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PALABRAS CLAVE Resumen

Infeccion por Introduccion objetivos: La enfermedad meningocdcica invasiva (EMI) constituye un grave pro-
meningococo; blema de salud pUblica. A pesar de que el cultivo es la técnica de referencia para su diagnéstico,
Meningitis por la administracion previa de antibiotico altera su sensibilidad. Los objetivos de este estudio son
meningococo; el analisis epidemiologico de la EMI en nuestro medio, evaluar la utilidad de la reaccion en
Enfermedad cadena de la polimerasa (PCR) para incrementar el diagnostico de confirmacion de la EMI y
meningococica; valorar la asociacion de la administracion de antibiotico con el resultado negativo del cultivo.
Reaccion en cadena Pacientes y métodos: Estudio retrospectivo de los pacientes menores de 16 afios diagnosticados
de la polimerasa de EMI mediante cultivo, PCR o ambos, que ingresaron en nuestro centro en el periodo 2004-

2012.

Resultados: Se incluy6 a 75 pacientes, de los cuales el 52% present6 sepsis, el 30,7% meningitis
y el 17,3% sepsis con meningitis. La PCR fue positiva en todas las muestras de sangre y liquido
cefalorraquideo analizadas, mientras que el cultivo tuvo una positividad muy inferior (50,7%).
Recibieron antibidtico antes de la extraccion de las muestras 40 pacientes (53,3%) y el 40% de
ellos fueron confirmados por la PCR.

Conclusiones: Gracias a la PCR se obtuvo un diagndstico de confirmacion de EMI en el 38,7% de
los casos y del serogrupo, hecho relevante para la vigilancia epidemioldgica y el estudio de la
efectividad vacunal.
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Abstract

Introduction and objectives and aims: Invasive meningococcal disease (IMD) remains a serious
public health problem. Although culture is the gold standard, previous antibiotic therapy redu-
ces its sensibility. The aim of this study is the epidemiological analysis of IMD in our area, to
assess the usefulness of polymerase chain reaction (PCR) to increase its diagnostic accuracy,and
to show the association of antibiotic administration with the negative result of the culture.
Patients and methods: A retrospective study was conducted on all children younger than
16 years with microbiologically (positive culture and/or PCR) confirmed IMD, admitted to our
hospital between 2004-2012.

Results: Seventy-five patients were included, of whom 52% had sepsis, 30.7% meningitis, and
17.3% with both of them. PCR was positive in all samples, whereas a positive was seen 50.7%
of the cultures. Previously administered antibiotic was documented in 40 patients (53.3%), and
40% of them were confirmed by PCR only.

Conclusions: PCR was the only test providing evidence for IMD diagnosis and serogroup deter-
mination in almost 39% of cases.

© 2013 Asociacion Espanola de Pediatria. Published by Elsevier Espaia, S.L.U. All rights

reserved.

Introduccion

La enfermedad meningocdcica invasiva (EMI) constituye un
grave problema de salud publica en todo el mundo, con
un gran impacto social y una alta tasa de morbimortalidad
en todos los grupos de edad. A pesar de los avances en
el conocimiento de la enfermedad, su diagndstico y su
tratamiento, y de la aplicacion de nuevas estrategias de pre-
vencion, la EMI es endémica en muchos paises del mundo,
incluso en los mas desarrollados, con tasas de ataque entre
1y 5 por 100.000 habitantes’.

En Espaia, segun los datos del Sistema Nacional de Vigi-
lancia Epidemiologica para el periodo comprendido entre
2004 y 2011, se observa una tasa de incidencia global de EMI
de 0,92 a 1,67 casos por 100.000 habitantes’“. En el nifo,
la mayor incidencia ocurre en los menores de un ano, con
tasas de 13 casos por 100.000 en la temporada 2009-2010°.
Los serogrupos B y C han sido los causantes de mas del 90%
de los casos de EMI en nuestro medio?>°. La introduccion de
la vacuna antimeningocoécica C conjugada, en el aio 2001,
ha reducido la incidencia de la EMI por este serogrupo hasta
un 88%°, a pesar de lo cual continta siendo una enferme-
dad grave por las secuelas (11-19%)>° y la mortalidad que
produce (5-14%)"'3.

La confirmacion diagnéstica de la EMI se realiza
demostrando la presencia de Neisseria meningitidis (N.
meningitidis) en sangre o liquido cefalorraquideo (LCR), o en
ambos, mediante cultivo o deteccion del acido desoxirribo-
nucleico (ADN) bacteriano®’, o por las 2 técnicas. El cultivo
continla siendo el método de referencia para el diagndstico
microbiolédgico y, ademas, permite la realizacién de prue-
bas de sensibilidad a los antimicrobianos y de estudios de
tipificacion de la cepa aislada. Sin embargo, no esta exento
de limitaciones, entre las que destaca su baja rentabilidad
cuando las muestras provienen de enfermos que han recibido
tratamiento antibidtico previo®>®!'.

A pesar de la realizacion del cultivo, los casos declara-
dos de EMI sin confirmacion microbioldgica representan un

porcentaje importante, lo cual limita el analisis de la evo-
lucion epidemiologica y del impacto de las vacunaciones.

La introduccion de las técnicas de deteccion de
ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, polymerase chain reaction) ha supuesto un avance
en el diagndstico de confirmacion y diversos estudios
y guias de practica clinica recomiendan su realizacion
sistematica>® 1274,

Los objetivos de este estudio son el analisis epidemiolo-
gico de la EMI en nuestro medio, evaluar la utilidad de la PCR
para el diagnostico de la EMI y correlacionar la negatividad
de los cultivos en los casos confirmados con la administracion
previa de antibidtico.

Pacientes y métodos

Se realiz6 un analisis retrospectivo de las historias clinicas
de los pacientes menores de 16 anos con diagnastico clinico
de EMI, confirmado por cultivo, PCR o ambos métodos, que
ingresaron en el Hospital Universitari Vall d’Hebron en el
periodo comprendido entre enero del 2004 y diciembre del
2012. Todos los casos se seleccionaron a partir de los regis-
tros de resultados de los cultivos y de la PCR del Servicio de
Microbiologia.

Los datos recogidos incluyeron variables demograficas,
clinicas y de laboratorio; ademas, se documento6 si hubo
administracion de antibiotico previa a la extraccion de la
muestra.

Se obtuvieron muestras de sangre, LCR o ambas de
los pacientes para la realizacion de cultivo y PCR (las 2 técni-
cas realizadas con la misma muestra), que fueron procesadas
y analizadas en los laboratorios de diagndstico molecu-
lar, de hemocultivos y de cultivos generales del Servicio
de Microbiologia. Para la PCR se analizaron las muestras
de mas de 100 pul. Se extrajeron los acidos nucleicos de
las muestras mediante el sistema automatizado EasyMag®
(bioMérieux, Marcy, UEtoile, Francia) y posteriormente se
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Tabla 1 Caracteristicas demograficas y clinicas de los 75 pacientes con enfermedad meningococica invasiva

Edad media 3,1 anos Cuadro clinico

Menores de un ano 21 (28%) Sepsis 39 (52%)

Sexo Meningitis 23 (30,7%)
Hombre 46 (61,3%) Sepsis con meningitis 13 (17,3%)
Mujer 29 (38,7%) Estancia media hospitalaria 10,9 dias

Serogrupos Ingreso en UCI 56 (74,7%)
B 66 (88%) Mortalidad 4 (5,3%)
C 3 (4%) Secuelas
Y 1(1,3%) Sordera 6 (8%)
No serogrupable 5 (6,7%) Otras 2 (2,7%)

Vacunacion incompleta Déficit complemento (C5) 1(1,3%)

frente a serogrupo C 3 (4%)

C5: fraccion C5 del complemento; UCI: unidad de cuidados intensivos.

amplificaron mediante PCR multiplex para N. meningiti-
dis (region ctrA, capsular transport gene), Haemophilus
influenzae serogrupo b (bexA, capsulation gene) y Strepto-
coccus pneumoniae (ply, pneumolysin gene) con sondas fluo-
rescentes tipo TagMan® en un termociclador Smartcycler®
(Cepheid, Sunnyvale, EE. UU.)". Para determinar el sero-
grupo de N. meningitidis se aglutin6 la muestra con antisue-
ros especificos, en los casos en que se de disponia de la cepa;
en el resto, se determind mediante PCR segln la descripcion
de Mélling et al."®. Para la realizacion del hemocultivo, se
utilizé la botella pediatrica con el sistema BacT/ALERT® 3D
(Biomérieux, Marcy, U’Etoile, Francia). Para la realizacion
del cultivo del LCR, se centrifugd la muestra a 1.500 rpm
durante 15 min, y el sedimento se inoculé en una pl-
aca con agar sangre y en medio de enriquecimiento LAN.

Se realizé un analisis descriptivo de la muestra para la
deteccion de valores extremos o erroneos y, a continua-
cion, se describieron las variables mediante el calculo de
frecuencias y sus correspondientes proporciones en el caso
de variables discretas, y mediante las medias (0 media-
nas) con sus desviaciones estandar (o rango intercuartilico)
para las variables continuas. Se utilizo el test de la ji al
cuadrado para valorar la significacion estadistica de la aso-
ciacion entre la administracion de antibiotico previa a la
obtencion de las muestras y el resultado negativo de los cul-
tivos. Se consider6 como punto de corte para la significacion
estadistica una p < 0,05. El andlisis estadistico se llevo a cabo
con el paquete SPSS® version 20.0 (SPSS, Chicago, EE. UU.).

Para la realizacion del estudio se obtuvo la aprobacion
del comité ético del hospital.

Resultados

Entre enero del 2004 y diciembre del 2012, ingresaron en
nuestro centro 75 pacientes con diagnostico clinico de EMI
confirmado mediante cultivo, PCR o ambos. La distribucion
de los casos en los 9 anos del estudio fue homogénea, a
excepcion de un aumento de la incidencia en los afios 2009
y 2010 (29/75, 38,7%) (fig. 1). En la tabla 1 se resumen los
datos demograficos y clinicos mas relevantes de los pacien-
tes.

Los datos microbioldgicos se recogen en la tabla 2. En
8 de los 36 pacientes con el diagndstico clinico de menin-
gitis (23 con meningitis y 13 con sepsis con meningitis), la

confirmacion fue solo mediante cultivo, ya que no se realizd
el estudio molecular. En los 28 pacientes restantes se pudo
estudiar el LCR mediante cultivo y PCR. La PCR fue posi-
tiva en el 100% de los casos y el cultivo en el 50%, es decir,
el diagnostico se obtuvo mediante PCR en la mitad de los
pacientes (14 casos).

En 5 de los 52 pacientes con el diagndstico de sepsis (39
con sepsis y 13 con sepsis con meningitis), la confirmacion
fue solo mediante cultivo, ya que no se realizd el estudio
molecular. En los 47 pacientes restantes se pudo realizar
cultivo y PCR. La PCR fue positiva en el 100% de los casos
y el cultivo en el 51,1%, es decir, el diagnostico se obtuvo
mediante PCR en el 48,9% de los pacientes (23 casos).

El serogrupo de meningococo pudo determinarse en el
88,6% de las muestras (78/88). La PCR permitio conocerlo
en el 81,6% (31/38) de las muestras: el 95,8% de las de
sangre periférica (22 By un C) y el 57,1% de las de LCR
(8 B) (tabla 3).

Un 53,3% de los pacientes (40/75) habian recibido alguna
dosis de antibidtico antes de la extraccion de las muestras,
y de ellos el 40% (16) solo pudo ser diagnosticado por PCR.
No se hallo significacion estadistica en el calculo de la aso-
ciacion entre la administracion previa de antibiotico y la
negatividad de los cultivos (p=0,53).

Discusion

La EMI presenta formas clinicas de gravedad variable, como
sepsis y meningitis. La progresion clinica puede ser rapida
y los casos fulminantes cursan con purpura, coagulacion
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Figura 1  Distribucion anual y por serogrupos de los 75 casos
de enfermedad meningococica invasiva.
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Tabla 2 Caracteristicas microbioldgicas de los 75 pacientes con enfermedad meningocdcica invasiva

Muestras incluidas?®

Muestras excluidas

N total = 88 LCR (N=28)

Sangre (N=47) LCR (N=8) Sangre (N=5)

Diagndstico confirmado por PCR 14/28 (50%)
Diagnostico confirmado por cultivo y PCR 14/28 (50%)
Diagnéstico confirmado por cultivo® =

23/47 (48,9%) - -
24/47 (51,1%) - -
- 8/36 (22,2%) 5/52 (9,6%)

LCR: liquido cefalorraquideo; N: nimero de muestras; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

@ Muestras con cultivo y PCR realizadas simultaneamente.
b PCR no realizada y muestra insuficiente para PCR.

intravascular diseminada, shock y coma, muchas veces
a pesar de un diagndstico y un tratamiento precoces y
apropiados’>.

Los resultados clinicos y microbiologicos obtenidos en
nuestra serie coinciden con lo descrito en la literatura, con
un predominio de la incidencia de la enfermedad en los
menores de un ano, el serogrupo B como el mas frecuente, y
una tasa de secuelas asociadas y un porcentaje de letalidad
importantes?.

El desarrollo de técnicas moleculares ha supuesto un
avance en el diagnostico microbioldgico de la EMI. Estos
métodos se utilizan cada vez mas en los centros de referen-
cia y tienen una serie de ventajas con respecto al cultivo:
son mas sensibles, especificos y rapidos, y su capacidad
de deteccion no se ve afectada por la administracion pre-
via de antibiotico®®'°-"2; sin embargo, no estan exentos de
inconvenientes, como el alto coste y la necesidad de perso-
nal cualificado para llevarlos a cabo®® '3, Los Ultimos datos
publicados en el informe de la European Invasive Bacterial
Diseases Surveillance Network'’” de la temporada 2008-2009
muestran que, a pesar de que el cultivo sigue siendo la téc-
nica de referencia para el diagnostico de EMI (47,9% en 2008
y 44,7% en 2009), la proporcion de casos confirmados solo
por PCR es de un 25%, y aln mayor es en paises como Gre-
cia (42,7%), Reino Unido (51,6%) e Irlanda (58,3%). Ademas,
recientemente, el Ministerio de Sanidad ha publicado una
guia de practica clinica para el tratamiento de la EMI en
la cual se recomienda la utilizacién sistematica de la PCR
en el diagnostico, aunque la técnica de referencia continta
siendo el cultivo®'3. Esta guia, tras analizar la literatura,
afirma que el incremento de casos de EMI con diagnostico
confirmado por PCR oscila entre el 30 y el 40%°. La intro-
duccion de la PCR multiplex en nuestro medio ha permitido
el diagnostico del 38,7% de los casos de EMI que no hubieran

Tabla 3

podido confirmarse, porcentaje similar al hallado en otros
estudios™'. Ademas, gracias a la PCR se ha podido conocer
el serogrupo del 81,6% de aquellas muestras en que no dis-
ponia de la cepa de N. meningitidis, hecho relevante para
la vigilancia epidemiologica y el estudio de la efectividad
vacunal.

Son diversos los trabajos que han evaluado la sensibili-
dad de la PCR en comparacién con el cultivo>® %1213 |as
guias del National Institute for Health and Care Excellence
de Reino Unido" incluyen 4 estudios sobre la PCR que ava-
lan su utilizacion sistematica. Los resultados muestran que
tiene una sensibilidad del 87 al 88%, mientras que la del cul-
tivo oscila entre el 17 y el 58%. Otro estudio incluido en la
guia de practica clinica del Ministerio de Sanidad® evalua el
uso de la PCR en muestras de LCR para el diagnostico de con-
firmacion de EMI y encuentra una sensibilidad para la PCR
del 92% y para el cultivo del 64%.

En nuestro estudio, en los pacientes en que se pudo com-
parar el resultado de ambas pruebas diagnosticas, la PCR fue
positiva en el 100% de las muestras analizadas, mientras que
el cultivo tuvo una positividad muy inferior (50,7%), lo
que confirma la mayor sensibilidad de la PCR en comparacion
con el método de referencia. Hay que sefalar que nuestro
estudio no fue disefado para el calculo de la sensibilidad o el
valor predictivo de las 2 técnicas microbioldgicas, y que en el
mismo no se han podido analizar los resultados de muestras
por su escaso volumen recogido.

Ademas, otra importante limitacion de nuestro trabajo es
que la seleccion de la muestra parte de casos con diagnostico
de EMI ya confirmado microbiolégicamente, y no incluye los
casos sospechosos.

La asociacion entre la negatividad de los cultivos y la
administracion de antibidtico previa a la recogida de las
muestras es bien conocida®® 193 aunque en nuestro estudio

Distribucion por serogrupos de las muestras de LCR y sangre periférica

Total muestras (88) Cepa disponible

Cepa no disponible®

LCR (N=22) Sangre (N=28) LCR (N=14) Sangre (N=24)
Serogrupo
B 20 24 8 22
C - 2 - 1
Y 1 - -
No serogrupable 2 1 1

LCR: liquido cefalorraquideo.

a El serogrupo de las cepas no disponibles se establecio por reaccion en cadena de la polimerasa.



Reaccion en cadena de la polimerasa y enfermedad meningococica 143

no ha tenido significacion estadistica probablemente debido
al bajo tamano muestral.

La introduccion de técnicas moleculares microbioldgicas
ha supuesto un avance importante en el diagndstico de la
EMI, con un importante aumento de los casos confirmados.
La PCR, a pesar de su alta sensibilidad y de las otras ven-
tajas ya comentadas, no puede sustituir al cultivo como
técnica de referencia. La recomendacion de la realizacion
simultanea de las 2 pruebas se basa en que ambas apor-
tan beneficios destacables, como son la mayor sensibilidad
gracias a la disminucion de los falsos negativos y la deter-
minacion del serogrupo; ademas, la posibilidad de realizar
un estudio de la resistencia antibidtica y la tipificacion solo
puede considerarse en las cepas aisladas en el cultivo.
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