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RESUMEN

Una importante tarea de las instituciones médico-legales
es la colaboracién con las autoridades sanitarias en la preven-
cion de riesgos para la salud publica. Uno de ellos es la infec-
cién meningocdcica, que puede cursar rapidamente y con evo-
lucion fatal, causando muerte subita. Neisseria meningitidis es
la principal causa de meningitis bacteriana y septicemia en
nifios y adultos jovenes. Su temprana deteccion es de extrema
urgencia, ya que permite el adecuado tratamiento de los con-
tactos. El rapido desarrollo de estas infecciones imposibilita en
ocasiones el diagndstico antemortem, resultando imprescindi-
ble el diagnéstico forense. Aunque los hallazgos postmortem
suelen ser los del sindrome de Waterhouse-Friderichsen, estos,
a veces, pueden pasar desapercibidos, o estar causados por
otras bacterias. Todo ello hace necesario un diagnéstico micro-
bioldgico forense.

Este articulo presenta un protocolo forense de actuacion
ante la sospecha de meningitis bacteriana y shock séptico ful-
minante. La toma de muestras para microbiologia debe ser
aséptica e incluir sangre, suero, LCR, liquido pleural, tejidos en
fresco y orina. Estas muestras pueden remitirse al Instituto
Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses, donde se realizaran
analisis especificos, que incluyen un screening antigénico y un
diagnostico de confirmacion mediante PCR a tiempo real que
identifica meningococo y su serogrupo. Los resultados de estas
técnicas son informados 3 horas tras el inicio del analisis.
También se realiza el cultivo bacteriano y PCR adicionales para
detectar otras bacterias dificiles de aislar postmortem. La cola-
boracion entre las distintas instituciones médico-legales y entre
estas y las autoridades sanitarias es esencial para el adecuado
manejo de estas graves infecciones.

Palabras clave: Muerte stbita infecciosa, meningococo, PCR,
diagnostico forense.

ABSTRACT

One of the main duties of medical-legal institutions is to
collaborate with authorities to recognise and prevent risks to
public health. One such risk is meningoceal infection, wich
can progress rapidly and fataly, causing sudden death. In such
cases, it is urgent to identify "Neisseria meningitidis" urgently
in order to assure the appropiate treatment of people who
have come into contact. This agent is a leading cause of
bacterial meningitis and septicemia in children and young
adults. Due to the rapid development of such infections,
ante-mortem cultures sometimes are not taken, making the
forensic diagnosis essential. Although post-mortem findings
are often typical of the Waterhouse-Friderichsen syndrome,
they may sometimes be overlooked or caused by other
organisms. For these reasons, a microbiological forensic
diagnosis is crucial.

This article presents a forensic procedure to diagnose
the etiology of fulminant bacterial meningitis or septic shock.
The aseptic sampling should include blood, sera, LCR, pleural
effusions, urine and fresh tissues. These samples can be
submitted to the Instituto Nacional de Toxicologfa y Ciencias
Forenses for their early analyses. Antigenic tests are
performed as screening techniques, and real-time PCR assays
are also done to detect meningococcus and identify its
serogroup. The results of these analyses are reported in 3
hours. Bacterial cultures are also performed. Additional PCR
may be performed to diagnose other fragile bacteria that are
difficult to recover post-mortem. The collaboration within all
legal institutions and between those and health authorities is
essential to best deal with this issue.
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I.- INTRODUCCION:

Aunque el principal deber de la patologia forense es auxiliar a la administracién de justicia,
no podemos olvidar las obligaciones que como médicos tenemos con los familiares del fallecido y
con la comunidad a la que servimos. La investigacion basada en autopsias ofrece informacién Util y
fiable en estudios sobre prevencién y epidemiologia en diversas areas de la medicina. Esta informa-
cién sobre las causas de la muerte es esencial en el desarrollo de politicas de salud nacional e inter-
nacional para la prevenciéon y control de las enfermedades. Por otro lado, mediante la autopsia se
pueden identificar enfermedades hereditarias de las que la familia deberfa ser informada para el
oportuno consejo genético (por ejemplo, determinadas miocardiopatias y sindromes arritmicos pri-
marios), y enfermedades infecto-contagiosas. Estas Ultimas exigen la rapida instauracién de medidas
preventivas en los contactos cercanos para evitar casos secundarios. Se trata de patologfas de indu-
dable interés sanitario que se consideran enfermedades de declaracién obligatoria.

La meningitis bacteriana y el shock séptico primario son las enfermedades infecciosas que
tienen mayor trascendencia en patologia forense, ya que pueden manifestarse como muerte subita
e inesperada [ |]. Otro posible interés médico-legal es la investigacién pericial ante una denuncia por
mala praxis, en el caso de que el fallecido haya sido atendido por sintomatologia infecciosa en un
centro asistencial previamente a la muerte. Ademas de su interés médico-legal y sanitario, son enfer-
medades que siempre provocan gran impacto social, e incluso amplia repercusion en los medios de
comunicacioén; tal fue el caso de la epidemia de 1996 y 1997, que dio lugar a diferentes campafas
de vacunacién durante esos afios, y supuso la introducciéon en el calendario vacunal infantil de la
vacuna conjugada frente a meningococo C.

La modernizacién de las ciencias forenses implica la incorporacion de nuevas tecnologfas
diagndsticas; algunas de ellas previamente introducidas en la rutina de la medicina clinica, que habra
que adaptar y optimizar para su uso forense. En la Ultima década, el desarrollo de la tecnologfa del
ADN vy el empleo generalizado de la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) como herramien-
ta bdsica en el laboratorio han supuesto una revolucidn en el mundo de la criminalistica. De igual
manera, la aplicacién de estas técnicas a la microbiologia puede aportar nuevas herramientas en la
investigacion forense. En este sentido, la puesta a punto de métodos estandarizados que permitan
identificar a aquellos patdgenos que provoquen infecciones responsables de la causa de muerte
puede ser de gran utilidad en la préactica forense.

El propdsito de este articulo es presentar un protocolo de actuacién ante la sospecha de
una muerte por meningitis bacteriana o shock séptico fulminante (figura 1). Puesto que la deteccidn
de una infeccién meningocécica implica la necesidad de comunicarlo a las autoridades sanitarias para
organizar el tratamiento de los contactos, el principal objetivo sera confirmar o excluir la presencia
de esta bacteria con la mayor rapidez posible. Este protocolo incluye pautas de intervencién preci-
sas y rapidas que permitan la respuesta coordinada inmediata de los distintos profesionales (médi-
cos forenses, patélogos, microbidlogos y médicos de Sanidad) e instituciones implicadas (Institutos
de Medicina Legal, Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses (INTCF), Consejerfas de
Sanidad y centros asistenciales).

El INTCF ha asumido la realizacién de estos andlisis microbioldgicos en muestras forenses
por diversas razones: |) en el contexto de muerte sibita infecciosa no suele existir un diagndstico
clinico ante-mortem ni cultivos ante-mortem; 2) estas muestras requieren un analisis especializado
y, en ocasiones, diferente del de las muestras clinicas que se manejan en hospitales; 3) ante una posi-
ble denuncia por presunta mala praxis no parece conveniente desde el punto de vista médico-legal
que sea el propio centro afectado el que realice el andlisis microbiolégico. El INTCF efectlia andlisis
microbioldgicos especificos de forma eficaz y rapida, incluyendo entre otras, técnicas moleculares.
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Protocolo de actuacién forense ante sospecha de meningitis o
shock séptico meningocaocico

Histopatologia: muestreo completo

Estudio toxicologico: muestreo de rutina.

Consejeria de Sanidad

i

Servicio Patologia Forense - Notificacion de la sospecha
¢l mismo dia de la autopsia.

Motificacion inmediata de

Envio urgente el mismo dia de la autopsia los resultados de
l microbiologia.
Microbiologia INTCF (Dpto. de Madrid) =) Teléfono:

Amparo Fernandez. 91 562 84 69/ 91-562-85-85 a.fernandez@miju.es
Muestras: suero, sangre, (LCR), liquido pleural, visceras en fresco.

Deteccion de antigenos bacterianos: Resultados el mismo dia que se
reciben las muestras.

PCR: Especifica para meningococo y para cada uno de los serogrupos de
meningococo,

Resultados el mismo dia que se reciben las muestras.
Cultivo: Resultados en 24/48 horas.

Figura n° 1. Protocolo de actuacion ante la sospecha de una muerte por meningitis bacteriana o shock séptico fulminante. Se indi-
can las muestras que el forense debe tomar ante esta sospecha y los analisis que se van a realizar en el INTCF una vez que se for-
mule esta peticion. También se resefian teléfonos y personas de contacto. La notificacion de los casos a las Consejerias de Sanidad
de cada comunidad auténoma se puede hacer indistintamente por el médico forense o por el INTCF una vez conocidos los resulta-
dos. Puesto que consideramos Util disponer de una copia del protocolo en la sala de autopsias, se ha dejado libre un espacio en el
protocolo junto a la palabra "Consejeria de Sanidad" para que cada centro incluya el teléfono de la que le corresponda.

2.- ETIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA:

Los microorganismos mas frecuentemente involucrados en la meningitis aguda bacteriana y/o
shock séptico son Neisseria meningitidis (meningococo) y Streptococcus pneumoniae (neumococo) [2].
Cléasicamente se ha defendido que el primero predomina en nifios y aduttos jévenes vy el segundo en adul-
tos. No obstante, la introduccion en el afio 2000 de la vacuna conjugada frente a N. meningitidis sero-
grupo C en el calendario de vacunacién infantil (asf como las camparias de vacunacion especfficas efectua-
das con esta vacuna), ha hecho que el patrén de presentacién de esta enfermedad esté cambiando,
observandose en los Ultimos afos una disminucion importante de la incidencia y las defunciones en nifios
[3]. La mayorfa de las infecciones meningocécicas en Espafia se deben a los serogrupos B y C [4], sien-
do mayor la tasa de mortalidad en pacientes con serogrupo C que en aquéllos con serogrupo B [5].
Ademds, existen otras posibles bacterias causantes de meningitis, siendo las mas frecuentes Haemophilus
influenzae tipo b (que suele presentarse entre el perfodo neonatal y los 6 afos), Streptococcus agalactiae
(estreptococo B-hemolitico del grupo B), que afecta al neonato, y Listeria monocytogenes.

Segln los datos del Centro Nacional de Epidemiologia, en el afo 2003 la tasa de enferme-
dad meningocécica en Espaia fue de 2,4 casos por 100.000 habitantes, con una letalidad del 8,8%.
Sin embargo, en la Comunidad Auténoma del Pais Vasco, la tasa fue sensiblemente mas alta (5,2
casos por 100.000). En la mayoria de paises europeos la incidencia presenté valores comprendidos
en un rango de 0,5y 3 casos por 100.000 habitantes [6].
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3.- CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA INFECCION:

La meningitis bacteriana suele tener un comienzo rapido, con deterioro progresivo en el
plazo de horas o escasos dias. En ocasiones, en los dias previos ha habido un sindrome febril, gene-
ralmente por infeccion de las vias respiratorias superiores. La trfada clinica clasica estd compuesta por
fiebre elevada, cefalea intensa vy rigidez de nuca. Otros sintomas frecuentes son las nauseas vy los
vomitos. También suele haber alteraciones del nivel de conciencia (somnolencia, obnubilacién, letar-
g0, coma). En esta forma de presentacién habitual, la meningitis suele ser diagnosticada en vida y los
casos mortales suelen ocurrir en el dmbito hospitalario.

Ocasionalmente la evolucién de la infeccidon es atipica y especialmente agresiva; el pacien-
te en muy pocas horas evoluciona hacia el coma, shock o muerte, antes de que los sintomas clini-
cos sean obvios y sin dar tiempo a un diagndstico en vida. Un cuadro especialmente virulento es la
sepsis meningocdcica, cuya mortalidad es incluso mayor que la de la meningitis. Caracteristicamente
aparecen petequias cutaneas y el paciente evoluciona al shock en horas. Debido a esta presentacion
subita, inesperada y atipica es requerida una autopsia médico-forense.

4.- CARACTERISTICAS PATOLOGICAS DE LA INFECCION:

Los cambios observados en el encéfalo de las personas que han fallecido por meningitis pié-
gena o shock séptico van a depender del tiempo de evolucién de la infeccidn. En las formas fulminan-
tes (con muy pocas horas de supervivencia) el diagndstico macroscdpico en encéfalo es muy dificil y la
inflamacién meningea puede no ser aparente. Suele existir congestién meningea y edema marcado.
Microscopicamente se puede ver marginacién de polimorfonucleares en las arteriolas de las leptome-
ninges. En estas formas fulminantes el shock séptico (sindrome de Waterhouse-Friderichsen) se mani-
fiesta con hemorragia suprarrenal bilateral (figura 2), coagulacién intravascular diseminada e higado de
shock. Puede haber afectacion por la infeccion en el corazén (figura 3), pulmones o bazo (esplenitis).
La muerte puede ser tan precoz que se produzca antes de que la meningitis se desarrolle.

Figura n° 2. Necrosis hemorragica de la corteza suprarrenal debida a meningococemia (microfoto-
grafia, hematoxilina & eosina).
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Figura n° 3a. Seccién de miocardio que muestra infiltrado inflamatorio de polimorfonucleares, de distri-
bucién preferentemente intersticial (microfotografia, hematoxilina & eosina).

Figura n° 3b. A mayor aumento, se aprecian imagenes sugestivas de colonias bacterianas de cocos con
polimorfonucleares en el interior de un capilar del miocardio (microfotografia, hematoxilina & eosina).
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En las formas agudas con mas de 24-48 horas de supervivencia el exudado purulento
meningeo suele ser visible macroscdpicamente (figura 4), si bien a veces la inflamacién menin-
gea puede ser mucho mas sutil (figura 5), e incluso no ser aparente en la inspeccién visual. Por
ello, se recomienda siempre el estudio histopa-
toldgico. MicroscOpicamente destaca el exuda-
do inflamatorio agudo con presencia de poli-
morfonucleares en el espacio subaracnoideo
(figura 6). En los casos menos severos la infla-
macion se localiza principalmente alrededor de
los vasos sanguineos. El edema cerebral puede
ser tan intenso que, por aumento de la presién
intracraneal, produzca herniacién cerebral vy
hemorragia de Duret secundaria a enclava-
miento. Ademas, la inflamacién se puede
extender hasta los ventriculos (ventriculitis
purulenta) y hacia el parénquima cerebral
(cerebritis focal).

4.1.- ICUANDO DEBE EL FORENSE SOSPE-
CHAR UNA SEPSIS MENINGOCOCICA?
Frente a cualquier muerte fulminante con
presencia de cuadro febril (aunque sea de horas
de evolucién), presencia de petequias cutdneas y

Figura n® 4. Vista externa del cerebro, en el que se obser- h . | el f debe inf
va evidente exudado purulento meningeo. emorragla suprarrenal, €l forense debe informar

de inmediato a las autoridades sanitarias de la sos-

pecha de una sepsis meningocdcica y actuar como recomienda este trabajo (figura 1). Una vez se
conozcan los resultados del andlisis microbiolégico, se volvera a llamar a las autoridades sanitarias
competentes para informar de un resultado positivo o negativo, con objeto de que aquéllas tomen
las decisiones mas adecuadas para el tratamiento de los contactos.

De acuerdo a la experiencia de los autores, es este cuadro de sepsis meningocdcica, y no
el de meningitis, el mas frecuentemente observado en los casos forenses.

4.2.- RECOMENDACIONES EN EL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Se recomienda un estudio histopatolégico de todos los érganos. Con el fin de carac-
terizar lo mas precozmente la naturaleza del posible exudado inflamatorio de la meninge se
puede realizar con una torunda (y en acondiciones de asepsia) un frotis del mismo para estu-
dio citoldgico (figura 7), cuyos resultados pueden ser casi inmediatos en el mismo Servicio de
Patologfa. También se puede hacer en el momento una tincién de Gram con muestra de LCR.
No obstante, sea cual sea el resultado de estos andlisis, este no exime del posterior analisis
microbioldgico. Se recomienda fijar el encéfalo completo para su estudio neuropatolégico, si
bien previamente se pueden coger 2 6 3 pequefias secciones (de unos 2x2 c¢m) de la parte
superficial del cerebro (incluyendo meninges) para su rapida fijaciéon (24 horas) y posterior pro-
cesamiento vy tincion de H/E lo mas precoz posible (resultados en 48-72 horas tras la autopsia
si son procesados en el Instituto de Medicina Legal).
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Figura n° 5. Seccion coronal de la corteza cerebral que muestra una fina banda de exudado inflama-
torio blanquecino en espacio subaracnoideo penetrando en el interior del surco cerebral, que podria
incluso pasar desapercibido en un examen no minucioso.

Figura n° 6. Imagen microscépica del caso anterior. Exudado inflamatorio agudo compuesto casi por
completo de neutrdfilos localizado en el espacio subaracnoideo entre la aracnoides y el parénquima
cerebral (microfotografia, hematoxilina & eosina).
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Figura n° 7. Citologia de una extension del exudado meningeo que muestra multiples neutréfilos. Asi mismo,
se pueden identificar a gran aumento microorganismos en forma de bastoncillo (bacilos) (microfotografia
100x con aceite de inmersién, hematoxilina & eosina). El estudio microbiolégico permitié la deteccion de
Escherichia coli, como causante de una meningitis post-traumatica e infeccién diseminada en una paciente
de avanzada edad.

5.- MICROBIOLOGIA:
5.1.- iCUANDO HAY QUE REALIZAR UN ESTUDIO MICROBIOLOGICO?

En las autopsias con sospecha clinica © morfolégica de meningitis o infeccién fulminante pri-
maria sin origen conocido se deberfa siempre solicitar un estudio microbioldgico.

Las razones para ello son varias:

1) Varios microorganismos pueden causar el mismo cuadro clinico y los mismos hallazgos his-
topatoldgicos [77];

2) el exudado purulento puede no ser detectado durante el examen macroscopico de autop-
sia, e incluso en las formas fulminantes, tal y como se ha comentado, el exudado inflama-
torio agudo puede no ser evidente en el estudio microscopico;

3) Por las repercusiones en la salud piblica es esencial determinar la identidad del organismo
responsable y en el caso de la meningitis meningocdcica también del serogrupo. Este diag-
ndstico va a determinar la quimioprofilaxis y la posible vacunacién (no existe vacuna frente
al serogrupo B) de los contactos expuestos.

5.2.- PROTOCOLO DE ESTUDIO: MUESTRAS NECESARIAS Y ENVIO.

Las principales muestras necesarias para enviar al laboratorio son: sangre, suero, LCR,
orina y visceras en fresco (Figura |). Ademas, si existe efusién pleural o cualquier otro exudado, es
conveniente analizarlo. Como regla general, en microbiologfa forense, se considera conveniente la
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detecciéon del mismo microorganismo en mas de un tejido o fluido corporal. Por este motivo se
aconseja disponer siempre del mayor nimero posible de muestras. Todas las muestras deben
tomarse en recipientes estériles y su envio debe ser inmediato desde la toma. Las muestras para
estudios antigénicos y moleculares deben refrigerarse, mientras que se recomienda mantener a
temperatura ambiente en vez de en refrigeracion las muestras destinadas a cultivo.

5.2.1.- SANGRE Y SUERO.

De acuerdo a las recomendaciones publicadas en la literatura especializada, la sangre se
debe tomar por puncién intracardiaca transcutanea a térax cerrado y tras la desinfeccion de la piel,
o mediante puncién directa del ventriculo derecho a térax abierto. En este Ultimo caso, se debe
aplicar una espatula al rojo sobre el miocardio. También es posible extraer la sangre, en idénticas
condiciones de asepsia, de aorta o vena cava inferior. Sin embargo, seglin la experiencia de los
autores también se consiguen resultados validos con muestras recogidas mediante puncién direc-
ta de una via periférica (vena axilar o femoral), previa exposicién de la misma en las mejores con-
diciones posibles de asepsia.

Se recomienda tomar, al menos, 4 tubos de sangre de 3 & 5 ml: tres de ellos se van a des-
tinar al estudio microbioldgico:

— Un tubo se destinara al cultivo bacterioldgico; se recomienda que este lleve polianetol sul-
fonato sédico (SPS) como anticoagulante, o citrato trisédico (TCS). No se recomienda que
este tubo lleve fluoruro sédico como conservante o EDTA como anticoagulante, ya que
ambos son tdxicos para muchos microorganismos.

— Un tubo se destinara a técnicas moleculares, que debera contener EDTA sédico como anti-
coagulante.

— Un tubo con activador del codgulo se destinara a la recogida de suero; este tubo permite
que, tras la centrifugacién, el suero se separe directamente antes de llegar al laboratorio.

— El cuarto tubo, que se reservard para los andlisis quimicos-toxicoldgicos, deberd contener
oxalato potdsico como anticoagulante y fluoruro sédico como conservante.

52.2.-LCR.

Siempre que exista sospecha de meningitis es conveniente la extracciéon de LCR, que
se hard mediante puncién en la cisterna magna (entre los hemisferios cerebelosos) con aguja
larga desde la parte posterior del cuello. Se coloca al cuerpo en decibito prono y se inserta la
aguja en la linea media bajo la base del hueso occipital y dirigida levemente hacia arriba [8].
Habra que manipular con cuidado para evitar la hemorragia de los pequefios vasos de la zona.
Si no se consigue de esta manera, se podria intentar mediante aspiracion a través de agujero
espinal entre L1 y L2.

La zona de piel donde se va a realizar la puncidn lumbar se desinfecta con lugol-povidona
al 10 % y se deja secar, procediéndose a la extraccion de la mayor cantidad posible de liquido.

5.2.3.- TEIDOS Y ORGANOS EN FRESCO.

Se recomienda el estudio de bazo, higado, pulmdn, miocardio, cerebro, rifidn y glandulas
suprarrenales. Se requiere solo una pequefa cantidad de muestra (una cuia) de cada uno de estos
tejidos, que se introduce en un vial estéril. Se cauteriza una superficie amplia con espatula al rojo y
con ayuda de instrumental estéril se toma un bloque de tejido de | cm3, empleando un equipo para
cada muestra.
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5.2.4.- ORINA.
Se recoge por puncién de la vejiga. Es una muestra Util para el estudio de antigenos bacte-
rianos, especialmente ante la sospecha de S. pneumoniae.

5.3.- ESTUDIO MICROBIOLOGICO: TECNICAS DE LABORATORIO.

El protocolo microbiolégico ante una sospecha de infeccion meningocdcica o de shock sép-
tico fulminante se realiza sistematicamente desde 2001 en el Departamento de Madrid del INTCEF al
que se pueden enviar las muestras antes indicadas desde cualquier punto del pais (Figura ). Este pro-
tocolo consta de las siguientes fases:

5.3.1.- DETECCION DE ANTIGENOS BACTERIANOS.

Investiga la presencia de las bacterias que mas frecuentemente son responsables de infec-
ciones fulminantes (meningitis y shock séptico) mediante la deteccién de sus antigenos en suero,
LCR, exudado pleural y orina.

Se trata de unas técnicas rapidas (| /2 hora), sensibles y que no suelen presentar falsos posi-
tivos. Su caracter es presuntivo, por lo que se deben confirmar mediante andlisis moleculares y/o
cultivo bacteriano. Estas técnicas son:

5.3.1.1.- Aglutinacion en latex, que detecta antigenos polisacaridicos capsulares
de N. meningitidis serogrupos A, B, C, Yy WI35, S. pneumoniae, H. influenzae serotipo b,
Streptococcus B-hemolitico del grupo B (S. agalactiae) y Escherichia coli K12 [9]. Esta técnica se ha
validado en muestras forenses y ha demostrado su utilidad para el diagndstico de infecciones fulmi-
nantes por estos agentes. [1,10]. El protocolo del INTCF incluye el empleo conjunto de dos kits
comerciales diferentes, lo que permite confirmar tanto los resultados positivos como los negativos.
Las muestras necesarias son suero, LCR y orina.

Aunque en general esta técnica no tiene una sensibilidad muy alta, en el caso de infeccio-
nes fulminantes con evolucién fatal suele existir una alta concentracion de antigenos circulantes, por
lo que la sensibilidad es mayor que en muestras clinicas de individuos vivos. Ademas, cuando las
muestras forenses se hallan en buen estado de conservacion, se suele obtener una adecuada corre-
lacién con la PCR[10].

5.3.1.2.- Inmunocromatografia. Esta técnica se aplica a la deteccion de antigenos
capsulares de S. pneumoniae , siendo el LCR la muestra de eleccién.

5.3.1.3.- Inmunoensayo para deteccion de antigeno de Streptococcus pyogenes
(B-hemolitico del grupo A).
Este método, inicialmente disefado para los exudados faringeos [ | 1], también ha sido apli-
cado satisfactoriamente por los autores a la deteccién de infeccién fulminante por S. pyogenes en
suero, liquido pleural y LCR.

5.3.2.- DIAGNOSTICO MOLECULAR.

Consiste en la deteccion de genes especificos de los microorganismos patégenos con la
técnica de PCR. La presencia de ADN de patdgenos en muestras forenses consideradas estériles
(sangre, LCR, liquido pleural...) se considera diagndstica. Se trata de técnicas muy especfficas y sen-
sibles, que permiten la deteccion de algunos microorganismos labiles cuyo crecimiento en medios
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de cultivo a partir de muestras forenses es dificil (IN. meningitidis, S. pneumoniae etc.). Por este
motivo y por su rapidez (3 horas), esta tecnologfa presenta grandes ventajas frente al cultivo. Se trata
de técnicas no comerciales, basadas en estudios de diversos Centros de Referencia de Microbiologfa
(Instituto Nacional de la Salud Piblica de Manchester, CDC e Instituto Pasteur) [12,13, 4]y que han
sido validadas en el INTCF para su empleo forense.

Las muestras que se pueden analizar son sangre, suero, LCR, liquido pleural y tejidos vy
organos en fresco (corazén, pulmoédn, bazo, higado, rifdn, suprarrenales y cerebro).
Excepcionalmente se podrian analizar cortes de parafina de muestras fijadas con formol mediante
técnicas de PCR; sin embargo, el rendimiento de estas técnicas es mucho menor que cuando se
aplican a muestras en fresco, ya que el tratamiento con formol fragmenta y altera el ADN.

En el INTCF la deteccidn de material genético se realiza mediante ensayos de PCR a tiem-
po real con oligonucledtidos y sondas Tag-Man MGB disefiados para amplificar regiones especfficas
de cada una de las especies estudiadas. Esta técnica permite cuantificar la cantidad del producto de
amplificacion obtenido, correlaciondndolo con unas medidas de fluorescencia que se monitorizan
autométicamente, por lo que también se le denomina PCR cuantitativa. En el supuesto de meningi-
tis bacteriana y/o shock séptico fulminante, se analizan los siguientes agentes:

| .- Investigacion de N. meningitidis mediante deteccién del gen ctr-A, comin a todas los sero-
grupos de esta especie.

2.- Deteccion de los serogrupos B, C, W135 e Y de N. meningitidis mediante el anlisis del
gen siaD.

3.- Investigacién de S. pneumoniae mediante deteccién del gen de la pneumolisina ply.

4.- Investigacion de H. influenzae mediante deteccién del gen bex-A que codifica la exporta-
cién del polisacarido capsular.

Concretamente, aunque existen otras técnicas basadas en la PCR, consideramos que la
PCR a tiempo real es la més adecuada para aplicar a muestras forenses ante el supuesto de shock
séptico o meningitis meningocdcica, dada la necesidad de detectar o excluir con la mayor rapidez
posible la presencia de N. meningitidis, puesto que esta permite obtener un resultado fiable solo en
unas horas desde el inicio del andlisis.

5.3.3.- CULTIVO BACTERIOLOGICO.

En microbiologia clinica el cultivo bacteriano es la técnica de referencia o "gold stan-
dard"; no obstante, en microbiologia forense no siempre se ha considerado como Util, dado
el elevado grado de contaminacién de las muestras, que se suele deber a la falta de asepsia
durante la toma. Otra razén de su menor utilidad es que aquellos microorganismos mas |abi-
les pueden no crecer en los medios de aislamiento, ocasionando falsos negativos. No obs-
tante, un resultado positivo en el aislamiento de bacterias patégenas no ofrece dudas acerca
de su interpretacion, aportando siempre datos claves para establecer la etiologfa de la causa
de muerte [15]. Por ello, consideramos que en microbiologia forense no se debe prescindir
del cultivo, sino que este debe complementarse con otras técnicas como las antigénicas vy
moleculares [16].
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Ante la sospecha de una meningitis bacteriana o un shock séptico fulminante, aunque las
técnicas moleculares permiten la deteccidn especffica, rdpida y sensible de los patdgenos investiga-
dos, es conveniente realizar también un cultivo para aislar la bacteria responsable de la muerte. Este
tendrfa dos objetivos fundamentales: confirmar los resultados moleculares y antigénicos, y caracte-
rizar la cepa de la bacteria aislada con fines epidemioldgicos. Estos resultados se suelen obtener
entre 24 y 72 horas.

El cultivo bacteriolégico se puede efectuar en sangre (hemocultivos), LCR, liquido pleural
y tejidos y érganos en fresco, pudiendo realizarse una tincion de Gram en el LCR como técnica de
screening previo [9].

6.- RECOMENDACIONES SANITARIAS:
6.1.- INFORMACION A LAS AUTORIDADES SANITARIAS COMPETENTES.

Las meningitis bacterianas son enfermedades de declaracion obligatoria. Ante su sospecha se
debe realizar una declaraciéon urgente a la Unidad de Vigilancia Epidemioldgica de la Direccidn
Territorial de Sanidad (Consejerfa de Salud). En el caso de infeccién meningocdcica, una vez conocido
el serogrupo se debera comunicar con la mayor rapidez posible para valorar la necesidad de vacuna-
cién de los contactos no vacunados. Tras aislar la cepa, esta debera ser analizada para su tipado.

6.2.- MANEJO DE LOS CONTACTOS.

La recomendacién de quimioprofilaxis a los contactos estrechos en un caso de enferme-
dad meningocdcica debera realizarse tan pronto como sea posible, idealmente en las primeras 24
horas después del diagndstico. Si por alguna razén no se hubiera podido detectar antes, incluso se
podrfa iniciar hasta un plazo de 10 dfas después de los sintomas; no obstante, su eficacia es dudosa
pasado dicho tiempo. Para la instauracion temprana de las medidas preventivas es importante un
diagndstico precoz. En los casos debidos a serogrupos para los que se dispone de vacuna, se reco-
mienda su administracién para evitar los casos secundarios tardios, ya que su efecto se produce tras
|0-15 dfas de su administracion.

6.3.- RECOMENDACIONES PARA EL PERSONAL SANITARIO.

Aquel personal sanitario que ha realizado maniobras de resucitacion boca a boca, se con-
sidera con riesgo de enfermedad alto y se recomienda quimioprofilaxis. Por el contrario, para el per-
sonal sanitario sin exposicidn directa a las secreciones orales del paciente la quimioprofilaxis no es
recomendada al considerarse de riesgo bajo.

En el caso del personal sanitario de autopsias no existen unas instrucciones claras sobre
profilaxis. Con relacién a la vacuna conjugada frente al meningococo C, esta es muy eficaz, de larga
duracién (tedricamente y por los estudios realizados hasta el momento, confiere inmunidad para
toda la vida, aunque hay que sefalar que dichos estudios no tienen mas de 5 afios) y poco reactd-
gena, por lo que podria estar recomendada al personal sanitario de autopsias, si bien el nimero de
casos detectados es bajo. Por este motivo, no se han definido lineas de actuacién al respecto. Otra
posibilidad, es la vacunaciéon o profilaxis de este personal una vez que se ha detectado el caso y se
ha identificado el serogrupo responsable en el laboratorio. Por otro lado, debido al potencial riesgo
de contagio durante la autopsia, se recomiendan medidas de proteccién durante esta y durante el
tratamiento posterior de las muestras en laboratorio, como son el empleo de guantes, mascarilla,
gafas, asf como la manipulacidn de las muestras en campana de seguridad bioldgica de tipo Il y su
centrifugacién en tubos cerrados empleando centrifugas con tapa de seguridad.
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