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Introduccion IPA

La infeccion de prétesis articular (IPA) es la causa mas frecuente de fracaso de artroplastia total Les
cirugias de protesis articular son cada vegada mas comunes debido al envejecimiento de la poblacion y ~
una mayor expectativa de vida.

11 JE—

Hasta el 10% de las cirugias de prétesis articular primaria derivan en infeccion.

Hasta el 40% de las cirugias de revision derivan en infeccion.

El diagnodstico rapido y preciso es esencial para evitar complicaciones y para establecer un
tratamiento dirigido y reducir y reducir los costos asociados
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Diagndstico IPA

The Journal of Arthroplasty 33 (2018) 1309-1314 VidJOr CriTeria (3t 1east one ui wwe olle wing) Decision

Two positive cultures of the same organism

Mr visualization Infected

of the prosthesis
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Minor Criteria Decision

The 2918 Definition of Perlgrostheth HlP and Knee Infection: 7l | Elevated CRP or D-Dimer )
An Evidence-Based and Validated Criteria e IE
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Javad Parvizi, MD **, Timothy L. Tan, MD ¢, Karan Goswami, MD ?, Carlos Higuera, M -g « | Elevated ESR 1 >6 Infected
Craig Della Valle, MD , Antonia F. Chen, MD, MBA “, Noam Shohat, MD * ¢ @
4 Rothman Institute, Thomas Jefferson University, Philadelphi 2 Elevated synovial WBC count or LE 3 .
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 Suckie Foculty of edicine, Tt A vers, Ramat v e @l < | Positive alpha-defensin -
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&’ % Elevated synovial PMN (%) 2 0-1 Not Infected
Elevated synovial CRP 1

Inconclusive pre-op score or dry tap ® Decision

[
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c 7 g . . 17 . t-IE 4l Preoperative score = 26 Infected
Diagndstico Microbiologico S o
-9~ Positive histology 3
S8 — 4-5 Inconclusive °
) ) = =B Positive purulence 3
>85% dels casos de PJI amb cultivo negativo N i ositive cultire 5 <3 Not Infected
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Cultivo positivo versus Secuenciacion gen 16S ARNr

Diagndstico Microbiologico

" 4
Gold standard: Cultivo positivo <:>L Secuenciacion gen 16S ARNr de muestra directa
J - J
4 )
Procesamiento complejo y retraso en el resultado Diagnéstico rapido y deteccion de microrganismos de
(carga bacteriana baja, bacterias de crecimiento lento, cultivos crecimiento lento o dificiles de cultivar
negativos) \ )
\_ J
r N :
Sensibilidad limitada No depende del cultivo, alternativa a IPA con cultivo negativo
>45% |PA cultivos negativos
(tratamiento antibidtico, bacterias no cultivables o de crecimiento & J
lento o dificultoso) (" )
. ) Identificacidon de infecciones polimicrobianas
( \ J
Dificultad en la interpretacion
(microbiota de la piel, infecciones polimicrobianas) .
\ Ek';rrl_udns'l'rinll’lliul @ IGTPﬁ
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165 rRNA

Secuenciacion de lectura larga del gen 16S ARNr

gene

V1-V3

/]

Regiones variables del gen 16S

Lectura corta

Resolucion taxondmica limitada

‘ | V3-v4
) .
Sanger lllumina
l No se detectan Secuenciacion no flexible
o infecciones
L polimicrobianas

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

Analisis completo del gen 16S

L Rapida, flexi

Oxford Nanopore Technologies (ONT)
ble, de facil uso e interpretacion con resultados en
tiempo real

Mejora la resolucidon taxondmica
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Pathogen Diagnostics and Genomic Epidemiology




J Clin Microbiol. 2012 Mar; 50(3): 583-589. PMCID: PMC3295163 Sanger
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Role of Universal 16S rRNA Gene PCR and Sequencing in Diagnosis of Prosthetic Joint
Infection
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Targeted Versus Shotgun Metagenomic Sequencing-based Detection of
Microorganisms in Sonicate Fluid for Periprosthetic Joint Infection Diagnosis

Hyo-Lim Hong, Laure Flurin, Matthew J Thoendel, Matthew J Wolf, Matthew P Abdel, Kerryl E Greenwood-Quaintance,
and Robin Pate®

Oxford Nanopore Technologies

Nanopore 16S amplicon sequencing enables rapid detection of pathogen in

knee periprosthetic joint infection n= 36 casos > 22 clasificados como infeccién segun criterios

MSIS (14 considerados como no infeccidn)
a . a a i i b b,c,*
Hyuk-Soo Han®, Du Hyun Ro”, Jeehveok Chung®, Narae Kim °, Jangsup Moon = 19 casos con cultivo positivo-> concordancia del 74% (14/19)

" Department of Orthopaedic Surgery, Seoul National University College of Medicine, Seoul South Korea i i .
» Department of Nerology, Seoul National University Hospital, Seoul, South Karea 2022 | © 3casoscon cultivo negativo—> concordancia del 100%
¢ Department of Genomic Medicine, Seoul National University Hospital, Seoul, South Korea
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Introduccion

Amplificacion y secuenciacion por nanoporos del gen ARNr 16S completo

Ribosome

308 subunit

:I» 508 subunit

16S ribosomal RNA
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Mejora de la resolucidon taxondmica
https://www.youtube.com/watch?v=RcP85JHLmnI

Objetivo: Validar e implementar la secuenciacion masiva de lecturas largas para una rapida identificacion
de especies bacterianas causantes de IPA

Hespinal
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Meétodos

[ 12 casos sospecha IPA ]

Diseno del estudio

[ 6 casos amb cultivo positivo ]

[ 6 casos con cultivo negativo ]

Estudio unicéntrico y retrospectivo
(2022-2023)

Gold Standard.

Tejido/ Sonicado/ Cult
Liquido articular

.

rI_ocalitzacic'm: ) (Localitzacién:
Rodilla, cadera, hombroy Rodilla, caderay
I
. columna ) . hombro
4 ) -
_ Tipo de muestra:
Tipo de muestra: ; arv/
o ) . Liquido articular y/o
Liquido articular y/o tejido tejido

J

ivo convencional

Tiempo de respuesta:
2-9 dias

Identificacion del aislamiento
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics)
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Amplificacion y secuenciacion por nanoporos del gen ARNr 16S completo

Tiempo de respuesta: 1-3 dias

Extraccion del ADN

25-50mg tejido / 1mL sonicado prétesis o
liquido articular

Adicidn control negativo extraccion
QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN)
4h

Amplificacion, preparacion de librerias
y pooling

1. PCR con primers 16S + indexs

—

—

2. Adicidon adaptadores de seq

@ )
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P
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Adicidn control positivo librerias

16S Barcoding Kit (ONT)
3h
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Secuenciador MinlON Mk1C (ONT)

Secuenciacion e
interpretacion de resultados en
tiempo real
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) pipeline

2h o overnight
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Resultados casos con cultivo positivo

Caso Tipo de muestra Localitzacion Resultado cultivo Resultado seq 16S Comparativa TAT cultivo
(dias)
Liquido articular . S. aureus S. aureus
1 (n=3) i teixit (n=3) Rodilla (4/6) (6/6) Concordante 2
. Enterococcus faecalis E. faecalis Concordante
2 Tejido (n=4 Cadera 3
fido (n=4) (4/4) (2/4)
Liquid articular Espatlla S. aureus S. aureus Concordante
3 L. 2
(n=1) i teixit (n=4) (5/5) (5/5)
. E. faecalis / Concordante
4 Tejido (n=5) Columna E. J(CZE/?;(;IIS Bacteroides fragilis (informacion 3
(4/5) adicional por seq)
. C. acnes Negativo* :
5 Tejido (n=3 Cadera Discordante 9
Jeol==) (3/3) (3/3)
Staphylococcus -
11 Tejido (n=4) Cadera lugdunensis Negativo Discordante 5

*Baja carga bacteriana (positivo para C. acnes en cultivo al 9eno dia)
**Confirmacion del resultado por duplicado des del eluido (no se disponia de muestra original para repetir extraccién)

Concordancia del 66,7% (4/6) S i @lGTF’Ii
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Resultados casos con cultivo negativo

Caso Tipo de muestra

Localitzacion

Resultado cultivo

TAT cultiu

Resultado seq 16S (dias)

Comparativa

6 Tejido (n=4) Rodilla
. Tejido y sonicado Cadera
(n=2)
3 Liquido articular Hombro
(n=2)
Liquido articular
P (n=1)iteixit(n=g)  C2dera
Liquido articular :
R Ty L L
12 Tejido (n=3) Cadera

Negativo (4/4)

Negativo (1/2)

Negativo (2/2)

Negativo (5/5)

Negativo (4/4)

Negativo(3/3)

Negativo (4/4) Concordante 9
Negativo (2/2) Concordante 9
Negativo (2/2) Concordant 9
Negativo(5/5) Concordante 9
Streptococcus :

e R Discordante 9
Negativo (3/3) Concordante 9

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

Concordancia del 83,3% (5/6)
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Conclusiones

" [a concordancia de resultados entre el cultivo y la secuenciacion del gen 16S
ARNr en pacientes con IPA fue del 75% (9/12).

" g secuenciacion del gen completo de 16S ARNr mediante la metodologia ONT
es una linea prometedora para complementar el diagnostico microbiologico
de las IPA, con un tiempo de respuesta rapido, fundamental para el manejo de
este tipo de infecciones.

» |a validacion adicional de estos resultados preliminares y su aplicacion en el
diagnostico requiere un estudio mas gran y prospectivo, en el cual los
resultados deberdn ser interpretados por un equipo multidisciplinar.
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