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Aspectos a tratar

Introduccion

Fundamentos del analisis de secuenciacion de genomas

completos (WGS) aplicados al tipado bacteriano

Identificacion de puntos de corte de distancia genética para

inferir posibles transmisiones de BMR

Implementacion de la WGS para el control de IRAS por BMR en el
Hospital Vall d’Hebron

Conclusiones
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Atencion sanitaria como promotora de la RAM
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Cocker D, et al. Nat Rev Microbiol. 2024.
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Atencion sanitaria como promotora de la RAM

Healthcare-associated factors contributing

*RAM:

to AMR transmission Healthcare-associated reservoirs of AMR
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o & o bg'fg'%aﬁsnt ovgamsms and animals surfaces and wastewater Re S I Ste n CI a a I O S
* ComObicities an Healthcare setting Antibiotic-resistant organisms imi i
3 “resista ganisms
n ‘l'mm_unqsuoprcoslon colonizing the oropharynx, a n tl m I C ro b I a n OS
Vaccination status ut and skin
« Education, attitudes and + 9
Staff-specific @ behavicurs H‘ .F
¥ | *IPC practices and hand hygiene "N ——
J \J| 8mong staff and patients == ﬁ [
- :
~ : J— ) S
. + Availability of diagnostics /\
Antibiotic Ry .
: « Antibiotic appropriateness D
a?ﬂmaw + Antibiotic supply chains ; _/
op Ny « Antibiotic policy and Healthcare- i
== prescrong associated infections,
= sntibiotic-resistant Healthcare-associated amplifiers of AMR
== organisms et
and ARGs —
« Policy and leadership 1 __,.9 o o
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¥

ameong staff and patients
+ IPC practices relating to cleaning
and decontamination

Cocker D, et al. Nat Rev Microbiol. 2024.
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Infeccion relacionada con la asistencia sanitaria

Su caracter evitable hace que sean un buen indicador de la calidad asistencial

On any given day:

Hospitals

1/ 14

hospital patients have
at least one HAI.

93 000

patients have at least
one HAL

Facts

Over 4 million HAIs were estimated to occur each year in European hospitals.

The most frequent HAls in acute care hospitals are respiratory tract infections (including pneumonia
and COVID-19), urinary tract infections, surgical site infections, bloodstream infections, and

gastrointestinal infections

At least 20% of HAIs are considered preventable.

/ Resistance to

Microbiological samples Microorganisms antibiotics

1in 3 bacteria associated
with HAls, in hospitals, was
resistant to antibiotics.

The responsible microorganism
was identified in 61% of HAls in
hospitals.

HAls are frequently treated without
taking microbiological samples or
samples remain negative.

5-10 % de los
pacientes
hospitalizados en los
paises desarrollados

https://www.ecdc.europa.e
u/sites/default/files/images/
Healthcare-associated-
infections_0.png




Situacion actual hospitales espanoles

Estudio SEIMC _BMR-2023
REGISTRO DE INFECCIONES POR BACTERIAS MULTIRRESISTENTES (BMR)

®, Participacién l 5 O O o O infecciones  Fallecimientos
22 enelestudio ® anuales DN e e pot
>20.000

El estudio SEIMC-BMR 2023,

en el que han participado .0 ' )20 ooo 1.145

l 3 o hospltales pacientes falleceran en los 30 =
espanoles

dias que siguen al diagnostico.
Fallecidos Accidentes de

distribuidos por todas las EstudioBMR  tréficoen2022 |
Comunidades Autonomas.

N 40%

[Setan] de las camas de

hospitalizacion @ Bacterlascon .o
del pais. mayorimpacto =

Los resultados de este estudio son muy semejantes a los de 2018 y 2019, lo que los / }
hace muy consistentes.

Realizado gracias a la a0 Infeccion urinaria
profesionalidad de los t?'f‘ Es la es la mas frecuente desde
el punto de vista clinico.

o
2 6 0 /.?\ i Escherichia coli BLEE
: * " Es la etiologia mas frecuente.
investigadores

que han recogido los datos Q)"
siguiendo criterios clinicos.

Neumonia
Es la de mayor mortalidad.

fumrie Sudo SENC_ Ve - 2023

Penalva G, et al. The Lancet Regional Health - Europe. 2025.
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Situacion actual hospitales catalanes

CIICT IIEUUES 1IIELLIUSES ¥ VIILTUUIVIUGEE LHIEIC XXX | ARAR ) KAX=XXX

Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica

SEVIER www.elsevier.es/eimc

Original article

Comprehensive surveillance of antimicrobial susceptibility across

adult and pediatric populations in Catalonia: Insights from

community, hospital, and long-term care facility settings

Nieves Larrosa®"*!, Montserrat Giménez‘!, Ménica Ballestero-Téllez*', Sergi Hernindez',
Alexander Almendral’, Juan P. Horcajada®#, Susana Melendo"”, M? Pilar Garcia', Albert Boada/,

Enric Limé6n ¥, Miquel Pujol™"™, on behalf of the microbiologists of the participating laboratories in
VINCat-PROA®

NG Larrosa N, et al EINC. 2025

Laboratorios 37
Pediatria 34 hospitales
Adultos 58 hospitales

Atencion intermedia 70

Atencion primaria 370

Salut/ VINCat

Vigilancia da les Infeccions
Relacionades amb |'Atancid
Sanitaria a Catalunya

https://catsalut.gencat.cat/ca/proveidors-professionals/vincat/

Analisi de la sensibilitat
d’Escherichia coli i
Klebsiella pneumoniae als
antimicrobians.
Catalunya, 2016 - 2022

Sistema de notificacié microbioldgica
de Catalunya

Mg e 3034

/Salut e,

https://sivic.salut.gencat.cat/

https://salutpublica.gencat
.cat/ca/ambits/vigilancia/si
stemes-de-declaracio-
epidemiologica/snmc/infor
macio-
epidemiologica/Resistencie
s_
antimicrobianes/#informes

ASPCAT:

Infeccion respiratoria aguda en
atencion comunitaria y
hospitalaria
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Vall d’'Hebron Barcelona Hospital Campus

. Area General
%'Hshmn
Area Matermnoinfantil Sl
- Area de Traumatologia y Rehabilitacion l:l,-"__
Vall d'Hebron”
. Vall d’'Hebron Instituto de Investigacion (VHIR) -
. Cemcat - y
V10 g
- Laboratorios Clinicos y Banco de Sangre y Tejidos
- Laboratorios Clinicos (médulo azul) Cemcat®

Modulos A, By Cde consultas externas

Antigua Escuela de Enfermeria urBe

e Barcwions

Edificio Cellex VHIO

Un campus de referencia

<4 9.800 profesionales 4 1000 ensayos clinicos

<4 1.200.000 pacientes/afio 4 Formacién en 47

<4 1.100 camas

4 80 grupos de

investigacion Es el principal hospital
4+ 2.000 investigadores te 1o de Catalufia

Objetivo comun: Mejorar la salud y el bienestar de las personas, desde antes de nacer hasta la vejez.



Organizacion por areas de conocimiento

1

Hospital Traumatologia, Rehabilitacié i Cremats

ATENCIO LESIONATS
POSTQUIRURGICA MEDULLARS NEUROREHABILITACIO

PACENTRRAGIL  INFECCIOTUMORSI ey oy pacient
TRAUMATIC BECONSTRUCCIG) CREMAT

Hospital Infantil i Hospital de la Dona

Hospital de la Dona

ATENCIG
POSTQUIRURGICA

EMBARAS | PUERPERI

Hospital Infantil

< .
AREA AREA A:::Ecé;::i:;" ATENCIO TS TRASPLANTAMENT
D’ONCOHEMATOLOGIA POSTQUIRURGICA ORGAN SOLID

LABORATORIS PEDIATRIQUES
Hospital General CLINICS

ALTERNATIVES A AREA AREA ArSaETLET ATENCIO
L’HOSPITALTZACIO D’OFTALMOLOGIA D’ ONCOHEMATOLOGIA POSTQUIRURGICA
ENDOCRINOLOGIA, |

METABOLISME | NUTRICIO IMMUNOMEDIADES IMALALTIES DIGESTIVES MALALTIES INFECCIOSES MEDICINAINTERNA

TRASPLANTAMENT

NEUROCIENCIES SALUT MENTAL SISTEMARENAL SISTEMARESPIRATORI ORGAN SOLID

Hospital Hospital Hospital de la Hospital de trauma, rehab. y
General pediatrico mujer quemados



Laboratorios Clinicos Vall d’'Hebron

® Vall
[ d’Hebron

Barcelona Hospital Campus

@ LABORATORIS CLIiNICS
@ ANATOMIA PATOLOGICA

LABORATORIS CLIiNICS
MODUL BLAU

v" Da servicio a una poblacién de 1,5 millones de
habitantes. Atiende a 8.000 pacientes al dia.

¥v" Cuenta con un catalogo de mas de 3.500 productos.

v" Realiza 20 millones de pruebas al afio.

¥v"  Certificacion UNE-EN 1SO 9001. Certificacién UNE-EN I1SO L3-L5 119 - 185 Passeig de la Vall d'Hebron 27-60-76 L3
15189. Vall d’Hebron V17 - N4 B19 - H4 Montbau



Servicio de Microbiologia y Parasitologia

Modelo de atencidn continuada: 24h / 7d

101 profesionales: 1.442.710 determinaciones /afio 2024
23 facultativos (Medicina, Farmacia y Biologia) 766.080 (53.1%) Atencion Primaria
8 residentes 367.892 (25.5%) HUVH
67 técnicos de laboratorio 212.078 (14.7%) Urgentes
2 administrativos 7.213 (0.5%) Centros externos

2.885 (0.2%) P.S. Pere Virgili

B

I
By
L

e Técnicas clasicas: Tinciones, cultivo, serologia, PCR..»

e Técnicas de vanguardia: Espectrometria de masas, f'
automatizacion, inteligencia artificial, técnicas de
secuenciacion gendmica de ultima generacion....




Equipo de control de la infeccion

Vil Versio 2
Elr‘\;;rd'Hebron 04 d’Hebron Ay 2028
b

Precaucions d’aillament per evitar la transmissio
d’agents infecciosos a I'Hospital Universitari Vall
d’Hebron

/ Comision de infecciones VH

Camec Departament / Senvel

Cap de Serei halaltties Infeccioses (adults)
Cap de Seccd

MetEessa Adjpunta

Supervisora Infermenia Control de la Infecod
Infermeria Control de la Infeccid H. General)
Infermeria Control de la Infeccid [H. General)
Infermeria Control de la Infeccid (H. de
Traumatologia)

Infermeria Condrol de la Infeccid H. Infantil | de
la Diona)

Malaltes Infeccioses
(adults} / Medicina
Preventiva

Cap de Serei hedicing Preventiva
Metge Adpnt

Metge Adjunt

Metgessa Adjunta halalties Infeccioses

Cap de Seccid (Pediatrial

Cap de Servei Servei de Microbiclogia
Metgessa Adjunta

Metgessa Adjunta

Metgessa Adjunta Medicing Intensiva (H. de

Traurnatologia)
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Equipo de control de la infeccion / Comision de infecciones VH

Annex 1. Recomanacions per al maneig de pacients colonitzats o infectats per bacteris resistents als antibiotics a 'HUVH.

Microorganismes resistents a
antibiotics per als que es recomana
aillament de contacte en totes les
plantes / unitats de I'hospital

Microorganismes resistents a
antibidtics per als que es recomana
aillament de contacte només en les
plantes / unitats de I'hospital
considerades de risc

Quines sén les plantes / unitats de
I'hospital que es consideren de risc?

Hospital General i Hospital de la Dona

A. baumannii resistent a carbapenems
C. auris
C. difficile toxigénic

Enterobacterales i Pseudomonas spp.
productors de carbapenemases de
qualsevol tipus

ERV

A. baumannii sensible a carbapenems
B. cepacia (també a Pneumologia)

C. parapsilopsis resistent a azoles
Enterobacterales productors de BLEE o
pAmpC (excepte E. Coli*)

P. aeruginosa XDR - DTR

SARM

S. maltophilia

Cures intensives

Semicritics

Unitat Cures Coronaries i Unitat
Postoperatdria de Cirurgia Cardiaca
Reanimacio

Hematologia i Unitat de Terapies
Avancades Hematologiques

Hospital de Traumatologia

A. baumannii resistent a carbapenems
C. auris

C. difficile toxigénic

Enterobacterales i Pseudomonas spp.
productors de carbapenemases de
qualsevol tipus

ERV

K. pneumoniae productor de BLEE o
pAmpC

SARM

A. baumannii sensible a carbapenems
B. cepacia

C. parapsilopsis resistent a azoles
(només a unitats de critics i
Reanimacio)

Enterobacterales productors de BLEE o
pAmpC (excepte E. Coli*)

P. aeruginosa XDR - DTR

S maltophilia

Cures intensives

Semicritics

Unitat de Cremats (llits de grans
cremats)

Reanimacio

Unitat de Lesionats Medul-lars
Unitat de Cirurgia Séptica
Osteoarticular

Hospital Infantil

A. baumannii resistent a carbapenems
C. auris

C. difficile toxigénic

Enterobacterales i Pseudomonas spp.
productors de carbapenemases de
qualsevol tipus

ERV

K. pneumoniae productor de BLEE o
pAmMpC

SARM

A. baumannii sensible a carbapenems
B. cepacia

C. parapsilopsis resistent a azoles
Enterobacterales productors de BLEE o
pAmpC (excepte E. Coli*)

P. aeruginosa XDR - DTR

5. maltophilia

UCI Neonatal -

Semicritics de Neonatologia
UCI Pediatrica

Fibrosi quistica
Onco-Hematologia Pediatrica
Transplantament Pediatric

2 Vall
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Equipo de control de la infeccion / Comision de infecciones VH

Criteris d'actuacio amb els contactes
estrets dels pacients infectats o
colonitzats per microorganismes
multiresistents (MR) susceptibles
d’aillament

Criteris d'actuacio davant el reingrés
d’un pacient amb antecedent de
colonitzacié o infeccio per
microorganismes susceptibles
d’aillament

Hospital General i Hospital de laDona Hospital de Traumatologia Hospital Infantil

Es consideren contactes estrets els pacients que han compartit habitacié més de 48 hores.

En el cas de les habitacions que comparteixen bany es consideren contactes estrets a tots els pacients ingressats a les

dues habitacions de bany compartit durant més de 48 hores. Aquest criteri s'aplica a tots els casos en el cas

d'infeccions bacterianes.

*  Cursar el cribratge de portador de MR mitjancant frotis rectal en el cas de BGN MR i ERV. Existeix una peticio
especifica per BGN-MR i altre per ERV.

*  En el cas de contacte estret amb pacient portador de SARM, s'ha de fer frotis nasal i engonal (pacients de qualsevol
unitat de I'Hospital Infantil i de Traumatologia i pacients d'arees de risc a I'Hospital General).

* Enelcas de C difficile toxigénic només es fara el cribratge del contacte estret si te diarrees.

*  Esfara aillament preventiu dels contactes estrets (fins a disposar del resultat del cribratge per llavors actuar en funcié
del resultat) en el cas de contacte amb portador de EVR o BGN productor de carbapenemases. En el cas de
microorganismes susceptibles d'aillament només a determinades arees de I'hospital es valorara juntament amb
I'equip de control d'infeccié la indicacié d'aillament dels contactes estrets dins aquestes arees fins a disposar del
resultat dels cribratges.

*  Al'Hospital Infantil no es recomana l'aillament preventiu dels contactes estrets, tret que aixi ho indiqui I'equip de

control de la infeccid.

Revisar les anotacions de I'equip de control d'infeccié a la historia clinica i considerar la situacié de colonitzacié en la que
el pacient estava a l'alta de l'ingrés previ,. Si el pacient procedeix d'altre centre considerar la situacié definida a l'informe
de trasllat.

Si es desconeix la situacié de l'alta prévia o si hi ha antecedent de colonitzacié / infeccidé per BGN productor de
carbapenemases o ERV (independentment del resultat del cribratge en el moment de l'alta prévia), es procedira a
realitzar un nou cribratge i establir precaucions de contacte fins a tenir resultats. Contactar amb I'equip de control
d'infeccié del centre de dilluns a divendres laborables per informar del cas .

En cap cas el fet de NO disposar d'un resultat d'un cribratge de MR és un motiu que justifiqui endarrerir una alta. $’ha
d'informar al centre receptor del resultat del cribratge.

*¥P® d’Hebron



Definiciones

Epidemia/brote: Emergencia de una enfermedad que afecta a un niamero superior de individuos,

respecto a la afectacion habitual, en un tiempo determinado

= |dentificacion precoz de clusteres de

Endemic transmision > brote

= Implementar intervenciones dirigidas a
interrumpir la cadena de transmision y

erradicar reservorios

2 Vali
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Estudio brotes en el laboratorio

18" CENTURY ' ' ' ' .

20™ CENTURY . ' ' ' .

IDENTIFICATION OF SOURCE OF OUTBREAKS

Data
m Case notification and population census

Hypothasis gnnmﬂngmﬂmﬂs
m Epidemiological

(eg case-control studies)
m Statistical

IDENTIFICATION OF CAUSITIVE AGENTS

Data
m DMA and RNA sequences of pathogens

Hypothesis generating methods
m Microbiclogical (eg culture

and subtyping) and
epidemioclogical

21" CENTURY ' ' ' ' '

L

m Phylogenetics

m Probability theory
m Systemns science
® Epidemiological

m DNA and RMA sequences of pathogens
Hypothesis generating methods H

PATHIZJGEH GENOME SEQUENCING

John Snow-Bomba de agua

fuente de colera
Londres, 1854

Robert Koch-Medios de cultivo

Berlin, 1882

Sintchenko V, Holmes EC. BMJ. 2015

Data
Avances en gendmica

Vall
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Analisis de secuenciacion de genomas
completos aplicado al tipado bacteriano

The Whole Genome Sequencing (WGS) Process

WGS is a laboratory procedure that determines the order of bases in the genome of an
organism in one process. WGS provides a very precise DNA fingerprint that can help
link cases to one another allowing an outbreak to be detected and solved sooner.

Bacterial Culture 4. DNA Library Sequencing

o The DMA library is loaded onto a
sequencer. The combination of
nuclectides (A, T, C, and G) making
up each individual fragment of DMA
Is determined, and each result is
called a "DNA read.”

5. DNA Sequence Analysis

o Sclentists taks bacterial
cells from an agar plate
and treat them with
chemicals that break them
open, releasing the DNA.
The DNA is then purified.

e Sclentists maks many
copies of each DMNA - .
fragment using a process | 3
called polymerase chain CITATTOTIGRCCTT |
reaction (PCR). The pool of GOGGCCTCCANTGET
fragments generated ina CTTGAANTCGOCEAR |
PCR machine Is called a GCCTCCANTGCTTAT | J
“DNA library.” 3 |

| — A——

[ Reconstructed Genome
o\ ‘-\ 2. DNA Shearing M
(&7 Vo «—
Gy 9 DNA Is cut into short fragments v o The sequencer produces millions of DMA reads and specialized

)
gf K”:;"gg lﬂ‘g;”ﬂ-u?gf:;@?m‘l{:ﬂ‘g computer programs are used to put them together in the
nzy hanical disrupt correct order like piecas of a Jigsaw puzzie. When complated,
or mechanical disruption. the genome sequence containing millions of nucleotides (in

| l, DNA
[ Reads

1. DNA Extraction
3. DNA Library Preparation

one or a few large pleces) is ready for further analysis.

2 Vall
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Aplicacion de la secuenciacion genomica en el control de enfermedades infecciosas

Actionable Information about infectiousness ortransmissibility generated by

Application pathogen genome sequencing Pathogenst
Direct culture iIndependent Identification of fastidious pathogens atthe species and lineage levels Leptospira spp*, Mycobacterium tuberculosis®
microblological diagnosis
Detection of cross species Genomic sk assessment of host adaptive mutations; discovery and iImpact of Human Influenzavirus A H7 /N9, ¥ MERS-coronavirus,* Stap hylococcus
transmission and host adaptation  recombination events aureus,” *Salmonella typhimurium, *® Streptococcus pneumoniae ™ <
in emerging pathogens Enterococcus spp
Pathogen risk assessment Identification of targets for assays differentiating highly virulent pathogen strains — Influenzavirus H5/M1,” * Chiamydia trachomatis = **
Distinguishing recent from pre-existing (chronic) infection Mycobacterium tuberculosis ™
Detection, monitoring, and control  Identification of new clones associated with hospital acquired pathogens Acinetobacter baumannii % Saureus,* Escherichia coli ** ** Pseudomonas
of hospital acquired outbreaks geruginosa” I
Near real time Identification of transmission events (patient to patient, healthcare S aurews,” ™ Clostridium difficile ** > *° klebsiella pneumoniae® i
| staffto patlent, environment to patient)*
I Monitoring transmission and (antimicroblal resistance) gene flow between Cdifficile,*® 5 aureus,* HN* norovirus,* human influenza virus® 1
| healthcare institutions |
U im proved resolution of regional,  Detection of outhreaks, covert clusters, and associated risk factors Neisserin meningitidis ** Salmonella enterica ¥ enterohaemorthagic £ coli ™ I
| national, and global public health 8 M tuberculosis* <" ]
el Reconstruction of outbreak origins, transmission pathways and dating of Ebolavirus”* enterovirus? Vibrio cholerae ™ Myco bacterium tuberculosis,* 1
transmisslon events within community outbreaks (person to person contact, 67578 aroup A streptococcus, ™ Shigella spp,* " Legionella spp™ I
| water and food borne modes of direct transmission)* I
| Source attribution and detecting the spatial spread (phylogeography) of disease  MERS-coronavirus,™ C difficile* Vibrio chalerae™ )
I outbreaks |
Epidemiological scale evolution and dispersal, contribution of intra-host and Hepatitls Cvirus,” = Ecoli ™ Helicobacter pylori ™ Saureus,** Salmonella I
I inter-host dynamics to pathogen evolution (person to person; environment to typhimurium *** human influenzavirus,” Cryptococcus gattii™ norovins, I
I person mades of direct transmission; exposure to blood and vectors)* [ampyfnbagﬁ; spp,” S pneumoniae.*® Neisseria meningitidis, =
arbovinuses |

m———————————————————m
*Modes of tensmission of pathogens under study are indicated in parenthesis.

tMERS=Middle East respiratory syndrome; MRSA=meticillin resistant Staphocoocus aurews.

Sintchenko V, Holmes EC. BMJ. 2015



Analisis de secuenciacion de genomas completos aplicados al tipado bacteriano

"WET LAB” "DRY LAB”
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Aplicacion de la secuenciacion genomica en el control de enfermedades infecciosas

1. Aproximacion gen agen

e MLST
* cgMLST
«  wgMLST
MLST
Strain A
« IO Sl N P B R
Strain B = = (=}
3 32 % X 1 3
Strain C | = ]
% 1.2 % . 3
Strain D [ | &= B
. HRG ST WA T R O |

Janezic S, Rupnik M. Frontiers in Public Health 2019.



Aplicacion de la secuenciacion genomica en el control de enfermedades infecciosas
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Aplicacion de la secuenciacion genomica en el control de enfermedades infecciosas

2. Aproximacion por comparacion de SNPs:

SNP: Single Nucleotide Polymorphism

Reference
strain

CCCGGCAATCCTCGGGACATCCCTGTCCGAGCGTCAATGCCACCCCAAAGCACGGCTAGTGTGTTCGGCCGCCGTCCACCCCGACCGCGGGGCAGAC

StrainA  CCCGGCATTCCAGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCCACCCCTAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCGCCGTCCCCCCCGACCCCGGGGGAGAC
Strain8  CCCGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGCCATTGCCACCCCTAAGCACGGCTATTGTGTTGGGCCGCCGACCCCCCCGACCCCGGGGGAGAC
StrainC  CCCGGCATTCCAGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCCACCCCTAAGCACGGCTTTIGTGTTGGGCCGCCGTCCCCCCCGACCCCGGGGGGGAC

strainD0 CCCGGCATTCCAGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCCACCCCTAAGCACGGCTTTTIGTGTTGGGCCGCCGTCCCCCCCGACCCCGGGGGGGAC

LI S Matriz de distancia en SNPs

(A
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Janezic S, Rupnik M. Frontiers in Public Health 2019. d’Hebron



Aplicacion de la secuenciacion genomica en el control de enfermedades infecciosas

Pertactin mutation Pertactin production = = = = e~ =
prn::499STOP-delG1494 Yes i = — MRCA clade Il
o prn::del(-292, 1340) I No prn2 | fim3-2 | Y= = 1989, fim3-2
® prn::1S481-1613fwd : .
® prn::1S481-1613rev FIM production - =
o prn::1S481-2735rev FIM2 ptxP3
® prn::promoter_del(-614,-75) FIM2/3 =
o prn::promoter_inv(~74) FIM3
® Unknown ; =
g Region
® Wiktyps Castilla La Mancha =
Gene variants ga:tillla y Leon
atalunya -
o) Comunidad de Madrid
A"ele 15 clade - e s s e N —
Allele 2 = =
* Allele 3 E s MRCA clade Il
Allele 9 Clade IlI R 1995.fim3-1
Unknown =
4 o V 4 [ r.
Arbol filogenético i e :
rn::del(-292, 1340) [ ==
P ( ) E-! =
Analisis de evolucidn bayesiana:Tasa evolutiva media de B. pertussis =
de 2,7 x 1077 sustituciones por sitio y afio, lo que corresponde a 1,1 I
sustituciones por genoma y ano. P‘
wey e '
wev ACV ACV =
1850 1900 1950 2000 Atne ity i b

Mir-Cros A. Emerging Infectious Diseases. 2022.



Aplicacion de la secuenciacion genomica en el control de enfermedades infecciosas

Pros/Cons de los distintos métodos de tipado molecular basados en WGS

cgMLST / wgMLST Facilidad estandarizacion

Poder de discriminacion

Nomenclatura global

wgMLST
cgMLST

Complejidad técnica/analitca

MLST

2 Vall
*48® d’Hebron
https://www.ridom.de/seqsphere/cgmilst/



Poder discriminativo de secuenciacion

Phylum 16S rRNA Ribosomal Whole-, core-
sequences MLST and accessory-
Class (1 locus) (53 loci) genome MLST

Order (>500 loci)

Family
MLST

Genus (7 lOCi)

Species

Lineage or clonal complex

Meroclone

Clone

Maiden MCJ, et al. Nat Rev Microbiol 2013



Resolucion métodos de tipado molecular

Multi Locus Sequence Typing

(J @ (J

Core/Whole Genome MLST Whole genome SNPs
xl\,\/\/\/\/\/\
@ \), L i‘, M\\i\ ?’ A

Simar SR, Hanson BM, Arias CA. Curr Opin Infect Dis. 2021.



Aplicacion de la secuenciacion genomica en el control de enfermedades infecciosas

(@)

A considerar....

Transmision directa

— = Tiempo desde adquisicidn hasta la transmisién

= Tiempo hasta el aislamiento

(b) -

= Duracion del brote

Transmision local = Tasas de mutacion variables

= No vamos a poder disponer de aislados de todos los

(© infectados/colonizados

= Reservorios y condiciones ambientales

Transmision global

= Uso de antimicrobianos...

SR ® Vall
*48® d’Hebron
Croucher NG, Didelot X. Curr. Op. Microbiol. 2015.




“ SCIENTIFIC ADVICE

Expert opinion on whole genome
sequencing for public health

surveillance

Strategy to harness whole genome sequencing to strengthen
EU outbreak investigations and public health surveillance

ECDC 2016

2 Vall
d’Hebron



Whole genome sequencing (WGS)

Replacing DNA restriction/MLVA typing techniques and classical single
gene sequencing techniques (MLST) - WGS the new reference

- microbial typing method in outbreak studies
@ Is increasingly applied to national surveillance of infectious diseases in
e C  EU/EEA

EURCPEAN CEMTRE FOR
DISEASE FREVERTION
AR CORTROI

Maximal phylogenetic resolution for disclosing transmission networks
and tracing infection sources

Used for the purposes of early outbreak detection and detection of the
emergence and monitoring of the evolution/dynamics of multi-drug

resistant pathogen spread.

e Vali
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Technical requirements for multi-centre sharing of genomic
information for public health use

The main steps involved in the process of WGS data production, bicinformatics processing and analysis, and
integration with linked epidemiological data for generic surveillance purposes, are summarised in Figure 2.

Figure 2. Process overview — WGS data production, analysis and integration with epidemiological
data for public health surveillance

|—>[ Epidemiological data report } N Surveillance System )
- Case —  Epidemiological and
Isolate genomic data integrated
|—>[ WGS and processing analysis andr:_rlteractive
in
\ P J
¥ . - ¥ "
Phylogenomic GE_ﬁﬁt‘fDE Phenotype prediction
clustering assignment + Resistome

(nomenclature Db » Virulome

. Mnhilﬁmeﬁ
A
2 Vali
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TECHNICAL REPORT

ECDC roadmap for integration
of molecular and genomic
typing into European-level
surveillance and epidemic
preparedness

Version 2.1, 2016-2019

This roadmap Version 2.1, 2016—19 presents the recommended priority list of pathogens/diseases and technical
implementation options for the medium-term integration of molecular/genomic typing into EU-level surveillance
and epidemic preparedness. It is meant as a strategic framework to guide the consolidation of ECDC activities in
relation to molecular typing of human pathogens and to focus the development of genomic-typing-enhanced
surveillance over the next four years. It builds upon and synthesises evidence and the opinion of experts in

Member States and at ECDC.

Table 1. Proposed list of priority pathogens, public health objectives and expected EU-level risk
assessment output(s) prepared by ECDC disease programmes — September 2015

EU level risk assessment outputs by public health objective

Control-oriented surveillance

Strategy-oriented surveillance

Carbapenemase- Not applicable

producing
Enterobacteriaceae

Meticillin-resistant
Staphylococcus
aureus

1. Detection/delineation of cross-region or cross-
border dissemination of high-risk
|clones/plasmids between repeat surveys

2. Identification of high-prevalence geographical
|areas assodated with spreading of specific high-
risk clones

3. Detection and genotypic identification of high-
risk clones/plasmids

Not applicable
Clostridium difficile
'RRA of national and

intemnational
Neisseria meningitidis outbreaks

1. Monitoring pluri-annual trends in the
frequency of occurrence for particular genotypes '
in the population and identification of high-
prevalence population groups.

2. Impact assessment of prevention and control
programmes.

1. Detection of the presence and/or emergence
of strains with hypervirulence

2. Detection of the presence and/or emergence
of strains with reduced susceptibility to
lintervention measures

1. Detection, verification and description of

national and intemational outbreaks

2. Identification and prevalence monitoring of
|vaccine escape variants, based on analysis of
‘outer-membrane protein vacdine targets

1. Comparative burden of C. difficile infections
(CDI) in participating countries
2. Trends in endemic CDI transmission

1

1. Detection of emergence and spread of new
virulent or epidemiologically successful sequence|

2. Impact assessment of immunisation
programmes.

2 Vali
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Based on the above-mentioned criteria and in consideration of the evidence and partner consultations, ECDC
proposes in this strategic framework a number of priorities for 2009-2021. In general, Member States should
receive support for the gradual use of sequence-based typing so they can participate in joint response and
surveillance operations with EU/EEA Member States, The following applications and pathogens (depending on
preparedness for reporting of high-quality sequence data) are particularly relevant:

* Dutbreak investigation objective; support to multi-country outbreak investigations through
sequence-basad typing: Campyilobacter spp., Clostridium Jificile, hepatitis A virus, Legionels spp.,
Listaria monocyfogenes, multidrug-resistant Mypcobacterivm fubercwlosis (MDR TEB), Nelssaria meaningitidis,
outbreaks of emenging muli- or extensively drug-resistant (MDR or XDR) bacteria, outbreaks of new
pathogens or new modes of transmission of healthcare-associated or community pathogens, Salmonelz
enfarica, Shiga-toxin producing £, coli and West Nile virus.

" Control and strategy-oriented objectives; EU-wide sequence-based continuous surveillance:
TECHNICAL REPORT influenza virus, Listeria monocytogenss, MDR TB, Neisseria meningitidis, Salmonelia entenica and Shiga-
. ? toxin produding £ cofi
.. " Strategy-oriented objective; sentinel surveillance or surveys: antibiotic-resistant Naissaria

gonarhosae, Bordetella perfussis, carbapenem- or colistin-resistant Enterocbacteriaceas, carbapsnem:-
resistant Acinefobactar baumannii, HIV-transmitted drug resistance, and Strapfococcus preumanias,

b
" 3
N “

Pathogen Action
E[:ﬂ[:ml‘l‘lﬂ Antimicrebial H.EISII‘H:EI‘HI Heakthcare-Associated Infections (ARHAI)
Clostridlium diicile | Evaluation of EU sunra'hrml‘eaﬂiy and wtility with PCR-ribotyping (2016-18)
. WGS: o of intemational validation of WGS-based
ECDC strategic framework for Combapanem-jesitin | Busingss case based on EUSCAPE 201 survey (2016) ik
the integration of molecular and resistant Entermbacteriacaas | Development of protocol for WGS-hased EU survey (2016)
- ~ ~ | First W5-based EU survey (2017-18)
genomic typing into European Metcilin-resstant sty plors (Saphylococeus Reference Laboratry projec)
surveillance and multi-country e [Develymen: of genomic typing hushness case
outbreak investigations Legend: Actions fully achieved (). in progress (I}, not implemented (.
2019-2021
A RS Albiger B, Europaisches Zentrum fir die Pravention und die Kontrolle von Krankheiten. ECDC

study protocol for genomic-based surveillance of carbapenem-resistant and/or colistin-
resistant Enterobacteriaceae at the EU level [Internet]. 2017 Disponible en:
https://doi.org/10.2900/980499
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Clinical Implementation of Routine Whole-genome
Sequencing for Hospital Infection Control of Multi-drug
Resistant Pathogens

Brian M. Forde,' Haakon Bergh,? Thom Cuddihy,” Krispin Hajkowicz,? Trish Hurst,® E. Geoffrey Playford,® Belinda C. Henderson,* Naomi Runnegar,*®
Julia Clark %’ Amy V. Jennison,® Susan Moss,® Anna Hume,** Hugo Leroux.® Scott A. Beatson," David L. Paterson,"* and Patrick N. A. Harris'*®

1Fal:ulty of Medicine, UQ Centre for Clinical Research, University of Queensland, Brisbane, OLD, Australia; Central Microbiology, Pathology Oueensland, Royal Brisbane & Women's Hospital,
Brisbane, OLD, Australia: “Infactious Diseases Unit, Royal Brishane and Women's Hospital, Herston, QLD, Australia; *infection Management Services, Princess Alexandra Hospital, Metro South
Hospital and Health Service, Brishane, GLD, Australia; *Faculty of Medicine, PA-Southside Clinical School, University of Queensland, Brisbane, QLD, Australia; Infection Management and Prevention
Service, Queensland Children's Hospital, Brishane, OLD, Australia; "Centre for Children's Health Research, Children's Health Queensland, Brishane, Australia; ®Public Health Microbiology, Forensic
and Scientific Services, Queensland Health, Brisbane, OLD, Australia; *Australian e-Health Research Centre, CSIRO, Brisbane, OLD, Australia; and "®School of Chemistry and Molecular Biosciences,
University of (ueensland, Brisbane, OLD, Australia

Background. Prospective whole-genome sequencing (WGS)-based surveillance may be the optimal approach to rapidly
identify transmission of multi-drug resistant (MDR) bacteria in the healthcare setting.

Methods. We prospectively collected methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), vancomycin-resistant enterococci
(VRE), carbapenem-resistant Acinefobacter baumannii (CRAB), extended-spectrum beta-lactamase (ESBL-E), and
carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE) isolated from blood cultures, sterile sites, or screening specimens across three
large tertiary referral hospitals (2 adult, 1 paediatric) in Brisbane, Australia. WGS was used to determine in silico multi-locus
sequence typing (MLST) and resistance gene profiling via a bespoke genomic analysis pipeline. Putative transmission events
were identified by comparison of core genome single nucleotide polymorphisms (SNPs). Relevant clinical meta-data were
combined with genomic analyses via customised automation, collated into hospital-specific reports regularly distributed to
infection control teams.

10d (posib. actual de 2-5d e incluso
de horas con Oxford Nanopore)

Forde BM, et al. CID 2023

Bench round conducted by
microbiologist

4 .

Y e —

B —
.

| RS

ol

Resulss fed to IPC team

IPC ®am gathers epidemiological information

Microbiologist communicates there may be a potential cutbreak to the infection
group as trigger level breached on SPC charts

Isolate sent to infection group, University of St Andrews
and WGS carried out

* DNA extracted e.g. QlAmp DNA Mini Kit {Qiagen) and quality measured
¢.g. NanoVue (GE healthcare)
* Libraries constructed e.g. Nextera XT Kit (Tllumina Inc, San Diego, CA, USA)
+ Normalized libraries sequenced e.g. using 2x250 pair end read of 500 cycle
v 2 kit on MiSeq using resequencing workflow
+ Reads mapped to reference chromosomes ¢ g, SMALT
* Comparative genomics ¢.g. Artemis. Phylogenetic trees constructed
eg RAXMLv704

WGS results communicated © microbiologist

~ -

Outbreak confirmed Outbreak ruled out

IPC measures and antimicrobial stewardship Disruption to services limied:

measures reviewed and targeted measures/ « Targeted IPC measures

screening introduced if required stepped down

Tf necessary, a targeted PCR (based on WGS + Ward re-opened

findings) can be developed for patient screening « No requirement for furt
outbreak meetings

IPC, infection prevention and control; SPC, statistical process
control; PCR, polymerase chain reaction.

Parcell B]. et al. J Hosp Infect. 2021



Ventajas de WGS como meétodo de tipado molecular

1. Resolucion dptima (secuencia gendmica casi completa)
-Similitud de secuencias intergendmicas
-Inferencia de los linajes filogenéticos mas probables entre aislados

-Inferencia de la direccidon y la via de transmision del patogeno, desde fuentes vy

reservorios ambientales, animales o humanos.

2. Prediccion in silico del fenotipo y, en particular, de los mecanismos de resistencia

antimicrobiana adquirida, los determinantes de patogenicidad y virulencia, asi como
los correlatos de aptitud epidemioldgica/ecoldgica asociados a la propagacion

epidémica, también denominados «clones de alto riesgo».

e Vvali
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Ventajas de WGS como método de tipado molecular

Il illlll_\

COMMUNICATIONS

ARTICLE [ XTI
OPEN

Whole genome sequencing reveals hidden
transmission of carbapenemase-producing
Enterobacterales

Marimuthu K, et al. Nat Commun. 2022

1. Estudio de cohorte retrospectivo durante 4,7 afios de todos
los hospitales publicos en Singapur (analisis de 779 pacientes
que adquirieron CPE). Cultivos clinicos o de vigilancia

2. 42.0% cumplié con los criterios de transmision clonal (pac. a
pac.); el 44,8 % los criterios de transmisién mediada por
plasmidos (sin superposicién temporal en el periodo de
admision de los pacientes) y el 13,2 % no estaban vinculados

Sélo las presuntas transmisiones
clonales asociadas con el contacto
directo disminuyeron al aplicar
medidas de prevencion agresivas

La supuesta transmision mediada por
pldsmidos (contacto indirecto) no varia por
lo que se requieren nuevas medidas de
actuacion que aborden posibles reservorios
ocultos (ambientales, trabajadores,
equipamiento e instrumentos hospitalarios
y tranmision comunitaria)

Determinar y comprender las rutas
predominantes de transmision es

esencial para el control de la Vall
diseminacion .+ d’Hebron



Prevencion de la transmision de las IRAS

Las medidas preventivas usadas en el control de la diseminacion de bacterias
multirresistentes (BMR) en pacientes hospitalizados se basa en la instauracion de medidas
de precaucion estandar y de contacto sin establecer diferencias en funcion del

microorganismo

| T

Rentat Material
de mans Guants Bata neta clinic Visites
De 15 mns En entrar En entrar Us exclusiu. da. Restringides.
amb a I'habitacio. a I'habitacio.

antiseptic.
En entrar i sortir
de I'habitacio.




Aislamiento de contacto

Consecuencias:

* Menor calidad de la atencion del paciente

* Impacto negativo en su recuperacion

* Mala percepcion por paciente y familiares

* El blogueo de camas en aquellos centros que no disponen de
habitaciones individuales

. ., ® Vall
Aumento del coste de hospitalizacion o *Hebron




Aislamiento de contacto

Pero....

En condiciones de endemia no existe

evidencia de que la aplicacion de estas

medidas aporte beneficios y por tanto siga

siendo necesaria

e Vvali
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¢ALGO ESTA CAMBIANDO EN LAS POLITICAS DE CONTROL DE
INFECCION POR BMR?

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica 39 (2021) 425-428

Enfermedades =,
Infecciosas :

Enfermedades Infecciosas y e
Microbiologia Clinica

www.elsevier.es/eimc

Editorial
Isolation strategy for controlling the spread of multidrug-resistant N
organisms: Is this still an essential option in hospitals? s |

Aislamiento de contacto en el control de la transmision de bacterias multirresistentes:
;sigue siendo esta una estrategia necesaria en los hospitales?

1. Mantenimiento de precauciones universales en todos los pacientes independientemente del estado de

colonizacién / infeccion. Adopcién de medidas de control de reservorios ambientales

2. Conocimiento situacidon epidemioldgica real

3. Investigar origen del microorganismo y cuestionar la eficacia de las medidas que se adoptan “por tradicién” en

el control de la infeccidon

4. Mejorar las herramientas de vigilancia y deteccién

Larrosa MN, Almirante B. EIMC 2021; Hernandez-Garcia M, et al. EIMC 2021; Maechler F, et al. The Lancet Infectious Diseases 2020.



Identificacion de puntos de corte de distancia
genética para inferir posibles transmisiones de BMR

Genoma
A
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*&® d’Hebron




Aplicacion de la secuenciacion genomica

Punto de corte:

Distancia  genética maxima
existente entre dos aislados
para considerar su posible
relacion con un mismo evento
de transmision reciente
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Puntos de corte para identificar cliusteres de transmision de BMR

:g:&[f::nm Journal of ®C_1‘055Ma1l']$
—1 mcroriotoay| Clinical Microbiology = Uso de cgMLST para identificar

Real-Time Genome Sequencing of Resistant Bacteria Provides

Precision Infection Control in an Institutional Setting clusteres de transmision:

Alexander Mellmann,® Stefan Bletz,” Thomas Béking,® Frank Kipp,®* Karsten Becker,® Anja Schultes,® Karola Prior,® Dag Harmsen®

Institute of Hygiene, University Hospital Muenster, Muenster, Germany?®; Institute of Medical Microbiology, University Hospital Muenster, Muenster, Germany®; u E, CO /I : S 1 O a I e | O S
Department of Periodontology and Restorative Dentistry, University Hospital Muenster, Muenster, Germany®

The increasing prevalence of multidrug-resistant (MDR) bacteria is a serious global challenge. Here, we studied prospectively " S .aureus: S 6 d I e | oS
whether bacterial whole-genome sequencing (WGS) for real-time MDR surveillance is technical feasible, returns actionable re-

sults, and is cost-beneficial. WGS was applied to all MDR isolates of four species (methicillin-resistant Staphylococcus aureus

[MRSA], vancomycin-resistant Enterococcus faecium, MDR Escherichia coli, and MDR Pseudomonas aeruginosa) at the Univer-

sity Hospital Muenster, Muenster, Germany, a tertiary care hospital with 1,450 beds, during two 6-month intervals. Turnaround 4 H

times (TAT) were measured, and total costs for sequencing per isolate were calculated. After cancelling prior policies of preemp- " A na | ISIS d e | 0S als I d d 0S p or
tive isolation of patients harboring certain Gram-negative MDR bacteria in risk areas, the second interval was conducted. Dur-

ing interval I, 645 bacterial isolates were sequenced. From culture, TATs ranged from 4.4 to 5.3 days, and costs were €202.49 per . Ny

isolate. During interval II, 550 bacterial isolates were sequenced. Hospital-wide transmission rates of the two most common spe- C g M LST y d ete rminacion d e I
cies (MRSA and MDR E. coli) were low during interval I (5.8% and 2.3%, respectively) and interval II (4.3% and 5.0%, respec-

tively). Cancellation of isolation of patients infected with non-pan-resistant MDR E. coli in risk wards did not increase transmis-

sion. Comparing sequencing costs with avoided costs mostly due to fewer blocked beds during interval II, we saved in excess of p unto d e corte

€200,000. Real-time microbial WGS in our institution was feasible, produced precise actionable results, helped us to monitor

transmission rates that remained low following a modification in isolation procedures, and ultimately saved costs.

= Analisis bioinformatico 000
00

mediante Ridom SeqSphere
Mellmann, A et al. Journal of Clinical Microbiology. 2016

ridom
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Proyecto: “Aplicacion de la secuenciacidon de nueva generacion en la

vigilancia de la infeccion relacionada con la asistencia sanitaria (IRAS)

por bacterias multirresistentes”

3
elimcC

Proyecto IRAS-MR SEIMC 2017-19

N UNION EUROPEA P|18/00954
Fondo Europeo de Desarrollo Regional P I 2 1 /0 1786

/
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Utilidad técnicas WSG en el control de las IRAS

Permiten conocer el origen y las vias de transmision de un microorganismo concreto

Hipotesis: @
-La WGS permite monitorizar la transmision de BMR en el

ambito hospitalario

Objetivos principales:
-Optimizar la politica de control de las IRAS

-Evitar la aplicacidon sistematica de precauciones de contacto y

repercutir positivamente en la recuperacion del paciente y en

HSP1049

la reduccion de los costes de la hospitalizacion



Objetivos secundarios

1. Determinar, mediante la caracterizacion de los clones circulantes por WGS, la tasa basal de
transmision de BMR (E. coli y K. pneumoniae productores de BLEE o pAmpC, SARM y P. aeruginosa
XDR) en unidades de bajo riesgo, aplicando las precauciones estandar y las precauciones de
contacto para el control de la infeccion nosocomial.

*Se excluyen los aislados productores de EPC por la grave repercusion que podria suponer el que no se
demostrase la hipétesis inicial de trabajo.

2. Determinar, mediante la caracterizacion de los clones circulantes por WGS, si la tasa de
transmision de BMR en las mismas unidades planteadas en el Objetivo 1 se mantiene, aplicando
Unicamente las precauciones estandar de control de la infeccion nosocomial.

3. Hacer un estudio del coste del uso de la WGS para el control de la infeccion nosocomial
causada por BMR que evalue su utilidad en |la implementacidn en la rutina asistencial de los centros
sanitarios.



Diseno del estudio inicial

FASE 1: Fase observacional (12 meses)

 Determinar la tasa de transmision aplicando las precauciones de control de las IRAS que en ese
momento se utilicen en las instituciones participantes, de:

E. coli, K. pneumoniae BLEE o pAmpC, SARM, P. aeruginosa XDR

e Evaluar riesgo de transmision de bacterias MR:
Estudios de contactos a pacientes ingresados en la misma unidad que casos indice
Habitacion compartida o mismo equipo de enfermeria

Controles a la deteccion del caso y semanal

* Secuenciacion de genomas completos de cepas obtenidas de muestras clinicas y de vigilancia



Diseno del estudio inicial

FASE 2: Fase intervencion (12 meses)

* Se dejan de aplicar precauciones de contacto

 Se hace refuerzo formativo y de seguimiento para la implementacion de las medidas de
precaucion estandar

* Monitorizacion de transmision de clones aplicando las nuevas medidas

* Evaluacion de riesgo de transmision: Estudios de contacto de pacientes de la misma habitacion

* Secuenciacion de genomas completos de cepas obtenidas de muestras clinicas y de vigilancia

* Estudio del coste del uso de la WGS para el control de la infeccién nosocomial causada por BMR

qgue evalue su utilidad en la implementacion en la rutina asistencial de los centros sanitarios



Limitaciones

1. Necesidad de interrupcion del estudio si se detecta un aumento significativo de
la transmision de microorganismos MR como consecuencia de dejar de aplicar

las medidas de prevencion de contacto en la fase |l

2. Riesgo de no detectar diferencias porque no se diera la incidencia de trasmision

necesaria en el tiempo establecido



Aislados estudiados

FASE 1:

-Ei-m-lﬂl

HVH: 1 noviembre 2017 a 31 enero 2019 E. coli
Med. Interna, Infecciosas, Geriatria (90 camas)

K. 27 24 23 74
pneumoniae
HSP: 1 enero 2018 a 31 enero 2019 ;
P. aeruginosa 21 10 25 56
Med. Interna, Geriatria, Digestivo (70 camas) XDR
MRSA 8 29 32 69
M: 1 ' 2017 a 31 201
PS noviembre 2017 a 31 enero 2019 TOTAL 96 106 04 296

Med. Interna, Geriatria y Digestivo (70 camas)

E. coli

HVH: 15 mayo 2019 a 9 de febrero 2020 K. 19 64 83
pneumoniae

HSP: 15 febrero 2019 a 25 febrero 2020 P. aeruginosa S 9 18
XDR
MRSA 15 40 55

TOTAL 70 140 210



K. pneumoniae todos los centros
TIPO DE MUESTRA

=74 aislados recogidos en los tres centros
m Vigilancia
*BLEE y AmpC plasmidicas m Urocultivo
m Respiratorio

Hemocultivo

=cgMLST: 2358 genes

mVarios

Betalactamasas Resistencia a quinolonas
CTX-M-15 86% QRDR-FQ - [ RRE—
aac6'-Tb-cr |
CTX-M-14 2...
. Qnrs1 S
DHA-1 16% Qnre4 [
OXA-1 60% QnrB1 [
QnrB6 B %

0% 20% 40% 60% 80% 100%
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%



K. pneumoniae: transmisiones H. Vall Hebron (FI)

STs
K. pneumoniae resistente a O 8:1 gm
cefalosporinas de 32 generacion ' O Qus
Periodo: Nov 2017-Enero 2019 Medicina interna P3: ﬂw Oz Q4
Metodologia: cgMLST (2358 genes) (28/10/2017 al 03/11 /zﬁ, =~/ Ow Que
Total aislados: 24 - @*'“"‘” 8: 8:24@@ e

%
‘E87
%

Distribucion deln? de genes Oz

de diferencia entre aislados J-Glistar 1 e e W )(O
!
20 8 O / _‘__#__O/
14 \\ s et /—!-\ Q
/
o

10 AN i O
3 1 1 N — e /
0 D e e (J Y
0-14 15-30 31100  >100 / L -‘-f——( D
;’f -
Transmisiones entre pacientes cluster 1 j-’(m O
e P O s
,fs"s:/ ya II'I
// // E‘. Cluster 3
m// /’)ﬁm I
1 relacion entre pares de pacientes que compartian aislado por debajo del punto de corte
entre los que hay vinculacion epidemioldgica. AN
3 relaciones entre pares de pacientes que compartian aislado por debajo del punto de corte b

entre los que NO hay vinculacién epidem.
0 Transmision paciente control
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K. pneumoniae: transmisiones H. Vall Hebron (FII)

K. pneumoniae resistente a cefalosporinas de 32 generacion
Periodo: Mayo 2019-Febrero 2020
Metodologia: cgMLST (2358 genes)

Total aislados: 64 Punto de corte para
considerar misma cadena
de transmision <14 alelos

' Paciente contacto :

1879 P | vrzosz

280 _

\m/'(,*:;::\ :
Link planta del 19 al 22.03.19 (11: 1021- e >
1y 1017-1/27:1023-2, 1017-1%) o
. 4

Paciente contacto

.

1945

HVH2097-HVH2080: Link planta del 30.09.19

. al19.10.19 (15: 1011-2 / 27: 1005-1)

1912

e o - By HVH2097-HVH2080C: Link planta del 30.09.19
Paciente contacto ',Ma;m\;"\’zmmffé_ A 4 ,“-.)\’H; k"t'“:" al 01.10.19 (16: 1011-1 / 27: 1005'1)
Q307 Q219 S o |
P e/ 451 @

O 39 O 2000 ml/f_ y ]

unknown 323 _E; - ..m.f
O O Paciente contacto - {m,: 7/
O15 O34 O

O 392 Os71 | 8 relacion entre pares de pacientes que compartian aislado por debajo del punto de corte entre los que hay

O 405 Oes36 | vinculacion epidemioldgica.

O 147 55 relaciones entre pares de pacientes que compartian aislado por debajo del punto de corte entre los que NO hay

vinculacion epidem.
3 Transmision paciente control




Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Implementacion WGS para el estudio transmisiones K. pneumoniae RC3G H. Vall Hebron
Coincidencia del 10 al 20.09.19 Hab. 325 <|: _d-

Link planta del 19 al 22.03.19 (11: 1021- L ' %

1y 1017-1/27:1023-2, 1017-1%)

Paciente contacto

| 67 relaciones entre pares de aislados por debajo del punto de corte

* 12 relaciones entre pacientes en los que Sl habia vinculacion epidemiologica |, . .. 1500010

D11-2 / 27: 1005-1)

1 % * 55 relaciones entre pacientes que NO existia vinculacion epidemiologica ink planta del 30.09.19
O17 O 18 D11-1/ 27: 1005-1)
(O 307 O 21
O 0 82% ALERTAS SIN VINCULO EPIDEMIOLOGICO

O unknown O 3
. Paciente contacto

O15 O 34

(D392 O 571
(O 405 (O 636
(O 147
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Dificultad en la aplicacion del punto de corte

« Comparacion de prevalencia de E.coli y K. pneumoniae entre FASE1 y FASE2.

Ligero aumento pero sin diferencias significativas.



Dificultad en la aplicacion del punto de corte

OHet
ST17

 Aislados obtenidos en
diferentes centros
presentaban una distancia
genética menor al punto
de corte



Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Algunas cuestiones que nos planteamos...

iSon realmente clones? é0 son parecidos razonables?

¢ Cuan diferente deben ser los aislados para considerar que pertenecen a una misma cadena/clister de transmisién?
éComo podemos cuantificar esas diferencias?

¢ Qué metodologias podemos implementar en la rutina asistencial?

Diapositiva cedida por Dr. Juan José Gonzalez-Lépez. HU Vall d’Hebron



Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Nueva aproximacion para identificacion Genomics for Molecular Epidemiology and Detecting
de clisteres de transmisién Transmission of Carbapenemase-Producing Enterobacterales in

Victoria, Australia, 2012 to 2016

Norelle L. Sherry,** Courtney R. Lane,*< Jason C. Kwong,** ' Mark Schultz,» Michelle Sait,* Kerrie Stevens,®

: Susan Ballard,* Anders Gongalves da Silva,»< 0 Torsten Seemann,* Claire L. Gorrie,»< [ Timothy P. Stinear,?
* Basada en el tra ba.] O d e Sherry N L Deborah A. Williamson,» Judith Brett,” Annaliese van Diemen, Marion Easton,© "7 Benjamin P. Howden=b<
et al. 2019
A Likelihood of local

transmission by
epidemiology

« Definicion de un punto de corte

‘ .

10000 - l_-) :
R @ Highly likely
M Same patient
-

oo Sartms o Possible

propio con la observacién de |la

1000 -

distancia genética entre grupos

Unlikely
® Highly unlikely

Pairwise SNP distance (log10 scale)

determinados segun la evidencia . [§ = : s
epidemioldgica . %
10~ K Lr..:d'- -
« Analisis de SNPs W
.-
'%L ;@ ',0\ R ¢ I%&
o & .4 ey *\‘Q&.V 5«\“&
Sherry NL, et al. Journal of Clinical Microbiology. 2019 Species

Pairwise SNP distances by species and epidemiologic data. (A) Pairwise SNP
distances (log10 scale) plotted by species. Points are colored by the likelihood of
local CPE transmission as assessed by epidemiology. SNP, single nucleotide
polymorphisms (core genome).



Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Nueva aproximacion para identificacion

. .y Definition of a genetic relatedness cutoff to exclude recent
de clusteres de transmision

transmission of meticillin-resistant Staphylococcus aureus:

Metodologia: a genomic epidemiology analysis

Francesc Coll*, Knthy E Raven®, Guwenan M Knight®, Beth Blane, Ewan M Harrison, Danielle Leek, Dawvid A Enoch, Nicholas M Brown,

« Analisis comparativo de SNPs Julian Parkhill, Sharon | Peacock .
The Lancet Microbe. 2020

+  Transmision: R "
« Basado en el niumero de SNPs detectado en 100
aislados de un mismo paciente y en simulaciones 75 B
estadisticas* v
= 50+ i
+ Estudio de relaciones hasta 6 meses desde el ‘ | ;
primer aislado estudiado 7] osthperentie:iasnes ] B N /
. Umbral 25 wgSNPs 0 15 cgSNPS 0 prsspme L : . . —
C D
« Categorias en funcion de la probabilidad 1007 1
epidemioldgica: Vinculo fuerte (contacto 7 I
probado) y débil (sala y comunidad) : 5o T
25+ K — H
« 1465 pacientes: 1006 (69%) con 1 _EE:E'?P_E.'EFTE'.'E‘L??f’.“f’.’__-_____________‘:_I _95thpercentile: 10SNPs . ;‘J(
0 | ; SR :I | - | —
aislado y 459 (31%) con >1 aislado e e e E 0 w0 30 A
n (patients) n [patients)
- 1276 aislados de diferentes localizaciones s e ey na )l ol () s oM h et e ey e S o

genome
Each datapoint corresponds to the maximum pairwise genetic distance between MRSA isolates from the same
individual in cohort 1, measured as the number of SNPs in the whole or genome. The empirical cloud of diversity

*SNP cutoff = (95th percent”e of the initial cloud of diversity) + refers to diversity noted between isolates from the same individual collected on the same day. The modelled doud

. . of diversity was estimated from a linear mixed model of isolates from the same individual collected on different
(eXpeCted mutation accumulation over 6 months x 2) days. MRSA=meticillin-resistant Staphylococcus aureus. SNP=single-nuclectide palymorphism.




Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Nueva aproximacion para identificacion

LY 4

de clisteres de transmision

Metodologia:

*  Andlisis comparativo de SNPs

* Transmision:

* <Threshold (6 SNPs): basado en el nimero de SNPs detectado en aislados de un

mismo paciente al principio y final del estudio (6 meses)
* Categorias en funcion de la probabilidad epidemiolégica:

* Vinculos fuertes:
* Bay overlap: coincidencia en espacio y tiempo

* Bay/room gap of up to 7 days: coincidencia en espacio con una distancia de tiempo

de maximo 7 dias
*  Ward overlap: coincidencia en la misma planta y tiempo

* Ward gap of up to 7 days: coincidencia en la misma planta con una distancia de

tiempo de maximo 7 dias

* Vinculos débiles:

* Coincidencia en el mismo hospital pero en diferente planta

l'l:ll}er . ARTICLES
m lcrObIOIOgy https://doi.org/10.1038/541564-020-00806-7

‘ W) Check for updates

Quantifying acquisition and transmission of
Enterococcus faecium using genomic surveillance

Theodore Gouliouris©"?7, Francesc Coll®37%, Catherine Ludden?, Beth Blane®’, Kathy E. Raven’,
Plamena Naydenova', Charles Crawley?, Mili Estée Tér6k "2, David A. Enoch?4%, Nicholas M. Brown?4#,
Ewan M. Harrison'¢, Julian Parkhill' and Sharon J. Peacock 9 "24

Nat Microbiol. 2021

b
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Fig. 2 | E. faecium within host diversity. Maximum pairwise SNP distance among isolates of the same
subtype and in the same patient (n = 152). The colour of the dot denotes the time span between isolates



Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Nueva aproximacion para identificacion
de clisteres de transmision

* Metodologia: Analisis comparativo de SNPs

* Muestras: heces una vez/semana, hasta 15 colonias/muestra

* Transmision: Threshold =17 SNPs): basado en el nimero d
SNPs detectado en aislados de un mismo paciente y validad
con una distribucion de Poisson

* Epidemiological probabilities categories:

Strong links:

e Bay overlap: coincidencia en espacio y tiempo

* Bay/room gap of up to 7 days: coincidencia en espaci
con una distancia de tiempo de maximo 7 dias

* Ward overlap: coincidencia en la misma planta y tiempc

 Ward gap of up to 7 days: coincidencia en la mism
planta con una distancia de tiempo de maximo 7 dias

Weak link: coincidencia en espacio tras mas de 7 dias

No epidemiological link

Defining nosocomial transmission of Escherichia coli and
antimicrobial resistance genes: a genomic surveillance study

Catherine Ludden, Francesc Coll, ITheadore Gouliouris, Olivier Restif, Beth Blane, Grace A Blackwell, Narender Kumar, Plamena Naydenova,
Charles Crawley, Nicholas M Brown, Julian Parkhill, Sharon ] Peacock

Lancet Microbe. 2021
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Figure 3: Histogram of maximum pairwise SNP distance (n=92)

SNP differences within sequence types from the same patient when at least
two isolates of the same sequence type were identified. There were no data
points at 31-60 days. SNP=single nucleotide polymorphism.



Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Nueva aproximacion para identificacion de clusteres de transmision

v Determinacidn del punto de corte propio para identificar posible evento de transmision (cluster)

v Metodologia facilmente estandarizable e implementable

4

v’ Célculo de distancia genética acumulada en aislados de la misma persona a lo largo del tiempo = Estudio

4

v’ Valoracién de transmisidn segun la evidencia epidemiolégica

“Same Person”

e Vvali
*&8"° d’Hebron



Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles

Estudio Same Person

Aislados Same Person

E. coli (EC)

* K. pneumoniae (KP)
P. aeruginosa (PA)
S. aureus (SA)

Criterios

*  Misma localizacion: >7 dias <3 meses
 Diferentes localizaciones: <3 meses

WGS

Calculo de distancia genética acumulada entre aislados de la misma persona 3

transmisiones de BMR

lo largo del tiempo

Analisis de distancia genética

SNPs cgMLST (EC)

SNPs wgMLST (KP, PA)

Alelos cgMLST (EC, KP, PA, SA)
Alelos wgMLST (KP, PA)

* 2-10 aislados/paciente hasta tener 100 de cada especie

CALCULO
PUNTO DE CORTE

2 Vall
*&8"° d’Hebron



SNPs de diferencia

Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Estudio Same Person: K. pneumoniae SNPs-wgMLST

Colonizacion| Infeccion Total
32(28,3%) | 81(71,7%) 113

23 diferentes

s 0 e e (16 relaciones ST101)
SNPs K. pneumoniae
SNPs K. pneumoniae 40%
34,9%
o’ 35%
I:‘; 6 ® & @ & 30% 28’6%
o 5 S 25%
-] c
D 4 ® ® ) g 20%
T P 14,3%
% 3 e & oo & 15%
£2 “» o o o Y S - 10% 7,9% 155 6,3%
,070

E 1 o e C *® ™ e ¢ W o0 o 5%
%IJ 0 oo L & & 09 @ & 0%
; 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 1 2 3 4 6
Q.

Tiempo (dias) SNPs de diferencia entre pares de aislados



SNPs de diferencia
por wgMLST entre pares de aislado

[ R - = B I ¥ B o T

Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles

transmisiones de BMR
Estudio Same Person: K. pneumoniae SNPs-wgMLST

=]

Colonizacion| Infeccion Total
32(28,3%) | 81 (71,7%) 113
23 diferentes
Bils 27 A tee (16 relaciones ST101)
le
SNP) Punto de corte
K. pneumoniae SNP-wgMLST: 6 SNPs
§ 20%
E o 14,3%
10% 7,9%
4,8%
5%
0%
10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 1 2 3 -

Tiempo (dias) SNPs de diferencia entre pares de aislados

6,3%



Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Estudio Same Person: K. pneumoniae wgMLST

Rango alelos

- ) - diferencia

aislados pacientes relaciones

wgMLST

23 diferentes

Alelos wgMLST

8,1%

I 4,8%
3 4

113 57 64 0-6 .
(16 relaciones ST101)
Alelos wgMLST K. pneumoniae
45%

g 7

S 40% 38,7%

B6coe °
T .0 0
S® y = oF,{go750x0+14141677 35%
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Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles

N

(o))
@

(6]

N

N

transmisiones de BMR

Estudio Same Person: K. pneumoniae wgMLST

[\ N N Rango alelos

aislad pacient relacion diferencia
oS es es wgMLST

23 diferentes
113 57 64 0-6 (16 relaciones ST101)

Alelo Punto de corte

K. pneumoniae wgMLST:

29,0%

N° de alelos de diferencia
por wgMLST entre pares de aislados
W
$

0
o o o e 25%
()]
2 500
® A o 20%
L 14,5%
15%
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Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Estudio Same Person: K. pneumoniae cgMLST

23 diferentes
113 57 64 0-6 (16 relaciones ST101)

Alelos cgMLST

o,
Alelos cgMLST 60%
4 49,2%
2 50% e
©
']
o]
V'm 3 o o 40%
o9 y = -0,0004x + 0,722 .g .
g0 R2 = 0,0001 2 31,7%
59 g 30%
} =
o 82 o o o o ° o 0
- 2 =
22 20%
o 5 14,3%
© - 1 o0 o O OO O O O 0O (e} o0 o
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:Omo (00 o000 OO0 O—0O0 (COROEN®) O O 0% -
e 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 1 2 3

Tiempo (dias) N° de alelos de diferencia por cgMLST entre pares de aislados



N©° de alelos de diferencia
por cgMLST entre pares de aislados

Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR
Estudio Same Person: K. pneumoniae cgMLST

N N N Rango alelos
aislad pacient relacion diferencia STs
os es es cgMLST
113 57 64 0-6 23 diferentes

(16 relaciones ST101)

Punto de corte U

K. pneumoniae cgMLST:

40%

31,7%
30%

Frecuencia

20%
14,3%

10%
3,2%

0%
0 1 2 3

Tiempo (dias) N° de alelos de diferencia por cgMLST entre pares de aislados



Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles

transmisiones de BMR

Nueva aproximacion para identificacion de clusteres de transmision
4

3 ! Control_F1
g : Control_F2
pd Highly
9, unlikely
© Likely

o) Unlikely
o

=

Same person

N N

SNVs : i N casos
relaciones aislados
37 1 2 2
0-2 8 14 12

1-6455 1525 142 134

2-22 35 34 32
0-23 163 84 79
0-35 33 54 24

| i | 3 SNVs

Control_ F1 Control_F2 Highly unlikely Likely Same person Unlikely

Boxplot de la distancia entre aislados de una categoria

Control: Relacion entre el aislado de un paciente indice y su
control.

Likely: Coincidencia en espacio y tiempo

Unlikely: No coinciden en espacio y tiempo, pero son
aislamientos del mismo hospital

Highly unlikely : Aislamientos de diferentes hospitales



Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Estudio Same Person: conclusiones
* Determinacion del punto de corte para considerar transmision

* En el 98% de relaciones entre aislados de E. coli obtenidos de un mismo paciente con hasta 3
meses de diferencia no se observan diferencias de SNVs superiores al punto de corte previo
(IRAS1)

* Tras aumentar la n de cepas recogidas de una misma persona (hasta 3 meses), el punto de corte
en E. coli se mantiene igual al definido mediante el analisis de SNVs previo (IRAS1) - 4 SNVs

* En el 88% de relaciones entre aislados de K. pneumoniae obtenidos de un mismo paciente con
hasta 3 meses de diferencia no se observan diferencias de SNVs superiores al punto de corte

previo (IRAS1)

* Tras aumentar la n de cepas recogidas de una misma persona (hasta 3 meses), el punto de corte
en K. pneumoniae aumenta a 6 SNVs



Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Estudio Same Person: Puntos de corte establecidos

| Weodoogh  Kpnemonke Ecol Pangimse S.omes
C o wgmusT 6 ND 7 ND
~ cgMST 3 4 5 2




Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

Centro

(O Hospital 1
() Hospital 2
() Hospital 3
© Hospital 4
@ Hospital 5

\
\ _/! Pacientes del mismo cent

N ] o
\ JPacientes de distinto cent

—



Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

ST

O
O17

O 39

O 152

(O 189

O 307

(323

K. pneumoniae RC3G cgMLST Q469
@ 1307
O 2900
(O 5833
O O 6589
O no group assigned

Aislado de pacientes que SI coinciden en espacio y
tiempo

Aislado de pacientes que NO coinciden en espacio y/o
tiempo

OO



Identificacion de puntos de corte de distancia genética para la deteccion de posibles
transmisiones de BMR

MISMO Coincidencia en Coincidencia
HOSPITAL PLANTA/HABITACION TEMPORAL
ALTAMENTE
B IMPROBABLE NO NO NO
Clasificacion de la posible
transmisién de aislados entre | | IMPROBABLE NO /NO
pacientes en funcion de la
informacion epidemiologica . .
Reservorios ambientales!
PROBABLE




Implementacion de la WGS para el control de IRAS
por BMR en el Hospital Vall d’'Hebron
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Implementacion de la WGS para el control de IRAS
por BMR en el H. Vall Hebron

" Monitorizacion de BGN productores de carbapenemasas

= Monitorizacion BMR UCI “Resistencia Zero” = IRAS-UCI

2 Vall
*&8"° d’Hebron




Implementacion de la WGS para el control de IRAS por BMR
en el H. Vall Hebron

Vigilancia prospectiva mediante WGS de bacterias multirresistentes

UCI Hospital General (35 camas)

= E. coliyK. pneumoniae RC3G/con resistencia a carbapenémicos
= P aeruginosa XDR/con resistencia a carbapenémicos

= Enterococos resistentes a vancomicina

= S. aureus resistente a meticilina

= A. baumannii resistente a carbapenémicos.

e Vvali
*&8"° d’Hebron



Implementacion de la WGS para el control de IRAS por BMR
en el H. Vall Hebron

CULTIVOS DE ESTUDIO

RZ

COLONIZACION

= Cultivos de ingreso = Frotis rectal y frotis faringeo en las primeras 24h de ingreso en UCI.

= Cultivos de seguimiento = Frotis rectal y frotis faringeo a la semana si no colonizado al ingreso

MUESTRAS CLINICAS

= Durante estancia UCl y hasta 1 mes tras alta

MUESTRAS AMBIENTALES
2 Vall

| N ) *®®" d’Hebron
= Trimestral: superficies + desaglies



N

IRAS-UCI: Cultivos de ingreso

% Cumplimiento cultivos al ingreso/semana
% Cultivos positivos al ingreso/semana

—e—9po Cultivos al ingreso/semana %o Cultivos ingreso positivos (1r aislado)
100%
° 93% 920,
90%
85%
80% 76%
70% 71% 4%
70%
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40% 50% 38% 50%
(1]
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« Total ingresos: 874
« Pacientes con cultivos ingreso: 647 (74%)
« Pacientes con cultivos ingreso positivos (1r aislado): 114 (18%)
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(01/01/2025 - 05/10/2025)

Total aislados: 122

» Enterobacterias BLEE/AmpC: 82
(68%)

Enterobacterias CARB: 17 (14%)
P. aeruginosa MDR/XDR: 3 (2%)
P. aeruginosa CARB: 3 (2%)
ERV: 11 (9%)

MRSA: 6 (5%)
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IRAS-UCI: Cultivos de seguimiento

% Cumplimiento cultivos seguimiento/semana

—— 9/ Cultivos seguimiento realizados %o Pacientes con MR en la unidad
100%
100% 94% 93% 0
870/0 930/0 920/ 95 /0
90% 86% ° 89%
79% ° 90%
80% /5% — 75% 77% Lo
70% 68% 68% 24% 75% 75%
o 73% 0
70% 63% 65% 69% 70%
59 % 64% 0
63% o 64%
60% ool Lo 57%
0 55% 53%
50% 47% 50%
40% 33% 40%
2994 42%
309 26% 31% 0 %
o 22% 24% "7 22%  23% 500 23% 1o 207 240 _ 23% J1023% g50p  24%230,26%
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(01/01/2025 - 05/10/2025)

« Pacientes con cultivos seguimiento realizados: 71%

« Pacientes con MR en la unidad: 21%

« Pacientes con cultivos seguimiento positivos (1r
aislado): 28 (5%)




IRAS-UCI: Cultivos de seguimiento

(01/01/2025 - 05/10/2025)

Total aislados: 28
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Enterobacterias BLEE/AmpC: 3 (11%)
Enterobacterias CARB: 9 (32%)
P. aeruginosa XDR: O
P. aeruginosa CARB: 10 (36%)
4 (14%)
MRSA: 2 (7%)
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Implementacion de la WGS para el control de IRAS por BMR
en el H. Vall Hebron

Analisis mensual de la distancia genética por cgMLST de todos los aislados

[ E. coli ] [ K. pneumoniae ]

ST
ST O1s
Qo O17
Qo5 O 147
O 131 (O 231
O O 292
a4
307
Q607 o
Qs O 461
Q2179 O 5118
O 4741
(10320
O 10036 Clister: KP-202506-ST5118-01
O no group assigned
Arbol de distancia minima por cgMLST de los aislados de E. coli. Arbol de distancia minima por cgMLST de los aislados de K. pneumoniae

Punto de corte E. coli: 4 alelos cgMLST. Punto de corte K. pneumoniae: 3 alelos cgMLST.



Implementacion de la WGS para el control de IRAS por BMR

en el H. Vall Hebron

Analisis mensual de la distancia genética por cgMLST de todos los aislados

[ P. aeruginosa ]

Arbol de distancia minima por cgMLST
de los aislados de P. aeruginosa

Punto de corte P.aeruginosa: 5 alelos
cgMLST.

[ S. aureus ]

ST
Os
R2501140 1422 R250122 O

Arbol de distancia minima por cgMLST
de los aislados de S. areus

[ E. faecium ]

ST

01149
11186 O 1153

Arbol de distancia minima por cgMLST
de los aislados de E. faecium

Claster: KP-202506-ST5118-01
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Implementacion de la WGS para el control de IRAS por BMR
en el H. Vall Hebron

Clusteres detectados en meses previos a los que se le suman nuevos aislados: Nuevos clusteres detectados en el periodo:

Claster PA-202504-ST309-01
Claster KP-202506-ST5118-01

4692532 Gener 2025 .

AMB-NR2500905 8 Varo 2025 © Juio 2025

R O Abri 2025 O Juiio 2025 ST

NR2500449

NR2500470 O Maig 2025 R2500501

NR2500686 (O Juny 2025

NR2500842 (O Juliol 2025

NR2500923 O Setembre 2025

NR2501176

> 1 nuevo aislado de P. aeruginosa ST309/VIM-1 > 3 aislados de K. pneumoniae ST5118/DHA-1

2 Vall
*&8"° d’Hebron



ID Cultivo

NR2500890

NR2500898

NR2500900

NR2500933

NR2500934

NR2500991

NR2500995

NR2501000

NR2501031

NR2501040

NR2501044

Datos de los aislados de K. pneumoniae.

NHC

Fecha
ingreso

Sector

en el H. Vall Hebron

Cama

Fecha
cultivo

Muest
ra
Frotis
rectal
Frotis
rectal
Frotis
rectal
Frotis
rectal
Frotis
rectal

Orina

Frotis
rectal
Frotis
rectal
Frotis
rectal

Sangre

Frotis
rectal

Especie
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae

K. pneumoniae

ST

5118

292

5118

15

461

231

307

17

307

147

5118

OXA-232; CTX-M

Mec. R (B-
lactamicos)

VIM-1; DHA-1
DHA-1
DHA-1

CTX-M-15

DHA-1

15

CTX-M-15

OXA-48

CTX-M-15

OXA-48; CTX-M-
15

DHA-1

Asociado a
claster
Six
NO O
siO
NO
Six
NO O
sic
NO
sic
NO
siO
NO
siO
NO
siO
NO
siO
NO
siO
NO
Sim
NO O

Implementacion de la WGS para el control de IRAS por BMR

ID cluster

KP-202506-
ST5118-01

KP-202506-
ST5118-01

KP-202506- @

$T5118-01 p+ :|,9|-I|Iebron



Implementacion de la WGS para el control de IRAS por BMR
en el H. Vall Hebron

Datos de los aislados de K. pneumoniae.

ID Cultiu NHC Data ingrés Secto Llit Datacultiu Mostra Espécie ST Mec‘. R,(B- ASS?CIat @ ID claster
r lactamics) cluster
nr2501106 | [ Ef’;s‘r‘i’:;t P. geruginosa | 235 VIM-2 NS(') -
Exsudat nalC (A186T, siO
NR2501145 - faringi P. aeruginosa 175 G71E), oprD NG -
(Q142STOP)
Exsudat nalC (A186T, sio
nr2501146 [N faringi | Foeruginosa | 175 G71E), oprD NG :
(Q142STOP)
nr2501177 [N Frotis ' b geruginosa | 309 VIM-1 SO -
rectal NO
NR2501176 _ :;2:; P. aeruginosa = 309 ViM-1 I:é) P:BZ(())QZ-E:)O:

e Vvali
*&8"° d’Hebron



Implementacion de la WGS para el control de IRAS por BMR
en el H. Vall Hebron

Indicadores de clusterizacion periodo enero-septiembre 2025

Indicadores E. coli K. pneumoniae  P. aeruginosa E. faecium S. aureus
Aislados totales analizados 64 45 26 19 6
Numero de clusteres identificados 0 3 2 2 0
Aislados en clusteres - 8 12 6 -
Mediana de aislados por cluster - 2,7 6 3 -
Rango de aislados por cluster - 2-3 3-10 2-4 -
% de clusterizacion
. S . 0% 18% 46% 32% 0%
(aislados en clusters / total aislados)
S Vall

*&® d’Hebron



Implementacion de la WGS para el control de IRAS por BMR

en el H. Vall Hebron

Indicadores de clusterizacion periodo enero-septiembre 2025

25

20

15

10

2

s
B

01/2025

Aislados que no clusterizan y aisalados en clisteres/mes por especie

[ | -
berreeed : % o] [ s

2

02/2025 03/2025 04/2025 05/2025 06/2025 07/2025 08/2025

s
i

09/2025

WE. coli

B E. coli en clusters

[ K. pneumoniae

[ K. pneumoniae en clusters

O P. aeruginosa

P. aeruginosa en clusters

B E. faecium

E. faecium en clusters

OS. aureus

BS. aureus en clusters

2 Vall
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Implementacion de la WGS para el control de IRAS por BMR
en el H. Vall Hebron

Servet de Micrabialost
4 Vall Tnitat & ldem ificacions § Antibiograme:
Vall d'Hebron Vall & Hobrem 119-129 | 08033 Barcalema
[ ] d’Hebron Wopal Famian

gin
Unitat d'Tdentificacions | Antibingrames
Pg. Vall d'Hebrem 119-120 | 08035 Barcalona
T.9327468 17

® Vall
[ d’Hebron

Rarcelona 15 ‘microhiclogingvallhshren ot el il r
Informe de vigilancia de bacteris multirresistents a la UCI Tabla 3. Datos de los sistacos de P, gerugingzs.
Periede: 01/03/2025 — 30/09/2025 D Cuttive MHC FED  tar Cama Fm-i Musestra Especie 5T I e R ) o 1D aiister
1. Resum . = i@ FA-202504-
WRZSOO35T L] 11/03/2025 | Frotisrectal | P. oeruginoso | 309 WIM-1
no O ST30%-01
26 alllats estudiats: 9 £ coll (5 BLEE, 4 AmpC), & & pneumonioe (2 BLEE, 2 AmpC, 1 OMA+BLEE, Bl PA-202504-
NRZSO0445 L] 18/03/2025 | Frotisrectal | F. oeruginosa | 309 VM1
1VIM+BLEE), 5.5 gerugingsa (3 VIM, 2 XDR), 2.£ clogoge (2 VIM], 2 £ foecium (2 EVR), 2.5 gureus (2 ":‘:‘ TCUTaL
- . = PA-202504-
MRSA). NRISD0470 L= 25/03/2025 | Frotisrectsl | P.osruginoco | 309 VN1 ——
Clisters detectats en mesos previs als gue se’ls sumen nous aillats: Tabia 4. Datos de los sislsdos de £, faegum.
Fecha Fecha = Mec R Asociade 2
I Culthro. MHC _ Sector  Cama . Muestra Especie T == D chister
Cliister PA-202504-5T309-01 mgeea i jlpmpep o) "’i"’
: - si= EF-202508-
NR2500262 D3 17/02/2025  Catéter | E fecium | 143 vana B piy
4682832 Q) Garmr 2625 ¥ 1 nouaillat de P. geruginosa STI08/VIM-1 [—— - oeiozanzs. TP | £ foecum | 11 vand it N
AMEMR2E00305 v 202 »  Pacienta D356 (NR2501176) recest He 2
HR2E0038T @ Ao 2023 Erotis ; E i
HR2S0 0443 @ rig 202 NR2500437 o1 wjoyjanas | B0 | Efascium | 577 vans wom -
:'éml‘!: O anyznzs Fratis =0
wammz 8:':1;[:32”‘ MRZ500585 o1 wfosfaoey L0 E_ foacium Uri vana wo @ -
NR2500523 -
- 3. Anilisis de distancia genética por cgMLST de las cepas de este periodo
Mous chisters detectats en aguest periode: E coli K
chister EF-202510-5T1153-01 ST
% 2 nous sillats de E. foecium ST1153/vana Lo O
#  Pacient a D352 [NR2501149) mamonn " - r 0 D
@ rocstnzs *  Pacienta D355 [NR2501186) el s “giea b Nms ) Owa — B
() Setembie 2025 et | ot : ’ o Jrasem Can
- f— [T - o @
(a1 |

[P

2. Distribucié temporal dels aillats i la seva associacio a clisters

25

Aillats que no clusteritzen i aillats en clisters/mes per espécie

BE cof
[ E. col an clisters

B preumonios
OF. geruginess
OF. seruginess en ciisters

IE.f\'Ib'\.m
DE. frocium on chisters

B sursus
5. Guneus @0 cistars

oif2oes 022035 03/2025 04/2035  05/2025 OE/2035  09/2035  0B/2025 032005

O K. prcurmonios an chisters

Figura 1. Arbol de distancia minima por czMLST de
los zislades de £ coli del mes de Marzo de 2025.
Punto de corte E. cofiz 3 alelos cgMLST.

P. geruginosa

5T
| WR2SAG
o MRRSOATD ¢

Figura 3. Arbol de distancia minima por cgML5T de los
aislados de F. geruginosa del mes de Marzo de 2025,
Punto de corte P. oerpginosa: 4 alelos cgMLST.

Figura 2. Arbol de distancia minima por
CEMLST de los aislados de K. pneumanioe del
mes de Marzo de 2025 Punto de corte
K. pneumonige: 2 alelos cgMLST.

E foecium
1)
Hzzoose
. (Ciarr
Vs [oRE

() no group amsigned

2 Vall

Figura 4. Arbol de distancia minima por cgMLST
de los aislados de £. foecium del mes de Marzo
de 2025
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Implementacion de la WGS para el control //
IRAS por BMR en el H. Vall Hebron @

Reunion mensual

= Microbiélogos = Preventivistas
= Infectélogos = Enfermeria
= |ntensivistas = Bioinformaticos

$

Facilitar la actuacion de los equipos de control de

infeccion nosocomial
Discriminar las transmisiones reales
= |nicio de intervenciones dirigidas
= Cese de intervenciones innecesarias
Evaluar si las intervenciones para interrumpir las

transmisiones son efectivas




CONCEPTOS CLAVE @@

1. La aplicacion de la WGS a la monitorizacion prospectiva de las IRAS-BMR aporta
nivel de resolucion optimo para la identificacion de transmisiones de bacterias entre
pacientes y para la deteccidon precoz de brotes haciendo que sea una herramienta muy valiosa
para el control de la infeccién nosocomial.

2. Es necesario validar lo puntos de corte empleados en estudios gendmicos para identificar
cadenas de transmision de cepas entre pacientes, adaptandolos a la epidemiologia de cada
centro, la especie bacteriana o linaje concreto.

3. Estudiar conjuntamente los resultados de los estudios de monitorizacion por equipos
multidisciplinares de control de infeccion nosocomial que incluyan microbidlogos,
infectdlogos, preventivistas, intensivistas, enfermeria, bioinformaticos, entre otros, para la
evaluacion de resultados e implementacion de intervenciones adecuadas. * Vo

*&8® d’Hebron



Hospital Vall d’Hebron
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