Xl Reunioén Cientifica

GEI(

GRUPO DE ESTUDIO DE LA INFECCION
OSTEOARTICULAR

seimc

GEIO

Grupo de Estudio de Infeccion Osteoarticular - SEIMC

Osteomielitis vertebral

Novedades en el diagnodstico
microbiologico. ¢ Qué aportan las
pruebas de biologia molecular?

Juan M. Garcia-Lechuz
HU Miguel Servet
Zaragoza



GRUPO DE ESTUDIO DE LA INFECCION
OOOOOOOOOOOOOO

* Guion
1. Introduccion
. Técnicas moleculares
. Ventajas e inconvenientes

2
3
4. Limitaciones
5

Protocolo de toma de muestras

Conclusiones

Xl Reunidn Cientifica GEIO “Osteomielitis vertebral”




1. Introduccion GEI(s

GRUPO DE ESTUDIO DE LA INFECCION
OSTEOARTICULAR

seimc

Table 1
Comparative features and incidence of bacterial causes of vertebral osteomyelitis (VO).
Microbiology? Incidence (%) Route of infection
Staphylococcus aureus 20-84 Most common pathogen; 1.7-6% of bloodstream infections complicated by VO
Coagulase-negative staphylococci 5-16 Device-related bacteraemia or direct inoculation in post-operative infections
Streptococci and enterococci 5-20 Haematogenous spread. Associated with infective endocarditis in 26%
Enterobacteriaceae 7-33 Haematogenous spread from urinary tract infections in older population.
Commonly Escherichia coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter spp.
Anaerobes <4 Contiguous spread from pelvic or intra-abdominal foci. Cutibacterium acnes
direct inoculation from implants
Polymicrobial <10 Contiguous spread

Saed K et al. Hot topics on vertebral osteomyelitis from the
International Society of Antimicrobial Chemotherapy.
International Journal of Antimicrobial Agents 54 (2019) 125-133
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Espondilodiscitis tuberculosa o enfermedad de Pott: G E I x\a’
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experiencia en un hospital general e —
Juan M. Garcia-Lechuz, Raul Julve, Luis Alcald, Maria J. Ruiz-Serrano y Patricia Mufioz

Enferm Infecc Microbiol Clin 2002;20(1):5-9

TABLA 3. Distribucidn diagndstica de los casos de enfermedad de Pott (n = 14)

Certeza 6 casos Cultivo biopsia dsea positivo 5 casos Sélo cultivo + Caso |
M. tuberculosis Cultivo, AP Caso3
Cultivo, AP, PPD + Casos Ty 1l
Cultivo, PPD+yTBC  Caso 13

otra localizacién
Cultivo esputo positivo | caso Caso 4
M. tuberculosis + AP 6sea
Probable* 8 casos AP dsea sin cultivo 4 casos AP sola Casos 2y 12
(2 negativo, 2 no realizada) APy PPD + Casos8y9
Tuberculosis en otra localizacidn 4 casos PPD + Casos 5y 6
PPD - Casos 10y 14

*El diagnéstico de probabilidad implica buenas evolucidn y respuesta al tratamiento antituberculoso empirico. PPD: test tuberculina; TBC tuberculosis
en otra localizacién; AP histologia compatible.
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Xpert MTB/RIF Ultra: La via rapida (Fast-Track)

Semanas (Cultivo Tradicional)

................................................................................ S

Horas (Xpert Ultra) @

La Regla de Oro Impacto Clinico

~FAST-
 TRACK

Debe solicitarse en el momento Sensibilidad excepcional del Deteccion simultanea de M.
de |la primera biopsia, nunca como 89-100% en muestras de tejido tuberculosis y senales genéticas
una prueba de rescate tardia. espinal. de resistenciaala

rifampicina, alterando
drasticamente el manejo temprano.

J . J . J
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El Vacio Diagndstico : Limitaciones del método estandar actual

100% Casos Sospechosos
Hemocultivos y biopsia de tejido (Gold Standard)

Uso previo de antibioticos

Formacion de biofilms

Microorganismos fastidiosos
(C. acnes, anaerobios)

El Vacio Diagnostico

Hasta un 40% de casos resultan
cultivo negativo, obligando a
terapias empiricas no dirigidas.
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1.Introduccion
El impacto de los antibioticos previos: devastador

Cultivo Convencional Métodos Moleculares

66%

—_—

ATA 56%

f_,
\

Pre-antibioticos Post-antibioticos
/\ VAN

Insight clinico: El cultivo convencional Insight clinico: La senal molecular
exige bacterias biologicamente persiste al detectar ADN de
viables. patogenos no viables.
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1. Introduccion

Microbiologia convencional
FENOTIPO: m.o. viable, condiciones

Optimas, T2 incubacién adecuado

Un cambio de paradigma,
una herencia de familia

0100110010101000!
f010011011001011100
AT 010011001011110010
ATGATCCGTCTCCTCCATC

TGATCGTCGCACGTCTC(
011000111117100101(

Diagndstico molecular
GENOTIPO: ADN bacteriano directo

de la muestra clinica
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Table 1 Characteristi

5. No.

Aut

Chen et al[16]
Maetal [17]
Zhang et al. [18]
Xuetal [19]
Wang et al
Zhang et al. 2
Lietal [22
Wang et al. [23]
Zhang et al. [24]
Chen et al. [25]
Li et al [26]
Qietal [27]
Yin et al. [28]
Lietal [29]

Shi et al. [30]

f the inchuded studies
0 i Platform Technology used

Vo

Year
2022
2022
2022
2022
2023
2023
2023
2023
2024
2024
2024
2024
2024

2025
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Country
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China

Direction of Study

Prospective
Re i

NIA
BGISEQ-30/MGISEQ-2000
illumina Next Seq

Iumina Ne:

BGISEQ-30

Nummna NextSeq
MGISEQ-2000 platform
MGISEQ-2000 platform
illumina

illumina Next Seq

illumina

PathoXtract®, WillINGMED
N/A

N/A

: d i MGISEQ-2000 platform
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GRUPO DE ESTUDIO DE LA INFECCION

Secuenciacion en Infeccion Osteoarticular en Espana SRR
Encuesta 2025-26

————

Uso diagnodstico 47,6%

81% Infecciones cultivo negativo

Limitaciones

72% limitaciones de coste

Humina

72% falta de personal

Proveedores s 1§
;\‘\}\\\\“M
95% lllumina X

DY O*
38% Minion g’

63% falta de bioinformaticos
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PCR Descripcion General

PCR de amplio espectro (broad range PCR) deteccidon de genes presentes de forma universal en los mo (requiere una etapa
posterior de secuenciacion para su ID)

PCR dirigida (targeted PCR) deteccidon especifica de un mo concreto y/o de un mecanismo de resistencia

PCR multiplex (multiplex PCR) deteccidn simultdnea de varios mo y/o mecanismos de resistencia mediante la
incorporacion de cebadores (primers) de interés

Tecnologia Definiciones

Secuenciacion de nueva* generacion (NGS) secuenciacion de alto rendimiento y masivamente paralela de fragmentos de ADN,
realizada de forma independiente y simultanea.

Secuenciacion del genoma completo (WGS) método para analizar la totalidad del genoma microbiano

Secuenciacidon de nueva generacion) dirigida (tNGS) se centra Unicamente en regiones especificas de interés del genoma. Requiere una etapa

directamente a partir de la muestra de preparacion del ADN previa a la secuenciacion: «enriquecimiento de dianas», en la
gue las secuencias del ADN objetivo se amplifican o se capturany, a continuacion, se
secuencian.

Secuenciacion metagendmica de tipo «shotgun» se secuencian todos los acidos nucleicos detectados directamente en las muestras de los

mediante NGS directamente a partir de la muestra  pacientes. Permite evaluar la diversidad bacteriana y determinar la abundancia de mo.

Portillo, M.E.; Sancho, I. Advances in the Microbiological Diagnosis of Prosthetic Joint Infections. Diagnostics 2023, 13, 809
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Tres maneras de buscar ADN con la PCR o G E I (‘/\'

La PCR funciona como una fotocopiadora de ADN: hace millones U0 S S > < s BT E IR
de copias de un fragmento elegido, para poder detectarlo. fragmento copiado ORTEQARTICLLAR

Los cebadores (primers) son pequefios fragmentos de ADN que seime

marcan donde empieza y donde termina la copia.

(1) PCRdeampliorango
" {broad-range PCR)

Bacteria A (3« « B
Bacteria B P ER 4
Bacteria C [ g+ + B

«Busco una sefial comun al grupo»

Los cebadores reconocen zonas
compartidas por muchas bacterias del
grupo (p. ej., el gen 16S) y copian

esa misma zona.

Se copia una zona comiin a todo el grupo
-» SU secuencia ayuda a identificar cudl es

(2) PCRdirigida
oy Con la diana ki a
(targeted PCR) Piac oo = ¢ sise copia

«Busco esta sefial concreta» Sin la diana X no se copia

La diana es el fragmento de ADN

que queremos detectar. Los cebadores
se disefian a su medida: solo se copia
ese fragmento; si no esta, no ocurre nada.

Busca una diana elegida de antemano
- ideal para confirmar un microorganismo concreto

(3) PCRmiiltiple

" (multiplex PCR) Muestra - . 4 ENZ R
«Busco varias sefiales a la vez» 3
= / < \ = \
En un mismo tubo entran varios pares ( 7 diana A ) {-\ ¢ diana B ) ( 7 diana C )

de cebadores, cada uno con su diana.
Una sola reaccion responde a varias

Ejemplo: scudles de estas dianas estan presentes?
preguntas a la vez

Jourdan L et al. Molecular Ecology
Resources, 2026; 26:€70138

Hassan et al. J Infect Dev Ctries 2014;
8(10):1252-1258
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Secuenciacion de nueva generacion: ;qué es y en qué se diferencia? G E I(‘/\'

Tecnologias que permiten leer el material genético de forma rapida y masiva, con distintas estrategias segun el objetivo.

GRUPO DE ESTUDIO DE LA INFECCION
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seimc
NGS WGS tINGS Shotgun metagenomic
: : : ion Sequenci sequencin
(Next Generation Sequencing) (Whole Genome Sequencing) (Target.ed Next Generation Sequencing) . q g
directamente de la muestra directamente de la muestra
Es un término general que engloba Consiste en secuenciar todo el genoma Secuencia solo los genes o regiones Secluencia todt(::é;lna/terAi;lhgenét;co presente
; 5 : . : : i 3 j i i en la muestra o sin dirigirse
las tecnologias de secuenciacion masiva, de un organismo (bacteria, hongo, virus de‘jaterés .(gor ejemplo, genes derresistencla, Y b A
del il et | o humano). Proporciona una visién completa de patogenicidad, etc.) directamente desde a un patégeno concreto. Permite identificar
capaces de leer millones de iragmentos d A : i la muestra clinica, sin necesidad de cultivar mdiltiples microorganismos (bacterias, virus,
de ADN de forma paralela y rapida. € sumatprian gencticn. el microorganismo. hongos, parésitos) y analizar sus genes,
incluido los de resistencia.
Captura de dianas 'ﬁ‘ e
el & > -_—— genéticas (panel) 9@‘ P
- o s — — 72 AP B
- P> — —  Genoma e = —— e > s 4 b
g ;— \ completo — e e— = P e e es ) s - = 1} 35‘ % ﬁ
e \~ :;—— — e=—> S .Qg
ADN de la Plataforma NGS Millones de Lecturas que cubren Muestra clinica Lecturas de las Muestra clinica Secuenciacién de todo  Identificacién de
muestra lecturas de ADN todo el genoma (sin cultivo) regiones de interés (sin cultivo) el material genético  mdiltiples patégenos
(ADN/ARN) y genes
° En resumen Q En resumen 0 En resumen Q En resumen
« Tecnologia (plataforma). « Secuencia todo el genoma. . Eifigidl? a genes o regione;conl'\cretas. « No se dirige a un objetivo concreto.
5 e - 7 e realiza directamente sobre la muestra “l4i ; :
» Puede aplicarse a distintos fines o Util para estudiar la variabilidad genética, * (sin cultivo)l e Detecta Tultlple; microorganismos
; ; . : . g : en una sola prueba.
(rg:?:;; c;::‘ri:zle)to, regiones diana, resistencias, relaciones evolutivas, etc. e Mas rapido y sensible para detectar « Util en infecciones de origen incierto
A ey o Mayor cantidad de datos y patégenos y resistencias especificas. o complejas (p. ej., sepsis, meningitis,
o Alta capacidad de secuenciacion b . 3 3 : 3
ez analisis mas complejos. o |deal en infecciones donde se necesita neumonia).
ylapicas una respuesta rapida. e Requiere analisis bioinformatico mas avanzado.
Costie aproximado por determinacion: @ Coste aproximado por determinacion: Coste aproximado por determinacién: @ Coste aproximado por determinacién:
200 - 1.000 € 800-2.000 € 300 - 800 € 600 - 1.500 €
(segun plataforma, panel o finalidad) (segun organismo, profundidad y anélisis) (segtin nimero de genes/panel y plataforma) L (segtin panel, tiempo de anélisis y plataforma)
& J L J b J
= : y_ En resumen: todas son tecnologias de secuenciacion masiva, pero se diferencian en el alcance (general o dirigido), en si se aplican a todo el genoma o a regiones concretas, Po.rtlllo., M'F'; Sar.'lcho, If Advances |n'the .
: : : : : : : R 3 T Microbiological Diagnosis of Prosthetic Joint
y en si se realizan sobre cultivo o directamente sobre la muestra. El coste varia segtn la tecnologia, el objetivo y la complejidad del analisis.

Infections. Diagnostics 2023, 13, 809
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2. Técnicas moleculares: PCR 16S Rendimiento y rol clinico

seimc

Especificidad: 94%

Mecanismo: Amplifica las regiones conservadas y _ Sensibilidad: 78-80%
variables del gen ribosémico 165. ‘ i

Superpoder Clinico: Excelente para descartar la
ausencia de enfermedad (Rule-in) y para rescatar
organismos fastidiosos como Streptococcus spp.
en ¢asos pre-tratados.

El poder del Rule-In

Su altisima especificidad

7 5

Incremento del rendimiento

Anade un ~4% a los
diagnosticos definitivos
globales, siendo vital en el
subgrupo de cultivos
previamente negativos.

N

permite confirmar el
diagnéstico bacteriano con Tiene baja S en muestras
absoluta seguridad clinica. con baja carga bacteriana, dificultad en

infecciones polimicrobianas (superposicion
de cromatogramas) y no proporciona
perfiles fenotipicos de susceptibilidad Ab.
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2. Técnicas moleculares: MNGS Ampliando el espectro
— . Sensibilidad: 82-91%
No requiere primers predefinidos. p 1 '
Secuenciacion profunda de todo / )
el material ADN/ARN presente en / Sensible al ADN de fondo humano
la muestra de tejido (unbiased) /
Métricas de
\ rendimiento:
Descubrimiento de lo atipico. ® La sensibilidad global
Detecta M. tbc, Brucella, se eleva al ~82%.
Aspergillus y otros mo raros en e |dentifica un patogeno
una sola prueba — — potencial en >65% de
Menor especificidad frente al s infecciones
cultivo Unico (deteccion de ADN de vertebrales con cultivo
ruido/contaminacion de piel como C. acnes), :
alto coste econdmico y necesidad de X hegativo. )

interpretacion bioinformatica especializada.
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2. Técnicas moleculares: MNGS
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Ruido Metagenémico tNGS
(Sensibilidad Extrema) (Secuenciacién Dirigida)
La solucion de rescate: tNGS tNGS: Alternativa con mayor especificidad (97%)
Utiliza paneles predefinidos para filtrar el ruido. y menor interferencia de ADN humano.
Es la herramienta ideal para buscar genes
especificos de resistencia o aislar patégenos e DNA 16 S bacterias
raros y escurridizos (Brucella, Coxiella burnetii). e ITS1/ITS2 hongos

 Tb parasitos
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3. Ventajas e inconvenientes: Coste
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. Costo por prueba de mNGS: En estudios clinicos coste de 1 prueba 600 USD METAGENGMICA & &
(aproximadamente 500 euros) por muestra. ?GESSPFBgI/EI?TOS {7 g

. Factores del costo de la mNGS:

De los datos crudoes a la interpretacion
de comunidades microbianas

oL
= . .
k :

H L [ 4 @ @ @
1. ReaCtIvos de PECHENEAtion enthen | Bivne | welmis  DRIAL ELDIEREESCTI:S)AI\gIg:Jo
ogi i & PRECIO ESPECIAL
2. Infraestructura tecnoldgica requerida, LT 6599 .
(© SOLO POR 36 HORAS . /30 S
la alta carga de almacenamiento de datosy @i O, SIS

a iPIDE INFORMACION! | Cupo limitado
Accede al formulario |

Asegura tu lugar al mejor precio  #@BR

la necesidad de personal y andlisis bioinformatico especializado

Ventaja econdmica de la PCR: La PCR dirigida (como paneles sindromicos) o la PCR 16S con flujos de trabajo simplificados
y cerrados que no requieren el analisis masivo de datos ni la bioinformatica compleja (120-200 euros/prueba)

Estrategia de escalado diagndstico (Tiered Approach): Debido a esta brecha de costos, las guias consensuadas
recomiendan no utilizar la mNGS como prueba inicial de rutina, sino emplear un algoritmo escalonado:
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Algoritmo de Escalado Diagnoéstico — Fase 1: Primera linea ™

Paciente con sospecha clinica
+ Hemocultivos previos a antibioticos

Primera biopsia de tejido enviada simultaneamente para:
Cultivo de rutina

Cultivo de micobacterias
Histologia

S :Es plausible Ia NO / Piégena probable

Tuberculosis (TS)?

Solicitar Xpert MTB/RIF Ultra ;Cultivos negativos o comprometidos por
inmediatamente en el tejido inicial. antibiéticos? -> Solicitar PCR 16S rRNA.
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Algoritmo de Escalado Diagnostico — Fase 2: Via de rescate

¢ El caso permanece sin resolver?

(Ej. resultados discordantes, patogenos atipicos, fuerte sospecha polimicrobiana)

Escalar a secuenciacion de nueva generacion
(MNGS / INGS)

Interpretacion global y sintesis final
por el Comité Multidisciplinar (MDT)
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Sensibilidad
(Con ATB previo)

Especificidad
(Falsos Positivos)

Deteccion Flngica /
Micobacterias

Perfil de Resistencia
(Antibiograma)

Costo Relativo

Cultivo Tradicional PCR 16S Universal

Muy Baja

Casi 100%

Requiere cultivo °

especial | Solo bacterias

Si
(Gold Standard)

Bajo

Xl Reunidn Cientifica GEIO “Osteomielitis vertebral”

mNGS (Metagenomica)

Muy Alta

- Moderada ~71%

Si, simultaneo

Parcial ‘
(Genes de resistencia)




3. Ventajas e inconvenientes: Velocidad de respuesta

Cultivo
tradicional

Patologia

Secuenciacion
(mNGS)

Un diagndstico molecular permite el desescalamiento temprano o
la rotacion a terapias dirigidas dias antes que el cultivo

Choudhary S, et al. The role of metagenomic next-generation sequencing in spinal
infections: a systematic review and meta-analysis. Eur Spine J. 2026;35(12):4172-4180
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84,3%

De los casos con diagndstico mNGS
derivaron en una modificacion
directa del plan de tratamiento Ab




3. Ventajas e inconvenientes: Cuando la rutina fracasa o tarda en responder

<IN

8

@» El Paciente Pre-Tratado
I (PCR 16S)

Contexto:

Paciente transferido, 10 dias de
antibioticos empiricos. Hemocultivo y
puncion estériles.

DNA extraction
,& a3 Amplification

Intervencion:
PCR 16S de tejido congelado. §

Resultado:

Positivo para Streptococcus spp.
(patdgeno fastidioso comtin en fallos de
cultivo).

Impacto:
Terapia dirigida inmediata y alta
hospitalaria temprana.

GRUPO DE ESTUDIO DE LA INFECCION
OSTEOARTICULAR
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E El Sospechoso Atipico
&, (MNGS)

Contexto:

Cultivo negativo. Biopsia inespecifica.
Sospecha persistente de tumor o
infeccidn crénica.

Intervencion: oA exraction gt
Secuenciacion mNGSdel &,
tejido biopsiado. % =
Resultado:

Deteccién directa de
Mycobacterium tuberculosis.

Impacto:

Inicio de terapia cuadruple precoz sin
esperar 8 semanas al cultivo en
medios sdlidos.

Both A, et al. The added value of a commercial 16S/18S-PCR assay (UMD-SelectNA, Molzym) for microbiological diagnosis
of spondylodiscitis: an observational study. Diagn Microbiol Infect Dis. 2023;106(3):115926
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El Limite Molecular _
La PCR16Sy el MNGS El Poder del Fenotipo

Solo aislar |a cepa viva en
cultivo permite realizar un
antibiograma completo
(CMI) para confirmar la
susceptibilidad exacta.

detectan secuencias de
ADN, pero no determinan
si la bacteria esta
metabolicamente activa
ni como respondera a
todos los farmacos.

La verdadera innovacion es la complementariedad.
El genotipo identifica; el fenotipo guia el arma.
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El Ruido de Fondo Resistencia Incompleta Barreras de Acceso

(Falsos Positivos) El mNGS puede detectar El mNGS tiene un costo
Especialmente en mNGS, la ciertos genes de elevado y requiere
deteccidon de ADN de flora resistencia (ej. mecA para bioinformatica avanzada,
cuténea (ej. C. acnes) o MRSA), pero predecir el avanzada, limitandolo
contaminacion de predecir el perfil temporalmente a centros
reactivos requiere completo de de tercer nivel o pruebas
interpretacion clinica susceptibilidad a partir del externalizadas.
rigurosa. La alta sensibilidad genoma aun esta en fase
captura espectadores. experimental.




Sospecha de Espondilodiscitis Nativa + Indicacion de Biopsia

Extraccion de Muestra de Tejido/Disco en Quiréfano

50% de la muestra en fresco 50% de la muestra preservada

Enviar inmediatamente para Cultivo Congelar en seco a-80°C o usar
Tradicional e Histopatologia. medio de transporte molecular.

Regla de Oro: Nunca consumir toda la muestra en medios de cultivo.

El rescate molecular requiere preservacion de ADN intacto desde el dia cero.
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¢El paciente recibio
antibioticos empiricos

previos?
Activar Secuenciacion Esperar Cultivo Convencional
mNGS o PCR 16S (Dias 0:a 3).
Inmediatamente. I

¢ Cultivos P ¢Cultivos esteriles
0 empeoramiento * clinico al Dia 37

Descongelar muestra de reserva
y activar Biologia Molecular.

Uso racional de recursos: Las pruebas moleculares actian como

salvavidas diagndsticos cuando la via estandar falla.
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El Imperativo del Equipo Multidisciplinar (MDT)

Calidad del espécimen
y cultivos previos

Correlacion de imagen
(RM/TC)

Serologias Biomarcadores

Probabilidad pre-test
del paciente

Hallazgos

histopatologicos

MOLECULAR

Mensaje Central: Las pruebas moleculares no reemplazan al cultivo ni a la anatomia patoldgica; las
aumentan. El MDT es esencial para distinguir la verdadera infeccion de la colonizacion o el ruido biolagico.
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Conclusiones

1. Asegura el diagnostico

* Congela una fraccion de la biopsia como pdliza si falla el cultivo

2. PCR16S confirma, mNGS descubre

* Alta especificidad para patogenos pretratados
* Acude al mMNGS para patogenos inusuales
3. Diagnodstico multimodal
* El cultivo no desaparece, se sinergiza con los datos del genotipo

* El abordaje multidisciplinar ayuda a interpretar resultados complejos
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Las técnicas moleculares han transformado el diagndstico etioldgico de la . |
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los cultivos convencionales fallan (que ocurre hasta en un 30-50% de los casos).
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