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 Cambio en los protocolos de profilaxis ? 

Aparición de nuevas herramientas para el diagnostico 

 Técnicas de Imagen

• Aumento Ecocardiografía en HC E.faecalis
• Técnicas de imagen nuclear han aumentado casos 

definidos de EI (pròtesis valvulares/DAI)

2,7/100.000 personas-año   en 2003
3,49/100.00 personas-año  en 2014

Olmos C et al. J Am Coll Cardiol  2017

13,8/100.000 personas-año en 2019

 Factores de Riesgo

• Edad  >60ª / Sexo: masculino/ ADV

• Mala  higiene  dental

• Cardiopatía ( estructural, Valvulopatía  (reumática, 
prolapso mitral, …), Cardiopatía congénita, Prótesis 
valvulares

• EI  previa

• Dispositivo  intravascular

• Hemodialissi

• VIH

Introducción

……Aumento de casos ei…………….



Importancia del equipo multidisciplinar en el diagnóstico de Endocarditis Infecciosa

Introducción

PORQUÉ?

• Disminuir  la  mortalidad
• Diagnóstico precoz
• Disminuir el  tiempo de inicio  de tratamiento antibiótico 

adecuado  
• Diagnóstico precoz de las complicaciones
• Disminuir  el tiempo a la cirugía



Introducción

• 10-70% hemo negativo (Blood culture-negative infective endocarditis - BCNIE):
        Administración previa antibióticos, infección por hongos o bacterias exigentes

• 42% EI requerirá reparación quirúrgica o reemplazo de válvula cardíaca → 80% si 
BCNIE

• El tejido (EI válvula nativa) o material protésico (EI válvula protésica) obtenido en 
cirugía:

    Examinar histológicamente, cultivar (S 25%; E 72%), sec. ARNr 16S muestra directa

Gold 

standard 

Hemocultivo Gold Estándar





Introducción

Secuenciación ARNr 16S proporciona un diagnóstico microbiológico en BCNIE

→ Sec. ARNr 16S Sanger/Illumina vs. cultivo convencional.
→ 61% de casos BCNIE: patógeno  identificado mediante sec. 

de la válvula.

→ Sec. ARNr 16S Sanger vs. cultivo convencional.
→ Hemocultivo +, cultivo válvula +, y sec.+: 55%, 22%, y 88%.
→ En 92% de casos BCNIE, se identificó un patógeno                 

mediante sec. de la válvula que permitió ajustar pauta ATB.

No existen publicaciones basadas en sec. ARNr 16S 
mediante la tecnología de nanoporos (3ª generación)

→ Shotgun sequencing vs. cultivo convencional.
→ Reconstrucción genomas completos bacterianos: 

identificación + resistencias.

→ Sec. ARNr 16S Illumina vs. cultivo convencional.
→ Sec. permitió identificar coinfecciones (respaldadas por

datos clínicos).



Introducción

Incorporación de la secuenciación en los criterios de Duke-ISCVID 2023



Mejora de la resolución taxonómica

Amplificación y secuenciación por nanoporos del gen ARNr 16S completo 

Objetivo: Validar e implementar la secuenciación masiva de lecturas largas para una 
rápida identificación de especies bacterianas que causan Endocarditis Infecciosa.

Introducción



Muestras incluidas y análisis

Hemocultivo + 
Cultivo +

Hemocultivo -
Cultivo +

Hemocultivo +
Cultivo -

Hemocultivo -
Cultivo -

Total

Retrospectivas 
(19 biopsias, 6 prótesis)

7 3 12 3 25

Prospectivas*
(5 biopsias, 1 prótesis)

3 0 0 3 6

• N=31 muestras congeladas de biopsia o prótesis cardiacas de pacientes con Endocarditis Infecciosa:

• Método de referencia: cultivo convencional (hemocultivo y cultivo del tejido o sonicado) e 

identificación del aislado con MALDI biotyper (Bruker Daltonics). 

• Concordancia entre el cultivo convencional y la secuenciación a nivel de género y especie.

Métodos

*Desde finales de 2022



Amplificación y secuenciación por nanoporos del gen ARNr 16S completo 

Pooling de librerías, 
secuenciación por nanoporos, e 

interpretación de resultados

2h o overnight

Secuenciador MinION Mk 1C (ONT) 

Tiempo de respuesta  →    Secuenciación: 1-3 d      vs. Cultivo convencional: 1-9 d

Métodos

50 mg tejido / 1 mL sonicado prótesis
Adición control negativo extracción

QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN)

Extracción del DNA 

4h

16S Barcoding Kit                                 
(Oxford Nanopore Technologies; ONT) 

Adición control positivo librerías

3h

1. PCR con primers 16S + índices

Amplificación del gen ARNr 16S, 
y preparación de librerías

2. Adición adaptadores de secuenciación



• Monitorización a tiempo real del número y calidad de las lecturas en el secuenciador

• Clasificación de las lecturas bacterianas en tiempo real con la herramienta online 
EPI2ME 16S (ONT):

 Identificación válida si ≥10 lecturas/asignación y ≥3% del total de lecturas.

• Pipeline bioinformático EMU (Curry KD. et al., Nature Methods 2022):
 Se utilizó para tomar una decisión cuando EPI2ME identificó varias especies                                                  

del mismo género.

Métodos

Monitorización e interpretación de los resultados de secuenciación en tiempo real



Cultivo convencional vs. Secuenciación ARNr 16S en muestras retrospectivas
Resultados

*SÍ + Información adicional obtenida por secuenciación

Clasificación ID Hemocultivo Cultivo Secuenciación ARNr 16S Concordancia %
Hemocultivo + 

Cultivo +
(n=7)

1 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Sí

100% (7/7) 
género

85,7% (6/7) 
especie

2 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Sí

5 Streptococcus bovis Enterococcus faecalis Streptococcus bovis (S. lutetiensis) + Enterococcus faecalis Sí*

7 Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Sí*

8 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Sí

9 Streptococcus anginosus + Granulicatella spp. Streptococcus gallolyticus S. anginosus group + Granullicatella spp. Parcial

10 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Sí

Hemocultivo -
Cultivo +

(n=3)

3 Negativo Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Sí*

86,7% (13/15)
género y 
especie

4 Negativo Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis Sí

6 Negativo Cutibacterium acnes Negativo No

Hemocultivo + 
Cultivo -
(n=12)

11 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Sí

12 Streptococcus gallolyticus Negativo Streptococcus gallolyticus Sí

13 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus sanguinis Sí*

14 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus salivarius Sí*

18 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Sí

20 Streptococcus salivarius Negativo Streptococcus salivarius Sí

21 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Sí

25 Cutibacterium acnés Negativo Cutibacterium acnes Sí

27 Streptococcus mitis Negativo Streptococcus mitis Sí

28 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Sí

29 Staphylococcus aureus Negativo Negativo No

30 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus mitis y Streptococcus gwangjuense Sí*
Hemocultivo -

Cultivo -
(n=3)

22 Negativo Negativo Negativo Sí

100% (3/3)23 Negativo Negativo Negativo Sí

26 Negativo Negativo Negativo Sí



Cultivo convencional vs. Secuenciación ARNr 16S en muestras retrospectivas
Resultados

*SÍ + Información adicional obtenida por secuenciación

Clasificación ID Hemocultivo Cultivo Secuenciación ARNr 16S Concordancia %
Hemocultivo + 

Cultivo +
(n=7)

1 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Sí

100% (7/7) 
género

85,7% (6/7) 
especie

2 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Sí

5 Streptococcus bovis Enterococcus faecalis Streptococcus bovis (S. lutetiensis) + Enterococcus faecalis Sí*

7 Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Sí*

8 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Sí

9 Streptococcus anginosus + Granulicatella spp. Streptococcus gallolyticus S. anginosus group + Granullicatella spp. Parcial

10 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Sí

Hemocultivo -
Cultivo +

(n=3)

3 Negativo Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Sí*

86,7% (13/15)
género y 
especie

4 Negativo Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis Sí

6 Negativo Cutibacterium acnes Negativo No

Hemocultivo + 
Cultivo -
(n=12)

11 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Sí

12 Streptococcus gallolyticus Negativo Streptococcus gallolyticus Sí

13 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus sanguinis Sí*

14 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus salivarius Sí*

18 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Sí

20 Streptococcus salivarius Negativo Streptococcus salivarius Sí

21 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Sí

25 Cutibacterium acnés Negativo Cutibacterium acnes Sí

27 Streptococcus mitis Negativo Streptococcus mitis Sí

28 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Sí

29 Staphylococcus aureus Negativo Negativo No

30 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus mitis y Streptococcus gwangjuense Sí*
Hemocultivo -

Cultivo -
(n=3)

22 Negativo Negativo Negativo Sí

100% (3/3)23 Negativo Negativo Negativo Sí

26 Negativo Negativo Negativo Sí



Clasificación ID Hemocultivo Cultivo Secuenciación ARNr 16S Concordancia %
Hemocultivo + 

Cultivo +
(n=7)

1 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Sí

100% (7/7) 
género

85,7% (6/7) 
especie

2 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Sí

5 Streptococcus bovis Enterococcus faecalis Streptococcus bovis (S. lutetiensis) + Enterococcus faecalis Sí*

7 Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Sí*

8 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Sí

9 Streptococcus anginosus + Granulicatella spp. Streptococcus gallolyticus S. anginosus group + Granullicatella spp. Parcial

10 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Sí

Hemocultivo -
Cultivo +

(n=3)

3 Negativo Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Sí*

86,7% (13/15)
género y 
especie

4 Negativo Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis Sí

6 Negativo Cutibacterium acnes Negativo No

Hemocultivo + 
Cultivo -
(n=12)

11 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Sí

12 Streptococcus gallolyticus Negativo Streptococcus gallolyticus Sí

13 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus sanguinis Sí*

14 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus salivarius Sí*

18 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Sí

20 Streptococcus salivarius Negativo Streptococcus salivarius Sí

21 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Sí

25 Cutibacterium acnés Negativo Cutibacterium acnes Sí

27 Streptococcus mitis Negativo Streptococcus mitis Sí

28 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Sí

29 Staphylococcus aureus Negativo Negativo No

30 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus mitis y Streptococcus gwangjuense Sí*
Hemocultivo -

Cultivo -
(n=3)

22 Negativo Negativo Negativo Sí

100% (3/3)23 Negativo Negativo Negativo Sí

26 Negativo Negativo Negativo Sí

Clasificación ID Hemocultivo Cultivo Secuenciación ARNr 16S Concordancia %

Hemocultivo + 
Cultivo +

(n=7)

1 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Sí

100% (7/7) 
género

85,7% (6/7) 
especie

2 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Sí

5 Streptococcus bovis Enterococcus faecalis
Streptococcus bovis (S. lutetiensis) + Enterococcus

faecalis
Sí*

7 Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Sí*

8 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Sí

9 Streptococcus anginosus + Granulicatella spp. Streptococcus gallolyticus S. anginosus group + Granullicatella spp. Parcial

10 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Sí

*SÍ + Información adicional obtenida por secuenciación



Clasificación ID Hemocultivo Cultivo Secuenciación ARNr 16S Concordancia %
Hemocultivo + 

Cultivo +
(n=7)

1 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Sí

100% (7/7) 
género

85,7% (6/7) 
especie

2 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Sí

5 Streptococcus bovis Enterococcus faecalis Streptococcus bovis (S. lutetiensis) + Enterococcus faecalis Sí*

7 Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Sí*

8 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Sí

9 Streptococcus anginosus + Granulicatella spp. Streptococcus gallolyticus S. anginosus group + Granullicatella spp. Parcial

10 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Sí

Hemocultivo -
Cultivo +

(n=3)

3 Negativo Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Sí*

86,7% (13/15)
género y 
especie

4 Negativo Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis Sí

6 Negativo Cutibacterium acnes Negativo No

Hemocultivo + 
Cultivo -
(n=12)

11 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Sí

12 Streptococcus gallolyticus Negativo Streptococcus gallolyticus Sí

13 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus sanguinis Sí*

14 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus salivarius Sí*

18 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Sí

20 Streptococcus salivarius Negativo Streptococcus salivarius Sí

21 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Sí

25 Cutibacterium acnés Negativo Cutibacterium acnes Sí

27 Streptococcus mitis Negativo Streptococcus mitis Sí

28 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Sí

29 Staphylococcus aureus Negativo Negativo No

30 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus mitis y Streptococcus gwangjuense Sí*
Hemocultivo -

Cultivo -
(n=3)

22 Negativo Negativo Negativo Sí

100% (3/3)23 Negativo Negativo Negativo Sí

26 Negativo Negativo Negativo Sí

Clasificación ID Hemocultivo Cultivo Secuenciación ARNr 16S Concordancia %
Hemocultivo -

Cultivo +
(n=3)

3 Negativo Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Sí*

86,7% (13/15)
género y 
especie

4 Negativo Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis Sí

6 Negativo Cutibacterium acnes Negativo No

Hemocultivo + 
Cultivo -
(n=12)

11 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Sí

12 Streptococcus gallolyticus Negativo Streptococcus gallolyticus Sí

13 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus sanguinis Sí*

14 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus salivarius Sí*

18 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Sí

20 Streptococcus salivarius Negativo Streptococcus salivarius Sí

21 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Sí

25 Cutibacterium acnés Negativo Cutibacterium acnes Sí

27 Streptococcus mitis Negativo Streptococcus mitis Sí

28 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Sí

29 Staphylococcus aureus Negativo Negativo No

30 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus mitis y Streptococcus gwangjuense Sí*

*SÍ + Información adicional obtenida por secuenciación



Clasificación ID Hemocultivo Cultivo Secuenciación ARNr 16S Concordancia %
Hemocultivo + 

Cultivo +
(n=7)

1 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Sí

100% (7/7) 
género

85,7% (6/7) 
especie

2 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Sí

5 Streptococcus bovis Enterococcus faecalis Streptococcus bovis (S. lutetiensis) + Enterococcus faecalis Sí*

7 Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Sí*

8 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Sí

9 Streptococcus anginosus + Granulicatella spp. Streptococcus gallolyticus S. anginosus group + Granullicatella spp. Parcial

10 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Sí

Hemocultivo -
Cultivo +

(n=3)

3 Negativo Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Sí*

86,7% (13/15)
género y 
especie

4 Negativo Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis Sí

6 Negativo Cutibacterium acnes Negativo No

Hemocultivo + 
Cultivo -
(n=12)

11 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Sí

12 Streptococcus gallolyticus Negativo Streptococcus gallolyticus Sí

13 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus sanguinis Sí*

14 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus salivarius Sí*

18 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Sí

20 Streptococcus salivarius Negativo Streptococcus salivarius Sí

21 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Sí

25 Cutibacterium acnés Negativo Cutibacterium acnes Sí

27 Streptococcus mitis Negativo Streptococcus mitis Sí

28 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Sí

29 Staphylococcus aureus Negativo Negativo No

30 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus mitis y Streptococcus gwangjuense Sí*
Hemocultivo -

Cultivo -
(n=3)

22 Negativo Negativo Negativo Sí

100% (3/3)23 Negativo Negativo Negativo Sí

26 Negativo Negativo Negativo Sí

Clasificación ID Hemocultivo Cultivo Secuenciación ARNr 16S Concordancia %
Hemocultivo -

Cultivo -
(n=3)

22 Negativo Negativo Negativo Sí

100% (3/3)23 Negativo Negativo Negativo Sí

26 Negativo Negativo Negativo Sí



Cultivo convencional vs. Secuenciación ARNr 16S en muestras prospectivas

Resultados

Clasificación ID Hemocultivo Cultivo Secuenciación ARNr 16S Concordancia %

Hemocultivo + 
Cultivo +

(n=3)

32 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Sí 100% (3/3) 
género

66,7% (2/3) 
especie

35 Granulicatella adiacens Granulicatella adiacens Granulicatella elegans Parcial

37 Aerococcus urinae Aerococcus urinae Aerococcus urinae Sí

Hemocultivo -
Cultivo -

(n=3)

15 Negativo Negativo Mycoplasma hominis† No*
0%19 Negativo Negativo Streptococcus pneumoniae‡ No*

33 Negativo Negativo Coxiella burnetii† No*

Los resultados se informaron inmediatamente y se adecuó la terapia antimicrobiana

*No + Información adicional obtenida por secuenciación; †Microorganismo no cultivable; ‡Tto antibiótico en curso por neumonía.



La secuenciación completa del gen ARNr 16S mediante la
metodología de ONT es un método sensible para la identificación
bacteriana en biopsias y prótesis cardiacas con un tiempo de
respuesta rápido, y complementa el diagnóstico convencional
especialmente en los casos con cultivo negativo.

Conclusiones
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¡Muchas gracias por vuestra atención!

smolinos.germanstrias@gencat.cat @sonieta_molinos

vsaludesm.germanstrias@gencat.cat @SaludesVeronica
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