ISSN: 1988-9518 [ ©The Author 2024. Published by Sociedad Espafiola de Quimioterapia. This article is distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution-NonCommercial 4.0 International (CC BY-NC 4.0)(https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/).

Official journal
of the Spanish Society
of Chemotherapy

Original

Revista Espaiiola de Quimioterapia
doi:10.37201/req/040.2024

Ma Luisa Monforte’
Rocio Cebollada’
Mz Jesus Escobar?
Raquel Abad®
Carmen Aspiroz’

Resultado falso negativo en diversas PCR
multiplex y monoplex en un episodio de
bacteriemia por Neisseria meningitidis.
Implicaciones diagnosticas, terapéuticas y
epidemioldgicas

Carlos Il (ISCII).

Article history

'Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Royo Villanova, Zaragoza (HURV).
“Servicio de Hematologia, Hospital Universitario Royo Villanova, Zaragoza (HURV).
*Unidad de Neisseria, Listeria'y Bordetella, Centro Nacional de Microbiologia (CNM), Instituto de Salud

Received: 23 April 2024; Revision Requested: 27 May 2024; Revision Received: 11 June 2024;
Accepted: 21 June 2024; Published: 10 July 2024

Estimado Editor:

La enfermedad meningococica invasiva (EMI) es una im-
portante causa de meningitis y sepsis, especialmente en nifios
y adolescentes [1]. Su agente causal es Neisseria meningitidis.
Generalmente esta causada por los serogrupos A, B, C, W-135
e Y, y solo excepcionalmente por otros. Los meningococos de
otros grupos se encuentran principalmente en portadores sa-
nos, ya que las especies de Neisseria forman parte de la micro-
biota nasofaringea [2].

El diagndstico microbioldgico convencional de las infec-
ciones por N. meningitidis se realiza por cultivo, que es len-
to (24-48 horas). Es conocida su extrema labilidad, y que si-
tuaciones como tratamientos previos con antimicrobianos o
transporte y conservacion inadecuados (es muy sensible al frio)
pueden interferir en su recuperacion [3]. También se dispone
para su diagnostico de técnicas de PCR en tiempo real, con
resultados en pocas horas.

Presentamos el caso de un varon de 84 afos con antece-
dentes de mieloma multiple de reciente diagnostico, en trata-
miento con quimioterapia. A los 15 dias de ingreso en Hema-
tologia el paciente presentd sensacion distérmica y malestar
general. Se le realizo analitica general, en la que llamaba la
atencion la procalcitonina (35 ng/mL) y PCR (proteina C re-
activa) (33 mg/dl). Ante la sospecha de infeccion sistémica se
extrajeron hemocultivos y se administraron antimicrobianos.

Los dos hemocultivos aerobios resultaron positivos a las
28 horas de incubacion. En la tincion de Gram se observaron
diplococos Gram negativo, por lo que se sospechd N. menin-
gitidis. Se realizo un array multiplex (FilmArray®Blood Culture
Identification, Biofire, BioMérieux, France), que resulto nega-
tivo. Se comunico la informacion disponible y la sospecha de
meningococemia al médico responsable. El paciente habia re-

Correspondencia:

Dra. Carmen Aspiroz.

Microbiologia, Hospital Universitario Royo Villanova, Zaragoza
Avda San Gregorio. 50015, Zaragoza.

E-mail: mcaspiroz@salud.aragon.es; caspirozs@gmail.com

cibido meropenem vy, aunque la evolucion era satisfactoria, se
decidio simplificar a ceftriaxona.

La identificacion mediante protedmica confirmd Neisseria
meningitidis dos dias después de su recuperacion en cultivo
(MALDI-TOF se realiza en el hospital de referencia, y esto con-
lleva un retraso diagnostico, evitable si se posee esta dotacion
en el propio hospital).

Ante la extrafeza del resultado negativo por PCR y la con-
firmacion por cultivo de N. meningitidis se procedio a realizar
dos pruebas moleculares mas: 1) Filmarray®panel meningitis/
encefalitis Biofire (BioMérieux, France) y 2) 'VIASURE Haemo-
philus influenzae + Neisseria meningitidis + Streptococcus
pneumoniae Real Time PCR" (Certest Biotec). Ambos resultados
fueron asimismo negativos.

El paciente continud con ceftriaxona (2 g/12 h durante 10
dias) y su evolucion fue favorable. Se enviaron al Centro Nacio-
nal de Microbiologia (CNM) el aislado en placa y una botella de
hemocultivo. La cepa fue sensible a todos los antimicrobianos
testados (penicilina, ceftriaxona, levofloxacino, meropenem vy
rifampicina). La caracterizacion fue: N. meningitidis no agluti-
nable; Genosubtipo VR1:18 VR2:25-14; MLST: ST-823 (CC ST-
198). Aislado no capsulado, presenta el locus cn/ (capsule null).
Mediante secuenciacion genomica se confirmd la ausencia del
locus ctrA'y se detectd la presencia del denominado locus cnl/
(capsule null), region intergénica localizada en el locus capsu-
lar que se encuentra reemplazando los genes cps (capsule gene
complex) dando como resultado un aislado no capsulado.

La PCR realizada en el CNM fue también negativa. Revisa-
das otras técnicas (como STA-Dx ME de QIAGEN) tienen tam-
bién como diana el gen ctrA y/o lo especifican en su informa-
cion técnica que, en el caso de N. meningitidis, solamente se
detectan cepas capsuladas.

Los falsos negativos en la deteccion por PCR de N. me-
ningitidis suelen obedecer a que estas técnicas utilizan como
diana el gen ctrA, que esta ausente en las cepas no capsuladas
[4,5]. ctrA es un gen capsular que se pensaba estaba conser-

Rev Esp Quimioter 2024;37(5): 427-428 427


https://orcid.org/0000-0001-9017-8221
https://orcid.org/0000-0002-8339-0950
https://orcid.org/0000-0002-4386-1375

Ma L. Monforte, et al.

Resultado falso negativo en diversas PCR multiplex y monoplex en un episodio de bacteriemia por Neisseria

meningitidis. Implicaciones diagnosticas, terapéuticas y epidemioldgicas

vado en todas las cepas invasivas de N. meningitidis debido al
papel de la capsula en eludir la muerte bacteriana mediada por
el complemento. Sin embargo, la sensibilidad del gen ctrA en la
identificacion de todos los aislados invasivos de N. meningitidis
no es infalible y ya se han descrito varios casos de enfermedad
invasiva -y a veces mortal- causada por cepas de capsula nula
(cnl) que carecen de ctrA, generalmente en pacientes inmuno-
comprometidos pero también en pacientes sin una inmunode-
ficiencia identificable [6-9].

En cuanto a las técnicas diagnosticas moleculares, N. me-
ningitidis tiene un alto grado de diversidad genomica, lo que
plantea un riesgo adicional para el uso de un solo gen para la
identificacion [5]. Para evitar estos problemas, hay técnicas de
PCR que, ademas del gen ctrA, afaden otras dianas no cap-
sulares [10]. Para evitar estos problemas, se han desarrollado
técnicas de PCR que, ademas del gen ctrA, afaden otras dianas
no capsulares como metA, sodC y tauF [5,10,11].

Los aislados no capsulados en pacientes inmunocompro-
metidos pueden dar lugar a infecciones graves [9,10]. Asi es
en el caso descrito, y hace especialmente relevante conocer
las limitaciones diagnosticas de las PCR para evitar un resul-
tado falso negativo de graves consecuencias, tanto clinicas
(por ausencia de un tratamiento antimicrobiano, fatal para el
paciente) como epidemioldgicas, por no implementar medidas
de aislamiento en el paciente y de profilaxis de sus contactos,
especialmente en un contexto de pacientes fragiles con inmu-
nodepresion.

La generalizacion del diagndstico molecular nos puede
hacer bajar la guardia y dejar de implementar los necesarios
métodos diagndsticos convencionales. Es imprescindible cono-
cer también los problemas o "lagunas” de estas técnicas. Asi,
hay poca informacion acerca de los posibles falsos negativos
en infecciones por N. meningitidis: en meningocemias hay una
casuistica muy limitada, pero ademas de en esta infeccion in-
vasiva, se ha descrito este grave problema de falsos negativos
e incorrecto diagnostico -debido a ctrA como Unica diana- en
otras muestras no invasivas (respiratorias p.ej.) y también en
cepas capsuladas como N. meningitidis de los serogrupos B y
C[4,5,10].
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