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Un nuevo test multiplex basado en una reaccion en
cadena de polimerasa en tiempo real LightCycler Septi-
Fast® permite la identificacion de 25 especies bacte-
rianas y fungicas directamente desde la sangre. El test
SeptiFast® ha sido utilizado para el diagnéstico etiologi-
co rapido de la endocarditis infecciosa, pero no ha sido
ensayado directamente sobre las vegetaciones cardiacas
de pacientes intervenidos por endocarditis infecciosa. Se
realizd un estudio prospectivo para analizar 15 muestras
de tejido valvular con endocarditis infecciosa activa uti-
lizando SeptiFast® y comparando su sensibilidad con el
hemocultivo, el cultivo del tejido valvular y el SeptiFast® en
sangre. La sensibilidad del SeptiFast® del tejido valvular
fue del 100%, confirmé el diagndstico obtenido median-
te hemocultivo en 13 casos y proporcioné el diagnostico
etiolégico en 2 casos con hemocultivo negativo. La sen-
sibilidad de SeptiFast en el tejido valvular fue superior al
cultivo convencional de las vegetaciones y al SeptiFast
en sangre.

Palabras clave: Endocarditis. Reaccion en cadena de la
polimerasa.

Evaluation of a Multiplex Real-Time PCR Assay
for Detecting Pathogens in Cardiac Valve Tissue
in Patients With Endocarditis

With a novel real-time multiplex polymerase chain
reaction test, the LightCycler SeptiFast® test, 25 bacterial
and fungal species can be identified directly in blood.
The SeptiFast® test has been used for rapid etiologic
diagnosis in infectious endocarditis using blood samples
but has not been evaluated directly on cardiac vegetations
in patients being treated for infectious endocarditis. We
prospectively analyzed 15 samples of heart valve tissue
with active infectious endocarditis using the SeptiFast®
test and compared the test’s sensitivity with that of blood
culture, valve tissue culture, and the SeptiFast® test in
blood. The sensitivity of the SeptiFast test in heart valve
tissue was 100%. The test results confirmed the diagnosis
obtained using blood culture in 13 cases and identified the
pathogen in 2 cases where blood culture tested negative.
The sensitivity of the SeptiFast® test in heart valve tissue
was greater than that obtained with conventional culture
of vegetations or with the SeptiFast test in blood.
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INTRODUCCION

El cultivo del tejido valvular de pacientes interve-
nidos por endocarditis infecciosa (EI) activa puede
resultar falsamente positivo por contaminacion de
la muestra o negativo por el tratamiento antiinfec-
cioso o por tratarse de microorganismos no
cultivables'?.
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La amplificacion y la deteccion del acido desoxi-
rribonucleico (ADN) microbiano del tejido valvular
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) es una técnica mas sensible que los métodos
convencionales de cultivo y su fiabilidad ha sido
contrastada en el diagnostico de la El y en la identi-
ficacién de nuevos agentes patogenos®.

Se ha propuesto que la demostracion de ADN
microbiano en el tejido valvular debiera ser un cri-
terio diagnéstico mayor de EI*. En la actualidad, se
recomienda el analisis molecular del tejido valvular
o del material embodlico en la EI con hemocultivo
negativo’.

Recientemente, se ha introducido un test para el
diagnoéstico molecular de la septicemia mediante
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TABLA 1. Microorganismos detectables mediante el test PCR multiplex LightCycler SeptiFast®®

Gram negativo Gram positivo Hongos
Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans
Klebsiella (pneumoniae/oxytoca) CoNS Candida tropicalis
Serratia marcescens Streptococcus pneumoniae Candida parapsilosis
Enterobacter (cloacae/aerogenes) Streptococcus spp.* Candida glabrata
Proteus mirabilis Enterococcus faecium Aspergillus fumigatus
Pseudomonas aeurginosa Enterococcus faecalis Candida krusei

Acinectobacter baumannii
Stenotrophomonas maltophilia

CoNS: estafilococos coagulasa negativos identificables por el test SeptiFast® (incluyen: S. epidermidis, S. hemolyticus, S. hominis, S. pasteuri, S. warneri, S. cohnii, S. lugdenensis,
S. capitis, S. caprae, S. saphrophyticusy S. xylosis); PCR: reaccion en cadena de polimerasa.

*Los estreptococos identificables por el test SeptiFast® incluyen: S. agalactiae, S. pyogenes, S. anginosus, S. bovis, S. constellatus, S. cristatus, S. gotdonii, S. intermedius,
S. milleri, S. mitis, S. mutans, S. oralis, S. parasanguinis, S. salivarius, S. sanguinis, S. thermophilus, S. vestibularisy S. viridans.

PCR multiplex en tiempo real capaz de identificar
en una muestra de 1,5 ml de sangre ADN bacteriano
o fungico de los 25 patdogenos mas frecuentes cau-
santes de septicemia® (LightCycler SeptiFast® test,
Roche Diagnostics, Penzberg, Alemania) (tabla 1)°.

SeptiFast® en sangre ha proporcionado resul-
tados prometedores en sepsis!®!! y fiebre con neu-
trocitopenia'? y ha permitido el diagnostico etiolo-
gico en EI con hemocultivo negativo’, si bien no
hay datos sobre su aplicacion en el tejido valvular.
Este trabajo presenta la experiencia preliminar de
SeptiFast® para el analisis de las vegetaciones en la
EI activa.

METODOS

Entre agosto de 2007 y septiembre de 2009 se es-
tudio a 15 pacientes (11 varones y 4 mujeres) con EI
activa sometidos a cirugia valvular. La media de
edad fue de 70,2 (intervalo, 57-82) anos. Todos pre-
sentaban EI definitiva segun los criterios de Duke
modificados'. La EI se localizé sobre valvula na-
tiva izquierda (6 casos), protesis valvular (8 casos) y
valvula tricuspide (1 caso).

Antes de ser remitidos para cirugia se habia ex-
traido hemocultivos en otros servicios hospitalarios,
que resultaron positivos en 13 casos y negativos en
2. Todos los pacientes habian recibido tratamiento
antiinfeccioso entre 24 h y 82 dias antes, sin com-
pletar una pauta correcta.

Durante la evaluacion preoperatoria —realizada
entre 1 y 24 dias después del hemocultivo— se ex-
trajo sangre para estudio mediante SeptiFast® del
modo descrito®!?. Intraoperatoriamente, se intro-
dujo una muestra de tejido valvular con vegeta-
ciones o solo vegetaciones, en el caso de protesis, en
un recipiente libre de ADN sin aditivos.

El ADN del tejido se obtuvo mediante lisis me-

canica (MagNa Lyser, Roche Diagnostics,
Penzberg, Alemania) y posterior extraccion
(MagNa Pure Compact, Roche Diagnostics,
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Penzberg, Alemania). El analisis molecular se llevo
a cabo con el sistema SeptiFast® segun las indica-
ciones del fabricante®; el microbidlogo desconocia
el resultado de los hemocultivos previos. El tiempo
empleado en el analisis molecular del tejido desde
la llegada de la muestra al laboratorio hasta el re-
sultado fue de 3,57 h.

Un fragmento del tejido se cultivé del modo con-
vencional en agar sangre, agar chocolate (5%, CO,),
agar Sabouraud, agar Schaedler y caldo tioglico-
lato. La identificacion de los microorganismos ais-
lados se llevo a cabo mediante el sistema Vitek 2
(BioM¢érieux, Nancy I’Etoile, Francia).

RESULTADOS

Los resultados de los hemocultivos realizados
antes de remitir a los pacientes para cirugia estan
reflejados en la tabla 2. Los 2 casos negativos ha-
bian recibido tratamiento antibiotico oral e intrave-
noso intermitente en su centro de referencia durante
mas de 4 semanas antes de extraer las muestras para
hemocultivo. SeptiFast® en sangre fue positivo en
8 casos y negativo en 7 (tabla 2).

El cultivo del tejido valvular fue positivo en
5 casos y negativo en 10 (tabla 2). SeptiFast® en el
tejido valvular resultd positivo en todos los pa-
cientes y coincidente con el hemocultivo y con Sep-
tiFast® en sangre. Se observo una discrepancia entre
el cultivo de la vegetacion y SeptiFast® del tejido
valvular (caso 10) que se interpretdé como posible
contaminacién de la muestra cultivada (tabla 2).

DISCUSION

Trabajos previos han demostrado que la amplifi-
cacion del gen 168 del acido ribonucleico ribosomal
(ARNr) mediante PCR utilizando cebadores de
amplio intervalo es una técnica mas sensible que el
hemocultivo y el cultivo de tejido valvular para el
diagnéstico etioldgico de la EI ya que logra un ras-
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TABLA 2. Resultado de los cultivos y de los estudios moleculares en sangre y en tejido valvular

Caso Dias? Hemocultivo® SeptiFast'® sangre® Cultivo valvula SeptiFast® valvula
1 15 Streptococcus spp. Streptococcus spp. - Streptococcus spp.
2 1 S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
3 82 - E. faecalis - E. faecalis
4 35 - E. coli - E. coli
5 9 CoNS CoNS - CoNS
6 18 S. intermedius - - Streptococcus spp.
7 11 S. agalactiae - - Streptococcus spp.
8 39 E. faecalis - - E. faecalis
9 13 S. aureus - - S. aureus
10 10 S. epidermidis CoNS S. mitis® CoNS
11 7 S. epidermidis CoNS S. epidermidis CoNS
12 4 S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
13 3 S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
14 54 S. oralis - - Streptococcus spp.
15 25 S. aureus - - S. aureus

aNdmero total de dias de tratamiento antibiético continuo o intermitente antes de la intervencion quirdrgica.

°El hemocultivo se extrajo antes de remitir a los pacientes para tratamiento quirdrgico.
°La muestra para SeptiFast® se extrajo entre 1y 24 dias después del hemocultivo.
dSe considerd contaminacion de la muestra.

—: negativo; CoNS: estafilococos coagulasa negativos; E: enterococcus; S: streptococcus.

treo universal, si bien su uso sistematico esta res-
tringido a algunos laboratorios debido a su
complejidad®*.

El test SeptiFast® amplifica el espaciador trans-
cripcional interno (ITS) en la region del gen ARNr
y su ventaja se basa en la simplicidad y el tiempo
reducido de respuesta, pero, a diferencia de los ce-
badores universales, SeptiFast® solo detecta ADN
de los microorganismos cuya secuencia diana esta
incluida y no es capaz de identificar todos los posi-
bles gérmenes causantes de EI.

SeptiFast® en sangre de pacientes con EI ha de-
mostrado una sensibilidad similar al hemocultivo
para estreptococos, enterococos y Staphylococcus
aureus. En casos de EI tratados con antiinfec-
ciosos y con hemocultivo negativo, SeptiFast®
puede detectar ADN bacteriano en circulacion®, tal
como pudimos comprobar en nuestra serie (casos 3
y 4). También es posible que en pacientes con EI ac-
tiva se obtenga un hemocultivo positivo y dias des-
pués un SeptiFast® en sangre negativo aunque co-
existan vegetaciones con ADN bacteriano. Este
ultimo fenémeno fue observado en nuestra serie
(casos 6-9 y 14-15) cuando el periodo de trata-
miento antibidtico transcurrido entre el hemocul-
tivo y el SeptiFast® fue de mas de 5 dias.

Se ha descrito una menor sensibilidad de Septi-
Fast® en sangre frente a estafilococos coagulasa ne-
gativos (CoNS) respecto al hemocultivo!®!>!3, Esto
puede deberse a una baja concentracion de ADN
bacteriano en sangre secundaria a la liberacion en-
lentecida de ADN desde las vegetaciones a la circu-
lacion o a la inactivacion del ADN!2,

Ademas, SeptiFast® ha sido diseflado para el
diagnostico de sepsis y ha prefijado un punto de
corte de sensibilidad relativamente alto para el
ADN de los CoNS vy estreptococos, de modo que
las concentraciones bajas no se consideran posi-
tivas. Esta programacion del software pretende fil-
trar los casos de bacteriemia transitoria contami-
nante en relacidén con técnicas invasivas —catéteres
intravenosos, sondas— propias de las unidades de
criticos'!. En nuestra experiencia, consideramos que
los portadores de protesis valvulares, donde los
CoNS son el principal agente etioldgico de la EI
postoperatoria precoz, cada caso debe ser valorado
conjuntamente entre el clinico y el microbiodlogo
para discriminar entre contaminante o patogeno.
En este sentido, nuestros pacientes 5, 10 y 11 pre-
sentaban endocarditis precoz sobre protesis y Septi-
Fast® en sangre detectd ADN de CoNS, pero el
software de identificacion lo interpretd como po-
sible contaminacion, mientras que los hemocultivos
y SeptiFast® del tejido valvular resultaron posi-
tivos.

La sensibilidad de SeptiFast® en las vegetaciones
fue del 100%, mientras que para el cultivo del tejido
valvular fue del 30,7%, similar a lo observado con
otras técnicas moleculares**. En nuestra serie, pu-
dimos comprobar, al igual que otros autores®, que
la sensibilidad de la PCR no se afecta por el tiempo
de tratamiento antiinfeccioso administrado antes de
la cirugia. Este hecho puede ser debido a que el
aclaramiento del ADN procedente de bacterias via-
bles o no viables presentes en la vegetacion es lento,
y puede persistir ADN bacteriano hasta varios ainos
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después de completar el tratamiento antiinfec-
cioso'.

Nuestros resultados confirman que la aplicacion
de SeptiFast® para el estudio del tejido valvular en
la EI es un sistema rapido, sensible y facilmente re-
producible. Por tratarse de una técnica molecular
SeptiFast® no identifica gérmenes viables, sino
ADN microbiano. Como ya se indicd, SeptiFast®
esta disefiado para identificar un grupo amplio de
especies bacterianas y fungicas, pero no detecta
otros posibles patogenos de la EI, como el grupo
HACEK, Gemella, Coxiellay Bartonella'y, por con-
siguiente, un SeptiFast® negativo no descarta EI.
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