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Diagnostyka mikrobiologiczna infekcyjnego 
zapalenia wsierdzia w świetle nowych 
wytycznych Europejskiego Towarzystwa 
Kardiologicznego ze szczególnym 
uwzględnieniem metod molekularnych
Microbiological diagnostics of infective endocarditis  
in the light of the new guidelines of the European Society 
of Cardiology with particular focus on  the molecular 
methods
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W pracy omówiono aktualne moż-
liwości konwencjonalnej i moleku-
larnej diagnostyki mikrobiologicznej 
infekcyjnego zapalenia wsierdzia 
(IE). Diagnostyka konwencjonalna 
wykorzystuje automatyczne systemy 
do inkubacji i detekcji biochemicznej 
drobnoustrojów. Metody molekularne 
oparte są na  reakcji łańcuchowej po-
limerazy (PCR) oraz spektrometrii  ma-
sowej z desorpcją/ jonizacją laserową 
wspomaganą matrycą i z analizą czasu 
przelotu (MALDI-TOF MS). MALDI-TOF 
MS po raz pierwszy uwzględniono w 
nowych wytycznych postępowania w 
IE opublikowanych przez  Europejskie 
Towarzystwo Kardiologiczne (ESC) w 
2015 r. Największą zaletą tej metody 
jest krótki czas, po którym uzyskuje 
się identyfikację patogenu. Główne 
jej wady to konieczność wyhodowania 
drobnoustroju z krwi i brak oceny le-
kowrażliwości. Autorzy nie znaleźli w 
polskim piśmiennictwie doniesienia o 
wykorzystaniu MALDI-TOF MS do iden-
tyfikacji patogenów przy podejrzeniu 
IE. Wynika to zapewne ze znikomej do-
stępności metody w Polsce. Praca ma 
na celu zwrócenie uwagi na możliwości 
nowoczesnych technologii w diagno-
styce trudnych, przebiegających z 
ujemnymi posiewami krwi przypadków 
IE. Uwzględnia również krytyczne 
spojrzenie na pozycję masowej spek-
trometrii w zaproponowanym przez 
ESC schemacie diagnostycznym IE.

The authors describe the present-
day possibilities of routine and  mo-
lecular microbiologic diagnostics of 
infective endocarditis (IE). Routine 
diagnostics employs automated micro-
bial growth and biochemical detection 
systems. Molecular methods are based 
on polymerase chain reaction (PCR) 
and  matrix assisted laser desorption/ 
ionization time of flight  mass spec-
trometry (MALDI-TOF MS). MALDI-TOF 
MS first appeared in the new guidelines 
for the management of IE of the Euro-
pean Society of Cardiology published 
in 2015. The greatest benefit of MALDI-
TOF MS is the short time of pathogen 
identification. The main disadvantages 
are the necessity of routine agar cul-
tures and lack of antimicrobial sus-
ceptibility estimation. So far, there 
has been no Polish literature report 
on MALDI-TOF MS used for pathogen 
identification in suspected IE. This may 
well result from scarce accessibility of 
the method in Poland. The paper aims 
to stress the importance of an up-to-
date technology  in the diagnostics of 
difficult, blood culture negative cases 
of IE. It also takes into consideration 
the limitations of mass spectrometry 
in the ESC diagnostic scheme of IE.

Wprowadzenie
Infekcyjne zapalenie wsierdzia (IE - in-

fective endocarditis) jest chorobą zapalną 
o etiologii bakteryjnej lub grzybiczej, która 
obejmuje natywne wsierdzie, głównie za-
stawkowe lub sztuczne materiały występu-
jące w sercu  (protezy zastawek, naczyń, 
elektrody stymulatorów, cewniki centralne). 
Ocenia się, że w Polsce dochodzi do ponad 
3000 przypadków IE rocznie [1]. Diagnosty-
ka i leczenie IE,  mimo postępu medycyny 
pozostają nadal dużym wyzwaniem [2,3]. 

Kluczem do skutecznego leczenia IE 
jest szybka i dokładna identyfikacja patoge-
nu. Przeprowadza się ją za pomocą metod 
konwencjonalnych i  molekularnych. Metody 
konwencjonalne obejmują: 

1. badanie mikroskopowe pozwalające 
na identyfikację drobnoustroju na podstawie 
jego charakterystycznego kształtu (zwykle 
nie ma zastosowania w diagnostyce IE), 

2. hodowlę, 3. identyfikację drobno-
ustroju na podstawie cech fenotypowych, 
tj. morfologii kolonii rosnących na podłożach 
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Rycina 1
Miejsce metod konwencjonalnych i molekularnych w diagnostyce IE na podstawie aktualnych wytycznych 
ESC [3]; modyfikacja autorów.
The place of routine and molecular methods in diagnostics of IE based on new ESC guidelines [3]; authors’ modification.

Rycina 2
BacT/ALERT 3D - automatyczny system detekcji mikroorganizmów: widok aparatu; komory inkubacyjne, 
oznakowane kolorami butelki z podłożami transportowo-wzrostowymi dla różnych warunków hodowli (tleno-
wych, beztlenowych, po antybiotykoterapii), widoczne 2 podświetlone dodatnie próbki; wykres wskazujący 
czas detekcji; metoda kolorymetryczna oparta na zmianie barwy dna butelki w wyniku wytwarzania CO2 i 
kwasów organicznych. 
BacT/ALERT 3D - automated microbial detection system: view of the instrument; incubation chambers, color-coded 
bottles with transport media for different culture conditions (aerobic, anaerobic, previous antibiotic therapy), two samples 
lighted as positive; graph showing detection time; colorimetric method based on tint changed of bottle bottom due to 
production of CO2 and organic acids.

Rycina 3
Najczęściej stosowane stałe podłoża hodowlane: agar z dodatkiem 5% krwi baraniej (standard),  MacConkey 
(dla bakterii Gram-ujemnych), Sabouraud (dla grzybów); nie uwzględniony na rycinie agar czekoladowy stosuje 
się m.in. dla grupy HACEK. Inkubacja w cieplarce (18-24h); eksykator stosowany do hodowli mikroaerofilnej.
Most frequently used culture solid media: agar with 5%  sheep blood (general growth medium), MacConkey’s agar (for 
Gram-negative bacteria), Sabouraud agar (for fungi); not shown chocolate agar can be dedicated to HACEK group. 
Incubation (18-24 h); exycator for microaerophilic culture.

stałych oraz cech biochemicznych i immu-
nologicznych. W metodach molekularnych 
wykorzystuje się natomiast różne techniki 
wykrywania sekwencji kwasu dezoksyry-
bonukleinowego (DNA - deoxyribonucleic 
acid),  kwasu rybonukleinowego (RNA - ri-
bonucleic acid)  lub białek drobnoustroju [4]. 

Aktualne wytyczne postępowania w IE 
opublikowane w 2015r. przez Europejskie 
Towarzystwo Kardiologiczne (ESC - Europe-
an  Society of Cardiology) zwracają uwagę 
na nowości w diagnostyce molekularnej 
[3]. W poprzednich zaleceniach  ESC z 
2009r. wskazywano jedynie na przydatność 
genotypowania, czyli reakcji łańcuchowej 
polimerazy  (PCR - Polymerase Chain Re-
action) [2]. Nową, proponowaną przez ESC 
metodą jest oparta na analizie sekwencji 
białek,  spektrometria masowa z desorpcją/ 
jonizacją laserową wspomaganą matrycą z 
analizą czasu przelotu (MALDI-TOF MS -  
Matrix Assisted Laser Desorption/ Ionization 
Time of Flight  Mass Spectrometry). 

Diagnostyka mikrobiologiczna IE na 
podstawie nowych wytycznych ESC

Miejsce konwencjonalnych i molekular-
nych metod w diagnostyce mikrobiologicznej 
IE przedstawiono na schemacie ESC zmo-
dyfikowanym przez autorów (Ryc.1). 

Diagnostykę mikrobiologiczną IE należy 
rozpocząć od hodowli próbek krwi pobra-
nych do butelek zawierających podłoża 
transportowo-wzrostowe. W laboratoriach 
wykorzystuje się obecnie nowoczesne sys-
temy do inkubacji i detekcji drobnoustrojów 
np. BacT/ALERT 3D firmy bioMerieux (Ryc. 
2) lub BD BACTEC firmy Becton, Dickinson 
and Company. Czas niezbędny do potwier-
dzenia  dodatniego wyniku  próbki  wynosi 
zwykle 24 godziny i zależy  od stężenia 
drobnoustrojów, objętości badanej krwi 
(zaleca się pobranie 7-10 ml.) oraz specyfiki 
hodowanego gatunku. Bakterie Gram ujem-
ne wykrywane są często już po 6 godzinach, 
podczas gdy inkubacja grzybów trwa  około 
72 godziny. Badanie prowadzone w latach 
1996-1997 sugerowało, że użycie automa-
tycznych systemów do inkubacji i detekcji 
umożliwia wykrycie większości klinicznie 
istotnych drobnoustrojów, ma również więk-
szą czułość i wymaga wykorzystania mniej-
szej objętości krwi oraz  krótszego czasu 
inkubacji niż wcześniej stosowane metody 
manualne [5]. Późniejsze doniesienia [6,7] 
podają jednak mniejszą skuteczność w/w 
systemów, prawdopodobnie związaną z 
szeroko stosowaną antybiotykoterapią.  

Kolejnym etapem diagnostyki IE jest 
kontynuacja hodowli na podłożach stałych 
w cieplarce, a przy podejrzeniu zakażenia 
bakterią mikroaerofilną w tzw. eksykatorze 
(Ryc.3, Ryc.4). Podłoża stałe stosuje się 
także dla oceny lekowrażliwości i ozna-
czenia minimalnego stężenia hamującego 
antybiotyku (MIC - Minimal Inhibitory Con-
centration) (Ryc.4). Jednoczasowo zaleca 
się wykonanie badania metodą MALDI-TOF 
MS. Szybka identyfikacja drobnoustroju 
metodą MALDI-TOF MS umożliwia wczesne 
włączenie ukierunkowanej antybiotykote-
rapii empirycznej. W pracy badaczy japoń-
skich analizujących przypadki IE leczone 
w latach 2008-2013 oceniono, że 62% 
chorych otrzymywało, przed uzyskaniem 
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Rycina 4
Charakterystyczny wzrost koloni Staphylococcus aureus: MSSA (A) i MRSA (B). Brak wrażliwości MRSA na 
rutynowo stosowane antybiotyki (C). Ocena MIC wankomycyny (D).
Typical growth of Staphylococcus aureus: MSSA (A) and MRSA (B). Lack of MRSA susceptibility for routinely used 
antibiotics (C). Vancomycin MIC estimation (D).

Rycina 5
VITEK 2 Compact - automatyczny system identyfikacji i oceny lekowrażliwości: widok aparatu;  probówki 
zawierające zawiesiny drobnoustrojów; karta identyfikacyjna przed użyciem oraz po przeprowadzeniu testów.
VITEK 2 Compact - automated identification/antimicrobial susceptibility testing system: view of the instrument; test-
-tubes containing pathogen solutions; identification card before and after testing.

wyniku mikrobiologicznego, niewłaściwą 
antybiotykoterapię [8].

Wyhodowany szczep  poddaje się te-
stom biochemicznym w celu precyzyjnego 
określenia gatunku patogenu oraz testom 
określającym jego lekowrażliwość np. 
za pomocą automatycznego systemu do 
identyfikacji i oznaczenia lekowrażliwości 
drobnoustrojów VITEK 2 Compact firmy 
bioMerieux (Ryc.5) lub Phoenix BD Dia-
gnostic System firmy Becton, Dickinson 
and Company. Ostateczny wynik w zakresie 
lekowrażliwości interpretuje się zgodnie z 
rekomendacjami Europejskiego Komitetu 
ds. Oznaczenia Lekowrażliwości (EUCAST- 
The European Committee on Antymicrobial 
Susceptibility Testing). 

Jeżeli po upływie 3-5 dni od początku 
hodowli nie obserwuje się wzrostu drobno-
ustrojów wstępnie rozpoznaje się zapale-
nie wsierdzia z ujemnymi posiewami krwi 
(BCNE - blood culture-negative endocardi-
tis) i zaleca się konsultację ze specjalistą w 
dziedzinie mikrobiologii [3].

Infekcyjne zapalenie wsierdzia z 
ujemnymi posiewami krwi

BCNE dzieli się na  3 kategorie: 1. IE w 
przypadkach wcześniej stosowanej antybio-
tykoterapii (zwykle wywołane przez pacior-
kowce, rzadziej gronkowce lub enterokoki), 

2. IE spowodowane przez mikroorganizmy 
wymagające specjalnych warunków wzrostu 
lub dłuższej, kilkudniowej inkubacji (bakterie 
z grupy HACEK,  Streptococcus defectiva 
np. Gemella, Granulicatella, Abiotrophia lub 
grzyby np. Candida species), 3. „prawdziwe” 
BCNE spowodowane bakteriami wewnątrz-
komórkowymi (Bartonella species, Coxiella 
burnetti, Tropheryma whipplei) wykrywanymi 
metodami molekularnymi  lub testami sero-
logicznymi [9].   

Początkowa diagnostyka IE w przypad-
ku BCNE  zależy od lokalnej epidemiologii i 
obejmuje wykonanie testów serologicznych 
dla Coxiella burnetti, Bartonella henselea, 
Bartonella quintana, Aspergillus species, 
Mycoplasma species, Brucella species, 
Legionella pneumophila, a następnie, po 
uzyskaniu wyniku dodatniego, wykonanie 
potwierdzającego, specyficznego testu 
PCR. W razie ujemnego wyniku identyfikacji 
przeciwciał zaleca się wykonanie PCR w 
kierunku Staphylocccus aureus, Trophery-
ma whipplei, Escherichia coli, Streptococcus 
gallolyticus, Streptococcus mitis, enteroko-
ków i grzybów [3]. 

Większość autorów uważa, że częstość 
rozpoznawania BCNE pozostaje od lat na 
poziomie  5-31% [2,6,7],  jednak  w niektó-
rych doniesieniach odsetek BCNE wynosił  
40% [10],  a nawet 70% [11,12]. Zastosowa-

nie PCR i testów serologicznych poprawia 
skuteczność diagnostyki BCNE, chociaż 
dane z różnych ośrodków znacznie odbie-
gają od siebie. W specjalistycznym ośrodku 
The French National Reference Center for 
Rickettsia Diseases, gdzie  w latach 1983-
2001 przebadano 348 chorych z wstępnym 
rozpoznaniem  BCNE, ostateczny odsetek 
negatywnych wyników wynosił zaledwie 1% 
[13]. Z kolei w ośrodku egipskim po przepro-
wadzeniu poszerzonej diagnostyki BCNE, 
odsetek ten był wielokrotnie wyższy [11]. 

Należy zdecydowanie podkreślić, że 
największy wpływ na częstość występo-
wania BCNE  ma wcześniej stosowana 
antybiotykoterapia [14,15]. Niewielki procent  
BCNE zostaje ostatecznie zdiagnozowany 
jako niebakteryjne zakrzepowe zapalenie 
wsierdzia (NBTE - nonbacterial thrombotic 
endocarditis).

Niebakteryjne zakrzepowe zapalenie 
wsierdzia

NBTE charakteryzuje się obecnością 
w sercu jałowych wegetacji zbudowanych 
z włóknika i płytek krwi [3]. NBTE wystę-
puje najczęściej w chorobie nowotworowej 
oraz schorzeniach  autoimmunologicznych 
[16-18]. W ramach diagnostyki różnico-
wej pomiędzy IE a NBTE konieczne jest  
oznaczenie przeciwciał przeciwjądrowych 
i  antyfosfolipidowych (antykoagulant tocz-
niowy, przeciwciała antykardiolipidowe oraz 
przeciw β-2 glikoproteinie), a u pacjentów z 
biologiczną zastawką świńską przeciwciał 
przeciwko antygenom tej zastawki [3]. Fo-
urnier i wsp. w grupie 819 chorych z BCNE  
zdiagnozowali NBTE u 2,5 % osób [7]. 

Ocena materiału usuniętego w trakcie 
operacji kardiochirurgicznej

Podkreśla się, że materiał uzyskany 
podczas operacji kardiochirurgicznej cho-
rych z IE (zastawki natywne, sztuczne, 
protezy naczyniowe, elektrody) należy pod-
dać hodowli, badaniu histopatologicznemu 
oraz testom PCR [3]. Procedury te powinny 
dotyczyć również usuniętych metodami 
przezskórnymi elektrod i cewników.  Nie 
znaleziono  w polskim piśmiennictwie da-
nych o wykorzystaniu PCR w diagnostyce 
pooperacyjnej IE.

Spektrometria masowa z desorpcją/ 
jonizacją laserową wspomaganą matrycą 
i z analizą czasu przelotu

Metoda MALDI-TOF MS oparta jest na 
analizie unikatowego dla każdego gatunku 
drobnoustroju profilu białkowego, tzw. mo-
lekularnego odcisku palca. Ocena profilu 
białek rybosomalnych badanego drobno-
ustroju i jego porównanie do wzorcowego 
zestawu białek drobnoustroju referencyj-
nego umożliwia określenie gatunku lub 
rodzaju  mikroorganizmu. Pozwala to na 
identyfikację bakterii, grzybów drożdżopo-
dobnych oraz strzępkowych, jak i na okre-
ślenie pokrewieństwa w obrębie izolatów 
tego samego gatunku [19,20]. Technika ta 
została opracowana w 1988r. Amerykańska 
Agencja ds. Żywności i Leków (FDA - Food 
and Drug Administration) zatwierdziła jej 
kliniczną przydatność w 2013 r. W labo-
ratoriach wykorzystywane są systemy 
Biotyper firmy Bruker Daltonics i VITEK 
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MS firmy bioMerieux. Do przeprowadzenia 
badania wystarczy materiał zawierający 105 
komórek (pojedyncza kolonia lub próbka 
hodowli płynnej). Dodatnią próbkę krwi 
hoduje się na podłożu stałym, następnie 
kolonie drobnoustrojów podlegają proce-
sowi ekstrakcji z użyciem etanolu i kwasu 
mrówkowego, przenosi  się  je na specjalną 
płytkę, pokrywa matrycą (matrix)  i umiesz-
cza w komorze urządzenia. Tam materiał 
jest poddawany działaniu promieniowania 
laserowego. Matryca, która jest najczęściej 
słabym kwasem,  odgrywa kluczową rolę, 
gdyż absorbuje energię światła laserowego. 
Pod jego wpływem dochodzi do desorpcji, 
czyli niedestruktywnego odparowania i 
jonizacji białek drobnoustrojów. Następnie 
zjonizowane peptydy ulegają przyspiesza-
niu w silnym polu elektrycznym, a ich  czas  
przelotu (time of flight) podlega pomiarowi. 
W oparciu o otrzymany rozkład peptydów 
według masy cząsteczkowej, ładunku oraz 
zróżnicowanego czasu przelotu system ge-
neruje spektrometryczne widma i porównuje 
je z widmami referencyjnymi z bazy, która 
zawiera dane kilku tysięcy profili drobno-
ustrojów. Cała procedura trwa 30-40 sekund 
(z przygotowaniem próbki kilka minut) [21]. 
Należy jednak pamiętać, że czas niezbędny 
do uzyskania materiału biologicznego do 
badania, czyli czas wstępnej hodowli wy-
nosi, jak wspomniano wyżej,  najczęściej 
około 24 godziny, ale bywa zdecydowanie 
dłuższy w przypadku  bakterii beztlenowych 
i grzybów [22].

Omawiana metoda nie wymaga szcze-
gólnego sposobu przygotowania próbki. 
Stale rozbudowywana i aktualizowana 
baza  mikroorganizmów umożliwia roz-
poznawanie coraz większej liczby ich 
gatunków z wiarygodnością porównywalną 
z metodami biochemicznymi [23]. System 
jest szczególnie pomocny w identyfikacji 
rzadkich gatunków, jak również potrafi 
odróżnić szczepy antybiotykooporne np. 
Gronkowca złocistego  metycylinoopornego 
(MRSA - methicillin-resistant Staphylococ-
cus aureus) od wrażliwego na metycylinę 
(MSSA - methicillin-sensitive Staphylococ-
cus aureus) [24].  Ma też zastosowanie w 
przypadku infekcji gatunkami odzwierzęcymi 
i u pacjentów ze schorzeniami przewlekłymi. 
W publikowanych doniesieniach można 
znaleźć informacje o rozpoznaniu tą me-
todą rzadkich patogenów wywołujących 
IE.  Badacze hiszpańscy zidentyfikowali 
za pomocą MALDI-TOF MS  Gram-dodatni 
Lactococcus garvieae,  który metodą kon-
wencjonalną został sklasyfikowany jako 
Enterococcus genus [25]. Z kolei badacze 
francuscy opisali pierwszy od 50 lat przy-
padek IE spowodowanego przez Moraxella 
osloensis [26]. Metoda MALDI-TOF MS 
przyczyniła się również do weryfikacji zna-
czenia niektórych patogenów.  Abiotrophia 
defectiva, paciorkowiec, będący składnikiem 
prawidłowej flory przewodu pokarmowego  i  
moczowego,  jest prawdopodobnie odpowie-
dzialny za większą niż wcześniej sądzono 
liczbę przypadków BCNE [27-29]. Z kolei 
Helcococcus kunzi, komensalna bakteria by-
tująca na skórze, odkryta w 1993 r., została 
po raz pierwszy w 2015 r. rozpoznana jako 
czynnik etiologiczny IE [30]. Interesujące są 
doniesienia  porównujące MALDI-TOF MS z 

metodą konwencjonalną. W tych analizach, 
dzięki  MALDI-TOF MS zidentyfikowano 
drobnoustroje na poziomie  91% - 100% 
w obrębie gatunku lub rodzaju [15,31-33].  
Odsetek wyników dodatnich był zbliżony w 
obu metodach, jednak  na korzyść nowszej 
procedury przemawiał krótki czas badania i  
niskie koszty uzyskania wyniku. Przypadki 
wątpliwe poddawano dodatkowo badaniu 
16S rRNA PCR traktowanemu jako złoty 
standard.

Pojawiły się również doniesienia, co 
zostało uwzględnione w wytycznych (Ryc.1),  
o próbach identyfikacji drobnoustrojów z do-
datniej próbki krwi uzyskanej bezpośrednio 
z podłoża transportowo-wzrostowego  (bez  
wstępnej hodowli na podłożu stałym) [34,35] 
. Jednak zbyt mała liczba bakterii i brak okre-
ślonego protokołu badania  stanowią, jak 
dotąd, ograniczenia takiego wykorzystania 
omawianej metody.

Nowym kierunkiem w mikrobiologii zaj-
mującym się identyfikacją drobnoustrojów 
bez uprzedniej hodowli jest metagenomika, 
polegająca na klonowaniu DNA bezpośred-
nio ze środowiska. Opublikowano pojedyn-
cze opisy wykorzystania metagenomiki w 
diagnostyce IE, zwłaszcza BCNE [36,37].

Mimo wielu zalet MALDI-TOF MS ma 
również wady. Najważniejsza z nich to 
brak możliwości ustalenia lekowrażliwości 
oraz w polskich warunkach,  wysoki koszt 
badania i znikoma jego dostępność. Wyboru 
antybiotyku można dokonać empirycznie na 
podstawie rozpoznania patogenu metodą 
MALDI-TOF MS, sugeruje się jednak wy-
konanie klasycznego antybiogramu  i/lub 
pomiaru MIC [3]. Trudności diagnostyczne 
można napotkać w przypadku wysokiego 
pokrewieństwa  filogenetycznego drobno-
ustrojów, oznaczającego podobny profil 
białkowy, a także w przypadku ograniczonej 
bazy profili referencyjnych. Istnieją sprzecz-
ne doniesienia co do możliwości analiz 
próbek z zakażeniami mieszanymi [38,39]. 

Reakcja łańcuchowej polimerazy
PCR - klasyczny,  jak i ilościowy (qu-

antitative PCR),  zwany również  PCR w 
czasie rzeczywistym  (real time PCR),  jest 
badaniem z zakresu biologii molekularnej, 
które pozwala na identyfikację mikroorga-
nizmu na podstawie cech genotypowych, 
bez przeprowadzenia wstępnej hodowli. 
Obie metody są obecnie wykorzystywane 
do stwierdzenia obecności drobnoustrojów, 
genów kodujących  toksyny bakteryjne lub 
mechanizmów oporności na antybiotyki. Me-
toda PCR, opracowana w 1977r.,  oparta jest 
na analizie genu  kodującego podjednostkę 
rybosomu 16S rRNA. Wykorzystuje ona fakt, 
że gen kodujący 16S rRNA jest obecny u 
wszystkich bakterii [4]. W przypadku grzy-
bów analizie podlega gen 18S rRNA [40]. 
Zbadanie sekwencji genu pozwala na precy-
zyjne określenie przynależności gatunkowej 
drobnoustroju. Wstępnie przeprowadza się 
reakcję amplifikacji  fragmentu genu 16S 
rRNA [41] lub 18S rRNA [40], dalej ocenia 
się produkty tego procesu techniką elektro-
forezy na żelu agarozowym i porównuje się z 
wzorcowym DNA z bazy danych globalnego 
serwera genetycznego - GenBanku. Wallet 
i wsp.[42] opisali  przypadek IE spowodo-
wany Cardiobacterium hominis, bakterii z  

grupy ACEK (Aggregatibacter, Cardiobac-
terium, Eikenella, Kingella), długo rosnącej, 
trudno wykrywalnej, u chorego wcześniej 
leczonego antybiotykiem. System identyfi-
kacji biochemicznej VITEK 2 nie rozróżnił 
dwóch gatunków (hominis i vulgaris) tej bak-
terii. Wykorzystano metodę 16S rRNA PCR 
znajdując odpowiednią sekwencję genów w 
systemie GenBank. Rozpoznanie gatunku 
potwierdzono badaniem MALDI-TOF MS 
na podstawie bazy systemu Biotyper [42].

Technika PCR ma znaczące zastoso-
wanie w badaniu zastawek usuniętych w 
trakcie operacji, szczególnie w przypadku 
BCNE [10,14,43-45]. Badacze duńscy 
opisali pierwszy przypadek IE w przebiegu 
zakażenia Bartonella quintana u pacjenta 
pochodzącego z Grenlandii. Wielokrotne 
posiewy krwi były ujemne, dopiero badanie 
usuniętej zastawki metodą 16S rRNA PCR 
dało właściwe rozpoznanie, które zostało 
potwierdzone  testami serologicznymi z krwi 
pacjenta [46]. W 2014r. opisano pierwszy 
przypadek IE spowodowanego przez Helico-
bacter cinaedi  u pacjenta z BCNE, potwier-
dzonego badaniem PCR usuniętej zastawki 
aortalnej [47]. PCR znajduje  szczególne 
zastosowanie przy podejrzeniu etiologii 
grzybiczej, która występuje u mniej niż 2% 
wszystkich rozpoznań IE. Spotyka się ją 
najczęściej u chorych z nowotworami układu 
krwiotwórczego, poddawanych immunosu-
presji, leczonych wcześniej antybiotykami, 
stosujących dożylne środki narkotyczne, a 
także po operacjach kardiochirurgicznych 
[40].  W tych przypadkach prawie zawsze 
posiewy krwi są ujemne [48]. Badaniem 
pomocniczym, nie ujętym w schemacie 
diagnostycznym ESC, może być  test se-
rologiczny na obecność galaktomannanu, 
polisacharydu wchodzącego w skład ściany 
grzybów z rodzaju Aspergillus [49-51].

PCR umożliwia szybką identyfikację 
drobnoustroju oraz genów antybiotyko-
oporności, jednak bez klasycznego anty-
biogramu [52].

Metodą, która łączy  omawiane  techniki 
molekularne jest PCR z jonizacją przez roz-
pylanie w polu elektrycznym i spektrometrią 
masową (PCR/ESI-MS - Electrospray Ioni-
sation Mass Spectrometry)  [53,54].

Podsumowanie
Nowe wytyczne ESC postępowania w 

IE z 2015r. wprowadziły do panelu diagno-
styki mikrobiologicznej molekularną metodę 
MALDI-TOF MS. Mimo wzrastającej liczby  
doniesień dotyczących praktycznego jej 
wykorzystania, metoda ta nie jest szeroko  
rozpowszechniona. Przeprowadzono jak 
dotąd niewiele badań porównujących moż-
liwości rozpoznania patogenu na podstawie 
tej metody i hodowli konwencjonalnej lub 
PCR. W polskim piśmiennictwie brak jest 
doniesień o wykorzystaniu MALDI-TOF MS 
w diagnostyce IE. Największą zaletą metody 
MALDI-TOF MS jest krótki czas, po którym 
uzyskuje się identyfikację drobnoustroju. 
Główne jej wady to konieczność wyhodowa-
nia  drobnoustroju z krwi i brak możliwości 
ustalenia lekowrażliwości. 

Metody 16S rRNA i 18S rRNA PCR nie 
wymagają hodowli drobnoustroju do jego 
identyfikacji, ale również nie pozwalają na 
ocenę lekowrażliwości. Nadal najszerzej 
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stosowana pozostaje  hodowla drobno-
ustroju i opracowanie antybiogramu. W 
przyszłości do detekcji patogenów IE  będą 
zapewne wykorzystywane  mikromacierze 
(chipy) DNA [55,56].
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