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Introduccion

Importancia del equipo multidisciplinar en el diagndstico de Endocarditis Infecciosa

Radidlogo
Microbiologo
Cardidlogo ~ Bioinformatico
Cirujano cardiaco
Biélogo molecular

Internista (Enfermedades Infecciosas)

Neurologo *  Disminuir la mortalidad
’\ * Diagnostico precoz
e Disminuir el tiempo de inicio de tratamiento antibidtico
» adecuado
[ e Diagnostico precoz de las complicaciones
* Disminuir el tiempo a la cirugia
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Introduccion

Hemocultivo Gold Estandar

* 10-70% hemo negativo (Blood culture-negative infective endocarditis - BCNIE):
Administracion previa antibioticos, infeccion por hongos o bacterias exigentes

» 42% El requerira reparacion quirurgica o reemplazo de valvula cardiaca = 80% si
BCNIE

* El tejido (El valvula nativa) o material protésico (El valvula protésica) obtenido en
cirugia:
Examinar histologicamente, cultivar (S 25%; E 72%), sec. ARNr 16S muestra directa
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Figure 4 Microbiological diagnostic algorithm in culture-positive and culture-negative infective endocarditis. BCMIE, blood cultures negative endocarditis;
IE, infective endocarditis; MALDI-TOF MS, matrix-assisted laser desorpticn icnization time-cf-flight mass spectrometry; PCR, polymerase chain reaction.

*Qualified microbiological labaratory. ®mmunalogical laboratory.
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Introduccion

Secuenciacion ARNr 16S proporciona un diagndstico microbiolégico en BCNIE

Clinical Infectious Diseases iy . h
) f IV a
MAJOR ARTICLE ("“”)bf \ -
el484 « CID 2023:76 (1 February) «

Molecular Analysis With 16S rRNA PCR/Sanger
Sequencing and Molecular Antibiogram Performed
on DNA Extracted From Valve Improve Diagnosis
and Targeted Therapy of Infective Endocarditis:

A Prospective Study

Alessandra Mularoni,"” Malgorzata Mikulska,*** Floriana Barbera," Elena Graziano, * Alice Annalisa Medaglia,® Daniele Di Carlo,’ Francesco Monaco,”
Diego Bellavia,” Antonio Cascio,” Giuseppe Raffa,” Sergio Sciacca,” Angelo Luca,’ Michele Pilato,” and Pier Giulio Conaldi'

OXFORD

- Sec. ARNr 16S Sanger vs. cultivo convencional.

- Hemocultivo +, cultivo valvula +, y sec.+: 55%, 22%, y 88%.

- En 92% de casos BCNIE, se identificd un patégeno
mediante sec. de la valvula que permitié ajustar pauta ATB.

BACTERIOLOGY

AMERICAN Journal of
! waonowoar Clinical Microbiology®
August 2023 Volume 61 lssue B ')

Check for
Updates

16S rRNA Gene PCR/Sequencing of Heart Valves for Diagnosis
of Infective Endocarditis in Routine Clinical Practice

Hyo-Lim Hong,*® (O Laure Flurin,** Kerryl E. Greenwood-Quaintance,” Matthew J. Wolf,? 9 Bobbi S. Pritt,
Andraw P Naraan *® (5 Rahin Patal®d

—> Sec. ARNr 16S Sanger/lllumina vs. cultivo convencional.
- 61% de casos BCNIE: patdgeno identificado mediante sec.
de la valvula.

n pathogens

Article

What Does 16S rRNA Gene-Targeted Next Generation
Sequencing Contribute to the Study of Infective Endocarditis in
Heart-Valve Tissue?

1

S
Pathogens 2022, 11, 34. m’I\D\Pﬂ
P

Paula Santibafez !, Concepcién Garcia-Garcia (¥, Aranzazu Portillo *[, Sonia Santibafez [,

Lara Garcia-Alvarez (), Maria de Toro 2" and José A. Oteo !

= Sec. ARNr 16S Illumina vs. cultivo convencional.
- Sec. permitié identificar coinfecciones (respaldadas por
datos clinicos).

Cheng et al. Ann Clin Microbiol Antimicrob (2018) 17:43
https://doi.org/10.1186/512941-018-0294-5

Annals of Clinical Microbiology
and Antimicrobials

RESEARCH Open Access

Identification of pathogens @
in culture-negative infective endocarditis cases
by metagenomic analysis

Jun Cheng'", Huan Hu'?*, Yue Kang®’, Weizhi Chen?, Wei Fang®, Kaijuan Wang', Qian Zhang?, Aisi Fu®,
Shuilian Zhou?, Chen Cheng?, Qingging Cao?, Feiyan Wang'”, Shela Lee”" and Zhou Zhou'”

—> Shotgun sequencing vs. cultivo convencional.
- Reconstruccién genomas completos bacterianos:
identificacion + resistencias.

No existen publicaciones basadas en sec. ARNr 16S
mediante la tecnologia de nanoporos (32 generacion)



Introduccion

Incorporacion de la secuenciacion en los criterios de Duke-ISCVID 2023

Clinical Infectious Diseases

VIEWPOINTS

The 2023 Duke-International Society for Cardiovascular

Table 1. Definitions of Infective Endocarditis According to the 2023 Duke-International Society for Cardiovascular Infectious Diseases Infective
Endocarditis {IE) Criteria, With Proposed Changes in Bold Type

|. DEFINITE ENDOCARDITIS

A Pathelogic Criteria

(1) Microorganisms identified® in the context of clinical signs of active endocarditis in a vegetation; from cardiac tissue; from an explanted
prosthetic valve or sewing ring; from an ascending aortic graft {with concomitant evidence of valve involvement); from an endovascular
intracardiac implantable electronic device (CIED); or from an arterial embolus

or

(2] Active endocarditis® (may be acute® or subacute/chronicd) identified in or on a vegetation; from cardiac tissue; from an explanted prosthetic
valve or sewing ring; from an ascending aortic graft (with concomitant evidence of valve involvement); from a CIED; or from an arterial

embolus
B. Climical Criteria
LY o / ) L
I‘&hIDb\ _ hivma xronn (1} 2 Major Criteria
nfections Diseases Society of America v medione ossoconon Df-
(2} 1 Major Critarion and 3 Minor Critaria
or

(3} 5 Minor Criteria

Infectious Diseases Criteria for Infective Endocarditis:
Updating the Modified Duke Criteria II. POSSIELE ENDOCARDITIS

Vance G. Fowler Jr,'** David T. Durack,’ Christine Selton-Suty,” Eugene Athan,’ Arnold S. Bayer,** Anna Lisa Chamis," Anders Dahl,” Louis DiBernardo,’'

A1 Major Critericn And 1 Minor Criterion

Emanuele Durante-Mangoni,® Xavier Duval,? Claudio Querido Fortes,'® Emil Foshel,'' Margaret M. Hannan,'* Barbara Hasse,'* Bruno Hoen,'* or

Adolf W. Karchmer,'® Carlos A. Mestres,”® Cathy A. Petti,"'” Maria Nazarena Pizzi,'® Stephen D. Preston,'” Albert Roque,?” Francois Vandenesch,”'*

Jan T. M. van der Meer,” Thomas W. van der Vaart,” and Jose M. Miro™**

B. 2 Minor Critaria

ll. REJECTED ENDOCARDITIS
Firm altermate diagnosis explaining signs/symptoms®

Lack of recurrence despite antibiotic therapy for less than 4 d.

Mo pathologic or macroscopic evidence of IE at surgery or autopsy, with antibiotic therapy for less than 4 d

CgpgRg P

Does not meet criteria for possible |E, as above

3By culture, staining, immunologic techniques, polymerase chain reaction (PCR), or other pudeic scid-besed tests including amplicon (165, 185, intermal transcribed spacers) saguencing.
metagenomic (shotgunl sequencing, or in situ hybridization on fresh or pareffin-fized tissue. Moleculer technigues and tissue staining (Gram stain, periodic acid-Schiff with diastase,
Grocott, or silver steins such as \Warthin-5tarry, Steiner, or Dieterle] should be interpreted cautiously, particularly in patients with a prior episode of |E becasuse such tests can remain
positive for extended periods following successful treatment. Antibiotic therspy before tissue procurement may also significantly alter microonganism mosrphology and staining
characteristics. Test specificity is influenced by several factors, and false positives cen ocour. Test interpretation should always be in the context of clinical and histological evidence of
active endocarditis. A single finding of & skin bacterium by PCR on a valve or wire without additional clinical or microbiological supporting evidence should be regarded as Minor Criterion
and not Definite IE [51].




Introduccion

Amplificacion y secuenciacion por nanoporos del gen ARNr 16S completo
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Mejora de la resolucidon taxondmica

Objetivo: Validar e implementar la secuenciacion masiva de lecturas largas para una
rapida identificacion de especies bacterianas que causan Endocarditis Infecciosa.
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Métodos
Muestras incluidas y analisis

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

Hemocultivo + Hemocultivo - | Hemocultivo + | Hemocultivo - | Total
Cultivo + Cultivo + Cultivo - Cultivo -

Retrospectivas
(19 biopsias, 6 protesis)

Prospectivas* 3 0 0 3 6
(5 biopsias, 1 protesis)

*Desde finales de 2022

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

identificaciéon del aislado con MALDI biotyper (Bruker Daltonics).

e Concordancia entre el cultivo convencional y la secuenciacion a nivel de género y especie.
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Métodos

Amplificacion y secuenciacidon por nanoporos del gen ARNr 16S completo

Extraccion del DNA

>,
N

., s
LT-Tes

%
v

50 mg tejido / 1 mL sonicado prétesis
Adicidn control negativo extraccion

QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN)

4h CAUTION|

Amplificacion del gen ARNr 1685,
y preparacion de librerias

1. PCR con primers 16S + indices

—

! =
£l
2. Adicion adaptadores de secuenciacion
- e,
* —

g

Adicion control positivo librerias

16S Barcoding Kit
(Oxford Nanopore Technologies; ONT)

3h

Pooling de librerias,
secuenciacion por nanoporos, e
interpretacion de resultados

Secuenciador MinlON Mk 1C (ONT)

2h o overnight

@ Tiempo de respuesta = Secuenciacién:1-3d vs. Cultivo convencional: 1-9 d

@IGTP?
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Meétodos
Monitorizacion e interpretacion de los resultados de secuenciacion en tiempo real

* Monitorizacion a tiempo real del numero y calidad de las lecturas en el secuenciador

Taxon Cumulative Reads ~

Streptococcus equi 37,708

* Clasificacion de las lecturas bacterianas en tiempo real con la herramienta online
EPI2ME 16S (ONT):
|dentificacion valida si 210 lecturas/asignacion y >23% del total de lecturas.

* Pipeline bioinformatico EMU (Curry KD. et al., Nature Methods 2022):
Se utilizé para tomar una decisién cuando EPI2ME identifico varias especies
del mismo género.

%) © v V¥ T O OO VW VO OV
S § 5 3 5 5 5 5 %

S € © T 2 2 9 R %
o - o : o o > o
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Resultados

Cultivo convencional vs. Secuenciacion ARNr 16S en muestras retrospectivas

Clasificacion ID Hemocultivo Cultivo Secuenciacion ARNr 16S Concordancia %
Hemocultivo + 1 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Si
Cultivo + 2 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Si 100% (7/7)
(n=7) 5 Streptococcus bovis Enterococcus faecalis Streptococcus bovis (S. lutetiensis) + Enterococcus faecalis Si* género
7 Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Si*
8 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Si 85,7% (6/7)
9  Streptococcus anginosus + Granulicatella spp. Streptococcus gallolyticus S. anginosus group + Granullicatella spp. Parcial especie
10 Streptococcus equi Streptococcus equi Streptococcus equi Si
Hemoc.ultivo - 3 Negativo Streptococcus gallolyticus Streptococcus gallolyticus (S. pasteurianus) Si*
Clz::;‘; * Negativo Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis Si
6 Negativo Cutibacterium acnes Negativo No
Hemocultivo + 11 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Si
Cultivo - 12 Streptococcus gallolyticus Negativo Streptococcus gallolyticus Si
(n=12) 13 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus sanguinis Si*
14 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus salivarius Si*
18 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Si 86,7% (13/15)
20 Streptococcus salivarius Negativo Streptococcus salivarius Si géneroy
21 Streptococcus mutans Negativo Streptococcus mutans Si especie
25 Cutibacterium acnés Negativo Cutibacterium acnes Si
27 Streptococcus mitis Negativo Streptococcus mitis Si
28 Staphylococcus epidermidis Negativo Staphylococcus epidermidis Si
29 Staphylococcus aureus Negativo Negativo No
30 Estreptococo del grupo viridans Negativo Streptococcus mitis y Streptococcus gwangjuense Si*
Hemoc-ultivo - 22 Negativo Negativo Negativo Si
c"(‘:_“;(; i 23 Negativo Negativo Negativo Si 100% (3/3)
26 Negativo Negativo Negativo Si

*S[ + Informacidn adicional obtenida por secuenciacion
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Clasificacion ID Hemocultivo Cultivo Secuenciacion ARNr 16S Concordancia
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Cultivo convencional vs. Secuenciacion ARNr 16S en muestras prospectivas

Resultados

Clasificacion |ID Hemocultivo Cultivo Secuenciacion ARNr 16S |Concordancia %
] 32| Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Si 1002%’ (3/3)
Hemocultivo + género
Cultivo + 35| Granulicatella adiacens | Granulicatella adiacens Granulicatella elegans Parcial
(n=3) . . . ] 66,7% (2/3)
37 Aerococcus urinae Aerococcus urinae Aerococcus urinae Si especie
Hemocultivo - 15 Negativo Negativo Mycoplasma hominis’' No*
Cultivo - 19 Negativo Negativo Streptococcus pneumoniae* No* 0%
(n=3) 33 Negativo Negativo Coxiella burnetii' No*

*No + Informacidn adicional obtenida por secuenciacién; *Microorganismo no cultivable; *Tto antibidtico en curso por neumonia.

Los resultados se informaron inmediatamente y se adecud la terapia antimicrobiana
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Conclusiones

La secuenciacion completa del gen ARNr 16S mediante Ia
metodologia de ONT es un método sensible para la identificacion
bacteriana en biopsias y protesis cardiacas con un tiempo de
respuesta rapido, y complementa el diagndstico convencional
especialmente en los casos con cultivo negativo.

Hespital
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