
Aplicación de la Secuenciación masiva de cadenas largas del 
gen 16S ARNr para la identificación de especies bacterianas 

causantes de infección protésica  articular

Dra Sònia Molinos Abós

Microbiology Department, Laboratori Clínic Metropolitana Nord. Germans Trias i Pujol
University Hospital (HUGTiP), Germans Trias i Pujol Research Institute (IGTP), Badalona, Spain.



Introducción IPA

Hasta el 10% de las cirugías de prótesis articular primaria derivan en infección.

Hasta el 40% de las cirugías de revisión derivan en infección.

La infección de prótesis articular (IPA) es la causa más frecuente de fracaso de artroplastia total Les
cirugías de prótesis articular son cada vegada más comunes debido al envejecimiento de la población y
una mayor expectativa de vida.

El diagnóstico rápido y preciso es esencial para evitar complicaciones y para establecer un 
tratamiento dirigido y reducir  y reducir los costos asociados



Diagnóstico IPA

Diagnóstico Microbiológico

>85% dels casos de PJI amb cultivo negativo



Cultivo positivo versus Secuenciación gen 16S ARNr

Gold standard: Cultivo positivo

Procesamiento complejo y retraso en el resultado
(carga bacteriana baja, bacterias de crecimiento lento, cultivos 

negativos)

Sensibilidad limitada
>45% IPA cultivos negativos 

(tratamiento antibiótico, bacterias no cultivables o de crecimiento 
lento o dificultoso)

Secuenciación gen 16S ARNr de muestra directa

Dificultad en la interpretación
(microbiota de la piel, infecciones polimicrobianas)

Diagnóstico rápido y detección de microrganismos de 
crecimiento lento o difíciles de cultivar

Identificación de infecciones polimicrobianas

No depende del cultivo, alternativa a IPA con cultivo negativo

Diagnóstico Microbiológico



Secuenciación de lectura larga del gen 16S ARNr

Oxford Nanopore Technologies (ONT)
Rápida, flexible, de fácil uso e interpretación con resultados en 

tiempo real 

Illumina
Secuenciación no flexible

Mejora la resolución taxonómica

Resolución taxonómica limitadaSanger
No se detectan 

infecciones 
polimicrobianas

V1-V9 (Full-length ~ 1,500 bp)

V1-V3
V3-V4

Regiones variables del gen 16S
Lectura corta

Análisis completo del gen 16S



2022

Illumina

Sanger

Oxford Nanopore Technologies

n= 36 casos  22 clasificados como infección según criterios
MSIS (14 considerados como no infección)

 19 casos con cultivo positivo concordancia del 74% (14/19)

 3 casos con cultivo negativo concordancia del 100%



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 causantes de IPA

Introducción

https://www.youtube.com/watch?v=RcP85JHLmnI



Diseño del estudio

Tiempo de respuesta:
2-9 días

Estudio unicéntrico y retrospectivo
(2022-2023)

12 casos sospecha IPA

6 casos amb cultivo positivo

Localitzación:

Rodilla, cadera, hombro y 
columna

Tipo de muestra:

Líquido articular y/o tejido

6 casos con cultivo negativo

Localitzación:

Rodilla, cadera y 
hombro

Tipo de muestra:

Líquido articular y/o 
tejido

Tejido/ Sonicado/ 
Líquido articular

Cultivo convencional Identificación del aislamiento
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics)

Gold Standard:

Métodos



Extracción del ADN 

25-50mg tejido / 1mL sonicado prótesis o 
líquido articular

Adición control negativo extracción
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN)

4h

Secuenciación e
interpretación de resultados en 

tiempo real

Secuenciador MinION Mk1C (ONT)

EMU 
pipeline

2h o overnight 

1. PCR con primers 16S + índexs

2. Adición adaptadores de seq

Adición control positivo librerías
16S Barcoding Kit (ONT)

3h

Amplificación, preparación de librerías 
y pooling

Tiempo de respuesta: 1-3 días

Amplificación y secuenciación por nanoporos del gen ARNr 16S completo 



Resultados casos con cultivo positivo

Caso Tipo de muestra Localitzación Resultado cultivo Resultado seq 16S Comparativa TAT cultivo
(días)

1
Líquido articular 

(n=3) i teixit (n=3)
Rodilla

S. aureus
(4/6)

S. aureus
(6/6)

Concordante 2

2 Tejido (n=4) Cadera
Enterococcus faecalis

(4/4)
E. faecalis

(2/4)
Concordante

3

3
Líquid articular 

(n=1) i teixit (n=4)
Espatlla S. aureus

(5/5)
S. aureus

(5/5)
Concordante

2

4 Tejido (n=5) Columna
E. faecalis

(4/5)

E. faecalis / 
Bacteroides fragilis

(4/5)

Concordante
(información

adicional por seq)
3

5 Tejido (n=3) Cadera
C. acnes

(3/3)
Negativo*

(3/3)
Discordante 9

11 Tejido (n=4) Cadera
Staphylococcus 

lugdunensis
(3/4)

Negativo**
(4/4)

Discordante 5

Concordancia del 66,7% (4/6)

*Baja carga bacteriana (positivo para C. acnes en cultivo al 9eno día)
**Confirmación del resultado por duplicado des del eluido (no se disponía de muestra original para repetir extracción)



Caso Tipo de muestra Localitzación Resultado cultivo Resultado seq 16S Comparativa
TAT cultiu

(días)

6 Tejido (n=4) Rodilla Negativo (4/4) Negativo (4/4) Concordante 9

7
Tejido y sonicado

(n=2)
Cadera Negativo (1/2) Negativo (2/2) Concordante 9

8
Líquido articular 

(n=2)
Hombro Negativo (2/2) Negativo (2/2) Concordant 9

9
Líquido articular 

(n=1) i teixit (n=4)
Cadera Negativo (5/5) Negativo(5/5) Concordante 9

10
Líquido articular 

(n=2) i teixit (n=2)
Rodilla Negativo (4/4)

Streptococcus 
pneumoniae (2/4)*

Discordante 9

12 Tejido (n=3) Cadera Negativo(3/3) Negativo (3/3) Concordante 9

Concordancia del 83,3% (5/6)

*Confirmado per un hemocultiu positivo (paciente con tratamiento antibiótico por endocarditis infecciosa)

Resultados casos con cultivo negativo



 La concordancia de resultados entre el cultivo y la secuenciación del gen 16S
ARNr en pacientes con IPA fue del 75% (9/12).

 La secuenciación del gen completo de 16S ARNr mediante la metodología ONT
es una línea prometedora para complementar el diagnóstico microbiológico
de las IPA, con un tiempo de respuesta rápido, fundamental para el manejo de
este tipo de infecciones.

 La validación adicional de estos resultados preliminares y su aplicación en el
diagnóstico requiere un estudio más gran y prospectivo, en el cual los
resultados deberán ser interpretados por un equipo multidisciplinar.

Conclusiones
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