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PAR Paises de alta renta

PBR Paises de baja renta

PMBR Paises de baja y mediana renta
PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa
PMR Paises de mediana renta

PVVS Personas que viven con VIH/SIDA
SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
SNC Sistema Nervioso Central

SVD Sitios de Vigilancia Demografica

TAR Terapia Antirretroviral

TB Tuberculosis

TB MDR Tuberculosis Multirresistente
TMM Tasa de mortalidad materna

VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana
VPN Valor Predictivo Negativo

VPP Valor Predictivo Positivo
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Traslocacién bacteriana: consiste en el paso de microorganismo (y sus productos)
desde la luz intestinal, a sitios extraintestinales, como los ganglios linfaticos
mesentéricos, la sangre, el liquido ascitico o el pancreas. Puede suceder de forma
fisioldgica sin alteraciones y también en contextos patoldgicos, mediada por lesion de la
mucosa intestinal, inflamacion, isquemia, alteracion de la inmunidad o sobrecrecimiento
del microbioma intestinal.

Intervalo post mortem: en microbiologia post mortem es el tiempo transcurrido entre la
muerte y la toma de muestras, ya sea a través de una autopsia completa o de la autopsia
minimamente invasiva. En el contexto forense se define como el tiempo transcurrido
entre la muerte y el hallazgo del cadaver.

Microbiologia forense: se define como la disciplina que aplica métodos cientificos al
analisis de evidencia microbioldgica en casos penales y civiles con fines investigativos.
Este campo de estudio se basa en técnicas clasicas de microbiologia, como cultivos e
identificacién bioquimica, pero también incorpora ensayos de biologia molecular,
genética y filogenética. Ademas, los principios forenses, la recopilacion de pruebas, la
cadena de custodia y las presentaciones en los tribunales son fundamentales.
Microbiologia post mortem: constituye una parte importante del proceso de la autopsia,
se encarga de la investigacion post mortem que ayuda a establecer el rol en la causa
de la muerte de la infeccion cuando esta presente, o es sospechada, antes del
fallecimiento.

Microbioma: es la comunidad de microorganismos (como los hongos, bacterias y virus)
que existen en un entorno en particular. En los seres humanos, el término se utiliza con
frecuencia para describir los microorganismos que viven en o sobre una zona particular
del cuerpo, como la piel o el tracto gastrointestinal.

Microbioma epinecrético: término que se utiliza para referirnos a las comunidades
microbianas que habitan en las superficies externas de un cadaver.

Tanatobioma: término que se utiliza para referirnos a las comunidades microbianas que

habitan en los 6rganos internos de un cadaver.




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA

Articulos que componen la tesis



J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA

Tesis en formato de compendio de publicaciones. La tesis consta de 6 objetivos y 6

articulos.

Articulo 1

AUTORES: Castillo P*, Hurtado JC*, Martinez MJ, Jordao D, Lovane L, Ismail MR,
Carrilno C, Lorenzoni C, Fernandes F, Mocumbi S, Jaze ZO, Mabota F, Cossa A,
Mandomando |, Cisteré6 P, Mayor A, Navarro M, Casas |, Vila J, Maixenchs M,

Munguambe K, Sanz A, Quinté L, Macete E, Alonso P, Bassat Q, Ordi J, Menéndez C.

*Ambos autores han contribuido de idéntica manera al trabajo y ambos deben ser

considerados como primer autor del mismo.

TITULO: Validity of a minimally invasive autopsy for cause of death determination in

maternal deaths in Mozambique: An observational study.

REVISTA, VOLUMEN (NUMERO): PAGINAS, FECHA DE PUBLICACION: PLOS

Medicine, 14(11): 15. November 8, 2017
DOI: 10.1371/journal.pmed.1002431
FACTOR DE IMPACTO: 11.675

CUARTIL (JCR): Q1 (Medicine General and Internal)



J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA

Articulo 2

AUTORES: Hurtado JC, Quinté L, Castillo P, Carrilho C, Fernandes F, Jordao D, Lovane
L, Navarro M, Casas |, Bene R, Nhampossa T, Santos Ritchie P, Bandeira S, Sambo C,
Chicamba V, Mocumbi S, Jaze Z, Mabota F, Ismail MR, Lorenzoni C, Guisseve A,
Rakislova N, Marimon L, Castrejon N, Sanz A, Cossa A, Mandomando I, Munguambe
K, Maixenchs M, Mufioz-Almagro C, Macete E, Alonso P, Vila J, Bassat Q, Menéndez

C, Martinez MJ, Ordi J.

TiTULO: Postmortem Interval and Diagnostic Performance of the Autopsy Methods.

REVISTA, VOLUMEN (NUMERO): PAGINAS, FECHA DE PUBLICACION: Scientific

Reports, 8 (1):16112. Published 2018 Oct 31.

DOI: 10.1038/s41598-018-34436-1

FACTOR DE IMPACTO: 4.011

CUARTIL (JCR): Q1 (Multidisciplinary Sciences)




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA

Articulo 3

AUTORES: Hurtado JC, Castillo P, Fernandes F, Navarro M, Lovane L, Casas |, Quintd
L, Marco F, Jordao D, Ismail MR, Lorenzoni C, Martinez-Palhares AE, Ferreira L,
Lacerda M, Monteiro W, Sanz A, Letang E, Marimon L, Jesri S, Cossa A, Mandomando

[, Vila J, Bassat Q, Ordi J, Menéndez C, Carrilho C, Martinez MJ.

TITULO: Mortality due to Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii in low-

income settings; an autopsy study.

REVISTA, VOLUMEN (NUMERO): PAGINAS, FECHA DE PUBLICACION: Scientific

Reports, 9 (1):7493. Published 2019 May 16.
DOI: 10.1038/s41598-019-43941-w
FACTOR DE IMPACTO: 3,998

CUARTIL: Journal Citation Reports (JCR): Q1 (Multidisciplinary Sciences)




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA

Articulo 4

AUTORES: Garcia-Basteiro AL*, Hurtado JC*, Castillo P, Fernandes F, Navarro M,
Lovane L, Casas I, Quinté L, Jordao D, Ismail MR, Lorenzoni C, Carrilho C, Sanz A,
Rakislova N, Mira A, Alvarez-Martinez MJ, Cossa A, Cobelens F, Mandomando |, Vila J,

Bassat Q, Menendez C, Ordi J, Martinez MJ.

*Ambos autores han contribuido de idéntica manera al trabajo y ambos deben ser

considerados como primer autor de este.

TITULO: Unmasking the hidden tuberculosis mortality burden in a large postmortem

study in Maputo Central Hospital, Mozambique.

REVISTA, VOLUMEN (NUMERO): PAGINAS, FECHA DE PUBLICACION: European

Respiratory Journal, 54 (3):1900312. Published 2019 Oct 1.
DOI: 10.1183/13993003.00312-2019
FACTOR DE IMPACTO: 12.339

CUARTIL (JCR): Q1 (Respiratory System)




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA

Articulo 5

AUTORES: Garcia-Basteiro AL*, Hurtado JC*, Castillo P, Fernandes F, Navarro M,
Lovane L, Casas I, Quinté L, Jordao D, Ismail MR, Lorenzoni C, Carrilho C, Sanz A,
Rakislova N, Mira A, Alvarez-Martinez MJ, Cossa A, Cobelens F, Mandomando |, Vila J,

Bassat Q, Menendez C, Ordi J, Martinez MJ.

*Ambos autores han contribuido de idéntica manera al trabajo y ambos deben ser

considerados como primer autor de este.

TITULO: Performance of the Xpert MTB/RIF Ultra assay for determining cause of death

by tuberculosis in tissue samples obtained by minimally invasive autopsies.

REVISTA, VOLUMEN (NUMERO): PAGINAS, FECHA DE PUBLICACION: Chest.

2020; S0012-3692(20)31876-6.
DOI: 10.1016/j.chest.2020.06.071
FACTOR DE IMPACTO: 9.410

CUARTIL (JCR): Q1 (Respiratory system)




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA

Articulo 6

AUTORES: Hurtado JC, Carrilho C, Mandomando |, Martinez MJ on behalf of the

CaDMIA bacterial study group

TiTULO: Fatal multi-drug-resistant Acinetobacter baumannii pneumonia in Maputo,

Mozambique. A case report.

REVISTA, VOLUMEN (NUMERO): PAGINAS, FECHA DE PUBLICACION:
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, 37(7):485-487. Agosto—

Septiembre 2019
DOI: doi:10.1016/j.eimc.2018.06.016
FACTOR DE IMPACTO: 1.654

CUARTIL (JCR): Q4 (Microbiology)




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA

Resumen



J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA

TiTULO: Diagnéstico de la Causa de Muerte y Caracterizaciéon de Infecciones

Fatales en Muestras Post mortem en Paises de Baja Renta
INTRODUCCION

La ausencia de datos confiables sobre las causas de muerte se ha sefialado como un
factor limitante para reducir la mortalidad en el mundo. Entendemos que para poder
desarrollar un planteamiento y discutir sobre politicas de salud es necesario tener
informacion sobre la magnitud (cuantas personas fallecen y por qué) de los problemas
que atafen a este campo. Sin esta informacion, no es posible implementar una
adecuada planificacion y asignacion de los recursos con los que se cuenta. Ademas, la
falta de informacién sobre las causas de muerte afecta de forma desigual a las personas
en el mundo. Algunos de los grupos en los cuales se hace patente esta desigualdad son
los ninos menores de 5 afos, las mujeres gestantes y las personas que viven en paises

de baja y mediana renta.

Desde el 2015, un equipo interdisciplinar del Instituto de Salud Global de Barcelona
estudia los métodos para generar pruebas mas definitivas sobre las causas de la
mortalidad. Se puso a prueba una técnica potencialmente poderosa, en la cual se realizd
muestreo de tejido a través de la autopsia minimamente invasiva, para obtener

informacion de alta calidad sobre las causas de la mortalidad.
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipdtesis general de esta tesis es que la autopsia minimamente invasiva puede
proporcionar una informacion precisa y valiosa para las muertes de causa infecciosa en

paises de renta baja y mediana.

Las hipotesis especificas del proyecto son: la autopsia minimamente invasiva permitira
obtener datos de calidad sobre las causas de muerte materna, es posible tomar

muestras autépsicas mas alla de 24 horas post mortem sin una alteracion importante en
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los resultados microbioldgicos, la autopsia minimamente invasiva y el analisis detallado
de los datos autépsicos permiten determinar y caracterizar la mortalidad por
Cryptococcus spp y la autopsia minimamente invasiva y el andlisis detallado de los datos

autopsicos permiten determinar y caracterizar la mortalidad por tuberculosis.
MATERIAL Y METODOS

La validez de la autopsia minimamente invasiva se evalué comparando con los
resultados de la autopsia completa. Para realizar la autopsia minimamente invasiva, se
utilizaron agujas de biopsia para la toma de muestras post mortem de 6rganos clave,
como tejido de cerebro, pulmones, corazén, higado, bazo, rinones y médula dsea
(ademas de utero, en caso de mujeres en edad fértil) y de fluidos (sangre y liquido
cefalorraquideo), para ser analizados mediante técnicas de patologia, microbiologia y

otras pruebas para establecer la causa de la muerte sin una autopsia completa.
RESULTADOS PRINCIPALES

Las enfermedades infecciosas no obstétricas (22/32, 69%) y hemorragia obstétrica
(13/24, 54%) fueron las causas de muerte mas comunes entre las condiciones
obstétricas indirectas y directas, respectivamente. La autopsia minimamente invasiva
identificd una causa de muerte en el 86% de las mujeres (kappa = 0,48, IC del 95%:

0,31-0,66).

Se comparo el impacto del incremento de los intervalos post mortem (IPM) en los
resultados de las pruebas microbiolégicas en 282 casos. El aumento del IPM se asocié
con un aumento en el numero de bacterias identificadas (tasa: 1.014 por hora; p =
0.0228). Se debi6 principalmente al aumento del nimero de enterobacterias y cepas del

género Pseudomonas.

Entre los 284 casos incluidos, se diagnosticaron 17 infecciones criptocécicas mortales.

La mortalidad entre pacientes con VIH (16/163) fue del 10% incluidas cuatro muertes
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maternas. Un tercio de los casos correspondié a Cryptococcus gattii (tipos moleculares
VGI y VGIV, cepas Ba y Ca) y el resto correspondié a Cryptococcus neoformans var.
grubii (todas las cepas VNI y Aa). El nivel de sospecha clinica pre mortem fue bajo

(7/17). El 41% falleci6 dentro de las primeras 72 h de ingreso.

Se realizaron la autopsia minimamente invasiva y la autopsia diagndstica completa en
282 pacientes fallecidos. ldentificamos Acinetobacter baumannii en 5 casos con el
método de autopsia minimamente invasiva y 3 casos con el método de autopsia
diagndéstica completa (concordancia en 3 casos). Se recuperaron las cinco cepas y se
realizaron pruebas de susceptibilidad para cada una. La resistencia a multiples farmacos

se detecto solo en una cepa.

Se realizaron autopsias completas en 223 defunciones en Mozambique. La tuberculosis
(TB) fue identificada como la causa de muerte en 31 pacientes. El diagndstico clinico
principal para detectar la TB como causa de muerte tuvo sensibilidad de 19,4% y
especificidad de 97,4% comparados con autopsia diagndstica completa. Se encontré TB
concomitante en 31 casos adicionales. Xpert Ultra ayudo a identificar 15 casos de TB
concomitante. En 18 pacientes, se identific6 ADN de Mycobacterium tuberculosis

mediante TB-PCR y Xpert Ultra en ausencia de lesiones histolégicas de TB.

Se evalud el rendimiento de la prueba Xpert Ultra en muestra obtenidas mediante
autopsia minimamente invasiva para detectar causa de muerte por tuberculosis. Se
incluyeron 117 casos. La mayor especificidad en un solo tejido se obtuvo en pulmén
(0,98) Para la combinacion de 6rganos, el rendimiento mas alto se observé para la

combinacion de pulman/cerebro (sensibilidad 0,85 y valor predictivo negativo de 0,95)

CONCLUSIONES

La concordancia global entre la autopsia minimamente invasiva sin informacion clinica
y la autopsia completa para el diagnédstico de la causa de muertes maternas fue

moderada. La coincidencia diagnodstica fue mayor para las causas de muerte no
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obstétricas que para las obstétricas. En este ultimo grupo de patologias, la autopsia
minimamente invasiva presenta notables limitaciones cuando la evaluacion se realiza a
ciegas, sin informacion clinica. La autopsia minimamente invasiva tiene potencial para
convertirse en una herramienta Util para determinar las causas de muerte materna en
paises de baja renta. La autopsia minimamente invasiva realizada con posterioridad a
las primeras 24 tras el fallecimiento sigue proporcionando informacion util que permite
alcanzar el diagnéstico en la mayoria de los casos. No obstante, la deteccion de algunos
microorganismos como de la familia Enterobacteriaceae y del género Pseudomonas en
estas autopsias debe hacerse con cautela. Las muestras obtenidas durante la autopsia
minimamente invasiva permiten realizar un estudio detallado de los agentes infecciosos

y caracterizar mejor asi las infecciones fatales.
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Para la realizacion de esta tesis, se plantedé como objetivo general comparar la técnica
de autopsia minimamente invasiva (AMI) con la autopsia completa (AC), considerada
como el estandar de referencia, para determinar la causa de muerte (CdM). Se
evaluaron las ventajas y desventajas de la AMI como una alternativa viable y efectiva

en la determinacion de la CdM en regiones con bajos y medianos ingresos.

Es fundamental para los gobiernos de todos los paises conocer el numero de
nacimientos y defunciones anuales, asi como las principales causas de muerte. Esta
informacion es esencial para el funcionamiento adecuado de los sistemas de salud y de
organizacién en general.! Los registros civiles son la fuente de recopilacion de esta
informacion, proporcionando no solo el marco juridico de cada individuo, reconocido en
el articulo 6 de la Declaracion Universal de los Derechos Humanos, sino también
permitiendo a los paises identificar los problemas sanitarios mas apremiantes.! Sin
embargo, se enfrentan a la realidad de la precariedad de los sistemas de informacion
de salud y las estadisticas de mortalidad, situaciones ampliamente documentadas tanto
en la literatura como en los informes de los paises a la Organizacion Mundial de la

Salud.?

En particular, en los paises de bajos y medianos ingresos, los datos son aun mas
alarmantes. Es suficiente mencionar que la OMS recibe informacion sobre las causas
de muerte en menos del 50% de los casos de los 194 paises que deberian reportar

dichos datos.?

1. Antecedentes historicos de la autopsia para identificacion de la causa

de muerte

Como herramienta, la autopsia ha servido desde sus inicios para conocer el cuerpo

humano en profundidad, ha permitido establecer las bases de diferentes disciplinas
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relacionadas a la medicina como la Anatomia, la Fisiologia o la Fisiopatologia y es un
elemento esclarecedor de gran utilidad a nivel judicial en las investigaciones de

muertes de causa incierta o violenta.

Una pregunta de gran relevancia en el pensamiento médico actual es: ,Por qué fallece
una persona?* Esta interrogante suele estar acompanada por otra: Fue la muerte
provocada o se debi6 a una enfermedad natural? En caso de que haya sido a causa de
una dolencia, surge la siguiente cuestion: ¢ Cual fue esa dolencia? Sin embargo, esta
ultima pregunta nos conduce a otra reflexion: ; Como podemos determinarla? Estas
interrogantes, muy probablemente, tenian igual importancia hace algo mas de cinco
siglos, cuando la practica y teoria médicas predominantes tenian escasa relacion con el
estado actual del arte de la medicina.* Sin embargo, las respuestas Utiles a estas
preguntas podrian provenir de una autopsia, aun cuando esta fuera realizada hace mas

de cinco siglos.*

Se atribuye a los cientificos alejandrinos Herdfilo (335-280 a.C.) y Erasistrato (304-250
a.C.) las primeras disecciones humanas, aproximadamente un siglo después de la
muerte de Hipocrates. Lamentablemente, sus escritos se han perdido y conocemos su
trabajo a través de otros autores.® La medicina que se logré desarrollar en la época de
Herofilo y Erasistrato, a pesar de seguir una filosofia naturalista, no incorpor6é de
inmediato la autopsia.* Los estudios anatdémicos, particularmente en animales y en un
grado mucho menor en el hombre, no estaba dirigida principalmente a la comprension
de la enfermedad. Como resultado, la anatomia jug6 un papel pequefo en la teoria
meédica griega temprana; de esto se entiende porque los griegos explicaban la
enfermedad en gran parte por los humores: la enfermedad era el resultado del
desequilibrio en los fluidos observados e hipotéticos del cuerpo. Los componentes
solidos, el aspecto mismo al que asistia la diseccion, solo tenian un pequefio papel. Por
supuesto, en algunos aspectos de la enfermedad, especialmente en algunas

condiciones quirurgicas, las alteraciones anatomicas pueden ser tan llamativas que no
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pueden ignorarse. Pero, en general, el estudio antiguo de la enfermedad no enfatizaba
los 6rganos solidos, la estructura anatémica ni los cambios en ellos. Hasta que las
teorias de la enfermedad tomaron deliberadamente en cuenta el cambio estructural, la
autopsia tuvo poco lugar en la medicina.* De hecho, después de Hipdcrates
transcurrieron casi mil ochocientos afios antes de que la autopsia fuera utilizada para

identificar las causas de la muerte.

Otra cultura que en la antigliedad también se interesd por acceder al interior de los
cuerpos fue la egipcia, pero principalmente como parte de sus creencias religiosas. En
Egipto el embalsamamiento se habia practicado desde tiempos remotos. Los
embalsamadores, que probablemente pertenecian a una clase social baja, movieron los
organos internos y debieron hacer observaciones sobre lo “normal” y lo “no normal”.*
Aparentemente no comunicaron sus observaciones a los sacerdotes u otras personas
de clase alta que pudieran practicar la medicina o escribir sobre descubrimientos
cientificos.® Si se tiene noticia de que los antiguos egipcios poseian conocimientos de

anatomia, como lo demuestran los papiros de Edwin Smith y de Ebers.®

En la antigua Roma, las autopsias no fueron practicadas debido a su prohibicion. Galeno
(130-200 d.C.) lamento la escasez de oportunidades para realizar disecciones y resaltd
la importancia de aprender sobre el cuerpo humano de cualquier fuente disponible.*
Observd a hombres heridos, practicd disecciones de animales, especialmente de
aquellos como simios (por su semejanza a los seres humanos), y mencion6 haber
examinado casualmente dos esqueletos, uno recuperado de una tumba por una
inundacion del rio y otro de un ladrén sin enterrar, cuyos huesos habian sido limpiado
por aves carrofieras.* Su trabajo, aunque en gran parte se ha perdido, fue importante
para el reconocimiento de la anatomia, fisiologia y patologia como ciencias
fundamentales de la medicina, sentando asi las bases de la disciplina y permitiendo su
unificacion. Muchos de sus conceptos perduraron inamovibles hasta los tiempos de

Paracelso en el siglo XVI.”
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En cuanto al curso histérico de las autopsias en esta época, no esta claro si se realizaron
disecciones humanas durante el tiempo en el cual se desarrollé el Imperio Romano.®
Sin embargo, el conocimiento anatémico siguié aumentando lentamente en el mundo
antiguo, incluso durante los inicios de la Edad Media. A pesar de la prohibicion
eclesiastica de las autopsias, hubo un aumento en la comprension de la enfermedad en
ese periodo. Un ejemplo de este progreso en el pensamiento médico se encuentra en
la obra del médico bizantino Aecio de Amida (siglo V1), autor de "Tetrabiblion" (Dieciséis
libros de medicina), donde recopilé su propia experiencia y se basoé en el conocimiento
médico previo, incluidos los manuscritos de la Biblioteca de Alejandria.” Aecio busco
correlacionar la causa de la enfermedad basandose en las autopsias, al mismo tiempo
que trataba a los pacientes.® A pesar de todos estos esfuerzos por utilizar la autopsia
como herramienta para determinar la CdM, su impacto fue residual en la teoria médica

hasta finales de la Edad Media.

El primer escrito que describe la busqueda de la causa de la muerte a través de la
exploracién de los 6rganos durante la autopsia es del ano 1125. El monje e historiador
britanico Guillermo de Malmesbury (c. 1095/6-c. 1143) en su Gesta Regum Anglorum
(“Hechos de los reyes ingleses”), narra que el rey noruego Lot Sigurd Jorsalfar (Sigurd
I, el Cruzado) al pasar por Bizancio, en su retorno de la Tierra Santa en 1111, evidencié
qgue muchos de sus hombres morian. Sigurd crey6é que la causa de estas muertes se
debid al vino que bebieron, por eso ordend colocar el higado de un cerdo dentro del vino
sospechoso, luego mando eviscerar a uno de sus seguidores muertos: el higado tenia
el mismo aspecto que el higado del cerdo. Por lo tanto, pensé Sigurd: el vino es la causa

de la muerte de sus hombres y debe ser diluido con agua antes de beberlo.®

Mas de un siglo después de los eventos descritos por Guillermo de Malmesbury, se
registro otro evento que relaciond los hallazgos en la autopsia con la causa de muerte.
El fraile franciscano Fra Salimbene de Adam da Parma (1221-1288) menciond en su

Croénica que, durante el invierno de 1286, hubo una epidemia en las ciudades del norte
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de ltalia que afecto tanto a gallinas como a humanos.? Dejo registrado en su obra que
en Cremona, un médico anénimo realizé las disecciones y encontrd, en las gallinas y en

un hombre muerto al mismo tiempo que estas, abscesos (apostema) sobre el corazén.?®

En Bolonia, en los siglos Xl y XIV los magistrados pedian y aceptaban testimonios de
disecciones.?® Esto sucedid debido que en 1209 el papa Inocencio Ill (1198-1216)
declaré que, en caso de muerte inexplicable, esta debia de ser investigada por un
médico experimentado.>® En el afio 1302 la investigacion de la muerte de Azzolino degli
Onesti dej6 la primera autopsia registrada. Dos médicos y tres cirujanos (otras
referencias indican que fueron 2 cirujanos) determinaron que la causa de la muerte fue
natural y no producida por envenenamiento.*®° Es el primer caso de una diseccion

médico-judicial del que se tiene registro.®

Las autopsias aparentemente no estaban limitadas a la investigacion médico legal.
Katharine Park'® sostiene que la iglesia, en el medioevo, en el norte de Italia, no prohibia
las disecciones y que se incluian en las costumbres funerarias de preservacion. Pone
como ejemplos disecciones o autopsias realizadas en monasterios, aunque las monjas
que las realizaron buscaban en los cuerpos pruebas de santidad mas que una

explicacion de la muerte.™

Las personas que realizaban las autopsias hasta ahora relatadas durante el medioevo
sufrian de un problema importante, no habia una descripcion sistematica de lo “normal”
con la cual comparar sus hallazgos. Mas alla de lesiones claramente evidentes o de
algunos tipos de envenenamientos, las personas que practicaban las autopsias no

tenian una herramienta adecuada con que comparar sus observaciones.®

En Bolonia prosperaron las disecciones publicas autorizadas por la iglesia con el objeto
de ensenar anatomia a los médicos y no solo con fines legales. De Bolonia surge el
primer libro de anatomia humana, Anathomia corporis humani, escrito en el 1316, obra
de Mondino de Luzzi (c. 1270-1326), se trata de un manual de diseccion y texto

anatomico que se copiaba a mano; en 1478 se edita la primera edicién impresa en
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Padua, desde entonces se imprimieron mas de 40 ediciones. Por 200 anos fue el texto
indiscutido. El problema era que Mondino encontraba en las disecciones lo que decia
Galeno que se debia encontrar, no lo que él veia.®'" Ademas, ¢cémo reconocer lo
anormal si no se conocia lo normal? La anatomia humana normal estaba todavia por

venir. Y sobraba la fe.?

Las disecciones publicas se convierten en regulares en ltalia, luego en el resto de
Europa. Tenian un aire de espectaculo social mas que evento académico y se llevaban
a cabo durante la época de carnaval, por el frio, en instalaciones temporales que se
edificaban para la ocasién. El primer anfiteatro permanente es el construido por Fabrizio
d’Acquapendente (1537-1619) en Padua, que es de 1594. Después se construyeron en

Leyden (1597), Londres (1636), Bolonia (1649), Uppsala (1672) y Paris (1780)°.

Uno de los primeros pasos para la descripcion de lo “normal” lo dio Antonio Benivieni
(1443-1502), nacié en el seno en una antigua y noble familia florentina, estudio en las
universidades de Pisa y Siena. Escribi6 muchos manuscritos médicos y no médicos,
pero su trabajo mas famoso fue De Abditis Nonnullis ac Mirandis Morborum et
Sanationum Causis (De algunas causas oscuras y admirables de enfermedades y
curaciones), publicado en 1507, cinco afios después de su muerte. Su hermano, el poeta
Geronimo Benivieni, descubrié el manuscrito y lo publicd. Antonio hizo una recopilacion
de 160 casos a lo largo de 32 afos, aunque la publicacion original solo mostraba 111
casos seleccionados por Giovanni Rosati, fildsofo y médico amigo de Gerénimo, que le
ayudo con la tarea de revisar el manuscrito. Los 49 casos restantes fueron ubicados por
Francesco Puccinotti y publicados en 1855. De los 111 casos publicados, 16 van
acompanados de un informe de “autopsia”. Estos casos determinan la trascendencia de
la obra, siendo el primer libro que considera las autopsias en la busqueda de las causas
de las enfermedades®. Los registros son sucintos: “Mi tocayo, Antonio Bruno, retenia el
alimento que habia ingerido por un corto tiempo y después lo vomitaba sin haberlo

digerido. Fue tratado cuidadosamente con toda clase de remedios para curar los
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problemas gastricos, pero como ninguno le sirvié para nada, adelgazo por falta de
nutricion hasta quedarse en pura piel y huesos; finalmente le llegé la muerte. El cadaver
se abrié por razones de interés publico. Se encontrd que la apertura de su estdbmago se
habia cerrado y que se habia endurecido hasta la parte mas inferior, resultando en que

nada podia pasar por ahi a los 6rganos siguientes, lo que hizo inevitable la muerte™®

El siguiente gran paso lo hizo Andrea Vesalio (1514-1564), profesor de anatomia y
cirugia en Padua desde 1537, médico de Carlos V y Felipe Il; él es quien se atreve a
corregir los errores de la anatomia de Galeno. Con sus propias observaciones escribe,
ilustra y publica en 1543 (36 anos después de la publicacion de Benivieni) el
revolucionario De humani corporis fabrica (Sobre la estructura del cuerpo humano)®. A
lo largo del siglo XVI, las autopsias se aceptaron de manera mas amplia. La autopsia
realizada en 1556 al fundador de la orden de los jesuitas, Ignacio de Loyola, proporciona
una idea de la aceptacion de las autopsias por parte de la Iglesia. Realdo Colombo,
profesor de anatomia en Roma fue quien realizé la autopsia. En su libro De re

Anatomica, publicado en 1559, escribié que le “extrajo piedras de la vena porta™.

Otro hito en el uso de las autopsias como fuente de indagacion de la causa de la muerte
fue puesto por Théophile Bonet (1620-1689) con su obra Sepulchretum: sive anatomia
practica ex cadaveribus morbo denatis (Sepulcros o la anatomia practicada en
cadaveres de muertos por enfermedad), publicado en 1679 en Ginebra.® El titulo
completo tiene la siguiente adicion: Proponens historias et observations omnium humani
corporis effectuum, ipsorumq(ue), causas reconditas relevans (Una explicacion de las
historias y observaciones de todas las enfermedades que afectan el cuerpo humano y
revelando sus causas ocultas). El libro fue realmente notable y provocador en una época
en que la teoria humoral de Galeno todavia dominaba el pensamiento médico.® Este
manuscrito reune los relatos de 2806 autopsias realizadas en los 200 afos que
preceden a las autopsias que realizd, con comentarios y referencias a las enfermedades

padecidas por los pacientes a quienes se les practicd el procedimiento.® El verdadero
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mérito del trabajo de Bonet es el redescubrimiento y publicacion de las obras olvidadas
de otros. La riqueza del material recopilado y la organizacién en secciones basadas en
sintomas no habia sido visto antes. Un punto débil es la falta de correlacion organizada
entre anormalidades y enfermedad, déficit que estaba asociado con el momento del
desarrollo del pensamiento médico que era demasiado temprano para una conclusion

I6gica en ultima instancia. Algo que seria subsanado en otra monumental publicacion.

La gigante obra de Bonet fue seguida por la de Giovanni Battista Morgagni (1682-1771)
quien, en 1761, cuando tiene 79 anos, publica en Venecia, De Sedibus et Causis
Morborum per Anatomen Indagatis (El sitio y las causas de las enfermedades por la
indagacion anatomica). El legado de Morgagni se basa en que “sostiene que las
enfermedades se deben a lesiones en los 6rganos y que a ellas se deben los signos y
los sintomas, es el método anatomo-clinico™. En su obra, Morgagni describe, comenta,
clasifica e indiza 641 autopsias donde ademas de las que llevé a cabo, estan las
realizadas por Malpighi, Valsalva y otros médicos. El manuscrito contiene cuatro indices
que correlacionan signos y sintomas con lesiones y viceversa, causas de la enfermedad,
edad y oficio. Morgagni admite que sus observaciones son pocas, comparadas con las
del Sepulchretum, la obra de Bonet, pero que cualquiera puede agregar las suyas en el
esqueleto de sus indices.® La publicacion de este trabajo provocd la obsolescencia
inmediata de practicamente todos los manuscritos anteriores sobre anatomia morbida.®
Ademas, la obra rompié definitivamente con la teoria humoral de Galeno y la sustituyo
por el concepto de “anatomia patologica” como base de las manifestaciones de la
enfermedad.® Sin embargo, Morgagni no introdujo nuevos métodos, ni hizo grandes
descubrimientos, ni revolucioné la medicina.® Pero, podemos afirmar que Morgagni fue
el punto culminante de una tradicion descriptiva que habia progresado constantemente
desde el siglo XVI, representando el comienzo de la medicina y la patologia modernas.
Es mérito de Morgagni que, a partir de ese momento, hubo una aceptacion creciente y,

finalmente, general, de que las enfermedades eran procesos basados en 6rganos.®
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La Revolucion Francesa terminé con el Golpe de Estado del 18 de Brumario (9 de
noviembre de 1799), estableciendo el Consulado de Napoleén. Sin embargo, en el
campo de la medicina, el siglo XIX empezd con una revolucién de otro tipo.'? Marie
Francois Xavier Bichat, nacido en 1771, ano de la muerte de Morgagni, vivié durante la
Revolucion Francesa y se formé como médico militar.? Bichat sometié los tejidos a la
accion de diversas condiciones quimicas y fisicas, como ebullicion, congelacion,
putrefaccion, desecacion, etc. De esta forma, pero sin recurrir al microscopio, pudo
catalogar 23 sistemas constituidos por 21 tejidos diferentes, convirtiéndose en el padre
de la histologia.”® En su libro Traité des membranes en général'®, afirmé: “Todos los
animales son un conjunto de diferentes 6rganos. Estos a su vez se componen de
muchas texturas de muchos tipos. Asi como la quimica tiene sus cuerpos simples, la
anatomia tiene sus tejidos simples que forman 6rganos”. El formidable trabajo de Bichat
revoluciond la medicina: “...debemos considerar la enfermedad no desde el punto de
vista de los 6rganos compuestos sino desde el punto de vista de sus diferentes texturas,
que casi siempre se atacan por separado”.'® Las enfermedades ya no eran simplemente
anomalias basadas en érganos, sino que se podian rastrear a un origen basado en un
concepto mas amplio y global que era el de los tejidos.® Bichat muri6 a la edad de 31
afnos, siendo postulada la meningitis tuberculosa como causa probable, aunque otras
teorias apuntan a una infeccion contraida durante una autopsia.’ Sus descubrimientos
fueron continuados por Réne-Théophile-Hyacinthe Laennec, su famoso alumno, y por
otro francés, Gabriel Andral (1797-1876), quien publicé en 1828 un libro titulado Précis
d'Anatomie Pathologique dividido en dos volumenes, el primero versaba sobre patologia
general y el segundo sobre patologia especial.® La autopsia de los muertos, practicada
con avidez por Bichat, gand legitimidad como una herramienta definitiva para el

diagndstico de enfermedades en Francia.

La idea de la correlacion entre los hallazgos de la autopsia y los sintomas de la

enfermedad la propuso Corvisart en la escuela de Paris.' La adhesion a estos métodos
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cientificos dio lugar a una especie de estudio autopsico de los vivos' a través de la
invencion del estetoscopio por parte de Laennec, alumno de Bichat y Corvisart’. La
auscultacion se convirtiéo en un modo aceptable de examinar a los pacientes que condujo
a la evolucion del examen fisico o, como Foucault indicd, "la era de Bichat",
caracterizada por la desaparicion de la "medicina de los sintomas".'® Matthew Baillie
(1761-1823) publicé en 1793 The Morbid Anatomy of Some of the Most Important Parts
of the Human Body, fruto de un trabajo simultaneo e independiente del que venian
realizando sus pares franceses.® Este trabajo, Baillie registro las observaciones de miles
de disecciones anatomicas, realizadas por John y William Hunter (sus tios), y por él
mismo." Muchas de estas disecciones se realizaron buscando aclarar la causa de la
enfermedad y la muerte de las personas fallecidas, convirtiéndose, de esta forma, en
autopsias "médicas".® La obra se basa en el estudio de los 6rganos y también es un
tratado sobre los cambios observados en la enfermedad y las posibles causas de la
enfermedad, con correlaciones clinicas entre hallazgos de la autopsia y el paciente

fallecido.®

Hacia la primera década del siglo XVIlI, se habia establecido una base sdlida para un
papel nuevo y definitivo de la autopsia en la patologia. La comprension de los patrones
de enfermedad en diferentes 6rganos habia aumentado, y se vislumbraba la aparicion
de un nuevo concepto de tejido que trascendia los érganos macroscopicos de los
anatomistas o incluso las minuciosas disecciones de los sistemas vasculares y linfaticos.
En cierto sentido, el siguiente paso ya se habia dado, pero de manera tentativa y sin
percatarse plenamente de su potencial, es decir, el uso del microscopio. Morgagni
presté escasa o nula atencion al microscopio y Bichat formulé su concepto de tejidos,
sin su uso.'® Si bien John Hunter habia experimentado brevemente con el microscopio,
el texto de The Morbid Anatomy de Matthew Baillie, el cual correlacionaba los sintomas

con los cambios patolégicos, era esencialmente una patologia macroscopica.'® El
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microscopio siguié siendo un juguete periférico durante 200 afios, sin explotar su

potencial.

Todo eso estaba a punto de cambiar en el siglo XIX, y es aqui donde la contribucion de
Johannes Miller (1801-1858), que trabajaba en Berlin, fue tan vital que hizo posible
todo lo que sigui6. De hecho, se puede argumentar que Muller fue la fuente de la que
surgieron tanto la histologia como la patologia celular.” Sin duda, fue uno de los
primeros en utilizar el microscopio para el analisis de tejidos. Ya en 1830, habia
realizado amplios estudios de diferentes tejidos, que dieron como resultado un libro
Ueber den feinern Bau und die Formen der krankhaften Geschwiilste (Sobre la
estructura mas fina y la forma de los tumores mérbidos), que aparecié en 1838."® En
este mismo afo, Theodor Schwann (1810-1882), alumno de Mdiller, sefiald por primera
vez el crecimiento celular como el principio basico de la vida animal, una tesis que

establecid para siempre el caracter celular de todo crecimiento.'®

La patologia, en general, y la autopsia, en particular, estaban esperando a la persona
adecuada para combinar los puntos de vista de Morgagni sobre la enfermedad y los
conceptos de Bichat sobre los tejidos en un enfoque integrado, incorporando no solo la
correlacion clinica y la observacion macroscopica, sino también el examen microscopico
de los tejidos normales y tejidos enfermos. Este hombre fue el patélogo Carl von
Rokitansky (1804-1878), uno de los hombres extraordinarios en la historia de la
anatomia patoldgica.?® Influenciado de joven por los grandes patélogos franceses y por
el anatomista/embridlogo Johann Friedrich Meckel (1781-1833)%, Rokitansky fue el
primero en observar los cambios patolégicos en los érganos humanos siguiendo un
proceso sistematico.?’ Correlaciond cuidadosamente la morfologia con los sintomas
clinicos y con la patogenia de la enfermedad. Su método de autopsia preservo la
cohesién anatomica y fisioldgica. La inspeccion durante la autopsia incluyé cada parte
del cuerpo en cada caso examinado, un enfoque que Virchow también promoveria mas

tarde. Cada cuerpo fue acompafado de la historia clinica para llegar a una correcta
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correlacion clinicopatolégica.?' Fue el primero en llevar las observaciones de Morgagni
a un nivel superior. El trabajo de Rokitansky lo convirtié en el mejor patélogo descriptivo
de su época y llevd a Rudolf Virchow (1821-1902) a atribuirle el titulo de "Linné de la
anatomia patoldgica", a pesar de que la microscopia no jugé un papel importante en la
vida de Rokitansky.?®2" No obstante, el trabajo pionero de Rokitansky establecio la
autopsia como el método principal para investigar los mecanismos de la enfermedad vy,
al mismo tiempo, sent6é las bases para el surgimiento de la patologia como una

especialidad reconocida.?'

En los anos siguientes, se prestd mayor atencion a los detalles de las técnicas de
autopsia y a la estandarizacion de los procedimientos. Cuando Virchow fue designado
para ayudar al prosector en la Charité en 1844, encontré una falta de procedimientos
organizados en la morgue.®?? Solo unas pocas autopsias eran realizadas por el propio
fiscal y solo por pedido especial. La mayoria de los casos fueron realizados por
auxiliares quirargicos con poca o ninguna formacion técnica previa, por lo que “era una
cuestion de dificultad hacer algin descubrimiento”.® Esto motivo a Virchow a publicar un
folleto sobre técnicas de autopsia en 1876, el que posteriormente se utilizé de forma
amplia.>?? La necesidad de estandarizacion no fue una observacion aislada, en otros
paises también se llevaron a cabo esfuerzos por sistematizar los procesos autdpsicos;
asi se puede observar en EE. UU. la publicacién en 1872 de A Handbook of Post mortem
Examination and Morbid Anatomy (mas tarde reescrito y ampliado en A Handbook of

Pathological Anatomy and Histology en 1885) por Francis Delafield (1841-1915).°

Desde la primera mitad del siglo XIX hasta bien entrado el siglo XX, las autopsias fueron
fundamentales para el progreso médico, y también se llevaron a cabo por otros motivos;
un ejemplo es la fundacion de La Société d'Autopsie Mutuelle en Paris en 1876.52% Esta
sociedad fue creada por miembros (ateos) de la Sociedad de Antropologia con el
objetivo de demostrar que las almas no existian, permitiendo, después de la muerte,

realizar autopsias entre ellos.>?3
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Desde aproximadamente 1970, ha habido un profundo declive en las tasas de autopsias,
principalmente debido a la falta de interés de los clinicos.® Muchos de ellos consideran
que los modernos analisis bioquimicos, moleculares y radiolégicos proporcionan
suficiente informacién, por lo que consideran que la autopsia no agrega mucho a lo que
ya se sabe. Sin embargo, estudios publicados contradicen esta idea, demostrando que
la autopsia revela enfermedades significativas desconocidas para los médicos antes de
la muerte en un rango del 25% al 39.3% de los pacientes?%’, estas tasas se han
observado en diversos estudios realizados en diferentes paises, tanto de alta como
mediana renta. Incluso en areas altamente especializadas y con los suficientes recursos,
como son las Unidades de Cuidado Intensivo de un pais de alta renta,?® se pueden hallar
importantes porcentajes de discrepancias (errores tipo Goldman |, es decir, errores con
implicancia en la sobrevida?®) de hasta el 7.5%.2% A pesar de las pruebas a favor de su
uso, el declive de la autopsia médica, como una herramienta util para la investigacion

de la enfermedad y la muerte, continta.®

2. ;Por qué tenemos que contar las muertes?

Alrededor de la mitad de las personas en el mundo, la mayoria de ellas habitantes de
paises de baja y mediana renta, ademas de nacer y vivir sin ningun registro oficial de su
existencia, mueren sin que conste informacion sobre su muerte.*® La ausencia de datos
confiables sobre las causas de muerte (CdM) se ha sefialado como un factor limitante
para reducir la mortalidad en el mundo?®', pero también es un ejemplo de uno de los

fracasos que presenta nuestra sociedad, a una escala global.3?

Entonces, ¢jpor qué tenemos que contar las muertes? Para poder desarrollar un
planteamiento y discutir sobre politicas de salud es necesario tener informacién sobre
la magnitud (cuantas personas fallecen y por qué) de los problemas que atanen a este

campo®, sin esta informacioén, no es posible implementar una adecuada planificacion y
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asignacion de los recursos con los que se cuenta, muy valiosos y ya de por si escasos.
Ademas, la falta de informacion sobre las CdM afecta de forma desigual a las personas
en el mundo. Algunos de los grupos en los cuales se hace patente esta desigualdad son
los ninos menores de 5 afos, las mujeres gestantes y las personas que viven en paises

de baja y mediana renta.

2.1. Muertes en ninos menores de 5 anos

A nivel mundial se ha conseguido un progreso notable en la supervivencia infantil en las
ultimas tres décadas. Como consecuencia de este avance, actualmente millones de
nifios tienen mejores posibilidades de supervivencia que en 1990. Un indicador
importante es la tasa de mortalidad infantil, es decir, la cantidad de muertes por cada
1.000 nacimientos vivos. Ademas, éste es un indicador relevante para entender la salud
general de una poblacién, ya que muchos factores que contribuyen a las muertes
infantiles también afectan a la salud del resto de personas que viven en la misma
comunidad.®* En el 2019 uno de cada 27 nifios murié antes de cumplir los cinco afos,
en comparacién con 1 de cada 11 en 1990. Adicionalmente, la reduccién de las tasas
interanuales de mortalidad infantil se ha acelerado en el periodo 2000-2019 en

comparacion con el periodo de 1990-1999 (ver Grafico N° 1).3°

A pesar del progreso mundial en la reduccion de las tasas de mortalidad infantil durante
las ultimas décadas, éste es muy desigual en las distintas regiones que reportan a la
OMS (ver Figura N° 1).3¢ El Africa subsahariana y el sur de Asia contribuyeron con el
81% de 5,9 millones de muertes de menores de 5 afios® y el 77% de los 2,6 millones
de los Obitos fetales en todo el mundo en 2015.28 Esto se repite en las estimaciones del
2019: de los 5,2 millones de muertes estimadas en nifios menores de cinco afnos para

ese afo, mas de la mitad de esas muertes ocurrieron en Africa subsahariana.3
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Grafico N° 1. Mortalidad infantil menores de 5 anos (global). Periodo 1990-2019.
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La identificacion y analisis de las etiologias de la mortalidad infantil se ve obstaculizada
por una serie de factores tales como una alta proporcién de muertes infantiles en la
comunidad, inadecuado acceso (0 en no pocos casos, ausencia de acceso) a los
servicios médicos, insuficientes recursos (materiales y humanos) para el diagnéstico de
las enfermedades, patologias coexistentes (que son dificiles de distinguir con las
herramientas disponibles), sistemas de registro vitales mal organizados o ausentes, y
uso de métodos con validez y precision insuficientes para la determinacion de la
CdM.?'4%-44 Por ello, los nifios en regiones de bajo y mediano ingreso a menudo fallecen
sin una identificacion de la causa de la muerte. La escasez de datos de buena calidad
sobre mortalidad infantil limita las capacidades de los paises, en especial los de menos
ingresos, para priorizar de manera Optima los escasos recursos destinados a reducir la

mortalidad.*®
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Figura 1. Mortalidad infantil menores de 5 afios (global) en el afio 2019.
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Fuente: https://data.worldbank.org/indicator/SH.DYN.MORT?view=map. Fecha de

acceso 2 marzo de 2021. La figura ha sido modificada.*®

2.2. Muertes maternas

La mortalidad materna se define como el numero anual de muertes de mujeres por
cualquier causa relacionada o agravada por el embarazo o su tratamiento (excluidas las
causas accidentales o incidentales) durante el embarazo y el parto o dentro de los 42
dias posteriores a la interrupcion del embarazo, independientemente de la duracién y el
lugar del embarazo.*® La mortalidad materna, al igual que la mortalidad infantil, ha
mostrado una reduccion a nivel global.*” Entre el periodo de 2000 al 2017 se estima que
la mortalidad materna se ha reducido en 38,4%*, pero continta siendo, en palabras de
la OMS, inaceptablemente elevada.*” En 2017 se estimd la mortalidad materna en
295.000 muertes (intervalo de incertidumbre de 279.000 a 340.000), con una tasa de
211 muertes maternas por cada 100.000 nacidos vivos.*® Esto represent6 de 764 a 932

muertes maternas cada dia de 2017.48
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La distribucion de la mortalidad materna es desigual a nivel mundial. El 94% de las
muertes maternas se concentraron en regiones de bajos recursos.*” Si nos centramos
en las muertes maternas estimadas para Africa subsahariana (196.000) y el sur de Asia
(58.000) vemos que entre ambas regiones suman el 86% de todas las muertes maternas
estimadas para 2017. La reduccion para estas dos regiones ha sido dispar; mientras
que el sur de Asia disminuy6 en un 59,2% la tasa de mortalidad materna, en el Africa
subsahariana solo se consiguié una reduccion de 38,3% (esta region aportd las dos
terceras partes de las muertes maternas en el mundo para el 2017).#¢ Ademas, hay una
clara brecha en el numero de muertes maternas en los paises de baja renta (PBR) en
comparacion con los paises de alta renta (PAR). Para el 2017 se estim6 que la tasa de
mortalidad materna de los PBR fue de 462 por 100.000 nacidos vivos, mientras que para

los PAR fue de 11 por 100.000 nacidos vivos.*®

La elevada mortalidad materna en algunas regiones del mundo refleja las inequidades
en el acceso a los servicios de salud. Diez paises se encuentran con las tasas de
mortalidad materna mas elevadas: Sudan del Sur, Chad, Sierra Leona, Nigeria,
Republica Centroafricana, Somalia, Mauritania, Guinea-Bissau, Liberia y Afganistan.
Estos paises también tienen en comun la interrupcion o perdida de sus redes de
servicios de salud como consecuencia de periodos de crisis 0 de inestabilidad social y

politica.*®

Por otro lado, el numero de gestantes que son asistidas durante el parto en los servicios
de salud a nivel mundial se ha incrementado; en 1990 se estimd que el 58% de los
partos fue institucionalizado*®, mientras que para el periodo 2014-2019 la estimacion fue
de 81%.%° Este incremento del parto institucionalizado no ha significado un incremento
notable en el cuidado de las mujeres durante el parto o puerperio. En el Africa
subsahariana, donde se estima que ocurren el 66% de las muertes maternas globales,
el 60% de los nacimientos fueron asistidos por personal de salud en el periodo 2014-

2019.%




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA

Otro problema sumado al inadecuado manejo clinico durante el parto y puerperio®' es
el registro de la CdM, el cual tiene serias limitaciones debido a las frecuentes
discrepancias entre la presunta CdM registrada y la real.®? Esto ha llevado a afirmar que
existe una necesidad urgente de estudios centrados en proporcionar un conocimiento

preciso de las causas de muerte materna en las regiones de baja y mediana renta.**>*

2.3. Muertes en paises de baja y mediana renta

La OMS estima que solo alrededor de la mitad de las muertes en todo el mundo se
registran con una causa confiable, y la mayoria de las muertes no registradas ocurren
en Africa y Asia.% Una limitacién para reducir la mortalidad a nivel mundial, en especial
en los paises de baja y mediana renta, es la poca confianza en la precision de las
estimaciones, en particular en las relacionadas con la CdM.%5-6" Esta falta de informacién
precisa sobre la CdM en muchas regiones de bajos ingresos se explica en gran medida
por el numero significativo de muertes que ocurren fuera de los servicios de salud, como
el hogar.®®%° También hay que tener en cuenta los errores clinicos durante la atencién y
diagnéstico, que se han detectado en hospitales bien equipados, son mas frecuentes en
entornos con recursos limitados.®?%* Ademas si una persona fallece en un
establecimientos de salud con escasos recursos, existen importantes limitaciones tanto
de personal calificado como de métodos de diagndstico precisos para determinar la
CdM; pero también al numero muy limitado de autopsias diagnoésticas realizadas en
parte debido a la escasez masiva de patdlogos capacitados.®® De esta forma, la
determinacion de la CdM en regiones de bajos ingresos sigue dependiendo de
estimaciones basadas en registros clinicos y otro método de amplio uso y respaldado

por la OMS, denominado autopsia verbal (AV).

La AV consiste en una entrevista estructurada a los testigos de la muerte interpretados

y codificados posteriormente por médicos o mediante métodos informaticos®, siendo el
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enfoque mas practico y comunmente utilizado para estimar la causa de muerte a nivel
de poblacién en entornos de bajos ingresos.®®® Se ha demostrado que el método
proporciona resultados inconsistentes a lo largo del tiempo y el lugar.” Ademas, su
precision diagnostica depende de la CdM, que es alta cuando la enfermedad tiene un
conjunto de signos y sintomas caracteristicos y bien definidos, pero mucho menor para
condiciones con sintomas inespecificos, en particular, malaria e infeccion respiratoria
aguda en nifos, o meningitis en nifios. Esto da como resultado frecuentes
clasificaciones erroneas de la CdM, que a su vez conduce a tasas de mortalidad por
causas especificas inexactas.®® Se han desarrollado métodos computarizados de
interpretacion del cuestionario de AV para superar algunas de las limitaciones de la
técnica. Estos métodos se basan en algoritmos derivados de muertes con una CdM
confirmada médicamente o en analisis probabilisticos®®, sin embargo, nila VA codificada
por computadora ni las técnicas de VA certificadas por un médico se han validado frente
a la autopsia diagndstica completa, el verdadero estandar de oro para la determinacion

de la CdM.33

3. Herramientas para la identificacion de las causas de muerte: ventajas

y limitaciones

3.1. Certificados de defuncion

Los certificados de defuncion forman parte de los registros civiles y estadisticas vitales
(RCEV). La Divisién de Estadistica de las Naciones Unidas (UNSD, siglas en inglés de
United Nations Statistics Division) define el registro civil como “el registro continuo,
permanente, obligatorio y universal de la ocurrencia y caracteristicas de los hechos

vitales de la poblacion, conforme a lo dispuesto por decreto o reglamento de
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conformidad con los requisitos legales de cada pais”.®® Los hechos vitales comprenden
el nacimiento vivo, la muerte, la muerte fetal, el matrimonio, el divorcio, la nulidad del
matrimonio, la separacién judicial del matrimonio, la adopcion, la legitimacién y el
reconocimiento.®® Por tanto, el registro civil es la mejor fuente de estadisticas vitales ya
que constituye “la recopilacién de estadisticas sobre hechos vitales en la vida de una
persona, asi como caracteristicas relevantes de los hechos mismos y de la persona y
las personas en cuestion”.®® EI enorme beneficio que nos puede proporcionar un los
RCEV se ve contrapuesto con la realidad, los sistemas de RCEV siguen siendo débiles
a nivel mundial, para el 2017 solo el 55% de los paises habian reportado el 90% de las
muertes sucedidas en su territorio’™®, y aunque esto ha mejorado (actualmente el
porcentaje esta en el 68%)’', aun hay una brecha muy grande, a esto se suma que
existen paises de baja y mediana renta que no tienen sistemas de RCEV en

funcionamiento.*®

El certificado de defuncion es un documento importante para los RCEV®® y en cierta
forma pueden ser considerado como un constructo ambicioso y a la vez impersonal de
la sociedad creada para lidiar con la muerte. La burocracia ha convertido estos
certificados en una singular manera de llevar un registro de las defunciones. Aunque
surgieron por un accidente histérico, han evolucionado para cumplir una funcion
relevante en salud publica.”? Sin embargo, incluso los médicos encargados de
completarlos pueden cometer errores al ingresar los datos.”® Pero también, en parte, es
una forma de identificacién personal, convirtiéndose, sin querer, en el mas misterioso
de los visados que se puedan estampar en algun pasaporte. Y, por otro lado, también
son una pista. De las aproximadamente 56 millones de personas que moriran este ano,
cerca de un tercio obtendra un certificado de defuncion.! Esa cifra incluye todas las
muertes en todas las naciones desarrolladas del planeta: mujer, hombre, nifio, recién
nacido y obito fetal. Los otros dos tercios falleceran en los lugares mas pobres del

mundo, lugares que carecen de las infraestructuras médica, personal entrenado y
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andamiaje burocratico para la documentacién del final de sus vidas."’* Sin embargo,
incluso con tantas personas de la cuales no se tiene constancia de su muerte, este
numero representa la difusion de una relevante idea, la cual es que la muerte debe ser
contabilizada, y que al documentar cada fallecido y cada posible CdM podemos ayudar

a salvar vidas, muchas vidas’, uno de los objetivos mas relevantes de la salud publica.’®

El antecedente del certificado de defuncion moderno surgio a principios del siglo XVI en
Inglaterra, bajo el registro conocido como Bills of Mortality’”. Los Bills son mejor
conocidos por su papel en la vida londinense del siglo XVII, en gran parte gracias a la
obra de John Graunt, Natural and Political Observations on the Bills of Mortality (cinco
ediciones, 1662-1676)"" Se ha propuesto que este interés por contar los muertos provino
de la gran mortandad provocada por la peste.”® La segunda pandemia o Peste Negra
(la primera se produjo en época de Justiniano, circa 541, y la tercera empezé en la
region de Yunnan, China, alrededor de mediados del siglo XIX y que aun continua’®)
llegd a Messina (Sicilia), probablemente desde Asia Central a través de barcos
genoveses que transportaban ratas cargadas de pulgas en octubre de 1347 (otros
opinan que fue a través de diversas vias comerciales terrestres y maritimas de la Ruta
de la Seda medieval)’®, lo que inici6 una ola de infecciones de peste que se extendid
rapidamente por la mayor parte de Europa con una velocidad demoledora.?*-82 En 1352,
un tercio o mas de toda la poblacién europea estaba muerta.” Con un gran porcentaje
de la poblacion restante infectada y el resto aterrorizada, la plaga convirtié la experiencia
privada de la muerte en un asunto de extrema preocupacion publica. Ante estos eventos,
las sociedades europeas buscaron tomar medidas, Italia respondié aprobando las
primeras leyes modernas de cuarentena, rastreando a los vivos.88 Inglaterra tomé una
ruta diferente y comenzo a rastrear a los muertos.® Los Bills of Mortality de Londres
fueron precedidos por registros vitales comparables en Barcelona durante los siglos XV
y XV1.8 La alta mortalidad recurrente por la peste en ambas ciudades motivo el registro

de defunciones. Graunt defendid, como veremos luego, los registros de Londres como
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herramientas para que los magistrados pudieran evaluar el crecimiento poblacional de
la ciudad en relacién con el resto del pais.”® En Barcelona, las autoridades locales
ordenaron un recuento exacto de las muertes por peste para evitar rumores exagerados
sobre la magnitud de la desgracia de la ciudad.?® Estos casos resaltan la importancia de
los registros vitales para comprender y abordar las enfermedades y sus efectos en la
poblacién; de esta forma, los registros histoéricos proporcionan valiosa informacion sobre
las epidemias y su impacto en las comunidades, lo que sigue siendo relevante para la

salud publica en la actualidad.

Retornando a los Bills of Mortality de Londres, estos fueron copias manuscritas
distribuidas solo a los niveles de administracion publica superiores de la ciudad de
Londres. Sin embargo, durante la epidemia de 1592, el impresor de la ciudad comenzé
a producir copias semanales a gran escala de los informes de la plaga, colocandolos en
areas publicas de la ciudad.”?’” Para conseguir esto, la Company of Parish Clerks
(encargada de su publicacién) tuvo que recolectar, compilar y difundir datos sobre
mortalidad. La primera etapa, recopilacién de datos, empezaba cuando alguien moria,
se tocaba la campana de la iglesia parroquial y el sacristan (que tenia la responsabilidad
de preparar la tumba) alertaba a los buscadores. Los buscadores no eran profesionales
de la medicina: por lo general, eran parejas de mujeres mayores que recibian dinero de
la parroquia y su trabajo era determinar la causa de la muerte .38 Se puede criticar esta
medida y hacer notar que es un punto débil, pero hay que tener en cuenta que (sea
fuera o durante los afios de la peste) no era factible haber contratado a médicos,
boticarios o cirujanos para determinar las causas de la muerte en la escala requerida.
Aun si hubiera sido posible, los datos recogidos sobre la CdM no habrian sido muy
diferentes (no fue hasta 1761 con la publicacion de la obra de Morgagni que se rompio
definitivamente con la teoria humoral de Galeno y se sustituyd por el concepto de
“anatomia patoldgica” como base de las manifestaciones de la enfermedad)® La

segunda etapa era la compilacion de los datos, la informacion debia de llegar desde los
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buscadores hasta el Parish Clerks’ Company Hall, esto se consiguio a través de las
ordenes publicadas por la Corporacion de Londres en 1625.78 Las ordenes establecen
que los buscadores deben “by vertue of their oath, make true report to the Constable of
that precinct...to the intent that true notice may bee given...to the Clarke of the Parish,
and from him to the Clarke of the Parish Clarkes, that true certificate may be made™®*.
Romper esta cadena de comunicacion era castigada.®* Un evento importante dentro de
esta etapa fue minimizar los errores, esto se logr6 mediante la elaboracion de
formularios preimpresos para acelerar el proceso de recopilacion de datos y disminuir la
tasa de errores.® La tercera etapa implicaba un proceso de revision e impresion para
convertir multiples informes parroquiales en una sola y concisa Bills of Mortality.®® A
partir de las 1640, se establecié que cada martes (18:00 horas) fuera la fecha limite para
que se depositaran los reportes en un buzon especial en el Company Hall.”®# Los datos
de los reportes se cotejaban y las Bills se imprimian los miércoles; las copias se
entregaban al alcalde y regidores, y al rey y al consejo privado, el jueves por la mafiana,
un par de horas antes de que se pusieran a disposicion del publico en general.3* Por
ultimo, la cuarta etapa consistia en la distribucién, la cual asumié dos formas: entrega a
suscriptores y venta unica. En la calle, los Bills entraron en un mercado intensamente
competitivo de vendedores ambulantes, muy propensos a la friccién.®* Las actas de la
Company of Parish Clerks dan parte de quejas y multas por las ventas callejeras, que al

parecer fueron lucrativas.®

Asi vieron la luz los Bills of Mortality: listas semanales de los muertos por peste,
desglosadas por parroquia.’®® El Bills of Mortality mas antiguo conocido es un solo
documento manuscrito, que se cree que data de 1512, que establece que en la ciudad
de Londres, entre el dieciséis y el veintitrés de noviembre, treinta y cuatro personas
murieron de "la plaga" y treinta y dos de "enfermedades" no especificadas.® No aparecio
informacion sobre los muertos en las primeras listas, ni siquiera sus nombres. Y los

propios Bills of Mortality aparecieron solo esporadicamente Su propésito previsto parece
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haber sido ayudar a las personas sanas a mantenerse alejadas de las zonas mas

peligrosas (desde el punto de vista de sufrir contagio) de la ciudad.®

Visto asi, en su forma original, los Bills of Mortality no eran un dispositivo particularmente
poderoso o inspirado. Pero, cien anos después de su introduccién, dos modificaciones
alteraron tanto la funcion de los Bills of Mortality como el futuro de la salud publica.
Primero, en 1603, los Bills of Mortality comenzaron a aparecer semanalmente en lugar
de por episodios, y lo hicieron de manera continua durante los siguientes doscientos
treinta y tres afos.”’8 Segundo, en 1629, durante una pausa en la plaga, la corte del
rey Jaime | ordend a los secretarios parroquiales que afiadan a la contabilidad las
muertes por otras causas.?” Vistos con perspectiva, el primer cambio convirti6 las listas
de mortalidad en uno de los conjuntos de datos mas ricos de la historia. El segundo, los
convirtié en un reporte pionero: un sistema ordenado por el estado para registrar por

qué mueren las personas.

La costumbre de confeccionar listas numerando los fallecidos, asi como las causas de
sus muertes se trasladd a las colonias britanicas en América. En 1632, la Asamblea
General de Virginia aprobd una ley que requeria que las parroquias llevaran un registro
de bautizos, matrimonios y entierros; pero pocos anos después, en 1639, la Colonia de
la Bahia de Massachusetts aprobd una ley similar, incluyendo dos diferencias
importantes: el registro seria realizado por un funcionario del gobierno en lugar del clero,
ademas, se registraron nacimientos y defunciones, permitiendo un registro de infantes
que morian antes de ser bautizados y feligreses enterrados sin un servicio formal.® Esta
practica demostro la importancia de la sanidad publica al exigir el registro de nacimientos

y defunciones.

El certificado de defuncion se convirti6 en una herramienta de epidemiologia con el
avance del pensamiento cientifico y su uso como identificacion personal por parte del
estado. En el siglo XVIII, durante las revoluciones politicas, se hizo necesario registrar

la vida y muerte de cada ciudadano, lo cual podria entenderse como la busqueda de la
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igualdad, pero también como un mecanismo de vigilancia estatal. Inicialmente, los
registros eran numéricos y anoénimos, pero evolucionaron hacia listas con nombres y
apellidos, y finalmente a registros individuales. Aunque en aquel entonces, el niumero
de las causas de muerte se expandid considerablemente, algunas de ellas parecian
sorprendentes desde la perspectiva actual de la sanidad publica. Entre las causas de
muerte se encontraban morir por intoxicacion con lejia, por bancarrota, ser devorado por
piojos, muertes repentinas y otras causas.”® Hubo que esperar a fines del siglo XVIIl e
inicios del XIX para encontrar una revolucién en la comprension de la muerte; visto de
esta forma la lista de causas de muerte anterior no pareceria un comienzo del todo
prometedor. Pero a mediados del siglo XVII, un mercero y miembro de la Royal Society
of London llamado John Graunt se interesé por la cuestion de qué morimos.””78848°
Como muchos comerciantes exitosos, Graunt era un contable meticuloso y se dio cuenta
de que podia usar los Bills of Mortality para calcular los numeros cuando las personas
mueren.”’8° Después de revisar veinte afios de los Bills, Graunt compilé una lista de
ochenta y una causas de muerte, que dividid6 en cuatro categorias principales:
enfermedades cronicas, enfermedades epidémicas, condiciones que mataron a nifios y

lesiones (dolores externos).”’:8

No fue hasta 1836 que se produjo un nuevo aporte en el sistema de reportes de muertes.
El hombre que hizo este avance fue William Farr, quizas el sucesor mas importante de
Graunt, y uno de los fundadores de la epidemiologia.?® Es en 1836 que Inglaterra
reemplazé los Bills of Mortality con lo que se convertiria en el prototipo global de un
sistema moderno de registro de defunciones, y se cred la Oficina de Registro General

para administrarlo. La oficina abrié en 1837 y Farr se convirtié en su primer director.8%%

Farr es en gran manera, el padre de la actual Clasificacién Internacional de
Enfermedades. Gran parte de su trabajo en la Oficina del Registro General consistié en
aprovechar y mejorar las clasificaciones de enfermedades preexistentes.®® Gracias a

esta labor el 1° Congreso Internacional de estadistica reunido en Bruselas en 1853
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reconocio la utilidad de una clasificacion uniforme de las causas de defuncién, de tal
manera que encargd a los doctores W. Farr y M. D'Spiner que "prepararan una

nomenclatura uniforme de causas de defuncion aplicable a todos los paises".8%%

La clasificacion sobre la que trabajé Farr estaba originalmente estructurada en cinco
grupos: enfermedades epidémicas, enfermedades constitucionales, enfermedades
localizadas y subclasificadas por la localizacion anatomica, enfermedades del desarrollo
y enfermedades que son consecuencia de un traumatismo. La clasificacion resultante
contenia ciento treinta y nueve formas de morir, desde “Muertes por accidente o
violencia” hasta “Muertes por vejez”. Aun hoy en dia es facil reconocer este tronco

comun en la estructura de la clasificacion vigente.

Si bien en la reunion de 1855 se confecciond una lista ecléctica entre la presentada por
Farr y la D’'Spiner, en la revision de esta clasificacion en Paris en 1864 asi como en las
revisiones sucesivas de 1874, 1880 y 1886, se termind imponiendo los principios de la

clasificacion de Farr.8%%0

Sin embargo, el avance definitivo se produjo cuarenta anos después, cuando la
clasificacion fue revisada por un comité encabezado por el estadistico y demdgrafo
francés Jacques Bertillon. Bertillon duplico las categorias de la lista anterior de siete a
catorce, amplié las causas de muerte de ciento treinta y nueve a ciento sesenta y una,
y las organiz6, como todavia lo hacemos hoy, por sistemas anatomicos: Enfermedades
del sistema circulatorio, enfermedades del sistema respiratorio, etc. El resultado fue

publicado en 1893, como Lista Internacional de Causas de Muerte 8%

Ciento veinte anos después, esa lista todavia estd con nosotros. Hoy en dia, es
administrado por la Organizacion Mundial de la Salud y se conoce como Clasificacion
Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas de Salud Relacionados o, mas
comunmente, la CIE, que va por la version 11.46 La CIE todavia refleja la estructura
original de Bertillon, pero se ha expandido prodigiosamente en el transcurso de once

revisiones. Como sugiere su nuevo nombre, eso se debe en parte a que ahora incluye
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entradas para enfermedades no mortales y mucho mas. En conjunto, esas entradas del
CIE se utilizan para codificar y estandarizar las causas de muerte en los certificados de
defuncion. A partir de la Segunda Guerra Mundial, la OMS cedi6 al deseo de los
hospitales y las compafias de seguros de utilizar el CIE para fines de facturacion; como
resultado, ahora contiene entradas para cada interaccion imaginable de atencion
médica. A modo de ejemplo, tenemos el codigo QE50.4 para codificar las
desavenencias con los suegros, o el codigo MB23.F para cuando hallemos a alguien

con aspecto personal extrafio o peculiar.*

No obstante, el esclarecimiento de la causa de la muerte continua presentando un
desafio de magnitud considerable. Cuanto mayor es el esfuerzo por documentarla

mediante certificados de defuncién, mas complejo y enigmatico se torna dicho objetivo.

Un claro ejemplo del tamafo del desafio, comentado lineas arriba, se encuentra en la
introduccion de los datos en los certificados de defuncion. Para completar un certificado
de defuncidon es necesario revisar documentos que nos ayuden a terminar esta tarea.
Las instituciones encargadas de vigilar el correcto “llenado” de los certificados de casi
todos los paises disponen de diversos manuales que contienen instrucciones oficiales
sobre como completar un certificado de defuncion. En EE. UU., por ejemplo, estan
disponibles el Manual del médico sobre certificacion médica de defuncion®', el Manual
de directores de funerarias sobre registro de defuncion y notificacién de defuncion fetal®
y el Manual para examinadores médicos y forenses sobre registro de defunciones y
notificacion de defunciones fetales®®, y esto es sin mencionar varias pautas
complementarias. En el Reino Unido existe una Guia para médicos que completan los
Certificados Médicos de Causa de Defuncién.®* En Espaiia se publico en el 2011 la ley
del Registro Civil, la cual se encuentra en vigor.®> Con toda la informacion necesaria
para completar un certificado de defuncién, aparece la pregunta ¢ por qué se deben de
revisar estos documentos para completarlos? Una posible respuesta es que son dificiles

de completar. En varios paises, la tarea de hacerlo a menudo recae en residentes,
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meédicos y médicas en formacion especializada, o en personal médico joven. Las
dificultades surgen casi exclusivamente en la seccién de CdM, que consta de solo cuatro
lineas. En el primero, se indica a los médicos que ingresen la "causa inmediata" de la
muerte, definida en el formulario como la "enfermedad o afeccién final que provoco la
muerte". En la segunda linea, los médicos ingresan lo que causé la afeccion en la
primera linea, y en la tercera linea ingresan lo que causo la condicion en la segunda
linea. La ultima linea esta reservada para la “causa subyacente de la muerte”’3°": “la
enfermedad o lesion que inici6 la cadena de eventos mérbidos que condujeron directa
e inevitablemente a la muerte”.®" Es esta linea la que se convertira en un codigo CIE y

se identificara como la CdM.

Lamentablemente, los certificados de defuncién no siempre reflejan escrupulosamente
la verdad. Desde el principio, se han visto comprometidos tanto por los limites del
conocimiento médico como por practicas de informes poco fiables. En 1662, John
Graunt se quejo de que la sifilis no se informé como CdM porque los investigadores
meédicos no la reconocieron "después de la niebla de una taza de cerveza y el soborno
de una tarifa de dos lechadas".”® La practica de traficar con los certificados de defuncién
se ha desvanecido (aunque no ha desaparecido), pero persisten otros problemas de
notificacion. En 2010, investigadores del Centro Hospitalario St. Luke's-Roosevelt y la
Universidad de Columbia encuestaron a quinientos veintiln médicos residentes de
treinta y ocho programas de residencia en la ciudad de Nueva York.*® Solo un tercio
creia que los certificados de defuncién eran precisos. Casi la mitad informd haber
enumerado a sabiendas una CdM inexacta, y ese nimero aumento a casi el sesenta
por ciento entre los residentes con mas experiencia. Aquellos que enumeran
intencionalmente causas inexactas tipicamente eligen las familiares, con el resultado de
que las causas comunes de muerte parecen aun mas comunes y las raras mas raras.
El Framingham Heart Study (Fox et al.)®’, un estudio longitudinal en curso en

Massachusetts encontré que los certificados de defuncion exageran la enfermedad
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coronaria como CdM hasta en un veinticuatro por ciento en la poblacién general y en un

porcentaje mucho mayor (76%) en personas mayores de 65 afios.%

La pregunta que cae por su propio peso es ¢Por qué las personas encargadas de
completar los certificados de defunciéon no consignan informacién fidedigna en estos
formularios? Parte del problema es una formacion inadecuada. En el estudio de
Wexelman et al.% en Nueva York, Unicamente dos de cada cinco participantes indicaron
haber recibido alguna instruccion sobre la manera adecuada de completar un certificado
de defuncion, y solo uno de cada cinco habia cursado el mdédulo de formacion,
supuestamente obligatorio, ofrecido por la ciudad. Sin embargo, cuando se les interrogo,
también identificaron otros inconvenientes. En ocasiones, el sistema de registro de
defunciones no validaba la causa que ellos consideraban correcta. En otras, un
administrador hospitalario les contradecia. En algunas instancias, nunca habian tenido
contacto con el paciente. Menos del tres por ciento reporté haber rectificado alguna vez

un certificado de defuncién en base a nueva informacién obtenida.

Los errores inducidos en los certificados de defuncidén, a raiz de una formacion
insuficiente o inapropiada y otros problemas sistémicos, son preocupantes. Estos
errores sobredimensionan las causas predominantes de fallecimiento, ocultan las
emergentes y alteran los datos empleados para destinar fondos a la investigacion,
educacion, prevencion y tratamiento de enfermedades. No obstante, las respuestas
incorrectas o erraneas representan solo una fraccién del problema. Un desafio aun mas

intrigante y arduo reside en determinar qué constituye una respuesta acertada.

Los certificados de defuncién plantean un desafio: ¢hasta qué punto seguimos la
cadena causal y cuantas cadenas investigamos? Con el aumento de la longevidad y
condiciones como la inmunodepresion, las muertes multifactoriales podrian ser la
norma. Pero las multiples causas distorsionan las estadisticas de mortalidad, pues los

certificados no estan disefiados para registrar mas de una causa principal. Finalmente,
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nos enfocamos en las causas que nos parecen mas relevantes y, a su vez, las causas

identificadas definen nuestras preocupaciones.®

El cuestionamiento acerca de las limitaciones en la captura de causas de muerte en los
certificados de defuncidon no es nuevo. En un estudio de 1993, ahora convertido en un
clasico, Foege y McGinnis'® sefialaron que alrededor de la mitad de todas las muertes
en EE. UU. en 1990 podian atribuirse a factores como tabaco, dieta, actividad fisica,
alcohol, agentes microbianos y toxicos, armas de fuego, comportamiento sexual,
vehiculos de motor y uso ilicito de drogas, causas que no suelen registrarse en los
certificados de defuncion. Estas omisiones son significativas, pues las condiciones que
aparecen en los certificados suelen recibir la mayor parte de la atencion médica y los
fondos en los EE. UU. Por el contrario, las causas no mencionadas podrian ser
inversiones mas beneficiosas, ya que intervenir temprano en una cadena causal suele
ser mas efectivo y econdmico. Se podrian, en teoria, reconfigurar los certificados de
defuncion para reflejar eslabones mas lejanos en la cadena causal, pero existen
limitaciones. Los médicos que completan los certificados pueden no tener acceso a la
informacion necesaria y afadir mas campos a cualquier formulario trae consigo
compensaciones. En resumen, mas preguntas pueden resultar en respuestas menos

precisas.

En los ultimos dos siglos, la esperanza de vida mundial se ha mas que duplicado, de
veintiocho afios a setenta y uno.'”" Los certificados de defuncién no provocaron todo
esto de forma unilateral, por supuesto. Pero proporcionan los datos necesarios para

conocer y analizar estas cifras.

3.2. Historias o registros clinicos

Como se ha explicado, los RCEV detallados y completos son importantes para informar
eficazmente la planificacion de la salud publica.'?'% Muchos paises se apoyan en los

registros de defunciones hospitalarias para actualizar los RCEV.®® De forma general,
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existe una vision positiva hacia los médicos que atienden en los hospitales, asumiendo
que tienen una comprension diagnostica integral de sus pacientes, y esto se reflejara en
estadisticas de alta calidad de la CdM en el hospital y asi como en el posterior llenado
de los datos en los certificados de defuncion.'®1% Esto, lamentablemente, no es del
todo cierto. El deficiente estado de los sistemas de informacion de salud y, en particular,
de las estadisticas de mortalidad en muchos paises esta ampliamente documentado en
la literatura y en los informes de los paises a la OMS.04106.17 | o paradojico es que los
sistemas de salud dependen de una informacién confiable de las CdM para responder
de forma efectiva a los retos epidemioldgicos y para guiar la toma de decisiones'081%,
informacion que van a buscar en sus RCEV deficientes. Cuando se examina la situacion
entre los paises de baja y mediana renta, se revelan consistentemente debilidades
sustanciales en la generacion de estadisticas de CdM.%110.1"1" Rampatige et al.'? en
una editorial buscaron centrar la atencion en el hecho de que incluso las estadisticas
hospitalarias sobre la causa de la muerte no pueden asumirse como correctas, pero los

gobiernos al parecer no tienen una misma apreciacion de este hecho.

Las historias clinicas se han usado como fuente de datos para obtener informacion de
la salud de las personas. Suena natural pensar que aqui hallaremos la informacion
necesaria para completar un certificado de defuncién. De hecho, los médicos en los
hospitales la utilizan para realizar ese proceso. El curso habitual (refiriéndonos en forma
genérica) empieza cuando el personal médico (que atendié al paciente o el equipo de
guardia, que solo conoce muchas veces al paciente en sus horas finales) certifica la
CdM vy, a continuacién, la notifica, utilizando las reglas y procedimientos de la
Clasificacién Internacional de Enfermedades (CIE), actualmente en su version 11 (CIE-
11).4¢ Aqui es donde se pueden observar los problemas en usar las historias clinicas
como fuente para completar certificados de defunciéon. Si bien la mayoria de los paises
que poseen sistemas estadisticos para la CdM emplean ahora la clasificaciéon CIE para

codificar, no todos han implementado el certificado estandar internacional para reportar
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la CdM, y esto puede impactar de forma negativa cuando se comparan las CdM entre
diversas regiones. Adicionalmente, y de forma mas frecuente de lo deseado, los
meédicos no reciben una formacion adecuada en las practicas estandar de certificacion
de muerte de la CIE. En consecuencia, no es de extrafar que cuando se contrasten y
comparen resultados, frecuentemente concluyan que la calidad de la certificacion
médica de la CdM es insatisfactoria.'®'"® Las estadisticas de CdM obtenidas bajo estas
circunstancias son de baja calidad, tienen un uso limitado en politicas de salud y podrian
incluso desviar gravemente debates politicos sobre la salud.'™ Por otro lado, en la
mayoria de los paises en desarrollo, mas de la mitad de las muertes ocurren fuera de

los hospitales y rara vez se certifican médicamente.':113

Hasta este punto, se observa que tanto las historias clinicas como los certificados de
defuncion tienen problemas semejantes en su implementacion y que su uso no es tan
extendido como se podria pensar. La historia clinica tiene sus propias limitaciones. A
pesar de que los datos hospitalarios (historias o registros clinicos) son a menudo la Unica
fuente de informacion sobre causas de muerte, raramente se evalla su calidad, lo que
puede llevar a una mala clasificacion y, por ende, a decisiones politicas mal
informadas.'+-'2° Para comprender mejor esto, revisemos algunos ejemplos. Burger et
al." llevaron a cabo un estudio retrospectivo en 703 muertes ocurridas en dos
suburbios de Ciudad del Cabo, Sudafrica. Dos médicos completaron un certificado de
defuncion de revisando las historias clinicas, con el objetivo de validar el certificado de
defuncién para cada difunto. La comparacion de la CdM registrada en los certificados
de defuncién y en los certificados simulados basados en las historias médicas, mostro
una baja concordancia, solo el 55.3% (intervalo de confianza del 95%: 51.7, 59.0). En
particular, el VIH/SIDA, la enfermedad cardiaca isquémica y la hipertension estaban
subinformados, mientras que la diabetes estaba sobreinformada como CdM. Los
autores concluyeron que, con una correcta cumplimentacién de los certificados

defuncion, se pueden reducir las CdM mal definidas, ademas, se requiere cautela al
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interpretar las tasas y tendencias basadas en mortalidad especifica por causa basadas
en los datos obtenidos para la Ciudad del Cabo. Por ultimo, la capacitacion de los
médicos en el correcto llenado de los formularios de notificacion de defuncion es
esencial.'* Gonzalez-Medina y Martinez-Natera''® realizaron un estudio observacional
retrospectivo, revisaron historias clinicos, certificados de defuncion y protocolos de
autopsia de pacientes fallecidos el afio 1999 en el Hospital Central Militar, México, el
estudio incluyé a nifios y adultos, también incluyeron casos médico-legales. Los
diagndsticos finales, de defuncién y anatomopatoldgicos fueron comparados conforme
al modelo CIE. Las discordancias diagndsticas se clasificaron en mayores y menores
siguiendo el esquema de Goldman. De 956 defunciones, se realizaron 23 autopsias
(2.4%), correspondiendo a 12 mujeres (52%) y ocho pacientes (35%) eran menores de
un ano. La discordancia total fue del 48% (mayores 13%, menores 35%), sin diferencias
significativas entre grupos de edad (50% adultos y 47% nifios). Concluyeron que,
aunque el porcentaje de discordancias (48%) es inferior al informado en otros hospitales
de ensefanza de tercer nivel (57%), el numero de autopsias realizadas en el hospital es
muy bajo (2.4% frente a 32%), lo que indica la necesidad de promover la practica de
estudios de necropsias. Hernandez et al.''” evaluaron la concordancia entre la causa de
muerte (CdM) reportada en certificados oficiales de defunciéon y un diagndstico de
referencia derivado de historias clinicas hospitalarias. Analizaron 1,589 defunciones en
34 hospitales publicos de Morelos y el Distrito Federal, México en 2009. El estudio
incluyd muertes neonatales, infantiles y de adultos, categorizadas en enfermedades
infecciosas, no transmisibles y lesiones. Encontraron una concordancia ajustada por
azar del 54.3% para neonatos, 38.5% para nifios y 66.5% para adultos entre la CdM
reportada y el diagnéstico de referencia. Concluyeron que es imprescindible mejorar los
procedimientos de certificacion de defuncién, sobre todo en muertes de nifios y
neonatos, debido a problemas significativos con la calidad de la informacién en los
sistemas de RCEV. Pattaraarchachai et al.’'® expusieron en un estudio que en Tailandia,

un 35% de las muertes se producen en hospitales, siendo certificadas por médicos. No
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obstante, cerca del 15% de dichas muertes se registran con diagndsticos vagos a pesar
de la informacion de las historias clinicas. Buscaron medir la validez de los diagnésticos
registrados en una muestra de muertes que ocurrieron en hospitales en Tailandia
durante 2005. Revisaron las historias clinicas de 3,316 muertes hospitalarias, no
encontrando sesgos por edad, sexo o causa en los casos no seguidos. Identificaron
causas subyacentes especificas para la mayoria de las muertes inicialmente registradas
con causas inespecificas o0 asignadas a categorias residuales. Indicaron que es crucial
validar periodicamente los datos de registro sobre causas de muerte en hospitales para

su uso en investigacién epidemiolégica o politicas de salud.

Una alternativa para mejorar la calidad de los diagnosticos clinicos, y por lo tanto de los
certificados de defuncidn, seria implementar la autopsia completa (AC) diagndstica, la
cual es el estandar 6ptimo para verificar las causas de muerte, pero su costo y dificultad
de implementacién limitan su uso.'® Otra opcidon propuesta es revisar las historias
clinicas para validar la precision de las CdM registradas, pero estas revisiones
raramente se realizan debido a la falta de métodos y marcos estandar para evaluar la
calidad de los datos de CdM.""? Incluso después de un periodo de entrenamiento no se
garantiza que los certificados se cumplimenten de forma adecuada, por ejemplo, los
meédicos de Bangladesh no lograron adherirse a los estandares internacionales al
completar el certificado médico después de un extenso entrenamiento, como el uso de
causas de muerte mal definidas.'”® Todos estos factores hacen necesario seguir
explorando alternativas al uso de la historia y registros clinicos como fuente de

informacion de las causas de muerte.

3.3. Autopsia verbal

La autopsia verbal (AV) ha evolucionado en los ultimos 70 afos como un método para

determinar la causa de muerte en comunidades sin certificacion médica oficial. Consiste
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en entrevistar a la familia o cuidadores del fallecido después de un periodo de duelo,
indagando sobre las circunstancias, signos y sintomas previos a la muerte. Este
proceso, que se ha beneficiado de las innovaciones del equipo liderado por el Prof. Peter
Byass, se origind en Asia y Africa en las décadas de 1950 y 1960 (ver Figura N° 2),
siendo posteriormente adoptado por la OMS en la década de 1970.7%2723 A principios de
la década de 1990, se establecieron estandares de AV para muertes infantiles y

maternas por comités de expertos convocados por la OMS. 124125

En 2006, se encontrd que la AV se utilizaba en mas de 35 lugares y se identificaron 18
instrumentos AV diferentes en 13 paises’?, lo que resalto la necesidad de contar con
procedimientos de AV confiables, armonizados y estandarizados para obtener
informacion precisa a nivel nacional y permitir comparaciones internacionales.'?® Ante la
necesidad de estandarizacion, la OMS publico los primeros estandares internacionales
de AV en 2007'?"'2% que incluian instrumentos para tres grupos de edad, certificacion
y codificacion en linea con la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-10), y
un proceso de asignacion de causas de muerte.'?® El método de asignacion de la causa
de muerte implicaba la intervencién de tres meédicos capacitados que interpretarian
independientemente los datos de las entrevistas y asignarian una causa de muerte. Si

habia acuerdo entre al menos dos médicos, se asignaba la causa.'?®

Después de la primera publicacién de los estandares de AV en 2007, se realizaron
actualizaciones en 2012, 2014 y 2016.'2°'3" Estas revisiones buscaron simplificar los
instrumentos para un uso mas practico y a gran escala, incluyendo la modificacion de
preguntas para facilitar respuestas de si/no y la reduccion del numero de preguntas. Las
actualizaciones también promovieron el desarrollo de métodos automatizados para la

recopilacién de datos y para la asignacion de causas de muerte.
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El primer método automatizado y publico para asignar causas de muerte por AV fue el
modelo InterVA, desarrollado por Peter Byass en 2003, y la primera versién se lanzé en
2005. Su version InterVA-4, lanzada en 2012, incorporé los 245 indicadores de la OMS
para asignar una de las 62 categorias de causas de muerte."® La AV comenzo a ser
utilizada de manera rutinaria, principalmente en paises de bajos ingresos."* El impulso
creciente también plante6 algunas como consideraciones éticas como el consentimiento
informado del encuestado, la confidencialidad de la informacion y la propiedad de los

datos de AV.

En 2014, se inici6 un proceso para mejorar la compatibilidad del instrumento AV con
algoritmos para autopsia verbal codificada por computadora (AVCC), con la
incorporacién de experiencias y pruebas de campo.'® En 2016, la OMS vy oftras
instituciones revisaron los estandares para permitir una total compatibilidad con los
algoritmos AVCC disponibles publicamente: InterVA-5, InSilicoVA y Tariff/SmartVA.%°
Esto coincidid con las preocupaciones sobre la viabilidad y sostenibilidad de la AV

certificada por un médico (AVCM) cuando se aplica a gran escala.

En entornos de investigacion, los médicos solian leer las transcripciones de las
entrevistas AV y asignaban la(s) causa(s) de muerte. Sin embargo, para la vigilancia
rutinaria a gran escala, se utilizan algoritmos AVCC automatizados para asignar la(s)
causa(s) de muerte. Los algoritmos mas utilizados son InterVA/InSilicoVA™e137 y
SmartVA™® que se basan en un conjunto de informacion sobre sintomas y causas

(ISC).139

Los algoritmos de AVCC buscan solucionar problemas de sesgo médico, viabilidad y
coste, aunque la precision de las causas de muerte que asignan depende de la
relevancia del conjunto de ISC en un contexto especifico. Los ISC de InterVA e
InSilicoVA son probabilidades condicionales derivadas de la evidencia epidemiolégica y
el consenso médico, almacenadas en una matriz llamada "Probbase". En cambio,

SmartVA utiliza puntuaciones calculadas a partir del conjunto de datos de mortalidad de
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referencia del Consorcio de Investigacion de Métricas de Salud de la Poblacion
(CIMSP). El enfoque Probbase no requiere datos de mortalidad de referencia costosas
y logisticamente desafiantes, se basa en un amplio rango de conocimientos y
experiencia médica. Su limitacion es la menor precision, ya que se basa en el juicio
humano en lugar de datos directos. Por otro lado, el enfoque Tariff, aunque directamente
extraido de los datos del CIMSP, puede ser limitado en su aplicabilidad debido a la
especificidad geografica y temporal de las muertes de referencia. Por ejemplo, el
conjunto de datos del CIMSP incluye pocas muertes en Africa y escasas muertes por

malaria, una causa de muerte muy relevante en esa region.

Interpretar la literatura sobre comparaciones de desempefo de meétodos para asignar
causas de muerte por AV es desafiante, debido a la variedad de enfoques y algoritmos
utilizados, y a la falta de datos comparables en los estudios.® Es dificil evaluar la
efectividad de cada enfoque, ya que solo un estudio aplicé todos los algoritmos a las

mismas muertes con el mismo conjunto de ISC."3¢

La asignacion de causas de muerte por AV presenta retos. Los algoritmos AVCM
pueden ser mas precisos, pero estan sujetos a sesgo médico y baja repetibilidad, y son
lentos y costosos para usos a gran escala. Los algoritmos basados en Probbase usan
un ISC mas general pero menos preciso, mientras que los basados en Tariff estan
limitados a un conjunto de datos de referencia especifico. Los algoritmos empiricamente
impulsados son una opcion atractiva si se pueden generalizar y mantener actualizados
con la epidemiologia cambiante. Como solucién se ha propuesto crear un ISC empirico,
general y actualizado; y, ademas, permitir comparaciones entre algoritmos AVCC a
través de un archivo actualizable de muertes de referencia’® gestionado por un tercero
confiable. Esto estandarizaria el ISC usado por todos los algoritmos, mejorando la

comparabilidad de las causas de muerte por AV asignadas.

Ante la diversidad de opciones surge el problema de la eleccién del mejor enfoque

algoritmico para una determinada necesidad. La solucion se facilita con el uso del
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Instrumento Estandar de la OMS, disenado para funcionar con todos los algoritmos
comunes.'" Ahora, el enfoque es incorporar AV en los sistemas de registro civil y
estadisticas vitales para proporcionar datos sobre las causas de muerte, especialmente
en poblaciones rurales, hasta que otros sistemas de registros de las CdM (como los
certificados de defuncion, con todas sus limitaciones) estén ampliamente disponibles.
Se ha propuesto que una gestion eficaz de los datos podria facilitar esta integracion en

los sistemas de registro y notificacion de defunciones.?

Las AV se han utilizado en investigaciones y vigilancia de mortalidad en paises de bajos
y medianos ingresos. La Red INDEPTH, establecida en 1998, unié a los sitios que
realizaban AV en poblaciones de al menos 25,000 personas con el objetivo de armonizar
métodos y permitir investigaciones en multiples sitios. Actualmente, 48 sitios INDEPTH
en 19 paises han adoptado el instrumento AV de la OMS, proporcionando un banco de

pruebas para algoritmos de diagndstico como InterVA e InSilicoVA.'%?

Mas alld de la red INDEPTH, casi todos los nuevos proyectos de investigacion
multinacionales y ensayos de campo que necesitan datos de mortalidad por causas
especificas utilizan el estandar AV de la OMS de 2016 o una adaptacion, junto con sus
algoritmos diagndsticos asociados. Ejemplos de estos son el Programa de
Implementacion de la Vacuna contra la Malaria de la OMS, CHAMPS (Vigilancia de
Prevencion de Mortalidad y Salud Infantil en Bangladesh, Etiopia, Kenia, Mali,

Mozambique, Sierra Leona y Sudafrica) y COMSA (Vigilancia Nacional de la Mortalidad

para la Accién en Mozambique y Sierra Leona).

A nivel de pais, la AV de la OMS de 2016 se ha empleado en encuestas de investigacion,
como la Encuesta Nacional de Mortalidad Materna en Ghana, la Evaluacion de
Mortalidad Posterior al Censo en Mozambique y una Encuesta Demografica y de Salud

en Uganda.

En los paises de bajos y medianos ingresos, la AV estandarizado de la OMS, junto con

el AVCC, posibilita llevar la AV mas alla de los ambitos de investigacion, a sistemas de
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informacion a gran escala.'? Los esfuerzos para mejorar los RCEV estan en curso, pero
las muertes sin certificacién médica adecuada continuaran ocurriendo, lo que mantiene
la demanda de mejores herramientas y métodos estandarizados de AV para mejorar los
sistemas de datos de mortalidad. La estrategia para AV dentro de los RCEV es registrar
todas las muertes en la comunidad por edad y sexo, y luego generar distribuciones
representativas de causas de muerte. La integracion de los sistemas de recopilacién de
datos RCEV y AV asegura que las muertes se registren y produce un flujo continuo de
datos sobre mortalidad. Esta integracién requiere un marco legal y administrativo de
apoyo, procesos claros y eficientes, responsabilidades definidas y un enfoque operativo
integrado en la arquitectura del Sistema de Informacion de Salud y RCEV de cada pais
0 regién. La disponibilidad de recursos globales y nacionales estandarizados,
incluyendo herramientas de AV y manuales para su uso, ha facilitado su adopcion y

adaptacion en estrategias de expansion de RCEV-AV.'?°

Diversos paises, apoyados por socios de desarrollo como el Fondo Mundial y el Banco
Mundial, estan en las primeras fases de ampliar las aplicaciones de AV en sus RCEV.
Entre ellos se incluyen Bangladesh, Colombia, Etiopia, Ghana, Kenia, Marruecos,

Mozambique, Ruanda, Senegal, Tanzania, Tailandia, Zambia y Zimbabue.

La pandemia de COVID-19 en 2020 anadié complejidad a la aplicacién de la AV en
encuestas y vigilancia. Por ello, algunos paises buscan formas alternativas para realizar
entrevistas de AV a nivel doméstico durante crisis de salud o conflictos humanitarios,
como las entrevistas de AV telefonicas’®, aunque son necesarias mas evaluaciones
para valorar su factibilidad y aceptabilidad. Los avances en modelos neuronales de
aprendizaje profundo permiten procesar texto de manera eficiente y precisa, lo que
permite extraer informacion de textos no estructurados y examinar grandes volimenes
de datos para inferir modelos de evolucién de causas de mortalidad.'** Esto deja ver el
potencial que tiene la AV, la cual ha experimentado grandes avances en los ultimos 20

afos, resumidos previamente.
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A pesar de los avances alcanzados, la AV ha mostrado resultados inconsistentes, su
precision diagnodstica varia dependiendo de la CdM, siendo mayor cuando la
enfermedad presenta signos y sintomas definidos, y menor en condiciones con sintomas
inespecificos, como la malaria e infeccion respiratoria aguda en el caso de nifos, o
meningitis en todos los grupos de edad.**®® Esto lleva a clasificaciones erroneas
frecuentes de la CdM y a tasas inexactas de mortalidad especificas por causa.®® Para
mitigar algunas de estas limitaciones, como se ha comentado previamente, se han
desarrollado métodos informatizados de interpretacion del cuestionario de AV.% Estos
meétodos de AV informatizados han sido validados contra AV certificadas por médicos y
registros clinicos'%-'%", pero no se han validado ampliamente contra la AC, considerada
el estandar de oro para la determinacion de CdM. Un estudio de validacién realizado en
Mozambique entre 2013 y 2015 comparé la efectividad del método de AV codificado por
computadora, InterVA, con la AC en 316 pacientes de diferentes grupos de edad.*® Los
resultados mostraron una baja concordancia del modelo a nivel individual y poblacional,
con una sensibilidad particularmente baja para identificar enfermedades infecciosas. Se

detectaron también inconsistencias en la clasificacion de muertes maternas.

Todos estos hallazgos ponen en duda la fiabilidad de las estimaciones actuales de CdM
mediante la AV, resaltando la necesidad de implementar métodos que ayuden a mejorar

la calidad y efectividad de las técnicas de AV actuales.

3.4. Autopsia completa

En 1844, cuando Carl Rokitansky se convirtié en profesor titular de patologia, fue quizas
el primer patélogo académico de carrera?®. Nunca habia tenido una practica clinica.
Durante cientos de afos antes de eso, la mayoria de las autopsias se habian realizado
como parte de una practica clinica continua. Los médicos realizaron autopsias para

comparar sus impresiones clinicas con los hallazgos anatoémicos. Es decir, la autopsia
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sirvié como control de calidad de sus diagndsticos. Por supuesto, hubo otros beneficios
para la profesibn médica, los médicos en formacién y la sociedad, pero los clinicos
académicos utilizaron las autopsias para hacerse mejores diagnosticadores. De esta
forma, histéricamente, la autopsia ha cumplido multiples propdsitos, incluyendo los
relacionados con la atencion médica (relacionados al diagndstico y asegurando la
garantia de calidad de atencion al paciente), la ciencia médica (investigacion y
educacion), la sociedad (salud publica, estadisticas vitales, cuestiones forenses) y la
familia (asesoramiento y comprension del ciclo de vida).'® Ademas, las autopsias son
las partes mas importantes de la patologia forense, donde establecer la causa exacta y
la forma de muerte tiene importantes implicaciones médico-legales. ' La importancia
de la autopsia sigue siendo la misma a pesar de la disminucion de las tasas de autopsia
en las instituciones médicas fuera de la jurisdiccion de los médicos forenses debido a
los multiples factores que afectan a la practica médica hoy en dia.’®"'%? En paises de
Europa, como Inglaterra, la situacion no es mejor.”® Los factores multifacéticos que
contribuyen a las bajas tasas de autopsia incluyen actitudes (de clinicos, patélogos,
familias, administradores, politicos), restricciones de tiempo y responsabilidades
concurrentes de patélogos, miedo de los médicos a la responsabilidad legal y a
equivocarse, costos (profesionales, generales), la tecnologia médica moderna que da
una falsa confianza, la falta de inclusiéon de los hallazgos de la autopsia en la
documentacion del certificado de defuncion y en informes clinicos publicados, y la
frecuente imposibilidad de los clinicos de solicitar permiso apropiadamente a las familias

de los difuntos. 48151

Aun asi, hay espacios donde se ha avanzado de forma importante, uno de los cuales es
el grupo de las enfermedades infecciosas y dentro de este grupo, la tuberculosis (TB)
es un excelente ejemplo de las importantes contribuciones que la patologia de la
autopsia ha hecho para comprender esta devastadora enfermedad, que es la principal

causa de muerte entre las enfermedades infecciosas. Esta entre las 10 principales
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causas de muerte a nivel mundial, matando alrededor de 5.000 personas al dia. En los
ultimos 2 siglos, la TB ha matado a mas personas que la malaria, la viruela, el VIH, la
célera, la plaga, el ébolay la influenza combinadas (solo superada por SARS-CoV-2 en
el 2020)."°*1%% Hoy en dia, se estima que mas de 2 mil millones de personas estan
infectadas latentemente.®* La tuberculosis es extremadamente dificil de estudiar porque
solo ocurre completamente desarrollada en los pulmones humanos y no hay justificacion
ética para realizar biopsias o resecciones de lesiones en desarrollo. Aunque estamos
avanzando mucho en la definicion de las células, moléculas y vias por las que
Mycobacterium tuberculosis (MTB) se establece, aun no podemos encajar las piezas
para comprender su patogeénesis, ya que los modelos animales no replican la
enfermedad humana, lo que es un gran impedimento para el desarrollo de vacunas y
nuevas terapias.’'%% El director del Instituto Nacional de Alergias e Infecciones
Infecciosas, Anthony Fauci, afirmé que "Necesitamos entender mejor el delicado
equilibrio entre el huésped y el patégeno en el contexto del sistema biolégico completo

y esto requiere una "abordaje radical y transformador".'®’

Como hemos revisado, hasta los afios '60 del siglo pasado, la autopsia mantenia un rol
relevante en la medicina moderna, crucial para el descubrimiento, caracterizacion y
comprension de la enfermedad. Muestra de ello son las etiologias de mas de 80
enfermedades que han sido dilucidadas desde 1950 mediante estudios

anatomopatoldgicos, incluida la biopsia.®"

En la década de 1960, la tasa de autopsias hospitalarias en Europa y EE. UU. rondaba
el 60 %, pero ha ido cayendo y ahora ronda el 10 % o menos. En 1991, el Royal College
of Pathologists de Inglaterra publico The Autopsy and Audit'®?, dando una tasa de
discrepancia del 75% para discrepancias clinicas significativas y del 10% para
discrepancias donde se esperaba que el paciente viviera si el diagnéstico clinico hubiera
sido correcto. El informe recomendaba que al menos el 10% de las muertes hospitalarias

se sometieran a autopsias con fines de auditoria. En el siglo XXI, las tasas de autopsias
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hospitalarias siguen cayendo y se ha cuestionado si la autopsia sigue siendo util. Esto
se debe en parte a la fuerte creencia en el poder de las imagenes diagndsticas y otras
investigaciones'®®, pero también a que los médicos no solicitan autopsias debido a las
posibles consecuencias medicolegales.’® Otros factores implicados en la disminucion
de la tasa incluyen la comunicacion inadecuada y tardia de los resultados de la autopsia

a los médicos y la solicitud de autopsias delegadas al personal médico subalterno.'®

Un punto muy relevante a la hora de comparar los resultados de la autopsia con los de
la historia clinica es establecer las discrepancias y como clasificarlas. A pesar de mas
de un siglo de investigacion, todavia es dificil comparar los resultados, ya que varios
estudios analizan diferentes aspectos y tipos de discrepancia y clasifican las
discrepancias de diferentes maneras. Goldman et al.?° sugirieron un método util de
clasificacion en 1983, Veress y Alafuzoff'®4'%° disefiaron su propia clasificacion de
discrepancias, por mencionar dos de los trabajos ampliamente usados cuando se
interpretan discrepancias. Una clara ventaja del uso de un sistema de clasificacion
definido permitiria comparar facilmente los resultados de diferentes estudios. La
clasificacion de Goldman, la mas frecuentemente usada, es util porque diferencia entre
discrepancias mayores y menores e identifica aquellas muertes en las que la
discrepancia tuvo un impacto en la supervivencia del paciente. Sin embargo, esto
requiere un juicio sobre si un paciente hubiera sobrevivido o no, lo que puede ser dificil

de determinar.?® Las discrepancias se pueden dividir mejor en:

- Discrepancias de condiciones importantes potencialmente tratables (aquellas
que conducen a la muerte o contribuyen significativamente a ella)
- Discrepancias de condiciones mayores intratables

- Discrepancias de condiciones menores/coexistentes

Esto resaltaria las discrepancias mas significativas sin requerir un juicio sobre la

supervivencia potencial.
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Estos estudios tratan con diferentes grupos de pacientes que pueden no ser
comparables. Muchas de las condiciones que afectan y causan la muerte son diferentes
entre nifios y ancianos, y entre pacientes médicos y quirurgicos. La misma condicion
también puede presentarse de manera diferente en un nifio pequefio en comparacion

con un adulto o una persona mayor.

La tasa general de discrepancias importantes parece haber permanecido igual desde
1960.2° Shojania et al.'®® encontré un cambio en las discrepancias de la clase 2 (un
diagnéstico discrepante importante, pero con un impacto equivoco o sin impacto en la
supervivencia) a la clase 1 (un diagndstico discrepante con un impacto potencial en la
supervivencia) entre las décadas de 1960 y 1980, pero sin cambios en la tasa de

discrepancia general.

Es importante tener en cuenta que estas tasas de discrepancia se aplican solo a
aquellos pacientes que mueren y se les realiza una autopsia. La tasa de errores de
diagnéstico puede ser menor ahora, pero dado que la mayoria de los pacientes
sobreviven a su estadia en el hospital, no estan incluidos en nuestras cifras y la tasa de
discrepancia parece permanecer igual. Los pacientes que fallecieron tras recibir el alta
hospitalaria se han incluido en pocos estudios'®, por lo que la mayoria tampoco aparece

en las cifras que se manejan.

La AC, a pesar de las dificultades para estandarizar el analisis de las discrepancias, es
indudablemente el patron de oro para llegar al diagnéstico post mortem y aporta el
marco para estimar la CdM en paises y regiones con alta renta*’, pero este
procedimiento no es realizado de forma frecuente en regiones de baja y media renta.
Existen varias razones, una de ellas es que la mayoria de las muertes en regiones de
baja y mediana renta no ocurren en los hospitales. Un estudio’®” utilizé datos sobre el
lugar de muerte en 49 paises desde 2005 hasta 2019 para modelar el porcentaje de
muertes en el hogar estandarizado para la edad de la poblacion y la distribucion de

causas. A nivel global, el estudio estim6 que el 53.4% (95% IC 50.8%-55.9%) de las
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muertes ocurren en el hogar, mucho mas alto en paises de bajos ingresos (79.5%, 95%
IC 77.3%—-81.5%) y mucho menor (27.3%, 95% IC 25.2%—-29.6%) en paises de altos
ingresos. Los paises con el mayor porcentaje de muertes en el hogar se encuentran
principalmente en el sur, este y sureste de Asia y en el Africa subsahariana (mas del

90% en Etiopia, Chad y Sudan del Sur).

Otra dificultad que se suma a la implementacion de la AC en regiones pobres, se debe
a la insuficiencia de instalaciones adecuadas y de recursos humanos adecuadamente
entrenados.'%8'%% Mamudo et al.'®® describieron que para Mozambique, un pais extenso
con 29.5 millones de habitantes, solo se dispone de 4 hospitales con servicios de
patologia y se cuenta con 14 patologos entrenados para todo el pais, esto hace menos
de 1 patdlogo por millén de habitantes, situacion muy similar a la detectada en otros

paises subsaharianos.’”°

Y otro factor a tener en cuenta son las practicas culturales y religiosas de las personas
en cada regién, porque la perspectiva hacia la practica de la AC puede variar en cada
comunidad.’" En general la AC tiene una aceptacion usualmente pobre debido a la
naturaleza desfigurante del procedimiento, y el tiempo requerido para llevarlo a cabo, lo

que puede interferir con las practicas ceremoniales y de entierro.'2-174

Teniendo muy presente la capacidad de la AC para generar data de gran calidad sobre
la CdM y sus limitaciones, es necesario buscar alternativas para poder identificar la CdM
en diversos escenarios, la mayoria en paises y regiones de baja y mediana renta. Ante
esta situacion, el uso de otras técnicas, como la autopsia minimamente invasiva, deben

ser exploradas.

3.5. Autopsia minimamente invasiva

En los paises y regiones de alta renta, los amplios registros clinicos permiten

caracterizar habitualmente los eventos previos a la muerte, identificando las causas del
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desenlace fatal. Sin embargo, en los paises y regiones de baja y mediana renta, donde
ocurre la gran mayoria de las muertes prematuras; en estos entornos, el acceso al
sistema de salud es mucho mas limitado, lo que resulta en una proporcién significativa
de muertes que ocurren en el hogar'®’ con la falta de registro de estas muertes asi como
sus causas.* Estrategias alternativas como la autopsia verbal (ver seccién 3.3), han
sido disefadas para determinar las causas de muerte pero proporcionan una
especificidad limitada y pueden dar resultados no fiables.*?43175 Y |a autopsia completa
(ver secciodn 3.4) presenta multiples limitaciones para su implementacion como es falta
de recursos humanos entrenados, infraestructura y equipos de laboratorio insuficientes
o inexistentes, y las costumbres y creencias religiosas de las comunidades que pueden

estar contrapuestas a las acciones y tiempos que se emplean en la autopsia completa.3?

Para compensar estas deficiencias y/o limitaciones, se han propuesto métodos
alternativos basados en técnicas post mortem menos invasivas. Uno de los
procedimientos mas prometedores es la obtencién de muestras de tejidos mediante la
técnica de la autopsia minimamente invasiva (AMI).""® La técnica AMI es un examen
post mortem basado en agujas que permite recoger pequefias muestras de tejido y
fluidos corporales de 6rganos clave. Este procedimiento, que puede ser realizado por
patdlogos o técnicos con formacion especializada, requiere niveles mas bajos de
experiencia e infraestructura que el AC'" y hay datos que muestran un alto nivel de
interés en conocer la CdM y la posible aceptabilidad en comunidades de paises de
ingresos bajos y medianos.'”® Ademas, el uso de agujas sin manipulacion de los érganos
permite recolectar muestras para andlisis microbiolégico con menor riesgo de

contaminacién en comparacion con la AC.

El concepto de AMI se remonta a finales del siglo XIX, cuando se describio la extraccion
de 6rganos manualmente para la autopsia.'”® Décadas después, durante un brote de
fiebre amarilla en Brasil, se utilizd una técnica de examen post mortem con agujas para

muestrear el higado, conocida como 'viscerotomia'.'®
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Aunque histéricamente, 'autopsia minimamente invasiva' se ha referido a métodos de
autopsia menos invasivos que emplean técnicas de imagen avanzadas como
resonancia magneética, tomografia computarizada y ecografia, conocidas
colectivamente como 'virtuopsia''®'-'8, estos métodos no siempre incorporan el
muestreo de tejido. Esta situacion viene cambiando, ya que en los ultimos afos se han
publicado mas estudios relacionando la AMI con la toma de muestras de tejido utilizando
agujas. Paganelli et al.'® realizaron una revision del uso de la AMI en relacién a la
determinacion de la CdM. Un total de 79 articulos de revistas con fechas de publicacion
desde 1955 hasta 2019 fueron incluidos en esta revisién. Pudieron identificar que, a
pesar de que el concepto de AMI se introdujo en 1955, el 75% de las publicaciones
sobre este tema se han producido en la ultima década. Desde 2010, el numero de
publicaciones sobre AMI se ha triplicado con respecto a todas las publicaciones previas
a ese afno. Entre los afos de 1960’s y 1980’s los autores no lograron identificar
publicaciones sobre AMI, pero en 1983 se publicd un articulo que describia las ventajas,
factibilidad y limitaciones de la AMI."82184 | g aplicacion de esta técnica en PVVS no fue
hasta mas de 10 afios después, en 1994, aunque como un método alternativo a la
AC.'8218 En la primera década del siglo XXI diferentes publicaciones mostraron
resultados contrapuestos con respecto a la aceptacion por parte de la comunidad de la
AML."82 Entre 2010 y 2015, la cantidad de estudios enfocados en la validacion de la AMI
frente a otros procedimientos post mortem, experimentd un crecimiento
notable.'77182186-188 Fn 2016, comenzaron a surgir publicaciones derivadas del
innovador estudio de Validacion de la Autopsia Minimamente Invasiva para
Investigacion de la Causa de Muerte en Paises en Desarrollo (CADMIA), que evalud la
aceptabilidad de la AMI y se propuso validar esta metodologia comparandola con la AC,
empezando por las necropsias en adultos'®182189.19 v en afios posteriores saldrian
publicaciones abarcando todos los grupos etarios'®:19.192 En esta serie de estudios de

validacion, la concordancia con la AC, el estandar de oro para la determinacién de la
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CdM fue de moderada a buena, y la AMI reconocié de manera confiable la mayoria de

las enfermedades infecciosas y los canceres que causan la muerte.

Otra importante iniciativa la viene desarrollando la red Red de Prevencion de la
Mortalidad Infantil y Salud Infantil (CHAMPS, siglas en inglés de Child Health and
Mortality Prevention Surveillance), en octubre del 2019 publicé 13 articulos describiendo
experiencias con la AMI y dada la promisoria naturaleza de los resultados obtenidos, la

red CHAMPS respaldo rapidamente el uso de la AMI. 82

Los interesantes resultados obtenidos y el aumento de su uso en la ultima década de la
técnica AMI ha generado grandes expectativas porque puede proporcionar
explicaciones mas sdlidas de la causa de la muerte que otros enfoques utilizados
actualmente 32193194 Es necesario evaluar su aplicacion y viabilidad a una escala mas

amplia y en diversos escenarios.

4. Aspectos relacionados con la identificacion de la causa de muerte por
infecciones: revision de algunas infecciones y caracteristicas

relevantes.

4.1. Tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis (MTB) fue identificado por Robert Koch hace 139 afos
como el agente causal de la Tuberculosis (TB) y la OMS declaré a la TB como una
emergencia mundial por primera vez en 1993. La TB se ha convertido en una de las
principales causas infecciosas de muerte en adultos en todo el mundo.'® La capacidad
del organismo para establecer eficazmente una infeccion latente le ha permitido
propagarse a casi un tercio de las personas en todo el mundo. A nivel mundial,
aproximadamente 10 millones (rango, 8,9—11,0 millones) de personas enfermaron de

TB en 2019, un nimero que ha ido disminuyendo muy lentamente en los Gltimos afos.>*
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El complejo M. tuberculosis tuvo un ancestro africano comun hace 35.000 a 15.000
anos.' Hay evidencia de TB espinal en restos neoliticos, precolombinos y egipcios
tempranos.’® Sin embargo, la tuberculosis no se convirtid en un problema importante
hasta la Revoluciéon Industrial, cuando las condiciones de vida hacinadas favorecieron
su propagacion.’” En los siglos XVII y XVIII, la tuberculosis causé una cuarta parte de
todas las muertes de adultos en Europa.’® Antes de que los agentes antimicrobianos
estuvieran disponibles, la piedra angular del tratamiento era descansar al aire libre en
sanatorios especializados y el aislamiento.’®® Los regimenes de sanatorio
probablemente beneficiaron a algunos pacientes que fueron diagnosticados antes de la
cavitacion, pero tuvieron poco impacto sobre la enfermedad cavitaria.?’® Cuando quedo
claro que la cavitacion era el evento fundamental en la tuberculosis pulmonar progresiva,

la mayoria de las terapias especiales se centraron en el cierre de la cavidad.?®

El complejo M. tuberculosis comprende al menos nueve especies del género
Mycobacterium, la familia Mycobacteriaceae y el orden Actinomycetales que son causas
de tuberculosis humana y enfermedad zoonética. Las especies del complejo M.
tuberculosis comparten una identidad de secuencia del 99,9% y probablemente
evolucionaron a partir de un Unico ancestro clonal.?°' La especie M. tuberculosis sensu
stricto causa la gran mayoria de la tuberculosis humana en todo el mundo.'™* Sin
embargo, Mycobacterium africanum causa TB humana en Africa Occidental, donde
representa hasta el 50% de los casos.'™ Mycobacterium canetti es una causa
extremadamente rara de TB humana en el Cuerno de Africa Oriental.2®® Mycobacterium
bovis causa enfermedades en el ganado y se transmite a los humanos a través del
contacto con animales y el consumo de leche no pasteurizada.?®® Recientemente se
demostré que M. bovis puede transmitirse por aerosol de pacientes con lesiones
pulmonares.?®? Mycobacterium caprae, otro patégeno del ganado, Mycobacterium
microti, un patégeno para roedores, y Mycobacterium pinnipedii, un patégeno para

focas, se ha informado que causan tuberculosis zoonética en humanos. Se han descrito
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Mycobacterium orygis (antilope) y Mycobacterium mungi (mangosta) en animales, pero

no se han notificado en humanos.2%°

Los avances en el analisis genético, incluida la secuenciacion del genoma completo
(SGC), han arrojado nueva luz sobre la filogenética del complejo M. tuberculosis.?®2%
Estos estudios muestran que M. tuberculosis sensu stricto y M. africanum, las causas
predominantes de la enfermedad humana enfermedad, se puede dividir en siete linajes
filogenéticos, L1 a L7. Este es un campo de estudio que cambia rapidamente, con
multiples nomenclaturas en uso. Por ejemplo, el linaje L2 también se denomina linaje de
Asia oriental o la cepa de Beijing. Por otro lado se anaden cada vez mas subgrupos,
como el recientemente propuesto linaje 9 (L9).2% Existe alguna evidencia de que los
diferentes linajes varian en virulencia, adaptacién del huésped, transmisibilidad o
capacidad para adquirir resistencia a los medicamentos, pero se necesitan mas

investigaciones para aclarar la importancia clinica de tales diferencias.?*

Como CdM unica, la tuberculosis es la principal CdM infecciosa a nivel mundial'®*, sélo
superada en el ano 2020 por SARS-CoV-2, patdgeno causante de la COVID-19 (se
estima que durante el afio 2020 a causa del SARS-CoV-2 murieron en todo el mundo
1,8 millones de personas).’™ Ademas, la TB es la CdM mas frecuente asociada al
VIH54205206 v también encabeza la lista de CdM entre las mujeres en edad
reproductiva.??>2% Todos los afios desde 1997, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha publicado un informe mundial sobre TB, donde se comparten datos actuales
de la situaciéon mundial de la enfermedad. Dicho documento resume el progreso y los
esfuerzos en la prevencion, el diagndstico y el tratamiento de la enfermedad, a distintos
niveles (nacional, regional y mundial).’™* El informe Global TB 2020 se publicé el 14 de
octubre de 2020, su desarrollo se ubica en el contexto de las estrategias globales de
control de la TB y los objetivos de las Naciones Unidas (ONU) establecidos en la
declaracion politica en la reunion de alto nivel de la Asamblea General de las Naciones

Unidas sobre la TB celebrada en septiembre de 2018 en Nueva York (ver Tabla N° 1).
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Se estima que los datos publicados en el informe representan mas del 99% de la
poblacién mundial y fueron obtenidos a partir de los datos reportados de 198 paises.'
A nivel mundial, se estima que 10 millones de personas desarrollaron la enfermedad de
TB en 2019 y se estima que se produjeron 1,2 millones (rango, 1,1-1,3 millones) de
muertes por TB entre personas VIH negativas en 2019 (en comparaciéon con los 1,7
millones de muertes en el afio 2000), y 208.000 muertes adicionales (rango, 177.000—
242.000) entre PVVS (en comparacion con las 678.000 muertes en el afio 2000)."%* Las
personas =15 afios representaron el 88% de casos, en este grupo los hombres
representaron el 56% de las personas que desarrollaron TB en 2019 y las mujeres
representaron el 32% de casos. Los nifios (menores de 15 afios) aportaron el 12% al
total de casos. Entre todos los afectados, el 8,2% eran PVVS.' Todos los datos
reportados muestran un avance importante en la reduccion de infecciones y muertes

relacionadas a TB, aun asi la pandemia continua.

La mayoria de las personas que desarrollaron TB en 2019 se encontraban en Asia
sudoriental (44%), Africa (25%) y el Pacifico occidental (18%), con porcentajes mas
pequenos en el Mediterraneo oriental (8,2%), América (2,9%) y Europa (2,5%). Treinta
paises representan el 86% de la carga global de TB (Indonesia, China, India, Filipinas,
Pakistan, Nigeria, Bangladesh, Sudafrica, Republica Democratica del Congo, Myanmairr,
Vietnam, Etiopia, Kenia, UR Tanzania, Republica Popular Democratica de Corea,
Angola, Mozambique, Tailandia, Brasil, Federacion de Rusia, Zambia, Camboya, Papua
Nueva Guinea, Zimbabue, Republica Centroafricana, Sierra Leona, Congo, Liberia,
Lesoto y Namibia). Ocho paises representaron dos tercios del total mundial: India (26%),
Indonesia (8,5%), China (8,4%), Filipinas (6,0%), Pakistan (5,7%), Nigeria (4,4%),
Bangladesh (3,6%) y Sudéafrica (3,6%).

Tabla N° 1. Objetivos mundiales de tuberculosis establecidos en los ODS, la Estrategia

para poner Fin a la TB y la declaracion politica de la reunion de alto nivel de la ONU

sobre la TB, para el periodo hasta la fecha limite de los ODS de 2030
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Meta 3.3 de
los ODS

Estrategia de
la OMS para
poner fin a la
B

Reunién de
alto nivel de la
ONU sobre la
TB, 2018

Para el 2030, poner fin a las epidemias de sida, TB, malaria y
enfermedades tropicales desatendidas, y combatir la hepatitis, las
enfermedades transmitidas por el agua y otras enfermedades

transmisibles

Reduccion del 80% en la tasa de incidencia de TB (casos nuevos y
recidivantes por 100000 habitantes por afio) para 2030, en comparacion con
2015

Hito 2020: reduccion del 20%; Hito 2025: reduccion del 50%

Reduccion del 90% en el numero anual de muertes por TB para 2030, en

comparacioén con 2015

Hito 2020: reduccion del 35%; Hito 2025: reduccion del 75%
Ningun hogar afectado por la TB enfrentara costos catastréficos para 2020

40 millones de personas tratadas por tuberculosis de 2018 a 2022, que

incluyen:

e 3,5 millones de nifos
¢ 1,5 millones de personas con TB multidrogo resistente, incluidos 115 000

ninos

Al menos 30 millones de personas recibieron tratamiento preventivo de la

tuberculosis entre 2018 y 2022, que incluyen:

e 6 millones de personas que viven con el VIH
e 4 millones de nifios menores de 5 afios y 20 millones de personas de
otros grupos de edad, que son contactos domésticos de personas

afectadas por la TB

Financiamiento de al menos US$ 13 mil millones por afio para el acceso
universal a la prevencion, el diagndstico, el tratamiento y la atencion de la
TB para 2022

Financiamiento de al menos US$ 2.000 millones al afio para la investigacion
de la TB de 2018 a 2022

Modificado de Global tuberculosis report 2020"%*

La mayoria de las personas que desarrollaron TB en 2019 se encontraban en Asia

sudoriental (44%), Africa (25%) y el Pacifico occidental (18%), con porcentajes mas
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pequefos en el Mediterraneo oriental (8,2%), América (2,9%) y Europa (2,5%). Treinta
paises representan el 86% de la carga global de TB (Indonesia, China, India, Filipinas,
Pakistan, Nigeria, Bangladesh, Sudafrica, Republica Democratica del Congo, Myanmar,
Vietnam, Etiopia, Kenia, UR Tanzania, Republica Popular Democratica de Corea,
Angola, Mozambique, Tailandia, Brasil, Federacion de Rusia, Zambia, Camboya, Papua
Nueva Guinea, Zimbabue, Republica Centroafricana, Sierra Leona, Congo, Liberia,
Lesoto y Namibia). Ocho paises representaron dos tercios del total mundial: India (26%),
Indonesia (8,5%), China (8,4%), Filipinas (6,0%), Pakistan (5,7%), Nigeria (4,4%),

Bangladesh (3,6%) y Sudafrica (3,6%).

De los 10 millones de personas que se calcula desarrollaron la TB durante 2019, unos
3 millones no tenian diagnosticada la enfermedad, o sus casos no se notificaron
oficialmente a las autoridades gubernamentales de cada pais.’® La capacidad de
diagnosticar casos de TB varia segun el contexto y la prevalencia. Un metaanalisis de
las discrepancias clinicas/autopsia encontré que, en la década de 1930, la sensibilidad
del diagndstico clinico de TB era del 91%, pero para la década de 1970 habia caido al
50%; los médicos dejaron de reconocer patrones clinicos de TB a medida que la
prevalencia disminuia.?’®?"" Ademas, donde la infeccién por micobacterias ocurre en
conjunto con alguna otra condicion significativa, o en pacientes con SIDA con sintomas
inespecificos y un curso terminal de rapida progresion, es extremadamente probable
que se pase por alto.?'2'2 En los paises desarrollados, la TB se encuentra
inesperadamente en la autopsia en el 0.1-3% de los casos.?''23214 En |os paises de
baja y mediana renta, donde la prevalencia de TB es mayor, la situacion es diferente.
En India, la enfermedad infecciosa es la causa mas comun de muerte (46.8%), y la TB
representa un tercio de estos casos. La alta conciencia clinica de la TB significa que
mas del 80% de los casos de autopsia se identifican antes de la muerte.?' Sin embargo,
también puede existir una tendencia a sobrediagnosticar; en una serie de 1000

autopsias, 5 de los 13 tumores cerebrales se diagnosticaron incorrectamente como
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meningitis tuberculosa, y 7 de los 30 casos de linfoma maligno se penso clinicamente

que eran TB diseminada.?'®

La situacion es aun mas grave para las personas con TB multirresistente (MDR, por sus
siglas en inglés de multidrug-resistant) (ver Tabla N° 2). En 2019 se diagnosticé esa
forma de TB a unas 465 000 personas, de las cuales menos del 40% podian acceder al
tratamiento. Los progresos han sido limitados también en lo que respecta a la ampliacion

del acceso al tratamiento preventivo de la tuberculosis.’®*

En el marco de la Estrategia para Poner Fin a la TB (del inglés, End TB Strategy) el
objetivo era reducir la incidencia de TB en un 20% entre 2015 y 2020,2'® el informe
mundial de TB de 2020 indica que hubo una reduccion de solo el 9% en la incidencia de
TB en este periodo, con una reduccion anual de solo alrededor del 2%."%* El avance es
muy lento y se prevé que el mundo no acabara con la TB como una amenaza mundial
para la salud publica en 2035, tal como se estimaba la Estrategia para Poner Fin a la

TB.

Un problema particular es la coinfeccion TB y VIH, la cual presenta tasas elevadas en
muchas regiones del mundo, especialmente en la region del Africa Subsahariana,
siendo la TB la causa mas comun de hospitalizacion y muerte entre las PVVS. Todas
las personas que viven con el VIH y que inician terapia antirretroviral (TAR) deben recibir
una atencion 6ptima para la TB, la cual incluye evaluacién para inicio del tratamiento
preventivo o tratamiento antituberculoso. Desde 2012, la OMS ha recomendado que
todas las personas recién diagnosticadas de infeccién por VIH deban someterse a
pruebas de deteccion de TB.2"” Si no tienen sintomas de TB (como tos, tos con sangre,
fiebre, sudores nocturnos, pérdida de peso, dolor en el pecho, dificultad para respirar o
fatiga) deben recibir tratamiento preventivo contra la TB. Si tienen algun sintoma de TB,

deben ser investigados a fondo para detectar la enfermedad de TB. Si se descubre que
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tienen la enfermedad, deben comenzar el tratamiento de la TB de inmediato. Si no hay
evidencia de la enfermedad de la TB, deben comenzar con el tratamiento preventivo de

la tuberculosis.?'”

En 2019, la TB fue responsable del 30% de muertes relacionadas con el sida. Esto
significa que una de cada 3 muertes entre las PVVS estd causada por TB."™* Esto
contrasta con la capacidad que tiene el tratamiento, preventivo o especifico, de reducir
la mortalidad entre las PVVS. El tratamiento preventivo de la tuberculosis reduce el
riesgo de desarrollar la enfermedad de tuberculosis y puede reducir las muertes entre
las personas que viven con el VIH en casi un 40%. En la Grafico N° 2 podemos observar
que hay una gran disparidad entre los paises con alta carga de TB, unos tienen
alrededor del 75% de las PVVS en tratamiento (preventivo o especifico) para TB, como
Suazilandia, mientras otros no llegan al 20%, como son los casos de Angola o Ghana.
Y es que como nos dicen las estimaciones, sin tratamiento, es probable que una persona

que vive con el VIH y padezca la enfermedad de TB muera.'*

Dentro de este panorama, los datos precisos y fiables sobre la mortalidad por TB son
fundamentales para mejorar el tratamiento de los pacientes, priorizar las intervenciones
de salud publica y evaluar el progreso en los indicadores de la estrategia de la OMS
para poner fin a la TB.?"® La recoleccion de los datos a nivel local, nacional y regional
suponen un enorme esfuerzo para los sistemas de salud, aun asi los datos presentados
en el Informe Mundial de TB estan sujetos a algunas limitaciones. En primer lugar, la
calidad de los datos obtenidos, en particular para la vigilancia, podria afectar la precision
de las estimaciones en los paises que han reportado estos datos. En segundo lugar, las
diferentes metodologias utilizadas para generar estimaciones a nivel de cada pais
podrian afectar la comparabilidad de las estimaciones entre regiones y paises.
Finalmente, no se tiene un dato fiable del gasto que significa la enfermedad en las
comunidades, ya que un numero limitado de paises completd una encuesta nacional de

costos que enfrentan los pacientes con TB y sus



J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA EN

Grafico N° 2. Brechas en la prevencion de la TB y la deteccién de la TB para las PVVS
qgue comenzaron con el TAR en paises seleccionados con alta carga de TB o TB/VIH?,
2019

75 1

Porcentaje
w
o

251

Inicio con - Detectado y notificado Brecha en la deteccion
tratamiento con enfermedad de y prevencion de la TB®?
preventivo TB activa

aLos paises seleccionados son paises con alta carga de TB o TB/VIH que informaron sobre
los tres siguientes datos: numero de personas que comenzaron con el TAR; numero de
casos de TB detectados entre las personas que comenzaron con el TAR y nimero de
personas que comenzaron con el TAR que también comenzaron con el tratamiento
preventivo de la TB. En los paises con una alta carga de TB, las pruebas de deteccién de la
infeccion por TB no son un requisito para el inicio del tratamiento preventivo de la TB, de
modo que todas las personas sin la enfermedad activa de TB son elegibles para el
tratamiento preventivo de la TB.

bLa brecha representa a las personas que viven con el VIH que deberian haberse
sometido a una evaluacion completa de la enfermedad de tuberculosis o al tratamiento
preventivo de la tuberculosis.

Modificado de Global tuberculosis report 202054

hogares, lo que podria afectar la generalizacion de este indicador.?'® Llegamos a una
situacion en la cual a pesar de la enorme carga de TB, existe una considerable
incertidumbre en cuanto a la mortalidad real atribuible a esta enfermedad,
especialmente en algunos paises de bajos ingresos con una alta carga de

enfermedad.?
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4.2.Criptococosis

Las infecciones fungicas invasivas (IFl) son una importante causa de morbilidad y
mortalidad (Tabla N° 3) entre las personas que viven o se exponen a los habitats donde
se distribuyen hongos patdgenos, o para personas con inmunodepresion y pacientes
hospitalizados que pueden desarrollar una infeccion causada por hongos

oportunistas??'.

Los hongos patdgenos capaces de causar una enfermedad clinica en individuos sin
inmunodeficiencias tienen, por lo general, una distribucién geografica restringida®?2.
Estos hongos incluyen Blastomycetes, Coccidioides, Paracoccidioides, Histoplasma 'y
Sporothrix. Por otro lado, los hongos oportunistas se encuentran en todo el mundo. Los
ejemplos de estos Ultimos incluyen especies de Aspergillus, Candida, Cryptococcus y
Rhizopus.??? Las fuentes de los diversos hongos se pueden encontrar en la Tabla N° 4
y algunas especies representativas en la Figura N° 3.

Tabla N° 3. Casos por afio y tasa de mortalidad de las especies de hongos relevantes

que causan infeccién fungica invasiva a nivel mundial.

Micosis Agente etiolégico Casos por aino Tasa de
principal mortalidad (%)

Candidiasis Candida albicans ~ 750,000 ~ 40

invasiva

Aspergilosis Aspergillus fumigatus > 300,000 30-70

invasiva

Neumonia por Pneumocystis jirovecii > 400,000 10-60

Pneumocystis

Meningitis Cryptococcus ~ 225,000 15 -50

criptococica neoformans

Histoplasmosis Histoplasma ~ 100,000 10-60

diseminada capsulatum

Mucormicosis Rhizopus oryzae > 10,000 35-100

Tomado de Firacative??'
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Una de las principales complicaciones de las IFl son las infecciones micoticas del
sistema nervioso central (SNC) y, aunque raras, se han vuelto cada vez mas frecuentes
en las ultimas décadas y se asocian con resultados de salud potencialmente
devastadores??®, Actualmente hay mas de 100.000 especies de hongos que han sido
reconocidos, pero solo un par de cientos de estas especies identificadas han
demostrado ser patégenas y solo el 10-15% de ellas producen enfermedades
neurologicas??. Los factores de riesgo mas comunes de infeccion por hongos incluyen
trasplante de o6rganos, inmunosupresidn con quimioterapia o corticosteroides,

neoplasias hematologicas y la propagacion del VIH/SIDA.?%*

Tabla N° 4. Habitats de algunos hongos que responsables de infecciones fungicas

invasivas.

Organismo Habitat

Cryptococcus Excrementos de paloma secos y envejecidos; distribucion
mundial

Histoplasma Suelo contaminado por excrementos de aves (especialmente
estornino, cuervo, mirlo, tordo, gaviota, pavo, pollo) y
excrementos de murciélago; Las areas donde se ha registrado
el mayor numero de casos clinicos se situan a lo largo de los
valles de los rios Ohio, Mississippi y Missouri en Norteamérica,
en diversas zonas de México y del istmo centroamericano y en
las cuencas de los rios Orinoco, Magdalena, Amazonas, San
Francisco, Parana y de La Plata, asi como la Serra do Mar, en
Sudamérica. Otras areas, con menos casos: Africa occidental,
con casos dispersos por Africa central y oriental, incluidos
casos aislados en Madagascar, Asia oriental, norte de la India,
Sudeste Asiatico y Oceania.

Coccidioides Suelo; América, con zonas hiperendémicas en el Suroeste de
Estados Unidos.

Blastomyces Suelo; se ha reportado en América del Norte, Africa y la India,
pero las areas de alta prevalencia se ubican en los valles de los
rios Mississippi y Ohio, Medio Oeste y Grandes Lagos de
Norteamérica.

Aspergillus Ubicua; ampliamente difundido

Paracoccidioides Suelo; América Central y América del Sur

Modificado de Nathan et al.??

En todo el mundo, un par de especies del género Cryptococcus son la causa mas comun

de meningitis fungica reconocida clinicamente y representa aproximadamente el 70%
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de las infecciones fungicas en general, seguida de coccidioidomicosis (16,4%),
candidiasis (7,6%) e histoplasmosis (6%)???. A continuacion, haremos una revision sobre
los complejos C. neoformans y C. gattii y su relevancia como agente causante de

meningitis.

Cryptococcus es un género de levaduras encapsuladas pertenecientes al filo
Basidiomycota del orden Tremellales, esta ampliamente distribuido en todo el mundo??5-
227 y consta de mas de 70 especies que exhiben una biodiversidad significativa entre
ellas.?822° |as dos principales especies criptocdcicas patdgenas para humanos y

animales son C. neoformans y C. gattii.?*

Figura N° 3. Fotomicrografias de los hongos patdégenos mas comunes que causan

enfermedades invasivas en humanos

A: Histoplasma capsulatum en su fase de levadura; B: Candida albicans en su fase de

levadura; C: conidioforos filamentosos de Aspergillus fumigatus; D: levaduras
encapsuladas de Cryptococcus neoformans; E: quistes de Pneumocystis jirovecii; F:
esporangios reproductivos de Rhizopus oryzae. Las imagenes no tienen derechos de
autor y se obtuvieron del dominio publico de la Biblioteca de Imagenes de Salud Publica
(PHIL) de los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC)

(phil.cdc.gov).2' Modificado de Firacative??!
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Los nichos ambientales mas comunes de Cryptococcus son material en descomposicion
dentro de los huecos de varias especies de arboles, madera en descomposicion, plantas
con flores y heces de aves.?®>-2** Ademas, se ha encontrado Cryptococcus en climas
articos y en condiciones de pH extremos.??6:227:235-239 G neoformans tiene una
distribucion mundial, mientras que C. gattii se ha considerado clasicamente como un
hongo tropical o subtropical. Sin embargo, se han identificado reservorios ambientales
de C. gattii en el norte de Estados Unidos, Canada y el norte de Europa, lo que indica
que esta especie también puede tener un rango ecoldgico mas amplio que el reconocido
anteriormente.?*® C. neoformans se encuentra comunmente en los excrementos de
palomas y su asociacion con palomas salvajes podria ser una fuente importante de
infeccion en areas urbanas densamente pobladas?3424%24! mientras que C. gattii es mas
probable que se encuentre en la vegetacion, como los arboles de eucalipto o arboles
con cuticulas mas cerosas.?®*?3* Se han sugerido como factores que apoyan la
supervivencia y el crecimiento de C. neoformans en los excrementos de palomas al pH
acido de estas, una alta concentracion de acido urico y glucosa, la capacidad de C.
neoformans para sobrevivir contra la desecacién y una competencia minima con las
especies bacterianas en comparacién con otras excretas animales.?40242243 | g
migracion mundial de muchas especies de aves respalda la omnipresencia propagacion

de C. neoformans mientras que C. gattii se limita a focos endémicos.?*4-251

La primera descripcion definitiva de C. neoformans se asocié con una infeccion ésea en
1894.228252 En 1895, este hongo fue aislado del jugo de durazno, revelando su potencial
origen ambiental.??® C. neoformans se considero originalmente como una especie de
Saccharomyces y se denomin6 Saccharomyces neoformans.?®? En 1901, Vuillemin lo
nombroé Cryptococcus neoformans debido a la ausencia de produccion de
ascosporas,?® que es una caracteristica definitoria del género Saccharomyces. Un
momento decisivo en su clasificacion se produjo a principios de la década de 1970

cuando Shadomy y Utz observaron hifas y conexiones de pinza, que son caracteristicas
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de los basidiomicetos.?®? La identificacion de basidios y basidiosporas en los apices de
hifas aéreas?>® y también de septos en hifas criptococicas?** establecieron firmemente
a C. neoformans como un hongo basidiomicetoso. Las investigaciones posteriores
dirigidos a determinar la diversidad entre los aislamientos ha definido un complejo de

especies relacionadas.?%?

Se han reportado infecciones por Cryptococcus en una amplia gama de animales, tanto
de compania (gatos, perros, hurones, caballos y aves) como en animales salvajes
(guepardos, koalas, delfines, marsopas, focas, leones marinos y ballenas).?%5-2%
Rinosinusitis criptocdcica en perros y gatos,?%°2% criptococosis del tracto respiratorio
inferior en koala?® y mastitis criptococica en ganado vacuno®® son ejemplos de
criptococosis en animales. Por el contrario, muchas aves son portadoras de

Cryptococcus y contribuyen a su propagacion, pero rara vez se infectan ellas mismas?®.

Otras especies distintas a C. neoformans y C. gattii, como Cryptococcus albidus,
Cryptococcus laurentii,  Cryptococcus luteolus, Cryptococcus uniguttulatus,
Cryptococcus curvatus (antes Candida curvata) y Cryptococcus humicola (antes
Candida humicola y Cryptococcus humicolus) han surgido como patégenos oportunistas
en los Ultimos afios?®'. C. laurentii y C. albidus son responsables de cerca del 80% de
los casos notificados de infeccidn por especies distintas a C. neoformans y C. gattii.?62263
El 20% restante de las infecciones son causadas por otras especies de Cryptococcus,
clasicamente consideradas saprofitas y no patdgenas; estas especies rara vez se
notifican como patégenos humanos.?® Otras especies de Cryptococcus spp. son menos
patogénicas probablemente debido a una estructura capsular mas débil, aunque pueden

ser fatales en humanos como se observa en C. liquefaciens.?%

Inicialmente C. neoformans y C. gattii se clasificaron como una sola especie, pero se
distinguieron por su diversidad antigénica; las cepas de C. neoformans son de los
serotipos Ay D, y las cepas de C. gattii son de los serotipos B y C?265253.266-268 ' 5demas

de un serotipo hibrido denominado AD (Tabla N° 5). El descubrimiento de dos
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teleomorfos diferentes, uno para C. neoformans y el otro para C. gattii,?>*?%8 finalmente
condujo al reconocimiento de dos especies distintas mediante métodos moleculares en
2002,%%240 que luego se verifico mediante secuenciacién del genoma.?®® Cryptococcus
gattii se divide ademas en cuatro tipos moleculares (variedad gattii; VGI-VGIV). Por otra
parte, se propuso que C. neoformans contenia dos variedades que divergieron de un
ancestro comun hace unos 40 millones de afios?®: C. neoformans var. neoformans
(serotipos Ay D) y C. neoformans var. gattii (serotipos B y C).?”" Algunos investigadores
aceptan los taxones de siete especies dentro del complejo patégeno Cryptococcus, con
dos especies C. neoformans y C. deneoformans del complejo de especies original C.
neoformans y cinco especies de C. gattii.?’> Otros mantienen la nomenclatura de dos
complejos de especies, C. neoformans y C. gattii, para reconocer la diversidad genética

y minimizar la inestabilidad de la nomenclatura .2"

Tabla N° 5. Serotipos y tipos moleculares del complejo Cryptococcus neoformans-

Cryptococcus gattii

Especie Variedades Serotipos MLST

C. neoformans var. grubii A VNI
var. grubiii A VNII
var. grubiii A VNB
var. neoformans D (2 linajes) VNIV
Hibridos AD hibrido (3 linajes) VNIII

C. gattii = BoC VGl
- BoC VGII
= BoC VaGlll
- BoC VGIV

Otras especies de Tremellales Otras 12 especies

Modificado de Chang et al.?*’

Existen vacios en el conocimiento de la distribucién de C. gattii en diversas zonas del
mundo. Sabemos poco sobre las infecciones por C. gattii en Africa, donde este patégeno
se ha aislado de muestras clinicas y ambientales?’*. La mayoria de las cepas VGIV se
han descrito en la parte sur de Africa, mientras que las cepas VGI y VGII se han

informado en Africa central?’*. Se pensaba que las infecciones por C. gattii ocurrian
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principalmente en los tropicos?’® hasta 2004, cuando se reconocio un brote de C. gattii
en América del Norte?’®. Este brote fue causado por cepas VGII e incluyd la aparicion

de variantes hipervirulentas?’’.

Las estimaciones para el afo 2014 de la incidencia global de meningitis criptécocica
(MC) fue de 223.100 casos anuales (95% IC 150.600 — 282.400)?’®. La mayor carga de
esta enfermedad se concentra en el Africa subsahariana, donde la criptococosis es la
principal causa de meningitis en adultos que viven con el VIH?"°2°_En 2008, el nimero
de casos de MC en esta region se estimo en 720.000 (rango 144 000-1,3 millones)?®!.
Estimaciones recientes de 2014 indican que mas de 160.000 (95% CI 113.600-193.900)
casos de MC, incluidos mas de 130.000 muertes ocurrieron en Africa subsahariana?’8.
Esta significativa disminucion en el numero absoluto de los casos de 2008 a 2014 parece
estar relacionado con la ampliacion de la terapia antirretroviral eficaz (TAR)?%. Sin
embargo, la proporcion de muertes relacionadas con el sida por Cryptococcus sp. sigue
siendo similar (alrededor del 15%), lo que representa la segunda causa mas comun de

mortalidad relacionada con el sida en adultos, después de la tuberculosis?’8.

Es probable que los seres humanos se infecten por Cryptococcus sp. al inhalar la forma
basidiospora del hongo o levaduras pequeifas mal encapsuladas. Las basidiosporas son
mas pequefas que las formas de levadura obtenidas de muestras clinicas y tienen
capsulas de polisacaridos mucho mas pequenas, lo que facilita la deposicion en los
alvéolos y bronquiolos terminales después de la inhalacion.?®? La capsula del hongo
comprende polisacaridos glucuronoxilomanano y glucuronoxilomannogalactano, que
son los principales factores que contribuyen a la virulencia del patogeno (Fig. N° 3).228:283
La infeccion suele producirse por inhalaciéon de esporas del medio ambiente. La
infeccidn inicial es mayoritariamente asintomatica y en huéspedes inmunocompetentes,
el patdgeno puede eliminarse o establecer una infeccién latente.?®* La propagacion de
la enfermedad desde el sitio inicial de la infeccion se produce por diseminacion

hematdgena en pacientes inmunodeprimidos y su diseminacién al sistema nervioso
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central (SNC) provoca meningitis, la forma mas grave de la infeccion, que es mortal sin
el tratamiento adecuado.?®® Otro mecanismo a través del cual puede desarrollarse la
infeccidn es la reactivacion del organismo en el sitio inicial de la infeccién después de
varios afios cuando el paciente se vuelve inmunodeprimido.?3® En los paises de bajos
ingresos, se ha estimado que la mortalidad de un afio por MC, incluso en pacientes

infectados por el VIH que reciben atencion, es de hasta el 70%?2"8.

El conocimiento actual sobre la epidemiologia y la presentacion clinica de la infeccién
por C. neoformans es claramente mayor que el relacionado con C. gattii. Las infecciones
por C. neoformans ocurren predominantemente en personas infectadas por el VIH o con
otras condiciones inmunodeprimidas, mientras que las infecciones por C. gattii se han
descrito principalmente en pacientes aparentemente inmunocompetentes.?’”® Los
hallazgos de la autopsia revelan que el SNC y los pulmones son los érganos mas
frecuentemente afectados en infecciones diseminadas,?®¢?’” que también pueden
afectar a multiples 6rganos, especialmente en pacientes infectados por el VIH. Sin
embargo, las series de autopsias notificadas no suelen incluir la identificacion de
especies criptocdcicas y, por lo tanto, el conocimiento sobre la histopatologia de C. gattii

sigue siendo limitado.

Después de la inhalacion, Cryptococcus sp. probablemente causa una neumonitis focal
que puede ser sintomatica o no. El estado inmunolégico es el determinante mas
importante del curso subsiguiente de la infeccion.?828 | as infecciones primarias
subclinicas son frecuentes y la mayoria son asintomaticas.?® Los estudios post mortem
en personas inmunocompetentes sin antecedentes de problemas respiratorios han
demostrado pequefias areas de inflamacién granulomatosa en el parénquima pulmonar
y/o en los ganglios linfaticos hiliares.?®'2%2 Los focos son generalmente mas pequefios
que los que se observan en la tuberculosis y no parecen calcificarse con tanta frecuencia

como se observa en la histoplasmosis. La infeccion puede persistir en estado latente; si
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el sistema inmunologico del huésped se ve comprometido, los organismos pueden

liberarse de los complejos granulomatosos y causar una infeccién activa.?*?

El diagndstico de la criptococosis pulmonar puede ser problematico debido a la falta de
especificidad de los sintomas, a menudo un bajo indice de sospecha y un diagndstico
limitado en regiones con recursos limitados. Los factores que determinan si una persona
expuesta desarrolla una infeccién sintomatica son inciertos, pero pueden incluir el
inoculo de hongos (por ejemplo, la carga de exposicion) y/o factores de virulencia de la
cepa infectante. Los sintomas comunes incluyen tos, produccion de esputo, hemoptisis,
disnea, dolor toracico, fiebre, malestar, sudores nocturnos y pérdida de peso.2%-2% Los
sintomas menos comunes incluyen erupciones cutaneas y molestias gastrointestinales.
Se han reportado manifestaciones raras que incluyen casos de obstruccion de la vena
cava superior, sindrome de Pancoast debido a inflamacion granulomatosa por la
respuesta del huésped a C. neoformans, neumonia eosinofilica y extensién desde el

pulmon hasta la pared toracica.??"-%

Los criptococos, que pueden asumir una morfologia de células titan, liberan moléculas
microbianas que contienen patrones moleculares asociados a patéogenos (PAMPs,
pathogen-associated molecular patterns). Estas moléculas fungicas suelen ser
componentes de la pared celular o de la capsula, como el $-glucano, la quitina o el
glucuronoxilomanano (GXM), que son detectadas por células centinelas del sistema
inmune, sobre todo las células dendriticas (DC, dendritic cells). La activaciéon de DC
luego convoca a las células T, lo que induce a las células T CD4+ a secretar citocinas
que activan una respuesta de células T colaboradoras 1 (TH1) (incluida la secrecion de
interleucina-12 (IL-12) e IL-23). Las células TH1 producen citocinas proinflamatorias
(como el interferon-y (IFNy)), que en ultima instancia controlan la infeccién por hongos.
Sin embargo, algunos PAMP fungicos pueden influir en la activacion de las DC, incluida
la modulacion de los niveles de la sefalizacion del complejo principal de

histocompatibilidad de clase Il (MHC II) o del factor nuclear kB (NF-kB). Esto activa una
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respuesta TH2 (mediada por la produccién de citocinas como IL-4 e IL-33); este entorno
antiinflamatorio afecta la activacion de los macrofagos (activacion clasica de M1 y
activacion alternativa de M2) y la capacidad de los macrofagos para mediar la

eliminacion de hongos.

Cuando hay compromiso del SNC, los sintomas de la meningoencefalitis criptocdcica,
generalmente comienzan de manera indolente durante un periodo de una a dos
semanas. Los sintomas mas comunes son fiebre, malestar y dolor de cabeza.’*' Se
observa rigidez en el cuello, fotofobia y vomitos en un cuarto a un tercio de los pacientes.
En ocasiones, los pacientes pueden presentar coma y muerte fulminante en dias.**' En
el caso de una enfermedad diseminada, ademas de los sintomas neuroldgicos
asociados a compromiso de SNC, también se pueden observar tos, disnea y erupcion

cutanea.?®? También puede producirse pérdida visual y auditiva.30330%4

En el caso de la afectacion pulmonar, muy a menudo los pacientes diagnosticados con
criptococosis pulmonar aislada son asintomaticos y, en cambio, presentan una anomalia
radioldgica "incidental", que simula una neoplasia maligna pulmonar.2°43% Debido que
la puerta de entrada del hongo suele ser a través de los pulmones, todos los pacientes
con criptococosis del SNC deben ser evaluados radiolégicamente en busca de
afectacion pulmonar.??-?®* La neumonia grave con insuficiencia respiratoria aguda no
era infrecuente en estudios mas antiguos de criptococosis pulmonar realizados al inicio
de la epidemia del VIH/SIDA, donde la inmunodeficiencia avanzada era la norma.®* La
mayoria de los pacientes con criptococosis pulmonar son asintomaticos o simplemente
informan de tos con escasa produccién de esputo, fiebre, disnea y dolor toracico,7-31°
indistinguibles de otras causas de neumonia. También hay descripciones de
criptococosis pulmonar en pacientes aparentemente inmunocompetentes.?%43%531" En
una revision de aproximadamente 90 huéspedes inmunocompetentes con criptococosis
pulmonar, el 32% de los pacientes estaban asintomaticos y se descubrié una infeccion

pulmonar como hallazgo incidental.?®* En ocasiones, los pacientes asintomaticos con
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hallazgos en la radiografia de térax sospechosos de malignidad que se someten a

biopsia tienen criptococosis.3%3"!

No existen estudios comparativos directos entre pacientes infectados por el VIH y no
infectados. Es probable que la gama de sintomas sea similar, aunque las
presentaciones graves son mas probables en hospedadores inmunodeprimidos. En un
estudio de pacientes no infectados por el VIH con criptococosis pulmonar,®%® se observé
enfermedad incidental asintomatica en el 46,4% de los que tenian enfermedades
subyacentes y en el 64,2% sin ninguna enfermedad subyacente. Entre los pacientes,
reportados en la serie, con y sin enfermedad subyacente la frecuencia (en porcentaje)
de los sintomas fue como sigue: tos (17,6% y 22,3%), dolor toracico (3,6% y 10,4%),
produccién de esputo (17,6 y 6%) y fiebre (3 y 23%).2%® En otra serie de 23 pacientes
realizada en Corea, el 57% de los pacientes no tuvo sintomas ni signos, y el 26% tenia
tos, el 17% tenia dolor en el pecho y el 9% tenia fiebre.?'° La sospecha clinica por lo
general es baja, en el estudio previamente comentado, por ejemplo, un solo paciente
fue diagnosticado con criptococosis pulmonar antes de la confirmacion del cultivo.3'® En
un estudio retrospectivo de infeccion pulmonar criptococica en individuos
inmunocompetentes realizado en China, el 24% estaban asintomaticos; los sintomas
incluyeron tos (62%), expectoracion (38%), disnea (22%), fiebre (21%), dolor de pecho
(20%) y pérdida de peso (13%).3°” Esto contrasta con los sintomas entre los pacientes
que tienen una infeccion criptococica por C. gattii. Un estudio de la infeccion por C. gattii
en Australia revel6 afectacion pulmonar en el 63% de los casos, la mayoria de los cuales
ocurren al mismo tiempo que la enfermedad del SNC (81% de los casos).'? Por el
contrario, en los brotes de América del Norte, muchos pacientes presentaron sintomas
respiratorios (87% de los casos de Columbia Britanica y 59% de los casos de EE.

UU.),3"® a menudo sin afectacion del SNC.

El examen fisico proporciona datos segun si hay compromiso del SNC o no, en caso de

compromiso de SNC los signos pueden ser llamativos a causa del letargo o confusion
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en asociacion con fiebre. En un informe, el 24% de los pacientes presentaba
alteraciones mentales en el momento de la presentacion y el 6% presentaba déficits
neuroldgicos focales, como neuropatias craneales.**' Cuando la presentacion es de una
enfermedad diseminada pueden ser evidentes otras manifestaciones, como taquipnea
y lesiones cutaneas que se asemejan al molusco contagioso.*? El aumento de la

hipertension diastélica puede ser un reflejo de un aumento de la presion intracraneal.

Los estudios generales de laboratorio son inespecificos. Los pacientes con
inmunosupresion avanzada pueden tener leucopenia, anemia, hipoalbuminemia y un

aumento de la fraccion de anticuerpos de gammaglobulina.®®!

El tratamiento se ha estudiado mejor para la meningitis criptocdcica en pacientes
infectados que viven con VIH/SIDA. El tratamiento se inicia con anfotericina B,
preferiblemente con la formulacion liposomal a 3 a 6 mg/kg diarios (menor riesgo de
toxicidad renal),3'*31% siendo las alternativas el complejo lipidico a 5 mg/kg o anfotericina
B convencional a 0,7 mg /kg/dia.?'*'® Cualquiera de estos puede usarse mas flucitosina
25 mg/kg cada 6 horas (100 mg /kg /dia con funcién renal normal) durante al menos 2
semanas y hasta que mejore clinicamente.®' En la meningitis criptocdcica, retrasar el
TAR durante estas 2 semanas puede evitar que el IRIS complique el tratamiento y
aumente las muertes tempranas. Los pacientes que responden a la terapia antifungica
combinada en la fase de induccion pueden cambiarse a fluconazol, 400 a 800mg/dia,
durante 8 a 10 semanas como fase de consolidacion. Finalmente, se inicia una fase
supresora con 200 mg de fluconazol una vez al dia. La terapia antimicética en pacientes
infectados por VIH puede interrumpirse después de 1 a 2 anos en pacientes que
responden al TAR con un recuento de CD4 superior a 100/uL durante al menos 3 meses,
una carga viral indetectable y un antigeno criptocécico sérico negativo o bajo. En
pacientes no infectados por el VIH que mejoran, la terapia también se extiende

generalmente por 1 afio.*"
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Las complicaciones de la meningitis criptocdcica que requieren atencion especial son
(1) aumento temprano de la presion intracraneal, que puede provocar ceguera,
demencia permanente y muerte; (2) desarrollo de hidrocefalia, que puede requerir la
colocacion de una derivacion ventriculoperitoneal; y (3) IRIS, que puede confundirse con

un fracaso terapéutico.?93301.313

4.3.La microbiologia post mortem y el intervalo post mortem

La importancia y la significacion de la microbiologia post mortem han constituido un
ambito de relevancia académica y debate desde los inicios del estudio microbiologico
como una disciplina cientifica autonoma. A escasos 35 afos de que Louis Pasteur
empleara técnicas de cultivo liquido para el aislamiento bacteriano y 14 afios después
de que Robert Koch hiciera uso inicial de medios de cultivo sélido, Archard y Phulpin
publicaron en 1895 sus observaciones relacionadas con la identificacion de bacterias en
estudios post mortem®'®. Igualmente, las interrogantes acerca de la validez de los
resultados derivados de muestras post mortem se manifestaron tempranamente en el
discurso cientifico.3'7:3'® Para abordar estos cuestionamientos, es imperativo considerar
que los hallazgos microbioldgicos post mortem estan influenciados por una multiplicidad
de factores y acontecimientos que afectan al cadaver en un proceso de descomposicion.
El dilema fundamental radica en discernir si el microorganismo aislado o identificado es
resultado de una infeccién pre mortem o simplemente representa una modificacién post
mortem. En el contexto académico, un aislamiento microbiolégico post mortem legitimo
se asocia con la invasién y colonizacion de microorganismos en 6rganos o fluidos

corporales objetivo antes del deceso, entendido también como infeccién pre mortem.

No obstante, es crucial enfatizar que la mera presencia de microorganismos no
constituye per se un indicativo de enfermedad infecciosa letal. Por ejemplo, la

diseminacion hematégena de un microorganismo—ya sea bacteriemia, viremia,



J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA

parasitemia o fungemia—puede presentarse de manera asintomatica o sin lesiones
tisulares apreciables. Sin embargo, si tal fenomeno ocurre previamente al deceso y se
hallan evidencias relacionadas con una infeccion durante la evaluacion post mortem,
dicho microorganismo podria ser considerado un agente etioldégico contribuyente a la

causa de la muerte.

La correlacién clinica de manifestaciones sintomaticas, signos especificos de
enfermedad e inflamacion (modificaciones histoldgicas) amplia la pertinencia de la
presencia microbiana. Esta relevancia se magnifica cuando el microorganismo
identificado es un patdégeno genuino, es decir, con potencial patogénico previamente
establecido, proporcionando asi un marcador fiable para la etiologia infecciosa en el

contexto del analisis post mortem.

Un aspecto adicional que merece ser cuidadosamente examinado es la propension a la
aparicion de artefactos en el microbioma, derivados de las fluctuaciones post mortem.
Estas variaciones tienden a magnificarse a medida que se extiende el intervalo post
mortem (IPM).3'® En la esfera de la microbiologia post mortem, resulta necesario hacer
una distincion meticulosa entre los microorganismos que residen en la superficie
cutanea y su entorno inmediato —conocido como microbioma epinecrético— y aquellos
situados en dérganos internos y fluidos corporales, designados bajo el término
tanatomicrobioma.?'® La precisa diferenciacion y el estudio detallado de estos dos
conjuntos microbianos se postulan como indispensables para una interpretacion
fidedigna de los resultados post mortem. El microbioma epinecrético esta, por regla
general, constituido por microorganismos presentes en la piel (que frecuentemente
inducen contaminacién de hemocultivos pre mortem si no se ejecuta una limpieza
adecuada en la zona de venopuncion), la orofaringe (donde las secreciones pueden
descender a las vias respiratorias bajas cuando la epiglotis se relaja), y el tracto
gastrointestinal®'® (que puede a travesar las mucosas desvitalizadas, como veremos

mas adelante). Por su parte, el tanatomicrobioma incluye microorganismos identificados
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en una gama completa de érganos internos que son anatdmicamente inaccesibles
desde el entorno circundante, tales como el sistema nervioso central, la cavidad interna
del globo ocular, los pulmones, el corazén y el sistema circulatorio, el higado, el bazo,
los rifiones, la vejiga, entre otros.3'® Cabe destacar que un cadaver en avanzado estado
de descomposicion, particularmente cuando el IPM es prolongado, presentara

componentes de ambos ecosistemas microbianos.

Los paradigmas en la practica de la bacteriologia post mortem han sufrido una serie de
cambios desde los primeros informes de Archard y Phulpin en 18953® en 1895.
Inicialmente, esta disciplina fue objeto de considerable interés y apoyo; sin embargo, la
utilidad de los cultivos bacteriolégicos post mortem ha persistido como un punto de
debate en el ambito académico®’. Uno de los primeros trabajos que indagd sobre
utilidad de los hemocultivos post mortem fue el publicado por Fredette®'®320 en 1916.
Ademas, este autor hipotetizd sobre la fuente de estos microorganismos presentes en
los hemocultivos y propuso que se debia a la diseminacién desde un foco infeccioso en
los momentos agonicos de los pacientes (diseminacion agonal), debido que la estructura
celular, la funcion y la viabilidad disminuyen permitiendo que los microorganismos
endogenos invadan el torrente sanguineo en los momentos previos al término de la vida
o durante las maniobras de resucitacion.?'®320321 | g teoria propuesta por Fredette se
basé en un estudio que incluyd 119 autopsias, de las cuales solo recuperd agentes
microbianos en 42 (31 fueron monomicrobianos). Este autor tuvo acceso a datos de
aislamientos microbianos pre mortem en solo 14 casos, mostrando ademas una elevada
discordancia pre y post mortem. De esto se desprende que los contextos clinicos para
establecer una correlacion pre y post mortem no fueron evaluados adecuadamente o
incluso no se les dio la importancia adecuada. A pesar de esto, diversos estudios
posteriores mostraron resultados que dieron soporte a esta teoria, entre ellos se
encuentran los estudios de Giordano y Barnes®?? en 1922, quienes hallaron resultados

semejantes a los obtenidos por Fredette en hemocultivos, pero en esta ocasion fue
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sobre cultivos de tejido. Koneman y Davis®®® en 1974 también consideraron la
diseminacion agonal como una teoria viable; en su estudio realizaron hemocultivos y
cultivos de tejidos obtenidos de autopsias con un intervalo post mortem de menos de 6
horas en 396 voluntarios, hallaron ausencia de correlacion entre resultados de cultivos
pre mortem y post mortem en una elevada proporcién (52%), concluyendo que esto
respaldaba la diseminacion agonal de agentes causantes de la infeccion asi como de
agentes contaminantes. Smith et al.*?* en 1975 llevaron a cabo un estudio prospectivo
de nifios que murieron por complicaciones secundarias a quemaduras. Encontraron que
los hallazgos microbioldgicos ante mortem y post mortem se correlacionaban. Datos
mas recientes también apoyaron la teoria de la diseminacion agonal, Saegeman et al.
(2009)%*?° realizaron un estudio en donantes de tejido, para ello investigd los
hemocultivos post mortem obtenidos durante y después de las primeras 24 horas post
mortem, los autores encontraron que la tasa de positividad mas alta de los hemocultivos
se veia en las primeras 5 horas después de la muerte y que no habia una diferencia
significativa en la positividad entre las primeras 24 horas de la muerte y después. En
ese estudio, se obtuvieron muestras de sangre de los vasos subclavios o femorales,
utilizando técnicas asépticas, sin embargo, la mayoria de los organismos que se
encontraron fueron Staphylococcus coagulasa-negativos, considerados habitualmente
como un contaminante. En general, no hubo un aumento o disminucion significativa en
la tasa de positividad de los hemocultivos durante las primeras 48 horas después de la
muerte. A pesar de la ausencia de una diferencia significativa entre los intervalos post
mortem <24 h y >24 h en las tasas de positividad de los hemocultivos, los autores
observaron un ligero aumento en los niveles de Enterobacteriaceae recuperados en los
hemocultivos post mortem recolectados después del intervalo inicial de 24 horas post
mortem (19%) en comparacion con los hemocultivos recolectados dentro de las
primeras 24 horas después de la muerte (11%). Aun con esta observacion, los autores
argumentaron contra el concepto de transmigracién bacteriana post mortem como

causa de este hallazgo.
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Algun tiempo después de propuesta la teoria de la diseminaciéon agonal surgié una
alternativa, la teoria denominada translocacioén bacteriana post mortem, la cual hace
referencia al proceso que se produce tras la degradacion de las superficies mucosas,
permitiendo la migracion microbiana a través de membranas hacia la sangre y tejidos
del cuerpo, una vez detenida la circulacion, pero antes de la realizacion de la autopsia.
Este fenomeno fue inicialmente descrito por Gradwohl*?* en 1904 y ha sido corroborado
por multiples estudios posteriores, como el llevado a cabo por Carpenter y Wilkins®?% en
1964, quienes reportaron los resultados de una revision retrospectiva completa de 2033
autopsias y mostraron que la tasa de cultivos de sangre post mortem positivos aumento
del 20% al 40% en correlacion con el tiempo transcurrido del intervalo post mortem y el
tiempo de obtencién de los hemocultivos durante las primeras 18 horas después de la
muerte. Esos autores también investigaron la utilidad de los cultivos de muestras de
pulmones post mortem y encontraron que la tasa de positividad aumenté en correlacion
con la duracion de la estancia hospitalaria y el intervalo post mortem antes de que se
obtuviera el tejido pulmonar para el cultivo. La hipotesis de la traslocacion bacteriana
(que surgié como alternativa a la diseminacion agonal) propuesta por Carpenter y
Wilkins®?¢ sugiere que las bacterias enddgenas se multiplican y migran por todo el
cuerpo solo después de la muerte. Kellerman et al. (1976)%” apoyaron esta teoria con
los resultados de sus experimentos in vitro mostrando que las bacterias podrian migrar
a través de la pared intestinal intacta de los humanos dentro de las 12 a 15 horas
posteriores a la muerte. Otras observaciones clinicas y estudios con animales han
respaldado la teoria®?*328 y |as pruebas de la migraciéon post mortem son generalmente
mucho mas fuerte que para la diseminacion agonal. Sin embargo, la hipotesis no ha sido
facil de corroborar. Uno esperaria que el numero de microorganismos por mililitro o
miligramo de muestra aumentaria con la duracién del intervalo post mortem, pero los
estudios basados en cultivos no han podido confirmar esto.3?°-3%* No fue hasta 2013 con
la publicacion de las investigaciones de Tuomisto et al.>*® que se puedo validar la

translocacion bacteriana post mortem en diversos tejidos y fluidos, como higado y
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liquido pericardico, mediante cultivo bacteriano y PCR cuantitativa en tiempo real. En
este estudio, se observo que las muestras mas estériles hasta 5 dias post mortem eran
el liquido pericardico y el higado, donde raramente se detectaba cualquier tipo de
crecimiento bacteriano. La PCR cuantitativa resulté ser mas sensible que el cultivo y
mostré un aumento en la presencia bacteriana en todas las muestras estudiadas. Las
cantidades relativas de ADN bacteriano intestinal (como bifidobacterias, bacteroides,
enterobacterias y clostridios) mostraron un incremento a lo largo del tiempo. La
esterilidad de las muestras sanguineas se mantuvo baja durante los periodos de tiempo
evaluados (1-7 dias). Solo con la aparicion de técnicas moleculares, y el uso de PCR
cuantitativa en tiempo real, ha quedado claro que la esterilidad disminuye con el tiempo
después de la muerte en una variedad de tejidos y que hay cambios en el numero y

especies de los organismos invasores.

También un aspecto para tener en cuenta, que a lo largo del tiempo se ha investigado
de forma reiterada, es la utilidad de los cultivos de sangre y tejidos post mortem para
ayudar en el diagndstico de sepsis y neumonia. En 1965, O'Toole et al.3* publicaron un
estudio que demostraba que los cultivos de tejidos bacteriolégicos post mortem solo
eran indicativos de infeccion en el 44% de los casos examinados. En su estudio, los
investigadores utilizaron cultivos de tejido esplénico en lugar de hemocultivos para
detectar bacteriemia. A pesar de que otros estudios han demostrado un valor algo mayor
de los examenes microbioldgicos post mortem®¥, los resultados presentados por
O'Toole, junto con estudios publicados en décadas posteriores3233293% han llevado a, y
quizds aun respaldan, la creencia predominante entre muchos patdlogos y
microbidlogos de que los examenes microbiolégicos post mortem carecen de utilidad
diagnéstica significativa y son, de hecho, poco fiables. Las preocupaciones sobre la
confiabilidad de los resultados de los cultivos llevaron a un marcado declive del interés
en este campo. Finalmente, la opiniéon predominante fue que el examen microbioldgico

post mortem no era Util y, de hecho, era engafoso. Esto fue reforzado por un estudio?,
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que compard los hemocultivos positivos post mortem con los resultados de los
hemocultivos ante mortem en 111 pacientes. Los resultados de los hemocultivos ante
mortemy post mortem coincidian en el 35% de los casos, pero en el resto los resultados
eran inconsistentes y los cultivos a menudo estaban contaminados. Los autores
concluyeron que los resultados de los hemocultivos post mortem deberian ser
considerados con un alto indice de sospecha, rara vez, si acaso, proporcionaban
informacion nueva y util y solo valdrian la pena en situaciones en las que los cultivos
ante mortem no estuvieran disponibles. Toda esta informacion debe de ser ponderada
a la luz de las técnicas utilizadas en el momento que fueron llevados a cabo. Se ha
logrado un gran avance con la implementacién de las técnicas moleculares en el estudio
de las muestras post mortem. Sin embargo, faltaban estudios que validen el uso clinico
de estas técnicas en amplias cohortes, esta situacion cambié con los datos del estudio
CaDMIA llevado a cabo nuestro grupo de investigacion. En un estudio observacional
para determinar las causas de muerte en una poblacién de adultos'®, se realizaron
analisis de AMI y AC en 112 pacientes fallecidos en el Hospital Central de Maputo,
Mozambique. Los analisis de AMI se llevaron a cabo de manera ciega, sin conocimiento
de los datos clinicos o los resultados de la AC. El procedimiento de autopsia fue llevado
a cabo por un equipo conformado por un patélogo y un técnico. Después de la
desinfeccion de la superficie del cuerpo, se recolecté de 20 mL tanto de sangre como
de liquido cefalorraquideo (LCR), y se obtuvieron muestras de higado, pulmones,
meédula 6sea y sistema nervioso central mediante puncion, utilizando agujas de biopsia,
para analisis microbiolégico e histolégico. Adicionalmente, se tomaron muestras del
corazbén, bazo y rifiones exclusivamente para analisis histologico. Inmediatamente
después de la AMI, se llevo a cabo el procedimiento de AC por un segundo patélogo no
involucrado en la AMI. La AC se realiz6 en todos los casos en un lapso de una hora tras
la finalizacion de la AMI. La AC siguié un protocolo estandarizado. Se recogieron
muestras de los mismos tejidos que se tomaron en la AMI y de cualquier lesién

identificada a simple vista para analisis histolégico y microbiolégico. Para realizar el
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analisis histoldgico y microbiolégico, todas las muestras fijadas en bloques de parafina
y las muestras microbiolégicas fueron enviadas al Hospital Clinic de Barcelona. Dos
patdlogos y un microbiélogo, sin conocimiento previo de la informacién clinica o los
hallazgos de la AC, analizaron las laminas histologicas y las muestras microbiolégicas
obtenidas en la AMI. Tras un intervalo (minimo de 3 meses, con un rango 3—6 meses),
los mismos expertos evaluaron las muestras obtenidas en la AC sin tener conocimiento
de los hallazgos de la AMI. Para la histologia, se emplearon tinciones rutinarias con
hematoxilina y eosina. Se utilizaron tinciones histoquimicas e inmunohistoquimicas
adicionales (p.ej., Ziehl-Neelsen) segun fuese necesario para el diagndstico. Se llevo a
cabo un cribado universal que incluia la detecciéon de Plasmodium falciparum por PCR,
deteccién de anticuerpos contra el VIH-1/2, y cultivos bacterianos/fungicos de sangre,
LCR, higado, pulmones y SNC. En muestras positivas para anticuerpos contra el VIH,
se determind la carga viral. Ademas de los cribados universales, se llevaron a cabo
pruebas moleculares guidas por los resultados histolégicos o microbioldgicos, los cuales
consistian en PCR en tiempo real para citomegalovirus, PCR del gen 16S rRNA para
detectar bacterias, PCR 18S rRNA-ITS para detectar hongos, PCR en tiempo real para
Toxoplasma gondii, PCR en tiempo real para Pneumocystis jirovecii, PCR en tiempo
real para Mycobacterium tuberculosis (MTB) y RT-PCR multiplex para virus
respiratorios. Todas las reacciones de secuenciacion de amplicones obtenidos por PCR
de 16S rRNA o 18S rRNA-ITS se realizaron mediante el método Sanger en la plataforma
de secuenciacion del Hospital Clinic de Barcelona. La identificacion de patéogenos se
realizé comparando las secuencias obtenidas con las presentes en GenBank utilizando
el algoritmo BLAST. En casos positivos para VIH, se aplico el siguiente algoritmo de
pruebas universales: las muestras de LCR y SNC se examinaron mediante PCR para
T. gondii, PCR 18S rRNA-ITS y PCR para MTB, y las muestras de pulmon se analizaron
para P. jiroveciiy MTB. Ademas, se realizaron pruebas adicionales segun los hallazgos
histolégicos. En este sentido, los casos de meningitis/meningoencefalitis se analizaron

para HSV-1, HSV-2, CMV, PCR 16S rRNA y enterovirus. Los casos histolégicamente
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compatibles con neumonia se analizaron mediante PCR 16S rRNA, PCR de MTBy PCR
multiplex para virus respiratorios. El equipo estuvo al tanto de todos los hallazgos de la
AC (macroscépicos, histoldgicos y microbioldgicos) y de la informacién clinica. Todos
los analisis histolégicos y microbioldgicos se realizaron en el laboratorio central de
Barcelona, excepto los cultivos de sangre, LCR y tejidos, y los analisis de VIH, que se
llevaron a cabo localmente (Mozambique). Se compararon los diagnésticos de AMI con
los diagnésticos de AC en relacion con la causa de la muerte. Los diagnosticos de AC
incluyeron enfermedades infecciosas (80; 71,4%), tumores malignos (16; 14,3%) y otras
enfermedades, incluyendo enfermedades cardiovasculares, gastrointestinales, renales
y pulmonares no infecciosas (16; 14,3%). Se obtuvo un diagndstico de AMI en 100 de
112 casos (89,2%). La concordancia general entre el diagndstico de AMI y AC fue del
75,9% (85/112). La concordancia fue mayor para las enfermedades infecciosas y los
tumores malignos (63/80 [78,8%] y 13/16 [81,3%], respectivamente) que para otras
enfermedades (9/16; 56,2%). Los microorganismos especificos que causaron la muerte
se identificaron mediante AMI en 62 de los 74 casos (83,8%) de fallecimientos por
enfermedades infecciosas con una causa reconocida. Este estudio valido el uso de un
procedimiento especifico y estandarizado, aplicando técnicas de diagnéstico
bacterioldgico y molecular en autopsias en adultos para la determinacion de la causa de

muerte.

Otro punto importante, que es en gran medida prevenible, es que las muestras pueden
contaminarse durante la recoleccion en el examen post mortem. Esto es particularmente
importante al tomar muestras de sitios que estan relativamente protegidos de la invasion
bacteriana, como el cerebro, las meninges y el pericardio, donde la contaminacion tiene
el potencial de generar resultados enganosos. Las especies potencialmente patdgenas
se mezclan comunmente con comensales en las muestras de sangre y tejido post
mortem®?°3% y, como puede ser dificil atribuir la causa en esta situacion, cualquier paso

para minimizar los contaminantes vale la pena el esfuerzo. Se han intentado varios
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enfoques para reducir la contaminacién bacteriana. Algunos patélogos han utilizado
técnicas quirurgicas modificadas con buenos resultados. En un extremo, usando una
sala de autopsias quirdrgicamente limpia, fregando el cuerpo durante 5 minutos con
povidona-yodo con un enjuague de 5 minutos con alcohol al 70%, lavado, vestimenta,
guantes y mascaras rutinarias del personal de autopsia y recolectando porciones de
cada 6rgano usando un conjunto separado de instrumentos para cada muestra, hasta
el 45% de los especimenes pulmonares y el 75% de los especimenes renales pueden
ser recuperados estériles.*3¢3%° Sin embargo, esta técnica compleja es impractica para
su uso rutinario y puede ser innecesaria para obtener resultados confiables de cultivo
microbiologico. En otro estudio® obtuvieron resultados similares usando métodos

mucho menos elaborados.

A pesar de las controversias historicas, las muestras de autopsia bien tomadas pueden
ser de valor incalculable tanto para confirmar un diagndstico de infeccidn presuntiva ante
mortem como para destacar a un organismo oscuro o insospechado como la causa de
la enfermedad de un paciente.®*'342 Con la aparicién de técnicas de diagnostico
molecular, el uso del cultivo, con todas sus limitaciones, deja de ser gravitante en el
estudio de las muestras post mortem. Esto permite la posibilidad de una sensibilidad
mucho mayor y, permitira, que la microbiologia haga una mayor contribucion al examen

post mortem.

120




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA 121

Hipotesis
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Cerca de la mitad de las personas en el mundo, la mayoria de ellas habitantes de paises
de baja y mediana renta, mueren sin que conste informacion sobre el proceso que los
lleva a la muerte. Esta ausencia de datos confiables sobre las causas de muerte se ha
sefalado como un factor limitante para reducir la mortalidad en el mundo. Existe la
necesidad de implementar métodos que mejoren la obtencién y precision de los datos
de las causas de muerte, especialmente en personas que viven en regiones de baja
renta. La hipoétesis general de esta tesis es que la autopsia minimamente invasiva
puede proporcionar una informacion precisa y valiosa para las muertes de causa

infecciosa en paises de renta baja y mediana.

Las hipoétesis especificas del proyecto son;

1.1. La autopsia minimamente invasiva permitira obtener datos de calidad sobre
las causas de muerte materna, equiparables a los datos obtenidos con la autopsia

completa diagnéstica.

1.2. Es posible tomar muestras autopsicas mas alla de 24 horas post mortem sin

una alteracion importante en los resultados microbiolégicos.

1.3. La autopsia minimamente invasiva y el andlisis detallado de los datos

autopsicos permiten determinar y caracterizar la mortalidad por criptococo.

1.4. La autopsia minimamente invasiva y el andlisis detallado de los datos
autopsicos permiten determinar y caracterizar la mortalidad por tuberculosis, asi

como contribuir a simplificar el diagnéstico de causa de muerte por tuberculosis.
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Determinar el rendimiento de la autopsia minimamente invasiva para determinar las
causas de muerte materna en Mozambique, comparando sus resultados con los de
la autopsia completa considerada como el estandar de oro para la atribucién de

causa de muerte.

Evaluar la influencia del intervalo post mortem (IPM) en el rendimiento diagndstico

de la autopsia minimamente invasiva y la autopsia completa.

Evaluar la calidad de las muestras obtenidas en la autopsia minimamente invasiva
para la practica de estudios microbiologicos, y determinar si dichas muestras
permiten identificar de forma precisa a los diversos microorganismos causantes de
la muerte de los pacientes, y realizar estudios finos de caracterizacién molecular de

dichos microorganismos.

Evaluar la contribucion de Cryptococcus spp. a la mortalidad en areas de baja renta

y realizar una caracterizacion detallada de estas infecciones.

Determinar la mortalidad asociada a la tuberculosis en autopsias realizadas en

Mozambique.

Investigar la utilidad de técnicas moleculares rapidas en el diagnéstico de post

mortem de tuberculosis.
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Material, Métodos y Resultados
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A continuacion, se detallan los articulos cientificos publicados derivados de esta tesis

doctoral, indicando la hipétesis y objetivos de esta con los que se relacionan.

Articulo 1

HIPOTESIS Y OBJETIVOS RELACIONADOS: Hipétesis 1.1y Objetivo 1

AUTORES: Castillo P*, Hurtado JC*, Martinez MJ, Jordao D, Lovane L, Ismail MR,
Carrilno C, Lorenzoni C, Fernandes F, Mocumbi S, Jaze ZO, Mabota F, Cossa A,
Mandomando |, Cister6 P, Mayor A, Navarro M, Casas |, Vila J, Maixenchs M,

Munguambe K, Sanz A, Quinté L, Macete E, Alonso P, Bassat Q, Ordi J, Menéndez C.

*Ambos autores han contribuido de idéntica manera al trabajo y ambos deben ser

considerados como primer autor del mismo.

TITULO: Validity of a minimally invasive autopsy for cause of death determination in

maternal deaths in Mozambique: An observational study.

REVISTA, VOLUMEN (NUMERO): PAGINAS, FECHA DE PUBLICACION: PLOS

Medicine, 14(11): 15. November 8, 2017
DOI: 10.1371/journal.pmed.1002431
FACTOR DE IMPACTO: 11.675

CUARTIL (JCR): Q1 (Medicine General and Internal)
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Abstract

Background

Despite global health efforts to reduce maternal mortality, rates continue to be unacceptably
high in large parts of the world. Feasible, acceptable, and accurate postmortem sampling
methods could provide the necessary evidence to improve the understanding of the real
causes of maternal mortality, guiding the design of interventions to reduce this burden.

Methods and findings

The validity of a minimally invasive autopsy (MIA) method in determining the cause of death
was assessed in an observational study in 57 maternal deaths by comparing the results of
the MIA with those of the gold standard (complete diagnostic autopsy [CDA], which includes
any available clinical information). Concordance between the MIA and the gold standard
diagnostic categories was assessed by the kappa statistic, and the sensitivity, specificity,
positive and negative predictive values and their 95% confidence intervals (95% Cl) to iden-
tify the categories of diagnoses were estimated. The main limitation of the study is that both
the MIA and the CDA include some degree of subjective interpretation in the attribution of
cause of death.

PLOS Medicine | https://doi.org/10.1371/journal.pmed. 1002431
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A cause of death was identified in the CDA in 98% (56/57) of cases, with indirect obstetric
conditions accounting for 32 (56%) deaths and direct obstetric complications for 24 (42%)
deaths. Nonobstetric infectious diseases (22/32, 69%) and obstetric hemorrhage (13/24,
54%) were the most common causes of death among indirect and direct obstetric condi-
tions, respectively. Thirty-six (63%) women were HIV positive, and HIV-related conditions
accounted for 16 (28%) of all deaths. Cerebral malaria caused 4 (7%) deaths. The MIA iden-
tified a cause of death in 86% of women. The overall concordance of the MIA with the CDA
was moderate (kappa = 0.48, 95% CI: 0.31-0.66). Both methods agreed in 68% of the diag-
nostic categories and the agreement was higher for indirect (91%) than for direct obstetric
causes (38%). All HIV infections and cerebral malaria cases were identified in the MIA. The
main limitation of the technique is its relatively low performance for identifying obstetric
causes of death in the absence of clinical information.

Conclusions

The MIA procedure could be a valuable tool to determine the causes of maternal death,
especially for indirect obstetric conditions, most of which are infectious diseases.

The information provided by the MIA could help to prioritize interventions to reduce
maternal mortality and to monitor progress towards achieving global health targets.

Author summary

Why was this study done?

o Since 1990, the maternal mortality ratio (MMR) has dropped by 43%, but despite this
progress, hundreds of women still die every day in large parts of the world due to preg-
nancy or childbirth complications.

o A reliable knowledge of the causes of maternal death is a necessary condition to reduce
this burden through adequate health planning.

o Current methods, such as verbal autopsies or the review of clinical data, have shown a
high degree of misclassification in this specific group of deaths.

o We aimed to validate a minimally invasive autopsy (MIA) approach as a possible com-
plement to verbal autopsies by comparing its performance against the complete diag-
nostic autopsy, the gold standard for cause of death investigation.

What did the researchers do and find?

o We performed paired MIA and CDA in 57 maternal deaths that occurred at the Maputo
Central Hospital, Mozambique, and assessed the concordance between both methods.

« Indirect obstetric diseases caused 56% of all deaths and direct obstetric complications
accounted for 42% of deaths.

« Infectious diseases and obstetric hemorrhage were the most common causes of death
among indirect and direct obstetric conditions, respectively.

PLOS Medicine | https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1002431 November 8, 2017 2/15
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o The overall concordance of the MIA with the CDA was moderate and both methods
agreed in 68% of the diagnostic categories.

o The etiological microorganisms in infectious diseases causes of death were identified in
67% of the MIAs.

What do these findings mean?

o The MIA procedure could be a valuable tool to determine the causes of maternal death,
especially in indirect obstetric conditions, most of which are infectious diseases.

o This information may be helpful for decision-making on health planning and prioritiza-
tion of interventions to reduce maternal mortality and for monitoring progress towards
achieving global health targets.

Introduction

As the Millennium Development Goals came to a close in 2015, the maternal mortality ratio
(MMR) had dropped by 43% since 1990 [1]. Although this progress is certainly encouraging, it
is lower than the 75% target initially planned, and hundreds of women still die every day due
to complications of pregnancy or childbirth. In 2015, the number of estimated maternal deaths
occurring worldwide was 303,000, most of which were preventable and disproportionately
took place in low- and middle-income countries. The MMR in low-income countries in 2015
was 239 per 100,000 live births versus 12 per 100,000 live births in high-income countries,
according to WHO [2]. In Mozambique, in 2015, the MMR was 489 per 100,000 live births,
with an annual rate of reduction of 4.4% from 2005-2015 [3]. The aim of Sustainable Develop-
ment Goal 3.1 is to reduce the global MMR to less than 70 per 100,000 live births by 2030 [4].
The accomplishment of this objective requires robust data sources to develop accurate esti-
mates and, importantly, a thorough understanding of the causes of these deaths. Monitoring
progress towards the 5th Millennium Development Goal, focusing on maternal health,
revealed the lack of high-quality data in most countries, especially those with the highest MMR
[1].

Recently, a minimally invasive autopsy (MIA) protocol has been adapted for cause of death
determination in middle- and low-income settings [5]. This postmortem procedure, which
consists of the sampling of key organs and fluids for histological and microbiological analysis,
could add value to the currently used methods that rely on verbal autopsies and clinical rec-
ords, which have been shown to have a high level of imprecision, especially for maternal and
perinatal deaths [6,7].

The complete diagnostic autopsy (CDA) is the gold standard for cause of death determina-
tion but it is not free of limitations. The CDA is an invasive procedure, often not accepted by
the relatives, and requires trained pathologists to perform it. The MIA, as opposed to the
CDA, has been shown to be simple and more acceptable [8] and can be performed by less qual-
ified personnel. The MIA has been recently validated in a series of in-hospital stillbirth, neo-
nate, pediatric, and adult deaths in Mozambique [5]. These validation studies have shown that
the MIA may reliably identify the cause of death with high concordance when compared with
the gold standard CDA diagnosis, particularly for infectious diseases.

PLOS Medicine | https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1002431 November 8, 2017 3/15
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In this study, we analyzed the validity of the MIA to determine the cause of death in a series
of in-hospital maternal deaths from Mozambique.

Methods
Study setting and design

This observational study received the approval of the Clinical Research Ethics Committee of
the Hospital Clinic of Barcelona (Spain; approved, File 2013/8677) and the National Bioethics
Committee of Mozambique (Mozambique; approved, Ref. 342/CNBS/13).

The study was conducted at the Departments of Gynecology and Obstetrics and Pathology
of the Maputo Central Hospital, a 1,500-bed government-funded institution that serves as the
referral center for other hospitals in southern Mozambique. Recruitment of maternal deaths
was conducted from November 2013 to March 2015 as part of a comprehensive validation
study of the validity of the MIA in different age groups [9].

We included in the study all deceased women fulfilling the following inclusion criteria: (1)
death during pregnancy or within 42 days of termination of pregnancy, irrespective of its
cause (maternal deaths, as defined by WHO) [10,11]; (2) a CDA requested by the clinician as
part of the medical evaluation of the patient; and (3) oral informed consent to perform the
autopsy given by the relatives. Accidental or incidental deaths were excluded.

The Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE)
statement and the prospective analysis plan are included as supplementary information (S1
STROBE Checklist and S1 Text, respectively).

The overall study plan, indicating how postmortem procedures were performed, the labora-
tory investigations involved, and site and timing of each procedure, has been reported else-
where [5].

Autopsy procedures

Detailed MIA pathological and microbiological methods have been reported elsewhere
[12,13]. The procedure, tailored for maternal deaths, included an initial disinfection of the sur-
face of the body followed by the collection of blood and cerebrospinal fluid (CSF), aiming to
collect about 20 mL. The procedure also included the puncture of solid organs (liver, lungs,
and central nervous system [CNS]) for microbiological and pathological analysis using biopsy
needles (14G-16G). In addition, the heart, spleen, and kidneys were targeted for pathology
examination. In this particular group, biopsy samples of the uterus were attempted with a 14G
biopsy needle, which were analyzed histologically and microbiologically. In addition, a sample
of amniotic fluid, if available, was obtained.

Immediately after the MIA, the CDA procedure was conducted by a second pathologist not
involved in the MIA and following a standardized protocol for maternal autopsies [5]. Histo-
logical and microbiological analyses were conducted in samples from the same viscera col-
lected in the MIA and from any grossly identified lesions. The microbiological results of the
blood and CSF were also included in the CDA evaluation.

Histological and microbiological analyses

A team of 2 pathologists (J.O., P.Ca.) and 2 microbiologists (M.].M., ].H.) reviewed and
analyzed the samples from the MIA blindly to any clinical data except the information on
the maternal status at death (pregnant, puerperal, previous abortion) that allowed classify-
ing the case as a maternal death. All samples collected for histology were routinely stained
with hematoxylin and eosin. Additional histochemical (e.g., Masson trichrome) and/or
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immunohistochemical stains and in situ hybridization techniques (e.g., Epstein-Barr
virus-encoded small RNAs) were used, whenever needed, to reach a diagnosis. The micro-
biological methods have been reported in detail elsewhere [13]. In all patients, screening
for context-epidemiologically common pathogens was conducted, including Plasmodium
falciparum by real-time PCR detection of antibodies against human immunodeficiency
virus (HIV)-1/2, hepatitis B virus surface antigen, and antibodies against hepatitis C
virus. In all HIV-infected patients, the viral load was determined routinely. Additionally,
Toxoplasma gondii, Mycobacterium tuberculosis, and Cryptococcus spp. in CSF and CNS
samples and Pneumocystis jirovecii, Cryptococcus spp., and M. tuberculosis in the lungs
were tested by real-time PCR. Any other microorganisms were only investigated depend-
ing on the pathological findings observed in the MIA-obtained tissues.

After a washout period of 3-6 months, the same team of experts analyzed the samples of the
CDA following the same approach used for the analysis of the MIA samples.

Determination of the cause of death

The methodology for cause of death determination has been detailed elsewhere [5]. Briefly,
once all the analysis of the MIA samples had been completed, a panel composed of a patholo-
gist, a microbiologist, an obstetrician, and an epidemiologist evaluated all the data of the MIA
and assigned the MIA diagnosis, i.e., the disease or condition putatively leading to death. The
participants in the MIA cause of death attribution panel were aware of the external macro-
scopic examination of the body (but not of the organs) and the histological and microbiolog-
ical results obtained in the MIA sampling but were blind for the information on the clinical
records, except for the pregnancy status and gestational age.

After a washout period (minimum time 3 months, range 3-6 months), the same panel eval-
uated the data from the CDA and assigned the CDA diagnosis of cause of death, which was
considered the gold standard. As per routine practice in CDA procedures, investigators
involved in the CDA diagnosis were aware of the clinical data, the macroscopic (external and
internal) findings, and the histological and microbiological results. Using a combination of the
strength of the evidence of the histological and the microbiological findings, a category was
assigned to the certainty of the cause of death attribution of the MIA diagnosis and the CDA
diagnosis (details published elsewhere) [5]. In this particular group, the obstetric history of
severe intrapartum hemorrhage increased by 2 levels the strength of the pathological findings
of the CDA.

All morbid conditions were codified following the International Classification of Diseases,
10th revision for maternal mortality (ICD-10 MM) [10,14]. Up to 4 diagnoses were established
following the most probable sequence of events leading to death, starting from the immediate
cause and going back to the earliest event, i.e., the underlying condition. Finally, other condi-
tions or concomitant infections that may have existed prior to development of the underlying
cause of death or developed during the chain of events leading to death and that, by their
nature, contributed to the death, were considered as contributory conditions (e.g., multiple
pregnancy) [10]. As indicated by WHO, all deaths were classified either as (1) direct obstetric
deaths (i.e., those resulting from obstetric complications of the pregnancy, labor, or puerpe-
rium) or (2) indirect obstetric deaths (i.e., those resulting from previous existing diseases or
diseases developed during pregnancy but not due to direct obstetric causes) [10].

Additionally, all deaths were aggregated in 8 categories according to the underlying causes
of death as stated in the ICD-10 MM [10], which included the following: (1) pregnancies with
abortive outcome; (2) hypertensive disorders in pregnancy, childbirth, and puerperium; (3)
obstetric hemorrhage; (4) pregnancy-related infections; (5) other obstetric complications; (6)
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unanticipated complications of management; (7) nonobstetric complications; and (8) unex-
plained deaths. Nonobstetric complications include the following diseases: cardiovascular
(including preexisting hypertension), endocrine, gastrointestinal tract, CNS, respiratory, geni-
tourinary, autoimmune, skeletal, psychiatric diseases, neoplasm, and infections that are not a
direct result of pregnancy. Categories 1 to 6 were considered direct obstetric deaths, and deaths
classified as category 7 were considered indirect obstetric deaths.

Statistical methods

The concordance between the MIA and the CDA diagnosis (gold standard) was established
based on the concordance in the underlying cause of death categories, was assessed by the
kappa statistic, and was interpreted as suggested by Landis and Koch [15]. The diagnostic per-
formance of the MIA to identify the categories established by the gold standard diagnosis was
evaluated in terms of sensitivity, specificity, positive and negative predictive values, and total
percentage of cases correctly classified.

The level of coincidence between the MIA and the CDA diagnoses was analyzed by com-
paring the ICD-10 MM codes in order to identify the conditions that were concordant in the
disease category but were not coincident in the main diagnosis (e.g., a case categorized as an
indirect obstetric death in both methods but as pneumonia in the CDA and as sepsis in the
MIA). As the ICD-10 system classifies diagnoses into nested classes of different hierarchical
levels in which diseases or conditions are organized in chapters, blocks, and 3-character cate-
gories [14], a coincidence was classified as (i) perfect when the ICD-10 codes were identical in
chapter, block, and 3-character categories; (ii) moderate when the codes were within the same
chapter and block but there was a discrepancy in the 3-character category; or (iii) low when
the codes were within the same chapter but not in the same block and 3-character categories.
When the MIA and the CDA diagnoses were in different chapters, the coincidence was classi-
fied as “none.” The statistical analyses were performed using Stata version 14.1 (Stata, College
Station, TX, USA). The analytical plan was determined once all the histological and microbio-
logical results as well as the ICD10-MM codes were available.

Results

Coupled MIA and CDA procedures were performed in 57 women. Median age was 27 years
(range 15-39 years). Thirty-one women (54%) died in the puerperal period, 9 (16%) died after
an abortion, and 16 (28%) were pregnant at the time of death. In all 16 cases, the fetus and the
placenta were in situ. Nevertheless, no autopsy was performed on these in situ fetuses because
it was not considered as relevant to determine the cause of death. The placenta was analyzed as
part of the CDA in 8 of these cases but was not contributory to the final diagnosis. Forty-four
lived in the Maputo urban area, whereas 13 were transferred from a rural district.

In 40 cases (70%), the interval between death and the beginning of postmortem procedures
was <24 hours, whereas in 17/57 (30%), it ranged between 25 and 64 hours. The age of the
patients, time from death to procedure, HIV status, MIA and CDA diagnoses, ICD-10 coding,
level of certainty, and concordance between both diagnoses are shown for all patients in S1
Table.

Blood was obtained in all cases, but in 3 women, less than 10 mL were obtained (in 1 of
these cases, the MIA was done 34 hours after death). In 56/57 cases (98%), 10 mL of CSF were
obtained. In the MIA procedure, liver, CNS, and bone marrow samples were obtained in 100%
of the cases, whereas lung was sampled in 93%, heart in 86%, spleen in 79%, and kidneys in
61% of the cases. The uterus was successfully obtained in 53/57 (93%) of the cases. Amniotic
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Table 1. Concordance of the cause of death categorization between the MIA and the CDA (gold standard).

MIA diagnosis CDA diagnosis
Pregnancies with Hypertensive Obstetric Pregnancy- Nonobstetric Non- Total
abortive outcome disorders in hemorrhage |related infections| complications conclusive
pregnancy

Pregnancies 5 0 0 0 1 0 6 (11%)

with abortive

outcome

Hypertensive 0 1 0 0 0 0 1(2%)

disorders in

pregnancy

Obstetric 0 0 1 0 0 0 1(2%)

hemorrhage

Pregnancy- 0 0 1 2 0 0 3(5%)

related

infections

Nonobstetric 0 0 6 2 29 0 37

complications (65%)

Non- 1 0 5 0 2 1 9 (16%)

conclusive

Total 6 (11%) 1(2%) 13 (23%) 4 (7%) 32 (56%) 1(2%) 57
(100%)

Kappa statistic: 0.48 (moderate agreement); 95% ClI: 0.31-0.66.
Abbreviations: CDA, complete diagnostic autopsy; MIA, minimally invasive autopsy.

https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1002431.t001

fluid was obtained in 7 (12%) cases. The placenta was available for analysis in 8/16 (50%)
women that were pregnant at the time of death.

S1 Table summarizes the cause of death for each patient according to each of the 2 methods
used.

Gold standard (CDA) diagnosis of cause of death

A cause of death was identified in the CDA in 98% (56/57) of cases. The level of certainty of
the CDA diagnosis was considered high or very high in 51/57 (89%) cases and moderate in 5
cases (9%).

Direct obstetric conditions accounted for 24 out of 57 deaths (42%). This included obstetric
hemorrhages (13/24; 54%), complications of abortive pregnancies (6/24; 25%), pregnancy-
related infections (4/24; 17%), and hypertensive disorders of the pregnancy (1/24; 4%)

(Table 1, S1 Table). No deaths were classified in the categories “other obstetric complications”
and “unanticipated complications of management”.

Indirect obstetric conditions accounted for 32/57 (56%) deaths. Among them, infectious
diseases accounted for 22/32 deaths (69%), other diseases not related to pregnancy for 7/32
(22%), and malignant tumors for 3/32 (9%) of the deaths (Table 1, S1 Table). Five women died
of tuberculosis (M. tuberculosis) and 4 of cryptococcal infection. Cerebral malaria with histo-
logical evidence of sequestration of parasitized erythrocytes in the capillaries of the CNS and P.
falciparum detected by PCR was diagnosed in 4 women. Of these 4 patients, 3 (out of 44; 6.8%)
came from the Maputo urban area, whereas 1 (out of 13; 7.7%) was transferred from a rural
district.

HIV was detected in 36 women (63%). All HIV positive cases showed detectable viral load
for HIV-1. HIV infection was identified in 13/24 (54%) women who died from direct obstetric
causes and in 22/32 (69%) women who died from nonobstetric complications. HIV was also
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detected in the single case with nonconclusive diagnosis. Nearly 3 quarters (16/22; 73%) of the
HIV-positive nonobstetric maternal deaths were considered to be AIDS related, which
included all 5 tuberculosis cases, the 4 cryptococcal disseminated infections, 3 pneumonias, 1
streptococcal sepsis, 1 pyelonephritis, 1 meningoencephalitis, and 1 Burkitt lymphoma. The
other 6 HIV-positive cases died from cerebral malaria (3 cases), liver failure due to massive
liver necrosis (2 cases), and dilated cardiomyopathy (1 case). Hepatitis B virus infection was
identified in 3 HIV-positive cases.

MIA diagnosis and concordance in the categorization of disease
between the MIA and the CDA gold standard diagnosis

A cause of death was identified in the MIA in 48 out of the 57 cases (84%). In 9 cases (16%),
the MIA diagnosis was nonconclusive. The certainty of the MIA diagnosis was high or very
high in 22/48 (46%) cases, moderate in 19/48 (40%), and low in 7/48 (14%).

Table 1 shows the diagnostic concordance between the MIA and the CDA (gold standard)
for the categories of causes of death. The 2 procedures agreed in the diagnostic categories in
39/57 cases (68%) and the concordance was moderate according to the kappa statistics
(kappa = 0.48, 95% CI: 0.31-0.66).

A perfect or almost perfect coincidence in the cause of death established by each method
was observed in 36 of the 39 cases that were concordant in the diagnostic category. One case
showed a low level of coincidence (diagnosed as chronic hypertensive disease in pregnancy in
the CDA and as suggestive of cardiovascular disease in the MIA). The 2 remaining cases were
noncoincident (a case of pneumonia and a case of liver necrosis according to the CDA, diag-
nosed as sepsis due to Escherichia coli and pneumonia, respectively, in the MIA).

Table 2 shows the sensitivity, specificity, and the positive and negative predictive values of
the MIA diagnosis for the major diagnostic categories, as well as the percentage of false-posi-
tive and false-negative diagnoses, and the cases correctly classified (accuracy) in the MIA. The
sensitivity of the MIA was very high for indirect causes of death (91%) and low (<10%) for
obstetric hemorrhage. Overall, the accuracy of the MIA was at least 79% for all diagnostic
categories.

Etiological agents in infectious diseases causes of death

Overall, infectious diseases accounted for 30/57 (57%) of maternal deaths. Infectious diseases
included 8 obstetric infections (4 puerperal sepsis and 4 septic abortions) and 22 nonobstetric
infections. An etiologic agent was identified in the CDA in 22 out of the 30 (73%) infectious

Table 2. Sensitivity, specificity, positive and negative predictive value, and accuracy of the MIA for the different diagnostic categories in maternal
deaths. Figures are percentages and 95% Cl. S1 Table summarizes the cause of death for each patient according to each of the 2 methods used.

Causes of death in the CDA Cases | Sensitivity (95% | Specificity (95% | Positive predictive Negative predictive | Correctly classified
(gold standard) Cl) Cl) value (95%ClI) value (95% Cl) (95% Cl)
Pregnancies with abortive 6 83 (36-100) 98 (90-100) 83 (36-100) 98 (90-100) 96 (88—-100)
outcome

Hypertensive disorders 1 100 (2-100) 100 (94-100) 100 (2—100) 96 (94-100) 100 (94-100)
Obstetric hemorrhage 13 8 (0-36) 100 (92-100) 100 (2—-100) 79 (66-88) 79 (66-88)
Pregnancy-related infections 4 50 (7-93) 98 (90-100) 67 (9—99) 96 (87—-100) 95 (85-99)
Nonobstetric complications 32 91 (75-98) 68 (46-85) 78 (62-90) 85 (62-97) 81 (68-90)
Nonconclusive 1 100 (2—-100) 86 (74-94) 11 (0-48) 100 (93-100) 86 (74-94)
Abbreviations: CDA, complete diagnostic autopsy; MIA, minimally invasive autopsy.

https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1002431.t002
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Table 3. Etiological microorganisms identified in the CDA (gold standard) and in the MIA, and the number identified in both methods.

Etiological microorganisms

Microorganisms identified in the
CDA (gold standard)

Microorganisms identified in the
MIA and in the CDA

Microorganisms identified in the MIA

but not in the CDA

Direct obstetric infections

Septic abortion

Enterobacteriaceae*

Escherichia coli

Mycoplasma hominis

Aeromonas sobriat

Staphylococcus aureus

oo | = =N

oo | == N

Puerperal sepsis

S. pyogenes

—_

Prevotella spp.

R Y

Aeromonas spp.t

o |o

Nonobstetric infections

Disseminated infection

Mycobacterium tuberculosis

Cryptococcus spp.

S. pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Cytomegalovirus®

Enterobacteriaceae* Tt

E. coli

Toxoplasma gondiii

OO0 =+ = W &

OO0l |= |+ W >

Pulmonary infection

S. aureus

—_

M. tuberculosis

o=

Central nervous system
infection

Plasmodium falciparum

4

4

Cryptococcus spp.

1

1

Total

22

20

13

* Mixed infection of at least 2 of these enterobacteria: Enterobacter cloacae, E. coli, or K. pneumoniae
T All the microorganisms identified in the MIA were also identified in the CDA but by definition were not considered as the cause of death.
T One of the enterobacteria identified in the MIA was also identified in the CDA but was not considered the cause of death.

Abbreviations: CDA, complete diagnostic autopsy; MIA, minimally invasive autopsy.

https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1002431.t003

diseases (6 obstetric and 16 nonobstetric). The same microorganism was identified in both the
CDA and the MIA in 20 out of the 22 cases (91%). A microorganism was identified in the MIA
in 13 additional cases and considered the MIA cause of death. In 5 cases, both the CDA and
the MIA diagnosed an infectious disease, but whereas the CDA did not identify any microor-

ganism, the MIA identified a causative agent. In 6 cases, the CDA (gold standard) cause of
death was hemorrhagic shock and, consequently, the microorganism identified in the MIA

was considered as not contributing to the death. Finally, in 2 cases, the CDA diagnosed an

infectious disease, probably of bacterial origin, with no agent identifiable (a meningoencepha-
litis and a puerperal sepsis, respectively), whereas in the MIA the cause of death was consid-
ered to be a disseminated cytomegalovirus infection. In both cases, the cytomegalovirus was
also identified in the CDA but it was not considered as the cause of death. Table 3 shows the

etiological agents identified in the CDA and in the MIA.

PLOS Medicine | https://doi.org/10.1371/journal.pmed. 1002431

November 8, 2017

9/15



@.PLOS | MEDICINE

Validity of MIA in maternal deaths

Discussion

This validation study shows, for the first time to our knowledge, that the MIA, a simplified
postmortem procedure, can provide an acceptable correlation with the gold standard CDA
diagnosis in maternal deaths. In this group, the agreement of the technique was 68% (kappa
statistic: 0.48, 95% CI 0.31-0.66), a percentage of agreement similar to those observed in other
age groups [16,17]. These findings suggest that this new method could provide reliable and rel-
evant data regarding the causes of mortality associated with pregnancy and childbirth, particu-
larly for indirect obstetric deaths, and thus contribute to reducing maternal mortality in the
settings where this burden is highest.

This study was not designed to describe the causes of maternal death. However, our find-
ings are similar to previous reports indicating that obstetric hemorrhage and indirect obstetric
conditions are the leading causes of maternal mortality in low-income countries [18,19]. Inter-
estingly, and unlike what it is usually reported [20,21], the proportion of indirect obstetric
deaths (56%) observed in our study is larger than that of direct obstetric deaths (42%). These
results are similar to a previous study carried out over 10 years ago in the same setting [19]
and suggest that nonobstetric complications may be missed using the current methodologies
and sources of data collection utilized for maternal cause of death estimation. Our study also
confirmed the significant contribution of malaria and HIV to maternal mortality in endemic
countries such as Mozambique [1,19,22,23]. In this series, malaria accounted for 7% (4/57)
and HIV-related conditions for 28% (16/57) of all maternal deaths. Cerebral malaria could be
detected in the MIA in all 4 cases [24], a finding of particular relevance, taking into account
that the study was conducted in an urban setting where malaria transmission is known to be
minimal. Interestingly, 3 out of the 4 women with cerebral malaria were of urban origin,
although we cannot exclude a visit to a rural area with higher malaria transmission during
pregnancy. This finding is very relevant for improving the knowledge on the impact of malaria
on maternal mortality in endemic areas, which is usually underestimated [25]. As observed in
previous reports [19,26,27], HIV and tuberculosis coinfection were found to be important
causes of indirect obstetric deaths (9% of deaths). Tuberculosis was identified in the MIA in 4
out of 5 cases in which the infection was determined to be the cause of death in the CDA. This
is of relevance given the low sensitivity of the clinical diagnosis of tuberculosis as a cause of
maternal mortality [28]. Importantly, disseminated cryptococcal infection contributed signifi-
cantly to death among HIV-positive women (7%, 4/57), and all the cases were also identified
in the MIA. Cryptococcus spp. is the leading cause of adult meningitis in sub-Saharan Africa,
where it is estimated to cause 15%-20% of all AIDS-related deaths [28-30]. Nevertheless, data
in pregnant women are scarce, with only a few published studies having reported cryptococcal
infection among pregnant women. This study highlights the importance of cryptococcosis as a
cause of maternal death and thus the need to improve the diagnosis and management of this
fungal infection during pregnancy [31-33].

Interestingly, the sensitivity of the MIA procedure was very high (91%) for indirect causes
of death. In contrast, the sensitivity was much lower (36%) for direct obstetric causes. The sen-
sitivity of the MIA procedure was particularly poor (less than 10%) for obstetric hemorrhage.
Only 1 case was captured in the MIA because a retained placenta was identified in a woman
during puerperium. Although only 1 death was attributed to eclampsia, the disease was identi-
fied in the MIA. This accuracy was probably influenced by our strict criteria to diagnose
eclampsia, which required the presence of the typical pathological lesions in the liver and the
absence of any other lethal lesion, in order to avoid overassignment of this condition as a cause
of death [28]. This is relevant given the high number of false-positive clinical diagnoses of
eclampsia that has been reported and the likely overestimation of this condition in clinical
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reports and verbal autopsies [34,35]. Indeed, it is essential to establish thoroughly the contribu-
tion of eclampsia to maternal mortality to guide maternal health programs that are based on
preeclampsia prevention.

This study was designed to determine the validity of the MIA procedure by itself, without
using any additional clinical data. The only exception to this purist approach was the knowledge
of whether the death of the woman occurred while pregnant or within 42 days of termination of
pregnancy (irrespective of the duration and the site of the pregnancy), as this information was
essential to know when a case fulfilled the definition of WHO and, consequently, had to be
included as a maternal death. Our findings indicate that the MIA without any clinical data has a
relatively limited performance for direct obstetric causes of death. Some degree of obstetric
information from the clinical record or the verbal autopsy could significantly improve the
results of the MIA. Importantly, obstetric hemorrhage was missed in all but 1 case in the MIA;
however, this condition is easily identified in the clinical records and is likely not to be difficult
to retrieve from a verbal autopsy. On the contrary, most indirect obstetric deaths that are fre-
quently misclassified in verbal autopsies were identified in the MIA. Future research should
focus on the performance of the MIA with the inclusion of clinical data.

The extensive microbiological sampling and analysis proposed in our MIA protocol result
in the adequate identification of the etiological agent in a high number of infectious diseases.
Moreover, in 5 cases considered as infectious by the gold standard, the etiological agent was
successfully identified in the MIA but not in the CDA. It is possible that the less invasive sam-
pling procedure performed in the MIA might improve the performance of the microbiological
analysis by reducing the probability of microbiological contamination [36,37]. On the other
hand, the MIA may result, in the absence of any clinical information, in an overestimation of
the microbiological results, as it may be the cases of the 5 women who died of obstetric hemor-
rhage that were considered as infectious deaths in the MIA.

A limitation of this study is the relatively low sample size, which has resulted in a poor
representation of some causes of death. Nevertheless, the study was not designed to describe
all the causes of maternal death and validate the method for each specific cause or category of
disease but rather to assess the validity of the method for the group of maternal death as a
whole. A second limitation of this study is that its diagnostic accuracy of the MIA could have
been influenced by the dissemination of many diseases. More than half of the patients were
HIV-infected adults with highly disseminated infections, and the performance of the proce-
dure could be significantly reduced in focal lesions and in limited infections in immunocom-
petent hosts. Finally, both the MIA and the CDA include some degree of subjective
interpretation in the attribution of cause of death.

In conclusion, establishing reliably the causes of maternal deaths is crucial for health plan-
ning and prioritization, which in turn are essential elements to reduce maternal mortality. The
lack of quality data on these causes of death in high-burden countries has been recognized as a
major limitation to achieving the 5th Millennium Developmental Goal [38], especially in sub-
Saharan Africa, where the MMR only dropped by 26% since 1990 [1]. In these settings, a tool
such as the MIA might provide quality information mainly for those conditions that are more
difficult to identify through routinely used methods for cause of death determination, while
improving clinical management and verbal autopsies with refined algorithms. This would lead
to improving the most underachieving global health goal, which relates to maternal health.

Supporting information

S1 STROBE Checklist. Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemi-
ology (STROBE) checklist for the observational study developed in Mozambique to
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S1 Table. Gold standard and minimally invasive autopsy results of each case. The table
includes the concordance between the 2 methods in terms of the disease category and the coin-
cidence in terms of International Classification of Diseases, 10th revision for maternal mortal-
ity (ICD-10 MM) coding hierarchy.
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Performance of the Autopsy
Methods

Juan Carlos Hurtado?, Lloren¢ Quinté?, Paola Castillo', Carla Carrilho*>, Fabiola Fernandes*>,
Dercio Jordao*, Lucilia Lovane*, Mireia Navarro'?, Isaac Casas?, Rosa Bene$, Tacilta Nhampossa’,
Paula Santos Ritchie®, Sonia Bandeira®, Calvino Sambo?g, Valeria Chicamba?&, Sibone Mocumbi®,
Zara Jaze®, Flora Mabota®, Mamudo R. Ismail**, Cesaltina Lorenzoni*>, Assucena Guisseve™>,
Natalia Rakislova’3, Lorena Marimon'3, Natalia Castrejon3, Ariadna Sanz(®?, Anelsio Cossa’,
Inacio Mandomando’, Khatia Munguambe®’, Maria Maixenchs'”, Carmen Mufioz-Almagro%.1?,
Eusebio Macete’, Pedro Alonso'’, JordiVilal?, Quique Bassat'”**4, Clara Menéndez*7*?,

Miguel J. Martinez(®? & Jaume Ordi(®3

Postmortem studies, including the complete diagnostic autopsy (CDA) and the minimally invasive
autopsy (MIA), an innovative approach to post-mortem sampling and cause of death investigation, are
commonly performed within 24 hours after death because the quality of the tissues deteriorates over
time. This short timeframe may hamper the feasibility of the procedure. In this study, we compared
the diagnostic performance of the two postmortem procedures when carried out earlier and later than
24 hours after death, as well as the impact of increasing postmortem intervals (PMIs) on the results

of the microbiological tests in a series of 282 coupled MIA/CDA procedures performed at the Maputo
Central Hospital in Mozambique between 2013 and 2015. 214 procedures were conducted within

24 hours of death (early autopsies), and 68 after 24 hours of death (late autopsies). No significant
differences were observed in the number of non-conclusive diagnoses (2/214 [1%] vs. 1/68 [1%]
p=0.5645 for the CDA; 27/214 [13%] vs. 5/68 [7%] p = 0.2332 for the MIA). However, increasing PMIs
were associated with a raise in the number of bacteria identified (rate: 1.014 per hour [95%Cl: 1.002-
1.026]; p=0.0228). This increase was mainly due to rising numbers of bacteria of the Enterobacteriaceae
family and Pseudomonas genus strains. Thus, performing MIA or CDA more than 24 hours after death
can still render reliable diagnostic results, not only for non-infectious conditions but also for many
infectious diseases, although, the contribution of Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp. as
etiological agents of infections leading to death may be overestimated.

The minimally invasive autopsy (MIA) is a postmortem diagnostic method based on obtaining samples of body
fluids and key organs using needle biopsies. Such an approach has been designed as a potential alternative of the
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complete diagnostic autopsy (CDA)" in resource limited settings. The MIA requires lower levels of expertise and
infrastructures than the CDA' and there are data showing a high level of interest in knowing cause of death and
potential acceptability in low- and middle-income countries®. Moreover, the use of needles without manipulation
of the organs allows collecting samples for microbiology analysis with lower risk of contamination compared with
CDA. The procedure has recently been validated in Mozambique in all age groups, including stillbirths, neonates,
children, adults and maternal deaths®=°. In this validation analysis, the concordance with the CDA, the gold stand-
ard for cause of death determination, was moderate to good, and the MIA reliably recognized most infectious dis-
eases and cancers causing death. This new method has raised high expectations among global health researchers
because it may provide more robust explanations for the cause of death than other currently used approaches”’.

To deploy such methods to study mortality in low- and middle-income countries, we need to understand the
timeframe limits whereby the results of a MIA are adequate, which have not been previously defined. However,
data evaluating the possible effects of the postmortem interval (PMI) in the diagnostic yield of the MIA are scarce.
In the clinical routine, the CDA is generally conducted within 24 hours after death'*!!, because the quality of the
tissues, and consequently, the quality of the results obtained, deteriorates over time due to autolysis, and other
decay processes that affect the body'2. One of these phenomena is the active participation of microorganisms in
the decomposition of bodies. Temperature and anaerobic conditions have been proposed as major factors driving
the decomposition process'*!*. The bacterial translocation, a phenomenon that rapidly initiates following death
and by which viable bacteria originating principally from the intestinal microbiota migrate to other organs, may
pose challenges when trying to ascertain the contribution of detected microorganisms to the fatal event. Indeed,
judging whether a potentially pathogenic microorganism is the expression of a true ante-mortem bacterial infec-
tion or a false-positive result related to events occurring after death is not straightforward'>'°. Understandingly,
general consensus recommends conducting any postmortem evaluation as soon as possible following death, once
the family consent has been obtained. However, such short timeframes may hamper the feasibility of the MIA
procedure, particularly when implemented in health facilities from rural areas where many deaths occur at home
and it may take some time to reach the health facility.

When designing the MIA protocol, a period of 24 hours after death was established as the maximum “ideal
time” to perform the procedure. However, due to a variety of circumstances, some of the autopsies were per-
formed after this timeframe. In this study, we aimed to evaluate the impact of the PMI on the diagnostic per-
formance of the MIA and the CDA and provide information on the timeframe limits in which the results of a
postmortem evaluation may be adequate.

Methods

Study setting and design. This analysis derives from the CaDMIA project, a validation study of the MIA
vs. the CDA in different age groups. The study was conducted at the Department of Pathology of the Maputo
Central Hospital, a 1500-bed government-funded tertiary health care center, in collaboration with the depart-
ments of medicine, obstetrics and gynecology, and pediatrics. The study received the approval of the National
Bioethics Committee of Mozambique (Ref. 342/CNBS/13) and the Clinical Research Ethics Committee of the
Hospital Clinic of Barcelona in Spain (Ref: 2013/8677). All research was performed in accordance with rele-
vant guidelines and regulations of the Montreal Statement on Research Integrity in Cross-Boundary Research
Collaborations, and the Singapore Statement on Research Integrity.

Deaths of all ages having occurred within the hospital premises from November 2013 to March 2015 were sub-
mitted to coupled MIA and CDA procedures. Eligible criteria for case recruitment were: 1) an autopsy requested
by the clinician as part of the medical evaluation of the patient, and 2) informed consent to perform the autopsy
given by the relatives. Accidental or traumatic deaths were excluded.

Autopsy procedures. Detailed MIA pathological and microbiological methods have been reported else-
where*~°. In brief, the procedure included an initial disinfection of the surface of the body followed by the col-
lection of blood and cerebrospinal fluid (CSF), aiming to collect ~10-15mL of each fluid, and puncture of solid
organs (liver, lungs, and central nervous system [CNS]) using biopsy needles (14G-16G), for microbiological
and pathological analysis. In addition, punctures aiming to obtain heart, spleen, kidneys and, in maternal deaths,
uterus, were performed for pathology examination.

Immediately after the MIA, the CDA procedure was conducted by a second pathologist not involved with the
MIA and following a standardized protocol for adult deaths'” or pediatric and perinatal deaths'®. Histological and
microbiological samples were obtained from the same viscera collected in the MIA and CDA, as well as from any
grossly identified lesions. Time of death and start of MIA and CDA procedures were recorded for all cases.

Histological and microbiological analyses. The histological evaluation included staining with hema-
toxylin and eosin in all samples and additional histochemical and/or immunohistochemical staining whenever
needed to reach a diagnosis'*=. All microbiological methods, that included both culture and molecular tests,
have been reported in detail elsewhere'>". Microbiological cultures were performed only with the fluids and
tissues obtained in the MIA. Briefly, 5-10 mL of blood were inoculated into aerobic blood culture bottles and
incubated into the BACTEC system (Beckton Dickinson, MD, USA). Positive blood cultures were subjected to
Gram stain and sub-cultured in agar plates according to the morphology observed under the microscope. CSF
samples were sub-cultured into blood, chocolate and MacConkey agar plates, because between all these culture
media allow the recovery of the maximum amount of cultivable microorganisms with medical interest. Tissue
samples from CNS, liver, lung and uterus were inoculated into thioglycolate broth-containing tubes, a multipur-
pose, enriched, differential medium and incubated at 37 °C. If signs of bacterial or fungal growth were observed,
Gram stain and sub-culture into appropriate agar plates for the recovery of bacteria were performed; if yeasts were
observed in the gram stain or if fungal filamentous growth were observed, sub-cultured into appropriate media
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was performed. Identification of the isolates was performed by standard biochemical techniques at the laboratory
of the Manhiga Health Research Center (CISM). The strains were kept at —80 °C until shipment to the Hospital
Clinic of Barcelona for final identification by matrix assisted laser desorption/ionization (MALDI-TOE, Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Germany).

Molecular analyses were performed both in body fluids and tissues obtained in the MIA and in tissues
obtained in the CDA. For these analyses, plasma and CSF aliquots, as well as tissue samples, were stored at —80°C
until testing. All tissue samples obtained through MIA and CDA procedures were homogenized using a hand-
held rotor-stator homogenizer (TissueRuptor, Qiagen) and disposable probes for each tissue sample processed.
Nucleic acid extractions (DNA + RNA) were performed using a semi-automated system (Qiacube, Qiagen). For
formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) tissues, three thick sections of 10 pm were prepared. The microtome
blade was replaced after each case to avoid cross-contamination. Nucleic acid extraction included overnight
proteinase K digestion and DNA isolation using a commercially available kit (QIAamp DNA minikit, Qiagen)
according to the manufacturer’s instructions. DNA from whole blood collected in filter paper was subjected to
DNA extraction using PurelinkTM Genomic DNA Kit (Invitrogen, Waltham MA, USA).

We performed generic PCRs (16S rRNA PCR and 18S rRNA-ITS PCR) and specific PCR (e.g. cytomegalovirus
real-time PCR, Toxoplasma gondii real time PCR, Pneumocystis jirovecii real time PCR, Mycobacterium tubercu-
losis real time PCR, multiplex respiratory virus RT-PCR, P. falciparum real time PCR)'®. All sequencing reactions
from amplicons obtained by either the 16S rRNA PCR or the 18S rRNA-ITS PCR were performed by the Sanger
method. Pathogen identification was performed by comparison of the sequences obtained with those present in
the GenBank using the BLAST algorithm (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Two scales ranging from 0 to 4 were developed to grade the strength of the evidence of the findings; one based
on the severity of the pathological findings and the other on the pathogenicity of each individual microorganism,
the number of organs (one or more organs) and the type of techniques (classic cultures, molecular tests or both)
in which the microorganism was identified*-. Microorganisms were categorized as causing true infection or as
contaminants based on criteria previously reported by our group, which varied slightly for adults, children, neo-
nates and stillborn babies®~. Briefly, these criteria comprised the type of microorganism, the number of organs
involved, the presence or absence of pathologic findings associated with the infection, and the clinical data (for
the CDA). The true infection category included infections causing death and infections present during life as
associated conditions. Any other microorganism identified not fulfilling these criteria were classified as contam-
inant microorganisms.

Cause of death determination. Once all the analyses of the MIA samples had been completed, a panel
composed of a pathologist, a microbiologist, and a clinician with expertise in infectious diseases and epidemi-
ology evaluated all the pathological and microbiological results and assigned the MIA diagnosis, following a
methodology previously descibed?-°.

Whenever identified, a chain of conditions leading to death (up to four) was recorded following the most
probable chronological sequence of events™*~°. The direct cause of death was considered as the main cause of
death (e.g. bacterial pneumonia in a toddler with malnutrition, or lymphoma in an HIV-infected patient), only in
the group of maternal death we considered the underlying disease as cause of death. Finally, other conditions or
concomitant infections contributing to death but not related to the chain of events leading to death were consid-
ered as other significant conditions.

After a washout period (minimum 3 months, range 3-6 months), and blindly to the MIA diagnosis, the same
team analyzed the samples of the CDA following the same approach used for the analysis of the MIA samples,
with the only exception that tissues obtained during CDA were not routinely cultured, and only molecular meth-
ods were used to investigate pathogens. The panel evaluating the CDA integrated all the findings including not
only the pathological and microbiological results, but also the clinical information and the macroscopic data.

Using a combination of the strength of the evidence of the histological and the microbiological findings, a cat-
egory was assigned to the certainty of the cause of death attribution of the MIA diagnosis and the CDA diagnosis.
These categories included no diagnosis and diagnosis of low, moderate, high, and very high certainty-°.

The CDA diagnosis was considered the “gold standard”. Diagnoses were grouped into infectious diseases,
non-infectious diseases and non-conclusive.

Time lapse between death and postmortem procedures and definition of the study groups.  The
day and time of death (with a precision of minutes) as well as the exact day and time when the MIA procedure
started were recorded for each case. The PMI was defined as the time from death to the MIA procedure. For stillborn
babies in whom the precise time of death was not clearly defined, the PMI was defined as the time from delivery to
the MIA. All cases were classified in two groups: a) cases in which the autopsy procedures started within the first
24hours after death (“early autopsy” group); and b) all cases in which the autopsy procedures started after the first
24hours after death (“late autopsy” group). The microorganisms identified, as well as the technique in which they
were identified were correlated with the PMI. The bodies were kept under refrigeration from death until the post-
mortem procedure.

Statistical methods and definitions. We compared the differences in the distribution of causes of death
and the percentage of inconclusive cases observed in early and late autopsies. The differences were assessed using
the Chi-square test or Fisher’s exact test. The differences in levels of strength and certainty between early and late
MIAs were analyzed using the Student’s t-test for independent groups and Fisher’s exact test respectively. The
coincidence between the MIA and the CDA diagnoses was evaluated, by comparing the ICD-10 codes of the main
diagnosis®®. As the ICD-10 system classifies diagnoses into nested classes of different hierarchical levels in which
diseases or conditions are organized in chapters, blocks, and 3-character categories, a coincidence was classified
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as (i) perfect; (ii) moderate; or (iii) low?. When the MIA and the CDA diagnoses were in different chapters, the
coincidence was classified as “none”

For the microbiological tests, we analyzed both for the MIA (cultures and molecular tests) and the CDA (only
molecular tests) the association between the microorganisms identified and the elapsed time after death. The
sample performance was assessed using the following indicators: number of tests and number of tests with a pos-
itive result (detection of one or multiple microorganisms in a culture or in a molecular test). The positive results
were divided into positive results due to microorganisms considered as contaminants (microorganism considered
as associated with translocation and not causing disease) and positive results due to microorganisms considered
as responsible of true infections (detection of microorganisms considered as associated with disease).

The analysis was stratified by the type of microbiological test used to identify the pathogen (culture or molec-
ular test). The number of tests with positive results was analyzed as count data potentially with excess zeros,
since the number of tests performed was not the same for all cases. Hence, zero inflated Poisson regression mod-
els (ZIP) or standard Poisson regression as appropriate according to the Vuong test?! were estimated using the
number of tests as inflation factor and standard errors clustered at case level, relaxing the usual requirement that
the observations be independent. The ZIP models were essentially two-stage models in which the probability of
being tested was estimated first, followed by the estimation of Poisson regression among cases with a nonzero
probability of being tested.

The concordance between MIA and CDA was assessed by the Cohen’s Kappa statistic and differences were
assessed based on Student’s t distribution of 1000 bootstrap replications of paired differences for comparing cor-
related kappa coeflicients?.

Statistical analyses were performed using Stata version 14.1 (Stata, College Station, TX, USA)>.

Ethics approval and consent to participate. The study protocol received approval of the National
Mozambican Ethics Committee (ref.342/CNBS/13) and the Ethics Committee of the Hospital Clinic of Barcelona
(Spain; approved, File 2013/8677). MIA and CDA procedures were only conducted after verbal informed consent
was provided by the relatives.

Results
Coupled MIA and CDA procedures were performed in 282 individuals including 18 stillborn babies, 41 neonates,
54 children, 57 maternal deaths and 112 other adults older than 15 years.

Two hundred fourteen (75.9%) MIA/CDA procedures were conducted within the first 24 hours (early autop-
sies) and 68 (24.1%) more than 24 hours after death (late autopsies). In the early autopsy group, the median
time after death was 14 hours (range 4-24 hours). In this group 12 (5.6%) cases were stillborn babies, 29 (13.6%)
were neonates, 33 (15.4%) were children, 37 (17.3%) were women of childbearing age, and finally 103 (48.1%)
were other adults. In the group of late autopsies, the median time after death was 27 hours (range 24-65 hours).
Of them, 6 (8.9%) were stillborn babies, 12 (17.6%) were neonates, 21 (30.9%) were children, 20 (29.4%) were
maternal deaths, and 9 (13.2%) were other adults. In this group the procedures were performed between 24 and
36 hours after death in 52 cases (76.5%), and after 36 hours or more after death (range 36-64 hours) in 16 cases
(23.5%).

Table 1 shows the causes of death grouped by main categories (i.e. infectious vs. non-infectious, vs. no diagno-
sis) identified at the CDA (gold standard) in the different groups of patients. No differences were observed either
in terms of diagnostic distribution between the early autopsies and the late autopsies or in the number of cases
with non-conclusive diagnosis.

Level of strength of the findings, level of certainty of the diagnoses and coincidence between
the mia and the cda. No significant differences were found in the mean level of strength of the pathologi-
cal and microbiological findings of the MIA and the CDA between early and late autopsy groups, with the only
exception of a slightly lower level of strength of the pathological findings in the CDA in the late autopsy group (3.6
in the early, vs. 3.3 in the late, p=0.0155) (see Supplementary Information Table 1).

Table 2 shows the level of certainty of the MIA and the CDA diagnoses in the early and late autopsy groups. No
significant differences were identified between the two groups.

Table 3 shows the concordance between the MIA and the CDA diagnoses in early and late autopsy groups. No
differences were observed in any of the age groups.

Relationship between the pmi and identification of microorganisms.  Figure 1 shows the relation-
ship between the estimated rates of microorganisms identified and the PMI. The list of microorganisms identified
in this study is shown in Supplementary Table 2. The results of the microorganisms classified as contaminants
are presented in Fig. 1A,B, and those of the microorganisms considered as associated with true infections (either
as direct causes of death, involved in the chain of events leading to death or present during life as associated
conditions) in Fig. 1C,D. The estimations for the conventional cultures are shown in graphics 1A and 1C and
those of the molecular tests in graphics 1B and 1D. For the molecular tests, the graphics include the estimations
for the MIA (in green) and the CDA (in blue). Long PMI were associated with higher rates of contaminants in
the conventional cultures and in the molecular tests (Fig. 1A,B respectively). For the microorganisms considered
as associated with true infections the PMI was only associated with a higher rate of detection in conventional
cultures but not in the molecular tests (Fig. 1C,D respectively). This association was observed in the samples of
the cerebrospinal fluid (p =0.0240), the brain (p < 0.0001), the lungs (p=0.0001), and the uterus (p =0.0447).
Figure 2 shows the relationship between the PMI and the estimated detection rates of bacteria, fungi, viruses
and parasites identified in the molecular tests. Long PMI was associated with high detection of bacteria in the
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Stillbirths 0.1787
Infectious diseases 1(8%) 3(50%) 4(22%)
Non-infectious diseases 9 (75%) 3 (50%) 12 (67%)
Non-conclusive 2 (17%) 0(0%) 2(11%)
Total 12 (100%) 6 (100%) 18 (100%)

Neonates 0.1650
Infectious diseases 17 (59%) 10 (83%) 27 (66%)
Non-infectious diseases 12 (41%) 2 (17%) 14 (34%)
Non-conclusive 0(0%) 0 (0%) 0(0%)
Total 29 (100%) 12 (100%) 41 (100%)

Children 0.3291
Infectious diseases 24 (73%) 18 (86%) 42 (78%)
Non-infectious diseases 9 (27%) 3 (14%) 12 (22%)
Non-conclusive 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Total 33 (100%) 21(100%) 54 (100%)

Maternal deaths 0.4466
Infectious diseases 18 (49%) 8 (40%) 26 (45%)
Non-infectious diseases 19 (51%) 11 (55%) 30 (53%)
Non-conclusive 0(0%) 1(5%) 1(2%)
Total 37 (100%) 20 (100%) 57 (100%)

Other adults 0.7132
Infectious diseases 74 (72%) 6 (67%) 80 (71%)
Other Non-infectious diseases 29 (28%) 3(33%) 32 (29%)
Non-conclusive 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Total 103 (100%) 9 (100%) 112 (100%)

Table 1. Causes of death identified at the complete diagnostic autopsy (gold standard) in the different groups of
patients in the early autopsy group (performed within 24 hours of death) and the late autopsy group (performed
more than 24 hours after death). The data are presented as absolute numbers and (percentages of the column).
“Fisher’s exact test.

Minimally invasive autopsy 0.1871%
Very high 74 (35%) 19 (28%)
High 52 (24%) 17 (25%)
Moderate 36 (17%) 20 (29%)
Low 25 (12%) 7 (10%)
No diagnosis 27 (13%) 5(7%)
Complete diagnostic autopsy 0.8169%
Very high 93 (43%) 26 (38%)
High 80 (37%) 28 (41%)
Moderate 29 (14%) 11 (16%)
Low 10 (5%) 2 (3%)
No diagnosis 2 (1%) 1(1%)

Table 2. Level of certainty of the MIA and the CDA diagnoses in the early (performed within 24 hours of death)
and the late autopsy groups (performed more than 24 hours after death). *Chi-square test; “Fisher’s exact test.

MIA samples. No relationship between the PMI and estimated detection rates of viruses (Fig. 2C). There was
a statistically significant decrease in the identification of fungi and parasites in cases with the PMI longer than
12hours (Fig. 2B,D).

The analysis of the different families of bacteria showed that long PMI were associated with high rates of the
identification of Enterobacteriaceae in the MIA samples both in conventional cultures (Fig. 3A) and in molecular
tests (Fig. 3B). This association was not observed in the CDA samples. Increases in the PMI were associated with
increases in the identification of Pseudomonas genus both in the MIA and in the CDA samples in the molecular
analyses, but not in the conventional cultures (Fig. 3C,D).
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Stillbirths 10/12 (83%) 0.7576 5/6 (83%) 0.7692 0.9698
Neonates 18/29 (62%) 0.3794 10/12 (83%) 0.4419 0.8618
Children 28/33 (85%) 0.6429 20/21 (95%) 0.8372 0.4583
Maternal deaths 24/37 (65%) 0.4025 15/20 (75%) 0.6183 0.2376
Other adults 89/103 (86%) 0.7274 8/9 (89%) 0.7857 0.7679

Table 3. Concordance between the MIA and the CDA in the early (performed within 24 hours after death)
and the late autopsy groups (performed more than 24 hours after death). Number of cases classified in the
same disease group by MIA and CDA; *Concordance between the MIA and the CDA; "Based on Student’s t
distribution of 1000 bootstrap replications of paired differences
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b Change rate per hour Change rate per hour

1.006; 95%CI:(1.000, 1.012); p-value = 0.0470 MIA: 1.016; 95%CI:(1.004, 1.028); p-value = 0.0074
CDA: 1.008; 95%CI:(1.001, 1.014); p-value = 0.0262
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Figure 1. Relationship between the estimated rates of microorganisms identified and the postmortem interval.
Microorganisms classified as contaminants are shown in (A,B) and the microorganisms considered as associated
with true infections in (C,D). The estimations for the conventional cultures are shown in graphics (A,C) and
those of the molecular tests in graphics (B,D). For the molecular tests, the graphics include the estimations for the
minimally invasive autopsy (MIA, in green) and the complete diagnostic autopsy (CDA, in blue).

There were borderline significant differences in the number of patients considered to have died of infections
caused by strains of Enterobacteriaceae family or Pseudomonas genus between the early and the late autopsy
groups (15/214 [7.0%] vs. 10/68 [14.7%] (p=0.0518). When adding to these patients, the cases in which these
bacteria were considered as having contributed to the death (addition of infections included in the chain of events
leading to death, but not directly having caused the death and the infections considered as other significant con-
ditions) the differences became significant with less deaths attributed to these bacteria in the early autopsy group
(19/214 [8.9%]) than in the late autopsy group (13/68 [19.1%]) (p =0.0204).

Finally, in only one of the 15 patients (6.7%) of the early autopsy group and in 2/10 (20.0%) of the late autopsy
group, who were considered to have died of infections caused by strains of the Enterobacteriaceae family or
Pseudomonas genus, the final diagnosis was established based on very low pathological evidence and, conse-
quently it was mainly based on the microbiological evidence.
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Figure 2. Relationship between the postmortem interval and the estimated detection rates of bacteria (A),
fungi (B), viruses (C) and parasites (D) identified in the molecular tests. The graphics include the estimations
for the minimally invasive autopsy (MIA, in green) and the complete diagnostic autopsy (CDA, in blue).

Discussion

The appearance of the minimally invasive autopsy for post-mortem sampling to investigate the causes of death
has stirred a significant revolution in the way we study mortality in low-income settings. However, short time-
frames after death may hamper the feasibility of the MIA procedure when implementing the tool in low and
middle-income countries, particularly in health facilities located in rural areas. For this reason, it appears relevant
to generate evidence about the robustness of the data provided through the MIA beyond the first 24 hours after
death.

In our study, no variations were observed related to the PMI in the number of cases in which no final diagnosis
of cause of death was reached between the MIA and the CDA. Moreover, no diagnostic differences were observed
between procedures performed earlier and later than 24 hours after death®=°. No differences were observed either
regarding the level of between the MIA and the CDA diagnosis between the early and the late autopsy groups
and no variations were observed either for the non-infectious conditions or for most of the infectious diseases.
In particular, the microbiological results related to fungi and viruses seem not to be affected by changes related to
the PMI and are, consequently, reliable’>**. These findings indicate that the MIA and the CDA, performed more
than 24 hours after death can yield reliable results, and support their use after this period.

However, our study showed raising numbers of bacteria identified in the MIA (rate: 1.014 per hour [95%CI:
1.002-1.026]; p=0.0228) with increasing PMI. This raise in the number of identified microorganisms with
increasing PMI was evident for contaminating bacteria, but an increase was also observed in the number of bac-
teria considered as associated with true infections according to our criteria. This increase was mainly related with
increases in the number of Enterobacteriaceae family and Pseudomonas genus strains.

In our study, the classification of a microorganism as a contaminant or as a microorganism associated with
true infection was largely based on a grading scheme, which depend on the internal validity of the results
obtained from the microbiology tests®~. This grading scheme to determine the level of strength of a particular
finding was applied not only to the microbiological results, but also to the pathological findings. For the micro-
biological findings, these criteria were based on the pathogenicity of each individual microorganism, but also on
the number of organs (one or more organs) and the type of techniques (classic cultures, molecular tests or both)
in which the microorganism was identified®>=°. Accordingly, whereas some microorganisms such as Cryptococcus
spp. or M. tuberculosis were always considered as associated with true infections, other microorganisms such
as Enterobacteriaceae could be considered as contaminants or as associated with true infections depending on
whether they have been isolated in a single or in multiple organs and on whether they had been identified by
cultures, molecular tests or by both techniques simultaneously. However, these criteria are obviously influenced,
not only by the sensitivity and specificity of the tests, but also by the quality of the samples.
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Figure 3. Relationship between the postmortem interval and the estimated detection rates of
Enterobacteriaceae in cultures (A), and in molecular tests (B), Pseudomonadaceae in cultures (C), and in
molecular tests (D). For molecular tests, the graphics include the estimations for the MIA (in green) and the
CDA (in blue).

The results of this study indicate that the abovementioned criteria may overestimate the contribution of
Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp. as responsible of infections leading or contributing to death, par-
ticularly in procedures performed more than 24 hours after death. The higher number of deaths attributed to
these microorganisms in the late autopsy group (10/68 [14.7%] vs. 15/214 [7.0%] in the early autopsy group,
p=0.0518), and of infections contributing to death (13/68 [19.1%] in the late autopsy group vs. 19/214 [8.9%] in
the early autopsy group, p = 0.0204) are in keeping with this hypothesis. However, the number of cases in which
the diagnosis was established based only on the microbiological criteria, which might represent true over diagno-
sis, was very small (3 cases) whereas most of the cases had strong pathological evidence and represented only an
overestimation of the etiological agent.

Bacterial translocation is a physiologic phenomenon that occurs during life and after death'®. Viable bacteria
originating principally from the intestinal microbiota have been isolated in samples (such as blood) taken from
human bodies, providing evidence that this bacterial translocation occurs before death!®. The three main factors
resulting in this phenomenon in the living human (intestinal mucosa alteration, modification of the intestinal
microbiota, and a weak immune system) also occur after death”. However, the results reported in the literature
about the relationship between the PMI and detection of microorganisms are diverse. There is some controversy
regarding the effect of the PMI on bacterial isolation rates. It has been reported a small effect of the PMI on the
isolation rates in cultures from blood and CSF'; in contrast, other studies have shown that the PMI have no
influence on bacterial growth?’. However, in the latter series no sample was taken beyond 48 hours and only pure
growth of potentially pathogenic bacteria were included in the analysis. Published data showing that Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Clostridium spp, P. aeruginosa, Enterococci, and Streptococci have a higher potential
of translocation?”?, are in keeping with our findings and stress the need of considering the PMI when evaluating
the microbiological results related to these bacteria. Finally, a longer PMI was associated with an increase in the
number of Pseudomonas spp. strains detected with molecular techniques. In contrast, an increased PMI was not
associated with an increase in the number of strains of this genus in conventional cultures. This may be related
to the low number of translocated bacteria, which can be detected by molecular tools but not by culture, because
anaerobic strains limit the growth of species with high translocation potential?®.

In our study, the bodies were refrigerated between the time of death and the autopsy procedures. However,
some delays in the refrigeration with bodies exposed to high temperatures cannot be excluded. Refrigeration has
been shown to reduce autolysis**** and bacterial translocation'**!, and consequently expand the period in which
the postmortem pathological and microbiological analyses are reliable. Inaccessibility to refrigeration may reduce
the efficiency interval and thus hinder the performance of the postmortem examination.
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In conclusion, the MIA and the CDA, performed more than 24 hours after death can yield reliable
results, provided bodies have been kept under adequate refrigeration. However, the contribution to death of
Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp. infections may be overestimated, particularly in procedures performed
more than 24 hours after death. Thus, these bacteria should be probably disregarded as cause or contributors to
death when evaluating autopsy procedures performed more than 24 hours after death. Further studies are needed
to determine the maximum time beyond which such investigations using pathological and microbiological meth-
ods are likely to no longer provide valuable results.

Availability of data and material
All relevant data are within the paper. Any additional data use and transfer is monitored by ISGlobal’s Data Man-
agement and Biostatistics Unit (contact e-mail: ubioesdm@isglobal.org).
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Mortality due to Cryptococcus
neoformans and Cryptococcus gattii
in low-income settings: an autopsy
study
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Cryptococcosis is a major opportunistic infection and is one of the leading causes of death in adults
living with HIV in sub-Saharan Africa. Recent estimates indicate that more than 130,000 people may
die annually of cryptococcal meningitis in this region. Although complete diagnostic autopsy (CDA) is
considered the gold standard for determining the cause of death, it is seldom performed in low income
settings. In this study, a CDA was performed in 284 deceased patients from Mozambique (n=223) and
Brazil (n=61). In depth histopathological and microbiological analyses were carried out in all cases
dying of cryptococcosis. We determined the cryptococcal species, the molecular and sero-mating
types and antifungal susceptibility. We also described the organs affected and reviewed the clinical
presentation and patient management. Among the 284 cases included, 17 fatal cryptococcal infections
were diagnosed. Cryptococcus was responsible for 16 deaths among the 163 HIV-positive patients
(10%; 95%Cl: 6-15%), including four maternal deaths. One third of the cases corresponded to C. gattii
(VGI and VGIV molecular types, Ba and Ca strains) and the remaining infections typed were caused by
C. neoformans var. Grubii (all VNI and Ac strains). The level of pre-mortem clinical suspicion was low
(7/17, 41%), and 7/17 patients (41%) died within the first 72 hours of admission. Cryptococcosis was
responsible for a significant proportion of AIDS-related mortality. The clinical diagnosis and patient
management were inadequate, supporting the need for cryptococcal screening for early detection of
the disease. This is the first report of the presence of C. gattii infection in Mozambique.

Cryptococcosis is the leading cause of meningitis in adults living with HIV in sub-Saharan Africal? In 2008, the
number of cryptococcal meningitis (CM) cases in this region was estimated to be 720,000 (range 144,000-1.3
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million)®. Recent estimates from 2014 indicate that over 160,000 (95%CI 113,600-193,900) cases of CM, includ-
ing more than 130,000 deaths occurred in sub-Saharan Africa®. This significant decrease in the absolute num-
ber of cases from 2008 to 2014 seems to be related to the scale-up of effective antiretroviral therapy (ART)°.
However, the proportion of AIDS-related deaths due to Cryptococcus remains similar (around 15%), representing
the second most common cause of AIDS-related mortality in adults, after tuberculosis®. Cryptococcal infection is
believed to be acquired by inhalation of fungal cells from the environment. In immunocompetent hosts, the path-
ogen can be cleared or establish a latent infection®. In immunocompromised patients, Cryptococcus may induce
pneumonia and its dissemination to the central nervous system (CNS) causes meningitis, the most severe form
of the infection, which is fatal without appropriate treatment. In low income countries, the one-year mortality of
CM, even in HIV-infected patients in care, has been estimated to be as high as 70%*.

Human cryptococcal infections were traditionally attributed to Cryptococcus neoformans until Cryptococcus
gattii was classified as a distinct species by molecular methods in 2002”. Cryptococcus gattii is further divided
into four molecular types (variety gattii; VGI-VGIV) and little is known about C.gatti infections in Africa, where
this pathogen has been isolated from both clinical and environmental samples®. Most VGIV strains have been
described in the southern part of Africa, whereas VGI and VGII strains have been reported in central Africa®. C.
gattii infections were thought to occur mainly in the tropics’ until 2004, when an outbreak of C. gattii in North
America was recognized'’. This outbreak was caused by VGII strains and included the emergence of hyperviru-
lent variants'!. Current knowledge on the epidemiology and clinical presentation of C. neoformans infection is
clearly greater than that related to C. gattii. C. neoformans infections occur predominantly in people infected with
HIV or with other immunocompromising conditions, whereas C. gattii infections have been mainly described
in apparently immunocompetent patients’. Autopsy findings reveal that the CNS and the lungs are the organs
most frequently affected in disseminated infections'*!®, which may also affect multiple organs, especially in
HIV-infected patients'*. However, reported autopsy series do not usually include cryptococcal species identifica-
tion, and therefore, knowledge regarding the histopathology of C. gattii remains limited.

In the present study, we determined the Cryptococcus-associated mortality of a series of 284 autopsies per-
formed in two hospitals located in high prevalence HIV areas, Mozambique in sub-Saharan Africa and the
Brazilian Amazonia. We also analysed the clinical presentation, management, and histopathological and micro-
biological findings of 17 cases of fatal cryptococcal infection.

Methods

Study setting and design.  An observational study was performed at the Department of Pathology of the
Maputo Central Hospital in Maputo, Mozambique and at the Fundagdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado, in Manaus, Western Brazilian Amazon. The study was approved by the Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa - CONEP (Brazil; Ref. 1.074.304), the Clinical Research Ethics Committee of the Hospital Clinic
of Barcelona (Spain; File 2013/8677) and National Bioethics Committee of Mozambique (Mozambique; Ref.
342/CNBS/13), which deemed verbal consent sufficient in this study. All research was performed in accordance
with guidelines and regulations of the Montreal Statement on Research Integrity in Cross-Boundary Research
Collaborations, and the Singapore Statement on Research Integrity.

From November 2013 to March 2015, complete diagnostic autopsies (CDAs) were performed in 284 deceased
patients in the two study sites. Two hundred twenty-three cases were recruited from Mozambique: 169 were
adults over 15 years of age (112 women, 57 of whom were maternal deaths, i. e., women dying during pregnancy;,
partum, post-partum or within 42 days of termination of pregnancy'’), and 54 were children from 1 month to
15 years of age (37 males and 17 females). Sixty-one cases were recruited from Brazil: 59 adults (38 males and
21 females, including one maternal death) and two children. A description of the study design and inclusion
criteria for the cases has been published elsewhere'®"'. All cases fulfilling the inclusion criteria were included in
the study; these were (1) a CDA requested by the clinician as part of the medical evaluation of the patient and;
(2) a verbal informed consent to perform the autopsy given by the relatives. Traumatic deaths were excluded. A
member of the study staff was tasked with liaising with the families in cases of deaths occurring in the pediatric
department, but only after the clinicians had asked for consent for postmortem examination'”. All the clinical
records available regarding admission preceding death of each patient were reviewed and the clinical data were
collected in a standardized manner.

Autopsy procedures and determination of the cause of death. The autopsy procedures and a
description of the pathological and microbiological methods used have been reported elsewhere'**’ and for
Briefly, samples of blood, cerebrospinal fluid (CSF), bone marrow and key organs such as the liver, lungs, CNS,
spleen and kidneys, as well as uterus in all women of reproductive age were collected for histopathological and
microbiological analysis. The microbiological methods included universal screening for relevant pathogens (e.g.
HIV, viral hepatitis, tuberculosis, malaria) and bacterial/fungal culture of autopsy samples, targeted screen-
ing depending on the patient’s condition (i.e. screening for Cryptococcus, Toxoplasma gondii and Pneumocystis
jirovecii in HIV-infected cases), and additional specific testing according to the histopathological findings.
Following the analysis of the CDA samples, a panel composed of a pathologist, a microbiologist, and a clinician
with expertise in infectious diseases and epidemiology evaluated all the data (including the clinical information)
and assigned the final cause of death.

Laboratory methods. All cases in which the cause of death was assigned to a cryptococcal infection were
further characterized. The histological evaluation included periodic acid-Schift staining (PAS) of the samples
of both lungs, CNS, bone marrow, spleen, liver, kidney and uterus, as well as Grocott-Gomorimethenamine sil-
ver staining in all CNS samples. Microbiological evaluation included a specific real time PCR for Cryptococcus
spp.*!, which was performed in the samples of both lungs, CNS, bone marrow, spleen, liver and uterus. PCR cycle
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threshold values >38 were considered negative. Plasma and CSF samples were tested by both real time PCR and
the Cryptococcus antigen (CrAg) lateral flow assay (LFA) (IMMY Inc., Norman, Oklahoma). Discrimination
between C. neoformans var. grubii, C. neoformans var. neoformans, and C. gattii was achieved by amplification of
the rRNA intergenic spacer (IGS) region, followed by forward and reverse Sanger sequencing of the amplicons.
Identities of the cryptococcal species were assigned based on a >98% match to the IGS sequence of a Cryptococcus
reference strain (C. gattii: CBS 6289, ATCC MYA-4561, CBS 6955, ATCC MYA-4563; C. neoformans var. gru-
bii: ATCC MYA-4564, ATCC MYA-4565 and C. neoformans var. neoformans: ATCC MYA-4567) as described
previously?.

Cryptococcal strains isolated from the cultures of the autopsy samples underwent a consensus multi-locus
sequence typing scheme for C. neoformans and C. gattii*>. In addition, the sero-mating type of these strains
was determined by multiplex PCR as described previously’*?*. An anti-fungogram was performed for each
strain using the Sensititre® YeastOne® susceptibility plate (TREK Diagnostic Systems, Thermo Fisher Scientific,
Oakwood Village, USA).

Statistical methods. Descriptive analysis was performed using univariate statistics with means and stand-
ard deviations for continuous variables and frequency distributions for categorical variables. All analyses, data
manipulation, and implementations were done using Stata MP version 15 (Stata, College Station, TX, USA).

Results

Mortality due to cryptococcal infections. Among the 284 deceased patients included in this study, 163
(57%) tested positive for HIV, and a total of 17 (6%) fatal cryptococcal infections were confirmed in the CDA.
All the deaths except one occurred in HIV-infected cases. Among the HIV-infected cases, cryptococcosis was
responsible for 16 deaths (10%; 95% confidence interval [CI]: 6-15%). Among the Mozambican adults, 109 out
of 169 (64%) were HIV-infected, and 11 died of fatal cryptococcal infection (10%). Four of these cases were
maternal deaths (three pregnant women and one in the puerperal period), accounting for 11% of the 36 maternal
deaths occurring in HIV-infected women. None of the 17 HIV-positive children over one month of age had cryp-
tococcal infection. Thirty-seven out of the 61 (61%) patients from Brazil were HIV-infected, and Cryptococcus
was responsible for five of these deaths (13%). The only death caused by Cryptococcus in an HIV-negative patient
occurred in a six-year-old child (infected with C. gattii).

Clinical presentation and management of fatal cryptococcal infections. The demographic fea-
tures, HIV status, clinical presentation and management of the 17 patients with fatal cryptococcal infection are
summarized in Table 1. The median age was 34 years (range 6-44 years); 11 cases (65%) were men. In 13 out of
the 16 (81%) HIV-infected patients, a positive HIV test result was reported in the clinical records and was appar-
ently unknown by the clinician in the other 3 cases. Four out of the 16 (25%) HIV-infected patients were on ART,
but the duration of ART was only reported in one case.

Headache was the most common symptom (13 patients, 76%), followed by fever and vomiting (eight cases
each, 47%). Upon admission to hospital, eight patients (47%) were confused and/or agitated, two patients (12%)
were lethargic, and another two (12%) were fully comatose. Meningeal signs were detected in seven patients
(41%). The mean time from admission to death was 9.3 days (95%CI: 2.4-16.2). Cryptococcal infection was
considered the first clinical diagnostic option in only 4/17 (23%) of the confirmed cases, whereas it was included
in the differential diagnosis in eight patients (47%). Antifungal treatment (fluconazole or Amphotericin B) had
been prescribed to seven patients but to only five of the clinically suspected cases. Seven of the patients (41%)
died within 72 hours of admission, and 12 out of the 16 HIV-positive patients (75%) died within one week of
admission.

The clinical records of the remaining 267 cases included in this study were reviewed for clinical diagnosis of
cryptococcal infection. Among these, three HIV-infected patients were clinically diagnosed with cryptococcal
meningitis, but no evidence of cryptococcal infection was found in the autopsy (the cause of death was identified
as toxoplasmosis in two cases and tuberculosis in one case).

Histopathological and microbiological analysis of the fatal cryptococcal infections. Table 2
shows the final cause of death, the cryptococcal species, other associated diagnoses identified in the CDA, as well
as the results of the PAS staining, Cryptococcus real time PCR and CrAg test in the different samples analysed.
Identification of the cryptococcal species was successful in 15 out of the 17 cases. In two cases, the tissue samples
provided insufficient DNA to perform IGS amplification and sequencing. Interestingly, among the 15 cases iden-
tified, five (33%) were C. gattii whereas the remaining cases (66.6%) were C. neoformans var. grubii.

Twelve of the 17 cases (70%) were diagnosed as disseminated infections and the remaining 5(30%) as menin-
goencephalitis.The CNS was affected in all 17 cases. The following were the most affected organs (PAS and/
or PCR positive): the lungs (88%), spleen (76%), liver (71%), bone marrow (59%) and kidney (47%). In addi-
tion, in five out of six (83%) deceased women, the pathogen was detected in uterus samples, and in one case it
was detected in the placenta. Cryptococcus was found in more than 5 different samples in 11 patients (65% of
the cases). More organs were affected in C. neoformans var. grubii than in C. gattii infections (mean of 6.2 vs.
2.8 organs positive by PAS staining), but no specific histopathological differences were observed between the
two Cryptococcus species. Molecular testing expanded the detection of Cryptococcus in 14 additional tissues that
were negative for PAS staining. In contrast, two tissue samples were positive for PAS staining but negative by
real time PCR. Periodic acid-Schiff staining and Grocott-Gomorimethenamine silver staining showed identical
results. Representative histopathological images of different affected tissues are shown in Fig. 1. Cryptococcus was
detected by PCR in CSF and plasma in 80% and 47% of the cases tested, respectively. All plasma and CSF samples
tested for CrAg LFA were positive. Co-infections with other AIDS-related pathogens or AIDS-defining illnesses
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NA

Negative

NA

Fever, seizure,
headache, bilateral
exophthalmos

Cerebral
cryptococcosis,
pulmonary
tuberculosis

not confirmed
bacteriologically
or histologically,
essential (primary)
hypertension,
hypoglycemia
unspecified,
sepsis due to
Staphylococcus
aureus

Penicillin, chloramphenicol,
cephalosporin, quinolones,
acyclovir

30; F;
MOZ

Yes

Positive

28,600

Fever, vomits,
headache, behavioral
changes

HIV disease
resulting in
encephalopathy,
unspecified HIV
disease, pneumonia,
organism
unspecified

Co-trimoxazole, penicillin,
cephalosporin

Fluconazole

24.4

Yes
72
months

29; F;
MOZ

Positive

>10,000%*

Fever, cough,
vomiting, seizure,
headache, night
sweats, hematemesis

Encephalitis,
myelitis and
encephalomyelitis,
unspecified HIV
disease

Cephalosporin, acyclovir

Fluconazole

2.9

NA

34; M;
MOZ

NA

Positive

7,720

Fever, vomiting,
headache, behavioral
changes

Encephalitis,
myelitis and
encephalomyelitis

Cephalosporin

No

1.1

NA

36; M;
MOz

NA

Positive

1,180

Headache,
exophthalmos, loss of
visual acuity

Cerebral
cryptococcosis,
cytomegaloviral
disease, unspecified
HIV disease,
chronic kidney
disease, liver failure
unspecified

Co-trimoxazole, Cephalosporin

Fluconazole

21.9

NA

44; M;
MOZ

NA

Positive

8,290

Fever, headache,
behavioral changes

Hypertensive
encephalopathy,
acute renal failure

None

4.4

43; M;
MOZ

NA

Positive

21,100

Seizure, headache

Encephalitis,
myelitis and
encephalomyelitis,
unspecified HIV
disease

Cephalosporin

No

0.4

25; M;
MOZ

NA

Positive

>1,000%*

Fever, dyspnea,
diarrhea, headache,
abdominal pain,
melena

Severe and
complicated
Plasmodium
falciparum malaria,
gastroenteritis and
colitis of infectious
and unspecified
origin

Cephalosporin, quinolone,
metronidazole, albendazole

0.3

NA

35; F;
MOZ

Positive

18,500

Fever, headache,
visual hallucinations,
incoherent speech

Cerebral
cryptococcosis,
unspecified HIV
disease

Co-trimoxazole, cephalosporin

Amphotericin B

3.2

10

21; F;
MOZ

Yes

Positive

>100%*

Dyspnea

Pneumocystosis,
fetal death of
unspecified cause,
anemia unspecified,
unspecified HIV
disease, pre-
eclampsia

Co-trimoxazole, cephalosporin,
metronidazole

0.9

NA

11

34; F;
MOZ

Yes

Positive

>10,000%*

Fever, dyspnea,
vomiting, headache

Cryptococcal
meningitis,
unspecified HIV
disease, severe
acute respiratory
syndrome,
unspecified
hypoglycaemia

Co-trimoxazole, cephalosporin

Amphotericin B

2.8

NA

12

3 F;
MOZ

Yes

Positive

>10,000%*

Dyspnea, uterine
bleeding

Pulmonary edema,
unspecified HIV
disease;

other complications
of labor and delivery

Data not available

0.0

Yes

Continued
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13

28; M;
BRA

NA

Positive

Unspecified HIV
disease, pulmonary
tuberculosis
confirmed by
sputum microscopy
with or without
culture, other
gastroenteritis and
colitis of infectious
and unspecified
origin, sepsis,
unspecified

Dyspnea, diarrhea,
263 vomiting, abdominal
pain

Quinolones, metronidazole,
meropenem

No 59 Yes

14

32; M;
BRA

NA

Positive

Unspecified HIV
disease, cerebral
cryptococcosis

NT Vomiting, headache Macrolides, co-trimoxazole No 12.7 No

15

43; M;
BRA

NA

Positive

Unspecified HIV
disease, pulmonary
tuberculosis,
confirmed by
unspecified

means, cerebral
cryptococcosis,
gastrointestinal
hemorrhage,
unspecified

Diarrhea, vomiting,

headache, asthenia Fluconazole 4.7 No

1,020 None

16

38; M;
BRA

NA

Positive

Unspecified HIV
disease, cerebral
cryptococcosis,
pneumonia
unspecified,
respiratory failure
unspecified

Macrolides, quinolones, co-

Headache "
trimoxazole

574,000

34; M;
BRA

NA

Positive

Unspecified HIV
disease, pneumonia
unspecified,
cerebral
cryptococcosis,
acidosis

Diarrhea, vomiting,

abdominal pain Macrolides

17,800 Amphotericin B 4.1 No

Table 1. Clinical characteristics and management of fatal cryptococcal infections. Clinical diagnoses are listed
in the order of differential diagnoses included in the clinical charts. Cryptococcosis is identified in bold, when
considered in the list of diagnoses. *As written in the clinical charts by clinicians in charge of patients; M: male;
F: female; MOZ: Maputo-Mozambique; BRA: Manaus-Brazil; ART: antiretroviral therapy; NA: not applicable.
**The precise quantification was not possible due to the presence of PCR inhibitors in the plasma, which
inhibited the amplification of the internal control of the assay. A minimal viral load was inferred from samples
with quantifiable viral loads showing a similar cycle threshold for HIV-1 in the PCR assay; NT: not tested due to
insufficient amount of sample.

(Mycobacterium tuberculosis, cytomegalovirus, esophageal candidiasis, Toxoplasma gondii, and Histoplasma cap-
sulatum) were detected in five cases.

Cryptococcus strain characterization.  Eight strains were isolated by culture, seven from the CSF and one
from the blood. The molecular characterization and antifungal susceptibility of the cryptococcal strains isolated
are shown in Table 3. All C. neoformans var. grubii corresponded to the VNI molecular type, whereas two differ-
ent genotypes, VGI and VGIV, were identified in the two C. gattii isolates. Sero-mating type Aa was found in all
the C. neoformans isolates. B and Ca strains were found among the C. gattii strains.

Minimum inhibitory concentrations (MICs) of a variety of antifungal agents were determined (Table 3). All
triazole antifungal agents (fluconazole, voriconazole, itraconazole and posaconazole) had MICs less than or equal
to the defined epidemiological cut-off values (ECVs)*. One isolate showed a MIC to flucytosine (16 pg/mL), one
dilution higher than the ECV (8 ug/mL). Although all the isolates presented a MIC < 1 pg/mL to amphotericin,
the MICs of three C. neoformans molecular type VNI (1 pg/mL) and two C. gattii (1 ug/mL) were one dilution
higher than the defined ECVs (0.5 ug/mL)?.

Discussion

In a large series of nearly 300 autopsies, we performed a thorough histopathological and microbiological analysis
of 17 fatal cryptococcal infections, 12 from Mozambique and five from Brazil. Several studies on cryptococcal
infection have been carried out in Brazil'*?%, but there are no data from Mozambique. Indeed, despite being a
highly endemic area for HIV; a literature search was unable to find reports describing the burden of this pathogen
in this country. Thus, to our knowledge, this is the largest autopsy-based description of fatal cryptococcal infec-
tions in Mozambique. Interestingly, albeit being Maputo and Manaus two sites from different countries in terms
of climate and income, some of the results obtained were very similar, such as the HIV prevalence in deceased
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Cryptococcal . . . . .
; . TND 34.6 . Negative/ Negative/ Negative/ Negative/ Negative/ .
1 Er&er;r;ﬁ(i);ncephahns Not relevant />1:2560 />1:2560 Positive/31.6 TND TND TND TND TND NA Negative
Cryptococcal Splenic
meningoencephalitis | tuberculosis, | TND 26.2 - Negative/ . Negative/ . . Negative/ .
2 (C. neoformans var. esophageal /512560 />1:2560 Positive/35.7 TND Negative/32.9 TND Negative/32.2 | Negative/32.9 36.9 Negative
grubii) candidiasis
Cryptococcal
disseminated disease | Focal cerebral |34.5 27.0 . - - - - . Positive/ .
3 © neoformans var. hemorrhages />1:2560 />1:2560 Positive/31.0 | Positive/27.4 | Positive/26.7 | Positive/27.7 | Positive/30.0 | Positive/29.8 NT Positive
grubii)
4 gi?s,}e):sicr?actzzldisease Past malaria TND 26.3 Positive/31.3 | Positive/30.6 Positive/ Negative/ Negative/ Negative/ NA Negative
(C.gatti) />1:2560 | />1:2560 velols VelsBo ! ND TND TND TND satv
Cryptococcal
disseminated disease TND 329 . . . L L . -
5 . neoformans var. Not relevant />1:2560 />1:2560 Positive/36.2 | Positive/30.0 | Positive/31.6 | Positive/36.6 | Positive/29.4 | Positive/34.3 | NT/TND | Positive
grubii)
Ischemic
cerebro

Cryptococcal vascular TND Negative/

6 disseminated disease | disease, TND/NT | Positive/33.1 | Positive/28.7 | Positive/30.8 8 Negative/31.5 | Negative/32.6 | NA Negative
- . />1:2560 TND

(C. gattii) hypertrophic
heart,
hepatitis

Cryptococcal

7 disseminated disease | Not relevant | NT 29.0/1:160 | Positive/34.4 | Positive/33.9 | Positive/31.6 | Negative/37.5 | Negative/31.4 | Positive/30.5 | NA Negative
(C. gattii)

Cryptococcal
disseminated disease 30.8 30.0 . . - - - - -

8 (C. neoformans var. Not relevant />1:2560 />1:2560 Positive/29.1 | Positive/23.4 | Positive/24.3 | Positive/25.7 | Positive/31.8 | Positive/22.4 | NA Positive

grubii)
Cryptococcal
meningoencephalitis TND 233 . - . . . . .

9 © neoformans var. Not relevant />1:2560 />1:2560 Positive/33.5 | Positive/29.9 | Positive/31.0 | Positive/36.1 | Negative/29.7 | Positive/29.3 | NA Negative

grubii)
Cryptococcal
disseminated disease 30.5 25.9 . . L . - . Positive/ -

10 © neoformans var. Not relevant />1:2560 />1:2560 Positive/24.1 | Positive/33.2 | Positive/31.0 | Positive/29.9 | Positive/27.6 | Positive/27.4 282 Positive
grubii)
Cryptococcal

11 |disseminated disease |\ oo 303 311 Positive/30.8 | Positive/27.1 | Positive/27.6 | Positive/34.8 | Positive/30.0 | Positive/20.2 | NT#/28.5 | Positive
(C. neoformans var. />1:2560 | />1:2560 . . . . . h .
grubii)

Cryptococcal

1p |disseminated disease | Esophageal ) 35.1 TND/1:40 | Positive/31.8 | Positive/29.7 | Positive/29.0 | Positive/29.9 | Positive/31.0 | Positive/28.0 | N8/ | pogitive
(C. neoformans var. | candidiasis />1:2560 29.5
grubii)

Cryptococcal Negative/ Negative/
13 disseminated disease | Tuberculosis | 29.9/1:320 | NT Positive/34.6 | Positive/28.6 | Positive/24.7 Negative/31.1 | NA Negative
o TND TND
(C. gattii)
Cryptococcal
disseminated disease NT NT . . . . . . .

14 (C. neoformans var: Not relevant />1:2560 />1:2560 Positive/22.1 | Positive/33.7 | Positive/26.6 | Negative/33.2 | Negative/32.2 | Positive/28.9 | NA Positive

grubii)

Cryptococcal .

. . . Sepsis due to -
disseminated disease 32.0 29.2 . . . . Positive/ . .
15 (C. neoformans var: Streptococ;us />1:2560 />1:2560 Positive/31.6 | Positive/28.8 | Positive/27.6 | Positive/28.9 TND Positive/26.4 | NA Positive

- pneumoniae

grubii)

Cryptococcal . . . . .
S Pneumonia TND . Negative/ . Negative/ Negative/ Negative/ .

16 meningitis (CMV) /1:1280 TND/NT | Positive/31.5 TND Negative/30.9 TND TND TND NA Negative
(Cryptococcus spp.)

Cryptococcal Pulmonary . . . . .
L . .. |TND X . Negative/ Negative/ Negative/ Negative/ Negative/ .

17 meningitis hlstoplasmom's. >1:2560 31.5/1:1280 | Positive/29.7 TND TND TND TND TND NA Negative
(Cryptococcus spp.) | Toxoplasmosis

Table 2. Causes of death, histopathological and microbiological findings. CNS: Central Nervous system; CSF:
cerebrospinal fluid; CoD: cause of death; TND: Target Not Detected; NT: not tested due to insufficient amount
of sample; NA: Not applicable; PAS: Periodic acid-Schiff staining; *PAS positive in placental tissue; PCR: Cycle
threshold of a specific real time PCR for Cryptococcus is indicated; **no kidney samples for PCR testing were
collected.
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Figure 1. Cryptococcal disseminated infections: (A) Cryptococcus neoformans infecting the central nervous
system (hematoxylin and eosin, 400 x ). (A)) Cryptococcus gattii infecting the central nervous system
(hematoxylin and eosin, 400 ); abundant capsulated yeasts growing extensively in the perivascular spaces,
which become cystically dilated; virtually no inflammatory reaction is seen. (B) Cryptococcus neoformans
infecting the lung (hematoxylin and eosin, 100 x); (B") Cryptococcus gattii infecting the lung (hematoxylin
and eosin, 100 x ); abundant capsulated yeasts growing extensively in the alveolar spaces; scant inflammatory
reaction is seen. (C) Cryptococcus neoformans infecting the placenta (hematoxylin and eosin, 400 x); (C’)
Cryptococcus neoformans infecting the kidney (Periodic Acid Schiff (PAS) Stain, 100x).

2 CSF Cryptococcus .| VNI A 1 8 0.12 0.12 0.25 8
neoformans var. grubii

3 CSF Cryptococcus VNI Aa 1 4 0.06 0.03 0.06 4
neoformans var. grubii

4 CSF Cryptococcus gattii VGI Ba 1 4 0.12 0.03 0.06 1

7 Blood Cryptococcus gattii VGIV Ca 1 16 0.25 0.06 0.06 4

8 CSF Cryptococcus RN Ac 1 4 0.06 0.06 0.06 4
neoformans var. grubii

9 CSFE Cryptococcus | VNI Aa 05 8 0.06 0.03 0.06 16
neoformans var. grubii

10 CSF Cryptococcus | VNI Aa 1 8 0.06 0.03 0.12 4
neoformans var. Grubii

11 CSF Cryptococcus | VNI Ao 05 8 0.06 0.06 0.12 4
neoformans var. Grubii

Table 3. Molecular characterization and antifungal susceptibility of isolated cryptococcal strains. CSE:
cerebrospinal fluid.

patients (over 60%) and the Cryptococcus associated mortality in HIV positive patients. In this study Cryptococcus
was responsible for 10% of the deaths among HIV-infected patients. This figure is in agreement with current esti-
mates of 15% of AIDS-related deaths due to CM*. Although treatment with ART has led to an important reduc-
tion in the mortality of HIV-infected patients in sub-Saharan Africa, at present, cryptococcal-related death seems
to remain similar to 2008 estimates. In agreement with other autopsy series, HIV-associated cryptococcosis is fre-
quently presented as a disseminated infection'*?. Other studies have reported that up to one half of cryptococcal
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infections are detected in HIV-infected patients receiving ART?. In our series, only a quarter of the HIV-positive
cases (4/16) were under ART. Unfortunately, the duration of ART was only available in one case. This case had a
6-year history of ART and a high viral load, and therefore, likely represents a treatment failure or defaulted. Other
explanations for cryptococcal infection in patients receiving adequate ART include recent treatment initiation in
patients with very low CD4 counts (late HIV diagnosis) and cases of immune reconstitution inflammatory syn-
drome®, which might also have been present in our series. Despite progress in ART deployment in sub-Saharan
Africa, close to 50% of HIV-infected patients continue presenting to health facilities with advanced HIV dis-
ease’!, thereby being at high risk of cryptococcal infection and death. In this regard, the CrAg can be detected
up to three weeks before the onset of CM symptoms®? and therefore, screening of asymptomatic HIV patients
followed by preemptive antifungal treatment might identify patients at risk of developing the disease and contrib-
ute to reducing CM-related mortality®**. In the present study, most cases died within the first week of hospital
admission, which is in contrast with other series reporting a mean of two weeks between admission and death®.
Several factors might have contributed to the rapid fatal outcome in our series. Firstly, the low frequency of clin-
ical suspicion of cryptococcosis may explain the absence of prescribed antifungal treatment in more than half of
the patients. On the other hand, some patients may have presented to the hospital with advanced severe stages
of cryptococcal infection, considering that seven died within three days of admission (four within 24 hours).
The longest hospital admission involved a child who died of C. gattii meningitis about two months after hospital
admission. C. gattii infections are rare in children, and as in the child in this series, the infection often occurs in
previously healthy children and presents with CNS involvement’. The little knowledge available about C. gattii in
sub-Saharan Africa has been obtained from studies performed in South Africa. Interestingly, in our study four
out of the 12 cryptococcal infections (25%) from Mozambique were due to C. gattii infections. Although the
numbers are small and should be interpreted with caution, these data contrast with previous findings from South
Africa, where C. gattii represented only 2.4% of the cryptococcal strains isolated over a two-year period™. C. gattii
infections have mainly been reported in immunocompetent hosts, until studies from South Africa revealed that
it affects immunocompromised patients as well*”*%. It has been reported that the VGI C. gattii molecular type is
much more likely to affect immunocompetent patients than VGIV®. However, both genotypes were detected in
HIV-infected patients in our study. All strains of C. neoformans var. grubii were molecular type VNI and pos-
sessed the sero-mating type A, similar to most of the strains described in South Africa. To our knowledge, this
is the first report of C. gattii in Mozambique, and the B and Ca types detected have been previously reported in
South Africa®**’. Although no clinical breakpoints are available for Cryptococcus, antifungal susceptibility testing
did not suggest clear resistance patterns, with only MICs one dilution above the ECV being found.

A few isolated autopsy reports of fatal C. gattii infections in immunocompetent patients have been reported*!,
which may be explained by the fact that the distinction between C. gattii and C. neoformans was not performed
in many studies. Although the numbers are small, dissemination of the infection seems to be less intense in
HIV-infected patients with C. gattii compared to C. neoformans. Larger studies are needed to better assess
the histopathological features of C. gattii in HIV-infected patients. Moreover, studies based on post-mortem
examinations should be performed to better assess the mortality attributable to specific pathogens in low- and
middle-income countries. Accurate mortality data can then impact public health policies, for example, guiding
prophylactic and treatment schemes for infectious diseases.

In conclusion, our study highlights the substantial mortality associated with cryptococcal infections among
HIV-infected patients, supporting current recommendations* of CrAg screening and preemptive therapy, which
is even more relevant in settings in which insufficient pre-mortem clinical suspicion is given to this highly preva-
lent and life-threatening opportunistic infection.

Ethics approval and consent to participate. The study protocol received approval of the National
Mozambican Ethics Committee (ref.342/CNBS/13) and the Ethics Committee of the Hospital Clinic of Barcelona
(Spain; approved, File 2013/8677). MIA and CDA procedures were only conducted after verbal informed consent
was provided by the relatives.

Data Availability
All relevant data are within the paper. Any additional data use and transfer is monitored by ISGlobal’s Data Man-
agement and Biostatistics Unit (contact e-mail: ubioesdm@isglobal.org).
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This study shows the usefulness of molecular assays in ascertaining TB diagnosis at death. It questions
the information of clinical diagnoses obtained from hospital registries as a reliable tool for TB
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ABSTRACT  Sensitive tools are needed to accurately establish the diagnosis of tuberculosis (TB) at death,
especially in low-income countries. The objective of this study was to evaluate the burden of TB in a series
of patients who died in a tertiary referral hospital in sub-Saharan Africa using an in-house real time PCR
(TB-PCR) and the Xpert MTB/RIF Ultra (Xpert Ultra) assay.

Complete diagnostic autopsies were performed in a series of 223 deaths (56.5% being HIV-positive),
including 54 children, 57 maternal deaths and 112 other adults occurring at the Maputo Central Hospital,
Mozambique. TB-PCR was performed in all lung, cerebrospinal fluid and central nervous system samples
in HIV-positive patients. All samples positive for TB-PCR or showing histological findings suggestive of
TB were analysed with the Xpert Ultra assay.

TB was identified as the cause of death in 31 patients: three out of 54 (6%) children, five out of 57 (9%)
maternal deaths and 23 out of 112 (21%) other adults. The sensitivity of the main clinical diagnosis to
detect TB as the cause of death was 19.4% (95% CI 7.5-37.5) and the specificity was 97.4% (94.0-99.1)
compared to autopsy findings. Concomitant TB (TB disease in a patient dying of other causes) was found
in 31 additional cases. Xpert Ultra helped to identify 15 cases of concomitant TB. In 18 patients,
Mycobacterium tuberculosis DNA was identified by TB-PCR and Xpert Ultra in the absence of histological
TB lesions. Overall, 62 (27.8%) cases had TB disease at death and 80 (35.9%) had TB findings.

The use of highly sensitive, easy to perform molecular tests in complete diagnostic autopsies may
contribute to identifying TB cases at death that would have otherwise been missed. Routine use of these
tools in certain diagnostic algorithms for hospitalised patients needs to be considered. Clinical diagnosis
showed poor sensitivity for the diagnosis of TB at death.
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Introduction

Tuberculosis (TB) remains a major public health concern in most countries of the world. In 2017, the
World Health Organization (WHO) estimated that ~10 million new cases and 1.6 million deaths
attributable to TB [1]. As a single cause of death (CoD), TB is the main infectious killer at a global level.
In addition, it is the most frequent cause of HIV-associated deaths [2], and ranks among the principal
CoD among females of reproductive age [3-5]. Similar to other countries in the region, the HIV and TB
epidemic in Mozambique is devastating [1, 6]. The estimated national incidence rate of TB in 2017 was
551 per 100000 inhabitants with a case fatality ratio of 31% (~49000 deaths in 2017) and HIV
co-infection rate of 40% among new TB cases [1].

Accurate and reliable TB mortality data are fundamental to improve patient management, prioritise public
health interventions and assess progress in the WHO End TB strategy indicators [7]. Despite the
enormous TB burden, there is considerable uncertainty as to the actual mortality attributable to this
disease, especially in some low-income countries with high disease burden [8]. Mortality estimates based
on case fatality rates reported by national TB programmes are of low quality [9]. Clinical diagnosis and
verbal autopsies have limited sensitivity and specificity for diagnosing TB as the CoD compared to
complete diagnostic autopsy (CDA), the current gold standard [2, 9-13]. Studies assessing
clinicopathological discrepancies have shown a high degree of misclassification when assigning deaths to
TB in either direction (clinically missed TB causing death and false attribution of TB as the CoD when
not present) [10, 11].

Additionally, most of the TB disease identified in CDA studies is considered to be responsible for the
death of the patients [2]. The diagnosis of TB disease in these studies is based on obvious macroscopic
disease, confirmed microscopically by the presence of granulomas with Ziehl-Neelsen stain-positive bacilli.
However, it is likely that earlier forms of TB, in which pathological findings might not be that obvious, are
missed. When there are other plausible causes of death and concomitant TB disease, the exact role that TB
might have played in the chain of events leading to death may not be clear. This can be especially true in
immunocompromised HIV-positive patients [14].

As part of a large post-mortem study conducted at a tertiary referral hospital in Mozambique [15-18], two
molecular tests were used to diagnose TB, an in-house real-time PCR and the Xpert MTB/RIF Ultra assay
(Xpert Ultra). The study had two main objectives: 1) to describe the overall burden of TB as the CoD and
as a concomitant finding (TB disease identified at death, but not directly causing death) and 2) to assess
the proportion of clinically missed TB cases.

Methods

Study design

This was an ancillary study to a prospective observational post mortem evaluation aimed at validating
minimally invasive autopsy for CoD determination in different age groups compared with CDA, the gold
standard technique [19]. This study included childhood (>1 month to 15 years), adult and maternal
deaths (the latter defined as deaths among females while pregnant or within 42 days of termination of
pregnancy) [20]. Traumatic deaths were excluded. The study was conducted from November 2013 to
March 2015 at the Department of Pathology of the Maputo Central Hospital (Mozambique), a 1500-bed
government-funded tertiary healthcare centre, in collaboration with the departments of paediatrics,
internal medicine and obstetrics and gynaecology. Prior informed consent was obtained from the relatives
of the deceased. The study received approval from the clinical research ethics committee of the Hospital
Clinic of Barcelona (Spain; file 2013/8677) and the National Bioethics Committee of Mozambique
(Mozambique; ref. 342/CNBS/13).
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The pathological and microbiological methods of the CDA procedures have been described elsewhere [21,
22], Samples were obtained from all organs for histological and microbiological analysis. Samples for
microbiological testing were collected in nucleic-acid preserving buffer (ATL lysis buffer; Qiagen, Hilden,
Germany). Clinical information was collected from each patient using a standardised questionnaire after
thorough revision of the entire medical record. The data obtained included demographic data, past
medical history, as well as information about the inpatient admission process, signs and symptoms,
physical examination, laboratory and imaging results when available and treatment received during
hospitalisation. For maternal deaths, the obstetric history was reviewed in addition. Following analyses of
the CDA samples, a panel composed of a pathologist, a microbiologist and a clinician (paediatrician,
internist or gynaecologist, depending on the age group) evaluated the pathological and microbiological
reports of the CDA and the clinical data and assigned the CDA diagnosis of CoD. The main results of this
validation project have been published [15-18].

HIV status was confirmed post mortem by an automated method detecting antibodies against HIV
(ADVIA Centaur HIV 1/0/2 Enhanced assay; Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, USA) and
by viral load testing using the Cobas TagMan HIV-1 test v2.0 (Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ,
USA).

TB testing strategy and laboratory procedures

The TB testing strategy of the study is summarised in figure 1. The initial microbiological diagnosis of TB
was performed using an in-house real-time PCR targeting Mycobacterium tuberculosis (TB-PCR). TB-PCR
was performed in all lung samples obtained at CDA, independently of the presence or absence of
histological lesions, and in any other organ showing histological lesions suggestive of TB (granulomatous
inflammatory reaction and/or caseous necrosis). In addition, in HIV-positive patients, TB was routinely
tested by TB-PCR in all central nervous system and cerebrospinal fluid (CSF) samples (independently of
the presence or absence of lesions). Histological testing for TB included Ziehl-Neelsen staining when TB
was suspected on the haematoxylin and eosin-stained slides.

In addition, the Xpert MTB/RIF Ultra assay (hereafter Xpert Ultra) was performed in 1) any organ with
histological lesions suggestive or compatible with TB and positive TB-PCR (cases with TB disease) and 2)
in all deaths in which there was microbiological-histological discordance (histological lesions suggestive of
TB with negative TB-PCR or positive TB-PCR without histological lesions suggestive of TB).

Tissue samples for Xpert Ultra were thawed and homogenised using a hand-held rotor-stator homogeniser
(Qiagen) in ATL lysis buffer (Qiagen). 100 uL of the homogenised tissue sample was added to 300 pL of
saline solution. The resulting 400 pL of sample were mixed with 1600 uL of Xpert Ultra Sample Reagent
and then loaded into the cartridge. In house TB-PCR was performed using the procedures described by
Espasa et al. [23].

Definitions of TB associated findings

“Histological lesions suggestive of TB” were defined as granulomatous inflammatory reactions with or
without caseous necrosis, independently of the presence or absence of visible acid-fast bacilli on Ziehl-
Neelsen staining. “Histological lesions compatible with TB” included nonspecific inflammatory reactions
(such as neutrophilic inflammation) which have been described in TB [24].

“TB disease at death” included histological lesions suggestive of TB with a positive TB-PCR or a positive
Xpert Ultra in any sample or when there were TB-compatible histological lesions and both TB-PCR and
Xpert Ultra were positive. TB disease at death was further classified as “TB as CoD” when the review of
the entire CDA (including histological, microbiological and clinical data) following a previously described
algorithm of CoD determination, deemed TB to be the CoD [15], which corresponds to the “-a diagnosis”
in the WHO international form of medical certificate of death [25]. A case was classified as “concomitant
TB” when histological lesions compatible with TB were present at death, but the review of the CDA
deemed another disease as the most likely CoD (“-b” or “-¢” diagnoses or “other significant conditions” in
the WHO international form of medical certificate of death). Finally, a case was classified as “M.
tuberculosis DNA detection” when both TB-PCR and Xpert Ultra were positive in the absence of
compatible histological findings. A single positive TB-PCR without any histological finding compatible
with TB was considered a false-positive result, since sample contamination or a true false-positive result
due to assay- or human-related performance could not be ruled out.

Statistical analysis

All the clinical data and the results of the histopathological and microbiological examination of the
samples were analysed using Stata 13 (StataCorp, College Station, TX, USA). We calculated the
proportions of 1) cases in which TB was the CoD; 2) cases with concomitant TB; and 3) cases with
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FIGURE 1 Algorithm for determination of tuberculosis (TB) diagnosis used in samples from complete diagnostic autopsies. CNS: central nervous
system; CSF: cerebrospinal fluid; M. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis.

M. tuberculosis DNA. We estimated the sensitivity, specificity and predictive values of the clinical
diagnoses to detect TB disease as the CoD (when the clinician specified TB as the main diagnosis as well
as to detect concomitant TB (when the clinician specified TB among the diagnoses or initiated anti-TB
treatment), using CDA diagnoses as the gold standard.

Results

The analysis included 223 deaths: 54 children, 57 maternal deaths and 112 other adults. HIV infection was
identified in 32.7% (17 out of 52), 65.2% (36 out of 57) and 63.2% (73 out of 112) of these deaths,
respectively (56.5% of the overall series).

TB-associated findings

TB was diagnosed as the CoD in 31 patients: three out of 54 children (5.6%, 95% CI 1.2-15.4%), five out
of 57 maternal deaths (8.8%, 95% CI 2.9-19.3%) and 23 out of 112 other adults (20.5%, 95% CI
13.5-29.2%). Among HIV-positive cases, TB was identified as the CoD in none out of 17 children (0%),
three out of 34 (8.8%, 95% CI 1.9-23.7%) maternal deaths and 18 out of 73 (24.6%, 95% CI 15.3-36.1%)
other adults. The most frequent form of TB as the CoD was miliary TB (23 out of 31; 74.2%), followed by
pulmonary TB (six out of 31; 19.4%) and TB meningitis (two out of 31; 6.5%) (table 1). Among the
31 patients who died of TB, Xpert Ultra tested positive in all lung samples and 14 CSF samples.
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TABLE 1 Number of patients with tuberculosis (TB) disease as the cause of death (CoD], with concomitant TB disease and with
Mycobacterium tuberculosis detection at death by study group and among HIV-positive cases.

Autopsies TB as CoD* Concomitant TB' Total M. tuberculosis Total cases with
DNA detection” TB findings$

AUl autopsies

Children 54 3(5.6) 8 (14.8) 11 (20.4) 3(5.6) 14 (25.9)

Maternal deaths 57 5(8.8) 5(8.8) 10 (17.5) 5(8.8) 15 (26.3)

Adults 112 23 (20.5) 18 (16.1) 41 (36.6) 10 (8.9) 51 (45.5)

Total 223 31 (13.9) 31 (13.9) 62 (27.8) 18 (8.1) 80 (35.9)
Autopsies among HIV-positive cases

Childrenf 17 0(0.0) 3(17.6) 3(17.6) 0 (0.0) 3(17.6)

Maternal deaths 36 5(13.9) 4(11.1) 9 (25.0) 5(13.9) 14 (38.9)

Adults 73 18 (24.7) 13 (17.8) 31 (42.5) 6(8.2) 37 (50.7)

Total 126 23 (18.3) 20 (15.9) 43 (34.1) 11 (8.7) 54 (42.9)

Data are presented as n or n (%). #: HIV status of two cases could not be ascertained; T: when review of the entire complete diagnostic autopsy
(CDA) (including histological, microbiological and clinical data) following a previously described algorithm of CoD determination deemed TB to
be the CoD. This definition required the presence of histological TB-compatible lesions and microbiological confirmation of TB by molecular
assays; “: when histological lesions compatible with TB were present at death, but review of the CDA deemed another disease to be the most
likely cause. This definition required the presence of histological TB-compatible lesions and microbiological confirmation of TB by molecular
assays; ¥ attributed when both TB-PCR and Xpert Ultra were positive in the absence of compatible histological findings; /: all cases in which
TB disease was found at death (as the cause of death or as a concomitant finding) and cases in which only M. tuberculosis DNA were detected.

Concomitant TB was identified in 31 additional patients: eight out of 54 (14.8%) children, 18 out of 112
(13.9%) adults and five out of 57 (8.8%) maternal deaths. Of these, 22 had pulmonary TB, five
disseminated TB (more than one organ involved) and four had extrapulmonary TB involving a single
organ (one case with splenic TB, three with TB meningitis). Table 2 and figure 2 show the CoD of the
cases with concomitant TB. Initially, 15 out of 31 (48.4%) cases of concomitant TB disease did not have
histological lesions suggestive of TB. Only after Xpert Ultra results were available (which prompted further
histological review) were the histological findings deemed as TB compatible lesions (mostly inflammatory
lesions).

18 additional cases fulfilled the definition of M. tuberculosis DNA detection: three out of 54
(5.6%) children, five out of 57 (8.8%) maternal deaths and 10 out of 112 (8.9%) adults. Of these cases, six
died of an infectious cause and 12 of non-infectious conditions. Of the 18 cases in which only M.
tuberculosis DNA was detected, six (33.3%) were HIV-positive, and one (5.6%) had a history of past TB.

Overall, TB findings were confirmed in 80 cases: 14 out of 54 (25.9%) children, 15 out of 57 (26.3%)
maternal deaths and 51 out of 112 (45.5%) other adults. Among HIV-positive patients, TB was confirmed
in three out of 17 (17.6%), 14 out of 36 (38.9%) and 37 out of 74 (50.7%) of patients in each study group,
respectively (table 1). Rifampicin resistance was detected by Xpert Ultra in eight cases.

Clinical characteristics of patients with TB findings

A clinical history of TB was reported in none of the children, in two (3.5%) maternal deaths and in
16 (14.3%) adults. 20 out of 31 (64.5%) patients with TB as the CoD had reported cough compared to
nine out of 31 (29%) among those with concomitant TB at death (p=0.005). Among patients with TB
findings, eight cases were on anti-TB treatment prior to admission, and in 10 cases anti-TB treatment was
initiated during admission. No differences were observed in terms of fever at admission, between patients
with TB as the CoD and those with concomitant TB (17 out of 31 (55%) versus 19 out of 31 (61%),
p=0.6). The characteristics of cases with TB disease as the CoD, with concomitant TB, with M. tuberculosis
DNA detection and those without any TB finding are shown in table 3.

Clinicopathological discrepancies

Assuming that the first (main) clinical diagnosis was the CoD for clinicians, they had considered TB
disease as the CoD in 11 of the 223 patients (4.9%). However, the clinical diagnosis of TB as the CoD was
correct in only six patients (figure 2). Thus, the main clinical diagnosis had a sensitivity to detect TB
disease as CoD of 19.4% (six out of 31, 95% CI 7.5-37.5%) and a specificity of 97.4% (95% CI 94.0-
99.1%) (table 4). Among the six cases in which clinicians correctly specified TB as the main clinical
diagnosis, complete agreement with the form or localisation was only confirmed in two cases of
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TABLE 2 Main cause of death of patients with concomitant tuberculosis (TB)

Group HIV status CDA A diagnosis Infectious agent identified Type of TB (organs affected)
1 Children Negative Rabies Rabies virus Pulmonary
2 Children Negative Peritonitis Unspecified Pulmonary
3 Children Negative Malignant brain tumour Pulmonary
4 Children Positive Sepsis Streptococcus pneumoniae Pulmonary
5 Children Negative Meningoencephalitis Cryptococcus gattii Extrapulmonary (CNS)
6 Children Positive Meningitis Streptococcus pneumoniae Pulmonary
7 Children Positive Pneumocystosis Pneumocystis jirovecii Extrapulmonary (CNS)
8 Children Negative Sepsis Streptococcus pneumoniae Pulmonary
9 Maternal deaths Positive Meningoencephalitis Cryptococcus neoformans Extrapulmonary (spleen)
10 Maternal deaths Positive Septic abortion Mycoplasma hominis Pulmonary (miliary, both lungs)
1 Maternal deaths Positive Encephalitis Unspecified Pulmonary
12 Maternal deaths Positive Puerperal sepsis Pulmonary
13 Maternal deaths Negative Pneumonia Unspecified Pulmonary
14 Other adults negative Mucormycosis Rhizopus oryzae Extrapulmonary (CNS)
15 Other adults Positive Diffuse large B-cell lymphoma Pulmonary
16 Other adults Positive Intracerebral haemorrhage Pulmonary
17 Other adults Positive Sepsis Streptococcus dysgalactiae Pulmonary
18 Other adults Positive Pneumonia Klebsiella pneumoniae Disseminated (liver lung)
19 Other adults Positive Diffuse large B-cell lymphoma Pulmonary
20 Other adults Negative Meningitis Herpes simplex virus type 1 Pulmonary
21 Other adults Positive Sepsis Escherichia coli Pulmonary
22 Other adults Negative Sepsis Candida glabrata Pulmonary
23 Other adults Positive Disseminated Kaposi's sarcoma Human herpesvirus 8 Pulmonary
24 Other adults Negative Sepsis Enterobacter spp. Pulmonary
25 Other adults Positive Pneumonia Pseudomonas aeruginosa Disseminated (lung, CNS)
26 Other adults Positive Toxoplasmosis Toxoplasma gondii Disseminated (lung, liver, spleen)
27 Other adults Negative Cardiac arrest Pulmonary
28 Other adults Positive Toxoplasmosis Toxoplasma gondii Pulmonary
29 Other adults Positive Sepsis Legionella pneumophila Disseminated (spleen, lung])
30 Other adults Positive Meningitis Streptococcus pneumoniae Disseminated (lung, CNS)
31 Other adults Positive Pneumonia Unspecified Pulmonary

n=31. CDA: complete diagnostic autopsy; CNS: central nervous system.

pulmonary TB. Four patients showing miliary TB in the CDA were diagnosed as pulmonary TB or TB
meningitis (n=3 and n=1, respectively).

Clinicians specified tuberculosis as one of the diagnoses at death (or initiated TB treatment) in 36 cases.
However, only 20 cases were correctly diagnosed. The sensitivity of the clinical diagnosis (including
decision to treat TB) for diagnosing TB disease at death (regardless of whether it was the CoD or
concomitant TB) was 32.3% (20 out of 62, 95% CI 20.9-45.3%) with a specificity of 90.1% (95% CI 84.1-
94.2%). Thus, TB disease at death remained undiagnosed in 67.7% (42 out of 62) of cases. By study group,
the sensitivity of any clinical diagnosis to detect TB disease at death was 27.3% (three out of 11) in
children, 24.4% (10 out of 41) in adults and 10.0% (two out of 10) in maternal deaths (table 4).

Discussion

This study, which is part of one of the largest autopsy studies conducted in sub-Saharan Africa,
demonstrates the enormous burden of TB among children and adults, including maternal deaths, dying in
a reference hospital in Mozambique. An even higher burden was found among HIV-positive adults and
maternal cases, in whom the proportion of TB findings rose up to 51% and 39%, respectively. Importantly,
it also shows alarming proportions of TB disease missed by clinicians and highlights the limitations of
clinical diagnosis for ascertaining TB in resource-constrained settings. In addition, the use of molecular
assays (this is the first time Xpert Ultra has been used in a post mortem study) allowed M. tuberculosis to
be detected in 8% (18 out of 223) of patients in whom no histological changes were identified, possibly
reflecting early forms of TB. This indicates that the total burden of TB at death might be even higher than
what has been reported in clinical and epidemiological and even in many autopsy studies.

A high burden of TB has also been found in some autopsy studies in the countries neighbouring
Mozambique, within the context of high HIV and TB burden. In Zambia, 65% of deaths in hospitalised
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FIGURE 2 Alluvial diagram showing cause of death (CoD) as assigned in the complete diagnostic autopsy (CDA) and per clinical diagnosis
whenever a tuberculosis (TB) diagnosis was involved. The right column shows all the TB diagnoses (as CoD) in CDA (n=31) as well as the
associated CDA diagnoses when clinicians assigned TB as the CoD (n=5). The left column shows the clinical diagnoses of CoD when TB was
specified by clinicians as well as the associated clinical diagnosis when the results of the CDA assigned TB as the CoD.

patients aged >16 years (81% HIV-positive) were due to TB, and in Kwazulu Natal, South Africa, 50% of
adult inpatient deaths aged 20-45 years had culture-confirmed TB (96% HIV-positive) [10, 26]. A
meta-analysis of autopsy studies showed that the prevalence of TB among HIV-positive adult deaths in
sub-Saharan Africa was 43.2% (95% CI 38.0-48.3%) [2]. We found a slightly lower percentage of cases in
which TB was the CoD, perhaps because of different HIV treatment status, or because in some cases TB
findings were not deemed as the most likely CoD. In fact, in their meta-analysis GurTa et al. [2] reported
that in 91.4% (95% CI 85.8-97.0%) of cases in which TB was present at death it was also the primary
CoD. Interestingly, we found that TB was the CoD in 50% of cases in which TB disease was present at
death. This considerable proportion of TB disease not causing death can largely be explained by the
additional cases with concomitant TB that were captured by a detailed pathological evaluation and the use
of TB-PCR and Xpert Ultra in the diagnostic algorithm, and which might have been missed in other
studies using traditional diagnostic tools.

Additionally, in 18 cases with no histological evidence of TB, M. tuberculosis DNA was detected by two
different molecular methods. These findings make the classification of this form of TB especially difficult,
since the post mortem diagnosis of TB is not based on the diagnostic criteria used in living patients
(sputum sample, presence of symptoms or chest radiography). It is unlikely that these findings correspond
to contamination in the autopsy room, since disposable materials are used in each autopsy and the time
that the tissue samples are exposed to potential airborne contamination is limited. Neither is it likely that
these are false-positive cases, since DNA was detected by two different assays with different molecular
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TABLE 3 Characteristics of cases in whom the case of death was tuberculosis (TB), with concomitant TB disease at death and
with Mycobacterium tuberculosis detection without histological evidence of TB

TB as cause of Concomitant M. tuberculosis DNA Others (no TB Total
death B detection findings)

Subjects 31 31 18 143 223
Sex

Male 13 (41.9) 20 (64.5) 7 (38.9) 55 (38.5) 95 (42.6)

Female 18 (58.1) 11 (35.5) 11 (61.11) 88 (61.5) 128 (57.4)
Study group

Children 31(9.7) 8 (25.8) 3(16.7) 40 (28.0) 54 (24.2)

Maternal deaths 5(16.1) 5(16.1) 5 (27.8) 42 (29.4) 57 (25.6)

Adults 23 (74.2) 18 (58.1) 10 (55.6) 61 42.7) 112 (50.2)
HIV status®

Positive 23 (76.7)* 20 (64.5) 6(35.3)% 71 (49.7) 95 (43.0)

Negative 7 (23.3)% 11 (35.5) 11 (64.7)% 72 (50.3) 126 (57.0)
History of TB

Yes 6 (19.4) 4(12.9) 1(5.6) 7 (4.9) 18 (8.1)

No 25 (80.6) 27 (87.1) 17(94.4) 136 (95.1) 105 (91.9)
On anti-TB treatment prior to

admission

Yes 4 (13.3)" 4(12.9) 0 (0.0)* 6 (4.4)" 14 (6.4)

No 26 (86.7)* 27 (87.1) 17 (100)* 136 (95.6)" 206 (93.6)
Reported fever at admission'

Yes 17(54.8) 19 (61.3) 7 (38.9) 49 (35.5)1 92 (42.2)

No 14(45.2) 12 (38.7) 11 (61.1) 89 (64.5)7 126 (57.8)
Reported cough at admission

Yes 20 (64.5) 9 (29.0) 2 (11.1) 28 (20.3)1 59 (27.1)

No 11 (35.5) 22 (71.0) 16 (88.9) 110 (79.7)7 159 (72.9)

Data are presented as n or n (%). #: HIV status could not be ascertained in two cases (one in the group who died of TB, and the other among
those with M. tuberculosis detection; T: fever or cough was not recorded in five cases. M. tuberculosis detection included patients in whom
M. tuberculosis DNA was detected without histological evidence of TB; *: information was not available in three cases.

targets. These findings may represent cases of incipient TB in which small histological lesions might be
present but missed, since not all the tissue from all the organs was sampled for histological analysis [27].
However, these M. tuberculosis DNA findings may also represent the increasingly controversial concept of
latent TB infection. Although it has been postulated that TB infection cannot be detected through direct
diagnostic methods [28], it has been suggested that it might be detected through detailed molecular studies
in cases without histological evidence [29]. It has also been suggested that there could be periods in the
so-called latency or unstable infection period during which M. tuberculosis replicates at a higher rate, but
this replication remains self-controlled [14]. The present study suggests and supports the idea of the
existence of a spectrum of TB disease, ranging from early forms of TB in which few bacilli are present
(that might not necessarily develop into TB disease) to the traditional patent TB lesions (figure 3).

Clinical misclassification of TB was very frequent. In >80% of TB identified as the CoD in CDA, the
clinicians failed to identify TB as the event leading to death, and overall 67% of cases with TB disease at
death were missed by the clinicians. Conversely, in 45% of the cases clinicians incorrectly established TB
as the main cause of death or the presence of TB disease at death. The clinicopathological discrepancies of

TABLE 4 Diagnostic performance of clinical diagnosis to determine cause of death,
concomitant tuberculosis (TB) and TB disease at death (TB as cause of death + concomitant
TB)

TB disease at death

TB as cause of death Concomitant TB

Sensitivity 19.4 (7.5-37.5) 19.4 (7.5-37.5) 32.3(18.0-49.8)
Specificity 97.4 (94.0-99.1) 90.1 (85.0-93.9) 90.1 (87.0-95.4)
PPV 54.5 (23.4-83.3) 24 (9.4-45.1) 55.6 (25.5-64.7)
NPV 88.2 (83.1-92.2) 87.4 (81.9-91.7) 77.5 (81.7-91.6)

Data are presented as % (95% Cl). PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value.
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FIGURE 3 Natural history of the tuberculosis (TB) model depending on bacillary burden and the likelihood of having immunological,
microbiological, histological or radiological evidence at the time of death. Adapted from a model described by EsmaiL et al. [14].

TB disease at death have been reported previously and have implications for patient management as well
as for estimating TB mortality burden [9, 10]. Clinical diagnosis is not a good proxy of mortality by TB,
and contrarily to what it was expected, it was poor in both HIV-positive and HIV-negative cases with TB
disease. Thus, it is likely that the results of verbal autopsies are similarly bad or even worse as a tool to
quantify TB mortality [12, 13, 30]. Nonetheless, more studies comparing verbal autopsies with CDA are
needed in order to demonstrate their usefulness as a tool for assessing TB mortality burden. It was of note
that out of the 36 cases with TB findings in whom clinicians specified TB as a clinical diagnosis, only 18
were started on anti-TB treatment (prior to or during admission). Possible reasons for this may be that
when the patient died, clinicians might have reconsidered the potential diagnoses of the patient and then
added TB, or that patients might have been too ill or died very early during admission, thus anti-TB
treatment was not initiated. Poor reporting of anti-TB treatment initiation cannot be discarded.

Our study has several limitations. First, our conclusions can only be generalised to hospitalised patients of
settings with similar epidemiological characteristics and do not necessarily represent the contribution of
TB to all population-based mortality in Maputo or Mozambique. The likelihood of being hospitalised
depends on access to healthcare, health infrastructure, severity of disease determined by healthcare workers
and severity perceived by patients and relatives, among other sociological and behavioural factors.
Likewise, diagnostic discrepancies might occur less frequently in larger hospitals, thus, those found in this
study (carried out at the main reference hospital of the country) might underestimate the number of
clinicopathological discrepancies in general Mozambican health facilities. Second, as mentioned previously,
all the organ samples were analysed histologically, but not all in their entirety, thus some cases of
concomitant TB might have been missed. Third, TB culture was not contemplated in the study design,
and this method could have helped to better characterise the microbiological findings. Likewise, the use of
Xpert Ultra as a screening tool in all cases could have determined a higher number of confirmed cases and
allowed estimation of the added yield of the use of this highly sensitive technology. Last, the quality of the
clinical information may have been suboptimal in some cases of hospitalised patients with severe disease
status, and their degree of consciousness might have caused information bias in some of the results. Thus,
despite comprehensive evaluation of all the clinical records available, some relevant information about the
medical history might have been missed by patients or relatives.

In conclusion, we found a high burden of TB disease at death (as CoD and as concomitant disease) in all
groups studied. The use of highly sensitive molecular tests in CDA helped to identify cases of TB disease

https://doi.org/10.1183/13993003.00312-2019 9



TUBERCULOSIS | A.L. GARCIA-BASTEIRO ET AL.

at death that would have otherwise been missed. Indeed, the results demonstrate that in our setting,
clinical diagnoses miss most of the TB disease which is detected in CDA. In addition, Xpert Ultra may
have the potential to identify earlier forms of TB, before histological lesions are evident, or potentially,
unstable latent TB infection.
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Performance of the Xpert
MTB/RIF Ultra Assay for
Determining Cause of Death
by TB in Tissue Samples
Obtained by Minimally
Invasive Autopsies

To the Editor:

An estimated 1.5 million deaths were attributable to TB
in 2018." However, some uncertainty exists as to the
exact global figures, given that approximately 30% of
incident cases are not diagnosed, and because of the
difficulties of ascertaining TB as cause of death (CoD).?
Undoubtedly, complete diagnostic autopsies (CDAs)
constitute the gold standard for establishing a diagnosis
of TB at death. However, CDAs are seldom performed
in high-TB-burden countries because of the scarcity of
trained pathologists, the time-consuming nature of the

procedure, and the meager acceptability of the practice
by relatives.’

In recent years, an alternative minimally invasive
autopsy (MIA), a procedure well accepted by the next
of kin, has been developed.”” MIA can be conducted
relatively rapidly with the use of biopsy needles for
sampling key organs, which leave barely visible marks,
which is thus more acceptable to relatives. This
method has shown good sensitivity for diagnosing
TB as CoD.® Nonetheless, MIA has thus far used
standard histological and microbiological approaches
for TB diagnosis (identification of granulomatous
lesions, acid-fast bacilli smears, in-house polymerase
chain reaction methods),” which remain time
consuming, require specific expertise, and have
limited sensitivity.

Thus, we evaluated the diagnostic accuracy of the
molecular Xpert MTB/RIF Ultra (hereafter referred to as
Xpert Ultra) assay in samples obtained by MIA to detect
CoD by TB.

Methods

This was an ancillary study to a large observational postmortem
evaluation (CADMIA study) aimed at validating MIA against CDA
for any CoD determination in different age groups in Maputo,
Mozambique.”” Both the CDA and MIA pathological and
microbiological methods have been comprehensively described
elsewhere.*” In a previous analysis from CADMIA, TB-related
extensively investigated in CDA  samples.’
Microbiological methods include acid-fast bacilli smear and two
molecular tools: in-house real-time polymerase chain reaction and
Xpert Ultra following a pre-specified algorithm.” CDA diagnosis was
considered the gold standard for CoD determination in CADMIA.

lesions  were

For this specific analysis, we selected MIA samples from the lung, CNS,
cerebrospinal fluid (CSF), and plasma from all the study cases with any
TB finding (TB disease or Mycobacterium TB DNA detected in CDA
samples). This analysis included a total of 117 patients. In 31
patients, TB was the final CoD, 31 cases had TB disease at death but
had died of another CoD, and in 18 cases DNA of M TB was
detected but no histological lesions compatible with TB were found.

In addition, we included a subset of 37 patients with no TB findings
in the CDA and with availability of the four MIA samples.

MIA samples were collected in tubes containing 1 mL lysis buffer (ATL
buffer, Qiagen), and stored and processed by Xpert Ultra. Lung and
CNS tissue samples were processed as described previously,”'* and
0.5 mL plasma and CSF were mixed with the assay sample reagent
buffer in a 1:3 ratio before testing.

We determined the performance of Xpert Ultra for each MIA sample
and for combinations of samples. We also estimated the number
needed to misdiagnose (NNM) as: NNM = Total/(false positives +
false negatives). The NNM is the number of patients who need to be
tested for one patient to be misdiagnosed. Because specific MIA
samples were not available for some patients with TB findings, a
sensitivity analysis of the performance of Xpert Ultra in MIA
samples was conducted among cases in which all four MIA samples
were available.

The Clinical Research Ethics Committee of the Hospital Clinic of
Barcelona, Spain (Ref:2013/8677) and the National Bioethics
Committee of Mozambique (Ref. 342/CNBS/13) approved this study.

Results

Of the 117 cases included in this analysis, 14 patients
(12.0%) were children, 85 (72.7%) were adults, and 18
(15.4%) were maternal deaths. Seventy-eight patients
(67.8%) were HIV positive (HIV status could not be
ascertained in two cases).

chestjournal.org

Table 1 shows the diagnostic performance of Xpert Ultra
in different MIA samples and combinations of samples
to diagnose TB as CoD. As a single organ, the highest

sensitivity was observed in the lung (0.78; 95% CI, 0.58-
0.91). The sensitivity of the test in plasma and CSF was
high, being 0.68 (95% CI, 0.47-0.83) and 0.67 (95% CI,
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0.30-0.67), respectively. For combinations of organs, the
highest performance was observed for lung and CNS:
sensitivity, 0.85% (95% CI, 0.66-0.96) and negative
predictive value of 0.95 (95% CI, 0.88-0.99). The highest
specificity in a single organ or fluid was obtained in the
lung (0.98; 95% CI, 0.92-1.00).

The highest NNM was obtained using the MIA sample
of the lung (13.8) and combinations including lung
samples (lung and CNS, 12.1; lung and CSF, 11.9; lung
and plasma, 10.6). The sensitivity analysis of only cases
in which the four MIA samples were available showed
similar results, although the point estimate with the
highest specificity (0.99; 95% CI, 0.93-1.00) and positive
predictive value (PPV) (0.94; 95% CI, 0.70-1:00) was
obtained with the CSF sample (Table 2).

Discussion

This analysis shows that Xpert Ultra (a simple, rapid,
and highly sensitive molecular tool) can be directly
applied to specific MIA samples and achieve a
reasonably high accuracy for confirming or ruling out
TB as the CoD. We observed that only 15% of TB deaths
would have been missed with the use of Xpert Ultra in
lung and CNS MIA samples. More than two thirds of TB
cases would have been diagnosed by performing Xpert
Ultra in an easily accessible and homogeneous sample
such as plasma, a sample with great potential for
confirming TB as CoD given its high associated PPV
(0.90 in this setting) and which would seldom be
positive if the patient had not died of TB (specificity,
0.98). A similar high specificity and PPV are obtained
with CSF, probably reflecting that most TB deaths are
caused by disseminated TB, and bacilli are released and
found in great quantities in peripheral blood and other
compartments, such as CSF.

The study includes a well-characterized sample of
patients with different TB findings at death. It also
includes cases from different age groups and HIV
statuses. Nonetheless, it has certain limitations. First, the
sample size of cases with TB as the CoD was limited.
Second, we could not analyze all of the CADMIA cases
in this analysis because MIA samples were not available
in all of the cases. Thus, the prevalence of TB as the CoD
is not real in this sample, a factor that might affect the
interpretation of PPV and negative predictive value.
Taking into account that we included all cases with any
type of TB finding in the CDA but only a subset of cases
without any finding, the specificity of the MIAs might be
slightly underestimated.

In conclusion, this study shows that the use of Xpert
Ultra in body fluids, such as plasma or CSF, obtained at
MIA, can easily and quickly diagnose or rule out TB as
the CoD. This diagnostic strategy can accelerate and
adequately and accurately determine CoD in settings
with high TB and HIV prevalence. Nonetheless, the
implications for pre-mortem patient management still
need to be elucidated.

Alberto L. Garcia-Basteiro, PhD
Maputo, Mozambique
Juan Carlos Hurtado, MD
Paola Castillo, PhD
Barcelona, Spain

Fabiola Fernandes, MD
Maputo, Mozambique
Mireia Navarro, MsC
Lucilia Lovane, MD

Isaac Casas

Barcelona, Spain

Lloren¢ Quinté, MsC
Dercio Jordao, MD
Mamudo R. Ismail, MD
Cesaltina Lorenzoni, PhD
Carla Carrilho, PhD
Maputo, Mozambique
Ariadna Sanz, MsC
Natalia Rakislova, MD
Aurea Mira, PhD

Miriam J. Alvarez-Martinez, PhD
Barcelona, Spain

Anélsio Cossa, DVM
Maputo, Mozambique
Frank Cobelens, PhD
Amsterdam, The Netherlands
Inacio Mandomando, PhD
Maputo, Mozambique
Jordi Vila, PhD

Barcelona, Spain

Quiqgue Bassat, PhD
Maputo, Mozambique
Clara Menendez, PhD
Maputo, Mozambique
Jaume Ordi, PhD

Miguel J. Martinez, PhD
Barcelona, Spain

AFFILIATIONS: From the Centro de Investigagioem Saude de
Manbhica (CISM) (Drs Garcia-Basteiro, Mandomando, Bassat, and
Menendez; and Messrs Quint6 and Cossa); ISGlobal, Hospital Clinic,
Universitat de Barcelona (Drs Garcia-Basteiro, Hurtado, Castillo,
Rakislova, Alvarez-Martinez, Vila, Bassat, Menendez, Ordi, and

106 Research Letter

[ 159#1 CHEST JANUARY 2021 |



Martinez; Mr Quintd; and Ms Sanz), Universitat de Barcelona; the
Amsterdam Institute for Global Health and Development (Drs
Garcia-Basteiro and Cobelens), Amsterdam University Medical
Centers; the Department of Microbiology (Drs Hurtado, Lovane,
Alvarez-Martinez, Vila, and Martinez; Ms Navarro; and Mr Casas),
Hospital Clinic, Universitat de Barcelona; the Department of
Pathology (Drs Castillo, Rakislova, and Ordi), Hospital Clinic,
Universitat de Barcelona; the Department of Pathology (Drs
Fernandes, Jordao, Ismail, Lorenzoni, and Carrilho), Faculty of
Medicine/Eduardo Mondlane University and Maputo Central
Hospital; Biomedical Diagnostic Centre (CDB), Hospital Clinic (Dr
Mira), University of Barcelona; Instituto Nacional de Satde (INS),
Ministério da Saude, Maputo, Mogambique (Dr Mandomando);
ICREA, Catalan Institution for Research and Advanced Studies (Dr
Bassat), Pg. Lluis Companys 23; Pediatric Infectious Diseases Unit,
Pediatrics Department (Dr Bassat), Hospital Sant Joan de
Déu,University of Barcelona, Barcelona, Spain; Consorcio de
Investigacion Biomédica en Red de Epidemiologia y Salud Publica
(CIBERESP) (Drs Menendez and Bassat), Madrid, Spain

Drs Ordi and Martinez contributed equally to this manuscript.

Drs Garcia-Basteiro and Hurtado contributed equally to this
manuscript.

FINANCIAL/NONFINANCIAL DISCLOSURES: None declared.

FUNDING/SUPPORT: The CaDMIA research project (Validation of
the minimally invasive autopsy tool for cause of death investigation
in developing countries) was funded by tthe Bill & Melinda Gates
Foundation (Global Health grant numbers OPP1067522; QB) (http://
www.gatesfoundation.org/) and by the Spanish Instituto de Salud
Carlos III (FIS, P112/00757; CM) (https://portalfis.isciii.es). Data
analysis has been supported by the CaDMIA plus research project,
funded by the Bill & Melinda Gates Foundation (Global Health grant
numbers OPP1128001; JO) (http://www.gatesfoundation.org/) and
the Spanish Instituto de Salud Carlos III (Acciones CIBER; CM)
(http://www.ciberisciii.es/). ISGlobal is a member of the CERCA
Programme, Generalitat de Catalunya (http://cerca.cat/en/suma/).
No funding bodies had any role in study design, data collection and
analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript. This
study was also partially supported by grant 2017 SGR 794 from the
Agencia de Gestié d’Ajuts Universitaris i de Recerca (AGAUR)—
Departament d’ Empresa i Coneixement. Generalitat de Catalunya. C.
I. S. M. is supported by the Government of Mozambique and the
Spanish Agency for International Development (AECID).

CORRESPONDENCE TO: Miguel J. Martinez, PhD, Barcelona Institute
for Global Health, Department of Microbiology. Escalera 11. 5% Planta.
Villarroel 170. 08036 Barcelona, Spain; e-mail: myoldi@clinic.cat

Copyright © 2020 The Authors. Published by Elsevier

Inc under license from the American College of Chest Physicians.
This is an open access article under the CC BY license (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

DOI: https://doi.org/10.1016/j.chest.2020.06.071

Acknowledgments

Other contributions: The authors thank the families of the deceased
patients included in this study. The authors are grateful to all the
members of the Department of Pathology of Maputo Central Hospital,
Mozambique, whose support made this study possible, and also to the
staff of the Centro de Investigagdoem Satide de Manhica (CISM) for
their logistic support. We specifically thank Mr Bento Nhancale for his
invaluable support to the study. We thank Cepheid for providing the
Xpert Ultra cartridges used in the study.

Role of sponsors: The sponsor had no role in the design of the study,
the collection and analysis of the data, or the preparation of the
manuscript.

References

1. World Health Organization. Global Tuberculosis Report 2019.
Geneva, Switzerland: License: CC BY-NC-SA 3.0 IGO,; 2019.

2. Garcia-Basteiro AL, Brew ], Williams B, Borgdorff M, Cobelens F.
What is the true tuberculosis mortality burden? Differences in
estimates by the World Health Organization and the Global Burden
of Disease study. Int ] Epidemiol. 2018;47(5):1-12.

3. Bassat Q, Ordi J, Vila J, et al. Development of a post-mortem
procedure to reduce the uncertainty regarding causes of death in
developing countries. Lancet Glob Health. 2013;1:e125-e126.

4. Maixenchs M, Anselmo R, Zielinski-Gutiérrez E, et al. Willingness to
know the cause of death and hypothetical acceptability of the minimally
invasive autopsy in six diverse African and Asian settings: a mixed
methods socio-behavioural study. PLoS Med. 2016;13:¢1002172.

5. Castillo P, Martinez MJ, Ussene E, et al. Validity of a minimally
invasive autopsy for cause of death determination in adults
in Mozambique: an observational study. PLoS Med. 2016;13:
€1002171.

6. Garcia-Basteiro A, Hurtado JC, Castillo P, et al. Unmasking the
hidden tuberculosis mortality burden in a large post mortem study
in Maputo Central Hospital. Eur Respir ]. 2019;54(3):1900312.

7. Cox JA, Lukande RL, Lucas S, Nelson AM, Van Marck E,
Colebunders R. Autopsy causes of death in HIV-positive individuals
in sub-Saharan Africa and correlation with clinical diagnoses. AIDS
Rev. 2010;12:183-194.

8. Castillo P, Ussene E, Ismail MR, et al. Pathological methods applied
to the investigation of causes of death in developing countries:
minimally invasive autopsy approach. PLoS One. 2015;10(6):e01.

9. Martinez MJ, Massora S, Mandomando I, et al. Infectious cause of
death determination using minimally invasive autopsies in
developing countries. Diagn Microbiol Infect Dis. 2016;84(1):80-86.

10. Garcia-Basteiro AL, Ismail MR, Carrilho C, et al. The role of Xpert
MTB/RIF in diagnosing pulmonary tuberculosis in post-mortem
tissues. Sci Rep. 2016;6:20703.

chestjournal.org

107




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA 194




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA 195

Articulo 6

HIPOTESIS Y OBJETIVOS RELACIONADOS: Hipétesis general y Objetivo 1

AUTORES: Hurtado JC, Carrilho C, Mandomando |, Martinez MJ on behalf of the

CaDMIA bacterial study group

TITULO: Fatal multi-drug-resistant Acinetobacter baumannii pneumonia in Maputo,

Mozambique. A case report.

REVISTA, VOLUMEN (NUMERO): PAGINAS, FECHA DE PUBLICACION:
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, 37(7):485-487. Agosto—

Septiembre 2019
DOI: doi:10.1016/j.eimc.2018.06.016
FACTOR DE IMPACTO: 1.654

CUARTIL (JCR): Q4 (Microbiology)



J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA 196




Cartas cientificas / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2019;37(7):480-491 485

25

20

mFosfomycine R
10 mESBL

Resistance (%)

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Years

Fig. 1. Trends in fosfomycin resistance and ESBL production in E. coli isolated from
males with febrile urinary tract infection over the study period.
Abbreviations: R: resistant; ESBL: extended-spectrum beta-lactamase.

We found that older age, dementia and FQ consumption were
associated to FR. Nursing home residence has been described as a
predictor of FR in ESBL-EC.® Further studies are required to fully
evaluate the risk factors of FR in E. coli.

Our study suggests that FR has not increased over time. Most
E. coli isolates were FS including ESBL-EC. Risk factors for FR
should be considered when prescribing fosfomycin to males with
a FUTL
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Fatal multi-drug-resistant Acinetobacter
baumannii pneumonia in Maputo,
Mozambique: A case report

Neumonia con desenlace fatal por Acinetobacter baumannii
multirresistente en Maputo, Mozambique: reporte de un caso

Acinetobacter baumannii is one of the six most important
multidrug-resistant (MDR) microorganisms isolated in hospitalised
patients worldwide, having an extraordinary capacity to spread to
different areas.! In the last three decades A. baumannii has acquired
resistance to antibiotics including carbapenems and even polymy
Xins, representing a challenge for achieving effective antibacterial
treatment.!2 In the global priority list of antibiotic-resistant bacte-
ria of the World Health Organisation, A. baumannii is considered the
most critical pathogen.? Knowledge of the epidemiology and anti-
bacterial susceptibility profile of A. baumannii is still incomplete
in many parts of the world including Africa. Here, we report a fatal
pulmonary infection by MDR A. baumanniiin Maputo, Mozambique.

In 2014, a woman in her 20s, with HIV infection on antire-
troviral treatment for the preceding 12 months, was admitted to
the Maputo Central Hospital with cough, dyspnoea and seizures
of acute presentation. Physical examination revealed: a Glasgow
score of 15/15, temperature 38.2 °C, blood pressure 180/120 mmHg,
heart rate 100 bpm, and respiratory rate 24 rpm. Thick and thin
smear tests for malaria were negative. Laboratory analyses during

hospitalisation showed anaemia (haematocrit 24.9% and haemo-
globin 8.3 g/dL), leukopenia (white blood cell count 2.9 x 109/L),
elevated transaminases (AST 157IU and ALT 7261U), and kid-
ney failure (maximum creatinine and urea levels were 363 wM/L
and 29.4 uM/L respectively); the estimated glomerular filtration
(Cockcroft-Gault Equation) was 18.8 mL/min. Chest X-ray was per-
formed and only a cardiomegaly was reported. The nadir CD4 count
was 192 cells/mL. Sputum Gram stain and blood culture were not
performed. The patient received penicillin, cotrimoxazole, and oxy-
gen but died on day 14 of hospitalisation. Pre-mortem clinical
diagnoses were: HIV/AIDS, Kaposi's sarcoma, dilated cardiomyo-
pathy, kidney failure, and pulmonary hypertension. The patient was
not intubated or in mechanical ventilation.

The case was included in the CaDMIA project, a validation
study of a minimally invasive autopsy (MIA) protocol against the
complete diagnostic autopsy (CDA).*> A universal screening for
several key pathogens was conducted, and microbiological ana
lysis were performed according to the histopathological findings.*>
The autopsy revealed a severe pyogenic pneumonia (Fig. 1). Serum
samples tested positive for antibodies against HIV with a viral load
of 182 copies/mL. Lung samples resulted negative for tuberculosis,
Cryptococcus, Toxoplasma gondii, Pneumocystis jirovecii and respira-
tory viruses by PCR testing. A. baumannii was isolated from brain,
lung and liver samples. Gram negative bacilli were visible in the
Gram stain of histological lung samples (Fig. 1), brain, and liver.
A. baumannii was also identified by 16S rRNA PCR in plasma, brain,
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Fig. 1. Fatal MDR A. baumannii infection: microbiological and pathological results
of post-mortem samples.

Histological images of relevant findings. (A.1) Lung with pyogenic pneumonia
(haematoxylin and eosin, 100x); (A.2) Gram negative bacteria (A. baumannii) pneu-
monia (arrow) infecting the lung (gram stain, 1000x ); (A.3) heart with hypertrophy
(haematoxylin and eosin, 100x ); (A.4) spleen with lymphocytic depletion and con-
gestion (haematoxylin and eosin, 100x).

lung, liver and cerebrospinal fluid samples. The cause of death was
assigned to fatal pneumonia caused by a MDR A. baumannii infec-
tion, following a previously described algorithm.® Clinical diagnosis
of Kaposi’s sarcoma and dilated cardiomyopathy were not confir-
med at autopsy.

Antibiotic susceptibility tests were performed and inter-
preted according to the EUCAST guidelines (version 7.0,2017;
http://www.eucast.org) which consider A. baumannii intrinsically
resistant to penicillins and cephalosporins. In addition, the strain
was resistant to the following antibiotics: ciprofloxacin, levofloxa-
cin, trimethoprim-sulphamethoxazole, and gentamicin; showing
intermediate resistance to meropenem (4 pg/mL) and susceptibi-
lity to amikacin, tobramycin, imipenem and colistin. The MIC of
tigecycline was 1 pg/mL. Multi-Locus Sequence Typing following
the Pasteur scheme (https://pubmlist.org/abaumannii/) identified
all the A. baumannii isolates as belonging to international clone II
and sequence type 2(ST2).

Few data are available in the literature regarding A. baumannii in
Africa. Arecentreport analysed 65 strains from 5 different countries
and found a high prevalence of MDR strains.” International clone
II/ST2 isolates belong to one of the major clonal lineages associa
ted with the spread of MDR A. baumannii worldwide, but in Africa
they have only been reported in Algeria and Kenya.®® Two recent
studies'?!! (one of them conducted at the Maputo Central Hospi-
tal) reported non-MDR A. baumannii in Mozambique, whereas, to
our knowledge, this is the first report of a MDR A. baumannii strain
in this country. The patient had several known risk factors for acqui-
ring A. baumannii infection such as severe immunosuppression and
having been hospitalised for two weeks. However, the final cause
of death was only identified after a complete diagnostic autopsy
and in depth microbiological studies were carried out. Diagnostic
autopsies are rarely performed in sub-Saharan Africa due to, among
others, the lack of resources and trained pathologists. We show that
a standardised minimally invasive sampling procedure can provide
accurate identification of a pathogen causing death. This method
may improve the capacity of the current surveillance methods to
detect bacterial infections and associated antimicrobial resistance.
Our report highlights the utility of post-mortem investigations for
accurate determination of cause of death and the need for microbio

logical surveillance to tackle the growing problem of nosocomial
MDR infections in low-income countries.
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Andlisis epidemioldgico de las infecciones
respiratorias agudas causadas por el enterovirus
D68 clado A, subclado A1 en la poblacién adulta

Epidemiological analysis of acute respiratory infections caused
by enterovirus D68 clade A, subclade A1 in the adult population

El enterovirus D68 (EV-D68) es un virus que pertenece a la
especie D del género Enterovirus dentro de la familia Picornaviridae.
Fue descrito por primera vez en 1962 en California como rinovirus
87 y causante de infecciones respiratorias pediatricas'. En 2014 se
comunicé en Estados Unidos una importante epidemia de infeccio-
nes respiratorias causadas por el EV-D68 afectando a mas de
1.100 pacientes, en ocasiones asociadas a complicaciones
neuroldgicas®. A raiz de esta situacién diferentes paises ini-
ciaron la bsqueda de este virus en las infecciones respiratorias,
tanto pediatricas como de adultos, habiéndose descrito en Francia,
Italia, Holanda y Alemania, entre otros paises europeos>.

En nuestro pais se han comunicado algunos casos aislados de
infeccion respiratoria aguda asociados al EV-D68 tanto en pobla-
cién adulta como en nifios comunitarios y hospitalizados®®. La
escasa informacion referente a esta patologia en adultos nos ha lle-
vado a analizar las caracteristicas epidemiolégicas de los 12 casos
de infeccidn respiratoria aguda asociados al EV-D68 detectados
recientemente.

Durante los meses de diciembre de 2017 y enero de 2018
se procesaron 1.050 muestras respiratorias de pacientes adultos.
A cada uno de ellos se les realiz6 la deteccién de virus respiratorios
mediante una RT-PCR comercial en tiempo real (Allplex Respiratory
Full Panel Assay; Seegen, Corea del Sur).

En este periodo se detectaron 651 muestras positivas (62%)y en
ellas 37 enterovirus (5,6%) de los cuales 12 (32,4%) fueron identifi-
cados como EV-D68 clado A, subclado A1l en el Centro Nacional de
Enterovirus (Madrid) mediante una RT-nested para la regiéon 32VP1
del virus y posterior secuenciacién del mismo®. Estos 12 enterovi-
rus representaron el 1,8% de las muestras positivas y el 1% del total
de las analizadas.

Las principales caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de
estos pacientes se presentan en la tabla 1. La mayoria de las
infecciones respiratorias fueron leves o moderadas o cuadros gri-
pales; solo dos pacientes (16,6%) requirieron del ingreso en la UCI
como consecuencia de una crisis asmatica intensa y un cuadro gri-
pal con distrés respiratorio. La edad media de nuestros pacientes
(52,8 afios) fue superior a la comunicada en otro estudio (36,7
afos)’. En el estudio de Meijer et al.® el 28% de los casos en adul-
tos tenian una edad situada entre los 40-59 afios. Ningtin paciente
fallecié y todos fueron dados de alta sin secuelas valorables.

Cuando se comparan nuestros datos de incidencia con los comu-
nicados en otros estudios se observa que en Francia en 2014
Schuffenecker et al.* detectan que los 21 EV-D68 en adultos solo
representan el 10,6% de todos los aislados y que sus caracteristi-
cas clinicas son semejantes a las observadas en nuestro estudio.
Asi 3 pacientes ingresaron en la UCI (14,2%) y 4 (19%) presentaron
neumonia (8,3% en nuestro estudio). En Alemania Béttcher et al.?
han observado entre los aflos 2013-2014 que el EV-D68 representa
el 0,3% de todas las muestras respiratorias aunque no se especi-
fica a qué grupos de edad corresponden. En otros estudios apenas
se comunican casos en adultos, asi Lu et al.? detectan 2 (22%) en
el periodo 2009 y 2012 casos de EV-D68 en adultos con patologia
respiratoria leve; mientras que Zhang et al.’? entre 2011 y 2015
solo detectan un caso, representando el 18% de todos los aislados.
En el estudio comparativo entre la circulaciéon del EV-D68 entre
Europa y Estados Unidos realizado por Poelman et al.!! en 2015 se
confirma la baja prevalencia de este virus en Europa y su menor
morbilidad durante el brote norteamericano. En Espafia en 2014
Gimferrer et al.”> fueron los primeros en comunicar 2 (40%) casos
en adultos, en un grupo de 5 pacientes ingresados, sin necesidad de
ingreso en la UCL

En ninguno de estos estudios se han podido detectar en los adul-
tos afectaciones neurolégicas graves o paralisis flacidas como se ha

Tabla 1
Principales caracteristicas de los 12 pacientes adultos con deteccién de EV-D68 en
el tracto respiratorio

Hombre, n (%) 6 (50)
Mujer, n (%) 6 (50)
Edad media, afios (rango) 52,8 (16-75)
Ingreso hospital, n (%) 6 (50)
Ingreso UCI, n (%) 2(16,6)
Tratamiento antibiético, n (%) 8 (66,6)
Sintomas, n (%)
Fiebre 11 (91,6)
Tos 10(83,3)
Malestar general 6 (50)
Mialgias 5(41,6)
Faringitis 5(41,6)
Cefalea 3(25)
Disnea 2(16,6)
Diagnéstico clinico, n (%)
Gripe 4(33.3)
Infeccién respiratoria aguda 3(25)
Asma 2(16.6)
Neumonia 1(8.3)
Bronquitis 1(8.3)
EPOC 1(8.3)

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; UCI: unidad de cuidados intensi-
Vos.
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Mediante la informacién recopilada en diversos articulos incluidos en esta tesis, se ha
intentado destacar la importancia de la investigacion post mortem de las CdM centradas
en etiologias infecciosas en individuos residentes en paises con ingresos bajos y
medios. A continuacion, procederemos con la discusion de los diferentes articulos que

componen la tesis.

En el primer articulo, validamos la AMI como herramienta para diagnostico post mortem
de las muertes maternas. En el conjunto de muertes maternas, encontramos una
concordancia del 68% entre la técnica AMI y la AC, con un indice kappa de 0,48 (IC
95% 0,31-0,66) Esta proporcion de concordancia es analoga a la observada en otros
grupos etarios.'8191.192 Nyestros hallazgos sugieren que la implementacién de este
novedoso método podria aportar informacion confiable y relevante sobre las CdM
vinculadas al embarazo y parto, especialmente en el caso de muertes obstétricas
indirectas, muchas de las cuales en nuestra investigacion se asociaron con
enfermedades infecciosas, contribuyendo asi a disminuir la mortalidad materna en

contextos donde esta carga es mas elevada.

La OMS estimo para el afio 2012 que el 82% de las muertes maternas en todo el mundo
se deben a causas directas, como hemorragia, sepsis, preeclampsia o eclampsia, parto
obstruido y aborto inseguro, mientras que aproximadamente el 18% se debe a causas
indirectas, incluyendo enfermedades crénicas e infecciosas.?** Pero en una revision
sistematica del 2014°%' que comprendio los afios 2003 al 2009 hallé que las causas de
muerte directa fueron el 72.5% mientras las indirectas alcanzaron el 27.5%. Estas
estimaciones globales probablemente subestiman la importancia de las enfermedades
infecciosas como una causa principal de mortalidad materna en algunas regiones del
mundo, principalmente ubicadas en paises de baja y mediana renta. Nuestros
resultados concuerdan con informes previos que sefalan que la hemorragia obstétrica

(dentro de las condiciones directas) y las condiciones obstétricas indirectas son las
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principales causas de mortalidad materna en paises de bajos ingresos43%5. La
mortalidad materna debida a hemorragia postparto lidera las causas de muerte materna
a nivel global, siendo su distribucion desigual, mientras que en los paises de alta renta
si situa en un 8%, en los paises de baja y mediana renta puede llegar a encontrarse por
encima del 20% del total de las muertes maternas.3*¢ Por otro lado, la proporcion de
muertes obstétricas indirectas (56%) observada en nuestra investigacion es superior a
la de muertes obstétricas directas (42%), lo cual difiere de lo usualmente reportado®'347,
Estos resultados se asemejan a los de un estudio previo realizado hace mas de quince
afos en el mismo contexto®#® sugiriendo que las complicaciones no obstétricas pueden
ser subestimadas mediante las metodologias y fuentes de recoleccion de datos
actuales, como la autopsia verbal, utilizadas para estimar la CdM materna. Al emplear
la AMI en el diagnostico post mortem de muertes maternas, también confirmamos la
relevante contribucién de la malaria y el VIH a la mortalidad materna en paises
endémicos como Mozambique3#°348-351 En Mozambique para el afio 2020 se estimaba
que vivian 2.1 millones de personas con VIH, aunque solo el 72% de las PVVS conocian
su diagnostico.®? En la serie descrita en este articulo las condiciones relacionadas con
el VIH representaron el 28% (16/57) de todas las muertes maternas. De otra parte, la
malaria, en esta serie, representd el 7% (4/57) y la malaria cerebral fue detectable
mediante AMI en los 4 casos®, lo cual es especialmente relevante, dado que el estudio
se llevo a cabo en un entorno urbano con transmisiéon minima de malaria. Curiosamente,
3 de las 4 mujeres con malaria cerebral eran de origen urbano, aunque no podemos
descartar una visita a una zona rural con mayor transmisién de malaria durante el
embarazo. Este hallazgo es importante, ya que permite aproximarse al impacto de la
malaria en la mortalidad materna en é&reas endémicas, que generalmente se
subestima®?3. En este estudio también se determind que la coinfeccién por VIH y
tuberculosis representa una causa relevante de las muertes obstétricas indirectas (9%
de las muertes), tal como se observo en informes previos3#°3543%_ | a tuberculosis fue

identificada mediante AMI en 4 de 5 casos en los que la infeccion fue determinada como
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CdM en la AC. Este hallazgo es significativo, dado la baja sensibilidad del diagndstico
clinico de tuberculosis como causa de mortalidad materna®. Cabe resaltar que la
infeccidn criptocdcica diseminada contribuyd de manera notable a la muerte entre las
mujeres con VIH (7%, 4/57), y todos los casos también se identificaron mediante AMI.
Cryptococcus spp. es la principal causa de meningitis en adultos en Africa subsahariana,
donde se estima que provoca entre el 15% y el 20% de todas las muertes relacionadas
con el sida®3%37 | ainequidad en el acceso a la atencion médica, una baja adherencia
a la terapia antirretroviral y las elevadas tasas de pérdida en el seguimiento de las
pacientes en los programas de control prenatal pueden poner a las mujeres
embarazadas infectadas con VIH en un mayor riesgo de infecciones oportunistas, como
la criptococosis®®. Las mujeres en edad fértil constituyen aproximadamente el 41-55%
de los pacientes con criptococosis en Africa®?, sin embargo, se desconoce la incidencia
de criptococosis en mujeres embarazadas infectadas con VIH debido a que los datos en
mujeres embarazadas son limitados, con solo unos pocos estudios publicados que
informaron infeccion criptocdcica en mujeres embarazadas. Ademas, las mujeres
embarazadas son en gran medida excluidas de la investigacion en micologia clinica
debido a la teratogenicidad del fluconazol, un agente antifungico esencial utilizado en el
tratamiento de la criptococosis®®. Esto limita aiun mas el conocimiento sobre la
criptococosis y el embarazo. Este estudio resalta la importancia de la criptococosis como
CdM materna vy, por lo tanto, la necesidad de mejorar el diagndstico y tratamiento de

esta infeccion fungica durante el embarazo®°-362,

Notablemente, la sensibilidad del procedimiento AMI fue muy alta (91%) para causas
indirectas de muerte. En contraposicion, la sensibilidad fue considerablemente menor
(36%) para causas obstétricas directas. La sensibilidad del procedimiento AMI fue
particularmente baja (menos del 10%) para la hemorragia obstétrica. Solo se capturo 1
caso en el AMI debido a que se identificé la retencion de placenta en una mujer durante

el puerperio. Aunque solo se atribuyd 1 muerte a la eclampsia, la enfermedad fue

205




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA

identificada mediante AMI. Esta precision probablemente fue influenciada por nuestros
estrictos criterios para diagnosticar la eclampsia, que requerian la presencia de lesiones
patoldgicas tipicas en el higado y la ausencia de cualquier otra lesion letal, para evitar
la sobreasignacion de esta condicion como CdM®. Dada la gran cantidad de
diagnosticos clinicos falsos positivos de eclampsia reportados y la probable
sobrestimacion de esta afeccidn en los informes clinicos y autopsias verbales®*%3, los
hallazgos adquieren relevancia. De hecho, es fundamental establecer a fondo la
contribucién de la eclampsia a la mortalidad materna para guiar los programas de salud

materna basados en la prevencion de la preeclampsia.

El estudio de la AMI como herramienta para el diagnostico post mortem de las muertes
maternas fue disenado con el propdsito de determinar la validez del procedimiento AMI
por si solo, sin emplear datos clinicos adicionales. La Unica excepcion a este enfoque
era tener conocimiento de si la muerte de la mujer ocurrié durante el embarazo o dentro
de los 42 dias posteriores a la terminacién del embarazo (independientemente de la
duracion y el sitio del embarazo), ya que esta informacion era esencial para determinar
si un caso cumplia con la definicion de la OMS y, en consecuencia, debia ser incluido
como una muerte materna. Los hallazgos sugieren que el AMI sin ningun dato clinico
presenta un desempeno relativamente limitado para las causas obstétricas directas de
muerte. Incorporar cierto grado de informacién obstétrica de la historia clinica o de la
autopsia verbal podria mejorar significativamente los resultados de la AMI. Es
importante sefialar que la hemorragia obstétrica fue pasada por alto en todos menos en
un caso cuando se analizé la CdM con la AMI; sin embargo, esta condicion se identifica
facilmente en los registros clinicos y probablemente no seria dificil obtenerla de una
autopsia verbal, aun con las limitaciones que puedan presentar®®*. Por otro lado, la
mayoria de las muertes obstétricas indirectas, que a menudo se clasifican erroneamente
en las autopsias verbales, fueron identificadas en la AMI. La investigacion futura debe

incluir los datos clinicos al evaluar el rendimiento de la AMI.
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El extenso muestreo y analisis microbiolégico propuesto en el protocolo AMI empleado
como herramienta para el diagndstico post mortem de las muertes maternas resulta en
la adecuada identificacion del agente etioldgico en un elevado numero de enfermedades
infecciosas. Ademas, en los cinco casos considerados como infecciosos por AC, el
agente etioldgico se identificd exitosamente en el AMI, pero no en el AC. Es posible que
el procedimiento de muestreo menos invasivo realizado en el AMI pueda mejorar el
rendimiento del analisis microbioldgico al reducir la probabilidad de contaminacion
microbioldgica®'®%5, Por otro lado, la AMI puede generar, en ausencia de informacion
clinica, una sobreestimacion de los resultados microbiolégicos, como en los casos de
las cinco mujeres que fallecieron por hemorragia obstétrica y que fueron consideradas

muertes infecciosas en la AMI.

Una limitacion de este estudio es el tamafio de muestra relativamente bajo, lo que ha
resultado en una pobre representacion de algunas causas de muerte. Sin embargo, el
estudio no fue disefiado para describir todas las causas de muerte materna y validar el
meétodo para cada causa especifica o categoria de enfermedad, sino para evaluar la
validez del método para el grupo de muerte materna en su conjunto. Una segunda
limitacion de este estudio es que su precision diagndstica de la AMI podria haber sido
influenciada por la diseminacion de muchas enfermedades. Mas de la mitad de las
pacientes eran mujeres infectadas por VIH con infecciones muy diseminadas, y el
rendimiento del procedimiento podria verse significativamente reducido ante una lesion

focalizada o en procesos infecciosos localizados en pacientes inmunocompetentes.

Establecer de manera confiable las causas de las muertes maternas es un paso
importante para la planificacién y priorizacion de la salud, que a su vez son elementos
esenciales para reducir la mortalidad materna. Se ha reconocido que la falta de datos
de calidad sobre estas CdM en los paises con una carga alta es una limitacion relevante
para reducir la mortalidad materna y lograr el acceso universal a la salud reproductiva®®®,

especialmente en el Africa subsahariana, donde la TMM solo se redujo en un 26 %
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desde 19903, En esta regidn, asi como en otras regiones de baja y mediana renta, una
herramienta como la AMI podria proporcionar informacién de calidad principalmente
para aquellas condiciones que son mas dificiles de identificar a través de los métodos

utilizados de forma rutinaria para la determinacion de la CdM.

El estudio de validacion de la AMI como herramienta para diagnostico post mortem de
las muertes maternas muestra, por primera vez que sepamos, que el AMI, un
procedimiento post mortem simplificado, puede proporcionar una correlacion aceptable

con el diagnéstico estandar de oro (la AC) en muertes maternas.

Por otro lado, la aparicion de la AMI como herramienta estandarizada para el muestreo
post mortem dirigido a investigar la CdM ha provocado una revolucion significativa en la
forma en que estudiamos la mortalidad en entornos de bajos ingresos. Sin embargo, los
cortos periodos de tiempo fijados como ideales (menos de 24 horas) para el estudio de
las muestras obtenidas después de la muerte pueden dificultar la viabilidad del
procedimiento AMI al implementar la herramienta en paises de bajos y medianos
ingresos, particularmente en establecimientos de salud ubicados en areas rurales. En el
segundo manuscrito evaluamos si existe diferencia en los estudios post mortem
practicados con menos de 24 horas de intervalo post mortem en comparacion con los

analisis hechos con intervalos post mortem mayores a 24 horas.

Se evalué la influencia del intervalo post mortem en el rendimiento diagndstico de la AMI
y la AC, en este estudio no se observaron variaciones relacionadas con el IPM en el
numero de casos en los que no se llegé al diagndstico final de CdM entre el AMI y el
AC. Ademas, no se observaron diferencias diagndsticas entre los procedimientos
realizados antes y después de las 24 horas después de la muerte'®191.1%2 Tampoco se
observaron diferencias en cuanto al nivel de diagnéstico entre AMI y AC entre los grupos
de autopsia temprana y tardia y no se observaron variaciones ni para las condiciones

no infecciosas ni para la mayoria de las enfermedades infecciosas. En particular, los
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resultados microbiolégicos relacionados con hongos y virus parecen no verse afectados
por cambios relacionados con el IPM y, en consecuencia, son confiables®'®. Estos
hallazgos indican que el AMI y el AC, realizados mas de 24 horas después de la muerte,

pueden arrojar resultados confiables y respaldan su uso después de este periodo.

Sin embargo, los datos hallados en nuestro estudio mostraron un aumento en el nimero
de bacterias identificadas en la AMI (tasa: 1,014 por hora [IC del 95 %: 1,002—-1,026];
p =0,0228) con el aumento del IPM. Este aumento en el nimero de microorganismos
identificados con el aumento de IPM fue evidente para las bacterias contaminantes, pero
también se observé un aumento en el numero de bacterias consideradas asociadas a
infecciones verdaderas segun nuestros criterios. Este aumento se relacioné
principalmente con aumentos en el numero de cepas de |la familia Enterobacteriaceae y

del género Pseudomonas.

En nuestro estudio, la clasificacién de un microorganismo como contaminante o como
microorganismo asociado a una infeccidon verdadera se basé en gran medida en un
esquema de graduacion, que depende de la validez interna de los resultados obtenidos
de las pruebas de microbiologia'®®191.192 Este esquema de clasificacion para determinar
el nivel de fuerza de un hallazgo en particular se aplicd no solo a los resultados
microbiologicos, sino también a los hallazgos patologicos. Para los hallazgos
microbioldgicos, estos criterios se basaron en la patogenicidad de cada microorganismo
individual, pero también en el numero de 6rganos (uno o mas organos) y el tipo de
técnicas (cultivos clasicos, pruebas moleculares o ambas) en las que se identifico el
microorganismo'8191.1%2 " En consecuencia, mientras que algunos microorganismos
como Cryptococcus spp. o M. tuberculosis siempre se consideraron asociados a
infecciones verdaderas, otros microorganismos como Enterobacteriaceae podrian
considerarse contaminantes o asociados a infecciones verdaderas dependiendo de si
se han aislado en un unico érgano o en multiples y de si se han identificado por cultivos,

pruebas moleculares o por ambas técnicas simultaneamente. Sin embargo, estos
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criterios obviamente estan influenciados, no solo por la sensibilidad y especificidad de

las pruebas, sino también por la calidad de las muestras.

Los resultados de este estudio indican que los criterios mencionados pueden
sobreestimar la contribucién de Enterobacteriaceae y Pseudomonas spp. como
responsable de infecciones que conducen o contribuyen a la muerte, particularmente en
procedimientos realizados mas de 24 horas después de la muerte. El mayor numero de
muertes atribuidas a estos microorganismos en el grupo de autopsia tardia (10/68
[14,7%] vs. 15/214 [7,0%] en el grupo de autopsia temprana, p=0,0518), y de
infecciones que contribuyeron a la muerte (13 /68 [19,1%] en el grupo de autopsia tardia
vs. 19/214 [8,9%] en el grupo de autopsia temprana, p = 0,0204) estan de acuerdo con
esta hipoétesis. Sin embargo, el numero de casos en los que el diagndstico se establecio
con base Unicamente en los criterios microbiolégicos, lo que podria representar un
verdadero sobrediagnéstico, fue muy pequeno (3 casos), mientras que la mayoria de
los casos tenian una fuerte evidencia patoldgica y representaban solo una

sobreestimacion de la etiologia. agente.

La translocacion bacteriana es un fendémeno fisiolégico que ocurre durante la vida y
después de la muerte®®’. Se han aislado bacterias viables que se originan principalmente
de la microbiota intestinal en muestras (como sangre) extraidas de cuerpos humanos,
lo que proporciona evidencia de que esta translocacién bacteriana ocurre antes de la
muerte3®8. Los tres factores principales que dan lugar a este fendmeno en el ser humano
vivo (alteracion de la mucosa intestinal, modificacion de la microbiota intestinal y sistema
inmunitario debilitado) también se dan después de la muerte®®®. Sin embargo, los
resultados reportados en la literatura acerca de la relacion entre el IPM y la deteccién
de microorganismos son diversos. Existe cierta controversia con respecto al efecto del
IPM en las tasas de aislamiento bacteriano. Se ha reportado un pequefio efecto del IPM
sobre las tasas de aislamiento en cultivos de sangre y LCR3"%; en cambio, otros estudios

han demostrado que los IPM no tienen influencia sobre el crecimiento bacteriano®’". Sin
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embargo, en la ultima serie no se tomo ninguna muestra mas alla de las 48 horas y solo
se incluyd en el analisis el crecimiento puro de bacterias potencialmente patégenas. Los
datos publicados que muestran que Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Clostridium
spp, P. aeruginosa, enterococos y estreptococos tienen un mayor potencial de
translocacion®2372 estan en consonancia con nuestros hallazgos y enfatizan la
necesidad de considerar el IPM al evaluar los resultados microbioldgicos relacionados.
a estas bacterias. Finalmente, un IPM mas largo se asocié con un aumento en el niumero
de Pseudomonas spp. cepas detectadas con técnicas moleculares. Por el contrario, un
aumento de IPM no se asocié con un aumento en el niumero de cepas de este género
en cultivos convencionales. Esto puede estar relacionado con el bajo numero de
bacterias translocadas, que pueden ser detectadas por herramientas moleculares, pero
no por cultivo, ya que las cepas anaerobias limitan el crecimiento de especies con alto

potencial de translocacion®’2.

En nuestro estudio, los cuerpos fueron refrigerados entre el momento de la muerte y los
procedimientos de autopsia. Sin embargo, no se pueden excluir algunos retrasos en la
refrigeracion con cuerpos expuestos a altas temperaturas. Se ha demostrado que la
refrigeracion reduce la autolisis®*** y la translocacion bacteriana®®3> y, en
consecuencia, amplia el periodo en el que los analisis patoldgicos y microbioldgicos post
mortem son confiables. La inaccesibilidad a la refrigeracion puede reducir el intervalo de

eficiencia y, por lo tanto, dificultar la realizacién del examen post mortem.

En el tercer articulo, abordamos la caracterizacion de una infeccion fungica prevalente
entre las PVVS. En una gran serie de casi 300 autopsias, realizamos un analisis
histopatoldgico y microbioldgico exhaustivo de 17 infecciones criptocdcicas fatales, 12
de Mozambique y cinco de Brasil. En Brasil se han realizado varios estudios sobre
infeccion criptococica®®*”’, pero no hay datos de Mozambique. De hecho, a pesar de
ser un area altamente endémica para el VIH, una busqueda bibliografica no pudo

encontrar informes que describieran la carga de este patégeno en este pais. Por lo tanto,
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hasta donde sabemos, esta es la descripcibn mas grande basada en autopsias de
infecciones criptocdcicas fatales en Mozambique. Curiosamente, a pesar de ser Maputo
y Manaus dos sitios de diferentes paises en términos de clima e ingresos, algunos de
los resultados obtenidos fueron muy similares, como la prevalencia del VIH en pacientes
fallecidos (mas del 60%) y la mortalidad asociada a Cryptococcus en pacientes VIH
positivos. En este estudio, Cryptococcus fue responsable del 10% de las muertes entre
los pacientes infectados por el VIH. Esta cifra esta de acuerdo con las estimaciones
actuales del 15% de las muertes relacionadas con el sida debido a MC?*8. Aunque el
tratamiento con TAR ha llevado a una reduccién importante en la mortalidad de los
pacientes infectados por el VIH en el Africa subsahariana, en la actualidad, la muerte
relacionada con el Cryptococcus parece mantenerse similar a las estimaciones de 2008,
pudiendo tener porcentajes superiores al 50% de mortalidad cuando se trata de MC3"°.
De acuerdo con otras series de autopsias, la criptococosis asociada al VIH se presenta
frecuentemente como una infecciéon diseminada®’¢3"7. Otros estudios han informado que
hasta la mitad de las infecciones criptocécicas se detectan en pacientes infectados por
el VIH que reciben TAR®. En nuestra serie, solo una cuarta parte de los casos de VIH
positivos (4/16) estaban bajo TAR. Desafortunadamente, la duracién del TAR solo
estuvo disponible en un caso. Este caso tenia un historial de TAR de 6 afios y una carga
viral alta 'y, por lo tanto, probablemente represente una falla o abandono del tratamiento.
Otras explicaciones para la infeccion criptocécica en pacientes que reciben un TAR
adecuado incluyen el inicio reciente del tratamiento en pacientes con recuentos de CD4
muy bajos (diagnostico tardio de VIH) y casos de sindrome inflamatorio de
reconstitucion inmune®', que también podrian haber estado presentes en nuestra serie.
A pesar del progreso en el despliegue del TAR en el Africa subsahariana, cerca del 50 %
de los pacientes infectados por el VIH siguen acudiendo a los centros de salud con la
enfermedad avanzada por el VIH®*?, por lo que corren un alto riesgo de infeccion
criptocdcica y muerte. En este sentido, el antigeno criptocécico (CrAg, siglas en inglés

de Cryptococcus antigen) puede detectarse hasta tres semanas antes del inicio de los
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sintomas de la MC3¥ y, por lo tanto, el cribado de pacientes con VIH asintomaticos
seguido de un tratamiento antifungico preventivo podria identificar a los pacientes con
riesgo de desarrollar la enfermedad y contribuir a reducir la mortalidad relacionada con
la MC3838 En el presente estudio, la mayoria de los casos fallecieron dentro de la
primera semana de ingreso hospitalario, lo que contrasta con otras series que reportan
una media de dos semanas entre el ingreso y la muerte®®. Varios factores podrian haber
contribuido al rapido desenlace fatal en nuestra serie. En primer lugar, la baja frecuencia
de sospecha clinica de criptococosis puede explicar la ausencia de tratamiento
antifungico prescrito en mas de la mitad de los pacientes. Por otro lado, algunos
pacientes pueden haberse presentado al hospital con estadios severos avanzados de
infeccion criptocécica, considerando que siete fallecieron dentro de los tres dias
posteriores al ingreso (cuatro dentro de las 24 horas). El ingreso hospitalario mas largo
involucré a un nifio que murié de meningitis por C. gattii unos dos meses después del
ingreso hospitalario. Las infecciones por C. gattii son raras en nifios y, como en el nifio
de esta serie, la infeccion suele ocurrir en nifios previamente sanos y se presenta con
afectacion del SNC3®. El poco conocimiento disponible sobre C. gattii en Africa
subsahariana se ha obtenido de estudios realizados en Sudafrica. Curiosamente, en
nuestro estudio, cuatro de las 12 infecciones criptocécicas (25 %) de Mozambique se
debieron a infecciones por C. gatti. Aunque las cifras son pequenas y deben
interpretarse con cautela, estos datos contrastan con hallazgos previos de Sudafrica,
donde C. gattii represento solo el 2,4 % de las cepas criptocdcicas aisladas durante un
periodo de dos afos®®. Las infecciones por C. gattii se informaron principalmente en
huéspedes inmunocompetentes, hasta que estudios de Sudafrica revelaron que también
afecta a pacientes inmunocomprometidos3®-%7. Se ha informado que el tipo molecular
VGI C. gattii es mucho mas probable que afecte a pacientes inmunocompetentes que
VGIV?’5, Sin embargo, ambos genotipos se detectaron en pacientes infectados por el
VIH en nuestro estudio. Todas las cepas de C. neoformans var. grubii eran de tipo

molecular VNI y poseian el tipo de sero-apareamiento Aa, similar a la mayoria de las
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cepas descritas en Sudafrica. Hasta donde sabemos, este es el primer informe de C.
gattiien Mozambique, y los tipos Ba y Ca detectados se han informado previamente en
Sudafrica®®38. Aunque no hay puntos de corte clinicos disponibles para Cryptococcus,
las pruebas de susceptibilidad a los antimicéticos no sugirieron patrones de resistencia
claros, y solo se encontraron concentraciones minimas inhibitorias (CMI) una dilucién

por encima del punto de corte epidemioldgico.

Se han notificado algunos informes aislados de autopsias de infecciones mortales por
C. gattii en pacientes inmunocompetentes®®, lo que puede explicarse por el hecho de
que en muchos estudios no se realizé la distincion entre C. gattii y C. neoformans.
Aunque los numeros son pequenos, la diseminacion de la infeccién parece ser menos
intensa en pacientes infectados por el VIH con C. gattii en comparaciéon con C.
neoformans. Se necesitan estudios mas amplios para evaluar mejor las caracteristicas
histopatoldgicas de C. gattii en pacientes infectados por el VIH. Ademas, se deben
realizar estudios basados en examenes post mortem para evaluar mejor la mortalidad
atribuible a patdgenos especificos en paises de bajos y medianos ingresos. Los datos
precisos de mortalidad pueden entonces tener un impacto en las politicas de salud
publica, por ejemplo, orientando los planes profilacticos y de tratamiento de

enfermedades infecciosas.

Al igual que con la identificacién de C. gattii y de diversos genotipos de criptococo, la
capacidad de los estudios post mortem para revelar infecciones no sospechadas y
emergentes quedd patente con la identificaciéon de un caso de neumonia fatal por A.
baumannii multirresistente. Si bien es un patdgeno relevante y sobre el cual podemos
encontrar una vasta literatura en estudios en Europa y Norteamérica, nuestro
conocimiento sobre esta bacteria en Africa es mas limitado. En un estudio realizado en
Egipto, Kenia, Marruecos, Sudafrica y Tunez®*®* se encontré una alta prevalencia de A.
baumannii MDR (este estudio incluyé muestras de Egipto, Kenia, Marruecos, Sudafrica

y Tunez)*®, pero este estudio y otros no incluyeron aislamientos de Mozambique. Dos
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estudios recientes®'3°?2 (uno de ellos realizado en el Hospital Central de Maputo)
informaron A. baumanniino MDR en Mozambique, mientras que, hasta donde sabemos,
el nuestro es el primer reporte en la literatura de una cepa MDR de A. baumannii en
Mozambique. De hecho, hay pocos informes sobre la expansion de las cepas MDR de
Acinetobacter spp. en Africa Oriental y Africa en general®®. Estudios recientes del norte
de Africa describieron tasas de MDR alin mas altas de 94 % (117 de 125 aislamientos
de Argelia)®*** y 100 % (10 de 10 aislamientos de UCI en Egipto)***. Lowings et al.
informaron en la region de Tshwane (este de Sudafrica y relativamente cerca de
Mozambique) una alta prevalencia de aislamientos MDR de A. baumannii recolectados
de muestras clinicas®®. Todos los aislamientos de A. baumannii presentaron 100 % de
resistencia a ampicilina, amoxicilina, cefuroxima, cefuroxima axetilo, cefoxitina,
cefotaxima y nitrofurantoina. El siete por ciento de los aislamientos fueron resistentes a
la amikacina. La susceptibilidad a la tigeciclina clasificada como intermedia fue del 2%
de los aislados. Los aislamientos de A. baumannii mostraron un perfil de resistencia a
antibiéticos del 67 % y superior a antibiéticos como ceftazidima, cefepima, imipenem,
meropenem, gentamicina, ciprofloxacina y trimetoprima/sulfametoxazol. En este grupo,
ninguno de los aislados fue resistente a la colistina. Se recolectaron dieciséis
aislamientos de A. baumannii resistente a carbapenem (ABRC) en un centro de atencion
terciaria de 250 camas, desde enero de 2009 hasta agosto de 2010, en Kenia3%. Entre
los 16 aislamientos, 10 eran de siete pacientes de Kenia, tres eran de dos pacientes de
Ruanda y tres eran de un paciente de Tanzania. Se identificaron dos clones distintos de
ABRC: clones epidémicos ECII (de las siglas en inglés European clone Il) y no ECII. La
concomitancia de ISAba1-blaOXA-23 fue el principal mecanismo que contribuyd a la
ABCR. Este es el primer informe de ECIl ABCR y A. baumannii New Delhi metalo-b-
lactamasa 1 (NDM-1) ampliamente resistente a los medicamentos en Africa Oriental. La
CdM del paciente en este caso fue como consecuencia de una neumonia relacionada
con la infeccién A. baumannii MDR. Aunque la adquisicion de cepas MDR de A.

baumannii suele ser durante la hospitalizacion, no pudimos identificar a ciencia cierta el
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origen de esta cepa, ya que no se obtuvieron cultivos al ingreso ni durante la
hospitalizacién del paciente. Hay datos sobre la diseminaciéon de cepas MDR de A.
baumannii en Africa Oriental, con diferentes niveles de resistencia, incluida A. baumannii
ampliamente resistente a los medicamentos en esta region. Se deben aplicar medidas
de control muy estrictas para evitar que estos genes de resistencia se propaguen mas
a otras especies bacterianas. El problema se debe ademas a las limitaciones en el
diagndstico y la falta de métodos fenotipicos estandarizados para detectar mecanismos
de resistencia especificos. El conocimiento de la epidemiologia local es necesario para

establecer medidas de control mas asertivas3?’.
Tuberculosis

En este proyecto se abordd especificamente la mortalidad y carga de enfermedad
asociada a la infeccidon por M. tuberculosis. El andlisis de las causas de muerte en
diversos estudios en Africa subsahariana incluyendo nuestra serie de autopsias?®® 23
27 indica que la tuberculosis representa el patégeno individual que mas muertes causa
en el mundo (https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/tuberculosis).
Utilizamos métodos moleculares (Xpert) de alta sensibilidad y especificidad en el
diagndstico de tuberculosis en vivos y que fueron previamente validados en muestras
cadavéricas®’. El objetivo no era solo caracterizar las muertes por tuberculosis sino
ademas revelar la carga total de la enfermedad. Este estudio, el cuarto articulo de esta
tesis, que forma parte de uno de los mayores estudios de autopsias realizados en el
Africa subsahariana, demuestra la enorme carga de TB entre nifios y adultos, incluidas
las muertes maternas, que mueren en un hospital de referencia en Mozambique. En
mas de la mitad de los adultos HIV positivos se encontraron evidencias de infeccion
tuberculosa. Los casos en los que solo se detect6 ADN de M. tuberculosis
probablemente representan infecciones recientes en las que todavia no se ha
desarrollado una lesion histoldgica evidenciable en el analisis histopatologico de los

tejidos. Estos resultados indican que la carga de enfermedad de TB alcanza niveles
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alarmantes bastante superiores a lo que se ha reportado en estudios clinicos y
epidemioldégicos, muy semejantes a los resultados hallados en paises africanos
cercanos, los cuales han demostrado una carga de TB muy alta en autopsias. En dos
estudios en Zambia y Sudéfrica, el 65 y 50% de las muertes respectivamente fueron
causadas por la enfermedad tuberculosa, mayoritariamente en pacientes infectados por
el VIH. En un metaanalisis, Gupta et al.3*® describieron que en el 91,4 % (95 % IC 85,8—
97,0 %) de los casos en los que la TB estaba presente en el momento de la muerte,
también era la CdM primaria. Sin embargo, en nuestro estudio, la TB sdlo represento la
CdM en la mitad de los casos infectados por TB. Esta discrepancia con otros estudios
(una proporcién considerable de enfermedad de TB que no causa la muerte) puede
explicarse en gran medida por los casos adicionales con TB concomitante que fueron
capturados por una evaluacion patologica detallada y el uso de TB-PCR y Xpert Ultra
en el algoritmo de diagnostico. Esta herramienta molecular tiene una altisima
sensibilidad y seguramente detectdé casos que se habrian pasado por alto utilizando
herramientas de diagndstico tradicionales. La deteccion aislada de ADN de podria
representar también una contaminacion. Sin embargo, consideramos poco probable que
se trate de una contaminacion en la sala de autopsias (en cada autopsia se utilizan
materiales desechables y el tiempo de exposicion de las muestras de tejido a una
posible contaminacion aérea es limitado) o de un falso positivo de laboratorio (ya que el
ADN se detecté mediante dos ensayos diferentes con dianas moleculares diferentes).
Si bien el significado de la deteccion de ADN de tuberculosis en ausencia de lesion
histolégica es controvertido, estudios recientes indican que podrian existir periodos en
el llamado periodo de latencia o infeccion inestable durante los cuales M. tuberculosis
se replica a una tasa mas alta, pero esta replicacion permanece autocontrolada.3%
Nuestros resultados apoyarian un modelo en el que el espectro de la enfermedad
tuberculosa es muy amplio, desde las formas tempranas de TB en las que hay pocos
bacilos presentes (que no necesariamente se convertiran en la enfermedad de TB) hasta

las lesiones de TB persistentes tradicionales. Posteriormente a este trabajo, nuestro
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grupo realizo técnicas de tipaje molecular de alta resolucion, permitiendo explorar la
diversidad clonal de M. tuberculosis directamente en las muestras autopsicas.*® Estos
resultados, de manera similar a los obtenidos con la tipificacion de las cepas de
Cryptococcus spp., subrayan la utilidad del analisis profundo de las muestras

cadavéricas para la tipificacion molecular de los patégenos causantes de muerte

Una vez demostrada la alta carga de enfermedad y mortalidad atribuible a la enfermedad
tuberculosa es de extrema importancia en el area de estudio, surgié la necesidad de
desarrollar estrategias simplificadas de deteccién de muerte por TB. Por un lado, aunque
la autopsia minimamente invasiva ya representa un avance en cuanto a aplicabilidad en
comparacion con la autopsia completa, sigue siendo un proceso muy laborioso y de
elevado coste econdmico. Por ello, exploramos el rendimiento de la herramienta
molecular utilizada (Xpert) a las muestras de la autopsia minimamente invasiva.
Demostramos que el Xpert utilizado en muestras de la AMI facilmente accesibles tales
como como plasma o LCR, podria diagnosticar o descartar facil y rapidamente la TB
como CdM. Este tipo de analisis tiene un gran potencial ya que, aunque el examen
histolégico y microbioldgico de las muestras de AMI tiene una buena sensibilidad
(alrededor del 80 %)'8191.192" poder detectar de manera fiable las muertes por
tuberculosis con soélo pruebas moleculares de muy facil realizacion podria simplificar
mucho el proceso. En este estudio, observamos que solo el 15 % de las muertes por TB
se habrian pasado por alto al aplicar Xpert Ultra a muestras AMI de pulmén y SNC. Para
la eleccién de las muestras en este sentido, tejidos como el SNC probablemente sean
mas fiables que el pulmédn, ya que la tasa de acierto y cantidad de tejido obtenido durante
la puncién AMI es superior, lo cual aumentaria la probabilidad de muestrear tejido
infectado.?®3 Hasta 2/3 de las muertes por TB se habrian diagnosticado realizando Xpert
Ultra en una muestra de facil acceso como el plasma. El plasma es una muestra con un
gran potencial para confirmar la TB como CdM dado su alto VPP asociado (0,90 en este

contexto) y que rara vez seria positivo si el paciente no hubiera muerto de TB
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(especificidad: 0,98). La realizacion de Xpert en LCR para deteccion de muertes por TB
ofrece una alta especificidad y VPP similares a las obtenidas con plasma. Los resultados
obtenidos con estas dos muestras probablemente reflejan que la mayoria de las muertes
por TB son causadas por TB diseminada y los bacilos se liberan y se encuentran en
grandes cantidades en la sangre periférica y otros compartimentos, como el liquido
cefalorraquideo. Una de las fortalezas de nuestro estudio es haber incluido una muestra
muy bien caracterizada de muertes por AC y la inclusién de casos con hallazgos de TB
pero que no murieron de TB. Entre las limitaciones, podemos mencionar que el tamafo
de la muestra de casos con TB como CdM es limitado y esto afecta el ancho de los
intervalos de confianza de nuestros indicadores de rendimiento diagndstico. En segundo
lugar, no pudimos analizar todos los casos de todos los grupos de edad incluidos, dado
que no se disponia de muestras AMI para todos los casos, por lo que la prevalencia de
TB como CdM no es real en esta muestra, factor que podria afectar la interpretacion de
VPP y VPN. Por ultimo, la realizacion de cultivo para TB habria proporcionado una
herramienta microbiolégica adicional para caracterizar mejor esta serie de muertes,
aunque no fue contemplado inicialmente por la complejidad que anadia al proyecto y las
muestras fueron recogidas en un tampén inactivante que impedia su posterior
procesamiento para cultivo. En conclusién, podemos proponer la realizacion de este
método simplificado para refinar las estadisticas de mortalidad por tuberculosis en areas
de alta prevalencia de la enfermedad, especialmente en zonas donde el diagndstico
clinico presente importantes limitaciones. La clasificacion clinica erronea de la TB fue
muy frecuente. En >80% de la TB identificada como CdM en AC, los médicos no lograron
identificar la TB como el evento que conduce a la muerte y, en general, los médicos
pasaron por alto el 67% de los casos con enfermedad de TB al momento de la muerte.
Por el contrario, en el 45% de los casos, los médicos establecieron incorrectamente la
TB como la principal CdM o la presencia de la enfermedad de TB en el momento de la

muerte.
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Las discrepancias clinicopatolégicas de la enfermedad de TB en el momento de la
muerte se informaron anteriormente y tienen implicaciones para el manejo del paciente,
asi como para estimar la carga de mortalidad por TB.49'4%2 E| diagndstico clinico no es
un buen proxy de la mortalidad por TB, y contrariamente a lo que se esperaba, fue pobre
tanto en los casos VIH positivos como en los VIH negativos con enfermedad
tuberculosa. Por lo tanto, es probable que los resultados de las autopsias verbales sean
igualmente malos o incluso peores como herramienta para cuantificar la mortalidad por
TB.4%3404 No obstante, se necesitan mas estudios que comparen las autopsias verbales
con la AC para demostrar su utilidad como herramienta para evaluar la carga de
mortalidad por TB. Cabe sefialar que de los 36 casos con hallazgos de TB en los que
los médicos especificaron la TB como un diagndstico clinico, solo 18 comenzaron con
el tratamiento anti-TB (antes o durante la admision). Las posibles razones de esto
pueden ser que cuando el paciente murio, los médicos pudieron haber reconsiderado
los posibles diagndsticos del paciente y luego agregaron la TB, o que los pacientes
pudieron haber estado demasiado enfermos o fallecieron muy temprano durante la
admisién, por lo que no se inici6 el tratamiento antituberculoso. No se puede descartar

la notificacion deficiente del inicio del tratamiento antituberculoso.

Nuestros estudios tienen varias limitaciones. Primero, nuestras conclusiones solo
pueden generalizarse a pacientes hospitalizados de entornos con caracteristicas
epidemioldgicas similares y no representan necesariamente la contribucién de la TB a
toda la mortalidad basada en la poblaciéon en Maputo o0 Mozambique. La probabilidad de
ser hospitalizado depende del acceso a la atencion médica, la infraestructura de salud,
la gravedad de la enfermedad determinada por los trabajadores de la salud y la
gravedad percibida por los pacientes y familiares, entre otros factores sociolégicos y de

comportamiento.

Asimismo, las discrepancias diagnosticas podrian ocurrir con menor frecuencia en los

hospitales mas grandes, por lo que las encontradas en este estudio (realizado en el
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principal hospital de referencia del pais) podrian subestimar el nUmero de discrepancias
clinicopatolégicas en los establecimientos de salud generales de Mozambique. En
segundo lugar, como se mencioné anteriormente, todas las muestras de 6rganos se
analizaron histolégicamente, pero no todas en su totalidad, por lo que es posible que se
hayan pasado por alto algunos casos de TB concomitante. Tercero, el cultivo de TB no
estaba contemplado en el disefno del estudio y este método podria haber ayudado a
caracterizar mejor los hallazgos microbioldgicos. Asimismo, el uso de Xpert Ultra como
herramienta de cribado en todos los casos podria haber determinado un mayor nimero
de casos confirmados y permitié estimar el rendimiento agregado del uso de esta
tecnologia altamente sensible. Por ultimo, la calidad de la informacion clinica puede
haber sido subdptima en algunos casos de pacientes hospitalizados con estado grave
de la enfermedad, y su grado de conciencia podria haber provocado un sesgo de
informacion en algunos de los resultados. Por lo tanto, a pesar de la evaluacion
exhaustiva de todos los registros clinicos disponibles, los pacientes o familiares podrian

haber pasado por alto alguna informacion relevante sobre el historial médico.

221




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA 222




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA 223

Conclusiones



J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA 224




J.C. HURTADO. CAUSA DE MUERTE E INFECCION EN PAISES DE BAJA RENTA 225

1. La concordancia global entre la autopsia minimamente invasiva sin informacién
clinica y la autopsia completa para el diagnoéstico de la causa de muertes
maternas fue moderada (indice kappa = 0.48, 95% CI: 0.31+£0.66). Los
diagnésticos obtenidos con la autopsia minimamente invasiva coincidieron con

los de la autopsia completa en dos tercios de los casos (articulo 1).

2. La coincidencia diagnostica fue mayor para las causas de muerte no obstétricas
que para las obstétricas. En este ultimo grupo de patologias, la autopsia
minimamente invasiva presenta notables limitaciones cuando la evaluacién se

realiza a ciegas, sin informacion clinica (articulo 1).

3. La autopsia minimamente invasiva tiene potencial para convertirse en una
herramienta util para determinar las causas de muerte materna en paises de baja

renta (articulo 1).

4. La autopsia minimamente invasiva realizada con posterioridad a las primeras 24
tras el fallecimiento sigue proporcionando informacion util que permite alcanzar
el diagndstico en la mayoria de los casos. No obstante, la deteccion de algunos
microorganismos como de Enterobacterias y Pseudomonas en estas autopsias

debe hacerse con cautela (articulo 2).

5. Las muestras obtenidas durante la autopsia minimamente invasiva permiten
realizar un estudio detallado de los agentes infecciosos y caracterizar mejor asi

las infecciones fatales (articulos 3,4,5y 6).

6. La criptococosis fue responsable del 10% de las muertes en pacientes con

infeccién por virus de la inmunodeficiencia humana (articulo 3).

7. El analisis de las cepas aisladas de muestras obtenidas durante la autopsia
minimamente invasiva ha permitido identificar por primera vez Cryptococcus

gattii en Mozambique (articulo 3).
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8.

10.

11.

12.

La tuberculosis fue una causa frecuente de muerte en nifios, adultos y muertes

maternas (articulo 4).

Existen problemas importantes en el diagndstico clinico y en el manejo de

infecciones prevalentes como la criptococosis y la tuberculosis.

La incorporacion de técnicas moleculares altamente sensibles en la autopsia
permite identificar infecciones que de otro modo hubieran sido mal

diagnosticadas (articulo 4).

El uso de Xpert Ultra en liquidos corporales, tales como plasma o liquido
cefalorraquideo obtenidos durante la autopsia minimamente invasiva permiten
diagnosticar de forma precisa y muy sensible la tuberculosis en areas de alta

prevalencia (articulo 5).

Los estudios microbiolégicos han permitido detector una infeccién por
Acinetobacter baumannii multirresistente como causa de neumonia fatal,
sugiriendo el estudio de infecciones nosocomiales por gérmenes

multirresistentes en Africa subsahariana (articulo 6).
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