varios
VHB Suero Varios
VHC Suero Varios
PARASITOS

ovale).

Plasmodium, género y especies (P. | Sangre, LCR, tejidos:
falciparum, P. vivax, P.malariae, P. | cerebro, bazo, higado

Subunidad pequefia
(18S) de ARNr

Nota: ' En la tabla se indican algunas de las regiones mas empleadas. La técnica molecular mas frecuente es la
PCR a tiempo real, precedida de retrotranscripcién cuando se trata de virus ARN.

2 Mediante secuenciacion.

% Cuando no haya disponible ningtin ensayo de PCR a tiempo real se puede realizar PCR con deteccién mediante

microelectroforesis capilar.

9. RESPONSABILIDADES

El proceso de recogida de la muestra es
responsabilidad del servicio solicitante
(principalmente Servicio hospitalario de Anatomia
Patolégica o Servicio de Patologia de cualquier
Instituto de Medicina Legal). La informacion sobre las
normas de recogida, transporte y conservacion de
las muestras y su distribucibn 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 (muestras derramadas o
con medios de transporte inadecuados) y adopcion
de medidas correctoras.

El personal técnico es responsable de los
procedimientos microbiol6gicos de identificacion vy
determinacion de la  sensibiidad a los
antimicrobianos, asi como del registro de resultados.

El personal facultativo es responsable de la
valoracidon de las tinciones, técnicas antigénicas y
moleculares, lectura de los cultivos y determinacion
de los microorganismos a valorar, asi como de la
supervision del trabajo del personal técnico,
comunicacién de los resultados preliminares,
validacion de los resultados preliminares y definitivos

y firma de los informes. También es responsable de
mantener al dia los procedimientos y responder a las
consultas y aclaraciones de informes.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Al ser muestras de dificil obtencion, uUnicas e
insustituibles, los criterios de rechazo deben
reducirse al maximo.

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

Para interpretar correctamente un cultivo post-
mortem es imprescindible disponer de los
indicadores clinicos de infeccién (entre los que se
hallan los datos de resultados microbiolégicos ante-
mortem).

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
La deteccion de un organismo patégeno en una
muestra post-mortem no implica necesariamente una
relacion directa con la causa de muerte. Para la
correcta interpretacion de los analisis microbiolégicos
en una muestra post-mortem, es necesario valorar el
resto de los resultados en las demas muestras del
paciente asi como los antecedentes clinicos y los
hallazgos histopatolégicos.

La cantidad y o volumen reducidos de muestra
obligan a establecer prioridades en el analisis de la
muestra.
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11.1. LIMITACIONES DEL CULTIVO POST-
MORTEM

Cuando se considere que hubieran podido afectar al
resultado del cultivo, éstas se deben hacer constar
en el informe en el apartado de comentarios:

- Si en el volante o en la documentacién disponible
consta el tratamiento antimicrobiano en fechas
inmediatamente anteriores a la muerte se indicara
qgue la antibioterapia previa a la obtencion de la
muestra puede dar lugar a un cultivo negativo; esto
es particularmente importante en un caso con
sospecha de infeccién y un cultivo con resultado
negativo.

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

- La demora en el transporte de las muestras o su
refrigeracion disminuye la viabilidad de las bacterias,
especialmente de las anaerobias y de los
microorganismos fastidiosos, o que puede originar
falsos resultados negativos.

- Ante un cultivo mixto (patrén de contaminacion)
en muestras tomadas de zonas estériles se deberia
hacer constar que se podria tratar de un falso
positivo por contaminacion con la microbiota cutanea
0 de mucosas.

- Si algunas muestras, como fluidos o exudados,
sélo se envian inoculadas en frascos de hemocultivo
no es posible realizar una tincion de Gram
directamente de la muestra; los resultados de la PCR
realizada a partir de estos frascos también podrian
verse afectados por fenédmenos de inhibicion.

11.2. LIMITACIONES DE LAS TECNICAS
MOLECULARES EN MICROBIOLOGIA POST-
MORTEM

Los principales factores que afectan a la
interpretaciéon de los andlisis moleculares son:

- La contaminacion durante la toma de muestra. Si
un tejido estérii se contamina con microbiota
procedente de una mucosa colonizada (por ejemplo,
las vias altas respiratorias), se podria obtener una
deteccion positiva mediante PCR en una muestra
tomada en dicho tejido estéril para uno de los
microorganismos que colonizan la citada mucosa.

- La diseminacion pasiva post-mortem, es
especialmente relevante en lo que afecta a las
muestras respiratorias. Dicha diseminacion puede
ser propiciada por la reanimacién cardiopulmonar,
favoreciendo que la microbiota de vias respiratorias
altas pase a vias respiratorias bajas, por lo que la
deteccion de un patégeno en éstas podria deberse a
su diseminacién pasiva desde vias respiratorias
altas.

- La degradacion de las muestras por una
conservacion deficiente de éstas antes de su llegada
al laboratorio (retraso en la toma de muestra,
deficiente transporte, etc.) puede haber afectado a la
estructura de los acidos nucleicos, produciendo su

fragmentacion, por lo que seria posible obtener
resultados negativos en la amplificacion.

- La inhibicion de la reaccion de PCR por existencia
de inhibidores en la muestra (como el fluoruro
sédico, o formol en las muestras parafinadas
previamente fijadas) también puede producir falsos
resultados negativos en la amplificacién. EI empleo
de controles internos de amplificacion, basados en la
deteccion especifica de genes humanos puede
ayudar a detectar este fendmeno.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Baron EJ, Jorgensen JH, Landry ML, Pfaller MA.
Manual of Clinical Microbiology, 9th edition. vol.1.
Washington D.C: ASM Press; 2007.

2. Boeckh M, Boivin G. Quantitation of cytomegalovirus:
methodologic aspects and clinical applications. Clin
Microbiol Rev. 1998; 11:533-554.

3. Dalton HP. Post-mortem specimens. In: Interpretative
Medical Microbiology. Dalton, Nottenart HC Eds.
Churchill Livingstone (ed), 1986; pp.1037-1040.

4. Du Moulin GC, Paterson DG. Clinical relevance of
post-mortem microbiologic examination. Hum Pathol
1985; 16: 539-548.

5. Emery VC, Sabin CA, Cope AV et al. Application of
viral load kinetics to identify patients who develop
cytomegalovirus disease after transplantation. Lancet
2000; 355:2032—-2036.

6. Fabregas N et al: Histopathologic and microbiologic
aspects of ventilator-associated pneumonia.
Anesthesiology 1996; 84:760-771.

7. Fernandez-Rodriguez A, Alcala B, Alvarez-Lafuente R.
Real-time PCR detection of Neisseria meningitidis in
formalin-fixed tissues from sudden deaths. Diagn
Microbiol Infect Dis. 2008; 60:339-346.

8. Fernandez-Rodriguez A., Morentin B. Protocolo de
actuacién forense ante la sospecha de meningitis
bacteriana y shock séptico fulminante. Cuadernos
Forenses. 2005; 37:7-19.

9. Garcia-Gil E, Rojo F, Allende H, Campins M, et al.
Estudio microbiolégico de la biopsia pulmonar post
mortem en pacientes pediatricos. Enferm Infecc
Microbiol Clin 2000; 18: 66-70.

10. Lynch M, Shieh WJ, Tatti K et al. The pathology of
rotavirus-associated deaths, using new molecular
diagnostics. Clin Infect Dis. 2003; 10:1327-1333.

11. Martin Alvarez R, Pérez Saenz JL. Microbiologia post-
mortem. Med Clin (Barc) 1983; 81: 667-669.

12. Morentin Campillo B, Fernandez-Rodriguez A. Muerte
subita por meningitis bacteriana y choque séptico:
aportaciones del diagndstico del estudio necropsico.
Enferm Infecc Microbiol Clin 2006; 24:471-472.

13. Puchhammer-Stoéckl E, Presterl E, Croy C, Aberle S,
Popow-Kraupp T, Kundi M, Hofmann H, Wenninger U,
Gadl I. Screening for possible failure of herpes simplex
virus PCR in cerebrospinal fluid for the diagnosis of
herpes simplex encephalitis. J Med Virol. 2001; 64:531-
536.

14. Rambaud C, Guibert M, Briand E, Keros LG, Coulomb-
L'Herminé, Dehan M. Microbiology in sudden infant
death syndrome (SIDS) and other childhood deaths.
FEMS Immunol Med Microbiol 1999; 25: 59-66.

15. Roberts FJ. A review of post-mortem bacteriological
cultures. Can Med Assoc J 1969; 100:70-74.

16. Roberts FJ. Procurement, interpretation, and value of
post-mortem cultures Eur J Clin Microbiol Infect Dis
1998; 17: 821-827.



Servicio de Microbiologia Procesamiento microbioldgico de muestras PNT-MP-02

Hospital/Centro.....................
post-mortem

Edicién N° 01 Pagina 15 de 15

17. Schéafer P, Tenschert W, Schréter M, Gutensohn K,
Laufs R. False-positive results of plasma PCR for
cytomegalovirus DNA due to delayed sample
preparation. J Clin Microbiol. 2000; 38:3249-3253.

18. Thomsen JL. Significance of various analytical
methods with reference to the causes and manners of
death in alcoholics. Forensic Sci Int 2000; 110: 139-144.



ANEXO I. ALGORITMOS DIAGNOSTICOS EN MICROBIOLOGIA POST-MORTEM

En los siguientes algoritmos diagndsticos se presentan las situaciones mas frecuentes en las que puede solicitarse el analisis microbiolégico post-mortem. En la mayoria de
los casos se debe realizar un cultivo bacteriano, a menos que (i) exista una elevada sospecha de una infeccion aguda viral con curso fulminante o (ii) una causa de muerte
cardiaca fulminante (que podria deberse a miocarditis). En situaciones particulares se pueden realizar cultivos especificos para levaduras y hongos.

En los diagramas también se han incluido los andlisis moleculares. Por una parte, con el fin de detectar patdgenos bacterianos, generalmente sélo bajo alguna de las
siguientes circunstancias: (i) alarma social ante una alerta sanitaria, como la sospecha de meningitis, con contactos a los que tratar (en este caso deberian realizarse con
caracter urgente); (ii) cultivos bacterianos negativos y elevada sospecha de infeccién bacteriana; (iii) deteccion de un determinado patégeno en muestras antemortem
(aislado por cultivo o detectado mediante otras pruebas, como la antigénica) y (iv) sospecha de infeccién causada por alguna bacteria para la que no se dispone de cultivo.
Por otra parte, también se considera necesaria la realizacién de andlisis moleculares en todos los casos en que se sospeche una infeccién viral y haya disponible un test
molecular especifico (generalmente PCR). Aungue los andlisis moleculares se incluyan en muchas de las situaciones de los siguientes diagramas, y en ocasiones sean el
primer andlisis a realizar, en otras circunstancias deberan realizarse secuencialmente, de acuerdo a los resultados de los tests ya efectuados. El cultivo de virus no se ha
incluido en los diagramas por realizarse sélo de forma excepcional.

En los siguientes protocolos hay que subrayar la importancia de recoger un minimo de muestras representativas que se deben conservar de forma correcta con el fin de
realizar posteriores andlisis en relacidn con los hallazgos anatomopatoldgicos.

En los casos que la historia clinica asi lo indique, se realizaran aquellos estudios necesarios con relacion a viajes realizados, contactos mantenidos, contacto con animales
etc. sobre todo en el caso de los estudios moleculares especificos.

Abreviaturas:

SUDI: Muerte subita e inesperada del nifio (<12 meses).
Ag: andlisis antigénicos

Adeno: Adenovirus

AL: aglutinacién con latex
Entero: Enterovirus

Flu: Virus Influenza

Gram: Tincién de Gram

Hemo: Hemocultivo bacteriano
HP: Estudios de histopatologia.
IC: inmunocromatografia
IFI/IFD: Inmunofluorescencia indirecta/directa
Meningo: Meningococo

Neumo: Neumococo

Parvo: Parvovirus B19

Rota: Rotavirus

TB: Tuberculosis

VEB: Virus Epstein Barr

VH6: Virus Humano Herpes 6
VHS: Virus Herpes Simple

VVZ: Virus Varicela Zoster
VRS: Virus Respiratorio Sincitial



1. PROTOCOLO EXTENSIVO EN SUDI (se incluyen todos los casos de muertes subitas inesperadas infantiles en las que a priori no hay sospecha de infeccion)

Hisopos de
vias
respiratorias’

Sangre Suero

Tejidos: LCR Orina Heces
Bazo,

pulmén?

cerebro
miocardio
higado

N 1 [ | — 1 — — 1
Hemo [ Virologia | ( ALpara ) (Congelar:) [ Tests )( Cultivo ){ Cultivo )(Congelar)( “AL para Gram, [ Cultivo. ) {IC Adeno/\(  cCultivo
PCR? septicemia/ | | Serologia Ag: IC bacteriano || bacteriano || para PCR || septicemia cultivo AL si Rota/ bacteriano
Meningo meningitis ylo para S. Congelar Si /meningitis | | bacteriano || sospecha Entero PCR virus
Neumo PCR si pyogenes || para PCR necesario || IC Neumo PCR® de entéricos
necesario VRS, Si segun HP Meningo || septicemia
segun HP FIuA/B, necesarios Neumo || /meningitis
L ) U Adeno ) \seg(m HPj \ )

'Hisopados nasofaringeo y traqueobronquial.

’Se tomara de mas de un I6bulo si el aspecto macroscépico de los pulmones es distinto.

% En nifios de hasta 3 meses con sospecha de infecciéon: PCR para Streptococcus agalactiae en LCR y sangre y PCR de Enterovirus en LCR. Si hay sospecha de infeccion
congénita habra que constatar previamente la enfermedad en la madre (toxoplasmosis, Treponema pallidum, virus exantematicos, grupo herpes, Chlamydia..., dirigiendo los

andlisis de forma especifica. Ver Procedimiento SEIMC n°® 4 a. Estudios serolégicos en la prevencion de la infeccidon congénita y perinatal. Coordinador: Isabel Garcia
Bermejo. SEIMC. 2004).

* Segun celularidad del LCR se haran AL y PCR bacterianas, o bien PCR virales grupo Herpes (CMV, VHS, VVZ, VEB y VH6) Entero, Adeno.

Nota: En autopsias blancas de nifios sin sintomatologia infecciosa una opcion es hacer cultivo bacteriolégico como cribado y congelar el resto de las muestras hasta que la
histopatologia proporcione informacién adicional. Si ésta aporta evidencias de infeccion se pueden hacer andlisis moleculares.



2. INFECCIONES DE VIAS RESPIRATORIAS ALTAS: FARINGITIS, TRAQUEOBRONQUITIS, LARINGITIS

[ Infecciones de vias respiratorias altas’ ]

Exudado Exudado

faringeo nasofaringeo

Hisopo

traqueo
bronquial

Ag: Cultivo
S. pyogenes bacteriano

Congelar para

Ag:

VRS y FIuA/B®
(IC)
Adenovirus
(IFI-IFD)

PCR? si
necesario
segun HP

Cultivo
bacteriano
Congelar para
PCR? si
necesario

Cultivo
bacteriano®
Congelar para
PCR? si
necesario
(Bordetella)®

[ Pul:nc')n ] Sar!gre ]

Hemoy
congelar para
futuras PCRs si
necesario

Cultivo
bacteriano
Congelar para
PCR? si
necesario
(Bordetella)®

! Cuando la observacién macroscépica del pulmén sea sugerente de algtin tipo de alteracion, ademas de las muestras resefiadas, también se debera tomar una muestra del

mismo para su andlisis.

Segun clinica y HP, se seleccionara la muestra mas adecuada para PCR virales (y de Chlamydophila pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae, ver siguiente diagrama).

® Durante los momentos del afio que exista un brote epidémico de gripe y ésta se sospeche debido a los hallazgos de autopsia, se deberia realizar un estudio de una posible
infeccién por virus Influenza teniendo en cuenta el virus circulante en el afio, principalmente por PCR (también se puede realizar un cribado mediante IC).

* Si se inocula/cultiva el exudado faringeo, el cultivo del exudado nasofaringeo no es imprescindible, pudiendo dedicarlo a los anélisis antigénicos y moleculares.

®> Estudio de Bordetella spp. en exudado nasofaringeo en nifios menores de 5 afios con antecedentes clinicos de infeccién respiratoria compatible con Bordetella spp.

(especialmente en menores de 1 afio).



3. NEUMONIA, NEUMONITIS, BRONCONEUMONIA, EMPIEMA, ABSCESO PULMONAR, BRONQUIOLITIS

[ Neumonia/Bronconeumonia/Neumonitis'/Empiema/Bronquiolitis ]

[ SanE!e ] [ Ba!zo ] Suero @m@ Hisopo

Liquido
traqueo de
bronquial derrame

pleural

A: A A: B: A: B A: B: A: (B
Hemo Cultivo AL para Congelar Gram, Cultivo PCRs virales Gram, Cultivo Congelar para Gram, Cultivo Congelar para
Congelar para | | bacteriano septicemia para bacteriano *Influenza bacteriano PCR viral si bacteriano PCR viral si
PCR’ si Congelar PCR?/ Congelar para Congelar para necesario PCR’ si necesario

: 2 ' :
necesario para PCR serologia PCR? si
necesario

PCR 2 necesario

A: Neumonia bacteriana y empiema. B: Neumonitis. Sospecha de infeccioén viral.

! Cultivo micoldgico si hay sospecha clinica o el paciente es inmunodeprimido. Si sospecha de neumonitis: PCR virales en pulmoén.

2 PCR Neumo, Streptococcus grupos A/B, etc. Otras PCR bacterianas, como Chlamydophila y Mycoplasma pneumoniae, siempre en funcién de los hallazgos de autopsia e
HP y si los cultivos son negativos.

% PCR virales: virus respiratorios (Influenza, VRS, Coronavirus, Rhinovirus, Enterovirus, Adenovirus, Metapneumovirus, Bocavirus), teniendo en cuenta el marcado caracter
estacional de algunas de estas infecciones virales.



4. INFECCIONES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL: MENINGITIS, ENCEFALITIS, ABSCESO CEREBRAL

[ Meningitis/Encefalitis

1,2,3 ]

LCR>*

Sangre *°

Suero °

Cerebro?®

Bazo®

] ]
A B: PCR Hemo ALpara ) ( A:PCR ) A: B: PCR A: B: PCR
AL, IC Neumo virales A: PCR meningitis / Meningo, Cultivo virales Cultivo virales
Gram Meningo septicemia Neumo bacteriano bacteriano
ba((::?étrli\gono Neumo Congelar PCR PCR
PCR Menin B: PCR para Meningo Meningo
go, . -
NEWE virales serlglggla / Neumo Neumo
—_

A: Sospecha de meningitis bacteriana. B: Sospecha de infeccidn viral. PCR virales: Grupo Herpes virus, Entero, Adeno.
! Ante una sospecha clinica de la variante humana de la BSE (encefalitis espongiforme bovina), se seguira el protocolo del Centro Nacional de Microbiologia del Instituto
de Salud Carlos lll: estudio genético y de la proteina 14.3.3 en LCR y sangre.
2 Ante la sospecha de un absceso: se realizara cultivo bacteriolégico en aerobiosis y anaerobiosis de muestras de sangre, biopsia cerebral y LCR.
% Si hay sospecha de meningitis tuberculosa se hara estudio de micobacterias en LCR y cerebro (tinciones, cultivoy PCR especifica).
* En pacientes VIH positivos se debe realizar una carga viral en LCR, con cualquiera de los sistemas comerciales y la deteccion del Ag de Cryptococcus neoformans.
®> Se incluye la toma de sangre, suero y bazo debido a la posibilidad de un shock séptico asociado a meningitis bacteriana.
® En aquellos momentos del afio donde se haya producido un brote epidémico de gripe y el paciente presente afectacién encefélica se deberia investigar la posible

infeccion por virus Influenza en LCR.

Nota: conviene considerar el estudio de nuevos patégenos que parecen estar relacionados con algunas muertes subitas.



5. SEPTICEMIA SIN APARENTE FOCO DE INFECCION

[ Septicemia ]

| ]
Sangre Suero Bazo Pulmén® Rifi6n* Glandulas Higado®
suprarrenales si

hemorragicas *

| ]
Hemo?, PCR® AL para PCR®
Meningo Neumo septicemia Meningo Neumo

Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo
bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano
Congelar para Congelar para Congelar para Congelar para Congelar para
otras PCR si otras PCR si otras PCR si otras PCR si otras PCR si
necesario necesario necesario necesario necesario

'Ademas del bazo, se tomaran todos aquellos érganos de aspecto macroscépico anormal en la autopsia (como las suprarrenales, en ocasiones hemorragicas). Se resefian
las muestras de tejidos mas habituales; otra posible muestra a tomar si existe afectacion es el miocardio. También se tomaran los liquidos de derrame para cultivo
bacterioldgico. Las muestras obtenidas de bazo, pulmdn, rifién, adrenales, higado y miocardio deben ser congeladas y mantenidas para PCR, si asi fuera necesario, en
funcion de lo observado en la autopsia.

Z Evaluar la posibilidad de emplear métodos de diagnéstico como LightCycler Septi-Fast®, que permite la identificacion de 25 especies bacterianas y flingicas directamente
desde la sangre.

% Sj se detectan petequias o existe una alta sospecha de infeccién bacteriana fulminante se deben realizar analisis moleculares (meningococo, NeuMococo y, en neonatos y

lactantes menores de 4 meses, la deteccién molecular del Streptocococus del grupo B en sangre y suero). Segun los hallazgos histopatoldgicos, estas PCR u otras podrian
realizarse en el resto de las muestras.



6. PERITONITIS AGUDA

Peritonitis *

Sangre ( Exudado/liquido peritoneal ] Bazo
J L J _

Hemo incluyendo ) Congelar para PCR: Si Tincién de Gram Congelar para PCR: Si Cultivo bacteriano Congelar para PCR: Si
incubacion en hemo negativo, PCR16S Cultivo bacteriano cultivo negativo, PCR16S aerobio y anaerobio cultivo negativo, PCR16S
anaerobiosis ) ARNTr aerobio y anaerobio ARNTr ARNTr

! Ante la sospecha de peritonitis herpética primaria se podria incluir un estudio molecular de muestras conservadas del intestino para la deteccién de VHS.

7. INFECCIONES DE TEJIDOS BLANDOS: MIONECROSIS, GANGRENA, CELULITIS

[ Heridas infectadas/celulitis/Infeccién de tejidos blandos ]

| | | ]
Sangre Suero [ Tejido infectado (musculo) ] Bazo

Hemo incluyendo incubacion Ag para Streptococcus Tincién de Gram Cultivo bacteriano aerobio y
en anaerobiosis pyogenes Cultivo bacteriano aerobio y anaerobio
anaerobio




8. ENDOCARDITIS [ Endocarditis ]

]
@@ @HD Valvula cardiaca o
vegetacion

] | ]
Congelar para PCR: [ Congelar para ] Cultivo bacteriano Congelar para PCR

Si hemo negativo, serologia * Tincién de Blanco (16S ARNr o PCRs
PCR16S ARNr calcofltor, cultivo y/o especificas) si los
0 PCRs especificas PCR de hongos cultivos son negativos
! Serologia de Coxiella, Bartonella, Aspergillus, Brucella.
9. MIOCARDITIS [ Miocarditis ]
Miocardio Suero Sangre Bazo
]
1PCR: Adeno, [ % Cultivo bacteriano ] [ 3 Serologia ] 1 PCRs para virus [ “Hemo ] [ % Cultivo bacteriano ]
Entero, VH6, VEB, causantes de
Parvo, VHS, VzV, viremia: Entero,
virus respiratorios Adeno

! Sospecha de miocarditis viral. En este caso, ademas de las muestras indicadas se pueden tomar exudado nasofaringeo y heces como muestras complementarias para
estudio viral molecular (PCR virus respiratorios, Entero, Adeno, etc.).

% S6lo ante sospecha de miocarditis bacteriana (secundaria a septicemia). En este caso, si el cultivo fuera negativo, se podrian hacer PCR bacterianas.

Nota: Si no se sospecha miocarditis en el momento de la autopsia, con posterioridad se podrian analizar secciones parafinadas del miocardio en las que se ha detectado
infiltrado inflamatorio mediante histopatologia.

% Serologfa de virus cardiotropos.



10. PERICARDITIS

[ Pericarditis ]

|
Liquido Sangre Bazo *
pericardico

Si puru|ent0: Seg(]n Hemo Cultivo bacteriano
Tincién de Gram celularidad
Cultivo PCR TB
bacteriano PCRs virales

! Serologia cuando la pericarditis se asocia a miocarditis (posibilidad de virus cardiotropos).
% Sj la pericarditis es purulenta interesa el estudio bacteriolégico del bazo (por trazar un posible origen hematdgeno).

11.GASTROENTERITIS AGUDA

Sangre!

[ Gastroenteritis ]

1
Heces o Bazo
contenido

intestinal

| |
Hemo Congelar para [CU“iVO de heces 2] Ag Rota/Adeno/

Congelar para [Cultivo bacterianol] Congelar para

PCR: Si hemo PCR especificas PCR: si cultivo
negativo, de patégenos negativo,
PCR16S ARNr

i i PCR16S ARNr
o PCRs gastromzty(::;stlnales
especificas

! Es conveniente tomar ambas muestras para confirmar la bacteriemia debida a los patégenos entéricos.

2 Medios selectivos para Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter (ver PNT-MP-02 de este procedimiento. Procesamiento microbiolégico de muestras post-mortem).
Ante epidemias o brote, se podrian investigar otros patégenos (por ejemplo, E. coli diarreagénicos).
% En nifios e inmunodeprimidos.

* Si negatividad en los cultivos, posibilidad de PCR especificas para las citadas bacterias y para patdgenos virales (los principales: Norovirus, Adenovirus, Rotavirus.

Astrovirus y Sapovirus, también pueden ser agentes productores de gastroenteritis). En el caso de las infecciones graves por Rotavirus, con el fin de corroborar el
diagnéstico, se puede intentar aislar el virus de otras localizaciones extraintestinales.



12. HEPATITIS

Hepatitis

Sangre @@

Higado

[ PCRs virales ] [ Serologia para hepatitis A, B, C * ) [ PCRs virales a realizar seguin ] [3 PCRs virales: VHC, VHB, VEB,

resultados de otras serologias *

Adeno, CMV segun HP

]

! Si la serologia es positiva para el VHC se debera realizar la cuantificacion de la carga viral de la hepatitis C (y el genotipo del VHC); si fuera positiva para VHB, habria
gue realizar la cuantificaciéon de la carga viral del VHB, asi como el estudio de la coinfeccion por el virus delta. Si existiera dafio hepatico y los resultados analiticos de

otras hepatitis fueran negativos se podria investigar la infeccion por el VHE.
2El cribado de otras posibles infecciones viricas se deberia retrasar hasta completar el estudio HP.
® Las restantes muestras hepaticas se conservaran hasta completar el estudio HP.

13. INFECCIONES GENITO-URINARIAS: PIELONEFRITIS, CISTITIS Y SINDROME UREMICO-HEMOLITICO

[ Pielonefritis, cistitis, sindrome urémico-hemolitico ]

Sangre Rifién Orina Bazo

Hemo Congelar para Cultivo Congelar para Cultivo Cultivo Congelar para
PCR: Si bacteriano PCR: Si bacteriano bacteriano PCR: Si
hemocultivo cultivo cultivo

negativo,
PCR16S ARNTr

negativo,
PCR16S ARNTr

negativo,
PCR16S ARNTr
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14. CORIOAMNIONITIS

[ Corioamnionitis ]

[ Membranas ovulares ]

|
[ Cultivo bacteriano aerobio/anaerobio® ] PCR!

'Diagnéstico por cultivo o PCR de C. trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, micoplasmas genitales, herpes simple, Adenovirus.

15. CRIBADO MICROBIOLOGICO EN DONANTES DE ORGANOS Y TEJIDOS

Donantes de
organos/tejidos

| ]
Suero [ Tejidos para trasplante® ]

Serologia ? de: Cultivo bacteriolégico [ Cultivo de hongos ]
VIH, VHB, VHC, HTLV-l y Il y de aerobios/anaerobios
Treponema pallidum, CMV, VEB, T.
gondii.

PCR para VIH, VHB y VHC (a realizar
segn resultados de serologia)®

! Rifi6n, corazén, pulmén, higado, pancreas, intestino, piel, tendones, hueso, vasos sanguineos, valvulas cardiacas, cornea, etc.

% Se seguiran las recomendaciones del Procedimiento SEIMC 5a. Microbiologia del trasplante. Pérez J (Coordinador). Ayats J, Fortin J, de Ofia M, Pérez J, Pumarola T.
SEIMC 2010.

% Los tests de PCR para VIH, VHB y VHC no son obligatorios para el transplante de érganos, pero su empleo constituye una buena practica en el laboratorio de
microbiologia. Para mayor detalle se recomienda consultar la Guidance On The Microbiological Safety Of Human Organs, Tissues And Cells Used In Transplantation.
Ministerio de Sanidad UK. http://www.dh.gov.uk/prod_consum_dh/idcplg?ldcService=SS_GET_PAGE&ssDocName=DH_121497
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Infecciones en donantes extranjeros o procedentes de paises tropicales

Es importante conocer el origen o viajes realizados por los donantes ya que pueden éstos pueden presentar una patologia infecciosa especial (con el consiguiente riesgo de
transmision al receptor). Se evaluara en cada situacion la necesidad de este tipo de cribado. Entre los mas importantes:

a) Paludismo, mediante extensién y gota gruesa o deteccién antigénica por IC.

b) Enfermedad de Chagas, a través de la deteccidn de anticuerpos por inmunoprecipitacion, inmunofluorescencia o enzimoinmunoensayo.

c¢) Leishmaniasis visceral por serologia.

d) Estrongiloidiasis (en evaluacién del candidato a trasplante).

e) En caso de eosinofilia en el donante, deteccion en diferido de huevos de trematodos en heces (Clonorchis spp., Opistorchis spp.), en orina (Schistosoma spp.) en
muestras respiratorias (Paragonimus spp.) o en bilis (Fasciola hepatica).

f) Coccidiodes inmitis e Histoplasma capsulatum: podria hacerse serologia diferida, pero existe una importante dificultad para conseguir los reactivos en nuestro pais.

16. PARTICULARIDADES EN PACIENTES INMUNODEPRIMIDOS

Estudio de tuberculosis diseminada (hemocultivo por lisis-centrifugacion y PCR).
En pacientes VIH: Realizar un analisis genérico acuerdo a los hallazgos HP; ademas se debe incluir el estudio de la carga viral en plasma/suero y en LCR.
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