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Resumen

La infeccion periprotésica es una de las peo-
res complicaciones que pueden acontecer tras la
implantacion de una protesis y su frecuencia ha
aumentado de forma considerable al dispararse
el numero de protesis de rodilla y cadera que se
implantan anualmente en todo el mundo. A dia
de hoy no existe ninguna prueba con un 100% de
precision diagnodstica para descartar la infeccion
periprotésica. Es por ello que en los ltimos afios
han proliferado numerosos test diagnosticos. En-
tre ellos figuran la determinacion de la VSG y la
PCR, que constituyen una herramienta de evalua-
cion inicial y deben cuantificarse en todos los pa-
cientes con sospecha de infeccion. Si la sospecha
clinica es alta o se obtiene un valor sugestivo de
infeccion, se debe realizar una artrocentesis y pro-
ceder al andlisis del liquido sinovial. La tincion de
Gram no estd recomendada de forma rutinaria. El
marcador sérico mas respaldado por la evidencia
actualmente seria la IL-6 con una sensibilidad y
especificidad muy altas. Con respecto a los bio-

Abstract

Periprosthetic Joint Infection is one of the
worst complications that can take place after a

joint replacement and its frequency has increased

with the rising amount of arthroplasties implanted
annually around the world. Nowadays, there is no
test with 100% diagnostic accuracy for peripros-
thetic infection, thus, many diagnostic tests have
proliferated in recent years. Among them, ESR
and CRP determination are an initial assessment
tool and should be quantified in every patient with
a suspected infection. When a suggestive value
of infection was obtained or with a high clinical
suspicion, an arthrocentesis should be performed
with analysis of the synovial fluid. Gram staining
is not routinely recommended. Currently the most
validated serum marker is IL 6 with a very high
sensitivity and specificity. About synovial biomar-
kers, alpha defensin and leukocyte esterase are
the most widely recognized for their use.
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marcadores del liquido sinovial, la alfa-defensina
y la esterasa leucocitaria son las mas ampliamente
reconocidas para su uso.
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Introduccion

La infeccion periprotésica (IP) es, sin duda,
una de las complicaciones mas temidas por los
cirujanos ortopédicos. Supone, para el paciente,
un verdadero calvario con un periodo de convale-
cencia largo, para el cirujano un reto diagndstico y
terapéutico y para el sistema sanitario un impacto
econdmico muy importante.

Se trata de la causa mas frecuente de fracaso
en protesis total de rodilla y la tercera causa mas
comun en protesis total de cadera, representando
un 16.8% y 14.8% de todos los rescates de rodilla
y cadera respectivamentel.

En un esfuerzo por estandarizar la definicion
de infeccion protésica la MSIS (Musculoskele-
tal Infection Society) hizo una propuesta en 2011
que luego fue modificada durante la International
Consensus Meeting (ICM) de Philadelphia en
20132, Estableciendo el diagnostico de IP cuando
se cumpliera cualquiera de los criterios mayores
(la presencia de dos cultivos periprotésicos con el
mismo germen o fistula en comunicacion con la
articulacion) o tres de los cinco criterios menores
que son: 1) elevacion PCR y VSG, 2) aumento de
leucocitos en liquido sinovial o cambio positivo
en la tira de esterasa leucocitaria, 3) incremento
del porcentaje de neutrofilos polimorfonucleares
en liquido sinovial, 4) analisis histologico positi-
vo del tejido periprotésico, 5) un cultivo positivo.

En los ultimos anos, se ha confirmado la utili-
dad de los biomarcadores tanto séricos como sino-
viales para alcanzar o descartar el diagndstico de
IP3, obteniéndose incluso valores de sensibilidad
del 97% y especificidad del 100% con la medicién
combinada de alfa-defensina de liquido sinovial y
PCR*.

Dado que el tratamiento de un paciente con un
aflojamiento séptico es radicalmente distinto de
uno que no lo sea, el diagnostico preoperatorio es

clave en su manejo, y es por ello que en los ulti-
mos afnos han surgido multitud de herramientas en
laboratorio que vamos a intentar analizar en este
texto.

Examen Clinico

A pesar de los avances, la base del diagnostico
en las infecciones periprotésicas sigue siendo una
historia clinica completa acompanada de una ex-
ploracion adecuada.

La sospecha clinica es tan importante que hay
autores que afirman que toda protesis dolorosa es
una infeccion hasta que no se demuestre lo con-
trario®.

Es esencial que en la entrevista clinica se inte-
rrogue sobre el proceso de cicatrizacion y drenaje
de la herida, asi como el uso de antibidticos posto-
peratorios adicionales.

Del mismo modo, cualquier procedimiento
invasivo en cualquier localizacion con posibili-
dad de diseminacion hematdgena debe tenerse en
cuenta. (p.e intervenciones dentales, etc.)

Ademés, la presencia de factores de riesgo
conocidos para infeccion protésica como son la
obesidad, la artritis, la diabetes, la desnutricion,
el aflojamiento precoz del implante (<5 afios) y la
osteolisis temprana (<5 afios) también hacen mas
probable su diagnostico’.

En cuanto a la sintomatologia, tipicamente,
los pacientes con infeccidon periprotésica precoz
muestran signos inflamatorios con dolor modera-
do que pueden confundirse con los signos propios
del postoperatorio inmediato.

En fase algo mas tardia puede presentarse
como una fistula productiva, pero generalmente
solo refieren dolor persistente y limitacion de la
movilidad. La presencia de fiebre es infrecuente.
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Biomarcadores Séricos

Los biomarcadores sanguineos son méto-
dos alternativos atractivos para el diagnostico de
IP debido su disponibilidad para la obtencion de
muestra y porque evitan una puncion articular in-
discriminada en todos los pacientes con proétesis
dolorosa.

Velocidad de sedimentacion y Proteina
C-Reactiva.

La velocidad de sedimentacion globular
(VSG) y la proteina C-reactiva (PCR) son los
marcadores séricos mas habitualmente utilizados
como cribado y monitorizacion de la infeccion
periprotésica por su bajo coste y presencia en el
panel de determinaciones analiticas de cualquier
hospital.

La guia de practica clinica de la AAOS califi-
c6 de recomendacion fuerte el estudio de la PCR
y VSG en toda protesis dolorosa en el afio 20106,

Valores de VSG >22 mm/h (aunque con ma-
yor validez a partir de 30 mm/h) junto a valores de
PCR >13 mg/L (normal hasta 10 mg/L) sugieren
infeccion, con una tasa de sensibilidad del 93% y
una especificidad del 83%/.

Sin embargo, la agresion quirurgica eleva estos
marcadores a las 48-72 horas de la intervencion y
se normaliza hacia las 3 semanas postoperatorias.

Si ambas pruebas producen resultados nega-
tivos, existe un riesgo bajo de infeccion (es decir,
ofrecen un buen valor predictivo negativo).

Los resultados positivos en ambas pruebas,
por el contrario, no son tan especificos, pero nue-
vamente despiertan la sospecha’. Es decir, no son
lo suficientemente especificos para diagnosticar
la infeccion protésica por si solos dado que pue-
den elevarse debido a una afeccion inflamatoria
subyacente como trastornos autoinmunes, tumo-
res malignos, infecciones concurrentes, o como
ya se ha mencionado, el periodo postoperatorio
temprano.

A pesar de ello y teniendo en cuenta la alta
sensibilidad y bajo coste de VSG y PCR, se reco-
miendan como pruebas de deteccion para IP aun-
que no deban por si solas excluir el diagnostico.
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Interleucina 6

Otro importante marcador sérico es la inter-
leucina-6 (IL-6). La correlacion entre altos niveles
de IL-6 en fluidos corporales y la infeccion bacte-
riana aguda local se conoce desde 19898,

Con valores > 10 pg/mL ofrece una sensibi-
lidad del 100% y una especificidad del 95%. En
el postoperatorio sin infeccion este marcador se
eleva por estimulo de los macréfagos provocando
la liberacion de PCR (por lo que la precede en el
tiempo) pero vuelve a la normalidad a las 48-72
horas de la intervencion, lo cual aporta un valor
afiadido frente a otros marcadores®. Sin embargo,
existen dudas sobre el sesgo de seleccion de los
estudios que realizan esta afirmacion, ya que no
consideraron la influencia del uso previo de anti-
bidticos y las afecciones inflamatorias asociadas
con la IL-6 y otros marcadores inflamatorios’.

Independientemente de lo anterior, actualmente
se considera un marcador vélido y se recomienda
su uso en el cribado de la infeccion protésica; como
se ha mencionado presenta una elevacion y vuelta a
valores normales mas rapidos en comparacion con
PCR o VSG, que generalmente siguen aumentados
hasta tres semanas después de la cirugia, por este
motivo se recomienda su uso para monitorizacion
de la respuesta del paciente al tratamiento.

Procalcitonina

Se trata de una proteina producida por las cé-
lulas neuroendocrinas y las células parafoliculares
del tiroides. El nivel sérico en personas sanas sin
infeccion es extremadamente bajo, indetectable en
analitica rutinaria. Debido a que el nivel de pro-
calcitonina (PCT) en sangre aumenta cuando se
produce una infeccion bacteriana, tiene una alta
precision diagnoéstica para la identificacion de cua-
dros sépticos!?. Sin embargo, el valor real de diag-
nostico para la deteccion de infeccion protésica es
incierto.

Algunos autores indican que la PCT no seria
un biomarcador ideal para el diagnostico de IP an-
tes de la cirugia de revision debido a su baja sen-
sibilidad (0,53)'. Otros autores afirman una alta
sensibilidad (0,88) y especificidad (0,81) que per-
mite diferenciar la infeccion bacteriana de un pro-
ceso inflamatorio'!. En algunos textos se ha men-
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cionado que la precision diagnostica de la PCT en
el liquido sinovial podria ser mejor que la de la
PCT sérica. Parece razonable que la PCT sinovial
sea mas precisa para el diagnostico de infeccion
articular, ya que el foco se encuentra en la articula-
ci6n, aumentando las células inflamatorias en el li-
quido sinovial para producir procalcitonina. Wang
et al 11 informaron que la sensibilidad de la PCT
en el liquido sinovial (0,87) fue significativamente
mayor que la de la PCT sérico (0,35) al discrimi-
nar entre la artritis séptica y la artritis aséptica. El
nivel de PCT en el liquido sinovial tiene el poten-
cial de ser un biomarcador sensible para detectar
IP. Todavia se necesita mas evidencia para confir-
mar el valor real de diagnostico de PCT de liquido
sinovial para la deteccion de infeccion periprotési-
ca ya que el umbral de procalcitonina en pacientes
con infeccion local se solapa significativamente
con su rango normal (baja especificidad). Como
conclusion, no se recomienda su determinacion en
suero ni en liquido sinovial en la actualidad.

Dimero D

La determinacion de dimero D en suero se ha
utilizado tradicionalmente, aunque con un rendi-
miento decepcionante, en el cribado de pacientes
por tromboembolismo venoso. En los ultimos
aflos, ha surgido evidencia para sugerir que es pro-
bable que los niveles de dimero D aumentan en
el contexto de inflamacion sistémica e infeccion,
especialmente articular. Busso y Hamilton'? ex-
plicaron como los niveles de dimero D se elevan
en pacientes con artritis reumatoide. La sinovial
inflamada secreta una gran cantidad de fibrina, y
la degradacion de esta proteina conduce posterior-
mente a una mayor concentracion en suero y liqui-
do sinovial de dimero D. Ribera et al.”* demostra-
ron que la concentracion de dimero D en el liquido
sinovial aumentaba en animales con artritis sép-
tica, respaldando la creencia de que el dimero D
estd involucrado en la mediacion de inflamacion o
infeccion en la articulacion.

El dimero D en suero ha demostrado ser un
importante factor prondstico en pacientes con sep-
sis sistémica. Rodelo et al.’* informaron que los
niveles altos de dimero D se asociaron con un au-
mento de la mortalidad a los 28 dias en pacientes
con sepsis.

Cortes, M.J.; Garcia-Mayorgas, A.D.y Alcantara, T.

Seglin un estudio de cohortes'? el dimero D es
mejor prueba que la VSG y PCR para diferenciar
infeccion protésica de infeccion en otras localiza-
ciones ya que su nivel fue elevado (> 850 ng / dL)
en solo el 12% de los pacientes con infeccion en
otras localizaciones, en comparacion con la VSG,
que era elevada en el 100%, y PCR, que fue eleva-
do en el 84% de los pacientes.

En resumen el dimero-D en suero, es una
prueba econémica y universalmente disponible
que podria tener algin papel en el diagnostico de
la infeccion periprotésica.

Analisis del Liquido Sinovial

La aspiracion de la articulacion es un procedi-
miento que debe practicarse en todo paciente con
sospecha de IP. El cultivo de liquido sinovial es un
método de diagnodstico preciso con una sensibili-
dad y especificidad de 0,72 y 0,95, respectivamen-
te'2. Ademas en ultimos anos, los biomarcadores
de liquido sinovial han recibido una atencion sig-
nificativa por su valor diagndstico, a continuacion
se desarrollaran los de mayor repercusion.

a~defensina

Las a-defensinas son péptidos antimicrobia-
nos que se expresan ampliamente en células epi-
teliales y leucocitos y que son activos contra bac-
terias, hongos y virus, participando en actividades
antimicrobianas, quimiotacticas y reguladoras®.
Se compone de 29-35 aminoacidos, esta altamen-
te concentrada en los neutréfilos y se secreta en
el liquido sinovial como respuesta a la infeccion
articular.

Un metanalisis realizado en 2016 por Kai Xie!?
indicéd que la a-defensina del liquido sinovial po-
dria ser un método valioso para diagnosticar con
alta sensibilidad y especificidad.

Otro metanalisis* indica que la a-defensina
sinovial tiene una sensibilidad (0,92) y especifici-
dad (0,95) para la deteccion de infeccion protésica
en los examenes de laboratorio. Existe bibliogra-
fia reciente en la que se propone combinar los en-
sayos de a-defensina en conjunto con la estima-
cion de los niveles de PCR sinovial con resultados
prometedores, proporcionando una especificidad
mayor que la proporcionada por la a-defensina
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sola*. La combinacion de a-defensina de liquido
sinovial y PCR tuvo una sensibilidad de 0,97 y
una especificidad de 1,00%.

La gran ventaja de este test es que en teoria
no se ve afectado por la administracion previa de
antibioticos y la inflamacion sistémica, aunque sus
valores de corte son atn controvertidos (oscilando
entre 5.20-7.72 mg / L)."

Esterasa leucocitaria

La esterasa leucocitaria se considera el susti-
tuto del recuento de leucocitos en el analisis de
orina, y se ha descrito su uso en el liquido sino-
vial. Utiliza pruebas colorimétricas con la tira de
orina que arroja resultados semicuantitativos in-
terpretados mediante comparacion con los colores
impresos en la etiqueta del producto. El usuario
lee el color de la tira de prueba segtin la inten-
sidad del color obtenido. Parvizi et al mostraron
que cuando se obtiene un resultado positivo claro,
la prueba arroja una sensibilidad del 80% y una
especificidad del 100%". La contrapartida a esta
alta sensibilidad y especificidad es que cuando se
obtiene este valor el liquido sinovial suele tener un
aspecto purulento que no precisa de dicho analisis
para su interpretacion.

Otros investigadores utilizaron un lector auto-
matico para reducir la subjetividad en el analisis
colorimétrico y validaron su limite numérico de
97 con el recuento de leucocitos sinoviales®. Aun-
que la prueba de tira de leucocitos esta sujeta a
la interferencia de la sangre y los desechos en el
liquido sinovial, sigue siendo util para la mayoria
de las muestras porque proporciona un resultado
diagnostico casi inmediato (ya que es necesario
centrifugar el liquido sinovial previamente) y es
relativamente econdémica (cuesta unos 65€ por
100 tiras).

Se trata de una herramienta simple y rentable
para el diagnostico de IP en combinacion con otras
pruebas diagnoésticas, no por si sola.

Interleucina 1

La interleucina 1p (IL-1P) es una citoquina
proinflamatorial 7 sintetizada entre otras células
por macrofagos y monocitos. La IL-1p se produce
en respuesta a microorganismos, otras citoquinas,
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células presentadoras de antigenos y complejos
inmunes; estimula la produccion de proteinas de
fase aguda por el higado; y es un pir6geno impor-
tante. Deirmengian y col. encontraron que sinovial
IL-1p aumentd 258 veces en pacientes con infec-
cién protésica's.

Su sensibilidad oscila entre el 66,7% y el
100% y su especificidad entre el 87% y el 100%"".

Podriamos entonces concluir que se trata de
un marcador prometedor pero sin mucho apoyo
actual en la bibliografia.

Calprotectina sinovial

Se trata de una proteina que estd presente en
el citoplasma de los neutrofilos y es una prueba
que ya se usa de rutina en otras especialidades (por
ejemplo en el estudio de la enfermedad inflamato-
ria intestinal como marcador fecal, o en reumato-
logia como marcador pronéstico y de respuesta al
tratamiento en artritis reumatoide) ' y por ello tie-
ne disponibilidad en los hospitales. Es una opcion
atractiva por su bajo coste (20 euros por muestra)
y la capacidad de obtener un valor numérico.

El Valor Predictivo Positivo para IP en general
fue del 82%, que es menor que cuando se usan
otros biomarcadores disponibles, aunque en pa-
cientes con inflamacién sinovial por otras causas
también pueden presentar niveles elevados de cal-
protectina sinovial. Por lo tanto, debe tenerse en
cuenta cuando se use calprotectina para diagnos-
ticar un IP en un paciente con artritis reumatoide
que este tiene un valor muy limitado'.

En conclusion, presenta una alta especificidad
y valor predictivo negativo, por lo que se podria
utilizar para excluir el diagnostico de infeccion
protésica.

RANK-ligando y osteoprotegerina

Algunos estudios han sugerido la osteopro-
tegerina (OPQ) y el receptor activador del factor
nuclear-ligando (RANK Ligando, RANKL) como
marcadores de osteolisis periprotésica, ya que
estos juegan un papel importante en la resorcion
oOsea y podrian diferenciar un aflojamiento asépti-
co de otro que no lo sea®. En casos de aflojamien-
to aséptico, se ha demostrado que la acumulacion
de restos de desgaste alrededor de la articulacion
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provoca una activacion de los osteoclastos y la
resorcion 6sea. Aunque algunos estudios previos
hablaban de su utilidad, actualmente la bibliogra-
fia no apoya este marcador ya que no se encon-
traron diferencias significativas en los valores me-
dios de RANKL circulante y OPG en IP frente a
aflojamientos asépticos o grupos de control.

Contaje celular

La siguiente prueba de sospecha de infeccion
es el contaje celular en liquido sinovial. Esta prue-
ba es efectiva en el diagnostico de infeccion, aun-
que existen falsos negativos en pacientes con an-
tibioterapia previa. Por ello se aconseja suspender
al menos 10 dias los antibidticos antes de la pun-
cion. En condiciones normales, el liquido sinovial
contiene pocos leucocitos (menos de 1100 células
por mililitro). Traumpz et al (2004)*', consideran
infeccion cuando la aspiracion muestre un nivel de
leucocitos >1700/mm3 o un contaje de neutrofilos
>65%.

Cultivo del liquido sinovial

Ademas del contaje celular, el liquido sinovial
aspirado debe ser analizado para cultivo de gér-
menes y su posible sensibilidad a los antibioticos.
El cultivo de liquido sinovial ha sido considerado
tradicionalmente y sigue siendo el “gold standard”
en el diagndstico de la infeccion periprotésica,
pero en presencia de infeccion cerca del 10% de
los cultivos son negativos?.

Se recomienda que la aspiracion sea realizada
sin antibidticos al menos en los 7-10 dias previos,
asi como no iniciar tratamiento antibiotico empiri-
co hasta el resultado del cultivo, si la situacion del
paciente lo permite. En caso de que las muestras
sean tomadas en el curso de una cirugia abierta,
es recomendable obtenerlos con jeringa en lugar
de con hisopos, obteniendo 3-5 muestras de di-
ferentes sitios. El resultado de al menos 2 culti-
vos positivos para el mismo germen se considera
diagnostico de infeccion. Se trata pues de la inica
determinacion de laboratorio capaz de establecer
el diagndstico por si sola. Si el cultivo de la aspi-
racion preoperatoria fuera negativo se recomienda
repetir la aspiracion en el plazo de 2 semanas, sin
tratamiento antibiotico .

Cortes, M.J.; Garcia-Mayorgas, A.D.y Alcantara, T.

Tincién de gram

La Academia Americana de Cirujanos Ortopé-
dicos (AAOS) no recomiendan el uso de la tincion
de Gram intraoperatoria para descartar una infec-
cion articular periprotésica. En la revision siste-
matica del comité, determinaron que la tincion de
Gram no es una buena prueba de “descarte”. Ade-
mas, en un gran estudio multicéntrico que incluyd
945 artroplastias totales de rodilla de revision, se
encontrd que la tincion de Gram intraoperatoria
tenia solo una sensibilidad del 27% (deficiente)
con una especificidad del 99% 2.

Histopatologia del tejido periprotésico

La utilidad de la histopatologia sigue siendo
controvertida y depende en gran medida de mul-
tiples variables. El problema principal se centra
en la cantidad de neutréfilos por campo de alta
potencia (400 aumentos) y el nimero minimo de
campos que contienen esa concentracion de célu-
las. En este metanalisis, se determin6 que un um-
bral de 10 neutrofilos era un valor valido, lo que
significa que un resultado positivo tiene una alta
probabilidad de infeccion, pero que un resultado
negativo no excluye la infeccion 2. Ademas, cuan-
do analizaron los estudios que utilizan un umbral
mas bajo (5 neutrdfilos por campo), los autores
encontraron una sensibilidad similar, pero una es-
pecificidad menor con una tasa de falsos positivos
mas alta. La Musculoskeletal Infection Society
(MSIS), al establecer la definicion de IP, estable-
ci6 el umbral de 5 neutrdfilos por campo en multi-
ples secciones congeladas como un criterio menor
como parte de la definicion de IP. Las guias AAOS
actualmente recomiendan el uso del estudio ana-
tomopatologico de los tejidos periimplante en la
cirugia de revision de la cadera y la rodilla cuando
no se ha excluido la IP.

Sin embargo, actualmente no hay datos sufi-
cientes para afirmar cual es el umbral mas adecua-
do si 5 o 10 neutréfilos por campo para el diagnos-
tico de IP. Es importante sefialar que la precision
de la evaluacion histologica depende tanto del
cirujano como de los patdlogos. Los cirujanos de-
ben tomar muestras multiples de diversas areas de
la cadera y la rodilla en el momento de la cirugia
de revision, y los patdlogos no deben centrarse en
los PMN encontrados atrapados en el exudado fi-
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brinoso superficial y el endotelio vascular circun-
dante.

Muestras de exudado fistuloso

No tiene validez alguna el resultado de culti-
vos de exudados de herida o fistula, dada la gran
probabilidad de contaminacién por gérmenes
oportunistas o habituales de la piel®.

Pruebas moleculares

El método de reaccidon en cadena de la poli-
merasa (PCR) se utiliza para detectar y amplifi-
car la presencia de material genético bacteriano, a
fin de detectar gérmenes que no hubieran crecido
en cultivos convencionales. Se trata de un méto-
do répido, que ademas no se ve afectado por si el
paciente toma o no antibidticos; sin embargo, se
ha detectado un alto porcentaje de falsos positi-
vos, aunque estos podrian haber sido causados por
cualquier tipo de contaminacidn. Asi, es una téc-
nica que se puede utilizar como un complemento
a los anteriores y cuya utilidad puede aumentar en
el futuro®.

Una de las maneras de obtener el material bac-
teriano de la protesis (con la limitacion de que se
realiza una vez explantada) es la sonicacion. El
biofilm formado sobre la superficie del implan-
te por el germen puede dificultar el crecimiento
e identificacion del patogeno. Asi, la ultrasonica-
cion de la protesis explantada puede utilizarse en
los casos de fuerte sospecha clinica de infeccidon
pero con cultivos negativos. Trampuz et al (2007)
demostraron que los cultivos de las muestras ob-
tenidas de esta forma eran mas sensibles que los
cultivos de tejidos estandar, especialmente en pa-
cientes que habian recibido antibidticos en los 14
dias previos a la cirugia®.

Conclusiones

La infeccion periprotésica es uno de los retos
diagnosticos y terapéuticos para el cirujano orto-
pédico, ya que ninguna prueba aislada tiene sensi-
bilidad ni especificidad idoneas para diagnosticar
una infeccion. Una PCR y VSG elevadas propor-
cionan diagnodstico de sospecha alto. También la
IL-6 es un importante marcador con una sensibi-
lidad y especificidad muy altas. Con respecto al
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analisis del liquido sinovial, a-defensina y esterasa
leucocitaria son las dos pruebas mas ampliamente
reconocidas para su uso actualmente. Igualmente
recomendables son el recuento celular, el cultivo
(herramienta imprescindible), el estudio de cortes,
y las pruebas moleculares.
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