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Resumen

Introducción: La meningitis bacteriana es una infección neuroló-
gica grave que afecta principalmente a niños, causada principalmente 
por Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae y Haemophilus 
influenzae. En Perú no existe vigilancia de N. meningitidis y sus se-
rogrupos. Métodos: Se estandarizó una RPC múltiple en tiempo real 
(qPCR), con sondas Taqman, para la detección de N. meningitidis, S. 
pneumoniae y H. influenzae. Además, tres qPCR dúplex con SYBR 
Green para los seis serogrupos más importantes de N. meningitidis, 
utilizando ADN de cepas control ATCC. Resultados: El qPCR múl-
tiplex mostró eficiencias de amplificación entre 100,2% y 109,1%, 
con un límite de detección de una copia de genoma/reacción para 
cada bacteria. Los qPCR dúplex permitieron diferenciar los serogru-
pos mediante el análisis de temperaturas melting. Conclusiones: Se 
estandarizaron dos pruebas de qPCR para el estudio etiológico de la 
meningitis bacteriana, facilitando el diagnóstico oportuno y la vigi-
lancia epidemiológica en estudios e intervenciones de salud pública.

Palabras clave: qPCR multiplex; serogrupos; eficiencias; menin-
gitis bacteriana.

Abstract

Introduction: Bacterial meningitis is a serious neurological in-
fection that mainly affects children, caused primarily by Neisseria 
meningitidis, Streptococcus pneumoniae, and Haemophilus influenzae. 
In Peru, there is no surveillance system for Neisseria meningitidis 
and its serogroups. Methods: A multiplex real-time PCR (qPCR) 
assay using Taqman probes was standardized for the detection of N. 
meningitidis, S. pneumoniae, and H. influenzae. Additionally, three 
duplex SYBR Green-based qPCR assays were performed to detect 
the six most significant Neisseria meningitidis serogroups, using DNA 
from ATCC reference strains. Results: The multiplex qPCR assay 
showed amplification efficiencies between 100.2% and 109.1%, with 
a detection limit of one genome copy/reaction for each bacterium. The 
duplex qPCR assays made it possible to differentiate serogroups using 
a temperature melting analysis. Conclusions: Two qPCR assays were 
standardized for the etiological study of bacterial meningitis, enabling 
prompt diagnosis and supporting epidemiological surveillance in 
public health studies and interventions.

Keywords: multiplex qPCR; serogroups; efficiency; bacterial 
meningitis.
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Introducción

La meningitis bacteriana es una infección grave 
del sistema nervioso de gran relevancia principal-
mente en niños1, siendo principalmente causada 

por Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, 
y Haemophilus influenzae tipo b (Hib)2. Tiene una alta 
mortalidad, especialmente en niños menores de cinco 
años; presenta una incidencia entre 2,6 a 6 casos por cada 
100.000 habitantes3. El cultivo microbiológico del líquido 
cefalorraquídeo (LCR)4 es la metodología de elección para 
la identificación de los agentes etiológicos de la meningitis 
bacteriana; no obstante, el tiempo para obtener el resultado 
final puede prolongarse hasta más de 36 horas. 

Además, la sensibilidad del cultivo disminuye por la 
administración previa de antibacterianos, lo que se traduce 
en una discrepancia entre las muestras clínicas con sospe-
cha de meningitis bacteriana y aquellas confirmadas por 
cultivo5. En Perú, si bien la implementación de las vacunas 
contra H. influenzae tipo b y las neumocócicas conjugadas 
ha disminuido la incidencia de meningitis bacteriana, no 
se dispone de un seguimiento sistemático de la meningitis 
por N. meningitidis, así como la distribución de sus se-
rogrupos circulantes6. La serotipificación es crucial en la 
vigilancia epidemiológica, dada su distribución geográfica 
y su asociación a brotes epidémicos7 y para la introducción 
de vacunas contra N. meningitidis en nuestro país. 

Con el fin de mejorar el diagnóstico microbiológico de 
la meningitis bacteriana en Perú, consideramos necesario 
disponer de herramientas diagnósticas rápidas, sensibles 
y específicas. Si bien existen paneles moleculares comer-
ciales para el diagnóstico de meningitis/encefalitis con 
alta sensibilidad y especificidad, su costo elevado limita 
su uso rutinario en hospitales públicos. 

El objetivo de nuestro estudio fue estandarizar una 
prueba de diagnóstico molecular de bajo costo en base a 
una reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 

múltiple (qPCR multiplex) para la detección de las tres 
principales especies causantes de meningitis bacteriana y 
la identificación de serogrupos de N. meningitidis.

Material y Métodos

Diseño experimental
Se desarrollaron dos pruebas qPCR, la primera 

fue una amplificación múltiple usando sondas para N. 
meningitidis, S. pneumoniae y H. influenzae, en el que 
se emplearon los partidores para los genesSodC, LytA y 
Hpd; respectivamente (Tabla 1). La segunda qPCR fue 
para la tipificación de seis serogrupos de N. meningiditis; 
se desarrollaron tres dúplex en base a SYBR Green em-
pleando los primers SerA (sacC), B (siaD), C (SynE), Y 
(siaD), W (siaD) y X (xcbB) a partir de muestras ATCC 
(Tabla suplementaria 1).

Cepas control
Se emplearon aislados estándares de N. meningitidis 

serogrupo A (ATCC 13077), serogrupo B (ATCC 13090), 
serogrupo C (ATCC 13102), serogrupo W135 (ATCC 
M7034), serogrupo X (ATCC M08210) y serogupo Y 
(ATCC 35561), proporcionados por los Centers for Di-
sease Control and Prevention (CDC – USA). Aislados de 
S. pneumoniae (cepa D39 / NCTC 7466) y H. influenzae 
(ATCC 10211) fueron proporcionados por el Laboratorio 
de Infectología Pediátrica - UPCH.

Reactivación de cepas bacterianas. Las cepas están-
dares fueron reactivadas en caldo Brain Heart Infusion 
(BHI) a una atmosfera de 5% CO2 a 37°C durante 18 h. 
Las suspensiones bacterianas de S. pneumoniae y serogru-
pos de N. meningitidis fueron sembradas en agar sangre 
(Trypto-Casein Soy Agar suplementado con 5% de sangre 
de carnero)2, mientras que H. influenzae fue sembrada en 
agar chocolate a una atmosfera de 5% CO2 por 24 h9.

Tabla 1. Primers (o cebadores) utilizados para la detección de N. meningitidis, S. pneumoniae y H. influenzae y concentraciones finales.

Bacterias Gen Primer Secuencia (5’ a 3’) pb [Concentración]/
reacción

Referencia

N. meningitidis
(ATCC 13102)

sodC sodC-F GCACACTTAGGTGATTTACCTGCAT 128 50 nM (Peletiri et al., 2021)

sodC-R CCACCCGTGTGGATCATAATAGA 128 50 nM

sodC-P 5’FAM-CATGATGGCACAGCAACAAATCCTGTTT-3’-BHQ1 - 50 nM

S. pneumoniae
(cepa D39 / 
NCTC 7466)

lytA lytA-F ACGCAATCTAGCAGATGAAGCA 75 100 nM (Ouattara et al., 2019)

lytA-R TCGTGCGTTTTAATTCCAGCT 75 100 nM

lytA-P 5’-Cy5-TGCCGAAAACGC”T”TGATACAGGGAG-3’-SpC6 “T”=BHQ1 - 50 nM

H. influezae
(ATCC 10211)

Hpd F729-F AGA TTG GAA AGA AAC ACA AGA AAA AGA 113 200 nM (Peletiri et al., 2021)

R819-R CAC CAT CGGCAT ATT TAA CCA CT 113 700 nM

Pbr762IBB-P 5’-(HEX)-AAA CAT CCA ATC GTA ATT ATA G-(BHQ1) - 100 nM

F: Primer forward. R: Primer Reverse. P: Sonda.
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Extracción y cuantificación de ADN genómico. La 
extracción de ADN se realizó empleando el kit comercial 
DNAminiprep® (ZymoBIOMICS, US). La cuantificación 
y calidad del ADN extraído se determinó empleando Na-
nodrop 2000® (Thermo Fisher Scientific, US). La pureza 
del ADN se estimó midiendo la relación entre los valores 
de absorbancia 260-280 µm y 260-230 µm, considerando 
una relación 1,8-2,0 y 1,8-2,2; respectivamente10,11. La 
concentración inicial medida en número de copias del 
genoma fue determinada convirtiendo a pares de bases 
(pb) por la concentración de nanogramos (ng) obtenido, 
según fórmula publicada12. A partir de esta conversión, se 
determinó la cantidad de ADN necesaria para preparar una 
solución inicial de 1×10⁶ copias del genoma por reacción, 
utilizada en las diluciones seriadas para la evaluación del 
límite de detección.

Evaluación de las condiciones de PCR en tiempo 
real

La evaluación de las condiciones ideales de la qPCR en 
base a sondas se realizó empleando el kit comercial iTaq 
Universal Probes Supermix® (BIO-RAD, USA) y la de 
qPCR en base a SYBR green, con SsoAdvanced Universal 
SYBER Green Supermix® (BIO-RAD, USA). En ambas 
se utilizó el termociclador CFX96® (BIO-RAD, USA).

Evaluación del límite de detección y eficiencia. Se 
evaluó el límite de detección de ADN de las bacterias 
utilizadas en el tríplex, en el que se prepararon diluciones 
seriadas 1:10 del ADN de las cepas de referencia de 
N. meningitidis, S. pneumoniae y H. influenzae (Serie: 
1x106 – 1x100 copias del genoma/reacción). El ensayo 
se realizó por triplicado en tres reacciones separadas. La 
eficiencia de amplificación se determinó a partir de la 
pendiente de la curva estándar generada con los valores 
de umbral de ciclo (Ct) de cada dilución, utilizando la 
ecuación E = (10^{-1/slope} - 1) × 10013,14, y fue calculada 
con el software CFX Manager Dx (BIO-RAD, USA). El 

coeficiente de determinación (R²) se calculó para evaluar 
la linealidad del ensayo.

Diseño de qPCR y optimización en ensayos dúplex
Se diseñó una qPCR para los serogrupos de N. menin-

gitidis (A, B, C, Y, W y X), evaluando sus temperaturas 
de fusión (Tm): SerA (79,6 °C), SerB (76,6 °C), SerC 
(80,4 °C), SerW (78,4 °C), SerX (81,6 °C) y SerY (78,4 
°C). Para optimizar tiempo y recursos, se realizaron 
tres ensayos dúplex (A/B, C/W, X/Y) en lugar de seis 
individuales, considerando las Tm en las señales de 
amplificación.

El estudio se realizó en la Unidad de Investigación de 
Infectología Pediátrica – Universidad Peruana Cayetano 
Heredia (UPCH), Lima, Perú, durante el período de julio 
de 2023 a julio de 2024.

Consideraciones éticas
 El estudio fue aprobado por el Comité de Ética de la 

UPCH como exoneración de revisión.

Resultados

Se identificaron las concentraciones óptimas de 
partidores y sondas para la detección simultánea de N. 
meningitidis, S. pneumoniae y H. influenzae mediante 
qPCR tríplex, las cuales permitieron una amplificación 
eficiente y específica de cada blanco (Tabla 1). 

La amplificación de los genes sodC, lytA y hpd fue 
consistente y sin interferencias al ser evaluada en formatos 
single, dúplex y tríplex, mostrando señales comparables 
entre los diferentes esquemas. Se obtuvo una amplifica-
ción específica y robusta a una temperatura de hibridación 
óptima de 62 °C durante 30 segundos, condición que 
se aplicó para el ensayo tríplex final (Figura 1, Tabla 
suplementaria 2).

Figura 1. PCR triplex a tiempo real 
con sondas para la identificación de 
N. meningitidis, S. pneumoniae y H. 
influenzae. Curva de amplificación 
para cada gen/sonda y su respectivo 
número de ciclo (Ct). N. meningitidis 
(Gen: SodC; Sonda: FAM). S. pneu-
moniae (Gen: LytA; Sonda Cy5). H. 
influenzae (Gen: Hpd; Sonda HEX). 
Cycles: Numero de ciclos. RFU: Uni-
dades Relativas de Fluorescencia.
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Se determinó un límite de detección de 1 copia de 
genoma por reacción para N. meningitidis, S. pneumoniae 
y H. influenzae, observándose amplificación consistente 
en tres repeticiones por triplicado en la concentración 
más baja evaluada. Este resultado se obtuvo a partir de 
diluciones seriadas entre 1×10⁶ y 1×10⁰ copias de genoma/
reacción (Figura 2, 1A, 2B y 3B).  

El análisis de las curvas estándar del ensayo qPCR 
múltiplex mostró una alta correlación entre la concen-
tración de ADN y los valores de Ct, con coeficientes de 
determinación (R²) de 0,999 para N. meningitidis, 0,996 
para S. pneumoniae y 0,998 para H. influenzae (Figura 
2). Las eficiencias de amplificación obtenidas fueron de 
100,2 % (± 2,49), 101,6 % (± 1,00) y 109,1 % (± 0,85); 
respectivamente, valores calculados como promedio de 
tres corridas independientes y dentro del rango óptimo 
para ensayos de qPCR en tiempo real (Figura 2, 1B, 2B 
y 3B).

En la detección de serogrupos de N. meningitidis, 
se estandarizaron tres reacciones de qPCR dúplex en 
tiempo real con SYBR Green, logrando la diferenciación 
específica de los serogrupos A, B, C, Y, W135 y X. El 
análisis de las curvas de disociación permitió distinguir 
claramente cada serogrupo, sin superposición de señales 
(Figura 3). Las concentraciones finales de los partidores 
y las condiciones de hibridación óptimas (60 °C por 30 
seg) se muestran en la Tabla Suplementaria 2. Para la 
estandarización de los genes sacC, siaD, synE y xcbB, se 
realizaron ajustes en las concentraciones de partidores 
(Tabla Suplementaria 1), obteniendo perfiles de tempe-
ratura melting (Tm) específicos para cada combinación 
dúplex.

Discusión

Este estudio estandarizó de manera óptima una qPCR 
tríplex para la detección de N. meningitidis, S. pneumoniae 
y H. influenzae utilizando los genes sodC, lytA y hpd; 
respectivamente. Además, se estandarizaron tres qPCR 
dúplex para la detección de los seis principales serogrupos 
de N. meningitidis. Otros estudios han desarrollado ensa-
yos de qPCR múltiplex utilizando ctrA, ply y bexA como 
genes diana4. Sin embargo, se ha observado que distintas 
cepas de Neisseria sp. sufren reordenamiento capsular 
estando ausente el gen ctrA17; en el caso de S. pneumoniae 
se ha demostrado que lytA es más específico que ply para 
la detección de este patógeno18; y en el caso del gen bexA, 
este no está presente en H. influenzae no tipificable19. 
En este sentido, esta investigación se diferencia de lo 
reportado previamente19, al utilizar el gen sodC en lugar 
de ctrA para N. meningitidis, lo que permite detectar tanto 
cepas encapsuladas como no encapsuladas, mejorando 
la vigilancia en estudios de portadores. Además, para  

H. influenzae, se emplea el gen hpd, asegurando la iden-
tificación de cepas tipificables y no tipificables, mientras 
que para S. pneumoniae, se mantiene el gen lytA por su 
alta especificidad.

Se evaluaron diferentes temperaturas de hibridación, 
resultando óptimo la amplificación para sodC, lytA y hpd 
a 62°C, durante 30 seg a 42 ciclos. Esto representa una 
diferencia con el estudio de Peletiri y cols. 20, con una 
ligera modificación en la temperatura de hibridación con 
60°C durante 1 min por 45 ciclos. Asimismo, se evaluó 
la concentración de partidores y sondas con la finalidad 
de minimizar el consumo de reactivos; de esta manera se 
obtuvieron resultados favorables con las concentraciones 
descritas, sin mostrar inespecificidad en la amplificación. 
Comparativamente, los resultados de Mahamoudou 
y cols.15 y Vuong y cols.21 utilizaron concentraciones 
mayores, con resultados similares.

La cuantificación de ADN determinó un límite de 
detección de 1 copia de genoma/reacción para sodC, lytA y 
hpd, en contraste con lo reportado por Wang y cols.22, que 
mencionan que el rango de límite de detección en LCR en 
meningitis varía de 1 a 210 copias de genoma/reacción.

En otros estudios se ha realizado qPCR, single y múlti-
plex, con sondas para cada serogrupo (A, B, C, Y, W y X) 
de N. meningitidis20,22. Como parte de la estandarización, 
se evaluó el uso de ensayos con SYBR Green para la de-
tección de los serogrupos más frecuentes en la enfermedad 
meningocócica23. Esta metodología permitió el desarrollo 
de una prueba a menor costo, en comparación con el uso 
de sondas. Estudios previos han reportado que la qPCR 
con SYBR Green puede ser una alternativa eficiente y 
económica sin comprometer la sensibilidad del ensayo, 
en comparación con FilmArray® panel meningitis24-26. 
En nuestro estudio, se logró la estandarización de tres 
dúplex: A/B, C/W y X/Y. Sin embargo, es importante 
considerar que el uso de SYBR Green puede presentar 
amplificaciones inespecíficas, debido a la interacción con 
muestras clínicas, lo que resalta la necesidad de un análisis 
riguroso de las curvas de disociación para una correcta 
interpretación de los resultados. Un aspecto relevante de 
este estudio es la reducción en el tiempo de diagnóstico. 
La qPCR permitió la detección de N. meningitidis, S. 
pneumoniae y H. influenzae en cuatro horas, aproxima-
damente4, en contraste con el cultivo, que pueden tardar 
24 a 72 h27,28. Esta reducción en el tiempo de respuesta 
es clave para la toma de decisiones clínicas y el inicio 
oportuno del tratamiento antibacteriano. 

Entre las limitaciones de este estudio se encuentra la 
falta de simulación de la infección en muestras de LCR, 
ya que los fluidos corporales pueden tener inhibidores 
que afecten el rendimiento de la qPCR. Además, no se 
realizó la validación de los ensayos en este tipo de mues-
tras, por lo que no se pudo determinar su sensibilidad y 
especificidad. Futuros estudios deberán evaluar ambas 
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Figura 2. Límite de detección de N. meningitidis, S. pneumoniae y H. influenzae en qPCR con sondas. Para determinar el límite de detección se generaron diluciones 
seriadas dentro del rango de 1x106 hasta 1x100 copia de genoma/reacción, y con un límite de detección de 1 copia de genoma/reacción para cada bacteria. Las gráficas 
superiores (1A, N. meningitidis; 2A, S. pneumoniae; y 3A, H. Influenzae) muestran las cinéticas de amplificación de cada una de las diluciones seriadas y los números de 
ciclos (Ct) correspondientes. Las gráficas inferiores muestran las regresiones lineales de las curvas estándares con una eficiencia (%) de 100,2% (1B), 101,6% (2B) y 109,1% 
(3B); respectivamente. Cycles: Número de ciclos. RFU: Unidades Relativas de Fluorescencia.
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plataformas de qPCR en muestras de LCR provenientes 
de pacientes con sospecha de meningitis bacteriana, 
y comparar su rendimiento diagnóstico con el cultivo 
microbiológico. 

En conclusión, se estandarizaron dos pruebas de qPCR 

Figura 3. PCR dúplex a tiempo real con SYBR 
Green para la detección de los serogrupos A, B, 
C, W, X e Y de N. meningitidis. La gráfica mues-
tra la temperatura de melting (o temperatura de 
fusión) de cada gen. (1). Dúplex para la detec-
ción de los serogrupos A y B de N. meningitidis.  
(2) Dúplex para la detección de los serogru-
pos X e Y de N. meningitidis. (3) Dúplex para  
la detección de los serogrupos C y W de  
N. meningitidis.

para el estudio etiológico de la meningitis bacteriana, lo 
que podría ayudar en nuestro medio al diagnóstico más 
preciso y oportuno, y ofrece una herramienta útil para la 
vigilancia epidemiológica para estudios e intervenciones 
en salud pública a nivel nacional y regional.
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