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RESUMEN

La microbiologia post mértem tiene interés en la autopsia clinicay en la médico-legal o forense. En ambas
permite confirmar una infeccién sospechada, aplicindose ademas en la primera al estudio de donacio-
nes, y en la segunda principalmente a las muertes inesperadas y stbitas. La aplicacién de protocolos de
recogida de muestras de autopsia minimiza la posibilidad de contaminacién, facilitando la interpretacién
de resultados. El establecimiento de criterios de interpretacién especificos para cultivos post mértem, la
aplicacion de técnicas moleculares de laboratorio, y su fusién con la biologia molecular y la histopatologia
han permitido que la microbiologia post mértem adquiera un rol protagonista en la autopsia, abriéndose
a una nueva dimensién cientifica. La creacién de equipos multidisciplinares que incluyan microbiélogos,
forenses y patélogos permitird una mejora en los servicios que ofrece a la comunidad en aras de una
vision integral de la salud que contribuya a la prevencion de las enfermedades infecciosas.
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ABSTRACT

Post-mortem microbiology is useful in both clinical and forensic autopsies, and allows a suspected infec-
tion to be confirmed. Indeed, it is routinely applied to donor studies in the clinical setting, as well as
in sudden and unexpected death in the forensic field. Implementation of specific sampling techniques
in autopsy can minimize the possibility of contamination, making interpretation of the results easier.
Specific interpretation criteria for post-mortem cultures, the use of molecular diagnosis, and its fusion
with molecular biology and histopathology have led to post-mortem microbiology playing a major role in
autopsy. Multidisciplinary work involving microbiologists, pathologists, and forensic physicians will help
to improve the achievements of post-mortem microbiology, prevent infectious diseases, and contribute
to a healthier population.
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Introduccion

Interés y aplicaciones clinicas y forenses de la microbiologia
post mértem

La microbiologia forense se ha desarrollado paralelamente a la
evolucién de los métodos diagndsticos y al descubrimiento de nue-
vos agentes infecciosos. El estudio de la patologia infecciosa en la
autopsiatiene interés en 2 situaciones diferentes: la autopsia clinica
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y la autopsia médico-legal o forense. En ambas, la patologia infec-
ciosa puede acompaiiarse de la presuncién clinica que sugiera este
diagnéstico, o bien ser este un hallazgo macroscépico en la autopsia.
Ademas, en otras ocasiones en las que la patologia infecciosa puede
pasar desapercibida clinicamente y durante la evisceracién en el
momento de la autopsia, la aplicacién de protocolos sistematicos
de analisis microbiolégico y/o histolégico permitira llegar al diag-
néstico etiolégico. Es este el caso de la participacién de patologia
infecciosa en la patogenia de algunas muertes stbitas-inesperadas
(MS) como la meningitis bacteriana, la miocarditis viral, la bron-
quiolitis, el shock séptico y la bronconeumonia. Principalmente en
la infancia, la MS es una secuela reconocida de distintos agentes
infecciosos, cuyo desenlace dependera de la combinacién de varios
factores'.

Los principales motivos médico-legales de solicitud de analisis
microbiolégico en la autopsia forense son: 1) la muerte inesperada
en el adulto, con sospecha de origen infeccioso; 2) la muerte stbita
infantil (MSI); 3) la investigacién de supuesta mala praxis por sos-
pecha de infeccién hospitalaria, y 4) la muerte cardiaca en la que se
sospecha una miocarditis viral®. En la autopsia clinica, el interés en
el analisis microbioldgico radica en la necesidad de confirmar una
infeccion sospechada o la aplicacién de protocolos en los donantes
de 6rganos o tejidos®.

Dificultades en la interpretacion de la microbiologia post moértem

En microbiologia post mértem, ademas del handicap de la con-
taminacién, comin a la microbiologia clinica, existe la dificultad
de que microorganismos aislados en muestras procedentes de
autopsia pueden tener significados diversos y opuestos, ya que
los mismos pueden corresponder a un patégeno, a la flora normal
de esa zona corporal, a una bacteriemia transitoria no causante de
enfermedad préxima al momento de la muerte, a una contamina-
cién durante la toma de muestra, a una diseminacién agénica y/o a
una translocacién post mértem secundaria (diseminacién pasiva)?.

En general se acepta que la translocacién secundaria post mér-
tem no interfiere en los resultados del andlisis si las muestras
se obtienen lo antes posible (idealmente dentro de las primeras
24h del deceso) y el cuerpo se mantiene refrigerado a 4°C hasta
la autopsia. No obstante, la presencia de contaminantes exter-
nos procedentes de la toma de muestra es el inconveniente mas
grave y repetido. Todo ello ha generado cierta controversia sobre
la validez del cultivo post mértem, haciendo que este haya sido
tradicionalmente relegado a un segundo plano. A pesar de ello,
el establecimiento de criterios especificos de interpretacién del
cultivo en muestras de autopsia y la aplicacién del diagnéstico
molecular, que permite la deteccién directa de los acidos nucleicos
de los distintos patégenos en dichas muestras, han hecho que el
analisis microbiolégico recupere su rol protagonista en la patologia
de la autopsia’.

Consideraciones clinicas
Infecciones respiratorias

Laringitis, traqueitis, bronquitis agudas
Pueden ser de origen viral o bacteriano.

Neumonia

Durante la apertura de la cavidad toricica en la autopsia, y antes
de la evisceracién de los pulmones, debe tomarse muestra para
estudio bacteriolégico.

Tuberculosis

En la tuberculosis diseminada secundaria se observan nédulos
firmes, bien circunscritos, y en la forma miliar, la diseminacién lin-
fatica y vascular resulta en miltiples lesiones blanco-amarillentas.

Absceso
El pulmén muestra una cavidad con contenido necrético-
purulento.

Empiema
Se observa exudado fibrino-purulento en la superficie pleural.

Infecciones del sistema nervioso central

En las meningoencefalitis la muestra preferente es el liquido
cefalorraquideo (LCR) tomado con pipeta estéril o mediante pun-
cién con agujay aspirado en jeringa en el foramen magnum, aunque
también es posible el hisopado de la superficie cerebral o la toma
de un pequefio fragmento de cerebro remitido en frasco estéril con
solucion fisiologica.

Meningoencefalitis viral
De apariencia macroscépica poco especifica, el cerebro se pre-
senta edematoso, palido, pero desprovisto de exudado.

Meningoencefalitis bacteriana

Su apariencia macroscépica depende del agente etiolégico. La
meningocécica no produce ningin tipo de exudado. Este microor-
ganismo es muy labil y suele sobrevivir aproximadamente 24 h en
el cadaver, por lo que si la autopsia no se realiza dentro de las 24 h
del fallecimiento, es probable que el cultivo sea negativo. En este
caso, la PCR resulta muy atil al incrementar el nimero de resultados
positivos®. Ademas, el envio de muestra de petequia de piel general-
mente arroja un alto porcentaje de resultados positivos mediante
PCR. La meningoencefalitis bacteriana por otros agentes distintos al
meningococo suele producir un exudado purulento en la superficie
encefalica.

Menos frecuentes son la meningoencefalitis micéticay la infeccion
por Toxoplasma gondii.

Infecciones cardiovasculares

Miocarditis

La etiologia mas comun es la viral, y macroscépicamente la cavi-
dad ventricular suele estar ligeramente dilatada y el miocardio se
observa flacido y de aspecto moteado.

Pericarditis
La superficie pericardica se observa irregular, opaca y con depé6-
sito purulento.

Endocarditis bacteriana

Macroscépicamente se observan vegetaciones friables. Las val-
vulas mitral y adrtica suelen ser las mas afectadas, aunque en los
adictos a drogas por via parenteral lo son las valvulas tricispide y
pulmonar. Las vegetaciones pueden erosionar el miocardio adya-
cente, generando un «absceso anular» alrededor del anillo valvular.

Septicemia

Se deben tomar muestras de sangre (hemocultivo) y bazo.

Peritonitis

Macroscépicamente la superficie peritoneal se muestra opacay
con exudado purulento.
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Infecciones gastrointestinales

Hepatitis

En las hepatitis, el higado se observa aumentado de tamafio
(hepatomegalia), congestivo, de coloracién verdosa si hay coles-
tasis, con o sin areas pdalidas que corresponden a la necrosis
hepatocelular. Cuando se progresa a la cronicidad, la caracteris-
tica macroscépica es la cirrosis hepatica, con nédulos fibrosos y
reduccién de volumen hepatico.

Absceso
Se presenta con una cavidad de contenido purulento, que suele
complicar la peritonitis.

Colitis

Las enterocolitis infecciosas suelen cursar con diarreas, frecuen-
temente sanguinolentas, y con mucosa de aspecto hemorragico,
edematoso y ulcerado. Los agentes infecciosos mds cominmente
asociados con enterocolitis viral incluyen rotavirus y adenovirus
entéricos; en estos casos, la mucosa no suele presentar alteraciones
macroscopicas.

Muerte stibita infantil

Las caracteristicas macroscépicas de las infecciones que pue-
den presentarse como MSI ya han sido descritas’. Estas infecciones
incluyen:

Respiratorias

Empiema, laringo-trdqueo-bronquitis, neumonia, absceso
retrofaringeo, bronquiolitis, amigdalitis, neumonitis o epiglotitis
aguda.

Cardiacas
Miocarditis, endocarditis, arteritis, aortitis.

Sistema nervioso
Meningitis bacteriana, encefalitis.

Gastrointestinal
Peritonitis, enterocolitis.

Genitourinarias
Pielonefritis, sindrome urémico-hemolitico.

Sepsis
Septicemia, shock endotéxico.

Corioamnionitis

Las membranas ovulares y la superficie amniética fetal sue-
len mostrarse opacas y ligeramente verdosas, aunque el aspecto
también puede ser normal. Se recomienda la toma de muestra de
membranas ovulares y pulmén para bacteriologia.
Infecciones en inmunodeprimidos

La prevalencia de los distintos patégenos y de las infecciones
causadas por estos dependera de la causa de la inmunodeficiencia
y del mecanismo inmune afectado.

Consideraciones especificas en la autopsia forense

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

(i) Muerte natural stbita-inesperada, principalmente en la infan-
ciay la adolescencia. Los supuestos mas frecuentes son:

e MSI, donde los andlisis microbiol6gicos forman parte de
un protocolo completo que debe incluir estudios histopa-
tolégicos, quimico-toxicolégicos, bioquimicos, genéticos y
metabélicos para descartar el diagnéstico de exclusion que
es el sindrome de MSI.

e MS-inesperada de origen infeccioso.

e Muerte cardiaca en la que interesa la investigacion de mio-
carditis infecciosa.

(ii) Muerte con sospecha de criminalidad, que comprende:

e Lainvestigacién de supuesta, la mayoria en el contexto de una
infeccién hospitalaria.

¢ Estudio de presuntos delitos contra la salud publica, en casos
de intoxicaciones alimentarias o brotes de legionelosis, entre
otros.

e Muertes violentas en las que interesa la investigaciéon micro-
biolégica, bien porque pueda existir una relacién entre la
causa de la muerte y una infeccién, o bien porque se asocien
a la transmisién de patégenos.

El patélogo forense también estd expuesto al contagio de agen-
tes infecciosos durante la autopsia; a tal efecto, hay normas de
bioseguridad durante la autopsia, que se recomienda consultar en
estos casos®.

Las muestras tomadas durante la autopsia forense tienen
caracter judicial, y 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 generados 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 emisiéon de
resultados, incluyendo su devolucién al servicio peticionario o su
destruccién. Estos datos se completan por las distintas personas
que manipulan o analizan la muestra.

Recogida de la muestra

Eldiagnéstico que el laboratorio de microbiologia puede propor-
cionar depende de la calidad de la muestra recibida. Por esto, una
toma mal realizada, con deficiencias en su recogida o transporte,
determinara un posible fallo en la recuperacién de los agentes etio-
l6gicos y los correspondientes errores diagndsticos. Para evitar esto
se requiere establecer protocolos especificos para la recogida de las
muestras de autopsia®. Tras la toma de muestras se debera controlar
que cada una de ellas esté debidamente rotulada, fechada y firmada
para evitar inexactitudes'?,

Catéteres intravasculares

Se deben tomar 5 cm de la porcién mas distal. Porciones mayo-
res dificultan el procesamiento en el laboratorio. Se envian en
frasco/tubo estéril.
Aspirado nasofaringeo

Se realiza utilizando hisopo con medio de transporte para aero-
bios y anaerobios (bacteriologia) y otro con medio de transporte
para virologia.
Liquido cefalorraquideo

Se coloca el cadaver en dectbito ventral. En los adolescentes y

adultos, se limpia la zona posterior del cuello con yodo povidona o
con alcohol isopropilico de 70° y se inserta una aguja de calibre 1-2
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en la linea media, bajo el hueso occipital, inclinando la aguja hacia
las cavidades orbitales. El LCR se recoge en tubo estéril, separando
2 alicuotas, cada una de 1 ml, una para virologia y otra para bac-
teriologia. Esta muestra puede complementarse con una porcién
de cerebro obtenida inmediatamente después de quitar la calota
craneana, con instrumental estéril.

Sangre

Para evitar la contaminacién por translocacién bacteriana, es
recomendable que la sangre para hemocultivo se obtenga antes
de la manipulacién del intestino. En el adulto es mejor obtener
una muestra de sangre periférica por puncién de la vena yugular
externa, antes de la apertura del cadaver. Previamente se esteri-
liza la piel con espray de alcohol isopropilico. Luego de dejar secar
unos minutos, se aspira sangre utilizando aguja y jeringa estéril de
20 ml. En el nifio pequefio (de hasta 4-5 afios) y en el lactante es
dificil acceder a la vena yugular y suele obtenerse una muestra de
sangre por puncién del corazén derecho, al que se accede tras abrir
el saco pericardico'!. Se esteriliza la zona a punzar con espray o toa-
llitas embebidas en alcohol isopropilico antes de aspirar sangre con
una agujay jeringa estéril de 10 ml. Una vez obtenida la muestra, la
sangre se inyecta directamente en 2 frascos de hemocultivo, para
aerobios y anaerobios. Luego de obtenida la muestra para hemo-
cultivo, que debera ser siempre la primera muestra de sangre, y
de acuerdo con las circunstancias del caso, se tomara muestra de
sangre con EDTA para posibles andlisis moleculares.

Suero

Se obtiene mediante la sedimentacién y posterior centrifugacion
de la sangre recogida en tubo con activador del coagulo.

Liquidos

En caso de secreciones, liquidos o derrames (pleurales, perito-
neales o pericardicos): enviar 2-3 ml en frasco o tubo estéril.

Miocardio, pericardio y vdlvulas cardiacas

Si no hay sospecha clinica del diagnéstico de endocarditis, la
apertura del corazén contaminara las valvulas cardiacas. Si al abrir
el corazon la presencia de vegetaciones sugiere endocarditis, igual-
mente deberan enviarse la/s valvula/s afectada/s al laboratorio de
microbiologia. Es aconsejable realizar también un hisopado de la
valvula afectada. La muestra de miocardio para virologia se obtiene
tras cauterizacién o tras pasar espray con alcohol isopropilico de 70°
de la superficie pericardica; se coloca 1 cm? de tejido cardiaco en
tubo de transporte universal estéril con solucién fisiol6gica estéril.

Trdquea

Al realizar la evisceracién de la lengua y de los 6rganos del cue-
llo, se debera tomar muestra mediante hisopado (con medio de
transporte para bacteriologia) de laringe y traquea.

Pulmén

Su superficie puede esterilizarse con alcohol o aplicando una
espatula calentada en mechero de Bunsen. La muestra de pulmén
para virologia y bacteriologia consiste en 2 cubos de 1-2 cm? obte-
nidos con bisturi estéril. Cada muestra se coloca en frasco estéril,
agregando solucion fisiolégica estéril en el caso de la destinada a
virologia.

Bazo (pulpa esplénica), higado y otros tejidos

La superficie del tejido se esteriliza con alcohol isopropilico o
aplicando una espatula calentada en mechero de Bunsen. Con bis-
turi estéril se toma un cubo de 1-2 cm? para bacteriologia y otro
para virologia (este dltimo con solucion fisiolégica).

Orina

Obtenida por medio de puncién y aspirado directo de la vejiga
con jeringa estéril. De no obtenerse orina por aspirado, debe inten-
tarse la apertura de la vejiga por el techo, utilizando pinza y tijeras
estériles. Una vez abierta, se aspiran unos 5-10 ml de orina, que se
recogen en un recipiente universal estéril.

Intestino

Abrir el colon descendente en forma aséptica. Suspender el
mismo sobre 2 recipientes para cultivo de heces (frasco estéril de
40 ml), uno para microbiologia y otro para virologia. Enviar apro-
ximadamente 5ml en cada frasco. Si se observa la presencia de
patologia intestinal macroscépicamente y se identifican tdlceras,
debe enviarse muestra de estas para cultivo.

Abscesos

Se accede a su interior con bisturi y tijeras estériles. Se extraen
2-3ml 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.

Oido medio

Se accede a este 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. Después se «levanta» el pefiasco utilizando ins-
trumental para cortar hueso. Se inspecciona el oido medio y puede
tomarse muestra para bacteriologia mediante hisopo con medio
de transporte.

Placenta

Se debera manipular con pinzas estériles. Una vez localizadas
las membranas periféricas y la superficie amniética fetal, se puede
realizar: a) toma mediante hisopo con medio de transporte de
la superficie amniética de las membranas periféricas, o b) toma
mediante bisturi de tejido de la superficie fetal o amnidtica del
parénquima placentario.

Transporte y conservacion de las muestras

En general se recomienda el envio inmediato al laboratorio una
vez finalizada la autopsia.

Hemocultivo

Mantener a temperatura ambiente sin refrigerar ni congelar.
Cuando no es posible el envio inmediato de la sangre al laboratorio,
se recomienda emplear tubos con polianetol sulfonato sédico como
anticoagulante o, en su defecto, tubos con citrato sédico.

Liquido cefalorraquideo
Si no es posible su envio inmediato, la alicuota para bacteriolo-

gia se mantendra en estufa a 35-37°C o se incubard en un frasco
de hemocultivo, que se mantendra en idénticas condiciones hasta
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su procesamiento. Si no se dispone de estufas, se mantendra a
temperatura ambiente, no refrigerdndose nunca la muestra des-
tinada a bacteriologia. La alicuota para virus o analisis moleculares
se enviara en frio, y si el envio se retrasa mas de 24 h, se debera
conservar a -70°C.

Manejo de las muestras post mortem en su recepcion en el
laboratorio

Las muestras se recibiran en el area de recepcién de muestras;
cuando se reciban muestras procedentes de autopsias forenses sera
necesario cumplimentar la hoja de custodia donde se consignen los
datos de recepcion.

Procesamiento de las muestras
Tipos de andlisis en microbiologia post mértem

Los andlisis mas frecuentes en microbiologia post mértem son
las técnicas de deteccién de antigeno, el cultivo bacteriolégico y las
técnicas moleculares, aplicadas fundamentalmente a bacteriologia
y virologia. En la mayoria de los estudios post mértem las técnicas
antigénicas se consideran andlisis orientativos o preliminares que
necesitan confirmacién, bien mediante cultivo o con técnicas mole-
culares. Con menor frecuencia se requieren otros analisis, como
tipificacién epidemiolégica, serologia, identificacién de parasitos y
cultivos flngico y viral.

Seleccion del protocolo de trabajo

En el analisis microbiol6gico post mértem es fundamental man-
tener una estrecha comunicacién entre el laboratorio y el médico
peticionario con el fin de orientar los analisis a realizar. El labora-
torio debera instaurar diferentes protocolos de trabajo especificos
para las distintas etiologias sospechadas en la autopsia, siendo
imprescindible disponer de una informacién lo mas completa
posible sobre antecedentes y hallazgos de autopsia. Dichos pro-
tocolos generaran decisiones diagnésticas que se pueden plasmar
en algoritmos'? donde se priorizaran determinados tipos de anali-
sis seglin las muestras disponibles y la relacién coste-beneficio. Las
muestras post mértem tienen caracter Ginico, por lo que cuando
deban someterse a mas de un tipo de analisis, estos se realiza-
ran secuencialmente, teniendo en cuenta el volumen de muestra
recibido, con el fin de no agotarlas en un primer andlisis. Por ello
el procesamiento inicial en el laboratorio conlleva, ademas de la
inoculacién en medios de cultivo, el alicuotado y la preparacién
para otro tipo de andlisis (antigénicos, moleculares o serolégicos
fundamentalmente) que puedan diferirse en el tiempo.

Andlisis antigénicos y tinciones

Son la primera aproximacién al andlisis microbiolégico post
mortem. Las técnicas antigénicas —aglutinaciéon en latex, inmu-
nocromatografia e inmunofluorescencia— deberian realizarse en
los casos con elevada sospecha de infeccién, informandose el
resultado con fines de profilaxis y/o tratamiento, y siempre con-
siderando su coste-beneficio. No obstante, estos tests suelen ser
poco eficientes cuando en la autopsia no se han detectado hallaz-
gos macroscopicos sugestivos de infeccién. En el LCR, en el liquido
pleural, en el peritoneal o en la orina también se realizara al menos
una tincién de Gram como primera aproximacion al caso.

Cultivo bacterioldgico y de hongos. Seleccion de medios de cultivo
y condiciones de incubaciéon

La seleccién del tipo de muestras a inocular dependera del cua-
dro clinico que se quiere investigar. A diferencia de las muestras en

individuos vivos, el volumen/tamafio de la muestra post mértem
que se toma para andlisis microbiolégico no suele ser un problema,
con la excepcién de determinados fluidos biolégicos que, en oca-
siones, son escasos y dificiles de tomar. Tal es el caso de la sangre,
que puede estar coagulada, o puede ser escasa en lactantes; o del
LCR, cuya toma puede revestir cierta dificultad.

Si la sangre no puede ser procesada inmediatamente tras su
recogida, la inoculacién directa en frascos de hemocultivo podria
favorecer la proliferacién de bacterias de facil crecimiento proce-
dentes de una pequefia contaminacién durante la toma de muestra,
todo ello en detrimento de un patégeno con altos requerimientos
nutritivos. Por ello se recomienda que, adicionalmente en estos
casos, la sangre se recoja en tubos tipo Vacutainer con SPS o
en su defecto citrato sédico. Ademads, una vez en el laboratorio,
una alicuota de la sangre se sembrara directamente en: a) caldo
cerebro-corazén/tioglicolato, y b) placas con medios enriquecidos
y selectivos; asi se aumenta la sensibilidad para recuperar deter-
minados patégenos.

De forma genérica, las muestras se inocularan directamente
en medios convencionales, enriquecidos y selectivos, para bacte-
rias aerobias y anaerobias facultativas; cuando asi se requiera, se
emplearan medios anaerobios enriquecidos y selectivos, y opcio-
nalmente medios complementarios para otros microorganismos
menos frecuentes. Ademads, se inocularan en un medio liquido de
enriquecimiento tipo caldo cerebro-corazén/tioglicolato. Las heces
se inocularan en medios basicos para patégenos entéricos y sele-
nito. El Thayer Martin o similar se empleara también en sangre,
LCR, tejidos y exudados respiratorios ante la sospecha de meningo-
cocemia o meningitis bacteriana aguda. Cuando se sospeche una
infeccion flingica, las muestras se inocularan adicionalmente en
Agar Sabouraud con antibiéticos. Las condiciones y tiempos de
incubacién son similares a los de las muestras en vivos.

Interpretacion del cultivo bacteriolégico post mértem

La evaluacién de los resultados de los cultivos post mértem
es compleja y requiere criterios especificos de interpretacién que,
aunque se basan en los empleados tradicionalmente ante mértem,
presentan variaciones que tienen en cuenta las caracteristicas espe-
ciales de las muestras de autopsia'>. Asi, se considera que el cultivo
post mértem de una Ginica muestra raramente aporta informacién
suficiente que permita establecer la significacién clinica a partir de
un resultado positivo. Por ello se recomienda analizar los resultados
de, al menos, 5 muestras de tejidos diferentes, considerando que si
el mismo organismo se aisla en los 5 tejidos, este puede tener sig-
nificado clinico'“. Por otra parte, los aislamientos obtenidos en el
bazo tienen la misma significacién clinica que los procedentes de
la sangre, por lo que ese tejido se suele emplear para corroborar los
resultados del hemocultivo'>.

Virologia

Larapidez y la independencia de la infectividad del virus son las
ventajas de los métodos antigénicos, y la limitacioén principal es su
baja sensibilidad. Las técnicas moleculares estin reemplazando al
cultivo viral, que requiere infraestructura y mantenimiento mas
complejos. Por ello en las muestras post mértem los estudios
virolégicos emplean fundamentalmente técnicas moleculares y
antigénicas, siendo excepcional el cultivo viral.

Andlisis moleculares

Los analisis moleculares se han convertido en la piedra angular
de la microbiologia post mértem en la mayoria de las situacio-
nes, y son tremendamente Gtiles ante una infeccién bacteriana
fulminante para confirmar o descartar determinados patégenos
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(meningococo, neumococo o Streptococcus del grupo B), previa-
mente al cultivo, pues sus resultados pueden estar disponibles en
pocas horas'617,

Instalaciones y flujo de trabajo

El laboratorio de microbiologia molecular debe permanecer
separado del resto de areas de trabajo, el acceso debe ser controlado
ylapuertade acceso debe permanecer cerrada. Las areas requeridas
son la mismas que para cualquier otro laboratorio de microbiologia
molecular: drea de preparacién de reactivos, area pre-PCR, area de
amplificacién y area de post-PCR. El flujo de trabajo sera unidirec-
cional, desde el drea pre-PCR al drea de amplificacién y al area de
post-PCR. Los extractos de acidos nucleicos se almacenaran en un
area separada de los reactivos y controles de PCR.

Técnicas de extraccién de dcidos nucleicos y de amplificacion
génica

La técnica manual mads utilizada en la extracciéon de acidos
nucleicos es la que emplea membranas de silice, con tiocianato de
guanidina en lalisis. También existen diversas plataformas automa-
ticas adaptables a las necesidades de cada laboratorio. La estrategia
diagnéstica por excelencia es la PCR a tiempo real, que se puede
combinar con otras técnicas moleculares, como la PCR multiplex
y la deteccién mediante arrays. Se emplean principalmente PCR
dirigidas a regiones especificas de las especies mas frecuentes de
patégenos!®, aunque de forma complementaria se puede realizar
la amplificacién y posterior secuenciacién de la region 16S rARN de
las eubacterias!>.

Serologia

Su principal aplicacién post mértem es el diagndstico virolégico
en donantes de 6rganos y tejidos. La limitacién en la obtencién de
muestras pareadas para el estudio de seroconversién hace que su
empleo en casos de MSI y en los de muerte inesperada infecciosa
se haya visto desplazado por las técnicas moleculares.

Procedimientos adicionales a realizar en situaciones
especiales

En el contexto de brotes, epidemias o eventos bioterroristas
y ante la sospecha de patégenos de nivellll o IV, se procedera a
contactar y notificar a los organismos correspondientes y proceder
segln sus directrices.

Procedimientos no aceptables

No se deben emplear métodos «caseros» que no garanticen la
adecuada calidad de los resultados. En los ensayos comerciales se
especificaran las modificaciones respecto a las instrucciones del
fabricante, estableciendo un control de calidad adecuado.

Criterios para la interpretacion de resultados
en microbiologia post mértem

La correcta interpretacion de los resultados microbiolégicos
post mértem debe tener en cuenta: a) el lugar del aislamiento; b) el
potencial patégeno del organismo; c) la edad del individuo, espe-
cialmente en los nifos; d) la flora habitual bacteriana del lugar de
aislamiento, y e) el empleo de los criterios de infeccién en indivi-
duos vivos!?.

En los analisis microbiolégicos post mértem hay que asumir la
posibilidad de falsos negativos y falsos positivos. Entre los primeros,

las causas son la toma de antibidticos en el periodo peri-mortal, el
intervalo post mértem, o el retraso en el inicio del analisis desde
la autopsia. Un falso positivo (definido como el aislamiento o la
deteccién molecular en un tejido o fluido de un microorganismo
sin valor patégeno) se puede deber a translocacién post mértem o
a contaminacién, ocurrida principalmente durante la autopsia.

Los resultados microbiolégicos post mértem indican s6lo que un
agente infeccioso se hallaba presente en el individuo en el momento
de la muerte; aunque en muchos casos la presencia del pat6-
geno en tejidos/fluidos estériles puede explicar la causa de muerte,
por el contrario, en otros no habra evidencias directas de que
este sea el responsable del deceso'®. Esto sélo lo podra esta-
blecer la valoracién conjunta de los analisis microbiolégicos e
histopatolégicos?®. En cualquier caso, el aislamiento o la detec-
cién molecular de bacterias con elevada capacidad patégena en
lugares normalmente estériles (p. ej., LCR), se deben asumir como
significativos'®.

Informe de resultados

El clinico/epidemidlogo debera ser informado lo antes posible
de cualquier resultado analitico que aporte datos ttiles para el tra-
tamiento/profilaxis de los contactos del fallecido'®. En los casos
médico-legales los resultados se expondran de manera objetiva,
pudiendo afiadir un breve comentario que ayude al médico forense
a la interpretacién de los hallazgos.

Consideraciones finales y perspectivas de futuro

La microbiologia post mértem tiene aspectos diferenciadores de
la microbiologia clinica que hacen que los problemas infecciosos,
en cuanto a diagnéstico y manejo, deban abordarse desde una pers-
pectiva distinta. Este enfoque debe incluir, como hemos revisado,
desde técnicas especificas de recogida de muestra hasta protocolos
concretos de laboratorio, sin olvidar su aspecto social'”.

El avance de esta disciplina, sin duda con el concurso de espe-
cialistas de distinto &mbito, permitira una resolucién mas precisa
de los problemas que plantea y una mejora en los servicios que
ofrece a la comunidad en aras de una visién integral de la salud
microbiolégica de la poblacién.
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