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Culture-negative meningococcal meningitis —
more frequent than expected?

Summary:

We present two patients with clinical signs of bacterial meningitis but nega-
tive blood and cerebrospinal fluid cultures. Broad-range PCR of cerebrospinal
fluid combined with sequence analysis proved positive for Neisseria menin-
gitidis in both cases. Culture-negative invasive meningococcal disease is an
emergent and relevant problem due to increased use of antibiotics in the com-
munity and the substantial morbidity and mortality associated with this dis-
ease. Correct characterisation of the pathogen responsible is not only advan-
tageous for the individual patient but also has epidemiological implications.
We discuss the possible reasons for negative culture results and, in particu-
lar, describe features of selected PCR methods which have proven to be of value
in the detection of culture-negative meningococcal disease.

Fallbericht 1

Mitte Februar 2002 kam eine 35jidhrige Frau
wegen Fiebers mit Kopf- und Gliederschmerzen
zu uns in die Notfallstation. Zwei Tage zuvor
waren bei ihr nach dem Besuch einer o6ffent-
lichen Veranstaltung trockener Reizhusten, My-
algien, Arthralgien und Fieber bis 40 °C auf-
getreten. Im Anschluss an eine Konsultation des
Notfallarztes hatte die Patientin am Vorabend
der Spitalzuweisung ein Antipyretikum und eine
Tablette Azithromycin (Zithromax® 250 mg) ein-
genommen. Am folgenden Morgen stellten sich
bei riickldufigem Fieber zusédtzlich frontalbe-
tonte Kopfschmerzen und rotlich-blduliche Efflo-
reszenzen an den Fingerspitzen ein.

Im Eintrittsstatus war die Patientin afebril
(36,7 °C), leicht schléfrig, allseits orientiert und
befand sich in reduziertem Allgemein- sowie
gutem Erndhrungszustand. Inspektorisch fan-
den sich multiple petechiale Blutungen (Finger-
kuppen, volare Handgelenkfldchen, Fussriicken
Ellbogen und Geséss). Kardiopulmonal war die
Patientin kompensiert (Blutdruck: 113/74 mm
Hg; Puls: 98/min rhythmisch; Sauerstoffsitti-
gung bei Raumluft: 98%). Die Herz- und Lungen-
auskultation sowie die Abdomenuntersuchung
fielen normal aus. Im Neurostatus zeigte sich
eine leichte, endgradige Nackensteifigkeit, wobei
Sensomotorik und Reflexstatus normal waren.
Unter dem klinisch suggestiven Bild einer bakte-
riellen Meningitis erfolgte, nach Entnahme von
einem Paar Blutkulturen, eine sofortige empiri-
sche Therapie mit 2 x 2 g Ceftriaxon (Rocephin®)

i.v. Die anschliessend veranlasste Schédel-CT
war unauffillig, so dass eine Stunde nach be-
gonnener antibiotischer Therapie eine Lumbal-
punktion durchgefiihrt werden konnte.

Im Blutbild fanden sich Entzindungszeichen mit
deutlich erhohtem CRP (303 mg/L), einer Leuko-
zytose (24,9 x 10°/L), einer Neutrophilie (86%)
sowie einer Linksverschiebung (44%). Himoglo-
bin, Thrombozyten, Quick, Elektrolyte, Kreatinin
und Transaminasen lagen im Normalbereich.
Die Befunde der Liquoruntersuchung waren, bei
einem normalen Eréffnungsdruck von 15 cm
H:0, mit einer unspezifischen Meningitis verein-
bar: méssig erhohte Zellzahl (169/ul) mit vorwie-
gend polynukledren Zellen, leicht erhéhtes Ge-
samteiweiss (1,5 G/L) und Laktat (4,48 mmol/L),
normale Glukose (3,24 mmol/L). Mikroskopisch
und im Direktprdparat des Liquors waren weder
Bakterien noch siaurefeste Stdbchen noch Spross-
pilze festzustellen. Bei klinisch suggestivem Bild
einer Meningokokkenmeningitis fielen sowohl
die Blut- als auch die Liquorkulturen in der Folge
negativ aus, so dass zur Bestédtigung der Ver-
dachtsdiagnose eine bakterielle Breitspektrum-
PCR veranlasst wurde. Das Resultat im Blut fiel
negativ aus. Im Liquor hingegen konnte nach
einem Datenbankvergleich der amplifizierten
DNA Neisseria meningitidis nachgewiesen wer-
den. Der weitere Krankheitsverlauf der Patientin
gestaltete sich in der Zwischenzeit problemlos.
Sie konnte nach einer Woche antibiotischer Be-
handlung in gutem Allgemeinzustand wieder
nach Hause entlassen werden.

Fallbericht 2

Anfang Oktober 2002 wurde uns eine 21jahrige
Zahnarztgehilfin mit {iber zwei Tagen pro-
gredienten, frontalbetonten Kopf- und Nacken-
schmerzen und Fieber zugewiesen. Bis zur
Spitaleinweisung hatte sie keine Antibiotika ein-
genommen. Im Eintrittsstatus war die Patientin
febril (39,6 °C), wach, allseits orientiert, jedoch
psychomotorisch verlangsamt und in reduzier-
tem Allgemein- sowie «schlankem» Erndhrungs-
zustand. Inspektorisch zeigte sich ein normales
Integumentum, insbesondere ohne Nachweis
von petechialen Blutungen. Kardiopulmonal war
die Patientin kompensiert (Blutdruck: 130/70
mm Hg; Puls: 119/min rhythmisch, Sauerstoff-
sittigung bei Raumluft: 99%). Die Herz-, Lungen-
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und Abdomenuntersuchung waren unauffillig.
Im Neurostatus liess sich ein deutlicher Menin-
gismus ohne fokal-neurologische Ausfille bei
normalem Reflexstatus feststellen. Bei klini-
schem Verdacht auf eine bakterielle Meningitis
wurde nach Entnahme von Blutkulturen eine
sofortige, empirische Therapie mit 2x 2 g Cef-
triaxon (Rocephin®) i.v. begonnen. Nach Aus-
schluss einer intrakraniellen Pathologie mittels
Schadel-CT erfolgte eine Lumbalpunktion.

Im Blutbild waren deutliche Entziindungszeichen
mit einem CRP von 162 mg/L, einer Leukozytose
(15,9 x 10%/1.), einer Neutrophilie und einer Links-
verschiebung sichtbar. Himoglobin, Thrombozy-
ten, Quick, Elektrolyte, Kreatinin und Transami-
nasen lagen im Normalbereich. Der Liquorbefund
war mit einer bakteriellen Meningitis vereinbar:
erhohte Zellzahl (1870/pl) mit vorwiegend poly-
nukledren Zellen, deutlich erhohtes Gesamt-
eiweiss (4 G/L) und Laktat (9,9 mmol/L) sowie ein
deutlich zu tiefer Glukosespiegel (0,2 mmol/L). In
der mikroskopischen Untersuchung und im
Direktpréiparat des Liquors wurden keine Mikro-
organismen gefunden, die Blut- und Liquorkul-
turen waren erneut negativ, und mittels Breit-
spektrum-PCR des Liquors konnte nach Daten-
bankvergleich der amplifizierten DNA wiederum
Neisseria meningitidis nachgewiesen werden.
Unter der eingeleiteten Therapie gestaltete sich
der weitere Verlauf problemlos, und die klinischen
und laborchemischen Entziindungszeichen regre-
dierten innerhalb von 48 Stunden.

Kommentar

Neisseriae meningitidis sind gramnegative,
aerobe oder fakultativ-anaerobe Diplokokken von
0,7 bis 7 pm Durchmesser, die nach spezifischen
kapsuldren Polysacchariden in 8 humanpatho-
gene Serogruppen (A, B, C, X, Y, Z, W-135 und L)
eingeteilt werden. Eine positive Kultur aus nor-
malerweise sterilen Medien wie Liquor und Blut
gilt als direkter Nachweis des Erregers. Sie be-
weist eine invasive Meningokokkenerkrankung
(IM) und stellt den diagnostischen Goldstandard
dar. Von einem wahrscheinlichen Fall einer IM
wird gemiss Definition des «BAG-Bulletins»
dann gesprochen, wenn eine polynukledre Me-
ningitis mit Purpura, ein Waterhouse-Friderich-
sen-Syndrom oder bei suggestiver Klinik ein
indirekter Erregernachweis (Gram-Féarbung,
Immunagglutination oder PCR) vorliegt. In der
Schweiz wurden vom Juli 1998 bis Juni 2002
jahrlich zwischen 132 bis 188 Fille gemeldet
(Inzidenzrate: 1,8-2,6 auf 100000 Einwohner
pro Jahr). Der Anteil wahrscheinlicher und somit
kulturnegativer Féille stieg in diesem Zeitraum
von 13 auf 19% an [1].

Die IM ist gliicklicherweise eine seltene, aber
schwerwiegende Infektionskrankheit, die aus-
serhalb der Fachpresse besondere Aufmerksam-
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keit geniesst. Aufgrund der hohen Morbiditét
und Mortalitét (letztere schwankt in der Schweiz
zwischen 7 bis 10%) sowie ihrer Kontagiositit
nimmt diese Erkrankung medizinisch-epidemio-
logisch einen besonderen Stellenwert ein. Eine
unverziigliche Diagnostik und Therapie sowie
eine gezielte Umgebungsprophylaxe bilden die
grundlegenden Voraussetzungen, um den Verlauf
gilinstig beeinflussen bzw. eine weitere Ausbrei-
tung verhindern zu kénnen. Das kulturnegative
Auftreten der IM und die damit verbundene
diagnostische Unsicherheit stellt damit nicht nur
aus klinischer, sondern auch aus epidemiologi-
scher Sicht ein relevantes Problem dar.

Wegen der hohen Empfindlichkeit der Neisseria
meningitidis auf chemische und physikalische
Reize ist der mikrobiologische Nachweis nicht
einfach. Bei Patienten mit IM fallen lediglich die
Halfte der Blutkulturen positiv aus. Die mikro-
skopische Liquoruntersuchung mit anschlies-
sender Kultur ist hingegen in 80 bis 90% der
Félle positiv [2]. Wie im obgenannten «BAG-Bul-
letin» erwédhnt, ist bei regredienter Gesamt-
inzidenz der IM die Anzahl der kulturnegativen
Fille seit 1998 progredient. Dies diirfte auf den
zunehmenden Einsatz von Antibiotika im am-
bulanten Bereich zuriickzufithren sein. Aus frii-
heren Studien ist bekannt, dass bei Patienten
mit IM und antibiotischer Vorbehandlung mit
Penicillinen der Anteil an positiven Blutkulturen
von 50 auf 5% fillt. Gleichzeitig verringert sich
auch die Chance auf positive Liquorkulturen [2].
Eine korrekte pradanalytische Handhabung der
Proben (Entnahmetechnik, Transport, Behélter,
Lagerung, Wahl des Kulturmediums und der Kul-
turbedingungen) ist die notwendige Bedingung
dafiir, dass die empfindlichen Meningokokken in
den Kulturmedien wachsen kénnen [3]. Das Kan-
tonsspital Zug richtet sich beim Management der
akuten bakteriellen Meningitis nach den fiir die
Schweiz geltenden Richtlinien [4]. Das Blut fiir
die aeroben und anaeroben Kulturen wird in
den liblichen Behéltern mit BHI-N&hrmedien ab-
genommen. Der Liquor hingegen wird zentrifu-
giert und sofort auf drei verschiedene Medien
(5% Schafsblut, angereicherte Schokolade und
Thioglycolat Anreicherungsmedium) angesetzt.
Sdmtliche Medien werden bei 37 °C kultiviert
und spétestens nach 48 Stunden fiir die weitere
Auswertung in ein Zentrallabor versandt.

Ein weiterer Grund, der zu negativen Kulturen
fithren kann, ist die fluktuierende Intensitit der
Bakteridmie. Dabei kann die Bakteriendichte
unter 10 cfu/ml sinken, so dass zum Zeitpunkt
der Blut- oder Liquorentnahme die Nachweis-
barkeitsgrenze der Kultivierbarkeit unterschrit-
ten ist [3].

Bisher liessen sich in der Diagnostik der kultur-
negativen IM keine zusétzlichen Tests mit aus-
reichender Sensitivitdt und Spezifitit finden, die
sich in der Klinik durchzusetzen vermocht hét-
ten [3]. Seit der Einfithrung der Polymerase-
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Kettenreaktion (PCR) eroffnen sich nun unge-
ahnte Moglichkeiten, die dtiologische Diagnostik
der bakteriellen Meningitiden zu erweitern. Aus
molekularbiologischer Sicht kann grundsétzlich
zwischen universellen Breitband- und spezies-
spezifischen PCR-Nachweismethoden unterschie-
den werden. Erstere werden zum allgemeinen
und letztere zum speziesspezifischen Nachweis
von bakteriellen Genomen eingesetzt. Auch kom-
binierte Methoden mit initialer Breitband- und
anschliessender speziesspezifischer PCR (soge-
nannte «seminested PCR») oder Sequenzana-
lysen werden verwendet. Die Anzahl kleinerer
Pilotstudien, in welchen der klinische Nutzen
verschiedener PCR-Methoden in der Diagnostik
der bakteriellen Meningitis evaluiert wird,
nimmt von Jahr zu Jahr zu.

In Tabelle 1 & findet sich eine Auswahl der bis
2003 publizierten Arbeiten. Grundsétzlich ist zu
erwidhnen, dass Vergleiche wegen der Unter-
schiede hinsichtlich des Studiendesigns und der
PCR-Methodik mit Vorsicht zu geniessen sind.
Aufgrund der aufgefiihrten Testeigenschaften
zeichnet sich jedoch die Tendenz ab, dass eine
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universelle Breitband-PCR des Liquors wahr-
scheinlich gut geeignet sein konnte, um eine
bakterielle Meningitis moglichst rasch auszu-
schliessen. Die hochste Evidenz fiir diese An-
nahme liefert die Studie von Saravolatz et al. [5],
in der mittels einer universellen PCR-Methode
ein negativer Vorhersagewert von 100% nach-
gewiesen werden konnte. Zudem lédsst sich fest-
stellen, dass kombinierte PCR-Methoden (initial
Breitband-PCR mit anschliessender speziesspe-
zifischer PCR oder Sequenzanalyse) im Nachweis
der Meningokokken besser abschneiden als
die direkten speziesspezifischen Verfahren. Die
Erklarung dafiir diirfte wohl darin zu suchen
sein, dass mit speziesspezifischen PCR-Metho-
den die verschiedenen Meningokokken-Sero-
gruppen sehr wahrscheinlich mit unterschied-
licher Empfindlichkeit erfasst werden und so
an Sensitivitit verlieren [8, 9]. Die kombinierte
PCR-Methode von Kotilainen et al. [6] erreichte
im Nachweis von Meningokokken eine Sensitivi-
tdt und Spezifitdt von jeweils 100%. Eine dhnli-
che Breitband-PCR-Technik mit anschliessender
Sequenzanalyse wurde auch von unserem Refe-

Tabelle 1. Auswahl von PCR-Methoden zum Nachweis bakterieller Meningitiden.

Studie Methode

Testeigenschaften

Liquor-PCR
Breitband-PCR

Saravolatz et al. [5]

universelle Primers fir hochkonservierte Region
(16S-rRNA-Gene); n = 70 (74 Liquorproben)

Sens*: 100% (95%-KI**: 81,6-100%)
Spez***: 98,2% (95%-Kl: 90,7-99,7%)
PVW+: 94,4% (95%-KI: 74,2-99,7%)
NVW+*: 100% (95%-KI: 93,6-100%)
NG**+: 3,25 cfu/ml

kombinierte PCR

Kotilainen et al. [6]

universelle Primers fir hochkonservierte Region
(16S-/23S-rRNA-Gene) mit anschliessender
Datenbank-Sequenzanalyse (16S-/23S-rRNA)

n = 46 (56 Liquorproben)

a) universell:
Sens: 83% (95%-KI: keine Angaben)
Spez: 100% (95%-KI: keine Angaben)

b) meningokokkenspezifisch:
Sens: 100% (95%-KI: keine Angaben)
Spez: 100% (95%-KI: keine Angaben)
NG: 500 Genome (5 pg DNA)

Radstrom et al. [8]

kombinierte, initial universelle (hochkonservierte
Regionen der 16S-rRNA) und anschliessende
spezies-spezifische Primers (variable Regionen
der 16S-rRNA) n = 304

universell:

Sens: 94% (95%-Kl: keine Angaben)
Spez: 96% (95%-KI: keine Angaben)
NG: 3 x 102 cfu/ml

speziesspezifische PCR

Ni et al. [9]

speziesspezifische Primers (IS 1106); n = 54

Sens: 91% (95%-KI: keine Angaben)
Spez: 91% (95%-KI: keine Angaben)
NG: 10 Zellen (30 fg DNA)

Blut-PCR

Newcombe et al. [10]

speziesspezifische kombinierte PCR-DIG-ELISA
a)n=79;b)n=281

a) Serum:
Sens: 89% (95%-Kl: 65-100%)
Spez: 100% (95%-KI: 83-100%)

b) Buffy coat

Sens: 100% (95%-KI: 87-100%)
Spez: 100% (95%-KI: 87-100%)
NG: 30-45 cfu/ml

* Sensitivitat; ** Konfidenzintervall; *** Spezifitat.

* positiver Vorhersagewert; ** negativer Vorhersagewert; *** Nachweisgrenze.
" Nachweis von verschiedenen Bakterienspezies (Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae und Streptokokken).

2 Leukozytenschicht des zentrifugierten Blutes.
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renzlabor (Institut fiir medizinische und moleku-
lare Diagnostik AG, Ziirich) fiir die obgenannten
zwei Fallberichte verwendet [7]. Die Nachweis-
barkeitsgrenze schwankt bei den in Tabelle 1
aufgefithrten PCR-Methoden zwischen 10 und
500 Genomen/ml bzw. zwischen 3,25 und 300
cfu/ml

Da eine Lumbalpunktion gelegentlich wegen
technischer Schwierigkeiten nicht die erforder-
liche Menge an Liquor fordern kann oder bei
erhohtem intrakraniellem Druck sogar kontra-
indiziert ist, wurden auch PCR-Methoden fiir den
Nachweis von Meningokokken im Blut ermittelt.
Grundsiétzlich wird die Amplifikation bakteriel-
ler Erbsubstanzen im Blut durch die Prisenz ver-
schiedener Inhibitoren (Leukozyten, Enzyme,
grosse Mengen konkurrierender DNA) erschwert
und ist daher weniger geeignet. Dies kdnnte den
negativen PCR-Befund im Blut unserer ersten
Fallpatientin erkldren. In der Studie von New-
combe et al. wurde ein aufwendiges kombinier-
tes speziesspezifisches PCR-DIG-ELISA-Verfahren
entwickelt, das unter Verwendung des soge-
nannten «buffy-coats» (der Leukozytenschicht
des zentrifugierten Blutes) eine ausgezeichnete
Sensitivitdt und Spezifitit aufzeigte. Der Anteil
an zusétzlich diagnostizierten Fillen betrug im
Vergleich zu den tiblichen Blutkulturen erstaun-
liche 60% [10]. Geméss Angaben einer spani-
schen Studie von Margall et al. konnte bei nega-
tiven Liquorkulturen durch den Einsatz einer
Liquor-PCR die #tiologische Diagnostik bakte-
rieller Meningitiden um 18%, diejenige der Me-
ningokokkenmeningitis sogar um 22% erhéht
werden [10]. Diese Zahl zusatzlich diagnostizier-
ter Félle wiirde in etwa derjenigen der obge-
nannten kulturnegativen IM-Fille (13-19%) in
der Schweiz entsprechen.

Worin kénnte nun der klinische Nutzen der PCR
in der Diagnostik der IM liegen? Der wesentliche
Vorteil der PCR besteht darin, dass auch bei
nicht {iberlebensfiéhigen Bakterien wegen anti-
biotischer Vorbehandlung die &tiologische Dia-
gnose moglich ist. Dies diirfte insbesondere
fiir die Bedarfsabklarung und Monitorisierung
neuer Impfstoffe und allenfalls fiir das Mana-
gement der Kontaktpersonen bedeutsam sein.
Zudem stellt die PCR eine rasche (bei klinikinter-
ner Verfiigharkeit innerhalb von zwei Stunden)
Nachweismethode dar, die unabhéngig von einer
vorausgegangenen antibiotischen Therapie eine
bakterielle Meningitis bestdtigen oder insbeson-
dere auszuschliessen vermag.

Die hauptsdchlichen Nachteile der PCR liegen in
der noch ungeniigenden klinischen Evaluation
(fehlende Standardisierung bei unterschied-
lichen molekularbiologischen Methoden), im
hohen technischen Aufwand, in der limitierten
Verfiigharkeit und in den hohen Kosten.

Die Primdrbehandlung bei Verdacht auf eine
bakterielle Meningitis wird sich auch durch die
Anwendung der PCR nicht dndern. Es wird

Schweiz Med Forum 2005;5:1210-1214 1213

jedoch in Zukunft noch zu kldren sein, ob bei
negativen Kulturen und einer zusétzlichen nega-
tiven PCR eine antibiotische Therapie mit genii-
gender Sicherheit abgesetzt werden darf. Auf
eine Kultur des Erregers wird man aus Griin-
den der antibiotischen Empfindlichkeitspriifung
vorerst nicht verzichten konnen. Einzelne Resi-
stenzgene sind bereits auch bei Neisseria menin-
gitidis beschrieben worden und kénnten in Zu-
kunft das traditionelle Antibiogramm ergédnzen
oder vielleicht sogar ersetzen.

Epikrise

Die kulturnegative IM stellt aufgrund des ver-
mehrten Einsatzes von Antibiotika im ambulan-
ten Bereich ein zunehmendes und wegen der
ausgepriagten Morbiditdt und Mortalitdt der Er-
krankung ein relevantes Problem dar. Die Besti-
tigung des Erregers bei einem kulturnegativen
IM-Verdachtsfall ist nicht nur fiir den Patienten,
sondern auch vom epidemiologischen Standpunkt
aus von Bedeutung (epidemiologische Monitori-
sierung, Bedarf und Effizienz neuer Vakzine, Um-
gebungsprophylaxe). Der Einsatz der PCR dridngt
sich vor allem in jenen Fillen auf, in denen wegen
einer vorgédngigen antibiotischen Behandlung so-
wohl die Blut- als auch die Liquorkulturen nega-
tiv ausfallen. Die speziesspezifische PCR-Methode
von Ni et al. wird seit 1996 von den «Reference
Laboratories of UK» routineméssig zum Nachweis
von Meningokokken verwendet, sobald Kulturen
aufgrund einer antibiotischen Vorbehandlung ne-
gativ sind [9]. Ein solches Vorgehen wére unseres
Erachtens auch in der Schweiz zu empfehlen,
allenfalls unter Verwendung einer anderen kom-
binierten Breitband-PCR-Methode mit anschlies-
sender Sequenzanalyse, die geméss den aktuellen
Studiendaten wahrscheinlich bessere Testeigen-
schaften aufweist.

Gestiitzt auf diese Uberlegungen hat das BAG,
zusammen mit dem Nationalen Zentrum fiir
Meningitis und der Padiatrischen Infektiologie-
gruppe der Schweiz, am 1. Médrz 2005 ein
einjahriges Pilotprojekt zur Evaluierung des
potentiellen Nutzens der PCR bei der Meningo-
kokkeniiberwachung bei Kindern lanciert. Ein
dhnliches Projekt ist auch bei Erwachsenen ge-
plant [12].
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