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Resumen

La endocarditis infecciosa (EI) es una enfermedad de baja incidencia,
diagndstico complejo y elevada mortalidad que, a pesar de los avances
tecnoldgicos, sigue constituyendo un reto tanto diagnéstico como terapéutico.

Uno de los pilares del diagnédstico etioldgico es el hemocultivo, sin embargo,
este puede ser negativo hasta en un 30% de los casos. Los métodos de diagndstico
moleculares son una importante alternativa para la identificacion del agente
causal. En pacientes sometidos a cirugia, la técnica molecular mas estudiada es la
PCR universal seguida de secuenciacion, en la que se secuencia el material genético
de bacterias y hongos presente en el tejido valvular.

El objetivo de este trabajo ha sido comprobar la validez de la PCR universal
seguida de secuenciacién, realizada directamente del tejido valvular, como parte
de la rutina diagndstica de la El en un laboratorio de microbiologia, y comparar los
resultados con aquellos obtenidos por métodos clasicos.

Se realizd la PCR universal seguida de secuenciaciéon en 102 muestras de 69
pacientes con sospecha o diagndstico de El segun los criterios de Duke
modificados, y en 43 muestras pertenecientes a 42 pacientes de un grupo control
sin sospecha de infeccién. Por medio de esta técnica, se consiguié identificar el
agente causal en 42 de los 52 pacientes con El definitiva; en 39 casos coincidié con
el resultado del hemocultivo y en dos casos coincidié Unicamente con el resultado
del cultivo de tejido valvular. En el paciente restante, todos los cultivos fueron
negativos, pero se observaron cocos grampositivos en la tincién de Gram del tejido
valvular, y se detectd Streptococcus gallolyticus mediante la PCR universal. Por otro
lado, esta técnica fue negativa en 12 de los 15 pacientes del grupo de estudio con
El descartada y en todos los casos del grupo control. Se obtuvo una sensibilidad de
80,8% (IC 95%: 67-89,9), una especificidad de 98,2% (IC 95%: 89-99,9), un valor
predictivo positivo de 97,7% (IC 95%: 89-99,9) y un valor predictivo negativo de
84,4% (IC 95%: 72,7-91,9). La eficiencia diagndstica de la técnica fue de un 89,7%.

En cuanto al diagndstico clasico, el hemocultivo fue la técnica microbioldgica que



presentd una mayor sensibilidad, 86,5% (IC 95%:73,6-94%), mientras que con el
cultivo de valvula no se identificé el agente causal en el 71% de los casos. La tincion
de Gram destacd por su elevado valor predictivo positivo, 100% (IC 95%: 74,7-
100%). Se obtuvo un coeficiente kappa de 0,94 (concordancia de 97,2%),
establecido como “concordancia casi perfecta” entre el diagndstico clasico y
molecular. Respecto al estudio anatomopatoldgico, en el 83,9% de los casos de El
definitiva se observaron en la muestra lesiones compatibles con el proceso
infeccioso.

Asi pues, la PCR universal seguida de secuenciacién permitié identificar el
agente causal, confirmar el diagndstico etiolégico en caso de discordancia entre los
resultados de los cultivos de sangre y tejido valvular, y afianzar el diagndstico en los
pacientes con El descartada. En tejido valvular, esta técnica presentd una
sensibilidad significativamente mayor que el cultivo valvular, por lo se deberia
considerar su inclusion en los criterios diagndsticos vigentes. La tincion de Gram
permitié valorar los resultados moleculares, teniendo en cuenta la persistencia de
material genético de los microorganismos en el tejido. La realizacién del estudio
anatomopatoldgico en tejido valvular también permitié valorar los resultados del
diagndstico microbioldgico cuando existieron discordancias.

En una entidad tan compleja como la El, es necesario utilizar todas las
herramientas diagndsticas a nuestro alcance. Todas las dreas de diagndstico de
laboratorio son complementarias y no excluyentes y deberian ser valoradas

conjuntamente.
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1 INTRODUCCION



1. Introduccién

1.1 Definicion y formas de presentacion

El término endocarditis infecciosa (El) hace referencia a la infeccion de la
membrana que recubre las cavidades del corazén, el endocardio, e implica la
presencia de microorganismos en la lesién?. La infeccion afecta mds comunmente
las vélvulas, nativas o protésicas, pero también puede ocurrir sobre el endocardio
mural, sobre los defectos del tabique cardiaco, en derivaciones arteriovenosas o
arterioarteriales y en dispositivos intravasculares?.
Histéricamente la El se ha clasificado en tres grupos en funcion de la evolucion de
la enfermedad en ausencia de tratamiento: El aguda, El subaguda y El crénica.
La forma aguda presenta una evolucion fatal y el fallecimiento se produce en
menos de 6 semanas. Cursa generalmente con fiebre alta, toxicidad sistémica y
leucocitosis, y se suele asociar con la infeccidn producida por Staphylococcus
aureus. La forma subaguda (el fallecimiento se produce entre 6 semanas y 3 meses)
y la forma crénica (la muerte tiene lugar después de 3 meses) suelen considerarse
conjuntamente. En general, estas formas se producen en el contexto de una
enfermedad valvular previa y se caracterizan por una evolucion lenta, indolente,
con febricula, diaforesis nocturna, pérdida de peso y sintomas sistémicos vagos. La
etiologia clasica de la El subaguda y crénica la constituyen los Streptococcus del
grupo viridans.
Esta distincién basada en la progresion normal de la enfermedad sin tratamiento
presenta un interés conceptual, pero no tiene en cuenta la superposicion frecuente

de las manifestaciones de la infeccion por algunos microorganismos, como por



1. Introduccién

ejemplo el género Enterococcus. Es preferible una clasificaciéon basada en el agente
etioldgico, ya que esto nos proporciona mayor informacidn acerca de la posibilidad
de que exista una enfermedad cardiaca de base, la probable evolucién de la

enfermedad y los antimicrobianos més adecuados para su tratamiento?.

1.2 Patogenia

La patogenicidad de los microorganismos causantes de El se fundamenta en su
capacidad para adherirse, colonizar y persistir crénicamente en valvulas nativas o
protésicas, formando vegetaciones sépticas. Este proceso es propiciado por la
capacidad que presentan algunos microorganismos de formar una capa mucosa
capaz de adherirse a los tejidos y a otros microorganismos. Dicha estructura recibe
el nombre de biopelicula o biofilm3*.
El biofilm es un destacado factor de virulencia, y representa un elemento clave en
la patogenia de Ila endocarditis. Los mecanismos adoptados por los
microorganismos para formar biofilm difieren mucho entre especies y condiciones
ambientales. Aunque la composicion y funcion de la matriz puede variar
dependiendo del microorganismo que lo genere, algunos elementos son comunes.
Por ejemplo, todos los biofilm contienen sustancias poliméricas extracelulares que
consisten principalmente en polisacdridos, ADN extracelular, proteinas y lipidos,
que mantienen unidas a las células bacterianas®>.
La El comienza como una lesién menor de la estructura de la superficie valvular.

Estos cambios pueden producirse por diversas agresiones locales y sistémicas como
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la turbulencia de la sangre o el propio microorganismo agresor. Estas alteraciones
producen el depdsito de plaquetas, fibronectina, fibrina y otros ligandos de matriz
que forman la denominada vegetacién estéril (las lesiones de la endocarditis
trombdtica no bacteriana).

Estos tejidos estdn potencialmente en riesgo de ser colonizados en el contexto de
una bacteriemia transitoria. Algunas cepas tienen una ventaja selectiva para
adherirse a las plaquetas, la fibronectina o la fibrina y producir la enfermedad. La
produccién de un biofilm por estos microorganismos permite su adherencia a las
vegetaciones estériles. Tras la colonizacién, la superficie se cubre rdpidamente con
una capa protectora de fibrina y plaquetas que produce un entorno favorable para
la multiplicacién de los microorganismos. La interaccién de estos fendmenos puede

observarse en el esquema de la Figura 1 tomada de Mandell et a/*.

Mucosas
Endotelio u otros lejidos
valvular colenizados
‘Fraumatismo — Factores ecoldgicos locales
{urbulencia bacteriocinas
|_cambios metaboliccs ’{ proleasa IgA
N |__ adherencia bacteriana
Depésito de
plaquetas y fibrina Traumatismo
Endocarditis
trombdtica
no bacteriana (ETNB) Bacteriemia

I
\ / Complementa,

¥ anticuerpos
Adherencia

|
Calonizagcion
divisidn bacteriana
depdsito de fibrina
agregacion plaquetaria
proteasas extracelulares
proteccion de los neutrdfilos

Vegetacion
madura

Figura 1. Esquema propuesto para la patogenia de la endocarditis. Tomada de Mandell et al.?
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El biofilm estructurado dentro de la vegetacion representa una barrera fisica y
metabdlica que proporciona al microorganismo proteccion frente a los antibidticos
y las defensas inmunitarias del huésped. Esto explica por qué en ocasiones los
tratamientos prolongados con altas dosis de antibidticos intravenosos no logran

erradicar la infeccién y es necesario optar por el tratamiento quirdrgico>®.

1.3 Epidemiologia
La El es una enfermedad grave de diagndstico complejo, baja incidencia vy
elevada mortalidad. En lo que respecta al tipo de poblaciéon afectada y al agente
causal, la epidemiologia de la El ha sufrido importantes cambios en los paises

industrializados durante las ultimas décadas®”:8.

1.3.1 Incidencia
La incidencia exacta de esta infeccion es dificil de determinar debido a la dificultad
diagnodstica y al hecho de que la definicion de caso varia en las diferentes
publicaciones. Ademads, la mayoria de los estudios se realizan en hospitales de
referencia o centros especializados en El, lo que hace dificil extrapolar el nimero
de casos a una poblacion determinada. En cualquier caso, la El se considera una
infeccion poco frecuente, cuya incidencia, dependiendo de la publicacion, oscila
entre 1,5 y 15 casos por cada 100.000 habitantes, seglin recoge una reciente

revision bibliografica?.
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Figura 2. Tendencias temporales de la incidencia bruta de El (2000-2020). Tomada de Talha et aP°.

Cabe destacar que no se ha objetivado una disminucion de la incidencia a lo largo
de los afios a pesar de los avances cientificos, incluso se ha detectado un aumento
paulatino desde el afio 2000%°. Una reciente revision sistemdtica que incluye 18
estudios poblacionales llevados a cabo en paises europeos entre 2000 y 2020,
describe un aumento apreciable en la incidencia de El en todas las publicaciones
revisadas® (Figura 2).

Este incremento puede ser consecuencia de multiples factores , entre los que se
encuentran: (1) mejoras en el diagndstico; (2) envejecimiento de la poblacion y
factores de riesgo asociados; y (3) mejoras en la practica de codificacién del

diagndstico de EI°.
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1.3.1.1 Evolucidn de la incidencia en Espafia
En el caso concreto de Espaiia, en la literatura se encuentran estudios que recogen
datos de centros Unicos durante largos periodos de tiempo, o bien estudios
multicéntricos pero de menor duracién, por lo que es dificil efectuar una
aproximacion de la incidencia global! .
Un estudio retrospectivo poblacional realizado entre 2003 y 2014 reveld que la
incidencia de episodios de El se incrementd significativamente durante el periodo
de estudio, particularmente entre los adultos de mayor edad, aumentando de
2,72/100.000 habitantes en 2003 a 3,49/100.000 habitantes en 2014 (Figura 3). En
este estudio los datos se recogieron de forma retrospectiva a través del Servicio

Nacional de Salud®2.
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Figura 3. Tasa de incidencia de El en Espafia (2003-2014). Tomada de Olmos et a/*2.

En la revisién sistematica de Ortega-Loubon et al., se comunicaron datos de

incidencia para un periodo de tiempo similar (1997-2014) con un tamafio de
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muestra mayor. Observaron una incidencia anual mas alta, pero con una tendencia
similar a la del estudio de Olmos®3.

Estos resultados concuerdan con los publicados por el Grupo de Apoyo al Manejo
de la Endocarditis Infecciosa en Espafia (GAMES) de 2015, que sefialan una
incidencia de 3,5 casos de El por cada 100.000 habitantes!!. Se trata de un estudio
prospectivo que abarca 4 afos (de 2008 a 2012) y que recoge datos de 25 centros
espafioles que atienden a una poblacién de 10.218.634 habitantes, lo que supone
un 21,7% de la poblacion espafiola.

A nivel de la Comunidad Valenciana, hasta la fecha, no existen estudios de
incidencia publicados como tal, pero cabe sefalar que el Hospital General
Universitario de Alicante colabora con el grupo GAMES!! y el Hospital Universitario
y Politécnico La Fe de Valencia colabora con la Sociedad Europea de Cardiologia

(ESC)™,

1.3.2 Mortalidad
La mortalidad asociada a la El se ha mantenido en torno al 20-25% en los ultimos
10 afios a pesar de los avances en la antibioterapia, en la cirugia, en las técnicas de
imagen y en el diagndstico microbiolégico. Probablemente esto se deba al
incremento de la edad de los pacientes y a la existencia de comorbilidades!!. Los
principales factores de riesgo asociados son: edad avanzada, indice de Charlson
elevado, adquisicion de El en ambiente hospitalario, El sobre valvula protésica,

infeccién estafilocdcica y la no realizacién de cirugia cuando estd indicado?*™.
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En el registro EURO-ENDO!* publicado en 2019 por la Sociedad Europea de
Cardiologia, se detecté una mortalidad del 17,1%. En este trabajo prospectivo
multicéntrico que se realizé entre 2016 y 2018, y que engloba 120 centros
europeos y 36 centros no europeos, no se constatd una mortalidad mas elevada en
pacientes con El protésica o con dispositivos de estimulacién cardiaca frente a
pacientes con El sobre vdlvula nativa. Por el contrario, si que se detecté una
mortalidad significativamente mayor en pacientes en los que estaba indicada la
cirugia pero no se realiz6*.

Otro estudio multinacional de 2019 detecté una mortalidad similar (17,5%). En este
estudio, realizado entre 2015 y 2018, participaron 13 paises de Europa y Asia y se
recopilaron datos de 867 casos de El a través de la Iniciativa Internacional de
Investigacion de Enfermedades Infecciosas (ID-IRI). En este caso la El sobre valvula
protésica si que se mostré significativamente mdas mortal que la El sobre valvula
nativa '°. En Espafia, en el estudio GAMES de 2015 se describe una mortalidad
global del 29% 1.

Podemos afirmar, por tanto, la El continla presentando un mal prondstico y es

necesario un abordaje mas agresivo para hacer frente a esta elevada mortalidad.

1.3.3 Factores de riesgo
Los cambios en los factores de riesgo de El han influido profundamente en su
epidemiologia durante las ultimas décadas. En el pasado, la El se asociaba
principalmente a individuos jovenes con cardiopatia reumatica y los principales

microorganismos implicados eran el Streptococci del grupo viridans. Esta situaciéon
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se mantiene aun en los paises en vias de desarrollo. Los individuos usuarios de
drogas por via parenteral (UDVP) también representaban una parte importante de
los afectados, pero en este caso la El se asociaba a Staphylococcus aureus’ 2.

Actualmente en nuestro medio, afecta preferentemente a personas de edad
avanzada con valvulopatias degenerativas, aunque también se ha detectado un
incremento en pacientes sin  enfermedad valvular aparente!®, y los

microorganismos aislados con mayor frecuencia son del género Staphylococcus.

1.3.3.1 Edad
El envejecimiento de la poblacién conlleva un incremento de las enfermedades
degenerativas valvulares y por tanto un aumento de la poblacidn susceptible de ser
sometida a cirugia para reemplazo valvular. Esto se traduce en un incremento de
poblacién con factores de riesgo para presentar El, tanto sobre valvula nativa como
asociada a prétesis y otros dispositivos intracardiacos?. En general, la literatura
sefiala un aumento en la edad de los pacientes con El. En el estudio EURO-ENDO la
edad media fue 59,3 + 18 afios, pero esta fue significativamente superior en los
pacientes de los paises europeos que en los no europeos como Egipto o Turquia
(61 + 17,4 vs. 52,66 + 19,01). En Espaia, segun sefiala un estudio retrospectivo de
31 aios que se llevd a cabo en el Hospital Ramdn y Cajal de Madrid, el porcentaje
de pacientes mayores de 60 afios fue aumentando a lo largo de los afos, como

queda reflejado en la Tabla 18.
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Tabla 1. Distribucidn de los casos de El por edad en distintos periodos de tiempo. Adaptada de
Navas et al®.

1985-1991 1992-1997 1998-2003 2004-2010 2011-2016  Total

Edad
<15 afios 5 (2,2%) 9 (4,2%) 5 (35,9%) 4 (1,6%) 1(0,5%) 24 (24,3%)
15-30 afios 113 (51,8%) 64 (30%) 9 (6,5%) 15 (6,2%) 5(2,9%) 206 (20,9%)
30-60 afios 76 (34,8%) 89 (41,8%)  53(38,1%) 80 (32,9%) 43 (25%) 341 (34,6%)
>60 afios 24 (11%)  51(23,9%) 72(51,8%) 144 (59,2%) 123 (715%) 414 (42%)
1.3.3.2 Sexo

En cuanto a la distribucién por sexo, en la mayoria de estudios se describe una
mayor frecuencia de El en hombres. El porcentaje se sitla en torno al 65%, y se
mantiene constante a lo largo de los afios como se refleja en la serie del Hospital
Ramdn y Cajal® y que apoyan otros tantos estudios1%1415,

La Figura 4, adaptada de la revisidon de Cahill'’, refleja la incidencia de El segun
edad y sexo que se describié en un estudio poblacional francés realizado por
Selton-Suty et al. en 20128, La incidencia alcanzdé un maximo de 194 casos por

millén en hombres de 75 a 79 afos.
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Figura 4. Incidencia de El segin edad y sexo. Adaptada de Cahill*".
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1.3.3.3 Usuarios de droga por via parenteral

Los casos asociados a UDVP han ido disminuyendo globalmente”®. Sin embargo,
algunas publicaciones informan de un aumento importante en algunas areas de
Norte América entre los afios 2000 a 2013%°. En Europa, un estudio retrospectivo
realizado en Noruega también refiere que la proporcién de UDVP con diagnéstico
de El aumentd del 16,5 al 23,5% desde 1996 hasta 2015%°.

En el estudio EURO-ENDO, un 6,9% de las El se asociaron a UDVP!. Se aprecia una
disminucion respecto a la cohorte publicada en 2009 por la “Colaboracién
Internacional sobre Endocarditis” (ICE), en la que este grupo representaba el 9,7%.
Este estudio recogié de forma prospectiva datos de 2.781 pacientes con El
procedentes de 58 hospitales de 25 paises entre 2000 y 2005.

En nuestro pais, en el estudio del Hospital Ramén y Cajal® se observa una
disminucion drastica de El sobre vdlvula nativa en UDVP; asi, mientras que de 1985
a 1991 esta entidad representé el 54,1% de todas las El, de 2011 a 2016 su
presencia se redujo a un 3,5%. Este estudio a nivel local coincide con el estudio
multicéntrico GAMES, que recoge datos de 2008 a 2012 y que describe una
frecuencia de El en UDVP del 2,9%!. La revisidon de Olmos et al. también describe

una disminucidn de los pacientes UDVP del 4,4% en 2003 al 1,1% en 20142,

1.3.3.4 Cardiopatias estructurales
Casi todas las cardiopatias estructurales pueden predisponer a El, sobre todo si el

defecto produce turbulencias del flujo de sangre 1.

12
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La cardiopatia reumatica es un factor predisponente que histéricamente ha tenido
mucha importancia en el desarrollo de El. Histéricamente, se manifestaba como
lesion subyacente en el 37-76% de las El, y en mas del 85% de los casos afectaba a
la vélvula mitral’. En la actualidad esta entidad es menos frecuente en paises
industrializados donde su prevalencia ha disminuido hasta el 5% o menos en las
ltimas décadas 7. Sin embargo, sigue siendo la alteracién cardiaca predisponente
mdas comun en algunas regiones, fundamentalmente en paises en vias de desarrollo

1,21

Cardiopatias congénitas

Las principales cardiopatias congénitas asociadas con El son el conducto arterioso
permeable, la comunicacién interventricular, la coartacion de la aorta, la vélvula
adrtica bicuspide, la tetralogia de Fallot y, en ocasiones, la estenosis pulmonar. Se
han descrito como responsables de la El en un porcentaje de casos que oscila del
6% al 24%. En el registro EURO-ENDO se describen cardiopatias congénitas como

lesién subyacente en el 11,7% de los pacientes!®.

Lesiones cardiacas degenerativas

Las lesiones cardiacas degenerativas incluyen calcificacion del anillo mitral, lesiones
nodulares calcificadas secundarias a arteriosclerosis y trombo, y postinfarto de
miocardio, entre otras. Su incidencia aumenta con la edad y, aunque no se conoce

su contribucion real al desarrollo de la El, si que se detecta una tendencia al alza®.

13
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La Figura 5, adaptada de la revision de Cahill'’, refleja la distribucion de El segun los
factores cardiacos predisponentes que se observé en el estudio poblacional de

Selton-Suty et al*®.

Other known
cardiac disease

No known
cardiac disease

Intracardiac
device

Prosthetic valve with or
without intracardiac device

Figura 5. Incidencia de El segun factores predisponentes cardiacos. Adaptada de Cahill'’.

1.3.3.5 Uso de dispositivos intravasculares

El incremento de las enfermedades degenerativas cardiovasculares que existe en la
poblacién envejecida de los paises industrializados conlleva un aumento del uso de
dispositivos intravasculares en sus diferentes modalidades: prdtesis valvulares,
dispositivos de estimulacién intracardiaca o implantacion transcatéter de la valvula
aodrtica (TAVI). Aunque la El se describe con mayor frecuencia sobre vélvula nativa,
el incremento del uso de dispositivos intravasculares ha hecho que vaya
aumentando la endocarditis relacionada con éstos, con el agravante de que la El
sobre valvula protésica se ha asociado con una mayor mortalidad?*®.

El estudio EURO-ENDO ** de 2019 describe una proporcion de El protésica del

30,1% y de El sobre dispositivo de estimulacién intracardiaca del 9,9%. Estos datos

14
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son mas elevados que los publicados en el estudio ICE a principios de la década de
los 2000, en el que los porcentajes se encontraban en torno al 21% y al 7%
respectivamente??,

En Espafia también se observa esta tendencia en la serie del Hospital Ramén vy
Cajal®. En este estudio valoran conjuntamente las El sobre protesis y sobre
dispositivos de estimulacién cardiaca, y detectan un incremento de su frecuencia
con el tiempo. Las El sobre prdtesis y dispositivos representaron el 14,7 % de las

totales entre 1985 y 1991, y este porcentaje aumentd hasta a un 45,3% entre 2011

y 2016.
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Figura 6. Distribucion anual de los casos de El en un centro de referencia de tercer nivel (1979-
2014). Tomada de Mestres et al®.

DIC: dispositivos intracardiacos; UDVP: usuarios de drogas por via parenteral.
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La Figura 6 pertenece a la publicaciéon de Mestres et al.?3, que recoge la experiencia
de 30 afios en el Hospital Clinic de Barcelona. Refleja muy bien la evolucién de la
enfermedad, tanto por el incremento de la incidencia como por la variacién en los

factores de riesgo.

1.3.4 Sitio de adquisicién

Respecto al lugar de adquisiciéon, cabe diferenciar entre El adquirida en la
comunidad y El relacionada con cuidados sanitarios, que puede ser nosocomial (en
pacientes hospitalizados) o no nosocomial (en pacientes ambulatorios). La El
adquirida en la comunidad se relaciona fundamentalmente con procedimientos
dentales invasivos, fiebre reumadtica y también con UDVP. Por otro lado, la El
relacionada con cuidados sanitarios puede afectar tanto a pacientes hospitalizados
como ambulatorios sometidos a hemodialisis o que sean portadores de prétesis
valvulares, dispositivos de estimulacidn cardiaca, catéteres o TAVI?,

La El adquirida en la comunidad es mas frecuente que la asociada a cuidados
sanitarios. Sin embargo, en los paises industrializados en las ultimas décadas se ha
detectado una disminucidn importante de la El relacionada con procedimientos
dentales invasivos y fiebre reumatica. Esto concuerda con el menor aislamiento de
Streptococci del grupo viridans como agente causal de la El, como se comentara
mas adelante’.

Paralelamente, ha aumentado la El asociada al cuidado de la salud y en esta
situacion los agentes etiolégicos mas habituales son estafilococos y

enterococos’2>26,
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En el estudio ICE de 2009, la El asociada a la atencidn sanitaria constituia el 23% de
los casos (nosocomial 14% / no nosocomial 9%)?2. En el registro EURO-ENDO de
2019 se constata un incremento de esta presentacidon hasta aproximadamente el
30% de los casos (nosocomial 18,2% / no nosocomial 11,8%), y se indica que no se
advirtieron diferencias significativas entre pacientes de paises europeos y no
europeost®. Hay que destacar que, segun el estudio ICE, en América del Norte la
proporcién de El asociada al cuidado sanitario ya representaba un 37% en 200922,

En Espafa, segln la cohorte GAMES de 2015, la El adquirida en la comunidad
continta siendo la mas frecuente (58,8%), y la El asociada a cuidados sanitarios

representa un 37,1% de los casos (nosocomial 28,1% / no nosocomial 9%)**.

1.3.5 Agente causal

El espectro de microorganismos causantes de El es amplio y varia dependiendo de
la forma de presentacion, sin embargo, en aproximadamente el 80% de los casos se
asocia a cocos grampositivos de los géneros Staphylococcus spp., Streptococcus
spp. Yy Enterococcus spp., como reflejan destacados estudios poblacionales como el
del grupo GAMES, EURO-ENDO, ID-IRI e ICE1¥141522,

En la Tabla 2, adaptada de la Guia Mensa?’, se clasifican los agentes causales de El
segln su frecuencia y su asociacién al tipo de valvula (nativa o protésica) o
dispositivo, y a la presentacién precoz o tardia respecto al momento del reemplazo

valvular. También recoge los microorganismos asociados a El en UDVP.
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Tabla 2. Agentes etioldgicos de El segun el tipo de valvula. Adaptada de la Guia Mensa?’.

Infeccién de valvula
nativa o infeccion tardia
(> 1 ano) de valvula

Infeccion en el
paciente UDVP

Infeccién precoz (< 1
ano) de valvula
protésica o de cable de

protésica marcapasos

Staphylococcus aureus STACN

Frecuentes | Streptococcus grupo Staphylococcus aureus
. Staphylococcus aureus
viridans
Streptococcus grupo

Enterococcus faecalis viridans Streptococcus grupo

Streptococcus Streptococcus viridans

gallolyticus betahemoliticos Enterococcus faecalis
Menos STACN STACN Corynebacterium
frecuentes | Abiotrophia spp. Enterococcus faecalis Cutibacterium
o raros Granulicatella spp Pseudomonas Enterobacterias

Grupo HACEK aeruginosa Otras bacterias

Coxiella burnetii Enterobacterias Candida spp
Otras bacterias Otras bacterias Aspergillus spp
Candida spp
Abreviaturas: STACN=  Staphylococcus coagulasa negativa; HACEK: Haemophilus,

Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella.

Como se ha comentado, determinados microorganismos se asocian a una

progresion mas fulminante de la enfermedad. En la Tabla 3 se clasifican los agentes

causales en funcién de la evolucidn de la El (aguda vs. subaguda o crénica).

Tabla 3. Agentes etioldgicos de El en funcion de la evolucion de la enfermedad. Adaptada de la

Guia Mensa?’.

El aguda

Enterococcus spp

Staphylococcus aureus, Staphylococcus lugdunensis
Streptococcus betahemoliticos y Streptococcus pneumoniae

El subaguda/
crénica

Enterococcus spp
Grupo HACEK
Granulicatella spp

Streptococcus grupo viridans
STACN (distintos de Staphylococcus lugdunensis)

A veces Staphylococcus aureus
Bartonella spp., Tropheryma whipplei y Coxiella burnetii pueden
evolucionar de forma muy lenta (meses, afios)

Abreviaturas: STACN= Staphylococcus coagulasa negativa; HACEK: Haemophilus,
Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella
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El cambio en los factores de riesgo en los paises mas industrializados ha conllevado
un cambio en el principal agente causal de la El en la que el género Streptococcus
ha cedido su puesto al Staphylococcus aureus. También ha aumentado la El
causada por Enterococcus spp. y estafilococos coagulasa-negativa (STACN), sobre
todo asociada a ambiente hospitalario y el uso de dispositivos intravasculares®’.

En la Tabla 4, perteneciente a la publicacién de Ambrosioni et al., se refleja la
evolucidn en la distribucion de los principales agentes causales de El a lo largo del
siglo XX en la que se evidencia el cambio de paradigma etioldgico. Esta revisidon
incluye fundamentalmente paises europeos, aunque también recoge estudios de

Estados Unidos y de Tunez’.

Tabla 4.Evolucién de la distribucién de los principales agentes causales de El en el siglo XX.
Tomada de Ambrosioni et al’.

Period VGS Other streptococei® S, aurews (%)  CoNS (%)  Gram Other/
(%) and enterococci Negativeb (%) culture
negative (%)

Priorto 1970 44 13% 14 4 3 22
1970s 43 15% 13 3 8 18
1980s 29 19% 24 Y 8 15
1990s 27 14%/9% 28 7 5 10
After 2000 16 9%/10% 31 11 9 14

Abreviaturas: VGS= Streptococcus grupo viridans CoNS= Staphylococcus coagulasa negativa.
2Incluye Streptococcus B-hemoliticos, Streptococcus bovis (gallolyticus), Granulicatella y
Abiotrophia spp. y Enterococcus spp. hasta 1984. ‘Incluye HACEK (Haemophilus,
Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella) y otros gramnegativos.
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Tabla 5. Evolucidn en la distribucion de los principales agentes causales de El a finales del siglo
XX y comienzos del XXI. Tomada de Navas et al®.

1985-1991 1992-1997 1998-2003 2004-2010 2011-2016 Total

S. aureus 101 108 42 70 46 367
46,33% 50,70% 30,22% 28,81% 26,74% (37,2%)

SCN ! 17 20 33 40 31 141
7,80% 9,39% 23,74% 16,46% 18,02% (14,3%)

S. viridans 39 32 14 29 16 130
17,89% 15,02% 10,07% 11,93% 9,30% (13,2%)

S. bovis 2 6 3 17 14 42
0,92% 2,82% 2,16% 7,00% 8,14% (4,3%)

Enterococos 12 8 13 34 22 89
5,50% 3,76% 9,35% 13,99% 12,79% (9%)

BGN 2/Otros 17 12 15 18 20 82
7,80% 5,63% 10,79% 7,41% 11,63% (8,3%)

Hongos 2 6 2 5 2 17
0,92% 2,82% 1,44% 2,06% 1,16% (1,7%)

Polimicrobianas 8 7 5 4 7 31
3,67% 3,29% 3,60% 1,65% 4,07% (3,1%)

Abreviaturas: SCN= Staphylococcus coagulasa negativa; BGN= Bacilo gramnegativo

1.3.5.1 Streptococcus grupo viridans
Como se ha sefialado, en un inicio la El se asociaba principalmente a individuos con
fiebre reumdtica o a la practica de intervenciones dentales invasivas, y los
principales microorganismos implicados eran Streptococci del grupo viridans. Esta
situacién se mantiene en los paises en vias de desarrollo”?2. En nuestro medio la
endocarditis estreptocdcica es menos frecuente. Algunos estudios indican un
repunte de los casos por estreptococos desde el afio 2000 y se cuestiona si puede
ser debido a la modificacidon en las indicaciones de profilaxis introducida en las
guias en 2007Y. Sin embargo, en el registro EURO-ENDO de 2019, no se detecta
estd tendencia y se objetiva una disminucién de los casos de El por estos
microorganismos respecto a otros estudios de principios de siglo como el del ICE

(12% vs 17%)'422, Por su parte, en el estudio poblacional ID-IRI también de 2019,
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los Streptococci del grupo viridans representan un 18,7%, aunque cabe destacar
que en esta cohorte Turquia aporta 322 de los 867 pacientes?>.
En Espafia, la frecuencia de El por Streptococci del grupo viridans ha ido
disminuyendo, como queda reflejado en la Tabla 5, tomada del estudio del Hospital
Ramdn y Cajal®. En el estudio GAMES de 2015, el porcentaje de El por este grupo
de microorganismos fue del 12%?2.

1.3.5.2 Enterococcus spp.
En los ultimos afos, la El por este género ha adquirido mayor importancia. La
especie Enterococcus faecalis causa aproximadamente el 90% de los casos de
endocarditis enterocdcica y afecta fundamentalmente a pacientes varones afnosos
que presentan numerosas comorbilidades. La adquisiciéon asociada a la atencidn
médica es cada vez mas importante y cabe destacar que la El por Enterococcus
faecalis es la mas comun en las infecciones relacionadas con TAVI, segun indica una
revision reciente de Ferndndez-Hidalgo et al?®. También describen un aumento de
los estudios que relacionan la El por Enterococcus faecalis con las neoplasias
colorrectales, aunque se necesitan mads estudios para validar estos hallazgos
preliminares.
La El por Enterococcus spp. se sitla en general como tercera causa de El, por detrds
de Staphylococcus spp. y Streptococcus spp. En la publicacién del grupo ICE de 2009
la proporcion de Enterococcus spp. se encontraba en torno a un 10%?2. Sin
embargo, en estudios poblacionales mas recientes como EURO-ENDO o el estudio

ID-IRI, la representacién de los enterococos ha aumentado a un 15.8% y un 16,1%,
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respectivamente!#'>, En Espafia también se observa esta tendencia a lo largo de
las décadas, como muestra estudio del Hospital Ramén y Cajal (Tabla 5)%. En la serie

GAMES de 2015 los enterococos representan un 12,7% del total de las EI'1.

1.3.5.3 Streptococcus grupo gallolyticus (bovis)
Respecto a este grupo de microorganismos, la subespecie que mas se asocia a la El
es Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus, y se observa particularmente en
pacientes con neoplasia de colon?%:39,
La nomenclatura de este grupo de estreptococos ha sufrido modificaciones en las
Ultimas décadas en base a divergencias bioquimicas, moleculares y genéticas.
Todavia estd sujeta a debate y aln no ha sido adoptada universalmente. Segun los
andlisis genéticos mas recientes3®, este grupo incluye siete divisiones: (1)
Streptococcus equinus, (2) Streptococcus infantarius subsp. coli, (3) Streptococcus
infantarius subsp. infantarius, (4) Streptococcus alactolyticus, (5) Streptococcus
gallolyticus subsp. gallolyticus, (6) Streptococcus gallolyticus subsp. pasteurianus y
(7) Streptococcus gallolyticus subsp. macedonicus.
En algunos de los estudios revisados en el presente trabajo, se hace alusion a este
grupo de forma global como Streptococcus grupo bovis, mientras que en otros se
identifica la especie o subespecie concreta.
Segun la bibliografia, la El causada por Streptococcus grupo bovis también ha
aumentado en los uUltimos afios, como queda reflejado en el trabajo del Hospital
Ramon vy Cajal (Tabla 5)%. En esta serie se describe una proporcion de El por

Streptococcus grupo bovis del 0,92% en la década de los 80 del pasado siglo, que
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aumenta hasta el 8% en el periodo de estudio mas reciente. En el registro EURO-
ENDO de 20194, se recoge una proporcién de El por Streptococcus gallolyticus del
6.6%, que coincide con la cohorte del grupo GAMES??, que describe una proporcién

de El por Streptococcus grupo bovis de un 6,4%.

1.3.5.4 Staphylococcus spp.

En la actualidad el género Staphylococcus constituye el principal agente causal de
El en nuestro medio”'l. Como se ha comentado, el envejecimiento de la poblacidn
conlleva un incremento de las necesidades sanitarias que se traduce en un mayor
uso de protesis valvulares y dispositivos intravasculares. En este contexto el
principal organismo implicado en la El es el Staphylococcus spp., y se ha detectado
un aumento de su aislamiento a lo largo de los afios, como refleja la Tabla 4
adaptada de la publicacién de Ambrosioni’.

Staphylococcus aureus es el principal agente causal de El sobre véalvula nativa; en el
estudio ID-IRI de 2019%%, las El por Staphylococcus spp. representaron el 40% y se
observé una asociacién entre Staphylococcus aureus y El sobre vdlvula nativa
significativamente mayor que sobre valvula protésica (36.4% vs. 22.3%; p=0,0001).
En el registro EURO-ENDO de 20194, en el 44.1% de los pacientes también se aisld
Staphylococcus spp. Respecto a Staphylococcus aureus, sefialan que se detectd un
mayor porcentaje de cepas meticilin resistentes en paises europeos que en no
europeos (25,7 vs. 17,7%; p=0.0002).

En la serie del Hospital Ramdn Cajal, sin embargo, se aprecia una disminucion del

Staphylococcus aureus a lo largo de las décadas, como muestra la Tabla 5. Este
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descenso va ligado al descenso en Espafia de los pacientes UDVP, ya que
Staphylococcus aureus supone el principal agente en este caso. En la ultima
década, pese a que la El en pacientes adictos se ha convertido en un hecho
excepcional, la infeccidon estafilocdcica sigue siendo predominante, tanto a nivel
comunitario como nosocomial®.
En la serie del grupo GAMES!!, el género Staphylococcus constituye el 40,3% de las
El. De estos, el 23,6% pertenece a la especie Staphylococcus aureus. Sefialan
ademas que la mayoria de los aislamientos fueron sensibles a meticilina (84.5%).
Estos datos concuerdan con los publicados en la serie del Ramén y Cajal en la
década de los 20008, como muestra la Tabla 5.

1.3.5.5 Etiologias menos frecuentes
Alrededor del 10% de las El estdn producidas por un grupo heterogéneo de
bacterias exigentes, de dificil crecimiento, alguna de las cuales son causantes de
zoonosis. Los hongos y las levaduras también son agentes etioldgicos de El poco

frecuentes®11.15,

El grupo de bacterias HACEK: Haemophilus parainfluenzae, Aggregatibacter spp.
Cardiobacterium spp., Eikenella corrodens y Kingella spp., constituye un grupo de
bacterias gramnegativas con requerimientos nutricionales especiales, que forman
parte de la microbiota normal del tracto respiratorio superior y oral en humanos.
Aunque su patogenicidad es limitada, son responsables del 1-3% de todas las El. Se

caracterizan por causar una infeccidon de curso insidioso en el que los sintomas
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pueden tardar en aparecer, por lo que el diagndstico se suele retrasar. Dentro de

este grupo, Haemophilus parainfluenzae es la causa mas comun de EI?L.

Coxiella burnetii es un cocobacilo gramnegativo intracelular que no se aisla en los
medios habituales de cultivo microbioldgico. Es el agente causal de la fiebre Q,
que es una zoonosis; el ser humano se infecta al inhalar sus formas de resistencia
(esporas) procedentes de fluidos o productos patolégicos de animales
subclinicamente infectados, fundamentalmente ganado.

Las infecciones cardiovasculares son una de las principales complicaciones graves
de la fiebre Q aguda®. El porcentaje de El causadas por este microorganismo se
encuentra en torno al 1%, como se describe en el registro EURO-ENDO (0,8%) o en

el estudio ID-IRI (1%)*4%,

Tropheryma whipplei es una bacteria grampositiva intracelular que tampoco es
capaz de crecer en los medios de cultivo microbioldgicos habituales. Es muy ubicua,
estando presente en el suelo, agua potable y aguas residuales33. Se ha relacionado
con diferentes formas clinicas, la mas habitual es la enfermedad de Whipple clasica,
que afecta principalmente al sistema gastrointestinal. La El por este
microorganismo es una entidad clinica emergente observada en personas de

mediana edad y pacientes varones afiosos que presentan artralgias3*.
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El género Bartonella esta formado por bacilos gramnegativos exigentes de
crecimiento lento, aerobios o microaeréfilos, que crecen con dificultad en los
medios de cultivo microbioldgicos habituales. En general, son agentes etiolégicos
de zoonosis (excepto Bartonella quintana y Bartonella baciliformes) y se transmiten
a través de artrépodos vectores. Provocan diversos sindromes clinicos en pacientes
inmunocompetentes e inmunocomprometidos, entre los cuales se encuentra la El
de caracter subagudo o croénico. La mayoria de los casos de El se asocian con
Bartonella quintana, relacionada principalmente con personas sin hogar infestadas
de piojos del cuerpo, y a Bartonella henselae, agente causal de la enfermedad por
arafazo de gato, y que se asocia a pacientes con valvulopatia previa y contacto con
gatos3>36,

En las Ultimas décadas ha aumentado la comunicaciéon de casos de El por
Bartonella, pero algunos autores indican que no hay un aumento real en la

incidencia, sino que se debe a una mejora de las técnicas diagndsticas®.

La endocarditis fungica es una entidad infrecuente pero emergente que representa
del 2% al 4% de todos los casos de El. Afecta fundamentalmente a pacientes
inmunodeprimidos o intervenidos de cirugia cardiaca, en su mayoria con afectacién
de valvulas protésicas. Los principales agentes etiolégicos de la El fungica son
Candida spp., principalmente Candida albicans, y Aspergillus spp., que representan

el 50% y el 25% de los casos de El fungica respectivamente. El 25% restante de El
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fungicas lo conforma una amplia variedad de hongos infrecuentes entre los que se
encuentran Histoplasma spp., en zonas endémicas, o Fusarium spp?’.

Destaca esta entidad por su elevada tasa de mortalidad, del 30% al 50%, que es
atribuible a la situacién inmunolégica del paciente, al diagndstico tardio por
presentar habitualmente hemocultivos negativos y al fracaso frecuente de la
terapia antifingica en ausencia de cirugia. Ademas, también se describe una alta
tasa de recurrencia, por lo que en la actualidad la El fungica sigue constituyendo un

reto terapéutico3’38,

Entre otros microorganismos, también se han descrito como agentes causales de El
Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, Legionella spp. y Mycoplasma spp.,
asi como bacterias causantes de zoonosis como Brucella melitensis o Brucella spp.,
asociada al ganado bovino, y Chlamydia psittaci, asociada a pdjaros como loros y
palomas?.
1.3.5.6 El no filiadas

En una proporcion variable de los casos, del 10% al 20%, no se documenta la
etiologia de la El. En el registro EURO-ENDO'* se describe un porcentaje de El no
filiadas del 21%, mientras que en el estudio ID-IRI esta proporcion es del 9%*°,
similar a la descrita en Espafia tanto en la serie del grupo GAMES (9,1%)!, como en
el estudio del Hospital Ramon y Cajal (9,1%)8.

La principal razén por las que no se consigue determinar el agente causal en los

medios de cultivo es que los pacientes suelen llevar tratamiento antibidtico previo
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al cultivo. También puede deberse a que el agente etioldgico sea un microrganismo
exigente, de lento crecimiento o que no sea capaz de crecer en los medios de
cultivo microbioldgicos habituales, como ocurre con Coxiella burnetii, Bartonella
spp. o Tropheryma whipplei**?2,

Cabe mencionar que, a pesar de que los cultivos sean negativos, se puede llegar a
un diagndstico etioldgico a través de la serologia o de la aplicacion de técnicas de
amplificacién de acidos nucleicos. Este tema se desarrollard en el apartado

correspondiente.

1.4 Diagnostico

La El suele ser un diagndstico sindromico que se determina sobre la base de la
presencia de multiples resultados en lugar de un Unico resultado de prueba
definitivo.
El diagndstico de la El se fundamenta en la evaluacién conjunta de las
manifestaciones clinicas, las pruebas de imagen y el diagndstico microbioldgico.
Los criterios de Duke integran todas estas areas y en la actualidad se consideran el
patrén de referencia para el diagndstico de la EI. Fueron descritos por Durack et al.
en 19943 y modificados en 2000 por Li et al *°. Para la definicion de El definitiva se
contemplan criterios patolégicos y criterios clinicos.
Los criterios patoldgicos son: (1) Microorganismos demostrados por cultivo o
examen histologico de una vegetacién, una vegetacion que se ha embolizado, o

una muestra de absceso intracardiaco; o (2) lesiones patoldgicas; vegetacion o
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absceso intracardiaco confirmado por examen histolédgico que muestra
endocarditis activa.
Los criterios clinicos se clasifican en criterios mayores y criterios menores y se

recogen en la Tabla 6.

Tabla 6. Criterios clinicos de Duke modificados.

Criterios Mayores
1. Hemocultivos positivos para El
v" Microorganismos tipicos de El en al menos 2 hemocultivos separados:
o Streptococcus viridans, Streptococcus grupo gallolyticus (bovis), grupo HACEK,
Staphylococcus aureus; o
o Enterococcus spp, adquirido en la comunidad, en ausencia de un foco primario
0;
v" Microorganismos en hemocultivos persistentemente positivos definidos como:
o 2 0 mas hemocultivos positivos separados mas de 12 horas; o
o 3 de 3 hemocultivos o la mayoria de 4 hemocultivos positivos separados (la
primeray la ultima muestra separadas por 1 hora o mas); o
v" Un hemocultivo positivo para Coxiella burnetii o anticuerpos IgG fase | > 1:800)
2. Evidencia de compromiso endocardico
Ecocardiografia positiva para El: vegetacion (masa o estructura oscilante), absceso,
dehiscencia parcial de una valvula protésica o nueva regurgitacion valvular.

Criterios Menores

1. Lesidn cardiaca predisponente o uso de drogas inyectables.

2. Fiebre>38°C.

3. Fendmenos vasculares: embolo en arterial mayor, infarto pulmonar séptico, aneurisma
micético, hemorragia intracraneal, hemorragia conjuntival y lesiones de Janeway.

4. Fendmenos inmunoldgicos: glomerulonefritis, nédulos de Osler, manchas de Roth, y
factor reumatoide.

5. Evidencia microbioldgica: hemocultivos positivos que no cumple criterios mayores o
evidencia seroldgica de infeccidn activa por un microorganismo que puede causar El

6. Hallazgos ecocardiograficos: compatible con El, pero no encontrado como criterio
mayor mas arriba

Segun los Criterios de Duke modificados??, se considera diagndstico de El definitiva
el cumplimiento de: (1) 2 criterios mayores; o (2) 1 criterio mayor y 3 criterios
menores; o (3) 5 criterios menores. En el diagndstico de El posible se presenta: (1)
1 criterio mayor y 1 criterio menor; o (2) 3 criterios menores. Y, por ultimo, la El se

rechaza en el caso de: (1) diagndstico alternativo firme; o (2) resolucién del
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sindrome con terapia antibidtica durante 4 dias o menos; o (3) ausencia de
evidencia patoldgica de El en cirugia o autopsia, con terapia antibidtica durante 4
dias 0 menos; o (4) no se cumple con los criterios de El posible.

Los criterios de Duke modificados presentan una sensibilidad del 70-79%*!, por lo
gue una proporcidon de pacientes importante se categoriza como “El posible”.
Algunos autores como Cuervo et al.?, sefialan que estos criterios estdn
comprometidos en la era de la El nosocomial ya que se ha descrito una disminucién
de la sensibilidad del diagndstico seglun estos criterios en pacientes con protesis

vasculares?®43.

1.4.1 Clinica
La clinica de la El es diversa e inespecifica y presenta diferentes manifestaciones en
funcién del primer drgano implicado, el microorganismo aislado, la enfermedad
cardiaca de base y la aparicion de complicaciones. Los sintomas y signos de la El

(Tabla 7) son variados y cualquier sistema orgénico puede estar afectado?.

Tabla 7. Manifestaciones clinicas de la El. Tomada de Mandell et a/*.

Signos Pacientes (%)
Fiebre 96
Soplo cardiaco 85
Soplo cambiante 20
Soplo nuevo 48
Episodio embdlico 17
Nédulos de Osler 3
Hemorragia en astilla 8
Lesidn de Janeway 5
Esplenomegalia 11
Manchas de Roth 2
Hematuria 26
Hemorragia conjuntival 5
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En el cuadro clinico influyen: (1) el proceso infeccioso en la vdlvula, incluyendo las
complicaciones intracardiacas locales; (2) la embolizacidn séptica a practicamente
cualquier érgano; (3) la bacteriemia constante, a menudo con focos metastasicos
de infeccion; y (4) los complejos inmunes circulantes y otros factores
inmunopatoldgicos?.

Segun el registro EURO-ENDO, la fiebre (77,7%) y la insuficiencia cardiaca
congestiva (27,2%) fueron los sintomas mas frecuentes, y los eventos embdlicos
sintomaticos estaban presentes al ingreso en el 25,3% de los pacientes!®.

Cahill sefiala en su revisién de 20167 que, contrariamente a la ensefianza médica
popular, los nédulos de Osler, las lesiones de Janeway y las manchas de Roth son
raras. En cambio, complicaciones como insuficiencia cardiaca, accidente
cerebrovascular o émbolos infecciosos son mucho mas comunes. En general, la
sensibilidad y la especificidad de cualquier signo es baja y el diagndstico de la El no
debe ser excluido basandose Unicamente en el examen clinico 7.

Por lo tanto, la presentacidn clinica de pacientes con El es muy variable, y el
diagnéstico diferencial a menudo es amplio. Debido a sus multiples
manifestaciones, el diagndstico se puede retrasar y, en ocasiones, se identifica en
el examen post-mortem. Algunos autores como Cuervo et al.? apuntan que la
sospecha es especialmente complicada en los casos de endocarditis subaguda o
cronica. En estos casos son comunes los sintomas inespecificos, como anorexia,

pérdida de peso, malestar general, fatiga, escalofrios, debilidad, nauseas, vémitos y
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sudores. El diagndstico puede confundirse con el de procesos neoplasicos,

tuberculosis u otras enfermedades cronicas.

1.4.2 Pruebas de imagen
Respecto a las pruebas de imagen, la ecocardiografia transtoracica y transesofagica
son las técnicas mas ampliamente empleadas para el diagndstico y seguimiento de
la El, pero pueden ser no concluyentes hasta en el 20% de los casos. Otras técnicas
estan adquiriendo relevancia, como la Tomografia Computarizada (TC o CT de sus
siglas en inglés) o la Tomografia de Emisidon de Positrones (*¥F-FDG-PET/CT, 18F-
fluorodeoxyglucose-positron emision tomography/CT). Incluso se ha propuesto su
uso como como criterio diagndstico adicional**.

1.4.2.1 Ecocardiografia
La ecocardiografia es la técnica de imagen mas ampliamente empleada y se debe
realizar tan pronto como se sospeche la El. Se consideran criterios mayores de
Duke tres hallazgos ecocardiograficos: (1) presencia de vegetaciones, (2) presencia
de abscesos o pseudoaneurisma y (3) dehiscencia de la vélvula protésica®.
Existen dos modalidades de ecocardiografia: transtoracica (ETT) y transesofagica
(ETE). Ambas presentan una especificidad similar, préoxima al 90%, pero la
sensibilidad de la ETE es superior, sobre todo en el caso de El protésica y abscesos**
(Tabla 8). También mejora la sensibilidad diagndstica en el caso de El asociada a

dispositivos intravasculares®®.
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Tabla 8. Sensibilidad diagndstica de la ecocardiografia transtoracica vs. transesofagica.

ETT ETE

Vegetacion sobre vélvula nativa | 70% | 96%

Endocarditis protésica 50%, | 92%

Absceso 50% | 90%

Abreviaturas: ETT= Ecocardiografia transtoracica; ETE= Ecocardiografia transesofdgica.

Si la ecocardiografia inicial es negativa, se debe repetir en 5 o 7 dias si se mantiene
la sospecha diagnéstica, incluso antes si se sospecha una El por Staphylococcus
aureus debido a la agresividad que presenta este microorganismo®’. Sin embargo,
en un estudio retrospectivo reciente llevado a cabo por Marcos-Garces et al.*8, se
sefiala que, de 451 pacientes que presentaron una ETT inicial negativa sélo el 0,9%
fue diagnosticado posteriormente de El.

Por ultimo, hay que apuntar que el seguimiento ecocardiografico es necesario para

la deteccién de posibles complicaciones y la monitorizacidn del tratamiento.

1.4.2.2 Tomografia Computarizada
Aunque la ETE se mantiene como el pilar fundamental del diagnéstico por imagen,
existe un creciente interés por la TC cardiaca ya que proporciona mas informacién
sobre la anatomia de las afecciones perivalvulares como pseudoaneurismas,
abscesos y fistulas®**. Datos recientes defienden el uso complementario de esta
técnica cuando se necesita una descripcion anatdmica mas detallada en El sobre

valvula tanto protésica como nativa. Incluso un estudio reciente la dota de valor

33



1. Introduccién

prondstico sugiriendo sinergismo con la ETE en la planificacién de la cirugia y en la

prediccion de mortalidad a largo y corto plazo?.

Por otra parte, la TC representa una alternativa a la angiografia coronaria en la

valoracion preoperatoria de pacientes con elevado riesgo de embolismo, como es

el caso de pacientes con vegetaciones adrticas o en situacion de cirugia urgente®*.

1.4.2.3 Medicina nuclear

Las técnicas de medicina nuclear permiten visualizar la respuesta inmune frente a

un agente patdgeno. Destacan dos técnicas**;
Tomografia de Emisidn de Positrones (Positron Emision Tomography o PET),
que utiliza como marcador radiactivo el 8F- fluorodesoxiglucosa (FDG). Este
radiofdrmaco se incorpora activamente in vivo a los leucocitos, macréfagos,
monocitos y linfocitos T CD4 que se acumulan en los lugares de infeccién y
emite radiacién gamma que es detectada por el equipo.
Tomografia computarizada por emisién de fotdn unico (Single Photon Emission
CT o SPECT). En este caso las imdagenes obtenidas se basan en el uso de
leucocitos autélogos radiomarcados (**In-oxina o) PMTc-
hexametilpropilenamina oxima) que se van acumulando en el lugar de la
infeccion conforme avanza el tiempo. Se comparan imagenes secuenciales, lo
que hace que sea una técnica mas especifica que la PET / TC con 8F-FDG para la
deteccidon de El y focos infecciosos. Es preferible en aquellas situaciones que
requieran una mayor especificidad. Por el contrario, presenta algunas

desventajas como (1) la necesidad de manipular sangre para la preparacién de
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radiofarmacos, (2) la duracién del procedimiento, mas prolongado que en el
caso de la PET / CT, y (3) que presenta una resolucién espacial y una eficiencia
de deteccidn de fotones ligeramente inferiores a la PET / CT.
En caso de sospecha de El protésica, estas técnicas han demostrado que
incrementan la sensibilidad de los criterios de Duke hasta aproximadamente el 90%
cuando se consideran como criterio mayor, por lo que la guia de la Sociedad
Europea de Cardiologia de 2015 ya las incorpora en su algoritmo diagndstico en el
caso de El sobre valvula protésica o sobre dispositivo cardiaco**.
1.4.2.4 Resonancia magnética cerebral
La resonancia magnética cerebral también constituye una técnica complementaria.
En pacientes con sospecha de El sin alteraciones neuroldgicas puede tener impacto
diagnéstico, ya que el hallazgo de alteraciones constituye un criterio menor de
Duke y pueden propiciar un diagndstico definitivo de El. Por otro lado, en el caso de
El que ya presentan sintomas neuroldgicos permite mejorar la estrategia
terapéutica, sobre todo en el momento de la cirugia®*.
En resumen:
La Ecocardiografia es la técnica mas ampliamente utilizada y esta incluida en los
criterios de Duke modificados*°.
La TC cardiaca o corporal, la resonancia magnética cerebral, el 8F-FDG PET/CT vy el
SPECT/CT con leucocitos autélogos marcados se consideran técnicas complementarias,

ya que pueden mejorar la deteccién de fendmenos vasculares silentes, como eventos
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embdlicos o aneurismas infecciosos, y de otras lesiones del endocardio, mejorando la
sensibilidad de los criterios de Duke modificados*.

En la guia ESC de 2015, se propone 3 criterios diagndsticos adicionales que se deben
aplicar cuando existe una elevada sospecha de El, pero los criterios de Duke
modificados resultan en una El posible o incluso la descartan. La Figura 7 presenta el

algoritmo diagndstico propuesto en esta guia, que incluye los criterios de diagndstico

modificados.
Clinical suspicion of IE
Modified Duke criteria (Li)
Y v v v
Native Prosthetic
valve valve
| - Repeat echo | - Repeat echo (TTE + TOE)/microbiology

(TTE + TOE)/microbiology 2 - "®F-FDG PET/CT or Leucocytes labeled SPECT/CT
2 - Imaging for embolic events® 3 - Cardiac CT
3 - Cardiac CT 4 - Imaging for embolic events®

' .

ESC 2015 modified diagnostic criteria®
v

Definite IE Possible IE Rejected IE

Figura 7. Algoritmo de diagndstico de imagen de la El segin la Guia ESC 2015. Tomada de
Habib et a/**.

Abbreviaturas: CT computed tomography; FDG = fluorodeoxyglucose; IE = infective
endocarditis; PET = positron emission tomography; SPECT = single photon emission
computerized tomography; TOE = transoesophageal echocardiography; TTE = transthoracic
echocardiography.
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1.4.3 Estudio anatomopatolégico
El estudio histoldgico es considerado el patrén de referencia para el diagndstico de
la El. La presencia de lesiones patoldgicas caracteristicas de endocarditis activa en
el examen histolégico del tejido valvular resecado constituye un criterio patolégico
de Duke que define el diagndstico de El definitiva®®. Siempre deben procesarse
secciones representativas del material valvular para histopatologia,
independientemente de que se conozca o no el agente causal de la EI*°. En el
examen histoldogico del tejido valvular extirpado, los patrones y grados de
inflamacién variardn segun el organismo infeccioso. La El causada por organismos
muy virulentos, como Staphylococcus aureus, a menudo se asocia con una
inflamacién aguda caracterizada por una extensa infiltracion de neutréfilos, asi
como por grandes colonias de microorganismos con areas asociadas de destruccion
tisular. En casos de El subaguda causada por organismos menos virulentos, como
los Streptococci del grupo viridans, ademds de colonias focales e inflamacién
neutrofilica, puede haber evidencia de cicatrizacidon, que incluye depésito de fibrina
y células inflamatorias mononucleares. En casos de endocarditis por Bartonella
spp., Coxiella burnetii o Tropheryma whipplei, las valvulas muestran principalmente
una inflamaciéon crénica y pueden tener un aspecto macroscdpicamente normal.
Predomina la infiltracion mononuclear, en lugar de neutrofilica, y los macroéfagos

son los mas frecuentes*?°0,
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Es importante destacar que el analisis histopatoldgico puede facilitar el diagndstico
de causas no infecciosas de endocarditis, como las neopldsicas o autoinmunes, que

representan hasta el 3% de los casos de endocarditis con cultivo negativo®?.

Diagnostico microbiolégico clasico

El diagndstico microbiolégico permite la identificacion del agente causal y la
realizacion del antibiograma, fundamentales para la instauracion del tratamiento
antimicrobiano dirigido.
El diagndstico microbioldgico clasico de la El incluye el hemocultivo, el cultivo del

tejido o la prétesis valvular en caso de cirugia y la serologia.

.1 Hemocultivo

La base del diagndstico microbioldgico convencional de la El es el hemocultivo. El
aislamiento de un microorganismo “tipico de endocarditis” en dos hemocultivos o
el aislamiento de cualquier otro microorganismo en mas de dos hemocultivos, se
considera un criterio mayor de Duke. Los microorganismos considerados “tipicos
de endocarditis” en los criterios de Duke son Streptococci del grupo viridans,
Streptococci del grupo gallolyticus (bovis), microorganismos del grupo HACEK,
Staphylococcus aureus sin otro foco primario y Enterococcus spp.). Un Unico
hemocultivo positivo de Coxiella burnetii también se considera un criterio mayor

de Duke?0.
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A pesar de constituir la base del diagndstico microbiolégico, una proporcion
importante de los hemocultivos pueden ser negativos. Algunos estudios sefalan
que el hemocultivo puede ser negativo hasta en un 31% de los casos®*°3. En la
cohorte de GAMES este porcentaje de hemocultivos negativos es del 14,7%?1.
Entre las causas que impiden la recuperacién del microorganismo en el
hemocultivo destacan la instauracidon del tratamiento antibidtico antes de la
extracciéon del hemocultivo y los requerimientos especiales de incubacion vy la
dificultad del cultivo de algunos microorganismos como Brucella spp.,
estreptococos defectivos, bacterias del grupo HACEK, Bartonella spp., Coxiella
burnetii o Tropheryma whipplei.

Todo esto se traduce en un diagndstico inadecuado en una proporcién importante
de pacientes. Un estudio de la cohorte GAMES de 2016, apunta incluso a un mayor
riesgo de destrucciédn valvular y mayor tendencia a la mortalidad que en las
endocarditis con cultivo positivo>4.

Otros procedimientos microbioldgicos clasicos que complementan el cultivo de
sangre son la serologia y el cultivo del tejido valvular en el caso de que se lleve a

cabo la cirugia.

1.5.2 Cultivo de valvula
El cultivo del tejido valvular presenta una baja sensibilidad (6-13%) y una elevada
proporcién de contaminaciones?>>, Esto ha llevado a algunos autores a no
recomendarlo, aduciendo que puede crear mas confusion ante un diagndstico

dudoso.
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1.5.3 Serologia

La practica sistemadtica de estudios seroldgicos frente a microorganismos de dificil
crecimiento en cultivo ha demostrado su utilidad para estratificar a los pacientes
con sospecha de El y determinar el agente etioldgico>3°®. Sin embargo, hay que
tener en cuenta la variabilidad en la sensibilidad y especificidad de las distintas
técnicas serolédgicas.

Entendiendo que el éxito en el tratamiento se basa en la identificacion del agente
causal y el rdpido inicio de una terapia antimicrobiana adecuada, a menudo
combinada con cirugia, se hace patente la necesidad de mejorar las técnicas de

diagndstico microbioldgicas.

1.6 Diagnodstico microbiolégico molecular
En respuesta a esta problemadtica, en la Ultima década del siglo XX se
comenzaron a emplear las técnicas de amplificacién de acidos nucleicos para el
diagndstico de la EI°’.
Los métodos moleculares se basan en la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR),

gue constituye la técnica mas importante y revolucionaria de la biologia molecular.

Reaccion en cadena de la polimerasa

La PCR permite obtener in vitro millones de copias de un fragmento de ADN a
partir de una sola molécula. La técnica fue descrita en 1985 por Kary Mullis et

al.*8, que recibid por ello el Nobel de quimica en 1993. Mediante esta técnica se
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simula en un tubo de reaccién lo que sucede en el proceso de replicacién
celular.
Los componentes de la reaccién de PCR son:

ADN molde o material genético que contiene el gen o el fragmento que
interesa amplificar.

Cebadores o iniciadores (en inglés primer), que son fragmentos de ADN de
15-30 nucleétidos que se unen a la regién diana que flanquea la regién del
ADN molde que se pretende amplificar. Estos cebadores aportan el extremo
3’ libre para que se incorporen nuevos nucledtidos.

Enzima Taq polimerasa, que es la enzima termoestable que cataliza la
incorporacion cebador-dependiente de nucledtidos en la direcciéon 523’
en la nueva hebra de ADN.

Desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs), que conformardan la nueva cadena de
ADN: desoxiadenina trifosfato (dATP), desoxiguanina trifosfato (dGTP),
desoxicitosina trifosfato (dCTP) y desoxitimina trifosfato (dTTP).

Cloruro de magnesio (MgClz), ya que el Mg** es un cofactor necesario para

la actividad de la enzima Taq polimerasa.
La PCR consta de tres etapas, determinadas por variaciones de la temperatura,
gue se repiten de manera ciclica. Las etapas de la PCR se esquematizan en la
Figura 8 y son las siguientes:
19, Desnaturalizacion: Separacién de las hebras de ADN. Se aumenta la
temperatura entre 94 y 96°C produciéndose la ruptura de los puentes de

hidrégeno entre los nucledtidos de las hebras complementarias. Al finalizar

esta etapa se obtienen las cadenas sencillas del ADN inicial que se
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empleardn como molde para la sintesis de una nueva cadena
complementaria.

22, Anillamiento: Unidn de los cebadores a sitios especificos complementarios
de las cadenas sencillas de la region que se va a amplificar. Para que este
proceso suceda se debe disminuir la temperatura y situarla entre 40 y 60°C.

39, Extension del ADN mediante la accion de la Taq polimerasa. Para activar la
Taq polimerasa se incrementa la temperatura a 72°C, que es la temperatura
Optima a la cual la enzima se une a los cebadores y comienza la
incorporacion de nuevos nucleétidos a la cadena. Al finalizar esta etapa se

habrad sintetizado una nueva cadena complementaria a la inicial.

MOS0
|

Desnaturalizacion 95°C
5 EEEEESS————— 3

3 5
Alineacion 55°C
5 3
3 bi
. TagADN polimerasa
1 Iniciadores
Extension 72°C
5 F 3¢
3 5

Figura 8. Etapas de la reaccién de la PCR. Tomada de Ramirez-Pacheco et al.>®

Estas tres etapas se repiten hasta un total de 30 a 45 ciclos, dependiendo del

protocolo. En cada nuevo ciclo se amplifica simultdneamente la regién de interés
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de las dos cadenas complementarias. Los productos generados aumentan su
concentracion de manera exponencial ya que cada nueva copia sirve de molde en

los ciclos siguientes, por lo que se obtienen millones de copias del ADN molde.

ADN . Taq ADN polimerasa
l Iniciadores
PCR
5 3 5 3 5 F 3
3 7%y 5y — X 30 ciclos
Desnaturalizacion 95°C Alineacion 55°C Extension 72°C
l PCR a tiempo real
Producto amplificado = Amplicon Deteccion por curvas de fluorescencia
5 e 3 5 c—— 3 I Y Y [ | }
3 b7 3 5 g
- S , ) =
3, 5 3 5 //' / g
3 5 3 5 E 4P
PCR a punto final

Deteccion por electroforesis en gel

Figura 9. llustracion del proceso de PCR y deteccidon del amplicon. Adaptada de Ramirez-
Pacheco et al*®.

El producto amplificado se denomina amplicon y, en la PCR cualitativa o PCR a
punto final, generalmente se detecta mediante electroforesis en gel de agarosa. En
el caso de la PCR cuantitativa o PCR a tiempo real, el producto de amplificacién es
monitorizado conforme transcurre la reaccién; la amplificacién se detecta en cada

ciclo de la reaccion midiendo el incremento de la fluorescencia, que sera
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proporcional al aumento de la concentracion de ADN. Se generan curvas de
amplificacién en las que en el eje «Y» se indica la cantidad de fluorescencia y en el
eje «X» los ciclos de la reaccion. El ciclo a partir del cual es posible detectar
fluorescencia se denomina ciclo umbral o CT (de las siglas en inglés cycle threshold).

La Figura 9 ilustra este proceso.

1.6.1 PCR universal seguida de secuenciacion
En la PCR universal o de amplio espectro seguida de secuenciacién se amplifican y
posteriormente se secuencian genes presentes en todos los microorganismos.
Estos genes codifican el ARN presente en los ribosomas, denominado ARN
ribosomal (ARNr)®0.

1.6.1.1 ARN ribosomal
El ARN ribosomal es la macromolécula mas ampliamente utilizada en estudios de
filogenia y taxonomia®!. Es una molécula muy antigua y muy conservada, presente
en los ribosomas de los organismos procariotas y eucariotas. El ribosoma
procariota presenta un coeficiente de sedimentacion de 70S (expresado en
unidades Svedberg), y se disocia en una subunidad grande (50S) y una subunidad
pequeiia (30S). La subunidad mayor esta formada por 31 proteinas y dos moléculas
de ARN ribosomal, 23S y 55, mientras que la subunidad menor estd formada por 21
proteinas y una molécula de ARN ribosomal, 16S. En las células eucariotas, el
ribosoma tiene un coeficiente de sedimentacion de 80S y también se disocia en dos

subunidades. La subunidad mayor (60S) esta formada por 50 proteinas y tres
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moléculas de ARN ribosomal, 28S, 5,85 y 5S, y la subunidad menor (40S) esta
formada por 33 proteinas y una molécula de ARN ribosomal, 18S.

En 1990 Carl Woese propuso la clasificacion de los seres vivos en base a la
secuenciacion y andlisis del ARN ribosomal de la subunidad pequefia del ribosoma;
ARNr 16S en procariotas y ARNr 18S en eucariotas. Segun esta clasificacion los
seres vivos se dividen en tres dominios: Bacteria, Archea y Eukarya®?.

Desde entonces, el andlisis del ARNr 16S se ha utilizado ampliamente para
establecer las relaciones filogenéticas dentro del mundo procariota y para la
clasificacion e identificacion bacteriana®?.

El ARN ribosomal se puede caracterizar en términos de secuencia parcial, mediante
el método de catalogacién de oligonucledtidos, utilizado en los estudios pioneros
de Woese, o mediante secuenciacién del gen que lo codifica, como se describe a

continuacion.

1.6.1.2 PCR universal
La secuencia de nucleétidos de los genes que codifican las moléculas de ARN
ribosomal presenta regiones conservadas comunes a todas las bacterias (u
hongos), que estan flanqueadas por regiones variables o muy variables,
caracteristicas de cada especie. Las regiones conservadas son responsables de la
"universalidad" del gen diana, ya que los cebadores empleados en la PCR universal
se disefian para que hibriden con estas regiones, por lo que para todos los
microorganismos se utilizaran los mismos cebadores y, en el proceso de la PCR, se

amplifican las regiones variables. Posteriormente, mediante la técnica de
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secuenciacion, se determina la secuencia de nucleétidos de esta regidn variable y
se compara con secuencias de referencia depositadas en bibliotecas de secuencias
publicas o privadas. De esta forma se permite la identificacién del microorganismo
en cuestionb364,

En resumen, la principal ventaja de la PCR universal o de amplio espectro es que
permite amplificar secuencias de nucledtidos caracteristicas de cada
microorganismo empleando los mismos cebadores para todas las bacterias (PCR

universal 16S) o para todos los hongos (PCR universal 18S).

En el caso de las bacterias, que son organismos procariotas, principalmente se
amplifica y secuencia el gen rrs, que codifica ARN ribosomal de la subunidad
pequefia del ribosoma 16S. La variabilidad genética entre secuencias del ARN
ribosomal 16S no se encuentra distribuida de forma homogénea en toda la
extension del gen, sino que se concentra en nueve regiones hipervariables (V1-
V9)®>, como se muestra en la Figura 10. Ademds, algunas de estas regiones
presentan mayor variabilidad que otras y permiten obtener una asignacién

taxonédmica mas precisa®®.

- Variable nservade - Invariable

Figura 10. Esquema del gen que codifica el ARN ribosomal 16S. Tomada de Izquierdo®’.
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Otras secuencias diana que se han utilizado para la identificaciéon de bacterias,
son el gen que codifica el ARN ribosomal 23S y la secuencia de la region

espaciadora entre los genes del ARN ribosomal 16S y 23593,

Para la identificacion de los hongos filamentosos y las levaduras, que son
organismos eucariotas, el gen diana mas empleado es el que codifica el ARN
ribosomal 18S, aunque también se pueden utilizar otras secuencias diana como
el gen que codifica ARN ribosomal 28S y la secuencia de la regién espaciadora

situada entre los genes que codifican el ARN ribosomal 18S, 28S y 5,854,

1.6.1.3 Secuenciacidon Sanger

La secuenciacidon del ADN es una herramienta cada vez mas importante para el
genotipado en el diagndstico molecular. Consiste en determinar la secuencia de
nucledtidos que presenta un material genético determinado.

Esta técnica ha evolucionado desde la década de 1970, siendo la secuenciacién de
Sanger o método de terminacidon de la cadena, disefiada por Sanger en 1977, |a
mas ampliamente utilizada. Consiste en una PCR que, entre sus reactivos, ademas
de emplear los dNTPs habituales (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), incluye una pequeiia
concentracion de didesoxinucleétidos trifosfato (ddATP, ddGTP, ddCTP y ddTTP),
cada uno con un marcaje de fluorescencia diferente. Estos 4 didesoxinucledtidos
(ddNTPs) son analogos a los dNTPs, pero presentan un hidréogeno en lugar de un
grupo hidroxilo en el carbono 3’ del azucar desoxirribosa. Esta estructura quimica

permite a la Taq polimerasa integrar a los ddNTP en la cadena sintetizada, pero
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impide la extension de la hebra, ya que carece del grupo hidroxilo en el carbono 3’
necesario para la formacion del enlace fosfodiéster con el siguiente nucledtido
entrante. Por lo tanto, cuando un ddNPT es afadido a la cadena de ADN se
produce la terminacion de la extension de dicha hebra. El producto final de la PCR
de secuenciacién es una coleccion de fragmentos de diferentes longitudes con la
misma secuencia inicial pero que terminan en diferentes nucledtidos. Cada
fragmento estard marcado con el fluoréforo del ddNTP que haya provocado la
terminacién de la cadena®. En la Figura 11 se ilustra el proceso de secuenciacion

Sanger utilizando como ejemplo la terminacién de la hebra por adicidon de ddATP.

1. Iniciacion de la sintesis de

la hebra complementaria al
ADN molde 2. Adicion aleatoria de ddATP durante el

proceso de amplificacion

Cebador
S'erre ¥ §r B
bl e inaniid 0=-P=0—=P—-0~P—-0~CH> ADENINA
3 T oL i EIJ g Il 0
5 : 3
Al il H H
31 T T T sr \ *\
s’m .3;’. R e Posicion donde el -OH del dNTP
3 ET T o es sustituido por un -H, evitando
que continte la sintesis de ADN

3. Terminacion de la sintesis de la hebra complementaria por adicion de ddATP
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Figura 11. llustracidon del proceso de secuenciacién Sanger o método por terminacion de la
cadena, en este ejemplo por adicién de ddATP. Adaptada de Church et a/®.
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En el secuenciador automatizado se produce la separacién por electroforesis
capilar en gel de poliacrilamida de los distintos fragmentos de ADN marcados con
fluorescencia dependiendo de su tamafio. Después de la separacién, un lector
detecta la fluorescencia y se genera un electroferograma en el que se representa
cada base con su fluoréforo correspondiente. El orden de deteccidn de los ddNTPs

determina la secuencia de ADN molde®%6°,

1.6.1.4 Aplicacidn de la técnica en muestras clinicas
Esta tecnologia se ha estudiado ampliamente para detectar microorganismos
directamente en el tejido infectado y se ha descrito un impacto directo en el
tratamiento y en el manejo de los pacientes. Kerkhoff et al.”® estudiaron el
impacto en el diagndstico de la realizacidn de la PCR universal en diferentes tipos
de muestra. Entre los tipos de muestras analizadas, aquellas que tenian mas
probabilidades de tener un resultado clinicamente significativo asociado a un
cambio en el tratamiento fueron: tejido blando (proporcién clinicamente
significativa = 23,4 %; proporcién que cambio el tratamiento antibidtico = 6,4 %),
biopsia paraespinal (22,7 % y 13,6 %, respectivamente), biopsia pulmonar (17,5%
y 7,9%, respectivamente), biopsia cerebro (12,5 % y 8,9 %, respectivamente) y
tejido de ganglio linfatico (10,3 % y 7,4%, respectivamente). En el caso del liquido
cefalorraquideo solo el 3,4 % (9/263) de las muestras tuvo un resultado positivo
clinicamente significativo y el manejo clinico se cambid en solo el 1,5 % (n =
4/263) de casos. Concluyeron que el rendimiento de la PCR se maximiza en

determinadas situaciones regidas por a) el tipo de muestra: la sensibilidad de la
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técnica en tejido es significativamente superior a la obtenida en muestras
liquidas o fluidas (14,1% vs. 5,5%; p< 0,001) y b) la presencia de inflamaciéon u
organismos visualizados en la histopatologia correspondiente. Respecto al
impacto diagnodstico global, la PCR universal fue positiva en un 10% de las

muestras y tuvo un impacto en el tratamiento en el 4% de los casos.

Goldenberger et al.”* fueron los primeros en estudiar el uso de la PCR de
amplio espectro en tejido valvular en 1997. Se postuld entonces como una
herramienta prometedora y ya en 2001 se propuso como un nuevo criterio de
Duke’?, lo que ha sido respaldado por diferentes autores’3~’® entre los que se
incluye el grupo espafiol de Marin et al®>.

Esta técnica ha permitido la identificacion del agente causal hasta en el 60% de
los casos con hemocultivo negativo?! y presenta una elevada correlaciéon con
los estudios histopatoldgicos?%7>77 y seroldgicos’®.

En 2016, Miller et al.”® publicaron una revisién que engloba 18 estudios en los
qgue se utiliza la PCR universal directamente sobre muestras valvulares. Se
destaca la variabilidad de resultados en las diferentes series, con rangos de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo
de 41,2-100%, 61,5-100%, 79-100% y 34,4-100%, respectivamente. Esta
variacién se puede explicar por las diferencias en el patrén de referencia
empleado para el diagndstico de la El en cada estudio y porque se trata de

técnicas no estandarizadas. En cualquier caso, en todos los estudios se
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confirma la mayor sensibilidad de la PCR de amplio espectro en valvula frente al
cultivo bacterioldgico”.

Por lo tanto, estas técnicas aplicadas directamente al tejido valvular
representan una importante alternativa para determinar el agente etioldgico

de la EI.

La misma tecnologia se puede aplicar en sangre, y en el caso de la El,
beneficiaria también a pacientes no sometidos a cirugia. Sin embargo, hasta la
fecha los estudios realizados en pacientes con hemocultivo negativo muestran
una baja sensibilidad y elevada proporcién de contaminaciones>*%283, En el
estudio de Forunier et al.®* la PCR universal en sangre se revelé como la técnica

microbioldgica que presentd una menor sensibilidad.

1.6.2 PCR especifica

En la PCR especifica se utilizan los cebadores especificos para un microorganismo
concreto, por lo tanto, para la deteccién de cada microorganismo se requeriran
unos reactivos concretos.

Esta técnica también se puede llevar a cabo en cualquier tipo de muestra,
incluyendo sangre y tejido valvular y presenta una mayor sensibilidad que la PCR de
amplio espectro®®. En el caso del diagndstico de El, la La PCR especifica en sangre
para ciertos microorganismos como Bartonella spp. Coxiella burnetii y Tropheryma
whipplei han demostrado su utilidad®*®>. De hecho, ante resultados negativos de

hemocultivo, la guia europea propone la realizacién de técnicas de PCR en sangre
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frente a patdgenos especificos atendiendo a la serologia®*. Sin embargo, la
sensibilidad de la PCR especifica en sangre continlda siendo menor que la de la PCR
universal sobre tejido valvular, incluso menor que la serologia, como describe el

trabajo de Fournier et al®*.

1.6.3 Limitaciones de las técnicas de diagndstico molecular
Uno de los inconvenientes de las técnicas moleculares, es que la deteccidon de
acidos nucleicos no implica que el microorganismo sea viable. Estudios previos han
demostrado que material genético de bacterias y hongos puede estar presente en
tejido afios después de un episodio de EI®, por lo que los resultados siempre se
deben interpretar de acuerdo con la clinica. Otra limitacidon es la posibilidad de
falsos positivos por contaminacién o falsos negativos por la presencia de
inhibidores de la PCR, siendo necesario el empleo de controles negativos vy
controles internos adecuados que permitan detectarlos’”.
Para evitar la contaminacion del entorno del laboratorio con el ADN inicial y el ADN
amplificado se debe implementar un flujo de trabajo unidireccional para minimizar
la potencial contaminacién por los amplicones de los espacios de trabajo, las
muestras y los reactivos primarios®®.
En particular, destacan las limitaciones existentes para la diferenciacion de los
microorganismos a nivel de especie por la similitud de las secuencias del gen 16S
ARNr en algunos casos, y el numero limitado de secuencias de referencia

disponibles actualmente en las bases de datos publicas.
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1.7  Tratamiento y prevencion
El tratamiento exitoso de la El se basa en la erradicacién del microorganismo
con antibioterapia. El tratamiento empirico y dirigido atendiendo al agente
etioldgico fue revisado en 2015 en la Guia Europea®*. El tratamiento quiridrgico
contribuye con la eliminacion del tejido infectado y es requerido en

aproximadamente la mitad de los casos!’#4.

1.7.1 Importancia de las unidades de endocarditis
La complejidad del abordaje de la El se traduce en la necesidad del trabajo
conjunto de expertos en multiples campos para su manejo. La guia de la Sociedad
Europea de Cardiologia de 2015, recomienda la formacién Unidades
Multidisciplinarias Especializadas en El en hospitales terciarios. Se aboga por un
enfoque conjunto de diversos especialistas (cardidlogos, cirujanos cardiacos,
internistas, infectélogos, radidlogos, microbidlogos y farmacéuticos) para conseguir
un correcto diagndstico, tratamiento y monitorizacion del paciente**. El manejo de
la El coordinado en estas unidades ha demostrado que disminuye la mortalidad de

la El en un afio en diferentes centros®’.

1.7.2 Tratamiento antibidtico
La seleccién del antibidtico para cada caso particular de El y para cada tipo de
microorganismo es complicado y estd recogido en las guias clinicas**®. A pesar de

las directrices, existe una elevada heterogeneidad en el manejo de la El y algunos
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autores como Cuervo et al.? denuncian una falta de adherencia a las guias incluso
por parte de aquellos que las desarrollaron.
Para un correcto tratamiento es necesario conocer la fisiopatologia de la El.
Teniendo en cuenta que en las vegetaciones existe una alta carga de poblacién
microbiana protegida por el biofilm, para erradicar los microorganismos se
requerira el uso de antibidticos bactericidas o fungicidas en altas dosis durante
largo tiempo®°.
Segun las guias, la terapia estdndar de tratamiento intravenoso tiene una duracion
de 4 a 6 semanas en funcién del tipo de El, sobre vdlvula nativa o protésica, y del
agente etioldgico?*®8, El célculo del tiempo necesario se contabiliza desde que se
negativizan los hemocultivos o desde el momento de la cirugia si el cultivo de la
vélvula ha sido positivo®7:88,

1.7.2.1 Tratamiento intravenoso vs. oral
El tratamiento intravenoso conlleva un mayor riesgo de fenédmenos trombaticos,
ademas de un incremento de la estancia hospitalaria y de los costes®. En la dltima
década del siglo pasado se llevaron a cabo estudios comparativos de terapia oral
vs. intravenosa en pacientes UDVP con El por Staphylococcus aureus, que
mostraron resultados favorables para la terapia oral®’. En un estudio de 2019
realizado por lversen et al., no se hallaron diferencias significativas entre la terapia
intravenosa y la terapia oral en una serie 400 pacientes®?. Sin embargo, El-Dalati et

al.’° sefialan que en este estudio el porcentaje de Staphylococcus aureus resistente
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a meticilina no es elevado y se excluyen pacientes con absceso cardiaco,
leucocitosis persistente e infecciones de otras localizaciones.
En resumen, la terapia oral podria representar una opcién valida, pero son
necesarios mas estudios para confirmar estos indicios.

1.7.2.2 Duracién del tratamiento antibidtico
Respecto a la duracion del tratamiento, esta aumentando la evidencia que aboga
por el acortamiento del tiempo de tratamiento tras cirugia®®. En un estudio
reciente no se detectaron diferencias en la mortalidad ni en la tasa de recaida en
pacientes tratados durante mas o menos de dos semanas tras la cirugia®>.
En el caso de pacientes que requieren largos ciclos de antibidticos pero que no
pueden completar la pauta oral o intravenosa, los lipopéptidos inyectables de larga
duracion pueden ser una alternativa aunque serian necesarios mas estudios en

pacientes con EI°%°4,

1.7.3 Tratamiento quirurgico
El objetivo de la cirugia es resecar todo el tejido infectado y restaurar la funcién
normal de la vélvula®’. Més de la mitad de los casos de El requieren cirugia y una
parte importante de estos deben ser intervenidos durante la fase activa de la
infeccion, es decir, cuando el paciente aun estd hospitalizado y no se ha
completado la pauta antibidtica, lo que se denomina cirugia temprana?. Las guias
clinicas americana y europea presentan indicaciones similares para la cirugia

temprana®*88,
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A pesar del énfasis de las guias en la intervencién quirdrgica temprana en
determinados pacientes con El, hay autores como Chirillo 8 que defienden que no
hay evidencia cientifica favorable suficiente y que lo razonable es que esta decisidn
se base en el estudio personalizado de cada caso. Esto se traduce en que una
proporcién significativa de pacientes en los que las guias recomiendan cirugia no
sean intervenidos. La concordancia entre la indicacidn tedrica de cirugia y la
practica actual ha sido analizada tanto en el estudio ICE??> como en el EURO-
ENDO'. En el primer registro, el 74% de los pacientes tenian indicacion tedrica
para la cirugia durante la fase activa de la El y sélo el 57% fueron intervenidos. En el
registro EURO-ENDO, no fueron sometidos a cirugia el 58,2% de los pacientes con
indicacidn quirdrgica tedrica. Como se ha comentado, la ausencia de cirugia a pesar

de su recomendacidn tedrica se asocia con una mayor mortalidad*%*4,

1.7.4 Prevencion
La utilizacién de antibidticos para prevenir la El ha estado presente durante mas de
seis décadas, y se remonta a las directrices de la AHA (American Heart Association)
publicadas en la década de los 60 del siglo XX, que recomendaban el uso de
penicilina intramuscular para personas con cardiopatia reumatica y cardiopatia
coronaria antes de los procedimientos dentales invasivos!®%>. Desde entonces, se
han publicado multiples actualizaciones y revisiones de estas pautas y se han
valorado los pros y contras a la profilaxis antibidtical®. Sobre la base de estas
consideraciones, las guias actuales, tanto la europea* como la americana®,

recomiendan que sélo los pacientes de alto riesgo, pacientes con valvula cardiaca
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protésica, con antecedentes de El previa o cardiopatia congénita compleja, reciban
profilaxis con antibiéticos antes de un procedimiento dental invasivo. Por otro lado,
las directrices del NICE (National Institue for Health and Clinical Excellence) del
Reino Unido estdn en contra de la profilaxis con antibidticos en todos los casos®® .
Sin embargo, si que existe un acuerdo general en que los pacientes con afecciones
cardiacas predisponentes deben cumplir algunas reglas de comportamiento como:
hacer revisiones bucales regulares, realizar una desinfeccion minuciosa de heridas,
tomar antibioterapia curativa para cualquier foco de infeccién bacteriana y evitar
tatuajes y piercings®’.

Recientemente se han publicado estudios sobre las variaciones de la incidencia de
El tras las restricciones de la profilaxis antibidtica con resultados controvertidos,
por lo que las consecuencias de esta premisa en la incidencia actual de la El siguen
sin estar claras!®®’. Segun el estudio EURO-ENDO de 2019%4, no ha aumentado la
endocarditis estreptocécica oral desde la implementacién de las recomendaciones
gue restringen las indicaciones para la profilaxis antibidtica, de hecho, se detecta
una disminucién de la El debida a este microorganismo. Quan et al. describieron
también tendencias crecientes de El en Inglaterra tras la puesta en marcha de las
recomendaciones de la guia NICE en 2008%. Sin embargo, defienden que no se
correlacionaron con las modificaciones en la profilaxis, ya que no se aprecia un
aumento en la prevalencia de Streptococci del grupo viridans como patégeno

causante.
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Perspectivas de futuro

.1 Perspectivas en el diagndstico microbioldgico

Las perspectivas futuras del diagndstico microbioldgico molecular estan enfocadas
a las técnicas de secuenciacion masiva de nueva generacién o NGS (de sus siglas en
inglés Next Generation Sequencing). Esta tecnologia permite secuenciar cientos de
millones de fragmentos de ADN de forma masiva y en paralelo.

Para la identificacion de microorganismos patdgenos se utilizan dos grandes
estrategias de secuenciacion; una mas dirigida, basada en la utilizacion de
cebadores especificos para la secuenciacidon de determinados genes como el ARNr
16S para bacterias o la secuencias ITS1/ITS2 para hongos, y otra, basada en la
secuenciacion de genomas completos. Ambas estrategias permiten trabajar
directamente con muestras clinicas, y presentan la ventaja de que consiguen
caracterizar, desde un punto de vista cualitativo y cuantitativo, la diversidad de
patégenos presentes en muestras polimicrobianas®®. Se han publicado algunos
estudios sobre la aplicacién de esta tecnologia en el diagndstico de la EI°®100, y
aunqgue se indica que en la actualidad su realizacidon en el diagndstico de rutina
seria costosa, presenta un interés clinico creciente porque permite una
identificacidon de patdégenos mas rdpida que el cultivo habitual. Ademas tiene el
potencial de detectar multiples organismos (incluyendo patégenos poco comunes),
realizar la tipificacidn bacteriana y predecir el perfil de resistencia a los antibidticos,

y todo en la misma prueba®®.
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1.8.2 Perspectivas en el diagndstico clinico y tratamiento

Respecto al manejo de la enfermedad, se requieren datos solidos para abordar una
serie de preguntas urgentes en la El, que incluyen cémo prevenir la El, cual es el
momento éptimo de la cirugia cardiaca y cdmo reducir las complicaciones
relacionadas con la EI°. Asimismo, es necesario obtener mds informacidn sobre la
adherencia a las guias clinicas, tanto en el ambito diagndstico como en el
terapéutico, hecho que puede influir notablemente en los resultados clinicos.

El nimero de ensayos clinicos aleatorizados que estudian la El es limitado, ya que
es una enfermedad poco frecuente, y se necesita investigacién basada en evidencia
para abordar estas cuestiones. Mds estudios sobre la El y el registro sistematico de
los datos y los estudios realizados, permitirian el uso de la “Inteligencia Artificial”
para desarrollar algoritmos diagndsticos utiles en el manejo de los pacientes con EL.
Esta herramienta se ha estudiado en varias dreas de la atencidén sanitaria y la
practica clinica, como la medicina de precision o la salud poblacional®®!. En el caso
de la El, la creacidn de bases de datos completas y fiables permitiria, por ejemplo,
emplear los datos incluidos en el registro de salud electrénico para identificar a los
pacientes con mayor riesgo de El o utilizar la caracterizacién de las vegetaciones
para predecir la respuesta a la terapia antimicrobiana o el riesgo de
complicaciones. También podria ayudar a identificar a los pacientes que se
beneficiarian de recibir profilaxis antibidética o a decidir la idoneidad de la
intervencién quirdrgica y el momento de la cirugia. En resumen, la “Inteligencia

Artificial” permitiria individualizar decisiones médico-quirurgicas complejas, que
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podrian afectar sustancialmente a la evolucidn del paciente y a la duracién de la

estancia hospitalaria y del tratamiento antibiético®®.
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2. Hipodtesis y objetivos

La El es una enfermedad grave y, aunque es poco frecuente, su incidencia
aumenta paulatinamente y sigue presentando una mortalidad elevada en la que
influyen, entre otros factores, la dificultad diagndstica y las limitaciones existentes
en su tratamiento.

EL diagndstico microbiolégico es una pieza clave tanto a la hora de ayudar a
establecer el tratamiento individualizado como al disefiar estrategias terapéuticas
en los distintos grupos de pacientes con El.

Las técnicas moleculares estan aportando nuevas aproximaciones encaminadas a la
identificacion precisa de los agentes etioldgicos implicados en el desarrollo de las
endocarditis. Estas técnicas, aplicadas en muestras directas obtenidas de las zonas
afectadas, ofrecen mejoras tanto en el diagndstico como en la planificacion del
tratamiento y, junto con los hemocultivos, los estudios seroldgicos y los
histopatoldgicos, constituyen un amplio espectro de posibilidades para el estudio
de los agentes causales de la El.

La estandarizacion de las técnicas y su implementacidon en la actividad diaria se
encuentran en fase de desarrollo. Teniendo presente su complejidad y la
variabilidad de los resultados reportados, y partiendo de la hipétesis de que su
utilizacion rutinaria en los centros en los que se tratan los pacientes con sospecha
de El va a mejorar el diagndstico de este tipo de procesos, se ha planteado el

presente estudio con los siguientes objetivos:
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2. Hipodtesis y objetivos

Objetivo principal

Comprobar la validez de la técnica de la PCR universal seguida de secuenciacién
directa de bacterias y hongos a partir de tejido valvular en el laboratorio de un
hospital terciario de nuestra comunidad, comparando los resultados obtenidos

en pacientes con El sometidos a cirugia y en un grupo control.

Objetivos secundarios

Investigar la contribucién de las técnicas moleculares al diagndstico etioldgico
en pacientes con El comparando los resultados con aquellos obtenidos con las
técnicas diagndsticas habituales, para determinar la potencia de las
herramientas moleculares en el diagndstico de los pacientes con El.

Analizar la relacién entre el diagndstico molecular y el diagnéstico cldsico, que
incluye el hemocultivo, el cultivo de tejido valvular de bacterias y hongos vy la
serologia.

Comparar los resultados obtenidos con el diagndstico microbiolégico y con el

estudio histologico del tejido valvular.
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3. Material y métodos

3.1 Tipo de estudio
El presente trabajo consiste es un estudio observacional con registro
prospectivo de todos los casos de pacientes con sospecha de El o El confirmada

sometidos a cirugia en un periodo de 3 afios (2017-2019).

3.2 Lugar de realizacion del estudio y caracteristicas del centro
El Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia es un hospital terciario
de titularidad y gestion publica dependiente de la Conselleria de Sanitat de la
Comunitat Valenciana. Es el centro del Departamento de Salud Valencia La Fe y se
responsabiliza de la atencidn sanitaria de 300.000 habitantes. A esta poblacion se
suman pacientes de otros departamentos que acuden al hospital por su caracter de
referencia en diversas especialidades, entre las que se encuentra la cirugia

cardiaca.

3.3 Poblacion de estudio
El grupo de estudio estd formado por pacientes mayores de 18 afios
diagnosticados de El definitiva o posible, de acuerdo con los criterios de Duke
modificados, e intervenidos quirdrgicamente para resecar la valvula infectada. Para
el grupo control se seleccionaron pacientes mayores de 18 afos sometidos a
cirugia electiva por disfuncion valvular en los que no existia sospecha de El. Las
caracteristicas de ambos grupos se exponen mads adelante, en el apartado de

Resultados.
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3.4 Aspectos éticos
El presente trabajo cuenta con la aprobacién del Comité de Etica del Hospital

Universitario y Politécnico La Fe (niUmero de registro 2017/0271).

3.5 Recogida de datos

La recogida de datos se realizé a través de los sistemas de informacion del
Hospital Universitario y Politécnico La Fe (GestLab y Orion Clinic). Las historias
clinicas se revisaron tras la cirugia. Se recopilaron caracteristicas clinicas vy
demograéficas de todos los pacientes, que incluyeron: edad, sexo y valvula afectada.
También se recogieron datos de antecedentes de El, vdlvula protésica, uso de
drogas intravenosas y otros factores predisponentes, y de tratamiento antibidtico
en el momento de la cirugia. Los datos recogidos se incluyeron y analizaron en una
base de datos disefiada en el programa de software Microsoft Excel® (Office 2016,

Microsoft Corporation).

3.6 Diagnodstico microbiolégico clasico
El diagndstico microbiolégico clasico se llevd a cabo de forma rutinaria en el
Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe como se

detalla a continuacion:

3.6.1 Hemocultivo
Se procesaron los hemocultivos de los pacientes del grupo de estudio. A estos

pacientes con sospecha de El se les realizé la extraccion de sangre, inoculando un
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minimo de 5 mL encada frasco de hemocultivo, aerobio (BacT/Alert’ FA) y
anaerobio (BacT/Alert” FN). Los frascos se transportaron al laboratorio de
Microbiologia y se introdujeron en el sistema VIRTUO (BioMerieux®). Se incubaron
en el equipo a 372C a durante un minimo de 5 dias realizandose una monitorizaron
del crecimiento cada 4 horas. En los casos de deteccidon de crecimiento en el
hemocultivo, se procedid a realizar una tincion de Gram y un subcultivo en caldo de
tioglicolato, agar sangre y agar chocolate, que se incubaron durante 24/48 horas a

379C (en atmodsfera de CO; en el caso del agar chocolate).

3.6.2 Cultivo del tejido valvular
El cultivo de tejido valvular se realizdé en los pacientes del grupo de estudio y del
grupo de control. De cada muestra se realizé (1) la tincién de Gram del tejido, (2) el
cultivo bacteriolégico, en el que se inoculd la muestra en caldo de tioglicolato, agar
sangre y agar chocolate, con una incubacién minima de 5 dias a 372C, en atmdsfera
de COen el caso del agar chocolate, y (3) el cultivo micolégico, en el que se inoculé

la muestra en un medio liquido de Sabouraud y se incubd a 302C durante 30 dias.

3.6.3 Identificacion y antibiograma
La identificacion de los microorganismos aislados se realizé por espectrometria de
masas en el equipo Vitek MS system (BioMerieux®) y para las pruebas de
sensibilidad a los antimicrobianos se utilizaron los paneles de MicroScan (Dade

Behring®) y procedimientos microbioldgicos convencionales.
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3.6.4 Estudio serolégico
En caso de sospecha clinica, se realizaron las correspondientes pruebas seroldgicas

mediante las técnicas recogidas en la Tabla 9:

Tabla 9. Técnicas seroldgicas utilizadas.

Deteccion de

. Técnica analitica
anticuerpos frente a:

. . Inmunofluorescencia indirecta (QFever IFAIgG Focus
Coxiella burnetii . .
Diagnostics®)

Bartonell Inmunofluorescencia indirecta (Bartonella IFAIgG /
artonella spp.
PP IFAIgM, Focus Diagnostic®)

Aglutinacion (Brucellosilide-Test®; Antigeno Rosa

Brucella spp. Bengala)

ELISA (Trinity Biotech Captia ™ Legionella pneumophila

Legionella pneumophila
gionelia pnetmopilia | o6 /1gm)

3.7 Diagnadstico microbioldgico por métodos moleculares

El procedimiento a seguir tras la recepcién de muestras en la Seccién de
Biologia Molecular del Servicio de Microbiologia se describe resumidamente a
continuacion y esta esquematizado en la Figura 12.
A partir del tejido valvular se procede al proceso de (1) digestion proteolitica de la
muestra y posterior extraccion del material genético, (2) PCR de amplio espectro
16S o 18S: si existen bacterias u hongos en el tejido se obtendran millones de
copias de sus genes. A partir del material genético amplificado, amplicon, se realiza
la (3) PCR de secuenciacion y posterior electroforesis capilar en el equipo
secuenciador. Se obtiene un cromatograma de la secuencia de nucleétidos de la
region del ADN amplificado y su (4) andlisis permite la identificacion del

microorganismo por comparacién de la secuencia con una base de datos conocida.
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3. SECUENCIACION
PCR de secuenciacion y
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Figura 12. Procesamiento del tejido valvular.

3.7.1 Extraccion de ADN a partir de tejido valvular
3.7.1.1 Pretratamiento de las muestras y digestion proteolitica
Tejido

El tejido valvular o el tejido adherido a valvulas protésicas, cables o dispositivos, se
fragmento con bisturi sobre una placa de Petri estéril en condiciones asépticas y se
colocé en un tubo de microcentrifuga de 1,5mL estéril. Posteriormente, se afadié
tampodn de digestidn (Tris HCI 50mM, EDTA 1mM, SDS 0,5%, pH 8,5) y proteinasa K
20 mg/mL (QIAGEN®) en proporcién 10:1. A continuacion, las muestras se agitaron
en voértex y se incubaron a 56°C en un termomezclador Eppendorf® de 1400 rpm

hasta su completa lisis (minimo 2 h).
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Las prétesis y los dispositivos se procesaron segun el procedimiento de la Sociedad
Espafiola de Infecciosas y Microbiologia Clinica'®? como se indica a continuacion:

En el contenedor de la protesis valvular o del dispositivo, se afiadié un volumen de
solucion salina suficiente para cubrir la muestra en su totalidad. Se agité en vortex
durante 30 segundos y después se introdujo en el bafio sonicador a una frecuencia
de 40 kHz durante 5 minutos. El caldo resultante de la sonicacién se dividid en
alicuotas de 10mL, que se centrifugaron 5 minutos a 3000xg. Con pipeta estéril se
elimind el sobrenadante de cada tubo, los sedimentos obtenidos se
homogeneizaron mediante agitacion en voértex durante 30 segundos y se
trasvasaron a un Unico tubo. Una cantidad 400uL del producto obtenido en la
sonicacién se sometid al proceso de digestidon proteolitica, como se ha explicado

previamente.

3.7.1.2 Extraccion del ADN
Tras el proceso de digestion proteolitica, se realizd |la extraccion de ADN en el
equipo (QiaSymphony, QIAGEN®) utilizando el reactivo QiaSymphony DSP
Virus/Pathogen Mini Kit, siguiendo el protocolo del fabricante. Se obtuvo una
alicuota con el ADN extraido disuelto en 60uL de tampdn de elucidn. Se determind
la concentracion de ADN empleando el equipo NanoDrop® (Thermo Fisher

Scientific®) y se almacend la alicuota -20°C hasta su uso.
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3. Material y métodos

En el presente trabajo, para referirnos de manera abreviada a la técnica de PCR de

amplio espectro seguida de secuenciacién, se utilizara el término PCR universal.

Como se ha descrito en la introduccién, esta técnica consta de dos procesos: la

amplificacién de los genes diana y su posterior secuenciacién.

3.7.2.1 Amplificacidn

En la Tabla 10 se indican los cebadores empleados, su secuencia, el gen diana que

amplifican y el tamafio (pares de bases) de la secuencia amplificada.

Tabla 10. Genes diana y cebadores utilizados.

L . Tamaiio de la secuencia
Cebador | Secuencia 5°-3 Gen diana .
amplificada (pb)

PSL (f) AGG ATT AGA TAC CCT GGT AGT CCA 16S ARNr 500

P13P (r) | AGG CCC GGA ACG TAT TTC AC 16S ARNr 500

18S-1 (f) | ATT GGA GGG CAAGTC TGG TG 18S ARNr 400

18S-2(r) | CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG 18S ARNr 400
B-globina

BGlo (f) GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 400
humana
B-globina

BGlo (r) GGA AAA TAG ACC AAT AGG CAG 400
humana

Abreviaturas: (f)= forward; (r)= reverse; pb= pares de bases.

Esta técnica se realiz6 en todos los tejidos valvulares, tanto del grupo de

estudio como del grupo control. Para realizar la PCR del gen 16S ARNr
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utilizaron los cebadores PSL(f) y P13P(r), descritos previamente por Xu et al.1%3,

referidos en la Tabla 10.

Se realizé en todas las vdlvulas de los pacientes del grupo control y en aquellos
pacientes del grupo de estudio en los que se aislaron levaduras en el
hemocultivo o en el cultivo valvular, o bien cuando los cultivos y la PCR del gen
16S ARNr resultaron negativos. Se amplificd la region 18S ARNr empleando los
cebadores 18S-1 (f) y 18S -2 (r) descritos previamente por Einsele et al',

indicados en la Tabla 10.

Con la finalidad de detectar fallos en la extraccion de ADN e inhibiciones del
proceso de amplificacién, en cada muestra se amplificd el gen de la B-globina
humana (cebadores BGloF y BBGIoR)’?, indicados en la Tabla 10. En los casos en
los que no existié amplificacién del gen B-globina humana se repitié la PCR
diluyendo al décimo el ADN extraido para eliminar los posibles inhibidores.
Ante resultados nuevamente negativos, se repitié el procedimiento de
extraccién del ADN de la muestra cuando fue posible. Si aun asi no se consiguid
obtener amplificacion del gen de la B-globina, se consideré un resultado

invalido.

La PCR se disefid con un volumen de reaccién final de 50uL, empleando 10uL de

ADN extraido y 40uL de Master Mix, cuya composicion se recoge en la Tabla 11,
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teniendo en cuenta el nimero de muestras, un control negativo y un control

positivo.

Tabla 11. Reactivos utilizados para la técnica de PCR.

Reactivos (concentracion) uL por muestra
Cebador (f) (100 pmol/uL) 0,2
Cebador (r) (100 pmol/uL) 0,2
Mezcla de dNTPs (2,5 mM) 4

MgCl2 (25mM) 6
Tampdn 10x 5

Agua libre de nucleasas 24,6

Taq polimerasa (5 Ul/uL) 0,2

Abreviaturas: dNTPs= desoxinucledtidos.

La técnica se realizd en un termociclador Veriti Thermal Cycler (Thermo Fisic
Scientific®) con el siguiente programa de amplificacidon: 1) desnaturalizacion inicial
5 minutos a 94°C, seguido de 2) 40 ciclos: desnaturalizacidon a 94°C durante 1 min.,
anillamiento a 62°C durante 1 minuto y 3) elongacién a 72°C durante 1 minuto, con

una extension final a 72°C durante 10 minutos y refrigeracion a 4°C.

El producto de PCR se sometid a electroforesis en un gel de agarosa al 2%
utilizando peqGREEN dye® como agente intercalante para permitir la visualizacién
de las bandas. Se siguieron los siguientes pasos:

1. Preparacién del gel de agarosa al 2%: se mezclaron 2 gramos de agarosa con
100mL solucidon tampdn TBE 10x (Tris base, acido bdrico y EDTA) y se calentd
hasta ebullicion. Se dejé enfriar, se afiadieron 6uL de peqGREEN dye® y se
vertié en el molde del gel. Tras la solidificacién de la agarosa, se introdujo el gel

en la cubeta de electroforesis cubierto con tampdn TBE 1x.
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2. Carga del gel de agarosa: se mezclaron 2 ul de tampdn de carga y 8 ul de cada
muestra amplificada y se depositaron en sendos pocillos del gel. En uno de los
pocillos se cargd un marcador de peso molecular (Promega®).

3. Electroforesis del gel de agarosa: Se realizd la electroforesis del gel a 100V
durante aproximadamente 25 minutos.

4. Visualizacién de las bandas de amplificacion empleando un transiluminador
ultravioleta. El peso molecular aproximado de las bandas amplificadas se
determind por comparacién con las bandas del marcador. Los resultados de la
PCR se consideraron validos si no se detectéd banda de amplificaciéon en los
controles negativos y se detectd el gen de la B-globina en todas las muestras.
Los productos de PCR que mostraron una banda de 500 pb (en el caso del gen
16S) o 400 pb (en el caso del gen 18S), fueron sometidos al proceso de

purificacidon previo a la PCR de secuenciacion.

Los amplicones obtenidos se purificaron empleando el reactivo QIAquick®PCR

Purification Kit de QIAGEN®, segun el protocolo del fabricante.

3.7.2.2 Secuenciacion

Se realizé la PCR de secuenciacién tipo Sanger empleando los mismos cebadores
que en la PCR de amplificacién pero a una concentracién de 5 pmol/uL. Se utilizo el
kit Genomelab Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start (Beckman

Coulter®) siguiendo el protocolo del fabricante.
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El producto de la PCR de secuenciacién se purificé en columnas empleando el
reactivo Performa DTR Gel Filtration Cartridges (EdgeBio®), segun las

recomendaciones del fabricante.

La secuenciacion a partir del producto de la PCR de secuenciacion purificado se
llevd a cabo en el equipo Genomelab™ Genetic Analysis System siguiendo el

protocolo del fabricante.

Las secuencias obtenidas se cotejaron en la web de GenBank a través del software

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Para ello se introdujo la secuencia

obtenida en formato FASTA en la seccién correspondiente de la pagina web,

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cegi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearc

h&LINK LOC=blasthome, seleccionando la base de datos Reference RNA sequences.

El software proporciona el alineamiento de la secuencia introducida con las
secuencias similares que se encuentran en la base de datos y se indica, entre otros
parametros, un porcentaje de similitud. Segun los criterios del Clinical and
Laboratory Standars Institute®®, los microorganismos se identifican a nivel de
género cuando la similitud obtenida es > 97%, y a nivel de especie cuando es >

99%.
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3.7.3 PCR especificas
De forma complementaria y en respuesta a sospechas diagndsticas o serologia
positiva frente a un microorganismo relacionado con El, en algunos casos se realizé
la PCR especifica en tejido valvular de Coxiella burnetii*®>, Bartonella spp® y

Tropheryma whipplei*®’.

3.8 Criterios de contaminacion
En general, se catalogaron como falsos positivos y se consideraron
contaminaciones los microorganismos detectados en los siguientes casos:

Aislamiento de estafilococos coagulasa negativa o géneros relacionados, o
Cutibacterium acnes en el cultivo valvular, a menos que el mismo
microorganismo también se identificara por otra técnica microbioldgica.
Aislamiento de estafilococos coagulasa negativa o géneros relacionados, o
Corynebacterium spp. en un solo frasco de hemocultivo, a menos que el mismo
microorganismo también se identificara por otra técnica microbioldgica.
Aislamiento de estafilococos coagulasa negativa o enterococos en un solo
cultivo de valvula, si hay otro patdgeno identificado que podria explicar la El.
PCR universal positiva para Streptococcus spp. o bacilos gramnegativos no

fermentadores si hay otro patégeno identificado que podria explicar la El.
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Analisis de datos

.1 Analisis descriptivo

Los parametros utilizados para la descripcion de nuestra muestra fueron:
frecuencia porcentajes, media y desviacién estandar. Se calcularon utilizando el

programa de software Microsoft Excel® (Office 2016, Microsoft Corporation).

.2 Analisis de concordancia

El analisis de la concordancia entre los resultados obtenidos con las diferentes
técnicas diagndsticas y el diagndstico de El segun los Criterios de Duke modificados
se realiz6 mediante: 1) procedimientos graficos, empleando diagramas de Venn

https://www.meta-chart.com/venn#/display y 2) el céalculo del indice de

concordancia o coeficiente kappa de Cohen utilizando el programa SPSS® 12.5.

El indice kappa (k) representa la proporcién de acuerdos observados mas alld del
azar respecto del maximo acuerdo posible mas alla del azar.

kK = (Po—Pe) / (1-Pe), siendo Po la proporcion de acuerdos observados y Pe la
proporcién de acuerdos esperados en la hipdtesis de independencia entre los
observadores, es decir, de acuerdos por azar. La escala de valoracién del indice k se

muestra en la Tabla 12108,

Tabla 12. Escala de valoracion del indice k

Kappa (k) Grado de acuerdo
<0,00 Sin acuerdo
0,00-0,20 Insignificante
0,21-0,40 Mediano
0,41-0,60 Moderado
0,61-0,80 Sustancial
0,81-1,00 Casi perfecto
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3.9.3 Andlisis de los pardmetros de validacién
Para la validacion de la técnica técnica de PCR universal seguida de secuenciacion
sobre tejido valvular se consideraron los criterios de Duke modificados como
patrén de referencia para el diagndstico de El y se determinaron los siguientes
parametros:
Sensibilidad diagndstica: proporcidn de los individuos enfermos que presentan
la prueba positiva. Se obtienen al dividir el n2 de individuos enfermos que
presentan la prueba positiva (verdaderos positivos) entre la poblaciéon enferma,
formada por los verdaderos positivos (VP) y los falsos negativos (FN):
Sensibilidad diagndstica= VP/ (VP + FN)
Especificidad diagndstica: proporcidon de individuos sanos que presentan la
prueba negativa. Se obtienen al dividir el n? de individuos sanos que presentan
la prueba negativa (verdaderos negativos) entre la poblacién sana, formada por
los verdaderos negativos (VN) y los falsos positivos (FP):
Especificidad diagndstica = VN/ (VN + FP)
Valor predictivo positivo (VPP): probabilidad de que un individuo que presenta
la prueba positiva tenga la enfermedad. Corresponde al n?2 de individuos
enfermos con prueba positiva dividido entre el n? de individuos que presentan
la prueba positiva [VP/(VP+FP)].
Valor predictivo negativo (VPN): probabilidad de que un individuo que presenta

la prueba negativa no tenga la enfermedad. Corresponde al n2 de individuos

78



3. Material y métodos

sanos que presentan la prueba negativa dividido entre el n? de individuos
totales que presentan la prueba negativa [VN/(VN+FN)].
Eficiencia diagndstica de la técnica: proporcion de individuos correctamente
catalogados [(VP + VN) /(VP+VN+FP+FN)].
Para el calculo de estos pardmetros se utilizd el programa de software Microsoft
Excel®2016. Para estos valores se calcul6 también el intervalo de confianza del 95%

empleando la web http://vassarstats.net/clin1.html.

3.9.4 Andlisis comparativo
La significacion estadistica de las diferencias entre los grupos se calculé mediante la
prueba t de Student y ANOVA para comparar medias y proporciones. Para las
tablas de contingencia se determind la x2 de Pearson. Se considerd significativo un

valor de p menor a 0,05. Para estos calculos se utilizé el programa SPSS®12.5.
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4. Resultados

4.1 Descripcion de los pacientes y tipos de muestra

4.1.1 Descripcidén de los pacientes

4.1.1.1 Grupo de estudio
Durante el periodo de estudio se incluyeron de forma prospectiva un total de 69
pacientes con sospecha o diagndstico clinico de El que fueron intervenidos
quirurgicamente.
La edad media fue de 62,5 anos (49,5-75,4) con una distribucién por sexo de 46
hombres y 23 mujeres. El rango de edad de los pacientes fue similar en ambos

sexos como muestra la Figura 13.
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Figura 13. Distribucion de la edad por sexo en los pacientes del grupo de estudio.
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Segun los criterios de Duke modificados, 52 episodios se categorizaron como El
definitiva, 2 se consideraron El posible y en 15 casos se descarté el proceso infeccioso
sobre el endocardio (Figura 14). Cabe sefialar que 4 pacientes con El definitiva tuvieron
gue ser reintervenidos, uno de ellos en dos ocasiones. En el presente estudio sélo se

ha incluido el primer episodio de cada paciente.

15

= E| Definitiva = El Posible El Descartada

Figura 14. Clasificacion del tipo de endocarditis en el grupo de estudio.

En el caso de los pacientes con El definitiva, la media de edad fue de 62,1 afios (48,7-
75,5) y afecté a 34 hombres y a 18 mujeres.

Respecto al tratamiento antibidtico, en el momento de la cirugia todos los pacientes
del grupo de estudio habian recibido tratamiento excepto dos (pacientes n261 y n?
68). De los 52 pacientes con El definitiva, en 38 pacientes la duracidn del tratamiento
era superior a los 5 dias en el momento de la cirugia. Un paciente llevaba de 2 a 5 dias
de tratamiento y 13 pacientes llevaban 24 horas de terapia antimicrobiana. En cuanto
a los pacientes con El posible, el paciente n? 53 llevaba mas de 5 dias con tratamiento

y el paciente n254 solo 24 horas.
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De los 15 pacientes con El descartada, en 4 de ellos la duracién del tratamiento
también fue superior a los 5 dias, en 9 fue de 24 horas y 2 no llevaban tratamiento en
el momento de la cirugia.

En el anexo 1 de los resultados se adjuntan las tablas de los pacientes del grupo de
estudio. En ellas se detalla por paciente, ademds de los datos demograficos y el tipo de
muestra, la etiologia de la El, el resultado del diagndstico microbiolégico clasico y
molecular y el estudio anatomopatoldgico. También se especifica la contribucién de la

PCR universal seguida de secuenciacion al diagndstico.

4.1.1.2 Grupo control
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Figura 15. Distribucién de la edad por sexo en los pacientes del grupo control.

Durante el periodo de estudio se incluyeron 42 pacientes en el grupo control con
una media de edad de 71,1 afios (63,1- 81,2) y con una distribucion por sexo de 26
hombres y 16 mujeres. El rango de edad fue similar como muestra la Figura 15.

Estos pacientes fueron candidatos a cirugia valvular electiva por patologia valvular.

Se descartd la El en base a la ausencia de manifestaciones clinicas y de datos
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ecocardiograficos sugestivos de infeccion. En el momento de la cirugia, el aspecto

macroscopico de las piezas retiradas tampoco fue compatible con El.

4.1.2 Descripcidn de los tipos de muestra

4.1.2.1 Grupo estudio
En el grupo de estudio, 67 presentaron afectaciéon valvular y en 2 casos se

diagnostico El sobre dispositivo de estimulacion cardiaca.

La Figura 16 muestra la valvula afectada en los 67 pacientes del grupo de estudio
en los que se objetivd afectacién valvular, diferenciando entre vdlvula nativa o
protésica.
En el caso de los 50 pacientes con El definitiva en los que estaba afectada una
de las valvulas, la endocarditis fue mayoritariamente sobre valvula adrtica (23),
seguida de vdlvula mitral (14) y adértica-mitral (8). Se describieron casos aislados
de localizacién tricuspidea (2), tricispide-mitral (2) y sobre valvula pulmonar
(1).
Los dos casos de El posible se localizaron sobre valvula adrtica.
En cuanto a las El descartadas, la afectacién principalmente fue sobre valvula

mitral (8), seguido de valvula adrtica (5) y adrtica-mitral (2).
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El definitiva El posible El descartada

Trictspide
Pulmonar

Mitral/Tricuspide

Mitral 11 E | 6 12|
Adrtica/Mitral
Adrtica 12 11

B Valvula nativa  ® Valvula protésica

Figura 16. Valvula afectada en los pacientes del grupo de estudio.

Tipo de valvula afectada

La Figura 17 refleja la distribucion de los diferentes tipos de valvula afectada
(nativa, protésica o dispositivo de estimulacion cardiaca) en los tres grupos de

pacientes del grupo de estudio.

El definitiva El posible El descartada

M Dispositivo B Nativa  MProtesis B Protesis y dispositivo M Protesis y nativa

Figura 17. Tipo de valvula afectada en los pacientes del grupo de estudio.
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De los 52 episodios de El definitiva, 33 (63%) correspondian a endocarditis sobre
valvula nativa, en 15 pacientes (29%) estaba involucrada la valvula protésica y en 2
casos (4%) afectaba a dispositivos de estimulacion cardiaca. También se recogieron
dos casos con afectacién mixta; uno de endocarditis sobre protesis y dispositivo de
estimulacion cardiaca y otro sobre prétesis y valvula nativa.

Los dos casos catalogados como El posible afectaban a una valvula nativa y a otra
protésica, respectivamente.

Por ultimo, de las El descartadas, en 11 pacientes (73%) la alteracidn se localizé en

la valvula nativa y en 4 pacientes (27%) en la valvula protésica.

Respecto al niumero de muestras en el grupo de estudio (Figura 18), se procesaron
un total de 102 especimenes procedentes de los 69 pacientes. En 45 pacientes
(65%) se recogidé una sola muestra, en 18 casos (26%) se procesaron dos muestras y
en 5 pacientes (7%) se procesaron 3 muestras. En un caso de El definitiva sobre

dispositivo se procesaron 6 muestras del mismo paciente.
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Figura 18. Numero de muestras por paciente.

4.1.2.2 Grupo control
En los pacientes del grupo control se procesaron Unicamente valvulas nativas. Las
valvulas afectadas fueron: vdlvula adrtica en 22 casos, valvula mitral en 19 y un

caso en el que estaban afectadas la valvula adrtica y mitral (Figura 19).

Mitral

Adrtica/Mitral

Adrtica

W Valvula nativa  m Vélvula protésica

Figura 19. Valvula afectada en los pacientes del grupo control.

Se procesaron un total de 43 muestras de estos 42 pacientes.
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4.2 Resultados del grupo de estudio

4.2.1 Diagndstico microbioldgico clasico del grupo de estudio
4.2.1.1 Hemocultivo

La distribucién de los resultados del hemocultivo en cada subgrupo del grupo de

estudio esta reflejada en la Figura 20.

El definitiva El posible El descartada

"
45; 86% q B

B Negativo M Positivo B Contaminado M No realizado

Figura 20. Distribucién de los resultados del hemocultivo por subgrupo de estudio.

a) Resultados del hemocultivo en pacientes con El definitiva

Se realizaron hemocultivos a los 52 pacientes con El definitiva. En 45 de estos se
obtuvo un aislamiento que fue considerado el agente causal de la endocarditis. Los
microorganismos aislados fueron: Staphylococcus aureus (16), Staphylococcus
epidermidis (7), Staphylococcus capitis (1), Staphylococcus cohnii (1), Enterococcus
faecalis (4), Streptococcus gallolyticus (2), Streptococcus mitis/oralis (2),
Streptococcus anginosus (1), Streptococcus gordonii (1), Streptococcus pneumoniae

(2), Streptococcus sanguinis (1), Streptococcus no tipificados (grupo viridans) (4), y
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Candida parapsilosis (1). Hubo un hemocultivo en el que se aislaron Candida auris

(1) y Staphylococcus haemolyticus (1) (Figura 21).

Staphylococcus cohnii; 1 Granulicatella

adiacens; 1

Staphylococcus

- Staphylococcus
capitis; 1

epidermidis; 7

Streptococcus spp.;

Staphylococcus 12 —<

aureus; 16

Enterococcus

Streptococcus
grupo viridans; 4

Streptococcus

pneumoniae; 2

Streptococcus
gallolyticus; 2

faecalis ; 4 Candida parapsilosis; 1

Candida auris y Staphylococcus
haemolyticus ; 1

Streptococcus
anginosus; 1

Streptococcus
itis/oralis; 2

Streptococcus
gordonii; 1

Figura 21. Microorganismos aislados en el hemocultivo de pacientes con El definitiva.

El porcentaje de hemocultivos en los que no se consiguié determinar el agente

causal de la El fue del 13,5 %. Es decir, no se obtuvo aislamiento en el hemocultivo

de 6 pacientes. En 4 de estos casos el agente causal se determind por otras

técnicas: Fusarium solani (paciente n246), Haemophilus parainfluenzae (paciente

n247), Streptococcus gallolyticus (paciente n248) y Coxiella burnetii (paciente

n252). En dos casos con diagndstico de El definitiva y hemocultivo negativo no se

consiguié determinar el agente causal por ninguna otra técnica microbioldgica

(pacientes n249 y 50).

Por ultimo, en el hemocultivo del paciente n252 se aislaron, en un Unico frasco, dos

microorganismos: Corynebacterium coyleae y Staphylococcus hominis. El hecho de

89



4. Resultados

que se trate de bacterias presentes en la microbiota cutdnea y que se detectaran
en un unico frasco, hace pensar en una posible contaminacién en el momento de la
toma de la muestra. Por ello se descarté el resultado del hemocultivo como un

criterio menor de Duke. En este paciente tampoco se pudo filiar la El.

El hemocultivo se procesé en 1 de los 2 pacientes con El posible y se aislé

Staphylococcus hominis (paciente n253).

En este grupo de 15 pacientes sélo se realizd el hemocultivo a 3 pacientes y el
resultado fue negativo.

4.2.1.2 Cultivo de tejido valvular
La Figura 22 refleja la distribucion de los resultados del cultivo de tejido valvular

(positivo, negativo o contaminado) segun el subgrupo de estudio.

El definitiva El posible El descartada
4; 8% 3;20%
1, 50% 1; 50%

13; 25%

35; 67% 12; 80%

Cultivo negativo # Cultivo positivo Cultivo contaminado

Figura 22. Distribucién de los resultados del cultivo del tejido valvular por subgrupo de estudio.
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a) Resultados del cultivo de tejido valvular en pacientes con El definitiva

De los 52 pacientes con El definitiva, 35 pacientes tuvieron todos los cultivos
negativos. En 4 pacientes se considerd el cultivo contaminado y en 13 pacientes se
consiguié el aislamiento del agente causal (Figura 22).

Se realizd el cultivo del tejido valvular de 75 muestras procedentes de los 52
pacientes con El definitiva. En 56 muestras pertenecientes a 35 pacientes el cultivo
resultdé negativo. En 4 muestras de 4 pacientes (n239, n24, n%5 y n251), el
aislamiento se considerd contaminacién ya que se dio mas valor al microorganismo
detectado por medio de otra técnica diagndstica (hemocultivo, PCR o serologia).

En 15 muestras de 13 pacientes el cultivo fue positivo y se aisld el agente causal de
la El. La distribucion de los resultados de cultivo por muestra se refleja en la Figura

23.

Positivo;
15
Enterococcus

faecalis
Contaminado;

Negativo; 4 Staphylococcus
56 saprophyticus

Staphylococcus
epidermidis

Figura 23. Resultado de cultivo de tejido valvular por muestra en pacientes con El definitiva.
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La Figura 24 representa la distribucion de los microorganismos aislados en los

cultivos de tejido valvular positivos de los pacientes con El definitiva.

Fusarium solani; 1 Candida auris; 1

Candida parapsilosis; 1

Staphylococcus
epidermidis; 2 Enterococcus

faecalis; 1

Staphylococcus

capitis; 1

Haemophilus
parainfluenzae; 1

Staphylococcus aureus; 5

Figura 24. Microorganismos aislados en el cultivo de tejido valvular en pacientes con El
definitiva.

b) Resultados del cultivo de tejido valvular en pacientes con El posible

El resultado del cultivo en este grupo fue negativo en un paciente y en el otro se

aislé el posible agente causal, Streptococcus anginosus (paciente n254).

c) Resultados del cultivo de tejido valvular en pacientes con El descartada

De los 15 pacientes en los que se descarto El, el cultivo fue negativo en 12 de ellos
y se consideré contaminado en 3 (Figura 22).
Se cultivaron 17 muestras de estos 15 pacientes; 14 muestras de 12 pacientes

fueron negativas y 3 muestras de 3 pacientes se consideraron contaminadas. En
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estas muestras se aislé Kokuria palustris (1), Staphylococcus epidermidis (1) y
Staphylococcus hominis (1).

4.2.1.3Tincién de Gram de tejido valvular
La tincién de Gram se informd en 53 de los 69 pacientes del grupo de estudio. En
16 pacientes se observaron microorganismos, en 11 pacientes se observaron
leucocitos pero no microorganismos y en 26 pacientes no se observaron ni

microorganismos ni leucocitos.

En 15 de 41 pacientes (36,6%) se observaron microorganismos en la tincién de
Gram de muestra directa.
En 11 casos sélo se observaron leucocitos y en 15 casos no se observaron ni

microorganismos ni leucocitos.

De los dos pacientes con El posible, en uno ellos se observaron uUnicamente
microorganismos en la tincion de Gram y en el otro no se observaron leucocitos ni

microorganismos.

Se registré el resultado de la tincién de Gram en 10 de los 15 pacientes en los que

se descartd la El. En ningun caso se observaron leucocitos ni microorganismos.
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4.2.2 Diagndstico microbioldgico molecular del grupo de estudio
De los 52 pacientes con El definitiva, se detecté el agente causal mediante la
técnica de la PCR universal seguida de secuenciacién en 42 casos. En el caso de las
El posibles, el diagndstico molecular fue positivo en 1 de los 2 pacientes. Por
ultimo, en los pacientes con El descartada, se detectd un microorganismo por PCR

universal seguida de secuenciacién en 3 de los 15 casos (Figura 25).

42

12
10
3
1 1
| ]
L= 74
El definitiva El posible El descartada
PCR Negativa PCR Positiva

Figura 25. Resultado de la técnica de PCR universal en cada subgrupo del grupo de estudio.

4.2.2.1 PCR universal y secuenciacién en pacientes con El definitiva.
Se identificé el agente causal empleando la PCR universal seguida de secuenciacién
en 42 de los 52 casos de El definitiva. Los microorganismos identificados fueron:
Staphylococcus aureus (12), Staphylococcus epidermidis (3), Staphylococcus capitis
(1), Enterococcus faecalis (4), Haemophylus parainfluenzae (1), Staphylococcus spp.
(4), Granullicatella spp. (1), Streptococcus spp. (4), Streptococcus mutans (1),

Streptococcus mitis/oralis (1), Streptococcus anginosus (2), Streptococcus
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gallolyticus (2), Streptococcus pseudopneumoniae (1), Candida parapsilosis (1)

Candida auris (1) y Fusarium spp. (1) (Figura 26).

Haemophilus parainfuenza; 1 Candida parapsilosis y Streptococcus spp. ; 1
Fusarium spp. y Massilia suwonensis; 1
Candida auris; 1

Enterococcus faecalis ; 4

Streptococcus
pseudopneumoniae; 1

Streptococcus pasteurianus,; 2
Staphylococcus aureus; 12

Streptococcus mutans; 1

Streptococcus mitis/oralis; 1

Streptococcus anginosus; 3
Staphylococcus capitis; 1
Granulicatella spp.; 1

Staphylococcus spp.; 4 Staphylococcus epidermidis; 4

Figura 26. Microorganismos identificados por PCR universal en pacientes con El definitiva.

a) Resultados de la técnica de PCR universal del gen 16S y secuenciacién por

muestra en pacientes con El definitiva.
Se realizd esta técnica en 83 muestras pertenecientes a los 52 pacientes con El
definitiva.
En 56 muestras de 42 pacientes amplifico el gen 16S y se identificé el amplicén
por secuenciacion.
En dos casos de pacientes con El fungica se detectaron resultados positivos de
la técnica de amplificacion del gen 16S; se detecté Massilia suwonensis en un
paciente con El por Fusarium solani (paciente n246) y Streptococcus spp. en un

paciente con El por Candida parapsilosis (paciente n23).
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En 7 muestras de 4 pacientes se amplificd el gen 16S, pero no se consiguid
identificar el amplicon por secuenciacion. Tres muestras pertenecian a 2
pacientes que tuvieron otra muestra con PCR positiva. Las otras 4 muestras
pertenecian a 2 pacientes en los que no se identificé el agente causal por
técnicas moleculares en ninguna muestra.

No se amplificé el gen 16S ARNr en 21 muestras de 16 pacientes; 9 muestras
pertenecian a 7 pacientes en los que se procesd otra muestra que resultd
positiva. Restan 12 muestras de 9 pacientes en los que la biologia molecular

tampoco consiguid realizar una identificacién.

Se realizd esta técnica en 25 muestras de 13 pacientes y resultd positiva en 6
muestras correspondientes a 3 pacientes con El fungica. En este caso no se

detectaron resultados falsos positivos.

De 38 pacientes con El definitiva en los que la duracién del tratamiento fue
superior a los 5 dias en el momento de la cirugia, 31 (81,6%) presentaron la PCR
universal positiva. En el paciente que llevaba de 2 a 5 dias de tratamiento también
se obtuvo un resultado positivo en la PCR universal. En el caso de 13 pacientes que
llevaban 24 horas de terapia antimicrobiana, 10 (76.9%) presentaron la PCR

universal positiva.
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De los 29 pacientes en los que sdélo se remitid una muestra al laboratorio, la PCR
universal fue positiva en 24 (82,8%). En los pacientes en los que se remitieron 2
muestras a laboratorio o bien se procesé por separado tejido periprotésico y
sonicado, la PCR universal resulto positiva al menos en una de las muestras en 14
de los 18 pacientes (77.8%). Se remitieron 3 muestras por paciente en 4 casos, y en
3 pacientes (75%) se obtuvo un resultado positivo de la PCR universal en alguna
muestra.
4.2.2.2 PCR especifica en pacientes con El definitiva
En algunos pacientes en los que la PCR universal fue negativa, se realizaron PCR
especificas de Tropheryma whipplei, Coxiella burnetii o Bartonella spp. en
muestras valvulares.
En el paciente n249, en el que ninguna de las técnicas microbiolégicas descritas
consiguié determinar el agente causal, la PCR especifica de Tropheryma
whipplei fue positiva.
En el paciente n950, las PCR especificas de Tropheryma whipplei, Bartonella y
Coxiella burnetii resultaron negativas.
El paciente n251, diagnosticado por serologia de El por Coxiella burnetii, la PCR
universal resulté negativa. Se procesd entonces la PCR especifica de Coxiella

burnetii, y también resultd negativa.
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4.2.2.3 PCR universal y secuenciacion en pacientes con El posible
De los 2 casos catalogados como El posible, la PCR universal seguida de
secuenciacion fue positiva en un caso en el que se identificd Streptococcus
anginosus (paciente n254).

4.2.2.4 PCR universal y secuenciacion en pacientes con El descartada.
En los 15 pacientes en los que por criterios de Duke se descarté la El, se detectd
Streptococcus spp. mediante técnicas moleculares en 3 casos. Dos de estos
pacientes presentaban antecedentes de El por Streptococcus spp. (pacientes n256 y

ne57).

Se realizo esta técnica en 17 muestras de 15 pacientes.
En 3 muestras de 3 pacientes se amplificd el gen 16S ARNr y se identificd el
amplicon por secuenciacion.
En una muestra de un paciente se amplifico el gen 16S ARNr, pero no se
consiguié identificar el amplicon por secuenciacion.

En 13 muestras de 11 pacientes no se amplifico el gen 16S ARNr.

Se realizd esta técnica en 10 muestras pertenecientes a 10 pacientes y en ningun

caso se amplificé el gen 18S.
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4.2.3 Comparacidon del diagndstico microbiolégico molecular con el diagndstico
microbioldgico clasico.
La Tabla 13 recoge los resultados del diagndstico microbiolégico completo, cldsico y

molecular, de los pacientes con El definitiva, posible y descartada.

Tabla 13. Resultados de las distintas técnicas de microbiologia segun el subgrupo de estudio.

Definiciéon de El Cultivo PCR universal
(Criterios de Duke bacterioldgico de . 4 Hemocultivo
- secuenciacion
modificados) muestra valvular

P N C P N P N NR
El definitiva (n=52) 13 35 4 42 10 45 7 0
El descartada (n=15) 0 12 3 3 12 0 3 12
El posible (n=2) 1 1 0 1 1 1 0 1
Total (n=69) 14 48 7 46 23 46 10 13

Leyenda: P=Positivo; N=Negativo; C=Contaminado; NR=No realizado.

4.2.3.1 Comparacion del diagndéstico microbioldgico cldsico y molecular en pacientes
con El definitiva
El diagndstico microbiolégico completo, incluyendo hemocultivo, cultivo valvular,
serologia, PCR universal y PCR especifica, consiguié determinar la etiologia en 50 de
los 52 casos de El definitiva. La Figura 27 muestra la distribucién del agente causal

de la infeccidn en estos pacientes y se indica el porcentaje de El no filiadas, (4%).
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Enterococcus
Jaecalis 7%

Staphylococcus spp.
46%

Streptococcus spp.
29%

Figura 27. Etiologia de los casos de El definitiva.

La distribucién de los resultados obtenidos mediante cultivo de tejido valvular, PCR
universal seguida de secuenciaciéon y hemocultivo en pacientes con El definitiva,

estd representada en la Figura 28.

52
39
26 W Negativo
M Positivo
13
0

Cultivo de tejido valvular PCR universal y Hemocultivo
secuenciacion

Figura 28. Resultados globales de las diferentes técnicas de diagndstico microbiolégico.
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La Figura 29 recoge el nimero de pruebas positivas por las diferentes técnicas
diagndsticas y el numero de pruebas positivas que coinciden con las principales

técnicas de diagndstico microbioldgico en los casos de El definitiva.

PCR UNIVERSAL HEMOCULTIVO CULTIVO VALVULAR
42 positivas 45 positivos 13 positivos
(10 negativas) (6 negativos /1 contaminado) (35 negativos/4 contaminados)

39 (86,7%)
coincidencias con
hemocultivo

13 (100%)
coincidencias con
cultivo

14 (93,3%)
coincidencias con
tincion de Gram

21 (80,8%)
coincidencias con

39 (92,9%)
coincidencias con
PCR

11 (84,6%)
coincidencias con
cultivo

14 (93,3%)
coincidencias con
tincion de Gram

21 (80,8%)
coincidencias con

13 (31%)
coincidencias con
PCR

11 (24,4%)
coincidencias con
hemocultivo

8 (53,3%)
coincidencias con
tincion de Gram

9 (34,6%)
coincidencias con

anatomia patoldgica anatomia patoldgica anatomia patologica

Figura 29. Resultados positivos por las diferentes técnicas diagndsticas y porcentaje de
coincidencia con la PCR universal, el hemocultivo y el cultivo valvular en pacientes con El
definitiva.

La

Figura 30 muestra los resultados de las técnicas microbioldgicas de diagndstico
cldsico y molecular en cada uno de los 52 pacientes diagnosticados de El definitiva
segun los criterios de Duke modificados. Incluye también el estudio

anatomopatoldgico.
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Hemocultive - GO OSSO0 000000000000000000000000000000000000 O
. aaVanVarVanvanVan VanVan anvan
PR universal - 9OOOOO000000000000000000000000000000000 (000 O

Cultive S99 00060009 SOS ' - ' - : ® o0 &

Tincién Gram:

microorganismos @GOG O O COGOOO® O OO COOOOOOO OO @O OO @O

Tincion Gram:

leucocitos GO0 OO0 GO OGO O OO OO0 OO0 OO0 080

Anatomia . @@ ) 900 000 000 O @ O 2 BN M NN O 000 O 00000

Patolégica

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52

Pacientes El definitiva

Figura 30. Detalle por paciente de los resultados de las principales técnicas de diagndstico empleadas en pacientes con El definitiva.

Leyenda: Circulos coloreados=resultado de la prueba positivo; Circulos sin colorear=resultado de la prueba negativo; Circulos grises=resultado no valorable por
contaminacién.
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La Figura 31 muestra la concordancia entre los resultados positivos obtenidos con
el hemocultivo y con la técnica de PCR universal seguida de secuenciacidn en tejido

valvular.

Fusarium spp. (1)
Haemophilus parainfluenzae (1) =~ PCR

Streptococcus gallolyticus (1)

Figura 31. Concordancia de los resultados positivos de la PCR universal y el hemocultivo en
pacientes con El definitiva.

En el grupo de El definitiva, el microorganismo aislado en el hemocultivo
coincidié con el resultado de la PCR universal seguida de secuenciacién en 39
de los 52 pacientes (area gris de la Figura 31).

Las técnicas moleculares resultaron negativas en 6 casos en los que si que se
determind el agente causal por medio del hemocultivo (drea naranja de la
Figura 31): Streptococcus pneumoniae (paciente n240), Staphylococcus aureus
(pacientes n241, 43 y 44), Streptococcus sanguinis (paciente n242) vy
Staphylococcus cohnii (paciente n245).

Por otro lado, de los seis pacientes en los que el resultado del hemocultivo fue
negativo, en 3 casos se consiguio identificar el microorganismo responsable de
la El por PCR universal seguida de secuenciacién (area azul de la Figura 31):
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Fusarium spp. (paciente n246), Haemophilus parainfluenzae (paciente n247) y
Streptococcus gallolyticus (paciente n248).

Restan 4 pacientes con El definitiva en los que ni el hemocultivo ni la PCR
universal seguida de secuenciacidn consiguieron detectar el agente causal de la
El. En 3 pacientes tanto el hemocultivo como las técnicas moleculares
resultaron negativas. En uno de estos pacientes el diagndstico etioldgico se
realiz6 por serologia de Coxiella burnetii (paciente n951) y los dos casos
restantes no se consiguieron filiar (pacientes n249 y 50). Por ultimo, en un
paciente el resultado del hemocultivo se consideréd contaminacion y tampoco
se detectd ninglin microorganismo por las técnicas moleculares (paciente

n252).

La Figura 32 muestra la concordancia entre los resultados positivos obtenidos del
cultivo del tejido valvular, del hemocultivo y por la técnica de PCR universal seguida

de secuenciacidén en tejido valvular.
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Streptococcus gallolyticus (1)

Cultivo PCR

Figura 32. Concordancia de los resultados positivos de la PCR universal, el cultivo de tejido
valvular y el hemocultivo en pacientes con El definitiva.

En el grupo de El definitiva, se detectd el agente causal por PCR universal seguido
de secuenciacién en todos los casos en los que el cultivo de valvula fue positivo
(13). En 11 de estos 13 pacientes este resultado coincidié con el hemocultivo (area
gris verdosa de la Figura 32). Cabe resaltar que en dos casos se determind el
agente causal Unicamente mediante las técnicas moleculares y el cultivo: Fusarium
spp. (paciente n246) y Haemophilus parainfluenzae (paciente n247) (drea turquesa
de la Figura 32).

Respecto a los 35 pacientes con cultivos de valvula negativos, se identificé el
agente causal por biologia molecular en 28 casos, 27 de los cuales coincidieron con
el aislamiento del hemocultivo (drea gris de la Figura 32). Cabe destacar un
paciente con El por Streptococcus gallolyticus en el que el diagndstico etioldgico
fue exclusivamente por PCR universal seguido de secuenciacién (paciente n248).
En este paciente, tanto el hemocultivo como el cultivo de tejido valvular resultaron

negativos (area azul de la Figura 32).
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Por ultimo, de los 4 pacientes con cultivo de tejido contaminado, en uno de ellos
(paciente n%47) se detectd el agente causal por PCR (Streptococcus spp.),
coincidiendo con el aislamiento del hemocultivo. En los otros 3 pacientes con
cultivo contaminado, la PCR universal seguida de secuenciacion fue negativa y el
diagndstico microbiolégico fue por hemocultivo (pacientes n244 y n245) y por

serologia (paciente n251).

En 15 pacientes con El definitiva se observaron microorganismos en la tincion de
Gram. En 13 de estos pacientes también fue positivo el hemocultivo y el
diagndstico molecular. En un paciente sélo fue positivo el hemocultivo (paciente
n242) y en otro sélo fue positiva la PCR universal seguida de secuenciacion

(paciente n948).

En 11 pacientes con El definitiva no se observaron microorganismos en la tincion
de Gram, pero si que se objetivé la presencia de leucocitos. El hemocultivo y la PCR
universal seguida de secuenciacidn tuvieron un resultado positivo en 9 de estos 12
pacientes.

En un caso en el que se observaron leucocitos, pero no microorganismos en la
tincion de Gram, Unicamente el hemocultivo resulté positivo (paciente n243). En
los dos ultimos pacientes de este grupo, se observaron abundantes leucocitos en la
tincidon de Gram (pacientes n249 y n250) pero ninguna otra prueba de diagndstico

microbioldgico fue positiva.
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En 15 pacientes no se observaron microorganismos ni leucocitos en la tincién de
Gram. En todos estos pacientes se consiguiod determinar el agente causal por alguna
técnica microbioldgica; en 11 casos, tanto el hemocultivo como la PCR universal
fueron positivos, en 2 sélo el hemocultivo resulté positivo, en 1 sélo caso la PCR
universal fue positiva y el paciente que resta fue diagnosticado por serologia de

Coxiella burnetii.

4.2.3.2 Comparacion del diagndéstico microbioldgico cldsico y molecular en pacientes
con El posible
En el paciente n253 el resultado de la PCR universal seguida de secuenciaciéon fue
negativo, lo que coincidié con el resultado del cultivo y la tincién de Gram, en la
gue no se observaron microorganismos ni leucocitos. En el hemocultivo, sin
embargo, se aislé Staphylococcus hominis en cuatro frascos, por lo no se considerd
un contaminante.
En el paciente n254 el resultado de la PCR universal seguida de secuenciacion fue
positiva y se detectd Streptococcus anginosus. Este resultado coincidido con el
cultivo de tejido valvular y la tincién de Gram, en la que se observaron cocos

grampositivos. El hemocultivo no se procesé en este paciente.
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4.2.3.3 Comparacion del diagndéstico microbiolégico clasico y molecular en pacientes

con El descartada

El resultado de la PCR universal seguida de secuenciacion fue negativo en 12 de los
15 pacientes en los que por criterios de Duke se descarté la El. En estos 12
pacientes, el cultivo también fue negativo excepto en los pacientes n268 y n269 en
los que se aislaron Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus hominis
respectivamente. Estos aislamientos se consideraron contaminacién en base a los
datos clinicos, corroborados por el resultado negativo de la PCR de amplio
espectro. Respecto al hemocultivo, sélo se realizd en 2 de estos 12 pacientes y en

ambos casos fue negativo.

Se detectd Streptococcus spp. mediante técnicas moleculares en 3 de los 15 casos
de El descartada. Dos de estos pacientes presentaban antecedentes de El por
Streptococcus spp. (pacientes n256 y n257). En el paciente n256, los resultados del
cultivo de tejido valvular y del hemocultivo fueron negativos. En el paciente n257,
no se realizd el hemocultivo y en el cultivo valvular se aislé Kocuria palustris, que
fue considerado una contaminacién.

En el paciente n260 también se detectd Streptococcus spp. por PCR universal. En
este caso, el cultivo fue negativo y el hemocultivo no se realizd. Este paciente no
presentaba antecedentes conocidos de El, por lo que el resultado de la PCR

universal se considerd un falso positivo.
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4.2.4 Estudio anatomopatolégico del grupo de estudio. Comparaciéon con el
diagndstico microbioldgico cldsico y molecular
Se realizd el estudio anatomopatoldgico en 37 casos: 31 pacientes diagnosticados
de El definitiva y 6 pacientes en los que se descartd la infeccidén. En los casos

catalogados como El posible no se remitieron muestras para estudio histologico.

4.2.4.1 Comparacion del estudio anatomopatoldgico y el diagndstico microbioldgico en

pacientes con El definitiva.

Como se ha indicado, se realizé el estudio anatomopatolégico en 31 de los 52
pacientes diagnosticados de El definitiva. El detalle de los resultados de anatomia
patoldgica por paciente y comparado el diagndstico microbioldgico esta reflejado en la

Figura 30.

En 26 pacientes se observé en la muestra lesiones compatibles con El: presencia de
signos de El o presencia de microorganismos (en 20 pacientes) y observacion de
células inflamatorias (en 6 pacientes).

Se objetivd concordancia entre los resultados positivos de anatomia patoldgica,
técnicas moleculares y hemocultivo en 18 de estos 26 pacientes. En 3 pacientes la
PCR fue negativa pero el estudio anatomopatolégico y el hemocultivo resultaron
positivos (pacientes n240, n241 y n244). Por otro lado, el hemocultivo fue negativo
pero la PCR resulté positiva en 3 casos con estudio anatomopatoldgico positivo
(pacientes n246, n247 y n248).

Por ultimo, en dos pacientes el resultado de anatomia patoldgica fue positivo, pero

no se consiguid determinar el agente causal mediante ninguna técnica
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microbioldgica (pacientes n249 y n250). En ambos casos se apreciaron signos de
endocarditis y células inflamatorias en el estudio anatomopatoldgico. Este
resultado concuerda con la tincién de Gram, en la que se observaron abundantes

leucocitos.

En 5 casos no se observaron signos de endocarditis ni células inflamatorias en el
estudio anatomopatoldgico. Sin embargo, el resultado de la PCR y del hemocultivo
fue positivo (pacientes n23, n%4, n218, n224 y n935).

4.2.4.2 Comparacion del estudio anatomopatoldgico y el diagndstico microbioldgico en
pacientes con El descartada
Se realizd el estudio de anatomia patoldgica en 6 de los 15 pacientes con El

descartada.

Se identificaron células inflamatorias en 3 de los 6 pacientes, aunque no se
describieron signos especificos de El. En estos 3 pacientes, el cultivo de tejido
valvular y la PCR resultaron negativos y en la tincion de Gram no se observaron ni

leucocitos ni microorganismos.

El resultado de anatomia patoldgica fue negativo en los otros 3 pacientes. Este
resultado concuerda con la tincion de Gram en la que no se observaron leucocitos
ni microorganismos. En dos de los casos la PCR también fue negativa y el

hemocultivo no se realizd. El tercer caso, en el que el hemocultivo fue negativo
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pero se detectd Streptococcus spp. por técnicas moleculares, se trataba de un
paciente que presentd un cuadro de El por Streptococcus mitis/oralis 5 meses antes

(paciente n256).

4.3 Resultados del grupo control

4.3.1 Diagndstico microbioldgico clasico del grupo control

El cultivo bacterioldgico resulté estéril en 39 de las 43 muestras del grupo control.
En 4 casos el cultivo fue positivo y se aislé Staphylococcus epidermidis (2) y
Cutibacterium acnes (2), que se consideraron contaminacién en base a los datos
clinicos. La tincidn de Gram se realizd en todas las muestras y no se observaron
microorganismos en ningln caso, aunque se observaron leucocitos aislados en 3
casos.

En estos pacientes no estaba indicada la recogida de hemocultivos ni el

tratamiento antibidtico.

4.3.2 Diagnodstico microbioldgico molecular del grupo control
La PCR 16S y la PCR 18S seguida de secuenciacion resultd negativa en todas las

muestras de los pacientes del grupo control.

4.3.3 Estudio anatomopatoldgico del grupo control
En ninguna de las 43 muestras de los pacientes del grupo control se apreciaron

signos de El ni células inflamatorias en el estudio anatomopatoldgico.
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4.4 Analisis de sensibilidad, especificidad y concordancia.

4.4.1 Sensibilidad y especificidad de las técnicas microbiolégicas

Se utilizé como patrén de referencia el diagndstico de El segln los criterios de Duke
modificados. En el grupo de El definitivas se incluyeron los 52 pacientes del grupo
de estudio. En el grupo de El descartadas se incluyeron los 42 pacientes del grupo
control y 13 pacientes del grupo de estudio [se excluyeron los dos pacientes con El
descartada que presentaban antecedentes de El por Streptococcus spp. en los que
se detecté este microorganismo por las técnicas moleculares (pacientes n256 y
n260)].

4.4.1.1 Sensibilidad y especificidad del diagnéstico microbiolégico molecular

Para el cdlculo de los parametros estadisticos de la PCR de amplio espectro seguida
de secuenciacidon se valoraron conjuntamente las técnicas de PCR universal 16S y
18S en los distintos subgrupos de estudio. Los valores obtenidos se muestran en la
Tabla 14. Se obtuvo una sensibilidad de 80,8% (IC 95%: 67-89,9), una especificidad
de 98,2% (IC 95%: 89-99,9), un valor predictivo positivo de 97,7% (IC 95%: 89-99,9)
y un valor predictivo negativo de 84,4% (IC 95%: 72,7-91,9). La eficiencia

diagnostica de la técnica fue de un 89,7%.

Tabla 14. Sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR universal (16S y 18S).

PCR universal  PCR universal

positiva negativa
El definitiva 42 10 52 Sensibilidad 80,8%
El descartada 1 54 55 Especificidad 98,2%
Total 43 64 107

VPP 97,7% VPN 84,4%
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La sensibilidad de la técnica se calculd teniendo en cuenta los 50 pacientes con El
bacteriana, uno de ellos con El mixta (bacteriana y fungica), asumiendo que las El
no filiadas serian bacterianas. Se obtuvo una sensibilidad de 80% (IC 95%: 65,9-
89,5), una especificidad de 94,8% (IC 95%: 84,7-98,7), un valor predictivo positivo
de 93% (IC 95%: 79,9-98,2) y un valor predictivo negativo de 84,6% (IC 95%: 73,1-

92), (Tabla 15). La eficiencia diagndéstica de la técnica fue de un 88%.

Tabla 15. Sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR universal 16S.

PCR 16S PCR 16S
positiva negativa
El bacteriana 40 10 50 Sensibilidad 80%
El bacteriana descartada 3 55 58 Especificidad 94,8%
Total 43 65 107
VPP 93% VPN 84,6%

4.4.1.2 Sensibilidad y especificidad del diagndstico microbioldgico clasico
Para el cdlculo de estos pardametros se consideraron globalmente los resultados del
hemocultivo, el cultivo de tejido valvular y la serologia. Se obtuvo una sensibilidad
de 92,3% (IC 95%: 80,6-97,5), una especificidad de 87,3% (IC 95%: 74,9-94,3), un
valor predictivo positivo de 87,3% (IC 95%: 74,9-94,3) y un valor predictivo negativo
92,3% (IC 95%: 80,6-97,5), (Tabla 16). La eficiencia diagndstica de la técnica fue de

un 89,7%.

Tabla 16. Sensibilidad y especificidad del diagndstico microbioldgico clasico.

Diagnéstico microbiolégico  Diagndstico microbioldgico

clasico positivo clasico negativo
El definitiva 48 4 52 Sensibilidad 92,3%
El descartada 7 48 55 Especificidad 87,3%
Total 55 52 107
VPP 87,3% VPN 92,3%
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Respecto a los pardmetros especificos de las distintas técnicas microbioldgicas
clasicas, cabe destacar que la sensibilidad del hemocultivo en pacientes con El
definitiva fue de un 86,5% (IC 95%:73,6-94%), mientras que la del cultivo de valvula
fue de un 27,1% (IC 95%: 15,7-42,1). El porcentaje de valvulas cuyo aislamiento se
considerd contaminacién, teniendo en cuenta los pacientes con El definitivas, las El
descartadas y el grupo control, fue del 10%. Por ultimo, la tinciéon de Gram, mostré
una baja sensibilidad, de 36,6% (IC 95%: 22,6-53,1%), pero presentd un VPP del
100% (IC 95%: 74,7-100%).
4.4.1.3 Sensibilidad y especificidad del diagndstico microbiolégico cldsico y molecular

Para el calculo de estos parametros se consideraron globalmente los resultados
positivos del hemocultivo, el cultivo de tejido valvular, la serologia, PCR universal
seguida de secuenciacidon y PCR especificas. Las técnicas moleculares negativas
permitieron catalogar como contaminaciones los cultivos de tejido valvular en los
gue se obtuvo un aislamiento en pacientes con El descartada (pacientes n268 y
n269) y en 4 pacientes del grupo control.

Se obtuvo una sensibilidad de 96,2% (IC 95%: 85,7-99,3), una especificidad de
98,2% (IC 95%: 89-99,9), un valor predictivo positivo de 98% (IC 95%: 88,2-99,9) y
un valor predictivo negativo de 96,4% (IC 95%: 86,6-99,3) (Tabla 17). La eficiencia

diagnostica de la técnica fue de un 97,2%.

Tabla 17. Sensibilidad y especificidad del diagndstico microbioldgico clasico y molecular.

Diagndstico microbiolégico  Diagndstico microbioldgico
clasico y molecular positivo clasico y molecular negativo

El definitiva 50 2 52 Sensibilidad 96,2%
El descartada 1 54 55 Especificidad 98,2%
Total 51 56 107
VPP 98% VPN 96,4%
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La Tabla 18 recoge los parametros estadisticos calculados con los datos de la
técnica de PCR universal, con el diagndstico microbioldgico clasico y combinando

todas las técnicas microbioldgicas.

Tabla 18. Pardmetros estadisticos del diagndstico microbioldgico cldsico y molecular.

Diagndstico Diagndstico
PCR universal | microbiolégico | microbioldgico
clasico cldsico y molecular
Sensibilidad (%) 80,8 92,3 96,2
Especificidad (%) 98,2 87,3 98,2
Valor Predictivo Positivo (%) 97,7 87,3 98,0
Valor Predictivo Negativo (%) 84,4 92,3 96,4
Eficiencia (%) 89,7 89,7 97,2

4.4.2 Concordancia de las técnicas microbioldgicas y el diagndstico de El
Se determind el coeficiente kappa para calcular la concordancia entre el
diagndstico segun los criterios de Duke modificados y las diferentes técnicas
microbioldgicas. No se tuvieron en cuenta los dos pacientes con El descartada que
presentaron antecedentes de El por Streptococcus spp. en los que en la PCR
universal se detectd este microorganismo (pacientes n256 y n260).

4.4.2.1 Coeficiente kappa del diagndstico microbiolégico molecular
Al calcular la concordancia entre el diagndstico de El segun los criterios de Duke
modificados y el resultado de la PCR universal seguida de secuenciacidn se obtuvo
un coeficiente kappa de 0,79 (concordancia de 89,8%), que esta establecido como

“concordancia considerable”.

4.4.2.2 Coeficiente kappa del diagndstico microbioldgico clasico y molecular
En este caso, para el calculo del coeficiente kappa se tuvo en cuenta el resultado

del hemocultivo, el cultivo de tejido valvular y la serologia ademas del resultado de
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la PCR de amplio espectro y la PCR especifica. Se obtuvo un coeficiente kappa de

0,94 (concordancia de 97,2%), establecido como “concordancia casi perfecta”.

4.4.3 Analisis comparativo
La sensibilidad de la PCR universal (80,8%) y del hemocultivo (86,5%) fueron
significativamente superiores a la sensibilidad del cultivo valvular (27,1%), con un
valor de p<0,0001.
Respecto a la duracion del tratamiento antibidtico en pacientes con El definitiva y
la positividad de la PCR universal, no se han detectado diferencias significativas
(Tabla 19). Tampoco se ha detectado una mayor sensibilidad de la técnica de PCR

en el caso de que se remita mas de una muestra al laboratorio (Tabla 20).

Tabla 19. Resultado positivo de la PCR universal segun la duracion del tratamiento antibidtico.

Tratamiento antibidtico| Tratamiento antibidtico Valor p
mas de 5 dias 24 horas
%PCR universal 30 82 >0.05
positiva

Tabla 20. Resultado positivo de la PCR universal segun el andlisis de una o mas muestras por

paciente.
Analisis de una Analisis de dos o0 mas
. . Valor p
muestra por paciente | muestras por paciente
%PCR universal 828 783 50.05
positiva ’ ’ ’
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5. Discusion

La El continta siendo una enfermedad de elevada tasa de mortalidad y dificil
diagndstico a pesar de los avances tecnoldgicos, y sigue constituyendo un reto tanto
diagndstico como terapéutico en la actualidad.

El presente trabajo recoge la experiencia inicial del Laboratorio de Microbiologia del
Hospital Universitario y Politécnico La Fe en la implementacién de una herramienta de
diagndstico microbioldgico molecular: la PCR universal seguida de secuenciacién
realizada sobre muestra directa de tejido valvular. Con esta técnica se pretende
mejorar el diagndstico etioldgico de la El, permitiendo el tratamiento antibidtico mas
dirigido de esta complicada infeccién. Para su validacidn se han analizado las muestras
de tejido y prétesis valvulares procedentes de pacientes con sospecha o diagndstico de
El y se han comparado los resultados obtenidos en un grupo control de pacientes sin
sospecha de El intervenidos quirdrgicamente por patologia valvular. Asimismo, se han
comparado los resultados de la PCR universal con aquellos obtenidos por métodos
microbioldgicos clasicos, con el objeto de determinar el valor diagndstico afadido por
esta técnica. Por ultimo, se ha estudiado la concordancia de los resultados obtenidos
por métodos microbiolégicos moleculares, microbiolégicos clasicos y con el estudio
anatomopatoldgico. El estudio de la relacién de las diferentes areas del laboratorio
implicadas en el diagndstico de la El permite realizar una valoracion global de la
situacion y detectar puntos de mejora para continuar optimizando el diagndstico de
esta compleja infeccion.

En este apartado se analizan y discuten por separado los resultados obtenidos en los
pacientes del grupo de estudio diagnosticados de El definitiva, El posible y El

descartada.
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5.1 Pacientes con Endocarditis Infecciosa definitiva

5.1.1 Edady sexo

La media de edad de los pacientes diagnosticados de El definitiva fue de 62,1 (48,7-
75,5) afos. Este dato coincide con lo descrito en la literatura, que sefiala una mayor
incidencia de El en la poblacidn afiosa, sobre todo en paises desarrollados®®. En el
estudio EURO-ENDO' la edad media de los pacientes de los paises europeos fue
de 61 +17,4 anos. En el estuido ID-IRI, que no diferencia entre paises europeos y no
europeos, la media de edad fue similar, 59,5 afios (16-96)%°. En Espafia, en la
cohorte GAMES, se describe una media de edad de 69 afios (rango intercuartilico
55-77).

Respecto la distribucidn por sexo, en nuestra serie, la endocarditis afecté con
mayor frecuencia a hombres que a mujeres (ratio 2:1), lo que también concuerda
con lo descrito en la bibliografia en trabajos sobre El realizados en diferentes paises
6,9,15,109_

En otros estudios que Unicamente recogen pacientes intervenidos
quirurgicamente, los datos de edad y la distribucién por sexo son similares. En el
estudio de Le Guern, la edad media de los pacientes fue de 61 afios y en el 73% de
los casos afectaba a hombres'!®, También, en la serie prospectiva de Mularoni et al.
publicada recientemente, que recoge pacientes desde 2012 a 2021, la media de
edad fue de 60 afios (rango intercuartilico 25-85). En este caso, se describe un
porcentaje de pacientes varones del 73,7%1. Son menos los estudios que reflejan
edades mas bajas, como el de Lamas et al. realizado en Brasil en el que la edad

media fue de 45 +16 afios?l.
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5.1.2 Tipo de muestra

Las El definitivas en nuestro estudio afectaron a la valvula adrtica en el 46% de los
casos, lo que coincide con otros estudios similares que incluyen sélo pacientes
sometidos a cirugia, como el estudio de Miller et al., en el que el porcentaje de
pacientes con afectacion de la valvula aértica fue del 40%7°, o del 42% en el caso de
la serie de Lamas et al 2%, o incluso més elevado en la serie de 177 pacientes de
Mularoni et al., en la que el 56,9% de los pacientes presentaron afectacion de la
valvula adrtical'. En otros estudios como el de Le Guern et al en Francia el
porcentaje de vélvulas adrticas y mitrales fue el mismo (39%)*%°.

Respecto al tipo de valvula, en el presente estudio, en el 63% de los pacientes
estaba afectada la valvula nativa y en el 29% la vdlvula protésica. También se
incluye alguna infeccione mixta o sobre dispositivo de estimulacién intracardiaca
de forma aislada. Segun la literatura, en los ultimos afios ha ido aumentando el
porcentaje de El sobre valvula protésica, sobre todo en los paises industrializados®.
El estudio EURO-ENDO presenta 56,5% de afectacion en valvula nativa, 30,1%
sobre prétesis y 9,9% sobre dispositivos, y sefiala que no se objetivaron diferencias
entre paises europeos y no europeos en este sentido'®. Por otro lado, en el estudio
ID-IRI de 2019 el porcentaje de afectacién de la valvula nativa es superior, 72,8%*°.
En la revision de Liesman et al. de 2017, se sefiala que un tercio de los casos de El
se describe sobre prétesis o dispositivos implantables®?.

Nuestros datos también concuerdan con los publicados por el grupo espafiol
GAMES!!, que incluye 1804 pacientes desde 2008 hasta 2012, en los que se

describe afectacion de la valvula nativa en un 62,7% de los casos. Por contra, en la
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serie madrilefia publicada por Navas et al.8, en los Ultimos afios de estudio (2011-
2016), el porcentaje de afectacion sobre valvula nativa y protésica fueron similares
(44,2% y 45,3% respectivamente).

En cuanto a publicaciones recientes que solo incluyen pacientes intervenidos, el
porcentaje de El sobre valvula protésica es similar al nuestro, 33.8% en el estudio
canadiense de Miller et al.”?, 30,1% en el aleman de Maneg et al.*'?2, 26% en el
brasilefio de Lamas et al.?!, o superior, como el estudio estadounidense de
Shrestha et al. que presentan un 54% de El sobre prétesis valvulares!!®. En cambio,
en un estudio coreano de 2017, solo se describe un 10% de afectacion de valvulas
protésicas!!*. Todo ello depende de las caracteristicas de cada centro hospitalario y

puede repercutir en la epidemiologia de las series de El.

5.1.3 PCR universal y secuenciacién en pacientes con El

5.1.3.1 Sensibilidad y especificidad de la PCR universal
Para valorar la eficiencia global del diagndstico molecular, se analizaron
conjuntamente los resultados obtenidos mediante la PCR 16S y 18S, cubriendo asi

el maximo espectro posible de agentes causales de la infeccidn.

Se obtuvieron buenos resultados de sensibilidad [80.8% (IC 95%: 67-89,9)],
especificidad [98,2% (IC 95%: 89-99,9]), valor predictivo positivo [97,7% (IC 95%:
86,2-99,8)] y valor predictivo negativo 84,4% [(IC 95%: 72,7-91,9)]. La eficiencia
diagnéstica de la técnica, también fue buena, 89,7%. En general, estos resultados
son similares a publicados en la literatura, aunque hay estudios que presentan

mejores parametros que los descritos en nuestra serie, como el estudio
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prospectivo de Mularoni et al., en el que se describe una sensibilidad del 88% (IC
95%: 81-93), especificidad del 100% (IC 95%: 93-100%), VPP del 100% (IC 95%: 97—
100%) y VPN del 75% (IC 95%: 64-85%)''%, o el trabajo del grupo de Marin et al.,
gue obtuvo una sensibilidad, especificidad, VPN y VPP del 96%, 95,3%, 98,4% vy
88,5%, respectivamente>. Cabe sefialar que el tamafio muestral de nuestra serie es
bajo y cambios en uno o dos casos presentan una repercusion importante en los
parametros estadisticos.

Otros estudios anteriores describen una sensibilidad menor que en nuestro
trabajo, como Breitkopt et al., que recogen una sensibilidad del 41,2% en 51
pacientes con EI’®, o Greub et al.”” que muestra una sensibilidad del 61% en 105
pacientes. Sin embargo, en ambas series la especificidad de la técnica fue del 100%,
ya que no describieron falsos positivos.

5.1.3.2 PCR 16S

En el presente trabajo, se calcularon los parametros estadisticos especificos de la
técnica de PCR 16S con objeto de comparar nuestros resultados con aquellas
publicaciones que Unicamente recogen datos de esta técnica. La sensibilidad de la
técnica de PCR 16S fue del 80% (IC 95%: 65,9-89,5) y la especificidad 94,8% (IC 95%:

84,7-98,6).

Los datos de sensibilidad son similares a los obtenidos teniendo en cuenta ambas
técnicas, 16S y 18S (80% vs. 80,8%). La especificidad de la técnica de la PCR 16S si
que disminuye respecto a la global (94,8 vs. 98,2) ya que pone de manifiesto los dos
resultados falsos positivos de la técnica de la PCR 16S que no quedaban reflejados

en los calculos estadisticos globales y que se comentan en el siguiente apartado.
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Algunos estudios que Unicamente describen la técnica de la PCR 16S, revelan unos
pardmetros de sensibilidad inferiores a los nuestros, como Maneg et al.'*?> o Le
Guern, que describe una sensibilidad de la técnica de PCR 16S del 72,5%!1°. Otros
trabajos obtienen mejores resultados: en el estudio de Peeters et al., que incluye
120 pacientes con El definitiva, la sensibilidad es del 87% (IC 95%: 80-93)%,
superada por el grupo de Miller et al., cuya sensibilidad es del 92% (IC 95%:84,6-
96,5)’° en una serie muy similar a la nuestra, con 50 pacientes diagnosticados de El
definitiva. Por el contrario, en este ultimo estudio la especificidad descrita fue del

77,8% (IC 95%: 57,4-90,4), menor que la obtenida en el presente trabajo.

5.1.3.3 Falsos positivos de la PCR 16S en pacientes con El fingica

En el grupo de estudio hubo dos casos de pacientes con El fungica en los que la PCR
16S también resultd positiva: se detectd Streptococcus spp. en un paciente con El
por Candida parapsilosis (paciente n23) y Massilia suwonensis en un paciente con El
por Fusarium solani (paciente n246).

En ambos pacientes se aislé el hongo en el cultivo de tejido valvular (en el caso de la
Candida parapsilosis también se aislé en el hemocultivo). Sin embargo, las bacterias
detectadas por PCR, Streptococcus spp. y Massilia suwonensis, no crecieron en
ningun cultivo y se consideraron falsos positivos de la técnica de PCR 16S.

Los Streptococcus spp., forma parte de la microbiota habitual del ser humano
(orofaringea, dental, urogenital y gastrointestinal) y es factible que la muestra se
contamine durante la manipulacién desde la reseccidn quirdrgica hasta su
procesamiento en el laboratorio. Por otro lado, y como se ha comentado, se ha

descrito que el ADN bacteriano puede persistir detectable en tejidos durante
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periodos prolongados, incluso afios. Se podria plantear la posibilidad de una El
pasada no conocida. En el estudio de Le Guern, también se describe un caso en el
que se detectd ADN de Streptococcus mitis/oralis en uno de los 10 pacientes sin
sospecha de El que formaba parte del grupo control®.

En nuestro caso, el paciente n23, que presentaba la El por Candida parapsilosis,
recibié tratamiento antibidtico y antifungico. A pesar de ello fue exitus letalis a los
dos meses de la intervencién.

El otro microorganismo responsable de contaminaciéon fue Massilia suwonensis. El
género Massilia spp. estd formado por bacilos gramnegativos aerobios, catalasa
positiva y oxidasa variable. Se ha demostrado su presencia en glaciares, suelo, agua
de bebida o en el aire. También se ha descrito, de forma puntual, como agente
etioldgico de infecciones humanas, aunque no como causante de El. Su deteccidn
por técnicas moleculares podria poner de manifiesto una posible contaminacién en
el transcurso del procesamiento de la muestra. En las publicaciones revisadas no se
ha descrito ninguna contaminacién de la PCR universal por bacilos gramnegativos
no fermentadores.

En el caso del paciente n246, con El por Fusarium solani, también recibid
tratamiento antibidtico ademads del antifungico. Fue exitus letalis a los 2 meses de
la intervencidn.

Como se ha comentado en la introduccion, es importante recordar las buenas
practicas de laboratorio para minimizar las posibles contaminaciones en el
momento de la extraccion de acidos nucleicos, la reconstitucién de los reactivos de

amplificacién o la preparacién de la placa de reaccién de PCR. En nuestro
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laboratorio se respetd en todo momento el flujo de trabajo, con areas de trabajo
separadas y material de laboratorio especifico para los procesos de extraccidon y de
amplificacién. También se trabajé en cabina de bioseguridad de tipo Il para el
pretratamiento de la muestra y la preparacién de reactivos y placas de reaccién.
5.1.3.4Casos en los que amplifica el gen 16S pero no se consigue identificar el
amplicén por secuenciacion
Una dificultad en el desarrollo de esta técnica de biologia molecular es la existencia
de casos en los que se amplifica el gen 16S pero no se consigue identificar el
amplicon por secuenciacion. En el presente trabajo, recogemos 7 muestras de 4
pacientes en las que sucedid esta eventualidad. Las principales causas se podrian

explicar por:

1. Una carga bacteriana escasa: en este caso la cantidad de ADN del amplicén es
demasiado baja y, aunque se pueda apreciar una amplificacién tenue en el gel
de agarosa, la secuenciacion no es exitosa. La carga bacteriana escasa puede ser
debida a un error en el muestreo, o una contaminacion de la muestra en el
momento de la toma o en el laboratorio.

2. La presencia de mas de un microorganismo en la muestra: se obtendria
entonces una secuencia hibrida de ADN de los dos microorganismos que no
resultaria en una identificacion efectiva en el proceso de secuenciacién. Se
puede sospechar si la amplificacidn en el gel de agarosa es prominente pero el

resultado de la secuenciacidén es negativo.

En la literatura, la mayoria de articulos no hacen alusidn a este problema. Peeters et

al., si que adjunta una tabla con el detalle de los resultados de la secuenciacidn y
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registra un caso en el que hubo amplificacidon del gen 16S pero no se consiguié
secuenciar'®®. En el trabajo Maneg et al., recogen 7 casos de 40 en los que la PCR
16S fue positiva pero no consiguieron obtener una secuencia que identificara el
microorganismo!?, Aducen que en 3 casos fue debido a una mezcla de
microorganismos y en 4 casos lo achacaron a la baja cantidad de ADN bacteriano,
aunque no explican como llegan a esta conclusion en todos los casos.

En el presente trabajo, la técnica de PCR es a punto final y se emplea el gel de
agarosa para la detecciéon del amplicén, cuya interpretacién es mas subjetiva. Sin
embargo, este problema se puede subsanar empleando técnicas de PCR a tiempo
real, en las que se determina el ciclo umbral (CT, del inglés Cycle Threshold). Aunque
el valor del CT no esta estandarizado y varia con el tipo de muestra y la técnica
utilizada, si que permite hacer una aproximacion de la cantidad inicial de material
genético del microorganismo en la muestra, de modo que a menor CT mayor
cantidad de ADN inicial.

Por ejemplo, Marin et al., definen el punto de corte en un CT de 26 para valorar si la
técnica de amplificacion es positiva. Describen, en su grupo control, 6 muestras en
las que existidé amplificacion entre los ciclos 28 y 31 pero no se consiguid una
identificacion por secuenciacién. En los cultivos de estas muestras supuestamente
estériles también se detecté crecimiento bacteriano y se considerd
contaminacion>. Edwards et al. sefialan que todas las PCR que amplificaron con un

CT menor de 25 se identificaron después por secuenciacion'®,
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5.1.3.5PCR 18S
No todos los articulos publicados recogen datos de esta técnica ya que, como se ha
comentado, en la mayoria de trabajos sélo se estudia la PCR 16S.
La técnica de PCR 18S, en nuestro caso, corrobord el resultado del hemocultivo en
dos casos de El por Candida spp. y confirmd el resultado del cultivo de Fusarium
solani en un paciente con hemocultivos negativos.
En el resto de pacientes con El definitiva en los que se realizdé la PCR 18S, y en
todos los pacientes del grupo control, estd técnica resultd negativa y no se
detectaron falsos positivos. Por el contrario, en otros estudios si que se han
descrito falsos positivos; Shrestha et al. describen que, de las 117 muestras
analizadas por secuenciacion fungica, 15 resultaron positivas, de las cuales 8 (53%)
se consideraron contaminacién!!3. Sefialan que la PCR 18S no aportd un
diagnéstico etioldgico que no se hubiera conseguido por cultivo y concluyen que
no se debe realizar de forma general. En otro estudio en el que se analizan 65
muestras de diferentes localizaciones, también se concluye que esta técnica no
aporta ninguna etiologia no hallada en los cultivos tradicionales y se describen 3
casos de falsos positivos?’.
En nuestro caso, no se ha descrito ningun falso positivo por esta técnica y
pensamos que es beneficioso para el diagndstico realizar la PCR 18S a pesar de que
también se obtenga el aislamiento en el cultivo valvular, ya que se trata de
microorganismos que raramente producen El y llegar al mismo diagndstico
etioldgico por diferentes técnicas permite afianzar el diagndstico y hacer una

validacién continua de la sensibilidad y especificidad de la técnica.

127



5. Discusion

5.1.3.6 Numero de muestras procesadas para PCR universal
De los 52 pacientes con El definitiva, en 29 pacientes se remitié una Unica muestra
al laboratorio y la PCR universal fue positiva en 24 (82,8%). En 18 pacientes se
procesaron 2 muestras y la PCR universal resulto positiva al menos en una de las
muestras en 14 (77.8%). De 4 pacientes se remitieron 3 muestras y en 3 de ellos
(75%) se obtuvo un resultado positivo de la PCR universal en alguna muestra. Como
reflejan estos datos, no se encontraron diferencias significativas de los resultados
positivos de PCR universal entre los pacientes en los que se procesd una sola
muestra frente a los que se procesaron 2 o mds muestras. Sin embargo, 9 pacientes
se beneficiaron del envio de mas de una muestra al laboratorio, ya que alguna
resultd negativa o se amplificé el gen 16S pero la secuenciacién no fue exitosa. En
nuestro centro, no estd establecido un protocolo que indique el nimero de
muestras que es necesario enviar al laboratorio y se remiten las que el cirujano
considera oportunas en el momento de la cirugia. En cualquier caso, es muy
importante identificar en el quiréfano de forma clara la procedencia y el tipo de
muestra para su correcto procesamiento en el laboratorio. La mayoria de articulos
no mencionan la necesidad de recoger mdas de una muestra ni detallan cudntas
muestras se procesaron de cada paciente o si hubo discordancias. En algunos
articulos como el de Marin et al., si que se especifica y explican que en aquellos
pacientes en los que se procesé mas de una muestra obtuvieron los mismos
resultados de la PCR universal®. Shrestha et al. apuntan que el nimero exacto de
especimenes que debe ser procesado todavia estd en duda y que se debe estudiar

cada caso teniendo en cuenta tanto el coste de la prueba como la necesidad de
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hacer un diagndstico'3. Seglin nuestra experiencia, en la que en 9 pacientes se
pudo realizar el diagndstico molecular gracias a que se procesdé mas de un
espécimen, el envio de muestras de diferentes localizaciones si que es beneficioso
y se podria establecer de forma rutinaria en aquellos pacientes en los que se

desconozca el agente causal en el momento de la cirugia.

5.1.3.7 Resultados negativos de la técnica de PCR universal

En nuestra serie se obtuvo un resultado negativo de la técnica de PCR universal en
10 de los 52 pacientes con El definitiva, el 19,2% de los casos.

En otros trabajos se recogen datos mas bajos, como el de Peeters et al., que
obtuvieron resultados negativos de la PCR 16S en 14 pacientes de 120 (12%)*° o el
de Mularoni et al., en el que la PCR universal fue negativa en 17 de 137 pacientes
(12,4%)'1, Reiterar que en nuestro estudio el nimero de pacientes es bajo, por lo
gue pequeiias variaciones en los resultados se traducen en notables variaciones en
los porcentajes.

Entre las posibles causas de falsos negativos de la técnica de PCR universal se

encuentra:

1. Baja carga del microorganismo: presencia de ADN por debajo del limite de
deteccién de la técnica. Hay que tener en cuenta que, en general, no existe un
enriquecimiento de la muestra previo al procesamiento de la PCR, como puede
ocurrir en el caso del cultivo bacteriolédgico. Sin embargo, Mularoni et al., si que
describen un enriquecimiento de la muestra en caldo de thioglicolato durante

16-24 horas!!, Se podria pensar en una posible fuente de contaminacion, pero
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los datos que obtienen tanto de sensibilidad (88%) como de especificidad
(100%) son mejores que los descritos en el presente trabajo.

Muestreo erréneo: los microorganismos no estdan homogéneamente
distribuidos en el tejido y los resultados pueden reflejar ensayos moleculares
procesados en tejidos estériles o con baja carga de microorganismos. En una
carta al editor de 2015, se comunica un caso de El por Bartonella spp. donde se
compara el valor del CT obtenido en diferentes muestras procesadas en el
mismo laboratorio. En una de ellas se detectd el gen 16S con un valor de CT de
14 y en otra con un valor de CT de 24! Esto nos permite hacer una
aproximaciéon de la carga bacteriana desigual que puede existir en distintos
tejidos de un mismo paciente. Se puede suponer que en aquellas El causadas
por microorganismos mads agresivos o que producen alteraciones caracteristicas
del endocardio es mas facil seleccionar el tejido afectado y en otros
microorganismos que causan infecciones mas larvadas el muestreo es mas
complejo. Se podria proponer la recoleccién de mdas de una muestra en este
ultimo caso.

Otra causa de falsos negativos es la presencia de inhibidores de la reaccién de
PCR o un posible fallo en el proceso de extraccion del ADN. Sin embargo, esta
opcioén en principio queda descartada en el presente trabajo ya que en todos
los pacientes se amplificd el gen de la B-globina humana, que asegura el
correcto procedimiento de extraccion de la muestra y del proceso de

amplificacién.
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4. Tratamiento antibidtico. El tratamiento antibidético prolongado se ha
relacionado con un mayor porcentaje de resultados negativos de la PCR
universal en algunos trabajos. Rovery et al. observaron que el ADN bacteriano
se amplific6 con mayor frecuencia en los pacientes que estaban recibiendo
tratamiento antibidtico en el momento de la cirugia (76 de 126; 60%) que en
los pacientes que en ese momento ya habian completado el tratamiento
antibidtico (11 de 30; 37%; p <0,02)'°. Peeters et al. sin embargo, no
observaron que el tratamiento antimicrobiano preoperatorio eficaz tuviera

efectos negativos en el rendimiento de la PCR 165%.

En el presente trabajo todos los pacientes con El definitiva estaban con
tratamiento antibiético en el momento de la intervencion y no se ha
encontrado correlacién entre la duracién de dicho tratamiento y el resultado de

la PCR.

5.1.4 PCR especificas

De los tres pacientes (n249, n250 y n251) en los que la PCR universal fue negativa y
se realizaron PCR especificas de Tropheryma whipplei, Coxiella burnetii o Bartonella
spp., s6lo resultd positiva en el caso del paciente n249, en el que se detectd
Tropheryma whipplei por esta técnica.

Como se ha comentado en la introduccién, la PCR dirigida a microorganismos
especificos es mas sensible que la PCR universal para el diagndstico de EI*2%121 En
la serie recogida por Fournier et al., que estudia 177 pacientes con El definitiva y
hemocultivo negativo, el diagnostico de Tropheryma whipplei se realizd por PCR

especifica o por inmunohistoquimica, siendo la PCR universal negativa. Describe 3
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casos: en un caso la bacteria se detecté en sangre y en valvula, en otro sélo de
detectd en sangre, ya que el paciente no fue intervenido, y en el dltimo
Unicamente se detectd en el tejido valvular®*. Sin embargo, en otras series como la
de Marin o la de Shrestha et al. si que se detectd este microorganismo con la PCR
universal>>113,

Respecto al paciente n251, diagnosticado por serologia de El por Coxiella burnetii,
tanto la PCR universal como la PCR especifica de Coxiella burnetii, resultaron
negativas. Algunas publicaciones, como la de Peeters et al. si que recogen la
deteccidn de 2 casos de Coxiella burnetii con la técnica de PCR 165'*°. Al contrario,
en la serie de Fournier et al., se detecté por medio de la PCR especifica. En este
trabajo realizado en Marsella, area endémica de Coxiella burnetii, se recogen 23
casos de El por este microorganismo diagnosticados por serologia en los cuales la
PCR universal en sangre fue negativa. Fueron intervenidos 7 de estos 23 pacientes
y en 3 de ellos se realizaron técnicas de biologia molecular sobre la valvula. La PCR
16S fue negativa mientras que la PCR especifica de Coxiella burnetii resulté positiva
en los 3 casos. Cabe sefialar que la PCR especifica también se realizé en sangre en
los 23 pacientes y fue positiva en un paciente no sometido a cirugia y en otro en el
que en la vélvula también se detecté®. Mularoni et al. también describen dos
casos de Coxiella burnetii en los que la PCR universal fue negativa y se
diagnosticaron por serologia y PCR especifical!?.

En nuestro paciente, en el que tanto la PCR universal como la PCR especifica
resultaron negativas, se repitié el procesamiento de la muestra (conservada a -

202C) desde la extraccion, y se realizé la PCR especifica por 3 técnicas diferentes,
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pero el resultado fue negativo en todas ellas. Cabe sefialar que la muestra remitida
al laboratorio fue la prétesis, y se procesd por separado el tejido adherido y el
liquido obtenido tras la sonicacién de la prétesis. En este caso, cabria plantearse si
la remision de alguna muestra mas de tejido periprotésico habria posibilitado el
diagndstico molecular.

El grupo de Fournier et al., en su trabajo prospectivo en pacientes con hemocultivo
negativo, no obtienen una diferencia significativa de la sensibilidad de la PCR
especifica frente a la PCR universal. Sin embargo, si que comprobaron que la PCR
especifica aumentd el rendimiento diagndstico en un 24,3% de su serie. En
consecuencia, proponen un esquema de diagndstico en el que se utilizan las
técnicas de PCR especificas en primer lugar, seguido de otras técnicas cuando la

prueba es negativa®.

5.1.5 Diagndstico microbiolégico clasico y molecular en pacientes con El

5.1.5.1 Agente causal
La distribucion del agente causal detectado por PCR universal comparado con el
determinado empleando todas las técnicas microbioldgicas fue similar. La etiologia
mas frecuente en nuestra serie fue Staphylococcus spp. (34,6% vs. 46%), con
predominio de Staphylococcus aureus (23,1% vs. 31%), Streptococcus spp. (21,2%
vs. 29%), seguida de Enterococcus faecalis (7%), hongos (6%) y otros
microorganismos (3,8% vs. 6%). En 10 de 52 pacientes la PCR fue negativa (19,2%),
mientras que en 2 de 52 (3,8%), no se consiguid filiar el agente causal por ninguna

técnica microbioldgica.
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Esta distribucidon coincide con numerosas publicaciones tanto nacionales como
internacionales en paises industrializados, que sefialan que los géneros
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. y Enterococcus spp. constituyen el 80% de
las causas EI®1, En la serie del grupo GAMES se presenta una distribucién similar
de los principales grupos: Staphylococcus spp. 40,3 %, Streptococcuss spp. 24,4% y
Enterococcus spp. 12,7%*.

Como se comento en la introduccidn, en las ultimas décadas Streptococcus spp. ha
sido sustituido por Staphylococcus spp. como principal agente causal de la El en los
paises industrializados, con un especial protagonismo de Staphylococcus aureus 2.
Esta tendencia queda reflejada en nuestra serie y en otras como la de Shrestha et
al., que presentan un porcentaje de 34,5% de Staphylococcus spp. y 24,7% de
Streptococcus spp*t3.

Sin embargo, otros estudios recientes de pacientes intervenidos quirdrgicamente
describen una distribucién diferente de los agentes causales de El. En el estudio
italiano de Mularoni, que recoge 137 casos, continla prevaleciendo la El por
Streptococcus spp. frente a Staphylococcus spp., (37,9 vs. 27,1%)*!. Lo mismo
sucede en el trabajo coreano de Min Sun et al. (49,2 vs. 20%), que recoge 65
casos!'*, o en el estudio de Brasil de Lamas et al*l. Este Ultimo compara
retrospectivamente pacientes con hemocultivo positivo y negativo, observando
qgue Streptococci del grupo viridans predominaron en ambos grupos. Senalan que
cerca de un tercio de las lesiones cardiacas predisponentes en pacientes con El
sometidos a cirugia se debian a fiebre reumatica, todavia bastante prevalente en

Brasil, y que una parte importante de la poblacién presenta una deficiente salud
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dental®!. Por ultimo, en el estudio de Peeters realizado en Bélgica y que recoge 120
pacientes intervenidos, la proporcién de ambas etiologias es similar (33% vs.
34%)'1°,
Respecto a la proporcién de Enterococcus spp., nuestro trabajo recoge un
porcentaje de El por este microorganismo del 7%, inferior al mostrado en estudios
poblacionales. En el registro EURO-ENDO y el estudio de ID-IRI, los enterococos
representan un 15,8% y un 16,1% de las El totales respectivamente. La proporcion
de Enterococcus spp. también es mas elevada en la serie GAMES de 2015, donde
representa un 12,7% del total de las El.
Por ultimo, cabe destacar el mayor porcentaje de etiologia fungica de nuestra serie
(6%), comparada con lo descrito en la literatura, en la que las El fungicas suelen
representar aproximadamente el 2% de las totales. En el estudio GAMES describen
un 2,4% de El por hongos!! y en de Lamas et al. detectaron un 5% de El por
Candida spp. en una serie de 131 pacientes?. Respecto a otros estudios realizados
Unicamente en pacientes intervenidos, Mularioni et al. sélo presentaron 3 casos de
El por Candida spp. de 137 pacientes (2,2%)*'! y Shrestha et al. describieron un
2,9% de El fungicas en una serie retrospectiva de 174 pacientes'?3,
La mayor proporcidn de etiologia fungica en nuestra serie podria ser consecuencia
del pequefio tamano muestral. Serian necesarios futuros estudios para comprobar
si se mantiene este porcentaje de endocarditis fungicas en nuestro medio.

5.1.5.2 El no filiadas
En el presente trabajo, el 3,8% de los casos diagnosticados de El definitiva segun los
criterios de Duke modificados (2 de los 52 casos), no se consiguieron filiar
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empleando el diagndstico microbioldgico clasico y molecular, incluyendo la PCR de
amplio espectro y las PCR especificas de Tropheryma whipplei, Coxiella burnetii y
Bartonella spp. En estudios semejantes al nuestro, el porcentaje de El no filiadas es
similar; en el grupo de Shrestha et al., en 8 de 174 pacientes con El intervenidos
quirdrgicamente no se filid la infeccién (4,6%)*'3. Mularoni et al. no consiguieron el
diagndstico etioldgico en el 2% de los casos (3 de 137)!. En el trabajo de Le Guern
et al.,, que comparan la validez de dos cebadores para la técnica de PCR 16S,
describen un 3% de El no filiadas!'?, y Peeters et al. no consiguieron filiar la El en 2
de los 120 pacientes de su estudio (1,7%)'°. Por ultimo, el grupo de Marin
consiguié determinar el agente etiolégico de los 35 los pacientes de su serie.
Posiblemente, la mayor proporcién de El no filiadas en el presente trabajo sea
consecuencia de la menor sensibilidad de nuestra técnica de PCR 16S en
comparacion con la descrita en las citadas publicaciones influido por el bajo

tamano muestral de nuestra serie.

5.1.5.3Tincidon de Gram de tejido valvular

Se observaron microorganismo en el 36,6% de los pacientes con El en los que se
registrd la tincion de Gram (15/41). Este porcentaje es ligeramente superior al de
otras series como la de Miller o Le Guern, en las que se observan microorganismos
en la tincion de Gram en un 26% y 25% de los casos respectivamente’9110,

La tincién de Gram destacé por su elevado VPP, 100% (IC 95%: 74,7-100%); todos
los pacientes en los que se observaron microorganismos en la tincién de Gram
presentaron El. Ademads, en todos los casos (15/15), el microorganismo observado
coincidié con el agente causal detectado por alguna técnica microbioldgica (93,3%
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por PCR universal y 93,3% por hemocultivo). En el 81,8% (9/11) de los pacientes en
los que sélo se vieron leucocitos en la tincidon de Gram se detecté el agente causal
por hemocultivo y la PCR universal fue positiva en el 72,7% de ellos. Por ultimo, de
los 15 casos en los que no se observaron microorganismos ni leucocitos en la
tincion de Gram, se detectd el agente causal por diagndstico microbioldgico en
todos los casos: la PCR fue positiva en 12 pacientes (80%), el hemocultivo en 13
(93,3%) y en un caso se identificd por serologia.
En nuestra serie, detectamos una mayor sensibilidad de la PCR en aquellos casos
en los que se observaron microorganismos en la tincion de Gram frente a los que
no, independientemente de que se observaran leucocitos o no (93,3% vs. 72,7% y
80%). Le Guern et al. también observaron esta tendencia. En su trabajo, la técnica
de PCR 16S fue positiva en el 100% de los pacientes en los que se observaron
bacterias en la tincién de Gram (14/14), y sélo en el 63,4% (26/41) de los que no'°.
Rovery et al. también describieron una deteccién por PCR significativamente
superior en las valvulas en las que se observaron bacterias en la tincion de Gram
[74 % (43 de 58) vs. 44% (37 de 84) (p <0.001)] 8. Probablemente estos resultados
se atribuyan a una mayor carga de microorganismos en aquellas muestras en las
que es posible visualizarlos en la tincion de Gram.

5.1.5.4 Cultivo valvular
La sensibilidad del cultivo de tejido valvular, teniendo en cuenta los verdaderos
positivos en el caso de los pacientes con El definitiva, fue del 27,1% (IC 95%: 15,7-
42,1), con un porcentaje de contaminaciones en pacientes con El definitiva del
7,7%.
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La baja sensibilidad en los cultivos de vdlvulas y el elevado numero de
contaminaciones es una constante reflejada en la literatura sobre el tema.

Algunos autores como Mularoni et al.*'! describen una sensibilidad més baja que la
nuestra (19,7%), si bien el porcentaje de contaminaciones también fue mucho
menor; sélo se contaminaron 3 de 137 cultivos (2,2%)*1. Shrestha et al. refiere
sensibilidad similar a la nuestra (29,8%) pero un porcentaje ligeramente superior
de contaminaciones; 13,5%'13. Peeters et al. también presenta una sensibilidad del
cultivo similar a la nuestra 26% (IC 95%:18-34) y no publica datos sobre posibles
contaminaciones!®. Cabe destacar la elevada sensibilidad comparada con el resto
de estudios, descrita por Miller et al. [46% (IC 95%: 33-59,6)]. Se podria explicar por
el tipo de procesamiento de los tejidos en el laboratorio. Seglin describen en su
metodologia, trituran las valvulas en medio de enriquecimiento y, ademas del
cultivo habitual, también inoculan 100uL del sedimento en frascos de
hemocultivos. Tras 7 dias de incubacién realizan un nuevo subcultivo que incuban
durante otra semana’®.

Otro dato que llama la atencién es la cantidad de cultivos contaminados que se
describe en el trabajo de Marin et al., en el que se considerd el cultivo
contaminado en 50/129 muestras del grupo control y 13/48 muestras del grupo de
estudio.

En nuestro caso, el cultivo no aportd ningun aislamiento que no se hubiera
identificado por PCR universal, lo que coincide con lo descrito en publicaciones
similares®>8411L113 | 3 sensibilidad de la PCR fue significativamente superior a la del

cultivo, como corroboran otros estudios como el de Peeters et al.*> o el de
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Shrestha et al. Este ultimo estudio también sefiala que el cultivo de vélvulas
presentd de forma significativa mas falsos positivos que la PCR universal (33% vs.
3%, p <0,001)113,

En vista de la baja sensibilidad y especificidad de la técnica de cultivo valvular,
algunos autores abogan por priorizar las técnicas moleculares al cultivo, o incluso
sustituirlo®>13, Sin embargo, esto dejaria sin antibiograma a pacientes en los que el
hemocultivo resulta negativo. Mularoni et al. evalian la realizacién de un
antibiograma molecular sobre valvula cardiaca en 17 pacientes con El y obtienen
una buena correlaciéon con el antibiograma cldsico. Proponen su uso cuando el
agente causal se detecte Unicamente por métodos moleculares y el

microorganismo en cuestidn sea portador potencial de genes de resistencia'*®.

5.1.5.5 Hemocultivo
En el presente trabajo, la sensibilidad del hemocultivo en pacientes con El
definitiva fue del 86,5% (IC 95%:73,6-94), con un porcentaje de hemocultivos
negativos del 13,5%. Este valor se encuentra en la parte baja del rango descrito en
la literatura (del 12% al 45%). Nuestros datos son similares a la de otras series
recientes como la de Peeters et al.*'®> que describe una sensibilidad de esta técnica
del 87% (IC 95%: 79-92%), o la de Maneg y Miller et al., que presentan un
porcentaje de hemocultivos negativos del 13,4% y del 12% respectivamente’12,
En otros estudios el porcentaje de negativos rondaba el 20% %113, Segln sugieren
Liesman et al. en una revision reciente, una forma de disminuir el porcentaje de
hemocultivos negativos seria realizar labor de docencia insistiendo en que se

procesen los hemocultivos antes de administrar el tratamiento antibidtico*. Por
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otro lado, cabe tener presente la epidemiologia de la El en el lugar del estudio; por
ejemplo, los pacientes descritos en el trabajo de Fournier et al. pertenecen a un
hospital de referencia de El ubicado en un darea de Francia endémica en Coxiella
burnetii, lo que explicaria su elevado porcentaje de hemocultivos negativos
(30,8%)%4. Otros estudios presentan un porcentaje de hemocultivos negativos
incluso mas elevado, de hasta el 40% en el caso de Lamas et al.?' y del 45% en el
caso de Mularoni et al.*'!, que los autores atribuyen al tratamiento antibidtico
previo.
5.1.5.6 Diagndstico microbioldgico en pacientes con hemocultivo negativo

En 7 pacientes de nuestro estudio no se obtuvo un aislamiento en el hemocultivo.
En tres de estos pacientes se consiguié identificar el microorganismo responsable
de la El por PCR universal seguida de secuenciacién (Fusarium spp., Haemophilus
parainfluenzae y Streptococcus gallolyticus), en otros dos casos se diagnosticé por
serologia de Coxiella burnetii y por PCR especifica de Tropheryma whipplei. Los dos
casos restantes no se consiguieron filiar.

En la siguiente tabla se recogen datos de diferentes trabajos revisados. Se detallan
los microorganismos identificados por PCR wuniversal y otras técnicas

microbioldgicas en pacientes intervenidos con hemocultivo negativo.
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Tabla 21. Microorganismos identificados por PCR universal, PCR especifica o serologia en
pacientes con hemocultivo negativo.

Autor Pacientes . . Microorganismos El no
. Microorganismos detectados por -
sometidos a . . detectados por otras filiadas
., PCR universal en pacientes con HC L. .
cirugia con negativo técnicas en pacientes
HC negativo & con HC negativo
Serie 7/52 3/7 Str. grupo gallolyticus 1 | = Serologia 2/52
propia Haemophilus Coxiella burnetii 1
13,5% parainfluenzae 1 | s pep especifica 3,8%
Fusarium solani 1 Tropheryma whipplei 1
Marin et 3/35 3/3 Bartonella quintana 1 | - 0/35
55
al. Tropheryma whipplei 1
8,6% Str. grupo gallolyticus 1
Mularoni Bartonella spp. 1 | >Serologia y PCR
111 e
etal. 62/137 57/ Streptococcus spp. 27 | ESPectfica 2/137 3/137
137 STACN 12 Coxiella burnetii 2
45% Staphylococcus aureus 3 2,2%
41,6%
Enterococcus spp. 3
BGN no fastidioso 2
Brucella melitensis 1
HACEK 2
Cutibacterium acnes 2
Lactobacillus casei 1
Mycobacterium avium
complex 1
Parvimonas micra 1
Rothia dentocariosa 1
Shrestha 43 /171 25/ Bartonella henselae 5 | > Serologia 1/174 8/174
etal.l' 174 o
Tropheryma whipplei 1 Bartonella spp. 1
25,1% Str. grupo viridans 10 4,6%
14.4

(3 pacientes
no tenian
HC)

%

Enterococcus spp. 3
STACN 2
Staphylococcus aureus 1
Mycoplasma hominis 1

Cutibacterium acnes 2

En 12 pacientes no
especifican como
realizan el diagndstico
microbioldgico.
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Le Guern 7 /55 5/7 Bartonella quintana 1 | - 2/55
et gl.1® .
Str. grupo gallolyticus 1 3,6%
12,7% Sélo Streptococcus spp. 1
PCR
165 STACN 1
Enterococcus spp. 1
Fournier 119 52/11 Str. grupo gallolyticus 5 | = PCR especifica 35/119
84
etal. 9 Str. grupo viridans 3
Str. agalactiae 3
43,7

%

STACN 19
Staphylococcus aureus 3
Enterococcus spp. 3
Otros 7

Haemophilus

Str. grupo gallolyticus 7
Str. grupo viridans 3
Staphylococcus aureus 7

Enterococcus spp. 8

parainfluenzae 1 Mycoplasma hominis 1

Cutibacterium acnes 8

Abreviaturas: HC = hemocultivo; STACN = Staphylococcus spp. coagulasa negativa; Str. =
Streptococcus; BGN = bacilo gramnegativo, HACEK = Haemophilus, Aggregatibacter,
Cardiobacterium, Eikenella, Kingella.

El principal agente causal de El en pacientes con hemocultivos negativos son los
cocos grampositivos, como recogen publicaciones previas'??, y como queda
reflejado en los trabajos revisados recogidos en la Tabla 21. Dependiendo de la
serie, los microorganismos intracelulares como Bartonella spp., Coxiella burnetii y
Tropheryma whipplei también tienen un peso importante en pacientes con cultivos
negativos. En este sentido, a pesar de que nuestra casuistica es baja, si que

coincide con lo descrito en la literatura.
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5.1.5.7 Valor diagndstico anadido por la PCR universal

En el presente trabajo, la PCR universal fue la Unica técnica microbioldgica capaz de
proporcionar el diagnéstico etioldgico de la El en un caso de 52 (2%). También
confirmé el resultado obtenido por medio del cultivo valvular en 2 pacientes con
hemocultivo negativo y corroboré el resultado del hemocultivo en un paciente
cuyo cultivo valvular estaba contaminado. Por lo tanto, en 4 de 52 pacientes (7,7%)
la técnica de PCR universal afiadid valor diagndstico en el caso de El definitivas.
Estos valores son comparativamente inferiores a los obtenidos en otros estudios.
En el caso de Peeters et al., afirman que el 21% de los pacientes (27/120) se
beneficié del resultado de la PCR 16S, y que en el 10% de los casos (12/120)
representd la Unica técnica microbioldgica positival®®. En el trabajo de Shrestha et
al. no se hubiera llegado al diagndstico etioldgico en el 14,4% de los pacientes
(25/174) si no hubiera sido por la secuenciacion del gen 1653 y en el de Mularoni,
esta técnica molecular es la Unica que reveld el agente causal en un 41,6% de los
pacientes (57/137).

En el presente trabajo, sélo en un paciente la PCR fue la Unica técnica
microbioldgica positiva. La razén de nuevo hay que buscarla en la menor
sensibilidad de nuestra técnica respecto a la descrita en los trabajos citados. Sin
embargo, en las publicaciones de Shrestha y Mularoni et al., esta diferencia tan
notable en cuanto al valor diagndstico anadido, se explica también porque el
porcentaje de hemocultivos negativos fue de casi el doble en la serie de
Shrestha®!3 y de mas del triple en la de Mularoni'*!, como se muestra en la Tabla

22.
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Tabla 22. Valores de sensibilidad y especificidad de la PCR universal en diferentes estudios

revisados.

Serie Peeters Shrestha | Mularoni
propia et al.*® etal® | etalt!
Pacientes intervenidos con 13,5% 13,3% 25,1% 45%
hemocultivo negativo
Sensibilidad de la técnica de 80,8% 86,7% 86,2% 88%
PCR universal
Pacientes con PCR universal 2% 10% 14,4% 41,6%
como Unica técnica diagnostica

5.1.5.8 Potencia diagndstica de las técnicas microbiolégicas

En el presente trabajo se obtuvo un elevado porcentaje de concordancia con el

diagndstico de El segln los criterios de Duke modificados y los resultados

obtenidos con las diferentes técnicas microbiolégicas, con un coeficiente kappa de

0,94 (concordancia de 97,2%), establecido como “concordancia casi perfecta”.

El diagndstico microbiolégico global (hemocultivo, PCR universal, PCR especifica y

serologia) obtuvo unos elevados valores de sensibilidad de 96,2% (IC 95%: 85,7-

99,3) y especificidad de 98,2% (IC 95%: 89-99,9) y una a eficiencia diagndstica del

97,2%.

Los trabajos revisados presentan una sensibilidad diagndstica similar, destacando la

de Mularoni et al, con una sensibilidad global del 98%!!! y la de Marin, que

consiguen identificar el agente causal en todos los casos de su serie de 55

pacientes con EI°°.
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5.1.6 Diagnédstico histopatoldgico y microbiolédgico en pacientes con El

Numerosos estudios insisten en la importancia del estudio histopatolégico en el
diagndstico de la El. Incluso hay autores que defienden que, en caso de que se
conozca la etiologia de la infeccién y se disponga de antibiograma, no son
necesarios mas estudios microbioldgicos sobre la valvula, pero si que recomiendan
el estudio anatomopatolégico®.

En nuestra serie, en el 83,9% de los casos de El definitiva se observaron en la
muestra lesiones compatibles con El (26/31). En el estudio de Lamas el diagndstico
histolégico definitivo se establecié para vélvulas en el 70% de los casos (35/50)% y
en el de Shrestha en un 93,1% (162/174)%.

De los 26 pacientes con signos anatomopatoldgicos de El de nuestra serie, el 92%
(24/26) presentaron alguna técnica microbioldgica positiva; hemocultivo (80,8%) o
PCR universal (80,8%). Por otro lado, en todos los pacientes con El definitiva en los
gue no se identificaron signos compatibles con El por histopatologia, se detecto el
agente causal por PCR y hemocultivo (5/5). En otros trabajos, sin embargo, si que
se observa una mayor sensibilidad del diagndstico molecular en pacientes con
histopatologia positiva. Rovery et al. recogen una sensibilidad del diagndstico
molecular significativamente mayor en véalvulas con lesiones histoldgicas indicativas
de El [67% (64/95) vs. 38% (21 de 55); (p<0,001)]%. El grupo de Kerkhoff, que
realiza un estudio retrospectivo sobre la prueba del 16S en distintos tipos de
muestra, describe que todos los resultados positivos de PCR universal basados en
tejidos excepto uno (98,5%; 65/66) demostraron inflamacién en la histopatologia,

con patrones inflamatorios caracteristicos del patégena causal’®. Este seria el caso
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de Bartonella spp., Coxiella burnetii y Tropheryma whipplei, que presentan un
patron tipico que muestra inflamacién crénica, con predominio de infiltracion
mononuclear y frecuente observacion de macréfagos, de tipo espumoso
fundamentalmente en el caso de Tropheryma whipplei®.

En la serie de Fournier de 119 pacientes con hemocultivo negativo, incluyeron en el
estudio anatomopatolégico una técnica inmunohistoquimica empleando
anticuerpos policlonales especificos frente a Bartonella henselae, Bartonella
quintana, Coxiella burnetii y Tropheryma whipplei®*. Aunque en este trabajo la
inmunohistoquimica no aporté ningun diagndstico que no se hubiera identificado
por PCR, en otros estudios anteriores del mismo grupo, si que habia mostrado

utilidad 122,

5.2 Pacientes con Endocarditis Infecciosa posible

En el paciente n953, la ecocardiografia inicial mostré una imagen compatible
con pseudoaneurisma y en el hemocultivo se aisld Staphylococcus hominis. Sin
embargo, la PCR universal resultdé negativa, coincidiendo con la valoracién
macroscopica de la valvula en el momento de la cirugia y con los resultados de la
tincion de Gram vy del cultivo. Desafortunadamente no se realizé estudio
anatomopatoldgico. En este caso la PCR permitiria descartar la El, y contradice a los
autores que abogan por no realizar pruebas diagndsticas sobre la vdlvula en
pacientes que presentan un aislamiento en hemocultivo, como Liesman et a/*°.
En el otro caso de El posible, paciente n254, no se realiz6 hemocultivo ni examen

histopatoldgico, pero el resultado de la PCR universal del tejido valvular fue
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positiva y se detectd Streptococcus anginosus. Este resultado coincidiéo con el
cultivo de tejido valvular y la tincién de Gram, en la que se observaron cocos
grampositivos.

Destacamos la importancia de la vision de la tincion de Gram en esta situacién para
corroborar los resultados del cultivo y de la PCR. Sin embargo, cabe sefialar que se
han descrito algunos casos de pacientes con antecedentes de El en los que la
tincion de Gram y la PCR resultaron positivas. Morris et al. encontraron que, en
algunos pacientes con El aparentemente curada, con cultivos de valvulas estériles y
sin signos histolégicos de El, se observaron microorganismos en la tincion de Gram
de la vélvula y la PCR universal fue positiva, por lo que los resultados de estas
técnicas deben interpretarse con cautela®®!?3, En nuestro caso, sin embargo, en el

estudio histopatoldgico si que se detectaron signos compatibles con El.

53 Pacientes sin Endocarditis Infecciosa

5.3.1 PCR universal y secuenciacion en pacientes sin El
La PCR 16S seguida de secuenciacién resultd negativa en todas las muestras de los
pacientes del grupo control y en 12 de los 15 pacientes del grupo de estudio en los
gue por criterios de Duke se descartd la El. En los otros tres pacientes del grupo de
estudio, se detectd Streptococcus spp. mediante técnicas moleculares. Dos de estos
pacientes presentaban antecedentes de El por Streptococcus spp. (pacientes n256 y
n260), por lo que este resultado no se asumié como un falso positivo de la técnica,

ya que algunos estudios afirman que el ADN bacteriano puede persistir en tejido
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valvular de pacientes tratados correctamente de El incluso afios después de haber
completado la pauta antibidtica®. Lamas recomienda no realizar la PCR en vélvulas
de pacientes en los que no se sospeche El, ya que puede mostrar positividad como
resultado de infecciones pasadas?’. Rovery et al. observaron que, a medida que
transcurre el tiempo entre el tratamiento exitoso de la El y la cirugia valvular, la
probabilidad de detectar ADN bacteriano en las vdlvulas disminuye, pero
encontraron diferencias entre microorganismos. Sefialan que los pacientes con El
por Streptococcus grupo viridans y Streptococcus grupo bovis, tenian mas
probabilidades de tener una PCR positiva que los pacientes infectados con
estafilococos coagulasa negativa, lo que indicaria que el ADN de estos
estreptococos persiste mds tiempo que el ADN de otras especies. Estos hallazgos
concuerdan con lo descrito en nuestro trabajo. Cabe sefalar, que hubo un paciente
con antecedentes de El por Streptococcus agalactiae, en el que la PCR 16S resultd
negativa (paciente n262). No conocemos la razén con certeza; podria tener relacion
con la clase de alteracidn anatomopatoldgica de la valvula, de tipo agudo o crénico.
También se podria relacionar con el tiempo de evolucién de la infeccién en el
momento de iniciar el tratamiento antibidtico.

Respecto a la técnica de PCR 18S, no se detectd el gen en ninguna de las muestras
de pacientes en los que la El estaba descartada (10 del grupo de estudio y 43 del
grupo control), lo que no concuerda con otros estudios en los que se han descrito

falsos positivos de la técnica como se ha comentado previamente 113117,
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5.3.1.1 Falsos positivos de la PCR 16S en pacientes sin El
La técnica de PCR 16S fue positiva, se detectd Streptococcus spp., en un paciente
en el que se descarté la infeccidn y en el que no constaban antecedentes de El.
Cabe sefalar que en otro paciente con El descartada hubo amplificacién del gen
16S ARNr pero no se identificd ningn microorganismo en la secuenciacion. En el
resto de pacientes y en las 43 muestras del grupo control, la PCR 16S resulté
negativa. Como se ha comentado, los Streptococcus spp., forma parte de la
microbiota orofaringea habitual del ser humano y es posible la contaminacién de la
muestra en algun punto del procedimiento. En el estudio de Le Guern, que recoge
10 pacientes con El descartada segun los criterios de Duke modificados, también se
describe un caso en el que se amplificd el ADN de Streptococcus mitis/oralis en uno

de los 19 pacientes del grupo control 1%,

5.3.2 Diagnostico microbioldgico clasico y molecular en pacientes sin El
En cuanto al diagndstico clasico, una limitacidon importante del grupo de estudio
con El descartadas, es que el hemocultivo sélo se realizé en 3 de los 15 pacientes.
Hay que sefialar que, de los 12 pacientes que no tienen hemocultivo, 5 fueron
intervenidos de urgencia y posteriormente se descartd la El sin necesidad de
ampliar los estudios microbioldgicos. En otros dos pacientes se aprecié un aspecto
macroscopico compatible con El en el momento de la cirugia, dos pacientes tenian
antecedentes de El y en los tres restantes no se recogen datos en la historia clinica
quirurgica que justifique por qué se remitié la muestra para estudio microbiolégico.
Respecto al cultivo de la valvula, teniendo en cuenta todos los cultivos de pacientes

con El descartada (15 del grupo de estudio y 43 del grupo control), el porcentaje de
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contaminaciones fue del 12,1% (7/58), superior al del grupo de pacientes con El
definitiva, que fue del 7,7% (4/52).

Por ultimo, la tincién de Gram de tejido valvular, como ya se ha comentado,
presentd un elevado VPP, 100% (IC 95%: 74,7-100%), y no se observaron
microorganismos en ninguna de las muestras del grupo control ni en ninguno de
los 10 pacientes del grupo de estudio con El descartada en los que se realizd la

tincion.

5.3.3 Diagnéstico histopatoldgico y microbioldgico en pacientes sin El
En total se realizé el estudio de anatomia patoldgica en 49 muestras de pacientes
sin diagnéstico de El, 6 del grupo de estudio y 43 del grupo control.
Se identificaron células inflamatorias en tejido valvular en 3 pacientes del grupo de
estudio, pero los estudios microbioldgicos (tincion de Gram, cultivo y PCR
universal) resultaron negativos.
De los pacientes en los que se detectéd ADN de Streptococcus spp., s6lo se realizd el
estudio histopatoldgico en un paciente con antecedentes de El por Streptococcus
mitis/oralis (paciente n256), y fue negativo. En los otros dos casos hubiera sido de

gran utilidad el estudio anatomopatolégico para valorar el resultado de la PCR.
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5. Conclusiones

La PCR universal seguida de secuenciacidn es una técnica valiosa en el diagnodstico
actual de la El. En el presente trabajo, ha permitido identificar el agente causal o
confirmar el diagndstico etiolégico en caso de discordancia entre los resultados del
cultivo de sangre y de tejido valvular en el 7,7% de los casos, y ha afianzado el
diagndstico en los pacientes con El descartada.

La realizacion de la PCR universal seguida de secuenciacidn en mdas de una muestra
valvular ha aumentado la sensibilidad de la técnica y podria ser especialmente util
en los pacientes en los que se desconoce el agente etioldgico en el momento de la
cirugia.

La PCR universal seguida de secuenciacion en tejido valvular ha presentado una
sensibilidad y una especificidad significativamente mayor que el cultivo valvular,
por lo que deberia ser incluida y tener mas peso que dicho cultivo en los criterios
de Duke modificados.

En el presente estudio el hemocultivo sigue siendo la técnica microbiolégica que
presenta una mayor sensibilidad de forma aislada. Constituye la piedra angular del
diagndstico etiolégico y ademas permite conocer el perfil de sensibilidad
antimicrobiana.

La tincion de Gram, ha presentado un excelente valor predictivo positivo y ha
permitido valorar los resultados moleculares, teniendo en cuenta la persistencia

del material genético de los microorganismos en el tejido.
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El diagndstico microbiolégico ha presentado la mayor sensibilidad y especificidad
cuando se ha considerado conjuntamente la microbiologia cldsica y las técnicas
moleculares, por lo que ambos procedimientos se deberian realizar de forma
paralela siempre que sea posible.

Es aconsejable la realizacion del estudio anatomopatolégico en tejido valvular, por
su valor intrinseco y porque permite valorar los resultados del diagndstico
microbioldgico cuando existen discordancias.

En una entidad tan compleja como la El, es necesario utilizar todas las
herramientas diagndsticas a nuestro alcance. Todas las areas de diagndstico de
laboratorio son complementarias y no excluyentes, y deberian ser valoradas

conjuntamente.
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8.1

Anexo 1. Datos de los pacientes del grupo de estudio

Tabla 23. Pacientes con diagndstico de El definitiva.

8. Anexos

N2

PCR universaly

Cultivo de tejido/

Estudio AP células

Contribucion

iente | S€X0 |Edad Etiologia Tipo de muestra L Hemocultivo Tinciéon Gram L. inflamatorias/ delaPCRal
paciente secuenciacion prétesis valvula . X L.
signos El diagnéstico
1 H 46 Staphylococcus aureus Tejido vélvula aértica | Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Leucocitos/CGP | Staphylococcus aureus Si Confirmacion
2 H 63 Staphylococcus capitis Tejido valvula mitral | Staphylococcus capitis Staphylococcus capitis Leucocitos/CGP | Staphylococcus capitis Si Confirmacion
PR Strept A . o L it . [ X )
3 H 72 Candida parapsilosis Tejido protesis adrtica rep' ococeus st y Candida parapsilosis eucocitos/ Candida parapsilosis No Confirmacion
Candida parapsilosis Levaduras
. . Vegetacién vélvula Staphylococcus . . . Staphylococcus ) L
4 H 45 Staphylococcus epidermidis & . p. y o Staphylococcus epidermidis Leucocitos/CGP P . y o No Confirmacion
mitral epidermidis epidermidis
Vegetacion vélvul ; i i6
5 H 43 Staphylococcus aureus ege aC|or.1 \{a v.u @ Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Leucocitos/CGP | Staphylococcus aureus NR Confirmacion
mitral y tricispide
Vegetacidn vélvula , . .,
6 M 65 Staphylococcus aureus & mitral Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus CGP Staphylococcus aureus Si Confirmacién
Vegetacion valvula . . -
7 M | 55 Staphylococcus aureus g trictljspi\clievu Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus CGP Staphylococcus aureus Si Confirmacion
Vegetacion vélvula No leucocitos/ , . .,
8 M 75 Staphylococcus aureus mitral Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus cGP Staphylococcus aureus Si Confirmacién
Candida auris y Staphylococcus . , . . Candida auris y Staphylococcus Leucocitos/No . . . .
9 H 71 ! unsy 'p v u Injerto adrta Candida auris ! sy 'p v v ) ucod ,/ Candida auris NR Confirmacion
haemolyticus haemolyticus microorganismos
. . [ " . . Leucocitos/No . , ) L
10 H 57 Enterococcus faecalis Tejido vdlvula adrtica | Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis ) ) Enterococcus faecalis Si Confirmacion
microorganismos
. . " , . Staphylococcus . . No leucocitos/No Staphylococcus , . .,
11 M | 81 Staphylococcus epidermidis | Tejido valvula adrtica p. v i ‘u Staphylococcus epidermidis . uced . / p‘ v i .u Si Confirmacion
epidermidis microorganismos epidermidis
12 H 49 Staphylococcus aureus Tejido vélvula aértica | Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus CGP Negativo Si Confirmacion
. Tejido protesis vélvula Streptococcus . . . . L
13 M 77 Streptococcus anginosus L X Streptococcus grupo viridans Leucocitos/CGP Negativo NR Confirmacion
adrtica anginosus
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(Continuacién Tabla 21. Pacientes con diagndstico de El definitiva.)

8. Anexos

Ne

PCR universal y

Cultivo de tejido/

Estudio AP células

Contribucion

iente | S€XO (Edad Etiologia Tipo de muestra L Hemocultivo Tincién Gram . inflamatorias/ delaPCRal
paciente secuenciacion protesis valvula . ) L.
signos El diagnéstico
14 H 55 Streptococcus mutans Tejido vélvula mitral | Streptococcus mutans | Streptococcus grupo viridans Leucocitos/CGP Negativo Si Confirmacién
. - , . Streptococcus . No leucocitos, . . X L.
15 H 50 Streptococcus anginosus Tejido védlvula mitral P R Streptococcus anginosus / Negativo Si Confirmacion
anginosus CGP
- . . . . . ] No leucocitos/ . . . .
16 H 61 Streptoccocus mitis/oralis Tejido valvula mitral Streptococcus spp. Streptococcus mitis/oralis cap Negativo Si Confirmacion
Tejid Gtesis valvul Staphyl L itos/N .
17 M 80 Staphylococcus epidermidis eldo prc,’ e;nsva vuia ap' v OC(?C{:US Staphylococcus epidermidis 'eucoa OS,/ ° Negativo NR Confirmacion
adrtica epidermidis microorganismos
. . . _— . . Leucocitos/No . X L.
18 H 66 Enterococcus faecalis Tejido valvula adrtica | Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis . _/ Negativo No Confirmacién
microorganismos
. Sonicacién prétesis Streptococcus . Leucocitos/No . . L
19 H 73 Streptococcus anginosus I ! p R : P ) Y Streptococcus grupo viridans . ucoct ,/ Negativo NR Confirmacion
vélvula adrtica anginosus microorganismos
. . . ( - . L Leucocitos/No . . ] -
20 H 64 Staphylococcus epidermidis Tejido valvula adrtica | Staphylococcus spp. Staphylococcus epidermidis ) ) Negativo Si Confirmacion
microorganismos
. , L. . Leucocitos/No . X L.
21 H 80 Streptococcus gallolyticus Valvula adrtica Streptococcus spp. Streptococcus gallolyticus _ _/ Negativo NR Confirmacion
microorganismos
Tejid Stesis valvul L itos/N .
22 H 76 Staphylococcus aureus eldo prc,’ egsva vuia Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Aeucou 05/ ° Negativo NR Confirmacién
adrtica microorganismos
. . Sonicacion cable Staphylococcus . . ) . ) L.
23 H 63 Staphylococcus epidermidis , ) o Staphylococcus epidermidis No leucocitos Negativo NR Confirmacion
marcapasos auricula 1 epidermidis
. Tejido protesis vélvula . . No leucocitos/No . . L
24 M 66 Enterococcus faecalis jidop L : Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis . : . / Negativo No Confirmacion
adrtica microorganismos
Tejid Gtesis valvul No | itos/N .
25 M 48 Staphylococcus aureus eldo pr? e;nsva vuia Staphylococcus spp. Staphylococcus aureus c'> eucod (,)S/ ° Negativo NR Confirmacion
adrtica microorganismos
. . " . _— . . . No leucocitos/No . . X L.
26 H 59 Granulicatella adiacens Tejido valvula adrtica Granulicatella spp. Granulicatella adiacens . ) / Negativo Si Confirmacion
microorganismos
Tejido vélvula No leucocitos/No . . -
27 M 47 Staphylococcus aureus JI, v .vu Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus I ucodt . / Negativo NR Confirmacion
tricuspide microorganismos
No | itos/N
28 H 79 Enterococcus faecalis Tejido valvula adrtica | Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis (_’ eucod (_)S/ ° Negativo Si Confirmacion
microorganismos
., , . No leucocitos/No . . .,
29 H 74 Staphylococcus aureus Tejido véalvula mitral | Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Negativo NR Confirmacion

microorganismos
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8. Anexos

Ne

PCR universal y

Cultivo de tejido/

Estudio AP células

Contribucion

iente | S€X0 |Edad Etiologia Tipo de muestra . Hemocultivo Tinciéon Gram L inflamatorias/ delaPCRal
paciente secuenciacion protesis valvula . . L.
signos El diagnéstico
Tejido derivacién No leucocitos/No . , ) .
30 H 47 Staphylococcus aureus ! , . Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus . . / Negativo Si Confirmacion
ventriculo atrial microorganismos
. . Tejido protesis véalvula . . No leucocitos/No . . »
31 H 68 Staphylococcus epidermidis L Staphylococcus spp. Staphylococcus epidermidis . . Negativo NR Confirmacion
adrtica microorganismos
Strept
32 H 53 Streptococcus pneumoniae Tejido vdlvula adrtica rep ococcus' Streptococcus pneumoniae NI Negativo Si Confirmacioén
pseudopneumoniae
33 H 54 Staphylococcus aureus Tejido valvula adrtica | Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus NI Negativo NR Confirmacion
34 H 58 Staphylococcus aureus Tejido vélvula adrtica | Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus NI Negativo Si Confirmacion
35 M 81 Streptococcus gordonii Tejido valvula adrtica Streptococcus spp. Streptococcus gordonii NI Negativo No Confirmacion
- . Tejido vélvula Streptococcus . . . ) L.
36 H 25 Streptococcus mitis/oralis . A Streptococcus mitis/oralis NI Negativo NR Confirmacién
pulmonar mitis/oralis
. . Tejido protesis vélvula . . . ) L
37 H 71 Staphylococcus epidermidis ] pac’)rtica Staphylococcus spp. Staphylococcus epidermidis NI Negativo NR Confirmacion
. ‘ - Strept . . ) .
38 H 60 Streptococcus gallolyticus Velo valvula adrtica rep oco‘ccus Streptococcus gallolyticus NI Negativo NR Confirmacion
gallolyticus
L. . [ . L No leucocitos/No . , .,
39 M 65 Streptococcus grupo viridans | Tejido valvula mitral Streptococcus spp. Streptococcus grupo viridans . . Micrococcus luteus Si Resolucién
microorganismos
. . [ . . No leucocitos/No . ,
40 M 63 Streptococcus pneumoniae Tejido vélvula mitral No se detecta Streptococcus pneumoniae . . Negativo Si -
microorganismos
Tejido protesis vélvula . ,
41 M 71 Staphylococcus aureus ] pmitral No se detecta Staphylococcus aureus NI Negativo Si -
- Vegetacion valvula " No leucocitos/ .
42 H 58 Streptococcus sanguinis . No se detecta Streptococcus sanguinis Negativo NR -
mitral CGP
Tejid Gtesis valvul L itos/N
43 H 74 Staphylococcus aureus elido pro. ests valvula No se detecta Staphylococcus aureus .eucom OS_/ ° Negativo NR -
mitral microorganismos
" . . Staphylococcus ,
44 H 64 Staphylococcus aureus Tejido vélvula mitral No se detecta Staphylococcus aureus NI PRy Si -

saprophyticcus
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N2

PCR universal y

Cultivo de tejido/

Estudio AP células

Contribucion

valvula adrtica

Staphylococcus hominis

iente | S€X0 |Edad Etiologia Tipo de muestra L, Hemocultivo Tincién Gram e . inflamatorias/ de la PCR al
paciente secuenciacion protesis valvula R ) L.
signos El diagnéstico
. . " No | itos/N Staphyl
45 M 60 Staphylococcus cohnii Tejido vdlvula mitral No se detecta Staphylococcus cohnii ? eucod (_)S/ ° ap' y OC?C_CUS NR -
microorganismos epidermidis
46 M 60 Fusarium solani Tejido colrtl'na mitro- | Massilia s'uwonenSIs y Negativo N? IEUCOCIt?S/NO Fusarium solani Si Confirmacién
adrtica Fusarium spp. microorganismos
. . H hil . H hil . L
a7 M 38 Haemophilus parainfuenza Vilvula mitral aerr'lop s Negativo NI aemop s Si Resolucién
parainfuenza parainfluenzae
( _— Strept ) . . . -
48 H 47 Streptococcus gallolyticus Tejido valvula adrtica ep "C‘?“”S Negativo CGP Negativo Si Diagndstico
gallolyticus
Tejid Gtesis valvul L itos/N .
49 M | 69 Tropheryma whipplei elido pr0~ ests valvula No se detecta Negativo .eucoa OS,/ ° Negativo Si -
mitral microorganismos
" . ‘ _— . L itos/N . .
50 H 35 No filiada Tejido valvula adrtica No se detecta Negativo .eucoa OS,/ ° Negativo Si -
microorganismos
. " Tejido protesis vélvul . No leucocitos/No .
51 H 79 Coxiella burnetii jidop . s valvuia No se detecta Negativo X ucod K / Enterococcus faecalis NR -
mitral microorganismos
Absceso protesis Corynebacterium coyleae
52 M | 74 No filiada P : No se detecta 4 u y v NI Negativo NR -

Abreviaturas: M= Mujer; H= Hombre; CGP=Cocos Gram positivos; NI=No informado; NR= No realizado

Tabla 24. Pacientes con diagndstico de El posible.

Estudio AP células

Contribucion

Ne , . PCR universal 5 .. Cultivo de tejido, i N
N Sexo |Edad Posible etiologia Tipo de muestra . v Hemocultivo Tincién Gram L. jido/ inflamatorias/ delaPCRal
paciente secuenciacion protesis valvula . ) Lo
signos El diagnéstico
" Tejido protesis vélvula - No leucocitos/No . .
53 M 82 Staphylococcus hominis jidop L No se detecta Staphylococcus hominis K K / Negativo NR Descartaria El
adrtica microorganismos
, L L. Streptococcus No , Confirmaria
54 H 65 Streptococcus anginosus Tejido valvula adrtica P i “ NR . Streptococcus anginosus NR I I
anginosus leucocitos/CGP EID

Abreviaturas: M= Mujer; H= Hombre; CGP=Cocos Gram positivos; NR= No realizado
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Tabla 25. Pacientes con diagndstico de El descartada.

8. Anexos

Ne

PCR universal y

Cultivo de tejido/

Estudio AP células

Contribucion de la

) Sexo |Edad Etiologia Tipo de muestra L., Hemocultivo Tincién Gram L . . . L.
paciente secuenciacion protesis valvula inflamatorias | PCR al diagndstico
Tejido protesis valvula No leucocitos/No
55 H 73 - jiaop . No se detecta NR . . / Negativo NR Confirmacion
mitral microorganismos
El Streptococus spp. No leucocitos/No
56 H 76 P pp Tejido vélvula adrtica Streptococcus spp. Negativo . . / Negativo No -
pasada microorganismos
El Streptococus spp. . ) i . .
57 H 63 pasada Tejido vélvula mitral Streptococcus spp. NR NI Kocuria palustris NR -
No leucocitos/No
58 H 45 - Tumoracién mitral No se detecta NR . . / Negativo No Confirmacion
microorganismos
No leucocitos/No
59 M 54 - Velo vélvula mitral No se detecta NR . . / Negativo No Confirmacion
microorganismos
No leucocitos/No
60 H 75 Velo vélvula mitral Streptococcus spp. NR . . / Negativo NR -
microorganismos
Trombo prétesis No leucocitos/No
61 H 63 - . P . No se detecta NR . ) / Negativo Si Confirmacion
valvula aédrtica microorganismos
No leucocitos/No
62 M | 67 - Tejido vélvula adrtica No se detecta NR . . / Negativo Si Confirmacion
microorganismos
Tejido injertoy . . X .
63 H 59 - e No se detecta Negativo NI Negativo NR Confirmacion
prétesis valvula aorta
" . . No leucocitos/No . . o,
64 M | 57 - Tejido vélvula mitral No se detecta NR j . Negativo NR Confirmacién
microorganismos
65 H 47 - Tejido vélvula mitral No se detecta Negativo NI Negativo NR Confirmacion
Tejido protesis valvula No leucocitos/No X , X L,
66 M 46 - . No se detecta NR . . Negativo Si Confirmacién
mitral microorganismos
67 H 51 - Cuerdas tendinosas No se detecta NR NI Negativo NR Confirmacién
. Staphylococcus .
68 H 80 - Cuerdas tendinosas No se detecta NR NI . L NR Resolucion
epidermidis
No leucocitos/No Staphylococcus
69 H 78 - Tejido vélvula adrtica No se detecta NR . . / Py L NR Resolucion
microorganismos hominis

Abreviaturas: M= Mujer; H= Hombre; CGP=Cocos Gram positivos; NI=No informado; NR= No realizado
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