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Resumen

La caracterizacién microbioldgica rapida y fiable de microorganismos
clinicamente relevantes es un pilar fundamental tanto para el control
de las infecciones nosocomiales como para la Vvigilancia
epidemioldgica y la optimizacidn de estrategias de prevencién. En este
contexto, la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR) ha emergido en los ultimos aflos como una herramienta
fenotipica prometedora, capaz de proporcionar informacién
discriminativa basada en la composicidn bioquimica bacteriana, con
tiempos de respuesta reducidos y flujos de trabajo incorporables en la

rutina asistencial de un laboratorio clinico.

El objetivo general de esta tesis doctoral fue evaluar la utilidad de Ia
tecnologia FTIR como herramienta de tipado bacteriano en el
laboratorio de microbiologia clinica, analizando su rendimiento en
distintos escenarios epidemioldgicos y comparandola con las
metodologias de referencia actualmente empleadas. Para ello, la tesis
se estructura en tres trabajos que abordan dos aplicaciones
complementarias: la caracterizacién de brotes nosocomiales causados
por bacterias multirresistentes y la determinacion del serotipo
capsular de Streptococcus pneumoniae en el contexto de la

enfermedad neumocdcica invasiva.

En el primer trabajo, se evalué el rendimiento del FTIR como

herramienta de primera linea para la caracterizacion de brotes




nosocomiales producidos por Klebsiella pneumoniae productora de B-
lactamasas de espectro extendido (Kp-BLEE), compardndolo con la
epidemiologia convencional y la secuenciaciéon del genoma completo
(WGS) como método de referencia o gold standard. Los resultados
demostraron que el FTIR presentaba una mayor concordancia con la
WGS que la epidemiologia convencional, permitiendo de forma rapida
inferir con buen rendimiento la relacién gendmica de los aislados
sospechosos de pertenecer a un brote y detectar brotes “ocultos” a la
epidemiologia convencional, lo que refuerza su valor como
herramienta de cribado rapido en situaciones donde el tiempo de

respuesta es critico.

El segundo trabajo siguié profundizando en la aplicabilidad del FTIR en
la investigacion de brotes hospitalarios como un método rapido para
estudiar brotes producidos por Enterococcus faecium resistente a la
vancomicina (VREfm). Los resultados obtenidos mostraban una

concordancia de FTIR equiparable al método de WGS de referencia.

En conjunto, los resultados de ambos estudios demuestran que el FTIR
puede emplearse como técnica de primera linea para el estudio precoz
de brotes nosocomiales por determinados microorganismos
multirresistentes y reservar la WGS como herramienta confirmatoria 'y

de maxima resolucién en los casos que sea necesario.

Finalmente, el tercer trabajo abordd la utilidad del FTIR para la

determinacién del serotipo capsular de Streptococcus pneumoniae,




comparando su rendimiento con la reaccion de Quellung. Se
analizaron aislados invasivos representativos de multiples serotipos
circulantes, empleando tanto estrategias de analisis multivariante de
espectros como algoritmos de aprendizaje automatico. Los resultados
mostraron una buena concordancia global empleando los algoritmos
automatizados y especialmente elevada para los serotipos incluidos en
las vacunas conjugadas, lo que pone de manifiesto el potencial del FTIR
como herramienta rdpida y coste-efectiva para la vigilancia

epidemioldgica y el seguimiento del impacto vacunal.

En conjunto, esta tesis demuestra que la espectroscopia FTIR es una
herramienta versatil y complementaria a las técnicas moleculares de
referencia, con un claro valor afiadido en la rutina del laboratorio
clinico. Suimplementacidon permite optimizar la toma de decisiones en
tiempo real, mejorar la caracterizacion precoz de brotes nosocomiales
y contribuir a la vigilancia epidemiolégica de patdgenos de relevancia
en salud publica, consolidando su papel como una tecnologia

emergente en microbiologia clinica.




Resum

La correcta caracteritzacié de microorganismes clinicament rellevants
és un pilar fonamental tant per al control de les infeccions nosocomials
com per a la vigilancia epidemiologica i I'optimitzacio de les estratégies
de prevencié. En aquest context, |'espectroscopia infraroja per
transformada de Fourier (FTIR) ha sorgit en els darrers anys com una
eina fenotipica prometedora, capa¢ de proporcionar informacié
discriminatoria basada en la composicié bioquimica bacteriana, amb
temps de resposta reduits i fluxos de treball integrables en la rutina del

laboratori clinic.

L'objectiu general d’aquesta tesi doctoral va ser avaluar la utilitat de |a
tecnologia FTIR com a eina de tipat bacteria en el laboratori de
microbiologia clinica, analitzant-ne el rendiment en diferents escenaris
epidemiologics i comparant-la amb les metodologies de referéncia
actuals. Per a aquest proposit, la tesi s’estructura en tres treballs que
aborden dues aplicacions complementaries: la caracteritzacié de brots
nosocomials causats per bacteris multiresistents i la determinacio del
serotip capsular de Streptococcus pneumoniae en el context de la

malaltia pneumococcica invasiva.

En el primer treball, es va avaluar el rendiment del FTIR com a eina de
primera linia per a l'estudi de brots nosocomials produits per

Klebsiella pneumoniae productora de B-lactamases d’espectre estés




(Kp-BLEE), comparant-lo amb [I'epidemiologia convencional i la
seqlienciacio del genoma complet (WGS) com a métode gold standard.
Els resultats van demostrar que el FTIR presentava una concordanga
superior amb la WGS respecte a I'epidemiologia convencional,
permetent inferir de manera rapida la relacié genomica dels aillats
sospitosos de pertanyer a un brot i detectar brots “ocults”, fet que
reforca el seu valor com a eina de cribratge rapid en situacions en qué

el temps de resposta és critic.

El segon treball va seguir estudiant |'aplicabilitat del FTIR en la
investigacid de brots hospitalaris com a meétode rapid per a la
caracteritzacié de brots produits per Enterococcus faecium resistent a
la vancomicina (VREfm). Els resultats obtinguts van mostrar una

concordanca del FTIR equiparable a la del metode de referéncia WGS.

Per tant, els resultats d’ambdds estudis demostren que el FTIR pot
emprar-se com a tecnica de primera linia per a I'estudi precog de brots
nosocomials causats per determinats microorganismes
multiresistents, reservant la WGS com a eina confirmatoria i de

maxima resolucio en els casos necessaris.

Finalment, el tercer treball va abordar la utilitat del FTIR per a la
determinacié del serotip capsular de Streptococcus pneumoniae,
comparant-ne el rendiment amb la reaccié de Quellung. Es van
analitzar aillats invasius representatius de multiples serotips

circulants, emprant tant estrategies d’analisi multivariant d’espectres
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com algoritmes d’aprenentatge automatic. Els resultats van mostrar
una bona concordanca global mitjancant els algoritmes automatitzats i
especialment elevada per als serotips inclosos en les vacunes
conjugades, fet que demostra el potencial del FTIR com a eina rapida i
cost-efectiva per a la vigilancia epidemiologica i el seguiment de

I'impacte vacunal.

En conjunt, aquesta tesi demostra que I'espectroscopia FTIR és una
eina versatil i complementaria a les tecniques moleculars de
referéncia, amb un clar valor afegit en la rutina del laboratori clinic. La
seva implementacié permet optimitzar la presa de decisions en temps
real, millorar la investigacid precog de brots nosocomials i contribuir a
la vigilancia epidemiologica de patogens de rellevancia en salut
publica, consolidant-ne el paper com una tecnologia amb potencial en

microbiologia clinica.
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Abstract

The rapid and reliable microbiological characterization of clinically
relevant microorganisms is a fundamental pillar for both the control of
nosocomial infections and epidemiological surveillance, as well as for
the optimization of prevention strategies. In this context, Fourier
Transform Infrared (FTIR) spectroscopy has emerged in recent years as
a promising phenotypic tool, capable of providing discriminative
information based on bacterial biochemical composition, with reduced
turnaround times and workflows that can be readily integrated into

routine clinical laboratory practice.

The main objective of this doctoral thesis was to evaluate the
usefulness of FTIR technology as a bacterial typing tool in the clinical
microbiology laboratory, assessing its performance in different
epidemiological scenarios and comparing it with current reference
methodologies. To this end, the thesis is structured into three studies
addressing two complementary applications: the characterization of
nosocomial outbreaks caused by multidrug-resistant bacteria and the
determination of the capsular serotype of Streptococcus pneumoniae

in the context of invasive pneumococcal disease.

In the first study, the performance of FTIR as a first-line tool for the
investigation of nosocomial outbreaks caused by extended-spectrum

B-lactamase-producing Klebsiella pneumoniae (Kp-BLEE) was

12



evaluated and compared with conventional epidemiology and whole-
genome sequencing (WGS) as the gold standard method. The results
demonstrated that FTIR showed a higher concordance with WGS than
conventional epidemiology, enabling the rapid inference of genomic
relatedness among isolates suspected of belonging to an outbreak and
the detection of “hidden” outbreaks, thereby reinforcing its value as a

rapid screening tool in situations where response time is critical.

The second study further explored the applicability of FTIR in the
investigation of nosocomial outbreaks as a rapid method for the
characterization of outbreaks caused by vancomycin-resistant
Enterococcus faecium (VREfm). The results obtained suggest that FTIR

provides clustering information comparable to WGS-based methods.

Taken together, the results of both studies demonstrate that FTIR can
be used as a first-line technique for the early characterization of
nosocomial outbreaks caused by certain multidrug-resistant
microorganisms, reserving WGS as a confirmatory tool providing

maximum resolution when required.

Finally, the third study addressed the usefulness of FTIR for the
determination of the capsular serotype of Streptococcus pneumoniae,
comparing its performance with the Quellung reaction. Invasive
isolates representative of multiple circulating serotypes were analysed
using both multivariate spectral analysis strategies and machine

learning algorithms. The results showed a good overall concordance

13



when using automated algorithms, with particularly high accuracy for
serotypes included in conjugate vaccines, highlighting the potential of
FTIR as a rapid and cost-effective tool for epidemiological surveillance

and monitoring of vaccine impact.

Overall, this thesis demonstrates that FTIR spectroscopy is a versatile
tool complementary to reference molecular techniques, providing
clear added value in the routine workflow of the clinical laboratory.
Its implementation allows for optimized real-time decision-making,
supports the early investigation and characterization of nosocomial
outbreaks, and enhances epidemiological surveillance of pathogens of
public health relevance, thereby consolidating its role as an emerging

technology in clinical microbiology.
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Listado de abreviaturas

BLEE: B-lactamasas de espectro extendido

CC: complejo clonal (clonal complex)

CDC: Centers for Disease Control and Prevention

cgMLST: core genome multilocus sequence typing

ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control

ENI: enfermedad neumocdcica invasiva

FTIR: espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier

HCA: analisis de conglomerados jerarquicos (hierarchical cluster

analysis)

ITU: infeccidn del tracto urinario

IRAS: infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria

LDA: analisis discriminante lineal (linear discriminant analysis)

MBL: metalo-B-lactamasa

MDR: multirresistente (multidrug resistant)

MLST: tipado de secuencias multilocus (multilocus sequence typing)

NGS: secuenciaciéon de nueva generacion (next generation

sequencing)

15



OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PCA: andlisis de componentes principales (principal component

analysis)

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain

reaction)

PFGE: electroforesis en gel de campo pulsado (pulsed field gel

electrophoresis)
ST: tipo de secuencia (sequence type)

VREfm: Enterococcus faecium resistente a la vancomicina

(vancomycin-resistant Enterococcus faecium)

wgMLST: tipado de secuencias multilocus del genoma completo

(whole genome multilocus sequence typing)

WGS: secuenciacién del genoma completo (whole genome
sequencing)
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1. Introduccion

1.1. Klebsiella pneumoniae

1.1.1. Historia y filogenética

El género Klebsiella incluye diversas especies, como
Klebsiella variicola  (descrita  por  Rosenblueth en  2004),
Klebsiella oxytoca (descrita por Fliigge en 1886) y Klebsiella aerogenes
(originalmente descrita por Hormaeche y Edwards en 1960 como
Enterobacter aerogenes, y reclasificada en 2017 por Tindall). Dentro de
este género, la especie de mayor relevancia clinica es

Klebsiella pneumoniae (1).

K. pneumoniae es una bacteria que forma parte del microbioma
intestinal de las personas sanas, aunque en determinadas
circunstancias puede comportarse como un patégeno oportunista.
En el dmbito hospitalario, se le atribuye hasta un tercio de las
infecciones causadas por bacterias gramnegativas (2), siendo
responsable de infecciones urinarias, neumonias, abscesos hepaticos,

bacteriemias, etc.

En la actualidad, se considera uno de los patdégenos mas preocupantes
a nivel mundial debido a su alta capacidad para desarrollar resistencia
a los antibidticos, lo que representa un riesgo para la salud publica

global.
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K. pneumoniae fue identificada por primera vez en 1875 por Theodor
Albrecht Edwin Klebs (3), microbidlogo aleman (1834-1913).
Aunque fue Klebs quien aislé la bacteria a partir de las vias
respiratorias de un paciente con neumonia (de ahi su nombre actual),
durante un tiempo se la conocié como “bacilo de Friedlander”, ya que
en 1882 se describié por primera vez por el microbidlogo Carl
Friedlander (1847-1887) (4). No fue hasta 1886 que se renombrd
Klebsiella en honor a Edwin Klebs (5). De acuerdo con la clasificacion
propuesta por lda @rskov en 1984, médica danesa (1922-2007),
K. pneumoniae se dividid en tres subespecies: Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae, Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae y
Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis (6). Con el apoyo de las
técnicas de WGS, se han identificado seis especies que comparten
entre un 95y 96% de similitud nucleotidica con Klebsiella pneumoniae,
y alrededor de un 90% con otras especies del mismo género (Figura 1),
conformando asi el complejo Klebsiella pneumoniae species complex
(KpSC) (7). Este complejo no cuenta con una clasificacion taxonémica
oficial y estd compuesto por siete especies (7,8): K. pneumoniae,
Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae,
Klebsiella variicola subsp. variicola, Klebsiella quasipneumoniae subsp.
similipneumoniae, Klebsiella variicola subsp. tropica,
Klebsiella quasivariicola 'y Klebsiella africana. Generalmente,
Klebsiella pneumoniae sensu stricto representa aproximadamente el

85% de los aislados identificados dentro del complejo KpSC (7).
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Figura 1: Arbol filogenético de genoma completo de Klebsiella pneumoniae. Se
muestran las relaciones filogenéticas entre K. pneumoniae y A) las especies del
complejo KpSC (en rojo), B) otras especies del género Klebsiella (en negro) y C)
la familia Enterobacteriaceae (en gris, abajo a la derecha). La barra de escala

0,02 representa la divergencia media estimada de nucleétidos. Extraido de (7).

Respecto a su genoma, K. pneumoniae contiene entre 5.000 y 6.000
genes distribuidos en un genoma de aproximadamente 5 a 6 millones
de pares de bases (7). De estos, alrededor de 1.700 genes se
encuentran en la gran mayoria de las cepas de la especie y conforman
el denominado genoma central o “core” que codifica principalmente
proteinas con funciones esenciales y que generalmente se encuentran

en el cromosoma bacteriano (7).
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El resto, entre 3.500 y 4.000 genes, constituyen el genoma accesorio o
variable, cuya presencia varia entre cepas, aportando caracteristicas
especificas no esenciales como la resistencia antimicrobiana, la
virulencia y la patogenicidad, que suele venir mayoritariamente
codificada en elementos moéviles (como los plasmidos, los
transposones, o los integrones). La mayoria de los genes de una cepa
pertenecen al genoma accesorio, lo cual implica que el pangenoma

(suma de genoma “core” y accesorio) sea extremadamente diverso

(9).

Tradicionalmente, los distintos linajes clonales de K. pneumoniae se
han identificado mediante esquemas de tipificacion multilocus de
secuencias (MLST, por sus siglas en inglés). Esta técnica se detalla mas
adelante en el apartado 1.5.3 de esta tesis. El esquema
correspondiente se publicé en 2005 (10) y establecid los 7 genes que
se analizan: rpoB, gapA, mdh, pgi, phoE, infB y tonB. A fecha de la
redaccién de esta tesis se han publicado mas de 8.000 ST de
K. pneumoniae (11). Algunos de estos ST tienen mayor importancia a
nivel de salud publica porque se relacionan con una mayor capacidad
para adquirir genes de resistencia. Estos se denominan cominmente
clones de alto riesgo o “high-risk clones”. Algunos de los high-risk

clones descritos a nivel mundial son el ST147, ST307 y ST392 (8,12,13).
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1.1.2. Caracteristicas y factores de virulencia

Klebsiella pneumoniae es una bacteria gramnegativa, capsulada,
inmovil y anaerobia facultativa (14), perteneciente al filo
Pseudomonadota, clase Gammaproteobacteria, orden
Enterobacterales y familia Enterobacteriaceae (15). A nivel
morfoldgico, se trata de un bacilo cuyo tamafio varia entre 0,6 y
6,0 um de longitud y entre 0,3 y 2,0 um de ancho (14). A nivel
bioquimico, se trata de un microorganismo con capacidad de
fermentar la lactosa, es catalasa positivo y citocromo-oxidasa negativo

(14).

Esta bacteria habita de manera ubicua en la naturaleza, se puede
encontrar en el suelo, en plantas, en animales y en humanos (1,14,16).
Dentro del humano, este microorganismo suele colonizar nasofaringe
y tracto digestivo, constituyendo parte de la microbiota humana

(7,16).

A nivel gendmico, K. pneumoniae se ha dividido clasicamente en dos
grandes linajes: las cepas hipervirulentas y las cepas
multirresistentes. Las primeras suelen ser portadoras de genes de
virulencia que les confieren mayor capacidad patogénica, mientras
que las segundas presentan una amplia variedad de genes de
resistencia antimicrobiana, lo que limita significativamente las

opciones terapéuticas disponibles. Histéricamente, ambos linajes se
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han considerado gendmicamente separados; sin embargo, estudios
recientes han evidenciado una convergencia progresiva entre
virulencia y resistencia, lo que plantea nuevos desafios clinicos y

epidemioldgicos (7).

Al igual que muchas otras bacterias que forman parte de la microbiota
humana, la interaccidon entre el hospedador y K. pneumoniae es
continua, dindmica y compleja (7). Como resultado de esta interacciodn,
K. pneumoniae puede comportarse como un microorganismo

colonizante o convertirse en un patégeno.

El porcentaje de colonizacién por K. pneumoniae en la poblacién se
desconoce con exactitud, ya que puede variar considerablemente
entre individuos e incluso dentro de un mismo individuo, debido a que
puede tratarse de una colonizaciédn transitoria. Lo que si han
demostrado algunos estudios es que la colonizacion difiere segun si se
adquiere a nivel comunitario o de si se trata de un paciente que lo
adquiere en el ambito hospitalario. Aunque los datos son
heterogéneos debido a las diferencias entre las cohortes estudiadas,
algunos estudios han estimado una tasa de colonizacion por K.
pneumoniae de aproximadamente un 5% en la comunidad (7,17) y

hasta un 20-25% en entornos hospitalarios (7,17,18).

La capacidad de K. pneumoniae para comportarse como patdgeno
suele estar relacionada con una alteracion en el equilibrio entre el

hospedador y la bacteria.
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En lo que respecta al hospedador, el sistema inmunolégico constituye
el principal factor determinante. Su eficacia puede verse
comprometida por diversas condiciones, como las edades extremas
(prematura o avanzada), determinadas comorbilidades (diabetes,
hepatopatia crénica, neoplasias, etc.), la inmunosupresiéon o la
presencia de infecciones concomitantes. Todas estas situaciones
debilitan la respuesta inmune, lo que facilita la transicion de
K. pneumoniae desde un estado de colonizacién hacia uno patégeno

(1,7,14,16,19).

Por otro lado, desde la perspectiva del patégeno, K. pneumoniae
cuenta con una serie de factores de virulencia que potencian su
capacidad patogénica. A continuacidon, se describen los mas
relevantes: la capsula, el lipopolisacarido (LPS), las adhesinas y los

sideroforos (Figura 2).
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Type 3 fimbriae

Siderophores:
Enterobactin # Fe3*
Yersiniabactin @ Fe3*

Type 1 fimbriae

Capsule (K1-K78)
LPS

Classical Kp

HypervirulentKp =

Siderophores:
Enterobactin  # Fe3*
Yersiniabactin @ Fe3*
Salmochelin A Fe3+
Aerobactin ® Fe3+

LPS

Hypercapsule

(K1 &K2) Type 1 fimbriae
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Figura 2: Factores de virulencia mas relevantes de K. pneumoniae. Se muestran
diferenciados para cepas clasicas en la parte superior y para cepas

hipervirulentas en la parte inferior. Extraido de (19).

A) Capsula: Componente extracelular compuesto principalmente por
un polisacdrido de cardcter acido, formado por repeticiones de
unidades que contienen entre tres y seis azlcares (14). Su sintesis
esta regulada por el locus cps (14,20). Desde 1926 se han utilizado
técnicas de serotipado para clasificar cepas de K. pneumoniae
mediante el estudio de sus antigenos capsulares, conocidos como
antigenos K (20,21). Estas técnicas dieron origen a la clasificaciéon
de las cdpsulas segun su tipo K (K-tipo). Sin embargo, estudios
posteriores han demostrado que el serotipado no ofrece un nivel
de resolucidn suficiente (22), por lo que se han desarrollado

métodos moleculares mas precisos, basados en el andlisis de genes
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ubicados en el extremo 5’ del locus cps. Esta aproximacion ha
permitido establecer una nueva clasificaciéon de capsulas segun el
tipo KL (KL-tipo). Hasta el afio 2024, se han descrito 79 K-tipos y
184 KL-tipos (22).

La capsula se considera el factor de virulencia mas importante ya
gue actla como un mecanismo de evasidn del sistema inmune del
hospedador (7,14,20,22). Este hecho es debido a que los
polisacaridos dificultan la fagocitosis por parte del sistema inmune
y mimetizan los azlcares presentes en el hospedador. Se ha
demostrado que ciertos K-tipos de capsulas son mas virulentas
debido a que presentan produccién de capsula mas gruesa, en
mayor cantidad y de caracteristicas mas mucosas (7,14,22).
Diversos estudios (14,19) han demostrado que las diferencias
fenotipicas observadas en estas cepas estan determinadas por los
genes reguladores de transcripciéon rmpA y rmpA2 (por sus siglas
eninglés, regulator of mucoid phenotype A), asi como por los genes
rcsA vy rcsB, implicados en la regulacion de la sintesis de la cdpsula
(del inglés regulation of capsule synthesis). A este tipo de cepas se
las denomina “hipervirulentas” en la literatura cientifica, mientras
gue al resto de cepas se las denomina “clasicas”. Diversos estudios
han demostrado que hay mayor prevalencia de infecciones por
cepas hipervirulentas en Asia (7,14,19,22). Ademds, se ha
observado un mayor porcentaje de portadores intestinales de

cepas hipervirulentas en personas de origen asiatico (7,23).
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B) Lipopolisacarido: Componente presente en la membrana celular

de las bacterias gramnegativas. Se conoce también como
endotoxina. Estd compuesto del antigeno O, un oligosacarido vy el
lipido A (Figura 3) y su sintesis estd mediada por los genes wb, waa

y Ipx, respectivamente (19).

El antigeno O se sitla en la zona mas externa del lipopolisacarido
(Figura 3) y contribuye en la evasion inmunitaria del hospedador al
inhibir la activacion del sistema complemento: dificulta la accion
de Clq (inhibe la activacidn de la via clasica del complemento) y la
accién de C3b (impide la formacién de poros liticos en la bacteria)

(14,19).

Los oligosacdridos son necesarios para la estructura y actividad del
lipopolisacdrido, ya que conectan el antigeno O con el lipido Ay
permiten el correcto ensamblaje. El lipido A se situa en la regidn
mas interna del lipopolisacarido (Figura 3). Se trata del ligando del
receptor tipo Toll 4, el cual estimula la respuesta inflamatoria ya
que desencadena la produccién de citoquinas y quimiocinas
proinflamatorias. A su vez, el lipido A protege al microorganismo

de la accidn de péptidos antimicrobianos (14,19).
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Figura 3: Componentes del lipopolisacarido y respectivas funciones. Extraido de
(19).

C) Fimbrias: Estructuras situadas en la parte externa de la cdpsula. En
K. pneumoniae, las fimbrias mejor estudiadas son las de tipo 1y
tipo 3.

Actuan como adhesinas permitiendo a la bacteria unirse a las
células humanas. Tienen especial relevancia en la invasién de
ciertos tejidos como el epitelio urinario o el epitelio pulmonar, asi

como en dispositivos médicos: catéteres, sondas urinarias,
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dispositivos de ventilacion mecdnica, etc. (14,19). La adhesion a
dispositivos médicos es el primer paso en la formacidn de biofilms:
comunidades bacterianas protegidas por una matriz extracelular
compuesta por proteinas y carbohidratos, que dificulta tanto la
accion del sistema inmunolégico del hospedador como la
efectividad de los antibidticos (24).

Respecto a las fimbrias de tipo 1, estan presentes en el 90% de
K. pneumoniae (25) y estdn formadas por dos subunidades: la
subunidad mayor FimA, con funcién estructural, y la subunidad
menor FimH, que actia como adhesina (Figura 4). Estas fimbrias se
unen a residuos de D-manosa presentes en las glicoproteinas de las
células del hospedador y desempefian un papel clave en las
infecciones del tracto urinario, ya que facilitan la invasion del
epitelio vesical (14,26). Aunque favorecen la adhesién vy
colonizacion, las fimbrias tipo 1 también favorecen la eliminacion
de la bacteria por parte del sistema inmunitario del hospedador: |a
subunidad FimH es reconocida por neutréfilos y macréfagos, lo

que desencadena su fagocitosis (19).
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Figura 4: Estructura y funciones de las fimbrias tipo 1 y tipo 3. Extraido de (19).

Por otra parte, las fimbrias tipo 3 estédn codificadas por el operén
mrkABCD y formadas principalmente por dos subunidades (Figura
4). MrkA, de funcidn estructural, y MrkD, responsable de la
adhesidn. Estas fimbrias estan presentes en practicamente todas
las cepas de K. pneumoniae y se unen especificamente a colageno
tipo IV y V (14,19). A diferencia de las fimbrias tipo 1, las fimbrias
tipo 3 no participan significativamente en las infecciones del tracto
urinario. Su principal implicacién clinica se da en las infecciones
respiratorias, especialmente en aquellas asociadas al uso de
ventilacién mecdnica. En este contexto, se ha observado que la
subunidad MrkA facilita la adhesién al material plastico de los
dispositivos médicos, mientras que MrkD se une a componentes
del epitelio bronquial (27). Asimismo, las fimbrias tipo 3 también
pueden activar la respuesta inmune del hospedador, al inducir la
produccién de especies reactivas de oxigeno por parte de los

neutrdfilos (19).
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D) Siderdforos: Al igual que en otras bacterias, el hierro es un

elemento esencial para el metabolismo de K. pneumoniae (28).
En condiciones normales, el hierro se encuentra unido a proteinas
transportadoras como la transferrina, por lo que su concentracién
libre en el plasma es muy baja. Durante una infeccién, el
hospedador intensifica esta restriccion secuestrando el hierro
como parte de la respuesta inmune innata, dificultando asi el
crecimiento bacteriano (28). Para contrarrestar esta respuesta, las
bacterias sintetizan moléculas quelantes de hierro Illamadas
sideréforos, que captan el hierro del hospedador de manera
competitiva a través de transportadores especificos (7,14). En
K. pneumoniae se han descrito cuatro moléculas principales que
actian como siderdforos (7,19): enterobactina, aerobactina,
salmoquelina y yersiniabactina (Figura 5). Sin embargo, estos
sistemas no estdn presentes en todas las cepas ya que se localizan
en elementos genéticos moviles adquiridos, como plasmidos o
islas integrativas y conjugativas (ICE), lo que permite su
diseminacion entre linajes. En particular, los genes ybt y clb se
localizan en el elemento ICEKp, el principal elemento movil
asociado a la virulencia de K. pneumoniae (29). Ademas, se han
desarrollado sistemas de tipado especificos mediante sequence
typing (ST) para los loci de siderdforos, como el sistema YbST para
la yersiniabactina y el sistema CbST para la colibactina (29). Por

otra parte, se ha propuesto un sistema de puntuacion “score” de la
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virulencia de las cepas de K. pneumoniae basado en la “presencia
acumulada” de los genes que codifican los sideréforos (30).

La enterobactina es el sideréforo con mayor afinidad por el hierro
entre los cuatro (19). Su sintesis esta regulada por el operén ent, y
su captacion es mediada por el transportador especifico FepA. Este
siderdforo constituye el principal sistema de adquisicién de hierro
en K. pneumoniae y se encuentra presente tanto en cepas clasicas
como en cepas hipervirulentas. Sin embargo, su actividad se ve
disminuida por la lipocalina-2 (31), una proteina sintetizada como
parte de la respuesta inmune del hospedador durante la infeccién.
K. pneumoniae puede disponer de los demads sideréforos cuya
actividad no se ve inhibida por la lipocalina-2 (31).

La aerobactina, por contraparte, es el sider6foro con menor
afinidad. Su sintesis esta regulada por el operén iuc, y su expresion
es poco comun en cepas clasicas. Sin embargo, se asocia de
manera frecuente con cepas hipervirulentas, ya que su
transportador especifico, lutA, se encuentra codificado en el
mismo plasmido que alberga el gen rmpA (responsable de la
sintesis de la capsula hipermucoide) (32).

La salmogquelina es una forma glucosilada de la enterobactina, lo
que le permite evadir la neutralizacion por parte de la lipocalina-2.
Su sintesis estd codificada por el operdn iro. Al igual que la

aerobactina, este siderdforo no suele estar presente en las cepas
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cldsicas y se asocia frecuentemente con cepas hipervirulentas

(Figura 2) (32). Su transportador especifico es IroN.

Finalmente, se encuentra la vyersiniabactina (descrita
originalmente en el género Yersinia spp.). Su sintesis esta regulada
por los genes ybt (33). La actividad de yersiniabactina se ve
disminuida en presencia de la transferrina del hospedador. Su

transportador especifico es YtbQ.

Yersiniabactin Aerobactin
@ Fe3t ® Fe3t

Transferrin

FepA “IroN

Lipocalin 2 _I
* Fe3+ AFedt
Enterobactin Salmochelin

Figura 5: Sistema de sideroforos y transportadores de hierro. Extraido de (19).

Ademas de los factores de virulencia previamente descritos, se han
identificado otros cuya relevancia aun no estd completamente
establecida y/o que no han sido caracterizados en tanta profundidad

(19). Por ello, en esta tesis se abordaran de manera mas breve:

E) OMPs (OQuter membrane proteins, proteinas de membrana

externa): Se han estudiado diversas, entre las que destacan la
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F)

G)

H)

proteina de membrana externa A (OmpA), la lipoproteina asociada
al peptidoglicano (Pal) y la lipoproteina mureina (LppA). Estas
proteinas contribuyen a la proteccion de la bacteria frente a la

respuesta inmune del hospedador (33).

Porinas: Las porinas actian como canales de entrada para diversas

moléculas, incluidos los antibioticos. En cepas productoras de BLEE
o carbapenemasas, se ha descrito una reduccion o incluso ausencia
en la expresién de porinas como OmpK35 y OmpK36 (33). Sin
embargo, ciertos estudios presentan resultados ambiguos y se
necesitan mas datos concisos para caracterizar mejor el papel que
desempeiian las porinas en diferentes contextos de resistencia a
los antibidticos (33).

Bombas de eflujo y transportadores: Entre las bombas de
expulsiéon identificadas en K. pneumoniae destaca AcrAB (14). Estas
bombas actian expulsando determinados compuestos
antimicrobianos (como los antibidticos) fuera de la bacteria,
reduciendo asi su eficacia. La presencia de AcrAB se ha asociado a
cepas multirresistentes (33).

Genes relacionados con el metabolismo de la alantoina: Se ha
identificado el gen allS, el cual permite a K. pneumoniae
aprovechar el nitrégeno disponible en el ambiente, favoreciendo

asi su supervivencia en condiciones adversas (34).
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1.1.3. Mecanismos de resistencia a B-lactdmicos

Al igual que otras enterobacterias pertenecientes a la misma familia,
los antibioticos mas cominmente utilizados para el tratamiento de las
infecciones causadas por K. pneumoniae son los B-lactamicos
(betalactamicos). No obstante, dependiendo del foco infeccioso,
también pueden emplearse otras alternativas, como las quinolonas,
aminoglucésidos, trimetoprima/sulfametoxazol (combinacién

conocida como cotrimoxazol), y fosfomicina, entre otros.

Los B-lactamicos representan la clase de antibidticos mas prescrita
frente a K. pneumoniae (35), debido a su elevada eficacia, buen perfil
de seguridad y por ser considerados el tratamiento de eleccién en la
mayoria de los casos (36). Por esta razén, en el presente trabajo se
abordardn exclusivamente los mecanismos de resistencia asociados a

esta familia de antibioticos.

Para comprender los mecanismos de resistencia a los antibidticos B-
lactamicos, hay que abordar primero su estructura y su mecanismo de
accion. Respecto a su estructura, los B-lactamicos se dividen en cuatro
grupos principales: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y
carbapenémicos. Todos ellos comparten la presencia de un anillo B-
lactamico en su estructura, aunque en el caso de los monobactamicos
este anillo no esta fusionado a un segundo anillo, a diferencia de los

demas grupos (Figura 6). Su mecanismo de accion se basa en la unién
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a las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs, por sus siglas en inglés),
lo que inhibe la sintesis del peptidoglicano, componente esencial de la
pared celular bacteriana. Esta inhibicidon altera la integridad de la

pared celular, lo que finalmente conduce a la lisis de la bacteria

(36,37).
o o . 0
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Figura 6: Estructura quimica de los antibioticos B-lactamicos. (1) Penicilinas; (2)

Cefalosporinas; (3) Carbapenémicos; (4) Monobactamicos. Extraido de (38).

Los mecanismos de resistencia a los antibidticos pueden clasificarse en
cuatro tipos principales (37): modificacion del sitio diana (como ocurre
con la alteracion de las PBPs), inactivacion del antibidtico mediante
enzimas, disminucion de la permeabilidad de la pared celular y
expulsién activa del antibidtico mediante bombas de eflujo. En el caso
particular de la resistencia a los B-lactdmicos, el mecanismo de
resistencia mas relevante es la inactivacion enzimatica, llevada a
cabo por las B-lactamasas, enzimas capaces de degradar el anillo B-

lactdmico e inactivar la accién del antibidtico (37) (Figura 7).
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Figura 7: Estructura del anillo B-lactamico e inactivacién de los B-lactamicos por

parte de las B-lactamasas. Modificado de (39).

Actualmente, se han caracterizado molecularmente mas de 11.000 -

lactamasas (40). Aunque existen diversas formas de clasificarlas, los

dos sistemas mas reconocidos son (41):

Clasificacion funcional de Bush-Jacoby-Medeiros: agrupa las B-
lactamasas en grupos del 1 al 4 segun su actividad enzimatica y

sensibilidad a inhibidores.

Clasificacion molecular de Ambler: divide las B-lactamasas en
cuatro clases (A, B, C y D) basdndose en su secuencia de
aminodacidos y su estructura molecular (Figura 8). Las B-lactamasas
de las clases A, C y D poseen un centro activo cuya actividad
enzimatica depende de un residuo de serina. En cambio, las B-
lactamasas de clase B requieren la presencia de iones de zinc en su

centro catalitico.
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Figura 8: Principales B-lactamasas segun la clasificacién de Ambler. El color indica
el espectro de hidrdlisis: en verde se representan las B-lactamasas que hidrolizan
penicilinas y cefalosporinas de primera generacién, en amarillo y naranja las B-
lactamasas que hidrolizan cefalosporinas de amplio espectro y en rojo las B-
lactamasas que hidrolizan los carbapenémicos, también Illamadas
carbapenemasas. Adaptado de (42).

En esta tesis se abordaran las B-lactamasas de mayor relevancia clinica
y epidemioldgica: las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y las

carbapenemasas.
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las primeras pB-lactamasas descritas fueron TEM-1 y SHV-1,
identificadas entre las décadas de 1960y 1970 (43,44). El nombre TEM
proviene de Temoneira, la paciente de quien se aislé por primera vez
una cepa productora de la enzima TEM-1 (44). Por otro lado, SHV
corresponde a las siglas en inglés de “Sulfhydryl Variable”, en
referencia a la variabilidad en la sensibilidad de la enzima a los
reactivos con grupos sulfhidrilo observada durante su caracterizacién

inicial (44). Ambas pertenecen a la clase A segun la clasificacién
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molecular de Ambler (Figura 8) (41). Estas enzimas tienen la capacidad
de hidrolizar penicilinas y cefalosporinas de primera generacién. En
particular, SHV-1 estd codificada de forma cromosdémica en
K. pneumoniae, se expresa constitutivamente y confiere a esta especie

una resistencia intrinseca a la ampicilina.

Con el transcurso del tiempo, a partir de la década de 1980,
comenzaron a surgir variantes de las enzimas TEM y SHV como
resultado de sustituciones aminoacidicas, las cuales les conferian la
capacidad de hidrolizar cefalosporinas de espectro mas amplio,
especialmente las de tercera generacién (44). Estas “nuevas” B-
lactamasas fueron denominadas B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) para diferenciarlas de las B-lactamasas “clasicas” de menor
espectro previamente descritas. A partir de 1989 se detectd la familia
de BLEE mas ampliamente diseminada a nivel mundial y que
predomina en la actualidad: las CTX-M (denominadas asi por su
capacidad para hidrolizar cefotaxima, y por haber sido inicialmente
identificadas en un paciente procedente de Munich). Aunque las
primeras BLEE derivaron de variantes TEM y SHV, a partir de los afios
2.000 las enzimas de la familia CTX-M comenzaron a reemplazarlas,

convirtiéndose en las BLEE mds predominantes en la actualidad (44).

Las principales BLEE se definen como enzimas pertenecientes a la
clase A de la clasificacion de Ambler (Figura 8), con capacidad para

hidrolizar cefalosporinas de espectro extendido y monobactamicos,
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son inhibidas por el 4cido clavulanico y no tienen actividad frente a las

cefamicinas y los carbapenémicos (44).

Desde su aparicion, las BLEE se han diseminado a nivel mundial y
actualmente son endémicas en enterobacterias. Esta situacion
reduce significativamente las opciones terapéuticas disponibles y
aumenta la morbimortalidad, ya que obliga al uso de tratamientos mas
restringidos. Por ello, representan un grave problema de salud publica
a escala global. De hecho, la OMS categoriza las enterobacterias
productoras de BLEE como “Critical group” en su “Priority Pathogens

List” publicada en 2024 (45).

Ademds, debido a su capacidad para desarrollar y diseminar
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos, en 2008 se propuso
incluir a K. pneumoniae dentro del acronimo ESKAPE (46,47). Este
grupo estd conformado por Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y Enterobacter spp., y agrupa a las bacterias con mayor
capacidad de adquirir y transferir mecanismos de resistencia, ademas
de ser responsables de la mayoria de las infecciones nosocomiales a
nivel mundial. Estas caracteristicas convierten a los ESKAPE en una de
las principales amenazas para la salud publica, debido a la dificultad
de tratamiento, la morbimortalidad asociada y el incremento de los

costes sanitarios (46).
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Segln datos del European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC), en el afio 2023, la incidencia de K. pneumoniae resistente a
cefalosporinas de tercera generacion en Europa fue del 34,8% (48). Los
diez paises europeos con mayor incidencia de K. pneumoniae
productora de BLEE fueron Bulgaria (81,5%), Grecia (75,6%), Rumania
(69,4%), Polonia (64,3%), Chipre (60,5%), Croacia (55,3%), ltalia
(55,2%), Eslovaquia (52,6%), Portugal (50,7%) y Republica Checa
(46,3%) (49).

En Espafia, desde el afio 2005 la tendencia ha sido creciente,
observdndose un aumento progresivo en la prevalencia de
K. pneumoniae productora de BLEE. Los ultimos datos disponibles a
fecha de redaccion de esta tesis son del 2023, observandose una
incidencia del 25,3% respecto a un total de 3.033 aislamientos clinicos

de K. pneumoniae (Figura 9) (49).
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Figura 9: Tendencia de la proporcién de aislados clinicos de K. pneumoniae
productores de BLEE en Espaia entre los afios 2005-2023. Se observa un
incremento progresivo, alcanzando un pico del 27,8% en 2021. Extraido de (49).

Finalmente, existen otras pB-lactamasas de espectro extendido
distintas a las tres familias principales mencionadas (CTX-M, TEM y
SHV) como las enzimas GES, PER o VEB (44). Debido a su baja
frecuencia y menor relevancia clinica, estas no representan un
problema relevante y, por ello, no seran abordadas en profundidad en

esta tesis.
Carbapenemasas

Las B-lactamasas con capacidad para hidrolizar carbapenémicos se
denominan carbapenemasas. Al hidrolizar los carbapenémicos, las
carbapenemasas representan una amenaza aun mayor a nivel
mundial que las BLEE, ya que los carbapenémicos se consideran

tratamiento de eleccidn frente a estas ultimas. Debido a su alto nivel
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de resistencia y su impacto clinico, las enterobacterias productoras de
carbapenemasas también se encuentran clasificadas como “Critical

group” en la “Priority Pathogens List” de la OMS (45).

Las carbapenemasas pueden pertenecer a las clases A, B o D del
sistema de clasificacién de Ambler (Figura 8). A diferencia de las BLEE
mas relevantes, que pertenecen a la clase A, la determinacién de la
clase de Ambler en las carbapenemasas tiene una relevancia clinica
mayor, ya que cada clase posee caracteristicas enzimaticas distintas
que determinan su sensibilidad o resistencia a ciertos antibioticos, lo
que resulta fundamental para seleccionar el tratamiento

antimicrobiano mas adecuado y eficaz en cada caso.

La primera carbapenemasa, denominada NmcA, se identificd en 1993
(50). Desde entonces, estas enzimas se han diseminado ampliamente y
han sido detectadas a nivel mundial, con una alta prevalencia en
regiones como el sudeste asiatico (especialmente India y Pakistan), la

cuenca mediterranea, Rusia, China y Estados Unidos (Figura 10) (51).
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Figura 10: Paises con mayor circulacién de carbapenemasas. Adaptado de (51).
Segun datos del ECDC (49), en el aifo 2023, los diez paises europeos
con mayor incidencia de K. pneumoniage productora de
carbapenemasas fueron Grecia (69,7%), Bulgaria (56,8%), Rumania
(52,8%), Chipre (33,6%), Croacia (27,6%), Italia (26,5%), Polonia
(18,1%), Portugal (13,1%), Eslovaquia (12,6%) y Letonia (6,4%).

En Espana, el porcentaje de aislados clinicos de K. pneumoniae
productora de carbapenemasas se ha mantenido mas bajo en
comparacion con el porcentaje de K. pneumoniae productora de BLEE.
Los ultimos datos disponibles a fecha de redaccidn de esta tesis son del
2023, observandose una incidencia del 4,3% respecto a un total de

3.033 aislamientos clinicos de K. pneumoniae (Figura 11).
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Figura 11: Tendencia de la proporcion de aislados clinicos de
Klebsiella pneumoniae productores de carbapenemasas en Espafa entre los
afios 2005-2023. Extraido de (49).

Dentro de las carbapenemasas de clase A, la familia mas
representativa es la KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase)
(Figura 8). Estas enzimas fueron identificadas por primera vez en 1996
en el noreste de Estados Unidos (52). Las KPC poseen una amplia
capacidad de hidrdlisis, ya que pueden inactivar la mayoria de los
antibiéticos B-lactamicos, incluidos carbapenémicos, cefalosporinas,
monobactdamicos y cefamicinas. Aunque se han detectado en diversas
bacterias gramnegativas, su presencia es especialmente relevante en
K. pneumoniae, que constituye la especie productora de KPC mas
prevalente a nivel mundial (52). Las cepas productoras de KPC suelen
presentar ademas multiples mecanismos de resistencia adicionales

como la pérdida de porinas, sobreexpresion de bombas de eflujo y
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produccién simultdnea de otras B-lactamasas (como las BLEE), lo que
las convierte en aislamientos multirresistentes y de dificil manejo
clinico (53). Desde su deteccidon en Estados Unidos, las enzimas KPC se
han diseminado a nivel mundial. En el contexto europeo, Grecia
destaca como uno de los paises con mayor prevalencia de cepas
productoras de KPC (54). En cuanto al tratamiento disponible en
nuestro entorno, se cuenta con combinaciones como

meropenem/vaborbactam o ceftazidima/avibactam.

Dentro de las carbapenemasas de clase B, las familias mads relevantes
son IMP (/Imipenemase), NDM (New Delhi metallo-8-lactamase) y VIM
(Verona Integron-encoded Metallo-8-lactamase) (Figura 8). La primera
carbapenemasa de clase B identificada fue una enzima de la familia
IMP, detectada en Japdn en 1988 en una cepa de P. aeruginosa (55).
Estas enzimas también son conocidas como metalo-B-lactamasas
(MBL), ya que su actividad catalitica depende de la presencia de un ién
de zinc en el centro activo. A diferencia de otras clases, su accidon no se
ve inhibida por los inhibidores cldsicos de B-lactamasas, pero si puede
ser bloqueada mediante agentes quelantes de metales, como el EDTA
(acido etilendiaminotetraacético) o el acido dipicolinico. Las metalo-3-
lactamasas tienen la capacidad de hidrolizar la mayoria de los
antibidticos B-lactamicos, incluidos carbapenémicos, cefalosporinas y
cefamicinas, con la excepcion de los monobactdmicos. Respecto al

tratamiento, puede emplearse aztreonam, dado que es un
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monobactamico, o la combinacion aztreonam/avibactam en caso de

qgue la MBL coexista con una BLEE.

e Respecto a las enzimas de la familia IMP, su presencia es
especialmente significativa en Asia, destacando en paises como
China y Japdn (55). No obstante, IMP no es la MBL mas frecuente
en K. pneumoniae, ya que se observa con mayor frecuencia en
otras especies, en particular en P. aeruginosa.

e En cuanto alas MBLs tipo NDM, la primera fue detectada en 2008
en un paciente procedente de Nueva Delhi. En la actualidad, su
presencia se ha extendido a nivel mundial, aunque se considera
endémica de paises como India, Pakistan y Bangladesh (56). En
K. pneumoniae, la NDM es la MBL mas frecuente, especialmente
en regiones donde su circulacién es endémica, como el sur de Asia.

e Finalmente, las enzimas tipo VIM fueron detectadas por primera
vez en 1997 en una cepa de P. geruginosa aislada en un hospital de
Verona, Italia (57). Al igual que las IMP, las MBLs VIM se identifican
con mayor frecuencia en otras bacterias como P. aeruginosa. No
obstante, en nuestro pais se han registrado varios brotes causados
por cepas de K. pneumoniae productoras de VIM, y un estudio ha
sefialado que el plasmido que codifica el gen VIM-1 parece ser

endémico de Espana (58).

Dentro de las carbapenemasas de clase D, la familia mas conocida es la
de las OXA-48-like (Figura 8). Estas enzimas se caracterizan por un

poder hidrolitico relativamente bajo en comparacion con otras clases




de carbapenemasas, lo que puede provocar que, aunque resulte
paraddjico, algunas cepas parezcan sensibles in vitro a los
carbapenémicos. Esta caracteristica puede dificultar su deteccion en
el laboratorio (59), ya que reduce la sospecha microbiolégica de su
presencia. La primera OXA-48 se detecté en Turquia en 2001 y
actualmente su diseminacién ha causado que sean de las
carbapenemasas mas frecuentes en Europa, Africa y Oriente Medio
(50). Concretamente, es la carbapenemasa mas frecuente en Espana
en K. pneumoniae segun un estudio publicado en 2023 (60). Como
tratamiento, en nuestro entorno se suele emplear

ceftazidima/avibactam.

1.1.4. Manifestaciones clinicas

Como se ha mencionado anteriormente, K. pneumoniage es una
enterobacteria que, al igual que otras especies de la familia
Enterobacteriaceae, coloniza de forma habitual el tracto
gastrointestinal humano. No obstante, bajo determinadas
circunstancias, incluyendo la inmunosupresién o la alteracién de
barreras anatdmicas, puede comportarse como un patégeno
oportunista e invasivo, siendo responsable de una amplia gama de
manifestaciones clinicas (19,61). En 2019, las infecciones causadas por

K. pneumoniae provocaron aproximadamente 790.000 muertes a nivel
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global con una tasa de 10,6 muertes por cada 100.000 habitantes,
posiciondandose como la quinta bacteria que causé mas muertes en el
mundo, solo por detrdas de Mycobacterium tuberculosis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Streptococcus pneumoniae

(62).

Existen diversos factores de riesgo que predisponen al desarrollo de la

infeccion. Entre ellos destacan:

e Las edades extremas, como neonatos o personas mayores, que
presentan respectivamente inmadurez inmunitaria e
inmunosenescencia.

e Las comorbilidades, especialmente enfermedades como la
diabetes mellitus y la cirrosis hepatica, que comprometen la
respuesta inmune del hospedador.

e Los estados de inmunosupresidn, ya sea inducida por tratamientos
inmunosupresores (por ejemplo, en pacientes con trasplante de
organo sélido) o adquirida, como en el caso del cancer o la

infeccidn por VIH.

La importancia clinica de las infecciones por K. pneumoniae ha
aumentado de forma considerable en las ultimas décadas, debido a la
aparicion de cepas productoras de BLEE o carbapenemasas, lo que
representa un desafio terapéutico importante debido a la limitada
eficacia de los antibidticos convencionales. Entre las diversas

manifestaciones que se pueden dar, las que mas destacan son:
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Infecciones del tracto urinario (ITU)

Las infecciones del tracto urinario (ITU) se encuentran entre las
infecciones bacterianas mads frecuentes y constituyen un motivo
comun de atencion médica. El riesgo de desarrollarlas esta
influenciado por multiples factores, entre los que se incluyen la edad,
el sexo, la presencia de comorbilidades vy las alteraciones anatémicas

de las vias urinarias, entre otros (63).

K. pneumoniae es la segunda causa mas comun de infeccién del tracto
urinario (ITU) después de E. coli (64), y es particularmente prevalente
en pacientes hospitalizados, sondados o inmunodeprimidos. En el
ambito nosocomial, K. pneumoniae representa alrededor del 23% de
las ITU (64), mientras que en la comunidad puede alcanzar el 7% (19).
No obstante, estos datos pueden variar y oscilar entre el 5y el 53%
segun el estudio consultado (65). A nivel mundial, las ITU causadas por
K. pneumoniae provocaron aproximadamente 38.700 muertes en
2019, con una tasa de 0,5 muertes por cada 100.000 habitantes (62).
Como otras bacterias uropatégenas, K. pneumoniae sigue un
mecanismo de patogénesis que implica la ascensidn desde el intestino
hacia la vejiga a través de la uretra (65). Una vez en la vejiga, la bacteria
se adhiere a las células del epitelio vesical mediante adhesinas, dando
lugar a la cistitis (ITU de vias bajas). Entre las adhesinas mads
importantes de K. pneumoniae destacan las fimbrias tipo 1, las cuales
también favorecen la formacién de biofilms. Esta capacidad es

especialmente relevante en pacientes que utilizan dispositivos
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urinarios, como sondas o catéteres, ya que los biofilms facilitan la
persistencia de la infeccion y dificultan su erradicacién. En algunos
casos, la infeccidn puede progresar por via ascendente hacia los
rifiones a través de los uréteres, provocando una pielonefritis (ITU de
vias altas). Si la infeccidon no se controla, puede avanzar hacia etapas
mas graves. En primer lugar, la bacteria puede llegar al torrente
sanguineo y causar una bacteriemia. Si a esto se suma una respuesta

inmune sistémica del organismo, puede desarrollarse una sepsis (63).
Neumonias

Tal y como se menciond en apartados anteriores, K. pneumoniae fue
inicialmente aislada en pacientes que fallecian a causa de neumonias
adquiridas en la comunidad. Estas infecciones eran conocidas en aquel
entonces como la “neumonia de Friedlander” (66). K. pneumoniae
representa una causa de neumonia tanto en el dmbito comunitario
(adquirida fuera del entorno sanitario) como en el hospitalario o
nosocomial (adquirida durante la estancia hospitalaria). Sumando
ambos tipos de neumonia, se estima que en 2019 hubo 276.000
muertes a nivel global, con una tasa de 3,8 muertes por cada 100.000
habitantes aproximadamente (62). Las neumonias comunitarias son
menos frecuentes en Europa y América, representando entre el 3 y el
5% de los casos (19). Sin embargo, su prevalencia es significativamente
mayor en algunas regiones de Asia, donde pueden alcanzar hasta el
15% de los casos (19,67). Esta diferencia geografica se atribuye,

probablemente, a la mayor presencia de cepas hipervirulentas en
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dichas regiones. Diversos estudios han demostrado una mayor
prevalencia de cepas con capsulas hipermucoides y sobreexpresiéon de
los genes rmpAy rmpA2 en Asia (7,14,67). Las neumonias causadas por
estas cepas hipervirulentas pueden evolucionar hacia formas graves
de la enfermedad, como necrosis pulmonar, formacién de abscesos o
neumonias necrotizantes, que con frecuencia requieren ingreso en

unidades de cuidados intensivos (66,67).

Las neumonias nosocomiales causadas por K. pneumoniae, por otro
lado, se presentan con mayor frecuencia, representando hasta el 12%
de los casos de neumonias nosocomiales (64). De hecho, dentro de las
infecciones nosocomiales, la neumonia es la segunda mas comun, solo
por detras de las infecciones del tracto urinario. Este tipo de neumonia
suele desarrollarse en pacientes inmunocomprometidos, con
hospitalizaciones prolongadas o que requieren soporte respiratorio,
como la intubacién. La hospitalizacion favorece la sustitucion de la
microbiota orofaringea habitual, compuesta principalmente por
bacterias grampositivas, por especies gramnegativas, como
K. pneumoniae. Ademas de la colonizacidn, hay una disminucién de los
mecanismos de defensa pulmonar (disminucidon del aclaramiento
mucociliar, presencia de microaspiraciones, etc.) que favorece el
desarrollo de neumonia (68). Finalmente, la presencia de dispositivos
respiratorios facilita la adhesion bacteriana a los materiales a través de
adhesinas, como las fimbrias tipo 3, lo que favorece la formacién de

biofilms y dificulta su erradicaciéon. La neumonia nosocomial conlleva
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importantes consecuencias clinicas (elevada mortalidad), asistenciales
(prolonga la estancia hospitalaria y dificulta el manejo del paciente) y

econdmicas.
Abscesos hepaticos

Los abscesos hepaticos son causados principalmente por cepas
hipervirulentas (7,14,69,70), capaces de generar abscesos pidgenos
incluso en individuos previamente sanos, sin enfermedad hepatica
subyacente (7,70). Estas infecciones, tipicamente de origen
comunitario, fueron descritas por primera vez en Asia (69,70), donde
su incidencia ha aumentado notablemente, especialmente en varones
diabéticos. Actualmente, representan la principal causa de abscesos
hepaticos en esta regién (70), aunque también se han reportado casos
en Estados Unidos (69). Una vez instaurado el absceso, estas cepas
tienen una alta capacidad de diseminacién metastasica, lo que puede
dar lugar a complicaciones graves como endoftalmitis, meningitis,

celulitis o fascitis necrosante (70).
Bacteriemia y sepsis

Una de las consecuencias mas graves de la infeccion por
K. pneumoniae es su diseminacion a través del torrente sanguineo, lo
gue puede derivar en una bacteriemia. K. pneumoniae constituye la
segunda causa mas frecuente de bacteriemia por bacilos
gramnegativos, solo por detras de E. coli (64,71), y representa

aproximadamente el 8% de todos los casos de bacteriemia. La
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mortalidad asociada oscila entre el 27% y el 37% (19), aunque varia
ampliamente en la literatura, con cifras entre el 11% vy el 81% debido a
diferencias metodoldgicas entre los estudios (71). En 2019, hubo
265.000 muertes globales asociadas a bacteriemia con una tasa de
3,5 muertes por cada 100.000 habitantes (62). Entre los factores
asociados a una mayor mortalidad se encuentran la edad avanzada, la
presencia de neoplasias, la enfermedad hepatica y el uso de
tratamiento antibidtico empirico inadecuado (72). Este ultimo aspecto
cobra especial relevancia en el contexto del aumento global de cepas
productoras de BLEE y carbapenemasas, que dificultan la eleccién de
un tratamiento antimicrobiano eficaz desde el inicio. Algunos estudios
han demostrado que la mortalidad asociada a una bacteriemia
causada por cepas productoras de carbapenemasas es hasta cuatro
veces mayor en comparacion con las bacteriemias ocasionadas por

cepas no productoras (71,72).
Sepsis neonatal

La sepsis neonatal es una causa importante de morbilidad y mortalidad
en recién nacidos (73). La incidencia de sepsis neonatal se estima en
aproximadamente 17 casos por cada 1.000 recién nacidos, lo que
equivale a cerca de 6.700 muertes neonatales al dia a nivel mundial
(74). K. pneumoniae es uno de los principales agentes etiolégicos de
sepsis neonatal, por detrds de E. coli (73-75). Entre los principales
factores de riesgo se encuentran la corioamnionitis, la ruptura

prematura de membranas, la prematuridad y el bajo peso al nacer
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(73). Diversos estudios han demostrado que esta infeccidén se asocia
con mayor frecuencia a paises en vias de desarrollo, especialmente en

regiones como Africa y el sur de Asia (74,75).
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1.2. Streptococcus pneumoniae

1.2.1. Historia

Los estreptococos son bacterias grampositivas que deben su nombre
a la morfologia en cadena o en parejas al observarse a través del
microscopio. Existen diferentes especies de estreptococos que forman
parte de la microbiota normal en seres humanos y otras tienen
importancia en determinados procesos industriales como los de la
industria alimentaria (76). No obstante, en este género también se
encuentran diversas especies asociadas a patologias humanas de
importancia, entre los que destacan Streptococcus pyogenes,

Streptococcus pneumoniae y Streptococcus agalactiae.

Existen diversos sistemas de clasificaciéon dentro del género
Streptococcus. Histdricamente, uno de los primeros métodos se
basaba en la hemdlisis que las bacterias producen al crecer en placas
de agar sangre (77). Este sistema permite clasificar los estreptococos

en tres grupos (Figura 12):

e a-hemoliticos: Producen una lisis incompleta de los gldébulos rojos,
generando un halo verdoso alrededor de las colonias. En este
grupo se encuentran S. pneumoniae y Streptococcus viridans, entre

otros.
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e B-hemoliticos: Provocan una lisis completa, generando un halo
transparente alrededor de las colonias. En este grupo se

encuentran S. pyogenes y S. agalactiae, entre otros.

e y-hemoliticos: No generan hemolisis. En este grupo se

encuentran Streptococcus bovis, entre otros.

Hemolisis

Y b\

=

alfa beta gamma
hemdlisis hemdlisis sin
parcial completa hemodlisis

Figura 12: Clasificacion de los estreptococos en funcién del grado de hemdlisis en
agar sangre. Adaptado de (78).

Posteriormente, en 1933, la microbiéloga Rebecca Craighill Lancefield
(1895-1981) introdujo otro sistema para clasificar los estreptococos: la
clasificacion de Lancefield. Esta clasificacion se basa en la presencia de

antigenos especificos en los carbohidratos de la pared celular (79),
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permitiendo diferenciar a los estreptococos en grupos serolégicos

designados con letras (A, B, C, etc.).

S. pneumoniae, conocido también como neumococo, fue descubierto

en 1881 por dos cientificos de manera simultanea e independiente:

e George Miller Sternberg (1838-1915), médico del Ejército de los
Estados Unidos, aislé a S. pneumoniae en la sangre de conejos tras
inyectarles su propia saliva y lo denomind inicialmente como
Micrococcus pasteuri (80).

e Louis Pasteur (1822-1895), quimico francés, realizé un
experimento similar y aisld S. pneumoniae en la sangre de conejos
tras infectarlos con saliva de nifos fallecidos. Lo denomind

inicialmente como microbe septicémique de la salive (80).

Aunque inicialmente S. pneumoniae fue denominado con nombres
distintos por cada investigador, ambos coincidieron en la descripcién
de un diplococo patégeno humano y con morfologia ovalada y
lanceolada. A partir de 1886, se empezd a denominar “pneumococcus”
por el médico aleman Julius Albert Fraenkel (1864-1938) ya que lo
aislaba frecuentemente en pacientes con neumonia (80). A partir de
1920 algunos estudios se referian a esta especie como Diplococcus
pneumoniae (81). Finalmente, a partir de 1974 se denomind

Streptococcus pneumoniae de manera oficial, adoptando la propuesta

del cirujano Albert Theodor Billroth (1829-1894) a partir del griego
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antiguo (streptds-kokkos: cadenas de cocos) al descubrirlos en

pacientes con erisipela o en heridas infectadas (82).

1.2.2. Caracteristicas y factores de virulencia

S. pneumoniae es una bacteria grampositiva, anaerobia facultativa y
pertenece al filo Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales y familia
Streptococcaceae (83). Es un estreptococo a-hemolitico que no es
agrupable segun la clasificacion Lancefield (83). Se caracteriza
bioquimicamente por su sensibilidad a la optoquina, lo que permite
diferenciarlo de otros estreptococos a-hemoliticos (83). Su genoma
tiene un tamafo que oscila entre 2,1y 2,3 millones de pares de bases,
con un genoma “core” de alrededor de 1,5 millones de pares de bases

(84), y contiene alrededor de 2.200 genes (83).

Este microorganismo coloniza el tracto respiratorio superior, con
mayor incidencia en nifios (83,84). Se estima que entre un 5-10% de
poblacién adulta y un 20-40% de poblacidn pediatrica son portadores
asintomaticos (85). El fendmeno de la colonizacidon precede a la
respuesta inmune por parte del hospedador. Por ese motivo, el estado
portador suele disminuir con la edad, ya sea por haber sido expuesto al
microorganismo o por la inmunizacion mediante las vacunas (84,85).

Posteriormente a la colonizacidn, la alteracion del equilibrio entre

58



S. pneumoniae y el hospedador puede dar lugar a la infeccion, siendo

la enfermedad neumocadcica invasiva (ENI) la de mayor mortalidad.

En el proceso de infeccidn, el neumococo posee diversos factores de
virulencia que le permiten invadir tejidos estériles y pasar de
colonizador a agente infeccioso. Entre los principales se encuentran: la
capsula polisacarida, la neumolisina, los acidos teicoicos/lipoteicoicos,
las proteinas de uniéon a la colina, las proteinas LPXTG y las

lipoproteinas. Se describen en detalle a continuacidn:
A) Capsula polisacarida

Se trata de una estructura compuesta por polisacaridos ramificados,
cuyos esqueletos estan formados por unidades repetidas de entre uno
y seis monosacaridos (86). Los genes responsables de la sintesis de la
capsula estan localizados en el locus cps, situado en la regién del
genoma comprendida entre los genes aliA y dexB (84). En la parte
inicial de este locus se localizan los genes cpsABCD, que participan en

la regulacién de dicha sintesis.

Desde los primeros estudios realizados en 1970, ya se consideraba que
la cdpsula es el principal e indispensable factor para la virulencia de S.
pneumoniae. Esta contribuye a procesos claves en la patogénesis de S.

pneumoniae que se detallan a continuacion (86):

e Permite evadir la accién de los residuos de acido sialico presentes

en el epitelio nasal, favoreciendo la posterior colonizacién.
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e Reduce la accion de las inmunoglobulinas y el sistema

complemento del hospedador.

e Reduce la opsonizacién interfiriendo en el reconocimiento de los

fagocitos.

e Evade el sistema inmune mediante fendmeno “capsule switch”;
S. pneumoniae adquiere material genético de otros neumococos y
los incorpora en su propio genoma mediante recombinaciones.
Este proceso se ve favorecido por la presencia de secuencias de
insercion que flanquean el locus cps, facilitando su movilizacién e

integracion.

Las diferencias en la composicion y estructura de la capsula
polisacarida determinan los serotipos capsulares. Actualmente,
existen dos sistemas de nomenclatura para los serotipos: la americana
y la danesa, siendo la danesa la mas empleada ya que es la adoptada
por la OMS. Hasta la fecha, hay mas de 100 serotipos diferentes

caracterizados (84,87).

Los distintos serotipos presentan distinta capacidad invasiva y de
evasion inmunitaria (86). Segun el ultimo informe del ECDC publicado
en 2025, los serotipos mas prevalentes causantes de la ENI en Europa
sonel 3,4,6C, 8, 9N, 11A, 15A, 19A, 22F, 23A y 23B (88). En conjunto,
estos once serotipos causaron el 73,9% de los casos de ENI notificados
en 2022 en Europa (88). En un estudio realizado en Cataluiia entre los

afios 2018 y 2022, con una cohorte de 220 casos de ENI, los serotipos
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mas prevalentes fueron el 3, 8, 10A, 19A, 23B y 24F, destacando el

serotipo 3 como el mas frecuente (Figura 13).
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Serotipo

Figura 13: Distribucién de serotipos observados en la cohorte de Catalufia desde

2018 a 2022. Extraido de (89).

Por otro lado, se han descrito cepas con mayor propensién a causar
meningitis, aunque varian segun pais y cobertura vacunal de cada
region. Segun un estudio publicado en 2020 en Madrid, los serotipos
mas frecuentemente asociados a casos de meningitis fueron 10A, 11A,

19F, 23A, 23B, 24F y 35F (90).

Finalmente, se han descrito serotipos que presentan mayor resistencia
a determinados antibidticos. Segun un estudio realizado con cepas de
neumococo en Barcelona, los serotipos mas frecuentemente

asociados a resistencias a B-lactdmicos fueron el 9V, 11Ay 14 (91).
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Existen diversas técnicas para determinar el serotipo capsular de

S. pneumoniae:

1. Reaccion de Quellung: También denominada reaccion de
Neufeld, descrita por Friedrich Neufeld, se basa en la reaccion
gue ocurre al poner en contacto la bacteria con un antisuero
gue contiene anticuerpos especificos frente a un determinado
serotipo capsular, lo que provoca un hinchazén capsular visible
en un microscopio de contraste (de ahi el nombre Quellung,
que significa hinchazén en aleman). Se trata del método gold
standard por su sensibilidad y especificidad. No obstante, es
laboriosa, requiere la disponibilidad de todos los antisueros y
de personal técnico cualificado, por lo que se limita a centros

de referencia (92-94).

2. PCR Multiplex: Se amplifican genes del locus cps mediante una
reaccidon en cadena de la polimerasa. Los Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) disponen de un protocolo
estandarizado (95) que, posteriormente, se ha ido optimizando
por distintos autores (93,94). Es un método rapido, pero con
menor poder discriminativo y menor especificidad que el
Quellung ya que no detecta todos los serotipos y puede dar
reacciones cruzadas con otros estreptococos a-hemoliticos
(95).

3. Amplificacion y secuenciacion del gen cpsB: Este método es

similar al anterior, pero se amplifica inicamente el gen cpsB y




se compara su secuencia con una base de datos de referencia.
Fue establecido en 2012 (96) y es un método simple vy
econdmico. Sin embargo, es un método poco preciso ya que la
base de datos de GenBank de referencia no se encuentra
revisada ni validada (92).

WGS: Son las técnicas con mayor poder resolutivo para el
serotipado, ya que permiten detectar todos los serotipos
descritos mediante el andlisis del genoma bacteriano
completo. Asimismo, posibilitan la identificacién de serotipos
potencialmente nuevos mediante el analisis informatico de Ia
secuencia del locus cps, que podrian no ser detectados
mediante técnicas como la PCR multiplex (al depender estas
del uso de cebadores dirigidos a secuencias especificas
previamente conocidas) (97). En la literatura se han descrito
programas bioinformaticos validados para el serotipado de
S. pneumoniae como PneumoCAT y SeroBA (97,98). Aunque
hay paises como el Reino Unido que han reportado buena
experiencia con WGS (99), es una metodologia costosa que
requiere de recursos computacionales, conocimientos
experimentales y bioinformaticos, y que suele tener un mayor
tiempo de respuesta. El conjunto de limitaciones hace que, en
general, esta técnica no sea implementada en la rutina de los

laboratorios clinicos de microbiologia para este fin (98).
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B) Neumolisina

Se trata de una citolisina dependiente del colesterol presente en la
membrana de las células del hospedador. Se encuentra presente en
todas las cepas de S. pneumoniae y su sintesis se regula por el gen ply
(84). A nivel estructural, estd compuesta por cuatro dominios,
nombrados de D1 a D4 (100,101). Una vez que la neumolisina se une a
la membrana plasmatica, entre 30 y 50 mondmeros se ensamblan para
formar complejos oligoméricos que generan poros transmembrana en
la bicapa lipidica (Figura 14). La formacién de estos poros provoca un
desequilibrio idnico, lo que conlleva disfuncién mitocondrial y la

muerte celular (100-102).

Pneumolysin monomer

Streptococcus pneumoniae Pneumolysin oligomer Pore structure of
pneumolysin

Figura 14: Mecanismo de accion de la neumolisina. Adaptado de (103).

Mediante el mecanismo descrito, la neumolisina contribuye en la

patogénesis del neumococo favoreciendo la adherencia y colonizacién
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del epitelio nasofaringeo y la aparicion de infecciones locales.
Asimismo, al inducir la disrupcion de las barreras epiteliales vy
endoteliales facilita la diseminacidn sistémica del microorganismo y el

desarrollo de infecciones invasivas (101).
C) Acidos teicoicos y lipoteicoicos

Ambos tipos de acidos desempefian una funcién estructural vy
contienen residuos de colina en forma de fosforilcolina (104). Estos
residuos resultan esenciales para la unién no covalente de diversas
proteinas de superficie que contribuyen a la adherencia y a la evasién
inmune del neumococo (84) (véase el apartado D a continuacion).
Adicionalmente, se ha demostrado que la fosforilcolina de la superficie
celular de S. pneumoniae se une al receptor del factor activador de

plaquetas, induciendo asi la respuesta inflamatoria (84).
D) Proteinas de union a la colina

Estas proteinas de superficie se encuentran ancladas en la pared
celular mediante la interaccién con los residuos de colina de los acidos
teicoicos (84). Por este motivo, se conocen como proteinas de unién a
la colina (en inglés, choline-binding proteins, CBPs). Cumplen funciones
clave en la adhesidn y evasion inmune. Entre las mas relevantes se
encuentran la proteina PspC (también denominada CbpA), la PspAy las

hidrolasas LytA, LytC y CbpD (84,105) (106) (107).
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E) Proteinas LPXTG

Se trata de proteinas de superficie que contienen motivos LPXTG
(leucina, prolina, un aminodcido variable, treonina y glicina) en su
dominio C-terminal. Son enzimas que reconocen dicho motivo vy
catalizan la uniéon covalente de estas proteinas al peptidoglicano de la
pared celular bacteriana (84). Entre las proteinas LPXTG mas
relevantes se encuentran la neuraminidasa NanA, que facilita la
adhesion del neumococo al epitelio respiratorio mediante la
eliminacion de residuos de acido sidlico de la superficie celular del
hospedador y las proteinas RrgA, RrgB y RrgC, que actian como
adhesinas y favorecen la colonizacidn y la invasién endotelial (84,108).
Concretamente, RrgA contribuye a la uniéon del neumococo al
endotelio de la barrera hematoencefdlica y facilita la entrada del

microorganismo al sistema nervioso central (108).
F) Lipoproteinas

Actuan como proteinas transportadoras que participan en la captacion
de nutrientes y contribuyen a la invasion epitelial (84,109). A su vez,
son reconocidas por los receptores TLR2 de los macréfagos, lo que

desencadena una respuesta inmune por parte del hospedador (109).
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1.2.3. Clinica

En la actualidad, S. pneumoniae es responsable de mas de 300.000
muertes anuales en nifios menores de cinco afios, asi como de mas de
690.000 muertes en adultos mayores de 70 afios a nivel mundial (110).
Se estima que en 2016 fue responsable de cerca de 1,2 millones de
muertes (84). En 2019, S. pneumoniae fue la cuarta bacteria que
causé mas muertes a nivel global, solo por detras de M. tuberculosis,
S. aureus y E. coli (62). Gran parte de esta mortalidad se debe a las
formas invasivas de la ENI, manifestadas como neumonia, sepsis o
meningitis. En 2019, S. pneumoniae fue el patégeno asociado con el

mayor nimero de muertes en menores de 5 afos (62).

Los factores de riesgo que predisponen a desarrollar una infeccion

grave por neumococo son (84):
e Edad menor a 5 afios o edad superior a 65 afios.

e Inmunosupresion debido a inmunodeficiencias congénitas o
adquiridas (neoplasias, virus de la inmunodeficiencia humana,

etc.).

e Presencia de comorbilidades: destacan la diabetes (111), las
enfermedades pulmonares crénicas, las hepatopatias y la

enfermedad renal cronica.
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e Infecciones virales previas: destaca la infeccion previa por el virus
de la gripe A, ya que dana el epitelio pulmonar, reduce el
aclaramiento mucociliar y disminuye la capacidad de respuesta del

sistema inmune (112).

En Europa, se reportaron 17.700 casos de ENI en 2022, habiendo 13,4
casos por cada 100.000 habitantes en menores de un afio y 12,6 casos
por cada 100.000 habitantes en mayores de 65 afios (88). En la Figura
15 se detalla la incidencia de ENI en Catalufia de 2018 a 2022.

14 12,9

12 11,4

10

Incidencia de ENI

2018 2019 2020 2021 2022

Figura 15: Incidencia de ENI en Catalufia en menores de 18 afios por cada
100.000 habitantes. Se observa un descenso significativo en los afios 2020 y
2021, coincidiendo con la pandemia de COVID-19, probablemente como
resultado de las medidas de aislamiento y uso de mascarillas. Extraido de (89).

Con respecto a los cuadros clinicos producidos por el neumococo, al
tratarse de un patégeno oportunista, puede causar un amplio espectro

de enfermedades. Dichos cuadros comprenden desde infecciones
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locales leves (como otitis o conjuntivitis) hasta formas graves, como

neumonias o meningitis (Figura 16).
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Figura 16: Colonizacidn, transmision y cuadros clinicos principales que puede
producir S. pneumoniae. Extraido de (108).




Infecciones del tracto respiratorio superior

Las infecciones del tracto respiratorio superior constituyen las formas
mas frecuentes de enfermedad neumocdcica no invasiva y suelen
originarse por extension local desde |la nasofaringe tras la colonizacion

previa, incluyendo principalmente la otitis media y la sinusitis.

La otitis media es una de las principales causas de consulta pediatricay
se manifiesta habitualmente con dolor otoldgico, fiebre, otorrea e
irritabilidad. Aunque existen otitis de etiologia viral, dentro de las
etiologias bacterianas representa el agente etioldgico mas frecuente,
representando unos 300 millones de casos anuales a nivel mundial
(113,114). En casos de progresion, la infeccion puede extenderse a
estructuras adyacentes y dar lugar a complicaciones como mastoiditis

0 meningitis.

En cuanto a la sinusitis (denominada también rinosinusitis), se define
como una inflamacion de los senos paranasales y se caracteriza por
presentar una congestion nasal, rinorrea, dolor facial y halitosis (115).
Aunque la etiologia suele ser viral, el neumococo es uno de los
principales agentes implicados en las sinusitis de etiologia bacteriana.
Suelen ser infecciones leves, pero pueden originar complicaciones
orbitarias o intracraneales debido a la proximidad anatémica con estas

estructuras (116).
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Neumonia

Es la forma mas prevalente de ENI. En adultos, el neumococo
constituye la principal causa de neumonia adquirida en la comunidad
(111). Las neumonias adquiridas en la comunidad (NAC) representan
una importante carga de morbimortalidad en la poblacién; en 2017,
las neumonias por neumococo causaron mas de 1 millén de muertes
(117). En Europa, un metaanalisis ha atribuido al neumococo una
proporcién significativa de las neumonias comunitarias, tanto en los
casos tratados de forma ambulatoria como en aquellos que requieren

hospitalizacién o ingreso en unidades de cuidados intensivos (118).

Diversos estudios han demostrado una asociacion entre infecciones
virales, como la gripe o la COVID-19, y el desarrollo de neumonia
neumocécica, siendo la coinfeccidn viral un importante factor de
riesgo (111). Estas infecciones virales reducen el aclaramiento
mucociliar, exponen los receptores celulares (la neuraminidasa viral
remueve los residuos de acido sialico de las células), exacerban la

inflamacién y reducen la respuesta inmune (112).
Bacteriemia

S. pneumoniae se encuentra entre los 10 principales microorganismos
causantes de bacteriemias a nivel mundial (119). Una vez que el
neumococo invade el torrente sanguineo puede desencadenar una
disfuncién multiorganica y/o hemodindmica dando lugar a un cuadro

de sepsis (120).
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A nivel global, se estima que en 2019 hubo unas 125.000 bacteriemias
causadas por S. pneumoniae en conjunto con una tasa de mortalidad
de 1,6 muertes por cada 100.000 habitantes (62). En Cataluia, de una
cohorte de 220 casos de ENI producidas entre 2018 a 2022, hubo 29
casos de bacteriemias (13,2% de los casos) (89) mientras que otros

estudios reportan una incidencia de hasta el 30% (121).
Meningitis

A pesar de las estrategias vacunales existentes, S. pneumoniae
continua siendo la primera causa de meningitis bacteriana a nivel
mundial (122-124). Es una de las formas mads graves de la ENI (la
mortalidad de los casos es alrededor de un 20%) y se estima que tiene
una incidencia anual de 300.000 casos a nivel mundial con una
mortalidad asociada de 40.000 muertes en el afio 2017 (123,124).
En un estudio nacional publicado en 2020 con 639 casos de ENI, las
meningitis neumocacicas representaron el 11,4% de los casos y los
serotipos mas frecuentemente detectados fueron el 3, el 8 y el 24F

(125).

La invasidén al sistema nervioso central ocurre a través de la barrera
hematoencefalica, generalmente desde los vasos meningeos o
corticales, y participan diversas proteinas (CbpA, neumolisina y RrgA),
receptores endoteliales especificos (plgR y PECAM-1), citoquinas

inflamatorias y diversas interleucinas (Figura 17) (122,124).
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Figura 17: Endocitosis de S. pneumoniae al sistema nervioso central gracias a sus

diferentes factores de virulencia y receptores asociados. Adaptado de (124).

A finales del siglo XIX, en determinados pacientes se observaba una
concurrencia de neumonia, meningitis y endocarditis. Esta asociacién
fue descrita inicialmente por el anatomista austriaco Richard L. Heschl
(1824-1881), lo que hizo que se llamase Sindrome de Austrian en su

honor (121).
Otras infecciones invasivas

Ademas de estas manifestaciones invasivas descritas, el nheumococo
ha sido implicado, aunque menos frecuentemente, en endocarditis,

peritonitis y artritis séptica (121).

e Endocarditis: Representan entre el 1 y el 3% de las endocarditis

infecciosas (126,127). En la mayoria de los casos, se presentan en
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el contexto de una neumonia o una meningitis (Sindrome de
Austrian) (126,127).

e Peritonitis: Suelen presentarse en pacientes con patologia
hepatica de base, especialmente en aquellos con cirrosis hepatica,
y generalmente se manifiestan como peritonitis primarias
(translocacion bacteriana desde el lumen gastrointestinal hacia las
cavidades extraintestinales). Representan alrededor del 3% de

peritonitis primarias (128).

e Artritis séptica: Representa alrededor del 2 al 8% de los casos de
artritis séptica (129,130). La mayoria de las artritis neumocécicas
tienen un origen hematégeno, es decir, no se deben a una
inoculacion directa en la articulacion. Por esta razon, las guias
clinicas recomiendan investigar la presencia de un foco primario
gue haya permitido la diseminacién del microorganismo hacia la

articulacién (130).

1.2.4. Vacunas

Debido a que la exposicion a un serotipo determinado genera una
respuesta inmune, la vacunacién se ha establecido como una
estrategia fundamental para disminuir la incidencia de la ENI. No
obstante, la gran diversidad de serotipos circulantes en cada pais

supone un desafio a la hora del desarrollo de vacunas efectivas, ya que
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la inmunidad adquirida frente a un serotipo no confiere proteccién
frente a otros. Por esta razon, conocer la prevalencia y la
epidemiologia de los serotipos que circulan en cada regién es
fundamental para el desarrollo de vacunas frente a los serotipos
predominantes (97). Disponer de una metodologia rapida para el
tipado de la capsula, aplicable en la rutina asistencial de un laboratorio
clinico de microbiologia, resultaria de gran valor, ya que permitiria
obtener de forma 4gil el serotipo de S. pneumoniae y contribuir de

manera mas eficiente a la vigilancia epidemiolégica y vacunal.

Alo largo de las Ultimas décadas, las vacunas frente al neumococo han
ido experimentando diversos cambios. Las primeras vacunas
disponibles fueron de tipo polisacarido, abreviadas como PPSV23 (del
inglés pneumococcal polysaccharide vaccine) o PPV23 (del inglés 23-
valent pneumococcal vaccine). Estas vacunas incluian hasta 23
serotipos, pero su limitada inmunogenicidad en poblaciones
vulnerables y la falta de induccidn de memoria inmunolégica
impulsaron el desarrollo de vacunas conjugadas, abreviadas como
PCV (del inglés pneumococcal conjugate vaccine) (84). Las vacunas
conjugadas se obtienen uniendo los polisacdridos capsulares a
diferentes proteinas transportadoras, generalmente derivadas de
toxinas. Al conjugar el antigeno polisacarido con la proteina
transportadora, se induce una respuesta inmune superior ya que esta
es T-dependiente, genera memoria inmunolégica y genera

anticuerpos mas duraderos (131). La incidencia de la ENI se ha
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reducido de manera significativa con las vacunas conjugadas
antineumocdcicas. Para finales del 2020, 148 de los 194 estados
miembros de la OMS vya habian incorporado las vacunas
antineumocdcicas en su calendario vacunal (110). En la Tabla 1 se

detallan las diferentes vacunas actualmente en uso a nivel mundial

para S. pneumoniae.

Ano de
Serotipos
Nombre Compaiiia autorizacion
incluidos
y region
1,2,3,4,5,
6B, 7F, 8,
9N, 9V, 10A,
1983,
PPSV2  Pneumovax Merck Sharp & 11A, 12F, 14,
Estados
3 23 Dohme 158, 17F,
Unidos
18C, 19F,
19A, 20, 22F,
23F y 33F
1,2,3,4,5,
6B, 7F, 8,
9N, 9V, 10A,
11A, 12F, 14,
PPV23 PPV23 Sinovac 2020, China
15B, 17F,
18C, 19A,

19F, 20, 22F,
23Fy 33F
PCV10 Synflorix GlaxoSmithKline 2009, Europa 1,4,5, 6B,
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PCV10 Pneumosil

PCV13 Prevnar 13

PCV14 PCV14
Vaxneuvance
PCV15
(v114)
Prevnar 20
PCV20
(Apexxnar)

Pharmaceuticals

Serum Institute

of India

Pfizer

BioE

Merck Sharp &

Dohme

Pfizer

2019, India

2019,
Estados

Unidos

2022, India

2021,
Estados

Unidos

2021,
Estados

Unidos

7F, 9V, 14,
18C, 19F y
23F
1,5, 6A, 6B,
7F, 9V, 14,
19A, 19F y
23F
1,3,4,5,6A,
6B, 7F, 9V,
14, 18C,
19A, 19F y
23F
1,3,4,5, 68,
7F, 9V, 14,
18C, 19A,
19F, 22F,
23Fy 33F
1,3,4,5,6A,
6B, 7F, 9V,
14, 18C,
19A, 19F,
22F, 23Fy
33F

1,3,4,5, 6A,
6B, 7F, 8, 9V,
10A, 11A,
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12F, 14, 158,
18C, 19A,
19F, 22F,
23Fy 33F

Tabla 1. Vacunas en uso actualmente y serotipos incluidos. Adaptado de (84).

En Espafia, la primera vacuna conjugada que se introdujo fue la PCV7,
en el afio 2001 (Figura 18). Esta vacuna incluia siete serotipos y
solamente estaba financiada para la poblaciéon infantil con factores de
riesgo para ENI. En 2010 fue reemplazada por la vacuna PCV13 (Figura
18), la cual ampliaba la cobertura vacunal incluyendo los serotipos 1, 3,
5, 6A, 7F y 19A respecto a la PCV7, aunque el criterio de financiacion
publico se mantuvo. No fue hasta el 2016 que se introdujo la vacuna

PCV13 de manera sistematica en el calendario vacunal infantil

(89,132).
2001 2010 2016 2023
LTI T T T T T T >
PCV7 PCV13 PCV13 PCV15
No sistemética No sisteméatica Sistematica Sistematica

Figura 18: Cronologia de las vacunas en pediatria implementadas en Catalufia
hasta 2023. Adaptado de (89).

Curiosamente, aunque en Catalufia se contemple la cobertura frente al
serotipo 3 con la vacuna PCV13, tal y como se observa en la Figura 13,
el serotipo 3 sigue siendo el mas frecuente en las ENI. Diversos
estudios sugieren que la respuesta inmune inducida por PCV13 frente

al serotipo 3 es insuficiente, ya que no logra generar unos niveles de
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anticuerpos adecuados en la poblacién pedidtrica (89). Por ese motivo
se actualizaron las estrategias vacunales y, desde 2023, en la poblacién
infantil se emplea la vacuna PCV15, ya que parece que esta vacuna
ofrece mejor respuesta inmunoldgica contra el serotipo 3 (89),
mientras que en la poblacién adulta con condiciones de riesgo se

emplea la PCV20 (133).

La implementacién de las vacunas conjugadas ha dado lugar a un
fendmeno epidemiolégico conocido como reemplazo de serotipos
(84), en el cual disminuye la circulacion de los serotipos incluidos en la
vacuna, pero aumenta la prevalencia de cepas no cubiertas por ella. Se
trata de un fendmeno dindmico que obliga a realizar cambios
periodicos de las formulaciones de las vacunas para incluir los
serotipos mas prevalentes en cada momento, dado que la presién
selectiva favorece la emergencia de nuevos serotipos no
contemplados inicialmente. En Espafia este fendmeno se observo
entre 2001 y 2010, la vacuna PCV7 redujo los casos de ENI por los siete
serotipos incluidos, pero aumentaron los casos de los serotipos no
incluidos, por lo que se tuvo que reformular la vacuna a trece serotipos
y se introdujo la vacuna PCV13 (89). Este fendmeno “ciclico” ha
impulsado la necesidad de explorar otras estrategias centradas en el
desarrollo de vacunas “serotipo-independientes”. Entre las mas
prometedoras se encuentran aquellas basadas en proteinas

conservadas del neumococo (como PspA, PspC o Ply), vesiculas de
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membrana bacteriana que contienen multiples antigenos, y vacunas

de célula entera atenuada (84).
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1.3. Enterococcus faecium

1.3.1. Historia

Los enterococos son bacterias grampositivas con morfologia de cocos
dispuestos en parejas o cadenas. Suelen ser microorganismos que
habitan en el tracto gastrointestinal de animales y el ser humano y
actian como especie comensal, formando parte de nuestra
microbiota (134,135). Se considera que este género bacteriano tiene
un origen muy antiguo, estimado en alrededor de 500 millones de
afios, coincidiendo con la aparicion de los primeros organismos
multicelulares y sus sistemas digestivos. Esta larga historia evolutiva ha
contribuido a su notable capacidad de adaptacion a diversos
ambientes (135,136). Se trata de un género descubierto de manera

simultdnea e independiente por dos investigadores en ese mismo afio:

- M. E. Thiercelin, cientifico francés, aislé el microorganismo en el
tracto gastrointestinal humano vy le atribuyé el término
Entérocoque para remarcar el origen entérico. Posteriormente,
observé que su aislamiento era predominante en pacientes con
diarrea, en quienes la bacteria podia translocarse desde el
intestino hacia la sangre, provocando bacteriemia y, en algunos
casos, sepsis (137,138).

- William George MacCallum (1874-1944), médico norteamericano,

halld la bacteria en la sangre de un paciente de 37 anos que fallecié
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por una endocarditis. Inicialmente la bautizé como Micrococcus
zymogenes y, actualmente, se ha rebautizado como Enterococcus
faecalis. Sus publicaciones describieron que se trataba de una
bacteria particularmente resistente a las condiciones ambientales,
caracteristica que hoy en dia sigue siendo distintiva del género

Enterococcus spp. (138,139).

En 1906, Sir Frederick William Andrewes (1859-1932), médico inglés,
junto con su colaborador T. J. Holder, describieron una bacteria de
origen fecal a la que denominaron Streptococcus faecalis para destacar

su asociacion con el intestino humano (140).

En 1919, el investigador danés Sigurd Orla-Jensen (1870-1949), en el
contexto de sus estudios sobre fermentacién lactica, identificé una
especie con un patréon fermentativo distinto, a la que denomind
Streptococcus faecium (141). Sin embargo, no fue hasta 1960 que se

reconocio esta especie de manera oficial como tal (139).

En 1935, los investigadores James Morgan Sherman (1890-1956) y
Helen U. Wing describieron una nueva especie con una fermentacion
diferente a S. faecalis y S. faecium y la bautizaron como Streptococcus

durans (142).

Asi pues, durante varias décadas, los enterococos permanecieron
clasificados dentro del género Streptococcus, y fueron categorizados
como estreptococos del grupo D de Lancefield (138). No fue hasta

1970 que se propuso crear formalmente el taxdn Enterococcus como
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un género separado (143). Esta propuesta fue aceptada en el afio
1984, cuando estudios de secuenciacién del gen del ARN ribosémico
16S demostraron que S. faecalis y S. faecium presentaban diferencias
genéticas suficientes para separarse del género Streptococcus, lo que
llevé a su reclasificacion definitiva como el género Enterococcus
(144). De hecho, a través de analisis 16S, se ha observado que el
género Enterococcus esta filogenéticamente mas relacionado con los
géneros Vagococcus, Tetragenococcus y Carnobacterium que con los
géneros Streptococcus o Lactococcus, a pesar de que histéricamente

se clasificaban dentro del mismo grupo (139).

Hasta el 2024, se han identificado mds de 60 especies de enterococos,
siendo Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium las especies mas
predominantes en el intestino del ser humano (145). Concretamente,
estas dos especies representan mas del 90% de los aislamientos
clinicos de este género (134). Desde el punto de vista nosocomial y en
términos de resistencia a los antibidticos, E. faecium representa un
problema significativamente mayor en comparacion con otras
especies del género (134,135,138). Por esta razdn, la presente tesis se

centra especificamente en esta especie.
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1.3.2. Caracteristicas y factores de virulencia

Los enterococos pertenecen al filo Bacillota, clase Bacilli, orden
Lactobacillales y familia Streptococcaceae (146). Desde el punto de
vista metabdlico, se trata de un género de microorganismos
anaerobios facultativos no esporulados, con una temperatura de
crecimiento 6ptima de 35 °C, aunque su rango de crecimiento abarca
de 10 a 45 °C. Son capaces de crecer en presencia de cloruro sddico al
6,5%, hidrolizan la esculina en presencia de sales biliares y son catalasa
negativa (aunque algunas especies producen catalasa incompleta)
(139). Estas caracteristicas metabdlicas y bioquimicas han sido
aprovechadas histéricamente como herramientas diferenciales para
distinguir a los enterococos de otros estreptococos en estudios
microbioldgicos (147). A su vez, la capacidad de sobrevivir en medios
hipertdnicos o hipotdnicos, el amplio rango de temperaturas de
crecimiento y la tolerancia a un intervalo de pH amplio de 4,4 hasta 9,6
contribuyen significativamente a la resistencia de la bacteria frente a

condiciones ambientales adversas (135).

E. faecium presenta un genoma de aproximadamente 2,9 millones de
pares de bases (135), el cual alberga unos 3.000 genes (148). Gracias a
los estudios gendmicos, se han identificado dos poblaciones

principales de E. faecium, denominadas clado A y clado B:
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Clado A: incluye cepas tanto de origen clinico como animal, y se
subdivide en Al y A2, aunque la delimitacion precisa entre ambos
subclados aun requiere estudios mas exhaustivos. Se estima que su
divergencia ocurrié hace aproximadamente 70-80 afios,
coincidiendo con la introduccion de los antibidticos en la medicina
moderna, lo cual pudo haber impulsado esta diferenciacion
evolutiva (136). El clado Al también se conoce como complejo
clonal 17 (abreviado CC17; véase definicidon de complejo clonal en
el apartado 1.5.3 de esta tesis) y esta constituido por cepas clinicas
humanas, que presentan un mayor tamafio del genoma, asi como
una tasa mas elevada de mutaciones espontaneas y una
abundancia superior de elementos genéticos modviles.
Estas caracteristicas contribuyen a su mayor resistencia a los
antibidticos y explican su frecuente asociacidn con infecciones del
ambito hospitalario (136,149,150). Por otra parte, el clado A2 esta
asociado principalmente a cepas de origen animal, con genomas
mas pequeiios, menor carga de elementos mdviles y menor
resistencia a los antibidticos (136,150).

Clado B: Tradicionalmente se consideraban cepas del entorno
comunitario, no obstante, también se han identificado
aislamientos clinicos dentro de este grupo, lo que ha llevado a
cuestionar su definicién “clasica” (136). Ademas, algunos estudios
gendmicos recientes han propuesto reclasificar el clado B como

Enterococcus lactis (135).
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La definicidn clasica de los clados A1, A2 y B en E. faecium ha sido
objeto de debate, ya que diversos autores sostienen que no se trata de
linajes estdticos (135,150), sino de poblaciones dindamicas en
constante evolucién. En este contexto, un estudio global publicado en
2022 analiz6 1.128 genomas de E. faecium provenientes de 34 paises, y
encontré que el 88% de los genomas correspondian al clado Al, el 8%
al clado A2 y el 4% al clado B. No obstante, un hallazgo relevante del
estudio fue que detectaron presencia de genomas hibridos en algunos
aislados, es decir, cepas cuyo genoma contenia material genético
procedente de mas de un clado. Estos resultados difuminan la
definicion clasica de los clados A1, A2 y B. Ademas, los autores
concluyen que el clado A1l surgid evolutivamente a partir del clado A2,
y que existe un flujo genético en forma de recombinacion genética
continuo entre ambos (150). Para la redaccién de esta tesis, se
mantendrd el uso de las nomenclaturas tradicionales de los clados A1,
A2y B, con el fin de facilitar la comparacion con la literatura publicada

y los antecedentes historicos.

De manera similar a K. pneumoniae, E. faecium también dispone de su
esquema de tipificacion MLST. El esquema fue publicado por Homan
et al. en 2002 y se basa en el andlisis de las secuencias de siete genes
de E. faecalis disponibles en ese momento: atpA, ddl, gdh, purK, gyd,
pstSy adk (151). A fecha de la redaccidn de esta tesis se han publicado
mas de 2.750 ST (152).
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A partir del 2023 se propuso un nuevo esquema MLST desarrollado por
Bezdicek et al. (153) analizando también siete genes (nanB, dnakE,
pbp2b, urvA, copA, mdlA, rpoD) y una posible adhesina hipotética
(proteina HP), que presentaria una capacidad discriminatoria superior
al esquema tradicional de 2002, lo que permitiria observar diferencias
genéticas entre cepas que antes no eran detectables. Asi, esta mayor
resolucion podria mejorar la precision de los estudios epidemioldgicos
en el contexto hospitalario (153). No obstante, a pesar de sus ventajas,
es un esquema menos utilizado por razones histdricas y puede generar
confusién entre estudios si no usan la misma metodologia. Al ser un
esquema mas reciente y menos utilizado en la comunidad cientifica, se
utilizard el esquema MLST de Homan et al. (2002) en el transcurso de
esta tesis. A fecha de la redaccion de esta tesis se han publicado unos
1.200 ST segun el esquema de Bezdicek et al. y mas de 2.700 segun el

esquema de Homan et al. (152).

Entre los distintos mecanismos de resistencia antibidtica, destacan
especialmente las cepas portadoras de genes de resistencia a la
vancomicina, dado que este antibiético constituye el tratamiento de
eleccidn frente a E. faecium. La OMS clasifica las cepas de E. faecium
resistente a vancomicina como “High group” en la “Priority
Pathogens List” publicada en 2024 (45). Debido a su importancia
clinica, se detallard la resistencia a la vancomicina en un apartado

especifico mas adelante.
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Respecto a los factores de virulencia de E. faecium, a diferencia de
otras bacterias grampositivas como S. pneumoniae, se centran en la

adhesién y persistencia ambiental. Se detallan a continuacién:
A) Capsula, acidos teicoicos y lipoteicoicos

Los tres componentes desempefian un papel clave en la resistencia a
la fagocitosis, la formacion de biofilm y la adhesion a las células del
hospedador (135). En particular, la cdpsula se asocia con la evasion del
sistema inmunitario, dificultando la accion de los neutrdfilos. Por su
parte, los acidos teicoicos contribuyen a reducir la actividad del
sistema del complemento, mientras que los acidos lipoteicoicos estan
directamente implicados en la promocidn de la formacion de biofilm

(136).
B) Adhesinas y proteinas de superficie

Tienen un papel en la formacién de biofilm y en la persistencia de la
bacteria en los tejidos infectados. Entre ellas, destacan las siguientes

proteinas:

e Esp: Es una proteina de superficie de alto peso molecular,
codificada por el gen esp (de ahi el nombre, enterococcal surface
protein). Representa uno de los principales factores de virulencia
de E. faecium, asociada de forma significativa con la formacién de
biofilm. Su presencia es caracteristica del complejo clonal CC17
(135,136,138,154). Ademas, se ha implicado en la patogénesis de

infecciones del tracto urinario (155).




Acm, Ace, Fnm, Scm, SgrA y EcbA: Se trata de adhesinas de la
familia  MSCRAMM (del inglés microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules). Permiten a la bacteria
reconocer y adherirse a componentes de la matriz extracelular del
hospedador, como coldgeno y fibronectina (135,138,154).
En particular, se ha sugerido que Acm tiene un papel relevante en

el proceso infeccioso de endocarditis (135).

Asal: Se trata de una proteina de superficie codificada por
pldasmidos. Es codificada por el gen asal (del inglés aggregation
substance) y facilita la aglutinacion celular, asi como la adherencia
a células del hospedador (154,155). Ademads de facilitar la
formacion de biofilm, se ha asociado a infecciones del tracto

urinario y endocarditis.

EfaA: Se trata de una proteina con motivo LPXTG (explicadas en el
apartado E de los factores de virulencia de S. pneumoniae).
Contribuye a la adhesidén al tejido cardiaco al interactuar con la
fibronectina y se cree que contribuye a las endocarditis (de ahi el

nombre de endocarditis specific antigen A) (154).

C) Sistemas pili
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Los pili son estructuras filamentosas superficiales que desempefian un
papel clave en la adhesién a células del hospedador, la formacién de
biofilm y la colonizacién persistente de tejidos. En E. faecium se han

identificado dos sistemas de pili funcionalmente distintos:

e Sistema PilA: Conocido también como PGC-1 (Pilus Gene Cluster 1).

Es el sistema de pili menos caracterizado y esta codificado por el
gen pilA y genes asociados. Las estructuras sintetizadas son

delgadas y rigidas (156).

e Sistema PilB: Conocido también como PGC-3 (Pilus Gene Cluster 3).

Es el sistema principal de pili y el que ha sido mejor caracterizado.
Su sintesis esta regulada por el operén ebpABCfm (endocarditis
and biofilm-associated pili), y se encuentra predominantemente
en cepas del clado A1 (135,136). Este sistema ha demostrado ser
esencial en la adhesién a células del epitelio urinario y a valvulas
cardiacas, contribuyendo asi a infecciones del tracto urinarioy a las
endocarditis (157). Las estructuras formadas son mds gruesas y

flexibles en comparacién con el sistema PilA (156).
D) Toxinas

E. faecium puede sintetizar y secretar una serie de enzimas
extracelulares que actian como lisinas, contribuyendo a la
degradacion de tejidos del hospedador y a la respuesta inmune. Las

mas importantes son:
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Citolisina: Es codificada por el gen cylA y degrada los macréfagos,
leucocitos y eritrocitos del hospedador. Su actividad provoca la
activacion de la respuesta inmune, asi como facilita el progreso de
lainfeccion (138,154,155). Ademas, presenta actividad bactericida
frente a otras bacterias grampositivas (138). En modelos animales
ha demostrado tener un papel en las infecciones intraperitoneales

(157).

Gelatinasa: Peptidasa dependiente de zinc codificada por el gen
gelE. Degrada una amplia variedad de sustratos del hospedador
como la gelatina, el fibrindgeno, el colageno, la insulina, la
hemoglobina y la caseina (138,154,155). Su presencia es
especialmente relevante en cepas del clado Al. Algunos estudios
en modelos animales han demostrado que desempena un papel en

la patogénesis de la endocarditis y peritonitis (136,157).

Hialuronidasa: Codificada por el gen hyl. Como indica su nombre,
es una toxina con capacidad para degradar el 4cido hialurénico del
tejido conectivo del hospedador. Esta degradacion facilita la
disrupcién de las barreras tisulares, permitiendo a la bacteria
invadir mas facilmente los tejidos durante el proceso infeccioso y

favoreciendo su diseminacion (138,154,155).

Todas estas toxinas mencionadas han sido mas estudiadas en la

especie E. faecalis ya que su presencia en esta especie es mayor.

En E. faecium su presencia es variable y suele ser menor (135,154).
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No obstante, estudios recientes han comenzado a describir Ia
existencia de otras toxinas menos conocidas en E. faecium, cuya
relevancia clinica y mecanismo de accién aun requieren mayor

investigacion (135).
E) Sistemas de fosfotransferencia bacteriana PTS

Los sistemas PTS (del inglés Phosphotransferase system) son proteinas
transmembrana especializadas que actlan como transportadores
activos de carbohidratos, permitiendo su captacion por parte de la
bacteria mediante un proceso de fosforilacién. Ademas de su funcién
metabdlica, los PTS han demostrado tener un papel clave en la
colonizacion intestinal, la formacidon de biofilm y la supervivencia

bacteriana en el torrente sanguineo (135,136).

1.3.3. Resistencia a glucopéptidos

Incidencia e importancia

Como ya se ha mencionado, E. faecium es una bacteria con elevada
resistencia a condiciones ambientales y también a numerosos
tratamientos antibidticos. Esta resistencia se debe, en gran medida, a
mutaciones y a la adquisicion de genes de resistencia mediante
transferencia horizontal. Desde la década de 1970, se observd una

resistencia creciente a antibidticos B-lactdmicos como a la ampicilinay
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a las cefalosporinas de tercera generacion (134). Esta resistencia se
atribuye principalmente a mutaciones en la diana de las PBP
(detalladas en el apartado 1.1.3), y en particular a alteraciones en el
gen pbp5 (135). Debido a este fendmeno de pérdida de eficacia de los
antibidticos B-lactdmicos, el tratamiento de eleccion para las

infecciones causadas por E. faecium pasé a ser la vancomicina (134).

Al ser el tratamiento de eleccion, la adquisicion de genes de
resistencia a los glucopéptidos representa una preocupacion critica
en salud publica. Como ya se ha mencionado en el apartado 1.3.2, esta
situacion ha conllevado a que el E. faecium resistente a vancomicina
(VREfm, por sus siglas en inglés: vancomycin-resistant Enterococcus
faecium) sea clasificado por la OMS como un patégeno prioritario

(45,135).

En 1988 se detectd en Francia el primer caso de una cepa VREfm (158)
y, a partir de la década de 1990, se comenzaron a detectar en Estados
Unidos. Su aparicion en Europa se produjo principalmente en
Alemania en 1990, asociada al uso de avoparcina (detallado mas
adelante). Tras la prohibicién del uso de avoparcina en Europa en
1997, las tasas de colonizacion en la poblacion disminuyeron
considerablemente (159). Sin embargo, a partir de los afios 2000, la
propagacion de VREfm continud y se extendié de forma progresiva por

el resto del continente europeo (160).
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A nivel global, existen variaciones significativas en la prevalencia de
VREfm segun la region y el pais. En Estados Unidos, aproximadamente
el 80% de las infecciones nosocomiales causadas por E. faecium son
resistentes a la vancomicina (135). En Australia, la incidencia alcanzé el
46,8% en 2017, posiciondndose como otro de los paises con mayor
tasa mundial de VREfm (161). En América del Sur se estima una

incidencia del 31%, en Africa del 26,8% y en Asia del 22% (135).

En Europa, la prevalencia global de las infecciones por VREfm se situa
en un 17,2% (135), aunque paises como Grecia, Rumania, Chipre o
Lituania superan el 40% (161). Segun datos del ECDC (49), en el afio
2023, los diez paises europeos con mayor incidencia de VREfm fueron
Lituania (60,9%), Grecia (58,6%), Chipre (53,5%), Polonia (41,3%),
Rumania (41,2%), Hungria (38,2%), Malta (36,0%), Italia (32,5%),
Croacia (23,5%) y Letonia (23,0%) (Figura 19).
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Figura 19: Mapa de Europa que muestra la proporcidon de aislamientos clinicos
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de VREfm en 2023. Los paises estan categorizados en colores segun el porcentaje
de VREfm: verde (<1%), verde claro (1-<5%), amarillo (5-<10%), naranja (10-
<25%), rojo (25-<50%), granate (50-<75%) y marrdn (275%). Se observa una
mayor incidencia en los paises del sureste de Europa, mientras que paises del
norte de Europa mantienen cifras por debajo del 5%. Extraido de (49).

En Espaia, el porcentaje de VREfm se ha mantenido relativamente
bajo y con una tendencia estable. Los ultimos datos disponibles a
fecha de redaccion de esta tesis son del 2023, observandose una
incidencia del 4,0% respecto a un total de 1.092 aislamientos clinicos

de E. faecium (Figura 20).

4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

&
$
D

% de VREfm

&

A O
> >
S $

5 & O N D
¢ & © &
S I S I S

P
S S S

D
Figura 20: Evolucion temporal del porcentaje de aislamientos clinicos de VREfm
en Espafa entre los afios 2001-2023. Extraido de (49).

Mecanismo de resistencia

La vancomicina es un glucopéptido triciclico derivado de la bacteria
Streptomyces orientalis. Actia como agente bactericida al unirse
especificamente y con elevada afinidad al dimero D-alanina-D-alanina

(dimero D-Ala-D-Ala) presente en los precursores del peptidoglucano
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de la pared celular bacteriana (Figura 21). Esta unién inhibe la accién
de la transpeptidasa bacteriana (enzima clave en el entrecruzamiento
de las cadenas de peptidoglucano) lo que bloquea tanto la sintesis
como la polimerizacién de esta estructura (162). Como consecuencia,
se interrumpe la formacion adecuada de la pared celular, debilitando
su estructura y provocando la lisis y muerte de la célula bacteriana. La
vancomicina carece de actividad frente a las bacterias gramnegativas
debido a que es una molécula hidrofilica y de elevado peso molecular,
lo que le impide atravesar la membrana externa lipidica que
caracteriza a estas bacterias y por eso solamente es activa frente a

bacterias grampositivas (163).

Se considera que uno de los principales reservorios de cepas VREfm
fueron los reservorios zoondticos, concretamente los animales de
ganaderia, donde se utilizaba avoparcina, un antibidtico glucopéptido
empleado como promotor del crecimiento de los animales (163). El
uso no controlado de esta molécula en el ganado animal favorecid la
seleccion y mantenimiento de cepas resistentes a la vancomicina, que
actuaron como fuente clave y facilitaron la diseminacién inicial del
VREfm hacia el entorno humano (159,163). Este fendmeno llevo a la
prohibicion del uso de avoparcina como aditivo promotor del
crecimiento en animales de ganaderia por parte de la Unién Europea

en 1997 (163).

Las cepas VREfm se caracterizan por poseer genes de resistencia a

glucopéptidos denominados van (164). Hasta la fecha, se han
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identificado al menos 12 variantes que han sido denominadas de
manera secuencial como vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, entre otras
(135). De estos, vanA y vanB son los mecanismos mads relevantes
(135,164). A nivel global, las cepas portadoras del gen vanA son
consideradas las mds problemdticas debido a su amplia diseminacién
(160,163). Sin embargo, en regiones especificas como Alemania y
Dinamarca, desde la década de 2010 se ha observado un cambio en la
dindmica de resistencia, con un desplazamiento de la dominancia
hacia las cepas vanB, las cuales actualmente predominan en los

entornos hospitalarios de ese pais (159,160,165).

Los genes van estan organizados en operones ubicados en elementos
genéticos moviles como transposones (el gen vanA se encuentra en el
transposén Tnl1l546 y vanB en el Tnl1549), lo que facilita su
diseminacion entre diferentes cepas bacterianas (135,161,164). De
hecho, las cepas VREfm se consideran reservorios de genes de
resistencia a glucopéptidos, ya que su diseminacion no se limita a la
misma especie; se han documentado casos de transferencia horizontal
de transposones a otras especies bacterianas, lo que ha dado lugarala
aparicion de cepas preocupantes de S. aureus resistentes a la
vancomicina (161). Finalmente, es importante sefialar que existen
especies de enterococos que presentan resistencia intrinseca a los
glucopéptidos, debido a la presencia cromosémica del gen vanC, como

es el caso de Enterococcus gallinarum y Enterococcus flavescens (166).
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La expresién de los genes van provoca la sintesis de precursores de
peptidoglucano con un dimero modificado que sustituye el dimero D-
Ala-D-Ala habitual mencionado, disminuyendo asi la afinidad del
glucopéptido por su diana y confiriendo la resistencia (Figura 21). Por
ejemplo, en el caso de las cepas portadoras del gen vanA y vanB
sintetizan un dimero D-Alanina-D-Lactato (D-Ala-D-Lac) mientras que
las cepas con el gen vanC o vanE sintetizan un dimero D-Alanina-D-

Serina (161).

Vancomycin-Susceptible Enterococci

Vancomycin-susceptible enterococci
make cell-wall precursors that have
high affinity for vancomycin.

-D-Ala-D-Ala

Tripeptide containing intermediates
in cell-wall synthesis

Vancomycin

-D-Ala-D-Ala

Inhibition of cell-
wall synthesis

X

™

Vancomycin-Resistant Enterococci

Vancomycin-resistant enterococci, in the presence
of vancomycin, make cell-wall precursors that

have low affinity for vancomyecin. Vancomycin

-D-Ala-p-X
Cell-wall
X synthesis

]
e > -

Figura 21: En la parte superior, se representa el mecanismo de accién de la
vancomicina en las cepas de E. faecium sensibles a la vancomicina. En la parte
inferior, se representa la ausencia de actividad de la vancomicina en las cepas
VREfm. Extraido de (167).
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Como dato adicional, las cepas portadoras del gen vanB siguen siendo
sensibles a la teicoplanina, un antibidtico glucopéptido cuya estructura
es ligeramente diferente a la de la vancomicina (168). Aunque estas
cepas también sintetizan precursores de peptidoglucano terminados
en D-Ala-D-Lac, la resistencia no se manifiesta frente a teicoplanina
debido a diferencias en sus sistemas reguladores. El sistema sensor-
regulador VanS/VanR del operdn vanB no detecta de manera eficiente
la presencia de teicoplanina como inductor porque tiene una
estructura mas lipofilica que limita la interaccion con el sistema sensor
(161,168). Como consecuencia, la presién antibidtica ejercida por la

teicoplanina no activa la expresion de los genes de resistencia.
Otros antibidticos

Entre las opciones terapéuticas disponibles en nuestro entorno para el

tratamiento de infecciones causadas por VREfm existen:

o Linezolid. Antibidtico del grupo de las oxazolidinonas.
Su mecanismo de accién consiste en unirse al RNA 23S de la
subunidad ribosomal 50S, inhibiendo la sintesis proteica en
bacterias grampositivas (169). Sin embargo, este antibiético puede
asociarse a efectos adversos, entre los que se incluyen alteraciones
hematoldgicas que afectan a las tres series celulares (eritrocitos,
leucocitos y plaguetas) y neuropatias periféricas (161). Ademas, se
han descrito mecanismos de resistencia que involucran tanto

mutaciones cromosomicas en la diana ribosomal del antibidtico
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(siendo las mutaciones en el gen ribosomal 23S el mecanismo mas
comun) como genes transferibles que modifican las dianas

ribosomales (genes cfr, optrA y poxtA) (164,169).

Daptomicina: Se trata de un lipopéptido ciclico que actua
uniéndose a la membrana celular de forma dependiente del calcio,
lo que provoca una despolarizacion de la membrana y una
alteracion en el equilibrio idnico intracelular (170).
Este desequilibrio idnico altera la integridad de la membrana y
conduce finalmente a la muerte celular. No obstante, en la
actualidad, el uso de daptomicina en infecciones sistémicas por
VREfm requiere de mayor evidencia clinica para establecer la
posologia y las dosis Optimas que permitan alcanzar
concentraciones terapéuticas adecuadas (161). No obstante, se
han descrito mutaciones en las vias de respuesta al estrés de la
envoltura celular, como en los genes liaFSR y yycFG, asi como en
genes implicados en el metabolismo de fosfolipidos de la
membrana, como los genes cls y gdpD. Estas mutaciones alteran la
composicion y la carga de la membrana celular, lo que reduce la

capacidad de la daptomicina para unirse de manera efectiva (170).

Dalbavancina y oritavancina: Ambas moléculas son
lipoglucopéptidos derivados estructuralmente de la teicoplanina y
de la vancomicina, respectivamente (171). Tienen actividad frente
a bacterias grampositivas incluyendo VREfm. No obstante, la

dalbavancina solo tiene actividad frente a las cepas vanB mientras
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que la oritavancina cubre tanto cepas vanA como vanB (171,172).
Ambos antibidticos actuan inhibiendo la sintesis de la pared celular
mediante el mismo mecanismo que los glucopéptidos (explicado
anteriormente). En inglés, estas moléculas se denominan Long-
Acting Lipoglycopeptides debido a que su principal ventaja
terapéutica radica en su elevado tiempo de semivida (346 y 393
horas), lo que permite regimenes de dosis Unica o
administraciones semanales en infecciones complicadas,
reduciendo la necesidad de hospitalizacién o terapia intravenosa

prolongada (173).

1.3.4. Clinica

E. faecium se considera un patégeno de alta relevancia en entornos
hospitalarios. Su emergencia como agente nosocomial se ha visto
favorecida por factores como el uso intensivo de antibiéticos de
amplio espectro, la utilizacion de dispositivos invasivos y su notable
capacidad para persistir en ambientes hospitalarios, facilitando la
transmisidn cruzada entre pacientes. En particular, las cepas VREfm
representan un desafio clinico aun mayor, ya que limitan
significativamente las opciones terapéuticas disponibles y aumentan la
morbimortalidad y los costos asociados a la atencién hospitalaria. Esta

combinacidn de resistencia antimicrobiana, persistencia ambiental y
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transmisibilidad ha posicionado a E. faecium como uno de los
microorganismos mas criticos en el control de infecciones

hospitalarias a nivel mundial (135,159,161,170).

Al igual que K. pneumoniae, E. faecium esta englobado en la
terminologia de las bacterias ESKAPE (46,47). Como se ha explicado en
el apartado 1.1.3, esta clasificacion se debe a su capacidad de adquirir
mecanismos de resistencia y ser uno de los microorganismos mas
frecuentemente relacionado con las infecciones nosocomiales (46).
Segln un estudio publicado en 2022, se estima que en 2019 ocurrieron
aproximadamente 219.000 muertes atribuibles a infecciones por
E. faecium, con una tasa de 2,8 muertes por cada 100.000 habitantes,
lo que la posiciona como la décima bacteria causante de mayor
mortalidad a nivel mundial (62,135). Segun el ECDC, E. faecium causo
el 5,5% de todas las infecciones nosocomiales en Europa en 2020

(161).

Mas especificamente, en relacién con las cepas VREfm, los CDC
estiman que en 2017 se produjeron alrededor de 54.000 infecciones
nosocomiales y 5.400 muertes en los Estados Unidos, con unos costes
sanitarios asociados de 539 millones de ddlares (172,174). Estudios
mas recientes estiman que las infecciones causadas por VREfm
presentan una tasa de mortalidad intrahospitalaria aproximada del

18% (135).
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A continuacion, se detallan las infecciones mas relevantes causadas

por E. faecium (135,161,172):
Infecciones de tracto urinario

Aligual que K. pneumoniae, E. faecium posee la capacidad de colonizar
el tracto gastrointestinal y, posteriormente, ascender hacia el tracto
urinario, donde puede causar infecciones. De hecho, E. faecium es uno
de los agentes uropatdgenos mas frecuentes en el entorno
hospitalario (175-177). La ITU constituye su manifestacion infecciosa
mas frecuente, aunque no suele ser la mas grave (178). En el afio 2019,
se registraron aproximadamente 17.800 muertes atribuidas a
infecciones por este microorganismo a nivel mundial, con una tasa de
mortalidad global estimada en 0,2 por cada 100.000 habitantes (62). La
ITU por E. faecium se asocia al ambito nosocomial, donde esta
relacionada con el uso de dispositivos (sondas o catéteres urinarios) y

con alteraciones anatémicas (determinadas neoplasias) (177,178).

Esta capacidad patogénica se ve potenciada por la presencia de los
diversos factores de virulencia que facilitan su adhesién al epitelio
urotelial (detallados en el apartado 1.3.2), entre los que destacan la
proteina de superficie Esp, las adhesinas de la familia MSCRAMM, vy la
adhesina Asal. A su vez, la formacion de pili permite un anclaje firme a
las superficies, favoreciendo la formacion de biofilms. Como se ha
comentado, los biofilms son peliculas que protegen a la bacteria frente

a la respuesta inmune del hospedador, reducen la penetracién de los
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antibidticos y facilitan la persistencia de la infeccidon (176). Algunos
estudios han evidenciado que la presencia de enterococos en las ITU
no siempre corresponde a un papel de uropatégeno principal ya que
puede actuar como microorganismo “acompafiante” que favorece e
incrementa la colonizacién, patogenicidad e invasién del uropatégeno

primario (178,179).

Si la infeccién urinaria sigue progresando, E. faecium puede causar
pielonefritis, prostatitis, abscesos renales y, finalmente, diseminarse al
torrente sanguineo y provocar una bacteriemia (177). De hecho, la ITU
constituye el segundo foco mas frecuente de bacteriemias por

E. faecium, solo superado por las infecciones de origen biliar (178).
Infecciones intraabdominales

Las infecciones intraabdominales representan alrededor del 8% de
todas las infecciones en pacientes hospitalizados y representan la
segunda causa infecciosa mads frecuente en pacientes ingresados en
unidades de cuidados intensivos (180,181). Ademas, entre el 10-20%
de las infecciones abdominales cursan con bacteriemia (182), siendo el
tracto biliar el principal foco de origen de las bacteriemias por

E. faecium.

En un trabajo francés publicado en 2019, los autores analizaron 1.017
episodios de infecciones intraabdominales, de los cuales el 8%
presentaron aislamiento de enterococos; de estos casos, el 89,5%

fueron de adquisicion nosocomial y E. faecium se aislé en el 36,8% de
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los episodios. En otro estudio francés publicado en 2020 donde
analizaron 226 episodios, detectaron que E. faecium fue el tercer
microorganismo mads frecuentemente detectado en las infecciones

intraabdominales nosocomiales (183).

Las infecciones intraabdominales donde se aisla E. faecium se asocian
a un peor prondstico, ya que se relacionan con una mayor gravedad
clinica, una tasa mas elevada de reintervenciones quirdrgicas,
necesidad de ventilacion mecdnica prolongada y un incremento en la
mortalidad (184). En 2019 se registraron 118.000 muertes a nivel

global, con una tasa de 1,5 muertes por cada 100.000 habitantes (62).
Bacteriemia

Actualmente, cuando se consideran exclusivamente las bacteriemias
adquiridas en el hospital, E. faecium constituye el tercer
microorganismo grampositivo mas frecuente en Europa y Estados
Unidos, por detras de S. aureus y E. faecalis (185,186). En un estudio
que analizd un total de 24.319 bacteriemias en Estados Unidos vy
28.406 bacteriemias en Europa, se observd que la incidencia de
bacteriemias por E. faecium fue de alrededor del 4% del total,
situandolo como el tercer patégeno grampositivo mas prevalente en
estos episodios (187). Las bacteriemias por E. faecium se asocian con
elevada morbimortalidad, del 20 al 50% segun estudio consultado
(185,186,188), ya que suelen afectar a pacientes de edad avanzada,

inmunocomprometidos y con multiples comorbilidades (189). En 2019
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se reportaron 78.200 muertes a nivel mundial, con una tasa de 1,0
muertes por cada 100.000 habitantes (62). En un estudio nacional
multicéntrico publicado en 2024 la mortalidad detectada fue del 22%

(185).

Como se ha mencionado anteriormente, el principal foco de
bacteriemias por E. faecium es el tracto biliar, especialmente en los
casos de colangitis. Este hecho se debe a que, en este tipo de
infecciones, suele haber dificultad para drenar adecuadamente el foco
infeccioso, lo que favorece la persistencia de la infeccion y su
progresidn a una bacteriemia (190). En un estudio publicado en 2017
en Barcelona, se analizaron 173 bacteriemias secundarias a colangitis y
observaron que E. faecium fue el tercer microorganismo mas
frecuentemente aislado en pacientes con neoplasias biliares (7,8%),
solo por detras de E. coli (39,3%) y K. pneumoniae (15,1%) (190).
Por otra parte, en un estudio multicéntrico nacional publicado en 2022
se analizaron 6.313 bacteriemias de 26 hospitales espafnoles y se
identificaron como principales factores de riesgo para bacteriemias de
origen biliar la presencia de colangiocarcinoma, la presencia de
protesis biliares, la adquisicidn nosocomial, el uso previo de
antibiéticos de amplio espectro y la insuficiencia renal crénica.
Mas concretamente, la presencia de colangiocarcinoma multiplicé por
4,5 veces el riesgo de bacteriemia en casos de colangitis causada por E.

faecium (182).
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Aunque existe cierto debate en la literatura, diversos estudios han
evidenciado que las bacteriemias causadas por cepas de E. faecium
resistentes a vancomicina presentan una mayor mortalidad a los 30
dias en comparacién con las cepas sensibles a la vancomicina
(161,172,177,178,188). De la misma manera, diversos trabajos han
demostrado que las bacteriemias por E. faecium presentan una tasa de
mortalidad superior a la observada en las bacteriemias causadas por E.
faecalis (185). Una posible explicacidn a esta diferencia se atribuye a
qgue E. faecium (y a las cepas VREfm especialmente) tienen mayor
resistencia a gran parte de los tratamientos antimicrobianos
empiricos. El retraso en emplear la cobertura antibidtica adecuada en
las infecciones graves se asocia a peor prondstico y mayor mortalidad

(186).
Endocarditis

Los enterococos son la tercera causa mas frecuente de endocarditis
bacteriana a nivel mundial, solo precedidos de S. aureus vy
Streptococcus viridans (186,191,192). Se trata de una infeccidn grave
gue afecta predominantemente a la valvula adrtica (193) y suele cursar
de manera subaguda, manifestandose clinicamente con fiebre
persistente, aparicion de soplos cardiacos y presencia de lesiones
caracteristicas como los nédulos de Osler o las lesiones de Janeway
(177). La endocarditis por E. faecium se ha asociado, ademas, con la
presencia de neoplasias coldnicas (193). Se calcula que hasta el 30% de

los casos de bacteriemias pueden desarrollar una endocarditis, con
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una mortalidad que alcanza el 35%. En 2019 se estimaron
aproximadamente 4.500 muertes globales, con una tasa de 0,1

muertes por cada 100.000 habitantes (62).

Algunos estudios sugieren que las endocarditis infecciosas causadas
por E. faecium presentan una mortalidad entre un 5% y un 10%
superior en comparacién con las endocarditis producidas por otros
microorganismos (194). Esta mortalidad se debe a que la infeccién
suele ocurrir en pacientes con multiples comorbilidades, asi como al
diagndstico tardio debido al curso subagudo de la enfermedad vy la

inespecificidad de los sintomas en fases iniciales (177).
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1.4. Infeccién nosocomial: consecuencias y estrategias de
control

1.4.1. Definicion

El concepto de infeccidon nosocomial (del latin nosocomium, ‘hospital’)
hace referencia a aquella infeccién que se adquiere durante el
transcurso de una hospitalizacion. Segun la OMS, la infeccién
nosocomial se define mas especificamente como aquella infeccidn
que un paciente adquiere durante el proceso de atencion en un
centro sanitario, y que no estaba presente ni incubandose en el
momento de su ingreso (195). Por su parte, los CDC la definen como
cualquier cuadro clinico resultado de una reacciéon adversa a un
microorganismo infeccioso o sus toxinas en el entorno sanitario,
siempre que no estuviera presente ni incubdandose en el momento del

ingreso (196).

A efectos de vigilancia epidemiolégica, se consideran nosocomiales
aquellas infecciones que se adquieren tras transcurrir 48 horas a partir
del ingreso o durante las primeras 48 horas posteriores al alta

hospitalaria (161,197).

No todas las infecciones que no cumplen con los criterios clasicos de
infeccion nosocomial deben clasificarse como infecciones
comunitarias. Ademas del concepto de infeccion nosocomial, en la

literatura se emplea el término de infecciones relacionadas con la
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asistencia sanitaria (IRAS) o, en inglés Healthcare-Associated Infection
(HCAI) (198). Son infecciones que, aunque no cumplen estrictamente
los criterios temporales de las infecciones nosocomiales, estan
relacionadas de forma directa con el entorno hospitalario. Aunque
existen diversas definiciones en la literatura médica, las mas utilizadas
son las definiciones conocidas como criterios “Duke-2002", publicadas
en 2002 por el Hospital Universitario de Duke (Carolina del Norte), asi

como sus modificaciones posteriores (198,199).

Segln estos criterios, se consideran IRAS en vez de comunitarias
aquellas infecciones presentes en el momento del ingreso o que se
desarrollan en las primeras 48 horas de hospitalizacién, siempre que el

paciente haya cumplido uno de los siguientes criterios (181,199,200):

A) Haber recibido tratamientos en domicilio como determinadas
terapias intravenosas.

B) Realizar determinados tratamientos ambulatorios como
guimioterapia o hemodidlisis.

C) Haber estado hospitalizado durante 48 horas o mas en los ultimos
90 dias.

D) Residir en centros sociosanitarios o de larga estancia.

No obstante, a partir de este punto, el enfoque de la presente
introduccidon continuard centrado especificamente en la infeccién
nosocomial, dado que el principal ambito de aplicabilidad de esta tesis

es el manejo de las infecciones adquiridas durante la hospitalizacion.
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1.4.2. Incidencia y magnitud del problema

Las infecciones nosocomiales representan actualmente uno de los
principales problemas asociados a la atencién hospitalaria debido al
impacto clinico y econémico que generan (197). Segun la OMS, las
infecciones nosocomiales suponen un enorme coste econémico para
los sistemas sanitarios, debido a la prolongacion de las estancias
hospitalarias, la necesidad de tratamientos y el uso de antibiéticos mas
restringidos. Ademas, generan un importante impacto en salud del
paciente, traducido en pérdida de calidad de vida y aumento de la

morbimortalidad (195).

A pesar de los avances de la medicina moderna y en el cuidado del
paciente, este tipo de infecciones continla representando un
problema vigente que exige estrategias constantes para su
prevencion y manejo (201). De hecho, se trata de un problema en
aumento, ya que los hospitales atienden cada vez a un mayor nimero
de pacientes con sistemas inmunitarios debilitados (edad avanzada,
didlisis, pacientes en tratamientos oncoldgicos, etc.). A ello se suma el
incremento en la realizacion de procedimientos médicos invasivos y el
uso extendido de determinados dispositivos médicos que, en global,
representan factores que incrementan el riesgo de desarrollar

infecciones nosocomiales (202).
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Segln estimaciones de la OMS, las infecciones nosocomiales afectan a
mds de 100 millones de pacientes cada afio (203). En un estudio
mundial realizado en 2024 observaron que la prevalencia varia segun
el pais (Figura 22). En los paises desarrollados, la prevalencia de las
infecciones nosocomiales es de alrededor del 7% (204). Por otra parte,
en los paises en vias de desarrollo, se registraron cifras un poco mas
elevadas, con una prevalencia de alrededor del 15% (204). Esta
diferencia puede atribuirse a diversos factores: infraestructuras
hospitalarias mas limitadas, menores recursos econdmicos, escasez de
personal capacitado, deficiencias en las medidas de higiene, falta de
programas de control de infecciones y ausencia de politicas para el uso

racional de antibidticos (202).

WHO Regions

M AFR
H AMR
W EMR
M EUR
M SEAR
B WPR
Not applicable

Figura 22: Prevalencia de la infeccién nosocomial en Africa (AFR), las Américas
(AMR), el Mediterraneo Oriental (EMR), Europa (EUR), Asia Sudoriental (SEAR) y
el Pacifico Occidental (WPR). Extraido de (204).

Segun los CDC, en Estados Unidos se estima que las infecciones
nosocomiales afectan cada afio a 1,7 millones de personas, de las

cuales cerca de 100.000 fallecen como consecuencia de las mismas.
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Estas cifras suponen un coste de 6,5 billones de euros anuales (161). En
el dmbito europeo, el ECDC estima que la prevalencia varia entre el
3,5% vy el 14,8%. Estas cifras equivalen aproximadamente a unos 3-4
millones de infecciones nosocomiales cada afio y unas 37.000 muertes,
unos 16 millones de dias adicionales de estancia hospitalaria y un coste

de unos 7.000 millones de euros (161,205).

El Estudio de Prevalencia de las Infecciones Nosocomiales en Espaiia
(siglas EPINE) n? 34, realizado en 2024, reportd una prevalencia del
7,17% de infecciones nosocomiales basada en una cohorte de 58.913
pacientes de unos 300 hospitales nacionales (206). Este valor refleja
una tendencia estable durante la ultima década, con cifras entre el
6,8% y el 7,5% en afios previos. El estudio también sefiala que la
prevalencia mayor se detectd en las unidades de cuidados intensivos
(UCI), donde superd el 25% de los pacientes ingresados. En Cataluiia,
segun los datos de este EPINE 2024, se detectd una prevalencia de
8,20% de infeccion nosocomial analizando una cohorte de 4.267

pacientes (206).

Respecto a la tipologia, diversos estudios senalan que las infecciones
nosocomiales mas frecuentes son las infecciones del tracto urinario,
las infecciones debidas al uso de catéteres endovenosos, la
neumonia asociada a la ventilacion mecanica y las infecciones
relacionadas con la cirugia (197). De hecho, la OMS estima que estas
cuatro infecciones representan aproximadamente el 80% de todas las

infecciones nosocomiales (207).
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A nivel nacional, las infecciones nosocomiales mas frecuentes son las
infecciones quirdrgicas (23,80%), las infecciones respiratorias
(22,61%), las infecciones del tracto urinario (18,66%) y las bacteriemias
(13,74%). En conjunto, estas cuatro localizaciones representaron mas
del 75% de todas las infecciones nosocomiales registradas en el

estudio (206).

1.4.3. Factores predisponentes

El desarrollo de una infeccién nosocomial depende de la interaccién
dindmica entre el paciente, el microorganismo, el entorno hospitalario
y determinadas practicas asistenciales (208). Estos factores pueden
actuar de forma independiente o sinérgica, incrementando el riesgo
de adquisicién de la infeccidon. A continuacion, se detallan los mas

relevantes:

1. Relacionados con el paciente:

e Edad extrema: Los pacientes neonatos y aquellos de edad
avanzada presentan una mayor susceptibilidad a las infecciones
nosocomiales y, en general, a cualquier tipo de infeccién. En el
primer extremo de edad hay una inmadurez del sistema
inmunitario y en el extremo opuesto, una mayor fragilidad y un

sistema inmunitario menos eficiente. Ademas, los pacientes de
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edad avanzada suelen padecer multiples comorbilidades o ser

portadores de dispositivos médicos (201,209,210).

Concretamente, segun el estudio EPINE 2024, la incidencia de
infecciones nosocomiales fue del 4,18% en la franja de 0 a 9 afios.
Posteriormente, la grafica por edades desciende y vuelve a
aumentar a partir de los 50 afios, alcanzando su maximo en el

grupo de 70 a 79 afios, con una prevalencia del 9,28% (206).

Comorbilidades: Patologias como diabetes mellitus, insuficiencia
renal cronica, hepatopatias, neoplasias o determinados estados de
inmunosupresion (por ejemplo, en pacientes sometidos a
quimioterapia) incrementan el riesgo (211,212), ya que se trata de
pacientes que suelen presentar un estado de inmunosupresién de
base y que con frecuencia acuden al hospital por exacerbaciones

de sus patologias de base.

Dispositivos invasivos: La presencia de un dispositivo médico es
uno de los factores criticos para adquirir una infeccién nosocomial
(207), ya que facilita la entrada de los microorganismos y la
adherencia posterior mediante formacion de biofilms (explicado
en el apartado 1.1.2). Entre los diferentes dispositivos, destacan
los catéteres venosos (facilitan la bacteriemia a través de catéter
(213)), las sondas urinarias y ventilacion mecanica (facilita la

neumonia asociada al ventilador).
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Segun los datos del EPINE 2024, el 70,36% de los pacientes con
bacteriemia portaba un catéter venoso, el 57,36% de los pacientes
con infeccién urinaria tenia una sonda urinaria y el 32,20% de los
pacientes con neumonia estaba sometido a ventilacién mecanica

(206).
2. Relacionados con el microorganismo:

Tal y como se ha mencionado en los apartados 1.1.3 y 1.3.4, la
presencia de bacterias pertenecientes al grupo ESKAPE constituye un
riesgo adicional, ya que se trata de microorganismos con una elevada
capacidad para generar brotes, persistir en el entorno nosocomial,
adquirir nuevos mecanismos de resistencia y adherirse a dispositivos

médicos mediante la formacién de biofilms.

En particular, E. faecium resistente a la vancomicina y K. pneumoniae
productora de BLEE o de carbapenemasas representan una amenaza
aun mayor. Las infecciones por estas bacterias incrementan alin mas la
presion asistencial y limitan de forma significativa las opciones
terapéuticas disponibles, obligando al uso de antibiéticos de ultima

linea, mas restringidos y con mayor coste econémico.

3. Relacionados con el entorno hospitalario y las practicas

asistenciales:

e Estancias hospitalarias prolongadas: Las infecciones nosocomiales

no solo incrementan el nimero de dias de hospitalizacidn, sino
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que, ademas, una duracion prolongada de un ingreso se asocia de
forma directa con un mayor riesgo de adquirir una nueva
infeccion. Este riesgo se ve potenciado por la necesidad de
emplear dispositivos invasivos durante el ingreso, tales como
catéteres vasculares, sondas urinarias o la realizaciéon de
reintervenciones quirurgicas. Un metaanalisis publicado en 2023
de 5.037 estudios identificd que permanecer hospitalizado mas de
dos semanas se asocia con una probabilidad significativamente
mayor de desarrollar infecciones nosocomiales (odds ratio: 13,36)

(212).

Unidades de cuidados intensivos: Las UCI presentan las mayores
tasas de infeccidn relacionada con la asistencia sanitaria debido a
la gravedad clinica de los pacientes, la elevada frecuencia de
procedimientos invasivos y el uso frecuente de antibioticos de
amplio espectro. La mayoria de los pacientes ingresados en estas
unidades requieren dispositivos médicos como tubos

endotraqueales, catéteres vasculares o sondas urinarias (214).

Segun datos del ECDC, en 2020, de un total de 87.513 pacientes
ingresados en UCI, el 12,7% presentd una infeccién nosocomial
(214). En territorio nacional, los datos del EPINE 2024 indican una
prevalencia aun mayor, superando el 25% de los pacientes

ingresados (206).
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Procedimientos quirtirgicos: La cirugia incrementa el riesgo de
infeccion del sitio quirdrgico debido al caracter traumatico del
procedimiento, que implica la ruptura de barreras anatémicas y
tisulares. Este riesgo se ve potenciado por situaciones como
guemaduras, la realizacibn de procedimientos invasivos
complejos, la instrumentacidn prolongada o la necesidad de
reintervenciones (201). La probabilidad de infeccion aumenta aun
mas cuando existen deficiencias en las medidas de asepsia, en la
aplicacion adecuada de profilaxis antibidtica o en el control de las
condiciones del entorno quirdrgico. Segln un metaanalisis
publicado en 2023 en China, los procedimientos invasivos fueron

uno de los principales factores de riesgo (odds ratio: 3,54).

Higiene: La falta de adherencia a los protocolos de higiene de
manos y el incumplimiento de las condiciones de esterilidad
favorecen la adquisicién de infecciones intrahospitalarias y la

transmision cruzada de estas entre pacientes.

Tal y como se ha senalado en el apartado 1.4.2, en algunos paises
en vias de desarrollo las limitaciones de recursos dificultan la
disponibilidad de hospitales con infraestructuras adecuadas,
acceso a agua potable, personal debidamente capacitado vy
materiales estériles. Estudios realizados en centros hospitalarios
de Africa subsahariana han reportado incidencias de infeccién

nosocomial de hasta el 49% (202).
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e Uso inadecuado de antimicrobianos: El uso irracional de
antibiéticos, especialmente de aquellos con un amplio espectro de
accién, favorece la seleccion y diseminacion de microorganismos
multirresistentes (215), como las cepas productoras de B-
lactamasas de espectro extendido, carbapenemasas o E. faecium
resistente a vancomicina. Estas cepas, ademas de presentar
opciones terapéuticas limitadas, tienden a originar brotes

intrahospitalarios.

1.4.4. Estrategias de prevencién y control

Debido a la naturaleza intrinseca de las infecciones nosocomiales, su
erradicacion total en un hospital resulta imposible, ya que estan
vinculadas tanto a la idiosincrasia del propio paciente como a la
necesidad de recibir atencién médica (197). Sin embargo, es posible
reducirlas y controlarlas disminuyendo su tasa de incidencia mediante
el cumplimiento estricto de las guias de seguridad del paciente y de los

protocolos de practicas asistenciales.

El ECDC estima que aproximadamente el 20% de las infecciones
nosocomiales son prevenibles mediante la implementacion de
programas multidisciplinares que integren de forma conjunta
educacién del personal sanitario, formacion y la monitorizacién

continua de estos programas (216).
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Gran parte de la dificultad para lograr la reduccién y el control radica
en que, en la mayoria de los casos, dependen de factores humanos

(197).

1. Medidas universales

e Higiene de manos

La higiene de manos constituye la medida mas sencilla y, a la vez, la
mds importante que se puede llevar a cabo para prevenir la
transmisién de microorganismos (207,217). Esta medida debe
realizarse de forma sistemdtica con el fin de no vehiculizar
microorganismos de un paciente a otro, del paciente al entorno o

viceversa.

La OMS establece los denominados “cinco momentos” para la higiene

de manos (207):

Antes del contacto con el paciente.
Antes de realizar un procedimiento aséptico.
Después de la exposicion a fluidos corporales del paciente.

Después del contacto con el paciente.

v A o hdoE

Después del contacto con el entorno del paciente.

La OMS senala que el cumplimiento de la higiene de manos se
encuentra por debajo de los valores 6ptimos. En los paises
desarrollados, el promedio de adherencia a los cinco momentos

establecidos es del 64,5%, mientras que en los paises en vias de
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desarrollo se reduce al 9,1%. Asimismo, la OMS estima que la correcta
implementacién de programas de higiene de manos podria reducir
hasta en un 50% la incidencia de infecciones nosocomiales y generar
un beneficio econdmico hasta 16 veces superior a la inversion

necesaria para su implementacion (218).
e Uso correcto de los guantes

El uso de guantes puede generar en el personal sanitario una falsa
sensacion de seguridad que conduzca a omitir el cumplimiento
estricto de la higiene de manos. De hecho, numerosos estudios han
evidenciado que muchos profesionales sanitarios, al usar guantes,
reducen su atencién al tocar superficies, objetos o pacientes. Esta falsa
percepcion favorece que no se realicen los cambios de guantes en los
momentos indicados y que no se realice la correcta higiene de manos

(219).

Segln la OMS, el uso de guantes no sustituye la higiene de manos y
debe limitarse a situaciones en las que exista riesgo de contacto con

fluidos biolégicos, mucosas o piel no intacta (207).
e Esterilizacion y desinfeccion de material médico

Como se ha mencionado en los apartados 1.1 y 1.3, ciertos
microorganismos son capaces de formar biofilms y persistir en
superficies inanimadas o en dispositivos médicos. La falta de una
adherencia estricta a los protocolos de limpieza, desinfeccién y

esterilizacién de superficies, mesas, camas, asi como del material
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médico reutilizable favorece la diseminacion intrahospitalaria de
dichos microorganismos hacia el siguiente paciente en el que se
utilicen (220). Este riesgo es especialmente critico en dispositivos que
atraviesan las barreras anatdmicas y entran en contacto directo con
zonas estériles del paciente (como los endoscopios), ya que su
contaminacién puede tener consecuencias aun mas graves ya que
facilitan la entrada de los microorganismos a tejidos habitualmente

estériles (221).

Esta problematica es mds frecuente en los paises en vias de desarrollo,
donde la adherencia a los protocolos es menos estricta por falta de
recursos. En estos paises, algunos estudios detectan que hasta el 95%
de dispositivos y materiales médicos pueden estar colonizados por

microorganismos (222).

e Seguir protocolos asistenciales para evitar determinadas

infecciones nosocomiales

La aplicacién sistematica de protocolos asistenciales especificos y el
cumplimiento riguroso de estas medidas reduce significativamente la
incidencia de infecciones asociadas a dispositivos invasivos y
procedimientos quirurgicos. En inglés son conocidas como bundle de
medidas: conjunto de intervenciones basadas en la evidencia

cientifica. Entre las principales recomendaciones se incluyen:
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- Para la ITU asociada a sonda vesical: inserciéon con técnica
aséptica, revisidon diaria de la indicaciéon de mantenerla y
retirada de la sonda cuando sea posible (223).

- Para la bacteriemia asociada a catéter: insercidon con técnica
aséptica, higiene de manos previa a la insercion, desinfecciéon
de la piel con clorhexidina, mantenimiento y retirada del
catéter cuando no sea necesario (224).

- Para la neumonia asociada a ventilacion mecanica: elevacién
de la cabecera a 30-45°, minimizar la sedacion y retirar la
intubacién cuando sea posible (225).

- Para la infeccién quirurgica: profilaxis antibiética adecuada,
antisepsia preoperatoria, control glucémico y control de la

temperatura corporal durante la operacion (226).
e Precauciones de aislamiento

Los microorganismos infecciosos pueden presentar distintos
mecanismos de transmision en funcién de su ciclo bioldgico y de su
patogenia, lo que condiciona las estrategias de prevenciéon a
implementar. Algunas bacterias se transmiten principalmente por
contacto directo con superficies contaminadas o a través de las manos
del personal sanitario, otras se diseminan mediante gotas expulsadas
al hablar, toser o estornudar, o incluso a través de particulas en
suspension capaces de permanecer viables en el aire durante periodos
prolongados. La aplicacion de determinadas medidas segun el tipo de

transmisidn resulta esencial para interrumpir la cadena de
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transmision en entornos cerrados como los hospitales. Ejemplos de
estas medidas incluyen el uso de mascarillas en caso de patdgenos
transmitidos por via aérea, la higiene de manos en caso de transmisién
por contacto y la sefializacién visible en las habitaciones de pacientes

en aislamiento.

En relacién con las bacterias multirresistentes (MDR) objeto de esta
tesis, como K. pneumoniae productora de BLEE o E. faecium resistente
a vancomicina, se conoce que su principal mecanismo de transmisién
es por contacto. Aunque los CDC recomiendan las medidas de
aislamiento de contacto para estos patégenos (227), hay bibliografia
diversa respecto si realmente son necesarias las medidas de
aislamiento  de  contacto para estos microorganismos.
Esta discrepancia se debe, en parte, a que no hay estudios
experimentales suficientes y a que la efectividad de dichas medidas
puede depender de factores como la idiosincrasia y recursos de cada
centro sanitario, la prevalencia local de microorganismos MDR y el
nivel de adherencia del personal a los protocolos de higiene

universales (228,229).
e Uso racional de antibidticos

La OMS reconoce que el uso excesivo de antibidticos constituye un
problema global y subraya la necesidad de implementar programas y
politicas orientadas a su utilizacién racional (230). La ausencia de

iniciativas de control, como los Programas de Optimizacién del Uso de
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Antibidticos (PROA), favorece el uso indiscriminado de estos
medicamentos, generando una presion antibidtica que facilita la
aparicion de cepas MDR. Numerosos estudios demuestran que es
esencial establecer politicas de uso racional de antibidticos para
concienciar al personal sanitario y llegar a utilizar los antibidticos de
manera adecuada (202,212). En ocasiones, la implementacion de
programas multidisciplinares requiere del apoyo de entidades
gubernamentales ya que dependen de una coordinacién institucional

efectiva.

Estos programas también pueden establecerse a nivel nacional. En
Espafia, desde 2014, se aprobd el Plan Nacional frente a la Resistencia
a los Antibidticos (PRAN) cuyo objetivo es vigilar el consumo de

antibidticos y reducir las resistencias bacterianas (231).
e Formacion continua del personal sanitario

La formacion continua del personal sanitario constituye un pilar
fundamental ya que permite reforzar de forma constante la aplicacién
de los protocolos asistenciales, garantizar el correcto cumplimiento de
la higiene de manos, promover la educacién sobre la relevancia de la
infeccion nosocomial, asegurar la adherencia rigurosa a los conjuntos
de medidas y fomentar el cumplimiento de las guias PROA

(223,225,227).
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2. Vigilancia epidemioldgica activa

Segun los CDC, la vigilancia sistematica activa es clave para preveniry
controlar las infecciones nosocomiales mediante una deteccion
temprana, seguimiento sistematico y respuesta inmediata ante casos
o brotes. Una vigilancia activa implica una busqueda sistematica y
continua de informacién clinica, microbiolégica y epidemioldgica
para la deteccion precoz de posibles brotes, especialmente de cepas
MDR, y poder aplicar las medidas adecuadas a tiempo para evitar su

expansion (227).

De acuerdo con la OMS, para realizar esta vigilancia, los hospitales
deben contar con un grupo de control de infecciones nosocomiales,
de caracter multidisciplinar, integrado por profesionales como
infectdlogos, microbidlogos, farmacéuticos, personal de enfermeria
especializado, entre otros. Las funciones de este grupo incluyen:
promover programas de prevencidon de infecciones nosocomiales,
analizar los datos de la vigilancia, fomentar y supervisar las practicas
asistenciales seguras, dar respuesta ante la sospecha de brotes y
evaluar los riesgos asociados al uso de nuevos dispositivos médicos

(232).

Otro componente fundamental de este sistema de vigilancia activa es
la existencia de circuitos de notificacion rapidos y eficientes entre los
laboratorios de microbiologia (donde se detectan las cepas MDR) y los

equipos de control de infeccion nosocomial (227).

126



Asimismo, es fundamental disponer de indicadores y sistemas

informaticos que permitan:

- Calcular las tasas de infeccién nosocomial.

- Analizar datos estadisticos y tendencias de microorganismos MDR.

- Monitorizar el consumo de antibiéticos.
- Generar informes periddicos de sensibilidad antimicrobiana para

detectar incrementos en los patrones de resistencia.

La disponibilidad de esta informacidon desglosada por unidades o
servicios asistenciales ofrece aun mayor valor, ya que permite
identificar areas especificas que requieren intervencién, asi como
realizar comparaciones internas en distintos periodos de tiempo o

externas entre diferentes hospitales (227).

En Espaiia, existen programas de vigilancia activa que han demostrado
su eficacia en la monitorizacién de las infecciones nosocomiales.
A nivel nacional, el EPINE (mencionado en el apartado 1.4.2) realiza
anualmente una recogida sistematica de datos de todos los pacientes
hospitalizados para estimar la prevalencia de estas infecciones y sus
factores de riesgo. En Cataluiia existe el programa VINCat (Vigilancia
de les Infeccions Nosocomials a Catalunya), que realiza una vigilancia
continua de la incidencia de infecciones nosocomiales, del consumo de
antibiéticos y de los perfiles de sensibilidad antimicrobiana a nivel

autondémico (233).
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3. Rol del laboratorio de microbiologia clinica en la deteccion y el

control de la infeccion nosocomial

Ademas de disponer de circuitos de comunicacion eficaces con los
equipos de control de infecciones y de la sensibilidad antimicrobiana
actualizada de manera periddica, los CDC recomiendan que los
laboratorios cuenten con protocolos de conservacién de bacterias
MDR. El objetivo es poder realizar técnicas de tipificacion clonal
cuando hay sospechas de brotes y poder asi confirmar o descartar la
relacion epidemioldgica reciente entre los casos detectados (227).
En el dmbito de la microbiologia, se define como relacion clonal
aquella existente entre cepas bacterianas genéticamente idénticas

que descienden de un ancestro comun.

En este contexto, las técnicas moleculares y, especialmente, la WGS
constituyen el método de referencia para la caracterizacién clonal.
Sin embargo, su aplicacion en la practica rutinaria de los laboratorios
de microbiologia se ve limitada por factores como el alto coste, la
necesidad de infraestructura experimental y soporte bioinformatico

especializado, asi como los tiempos de respuesta elevados (234).

Disponer de técnicas discriminatorias rapidas aportaria un valor
afnadido al papel del laboratorio de microbiologia en el manejo de las
infecciones nosocomiales. En este contexto, la tecnologia de
espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (siglas

FTIR en inglés, Fourier transform infrared spectroscopy) se presenta

128



como una herramienta de cribado inicial para la caracterizacién de
brotes nosocomiales. Se trata de una técnica que se podria incorporar
en la rutina asistencial y facilitaria la toma rdpida de decisiones por
parte de los equipos de control de infeccion nosocomial. La presente
tesis versa sobre la incorporacion de esta técnica en la rutina
asistencial y su funcionamiento se detallara mds adelante en el

apartado 1.6.
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1.5. Técnicas de estudio de brotes

1.5.1. Concepto

Segun la OMS y los CDC, un brote epidemiolégico se define como una
situacion en la que se produce un incremento de casos superior al
habitual en una region, poblacién y periodo determinados (235,236).
La naturaleza de un brote puede ser muy diversa, abarcando desde un
episodio de salmonelosis en un nucleo familiar o un brote de gripe en
una residencia de ancianos, hasta situaciones mundiales como la

pandemia de COVID-19.

En la practica hospitalaria habitual, se considera brote por una bacteria
MDR la aparicion de dos o mds casos de infeccion o colonizacion
causados por el mismo microorganismo MDR, que presentan un
vinculo epidemiolégico y circunscritos a un intervalo de tiempo y lugar
determinados. Aunque cada centro o autor puede establecer el
umbral de casos que considere oportuno, tanto los CDC como la OMS
utilizan el criterio de dos 0 mas casos como referencia en sus guias

para la identificacién de un brote (237,238).

Dentro del dmbito de brotes causados por microorganismos MDR,
existen aquellos causados por la transferencia de elementos moviles
(como plasmidos conjugativos) que codifican genes de resistencia
(239). No obstante, este tipo de brotes no constituye el objeto de

estudio de la presente tesis, la cual se centrara exclusivamente en los
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brotes de tipo clonal. Segun los CDC y el ECDC, la confirmacién de un
brote requiere demostrar la relacion clonal entre los aislados
implicados mediante técnicas de tipado (227,240). En el contexto de
las bacterias, las diferentes técnicas de tipado tienen como objetivo
caracterizar y discriminar si diferentes aislados pertenecen o no a un

mismo clon (240).

1.5.2. Métodos epidemioldgicos convencionales

Las técnicas de tipificacion microbioldgica, por si solas, no son
suficientes para establecer con certeza la existencia de un brote.
Los resultados microbiolégicos requieren siempre del apoyo de
criterios epidemioldgicos. La informacion epidemioldgica no solo es
fundamental para la deteccion inicial del brote en aquellas situaciones
en las que no se realice vigilancia sistematica mediante técnicas
moleculares, sino también para la interpretacion adecuada de los

resultados obtenidos posteriormente.

Los métodos epidemiolégicos convencionales constituyen el pilar
fundamental e histdrico en la investigacion de brotes, especialmente
si no se dispone de técnicas moleculares. Durante los siglos XVIIl y XIX,
figuras como Edward Jenner (1749-1823) y John Snow (1813-1858)
llevaron a cabo importantes estudios en este ambito. Jenner,

observando la dindmica de los brotes de viruela en Inglaterra, pudo
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desarrollar la primera vacuna preventiva. Por otra parte, Snow,
investigando los brotes de célera en Londres, identifico el agua
contaminada como la fuente de transmisién. Se considera que las
contribuciones de ambos sentaron las bases de la epidemiologia actual

y del control de enfermedades infecciosas (241).

El objetivo de aplicar los métodos epidemiolégicos en un brote es
identificar la magnitud, el origen y las vias de transmisién del mismo,
para establecer las medidas especificas de control. Tanto la OMS como
los CDC establecen que las herramientas epidemioldgicas se han de
aplicar de forma sistematica y por fases para el manejo del brote,
desde la identificacidn inicial del brote, las intervenciones de control y
la comunicacidon de los resultados (242,243). Para llevar a cabo
adecuadamente las investigaciones epidemioldgicas, es fundamental
que el hospital disponga de un grupo de control de infecciones.
A continuacion, se detallan las fases de la investigacién epidemioldgica

de un brote:
1. Vigilancia activa

Como se ha explicado en el apartado 1.4.4, la vigilancia epidemioldgica
activa se basa en la recopilacion sistematica de datos
epidemioldgicos, clinicos y microbiolégicos (incremento de la
incidencia, cambios en los patrones de resistencia, aparicion de
nuevos casos de microorganismos MDR, etc.) con el objetivo de

identificar un brote de manera precoz (242,243).
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En caso de que haya sospecha de brote, se puede valorar implementar
las primeras medidas de control para evitar que se siga expandiendo.
Una de las mas eficaces y sencillas para los brotes de microorganismos

MDR, como se ha comentado, es reforzar la higiene de manos.
2. Definicidn de caso

Una vez detectado un posible brote, se procede a establecer una
definicion de caso que incluya criterios microbiolégicos (por ejemplo,
la deteccion de un determinado microorganismo MDR), criterios
espaciales (como la deteccion en wuna unidad hospitalaria
determinada) y criterios temporales (la detecciéon en un intervalo
temporal conocido como “periodo epidémico”). La definicidn de caso
se puede ir adaptando y optimizando a medida que se obtiene mas

informacion de la dinamica del brote (242).

El objetivo de establecer una definicién de caso es maximizar la
sensibilidad identificando aquellos relacionados con el brote
(“verdaderos positivos”) y evitar la inclusion de casos no vinculados
con el brote que podrian requerir un uso innecesario de recursos de

control (“falsos positivos”) (243,244).

Habitualmente, la definicion de caso permite clasificar a los pacientes
en casos confirmados (cumple criterios y ademas existe confirmacién
mediante la correspondiente prueba de laboratorio), probables

(cumple todos los criterios, pero no existe confirmacién) o
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sospechosos/posibles (cumple algunos criterios, pero no existe

confirmacion) (242,244).
3. Recogida de informacidn epidemioldgica

La recopilacion sistematica de informacién se realiza mediante la
revisidon de historias clinicas de los casos o incluso mediante
entrevistas al personal sanitario y, en determinados casos, a los
propios pacientes o sus familiares. Los datos recogidos suelen incluir
antecedentes de hospitalizacidn, procedimientos invasivos realizados,
tratamientos antibiéticos recibidos, dispositivos médicos empleados,
fecha de inicio de los sintomas, recorrido del paciente por las distintas

unidades del hospital y posibles contactos con otros pacientes (242).
4. Analisis descriptivo: persona, lugar y tiempo

El analisis descriptivo constituye una de las fases fundamentales de la
investigacion epidemioldgica de brotes. Su objetivo es caracterizar el
brote, establecer un posible origen y determinar las posibles rutas de
transmision. En esta fase se analiza la dinamica del brote mediante la

evaluacion sistematica de tres “dimensiones” (242,243):

e Persona: Se analizan las caracteristicas demograficas y clinicas de

los pacientes afectados.

e Espacio: Se analiza la localizacidon espacial dentro del hospital
(unidad, servicio, quiréfano, etc.) elaborando mapas de casos

(245).
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e Tiempo: Generalmente se elaboran curvas epidémicas donde se

representa la distribucion cronolégica de los casos.
5. Investigacion ambiental y de procedimientos

Se deben analizar y evaluar las practicas asistenciales que podrian
estar favoreciendo la transmisidn, asi como inspeccionar posibles
fuentes ambientales que puedan actuar de reservorios o de fuente.
Generalmente, esta fase suele incluir la revisién de protocolos de
higiene de manos, la limpieza y desinfeccién de superficies, la
esterilizacién de material y la evaluacién de equipos médicos. Ademas,
las investigaciones se pueden complementar con la recogida de

muestras ambientales para cultivos microbioldgicos (242,246).
6. Analisis de la cadena de transmision

En esta fase se estudian los factores de riesgo implicados, las rutas de
transmisién, la identificacidon del probable caso indice y de posibles
casos secundarios, asi como la localizacidén de reservorios. El objetivo
principal es confirmar o descartar las hipotesis planteadas mediante
herramientas como la elaboracion de diagramas de flujo, la
construccion de mapas de contactos y la realizacion de analisis
epidemioldgicos, incluyendo estudios de cohortes o de casos y
controles (242,243). Estas metodologias intentan comprender la
dindmica del brote para poder implementar las medidas de control

mas eficaces.
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7. Implementar y evaluar las medidas de control implementadas

Tal como se ha mencionado en la fase de vigilancia activa, en las
primeras etapas de un brote pueden aplicarse medidas de control
universales; sin embargo, las medidas de control especificas a
implementar dependeran del analisis detallado del brote, su
magnitud, las rutas de transmision identificadas, la infraestructura del

hospital y los recursos disponibles (243).

Paralelamente, elaborar indicadores de la eficacia de las medidas
adoptadas resulta crucial para evaluar y determinar su impacto en el

manejo y control del brote (247).
8. Comunicacion de resultados

Finalmente, la Ultima fase consiste en la elaboracién de informes y
mensajes dirigidos a los servicios o unidades implicadas en el brote
detallando los riesgos identificados, las medidas implementadas y la
evolucion del brote. El objetivo final de esta etapa es educar y mejorar
futuras actuaciones con el fin de prevenir la aparicion de brotes

similares (242,243).
Limitaciones de la epidemiologia convencional

Aunque la epidemiologia convencional continda siendo una
herramienta esencial para la investigacion inicial de brotes, presenta

ciertas limitaciones significativas:
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e Poder discriminatorio: La investigaciéon basada uUnicamente en
criterios clinicos, temporales y espaciales no permite determinar si
las cepas tienen relacién clonal entre ellas o si los casos detectados
corresponden a multiples origenes independientes. Esto puede
sesgar las relaciones epidemioldgicas y sobreestimar o subestimar
la magnitud del brote.

e C(Calidad de la informacidn: Tal y como se ha mencionado
anteriormente, los estudios epidemioldgicos dependen en gran
medida de la informacién contenida en las historias clinicas de los
pacientes (antecedentes, movimientos dentro del centro,
procedimientos realizados, etc.). Los registros inexactos,
incompletos o de baja calidad dificultan el analisis posterior, la
interpretacion de resultados, la reconstruccién de las cadenas de
transmisién y, en consecuencia, reducen la efectividad de las
medidas de control (248).

e Subjetividad: Existe un componente inherente de subjetividad
derivado de la experiencia y formacion del investigador que analiza
los datos. Factores como la definicidn inicial de caso, la seleccidon
de variables a registrar o la interpretacion de datos recogidos
manualmente pueden condicionar las conclusiones y las

intervenciones que se realicen (249,250).

A pesar de que los datos epidemioldgicos son fundamentales, por si
solos no pueden confirmar o descartar con absoluta certeza un brote

epidemioldgico, ya que no permiten demostrar la relacién clonal
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entre los casos implicados. Por lo tanto, no tienen capacidad para
validar de manera definitiva las hipoétesis sobre el origen y la dindmica

de transmision del brote.

Por esta razon, las guias actuales de la OMS, los CDC y el ECDC
recomiendan que los métodos de epidemiologia convencional se
utilicen de forma complementaria a los métodos moleculares y de
tipificacién microbiolégica para una caracterizacidon precisa del brote

(227,240).

1.5.3. Métodos moleculares

Los métodos moleculares constituyen el pilar para demostrar la
relacion clonal entre aislados y, por tanto, contribuyen a la
confirmacién o exclusion de un brote epidemiolédgico (251,252).
A diferencia de la epidemiologia convencional, basada en el andlisis de
persona-lugar-tiempo, estas técnicas se centran en el estudio
comparativo de los genomas bacterianos, que permite establecer con
precision las relaciones clonales entre los aislados. En general, las
técnicas moleculares ofrecen un elevado poder discriminativo
(capacidad para distinguir si las cepas estan relacionadas o no) y una
elevada reproducibilidad (permite comparar resultados a lo largo del
tiempo, entre distintos centros y con la literatura publicada). Sin

embargo, también presentan ciertas desventajas. Suelen implicar un
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consumo considerable de recursos econémicos debido a la necesidad
de personal cualificado y reactivos costosos, y suelen ser técnicas
laboriosas y prolongadas, resultando en un tiempo de respuesta
elevado, limitando por tanto su disponibilidad en todos los centros

(234,251).

En la literatura existen numerosos métodos moleculares para la
tipificacidn bacteriana que han ido surgiendo a lo largo de la historia.
Entre ellos se encuentran el tipado de la proteina A estafilocécica (en
inglés Spa [staphylococcal protein A] typing), que se basa en la
secuenciacion de la region X del gen spa (253); los métodos basados en
MLVA (del inglés Multiple-Locus Variable number tandem repeat
Analysis), que analizan el patrén de repeticiones en tandem de
secuencias cortas de ADN presentes en varios loci del genoma (254);
los métodos basados en PCR-RFLP (del inglés Polymerase Chain
Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism), que combina
la amplificacion por PCR de una regién especifica del genoma con la
posterior digestion mediante enzimas de restriccion (255); y métodos
basados en AFLP (del inglés Amplified Fragment Length
Polymorphism), que consisten en la digestion de todo el genoma
mediante enzimas de restriccion seguida de una posterior
amplificacion de los fragmentos resultantes mediante PCR (256).
No obstante, aunque existen mas métodos moleculares que tienen

como objetivo tipar bacterias para establecer relaciones clonales, la
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presente tesis se centrard exclusivamente en los métodos mas

conocidos y utilizados en nuestro entorno:
Electroforesis en gel de campo pulsado

Conocida en inglés como pulsed-field gel electrophoresis (siglas
PFGE), es una técnica que se basa en el andlisis de los patrones de
restriccion del genoma de la bacteria. Esta técnica fue desarrollada por
los investigadores americanos David C. Schwartz y Charles R. Cantor en
1984. La metodologia que publicaron permitia separar fragmentos
grandes de ADN que la electroforesis convencional no era capaz,
mediante cambios periddicos en la direccion del campo eléctrico

(257).

En la técnica del campo pulsado, el genoma de cada bacteria se digiere
mediante endonucleasas especificas (por ejemplo, Xbal o Smal) y los
fragmentos resultantes se separan en un gel de agarosa al aplicar un
campo eléctrico en pulsos (258). El resultado es un patrén de bandas
determinado (una especie de “huella cromosdémica”) que se compara
entre los diferentes aislados empleando los criterios de Tenover (259).
Aunque estos criterios fueron publicados en 1995, todavia son
utilizados para clasificar aislados en funcién de las diferencias entre el
patréon de bandas obtenido (260). Este sistema categoriza la

comparacion de los aislados como (259):
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- Indistinguibles: No se observan diferencias entre los fragmentos
de los diferentes aislados analizados, considerandose que estan
relacionados (Figura 23).

- Estrechamente relacionados: Se observan 2-3 diferencias entre los
fragmentos de los diferentes aislados.

- Posiblemente relacionados: Se observan 4-6 diferencias entre los
fragmentos de los diferentes aislados.

- Diferentes: Se observan mas de 6 diferencias entre los fragmentos
de los diferentes aislados, considerandose que las cepas no tienen

relacion.
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Figura 23: Ejemplo de un brote causado por S. aureus. Excepto el aislado nimero
23, el resto de aislados muestran una relacién indistinguible. Los marcadores de
peso molecular corresponden al fago lambda (A) digerido y se expresan en
kilobases. Extraido de (261).

Por lo general, la técnica del PFGE ha sido una metodologia muy

utilizada y ha sido considerada una técnica de referencia con un poder
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de discriminacidn aceptable para identificar relaciones clonales (262).

Desde hace décadas se ha utilizado en numerosos brotes

nosocomiales producidos por diferentes microorganismos como

K. pneumoniae productora de BLEE (263), S. aureus (264) o E. faecium

(265). No obstante, es una técnica cada vez mas en desuso debido a

sus inconvenientes que han favorecido su progresivo reemplazo por

técnicas de WGS:

Procedimiento laborioso y técnicamente mas exigente que la
misma WGS, generando un tiempo de respuesta prolongado (266).
Reproducibilidad limitada entre centros y estudios: Pequefias
variaciones experimentales pueden generar diferencias
significativas en los patrones obtenidos, lo que obliga a la
utilizacion de protocolos estandarizados para homogeneizar y
permitir la comparacion de resultados (262,267).

Existen redes internacionales dedicadas a la estandarizacion de la
PFGE, como PulseNet, creada por los CDC en 1996, aunque su
aplicacion se centra principalmente en infecciones de transmision
alimentaria (268).

Interpretacion parcialmente subjetiva: La comparacién de
patrones de bandas depende, en parte, de la experiencia del
analista. Existen programas de analisis digital que facilitan este
proceso (269).

Poder de resolucion inferior a las técnicas de WGS: Mientras que

la PFGE permite detectar diferencias en el patrén de restriccion, las
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técnicas actuales de WGS tienen la capacidad de detectar
variaciones puntuales en los nucleétidos (Single Nucleotide
Polymorphisms, SNPs) y establecer relaciones filogenéticas con

mayor precision.
Multilocus Sequence Typing

Las técnicas de Multilocus Sequence Typing (siglas MLST en inglés) se
basan en el analisis de polimorfismos presentes en un conjunto de,
generalmente, siete genes conservados (en inglés denominados
housekeeping genes), aunque en algunos casos el numero puede
llegar a ser de hasta nueve (270). Este método fue desarrollado en
1998, siendo Neisseria meningitidis el primer microorganismo al que

se aplicé (271).

En términos metodoldgicos, el procedimiento se lleva a cabo de la
siguiente manera: se secuencian fragmentos de aproximadamente
400-500 pares de bases de cada uno de los genes presentes en el
esquema (272,273) y a cada secuencia Unica identificada se le asigna
un numero alélico especifico. La combinacién de los numeros alélicos
obtenidos define un tipo de secuencia (Sequence Type, ST) (Figura 24)
(274). Cuando varios ST difieren Unicamente en uno de los siete genes
del esquema, se considera que son cepas que comparten un ancestro
comun y se denominan complejo clonal (en inglés clonal complex, CC)

(157,275).
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ST arcC aroE glpF gmk pta tpi yqiL
188 3 1 1 8 1 1 1

Figura 24: Ejemplo combinacion alélica de los genes arcC (3), aroE (1), glpF (1),
gmk (8), pta (1), tpi (1) y yqil (1) para S. aureus, que corresponde al ST188.
Extraido de (274).

Tradicionalmente, el método consiste en utilizar cebadores (en inglés
primers) especificos de los genes del esquema MLST correspondiente y
posteriormente secuenciarlos mediante el método Sanger (272).
Actualmente, una alternativa cada vez mas utilizada es obtener el ST
mediante los datos obtenidos por las técnicas de WGS (ver apartado

siguiente).

Como se ha mencionado en el apartado 1.1.1 y 1.3.2, estos esquemas
permiten asignar los distintos tipos de ST en K. pneumoniae vy
E. faecium, a partir de los cuales es posible determinar posibles linajes
clonales. No obstante, actualmente existen esquemas de MLST
disponibles en la base de datos de acceso publico PubMLST
(https://pubmlst.org/) para al menos 144 especies bacterianas, segun
la informacion disponible en el momento de la redaccion de esta tesis

(276).

A diferencia del PFGE, las técnicas MLST generan resultados y
nomenclaturas estandarizadas a nivel internacional (266,273).
Los datos obtenidos pueden almacenarse de forma facil vy
estructurada, lo que permite su estandarizacidon y comparacién entre

distintos laboratorios, regiones y trabajos existentes en la literatura,
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asi como en el mismo laboratorio en diferentes periodos de tiempo.
Debido a estas ventajas, se trata de una herramienta que tiene una
utilidad en la vigilancia epidemiolégica molecular ya que permite el
seguimiento de determinados clones y complejos clonales a escala
mundial, como por ejemplo el ST307 de K. pneumoniae o el CC17 de

E. faecium.

Sin embargo, esta técnica presenta limitaciones. En el contexto de un
brote, su poder de discriminacion es inferior al del PFGE;
habitualmente, los casos asociados a un mismo brote comparten el
mismo ST, ya que derivan de un mismo clon, pero que dos cepas
compartan ST no implica necesariamente que pertenezcan al mismo
brote (por ejemplo, el ST307 de K. pneumoniae se encuentra
ampliamente distribuido entre los hospitales de Espana). En este
sentido, el MLST puede emplearse como herramienta de cribado, dado
gue compartir el mismo ST presenta un alto valor predictivo negativo,

pero un bajo valor predictivo positivo.
Whole Genome Sequencing

La técnica de secuenciacion del genoma completo (en inglés Whole
Genome Sequencing, WGS) permite determinar practicamente la

totalidad de la secuencia gendmica de un microorganismo.

A partir de la secuencia gendmica obtenida del microorganismo de
interés, se pueden realizar multiples aplicaciones en el ambito de la

microbiologia (277), entre las que se incluyen:
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- Clasificaciéon taxonoémica precisa del microorganismo.

- Epidemiologia genomica de alta resoluciéon: mediante estudios de
gendmica comparativa, se compara la secuencia gendmica de
interés con otras secuencias de estudio para detectar similitudes y
diferencias en los genomas (278).

- Elaborar arboles filogenéticos que permiten inferir el ancestro
comun mas probable de las cepas estudiadas (278). De acuerdo
con las directrices del ECDC, la WGS vy el posterior estudio de
epidemiologia gendmica se considera el método de referencia
para determinar la relacidn gendmica entre cepas de bacterias
MDR involucradas en brotes nosocomiales (227,240).

- Caracterizacidn gendmica para identificar genes y mutaciones
asociadas a resistencia a los antimicrobianos (por ejemplo,
permite caracterizar BLEE o carbapenemasas), asi como factores
de virulencia (por ejemplo, permite caracterizar la capsula

bacteriana) para predecir su fenotipo (279).

No obstante, dado las multiples aplicaciones de las técnicas de WGS, la

presente tesis solo se centrard en el estudio de brotes bacterianos.

Como se ha mencionado anteriormente, durante mas de 20 afios los
laboratorios de microbiologia han empleado la tecnologia del PFGE
para la investigacion de brotes bacterianos. No obstante, en los
ultimos afios, las técnicas de WGS han revolucionado la capacidad de
resolucion ya que ofrecen informacion mucho mas precisa y detallada

(278,280), que ayudan a optimizar y orientar de forma mds eficaz las
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intervenciones de los equipos de control de infecciones. Por ejemplo,
si mediante WGS se confirma la ausencia de clonalidad en un brote,
pueden finalizarse las medidas de aislamiento, reabrirse unidades y
suspenderse cribados en los pacientes, con el consiguiente ahorro de
recursos y la minimizacion del impacto asistencial (281). En Ia
literatura, se han publicado numerosos estudios que han demostrado
la utilidad de la WGS como herramienta de apoyo a las investigaciones
epidemioldgicas convencionales en situaciones de brote por diversas

bacterias (282—-287).
A continuacidn, se detallaran las distintas fases del proceso de WGS:
1. Procedimiento experimental

La secuencia gendmica se obtiene mediante tecnologias de
secuenciacion de nueva generacidon (en inglés Next Generation
Sequencing, NGS) que pueden generar millones de lecturas (en inglés
reads) o secuencias en paralelo. Estas tecnologias de NGS pueden

clasificarse en (Figura 25):

- NGS de 22 generacion: generan lecturas cortas de cientos de pares
de bases, e incluye las tecnologias de Roche-454® (Roche, Basilea,
Suiza), lon Torrent® (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts,
Estados Unidos) e lllumina® (Illumina Inc., San Diego, California).

- NGS de 32 generacidn: generan lecturas largas de hasta millones

de pares de bases, e incluye las tecnologias de PacBio® (Pacific
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Biosciences, California, Estados Unidos) y Nanopore® (Oxford

Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido) (270,278).

First generation Second generation

(next generation sequencing)

wlf 2= u J

Third generation

Sanger sequencing 454, Solexa, PacBio

Maxam and Gilbert lon Torrent, 0Oxford Nanopore
Sanger chain termination 1llumina
Infer nucleotide identity using dNTPs, High throughput from the Sequence native DNA in real time
then visualize with electrophoresis parallelization of sequencing reactions with single-molecule resolution
500-1,000 bp fragments ~50-500 bp fragments | | Tens of kb fragments, on average
Short-read sequencing Long-read sequencing

Figura 25: Distintas generaciones de secuenciacién y equipos representativos.
Extraido de (288).

A su vez, el proceso experimental de NGS se subdivide en tres pasos
(277), que seran detallados a continuacion para la secuenciacién de
lecturas cortas mediante la tecnologia de Illumina®, mas cominmente

utilizada en nuestro entorno (289), asi como en la presente tesis:

1.1. Fragmentacion del ADN gendmico previamente extraido:
Este paso puede realizarse mediante métodos fisicos o quimicos, y su
objetivo es obtener fragmentos de ADN de menor tamafio y
homogéneos.

1.2. Preparacion de librerias: El ADN previamente fragmentado es
marcado con oligonucleédtidos que actuaran como identificadores
unicos. Dichos identificadores permitiran multiplexar diferentes

muestras en una misma carrera de secuenciacion y también facilitaran
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la posterior fijacidon de los fragmentos a la superficie donde tendra
lugar la reaccion de secuenciacion.

1.3. Secuenciacion masiva en paralelo de los fragmentos finales:
En este punto tiene lugar la inmovilizacién de los fragmentos sobre
una superficie solida (flowcell) seguida de la amplificacion clonal en
puente (bridge amplification). Los cebadores necesarios para iniciar la
amplificacion se encuentran fijados a la superficie y son
complementarios a los identificadores afiadidos durante Ia
preparacion de librerias. Finalmente, los fragmentos amplificados se
someten a la reaccion de secuenciacidn propiamente dicha,
denominada secuenciacidn “por sintesis”; a partir de una molécula de
ADN que actia como molde, se van incorporando secuencialmente los
distintos nucledtidos (adenina, guanina, timina y citosina) y en cada
incorporacién se emite una sefal luminosa que es registrada por el
equipo. Los nucledtidos de la reaccion se encuentran modificados y
contienen un terminador reversible que impide que se incorpore mas
de una base por ciclo de amplificacidn. Tras cada ciclo, se elimina el
terminador y se incorpora el siguiente nucleétido, obteniéndose asi la

cadena complementaria.

2. Anadlisis bioinformatico

Los fragmentos individuales de secuencias generados por el

secuenciador (reads) deben ensamblarse como paso previo para la
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mayoria de los analisis gendmicos posteriores. El ensamblado consiste
en detectar las regiones de nucleétidos idénticas o muy similares entre
las lecturas obtenidas y unirlas progresivamente para obtener
secuencias de mayor longitud y reconstruir asi el genoma completo.
Para determinadas metodologias de analisis bioinformaticos, como el
Split Kmer Analysis, no es necesario un ensamblado previo, ya que el

analisis se basa en las lecturas “crudas” (detallado mas adelante).
Existen dos métodos para el ensamblado:

A) Ensamblado “de novo”: Se reconstruye el genoma mediante el
solapamiento de lecturas idénticas o muy similares entre si sin
necesidad de disponer de un genoma de referencia. Este tipo de
ensamblado es Util cuando se analizan regiones gendmicas que
contienen mutaciones relevantes respecto a un genoma de referencia

y también para detectar variantes estructurales del genoma.

B) Ensamblado por mapeo frente a un genoma de referencia:
Consiste en reconstruir el genoma alineando las lecturas obtenidas
con la ayuda de un genoma de referencia. A partir de este
alineamiento (enfrentar dos secuencias para identificar las regiones de
similitud), se genera wuna secuencia consenso (secuencia
representativa que se obtiene a partir del alineamiento de dos o0 mas
secuencias de ADN al combinar sus regiones solapadas) que

representa el genoma del microorganismo  analizado.
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Esta metodologia es util cuando existe un genoma de referencia

similar y bien caracterizado.

La calidad de los genomas reconstruidos obtenidos depende de
parametros como la cobertura y la profundidad. La cobertura hace
referencia al nUmero de lecturas que se alinean y solapan una posicién
concreta del genoma. Cuanto mayor sea el valor, mayor serd la
proporcion del genoma secuenciado respecto al genoma total del
microorganismo. La profundidad corresponde al nimero de veces que
se ha secuenciado una base en cada posicién; cuanto mayor sea el
valor, mas veces estara dicha base secuenciada en los reads obtenidos

y mayor fiabilidad tendra el genoma reconstruido (270).

La NGS permite analizar de forma simultanea millones de fragmentos
individuales, lo que proporciona una elevada profundidad de lectura,
pero generalmente, las tecnologias de lectura corta presentan una
mayor profundidad; generan un nimero mas elevado de lecturas, lo
gue aumenta la probabilidad de que una misma base sea leida
multiples veces y, por tanto, aumenta la precision del consenso vy la
fiabilidad en la deteccidn de variantes (cambios entre las secuencias de
ADN de distintos aislamientos de un mismo microorganismo). Por el
contrario, también implica una mayor probabilidad de que existan
regiones repetitivas del genoma para las que no pueda obtenerse una
secuencia de calidad debido a la forma en que se solapan los
fragmentos en el posterior analisis bioinformatico de las lecturas

crudas de secuenciacién, ya que al generarse fragmentos de un
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tamafio mdaximo de unos 300 pb imposibilitard que se mapeen
secuencias repetidas a su ubicacién gendmica especifica. En este
contexto, las lecturas cortas como la tecnologia de Illumina® es
especialmente Gtil en la investigacion de brotes ya que la deteccién de
variantes e identificacion de diferencias nucleotidicas entre
aislamientos es esencial para establecer relaciones de transmision

(véase el principio del apartado de WGS) (277).

En las técnicas de lectura larga ocurre lo contrario; la cobertura suele
ser superior, ya que es menos probable que queden regiones sin cubrir
al generar fragmentos de millares de pares de bases que solapan
facilmente. Sin embargo, este tipo de tecnologias suele tener menor
profundidad ya que se obtienen un menor nimero de lecturas (Figura

26) (277,290).

@ SHI]RT READS @ LONG REAI]S

Reference Genome Reference Genome

Seque nce gaps i |

/1\%

Figura 26: Diferencias entre las técnicas de secuenciacién de lecturas cortas y
lecturas largas en cuanto a la longitud de las lecturas generadas, la profundidad y
la cobertura del genomay la capacidad para resolver regiones repetitivas y evitar
gaps en el ensamblado. Adaptado de (291).
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Una vez obtenidas las secuencias gendmicas, se pueden realizar
distintos tipos de analisis bioinformaticos, que se describen a

continuacion:
1. MLST

Como se ha explicado en el apartado anterior, analizando un conjunto
de genes conservados presentes en todas las cepas de una especie
bacteriana  (Figura 27), se puede determinar el ST.
Aunque histéricamente se han empleado métodos de secuenciacién
especificos, lo mas habitual en la actualidad es obtener el ST mediante
técnicas de WGS (272). Las secuencias obtenidas para cada uno de los
genes presentes en el esquema MLST se comparan con bases de datos
que contienen las secuencias especificas de cada alelo de cada gen. El
alelo (nimero) se asigna cuando la secuencia del gen presente en la
muestra coincide exactamente con una secuencia presente en la base
de datos. No obstante, como se ha explicado, no es un método
suficientemente resolutivo para diferenciar cepas en un brote

epidemioldgico (277).

2. Core genome Multi Locus Sequence Typing y whole genome

Multi Locus Sequence Typing

El core genome Multi Locus Sequence Typing (siglas cgMLST) es una
técnica de tipificacion que analiza los genes del genoma central
(genoma core) presente en la mayoria de las bacterias de una especie

determinada (Figura 27). La comparacion de los diferentes alelos
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(variantes de un mismo gen) de los genes centrales permite establecer
relaciones entre aislados y determinar su grado de similitud genética
(270). A diferencia de la metodologia MLST, que analiza un conjunto
reducido de genes, el cgMLST analiza un genoma core constituido por
miles de genes, lo que le confiere un mayor poder de resolucion.
Existen esquemas cgMLST para multitud de microorganismos, entre
los cuales se encuentran K. pneumoniae (analiza un genoma core de
2.358 genes) y E. faecium (analiza un genoma core de 1.423 genes)

(292).

Por su parte, el wgMLST (whole genome Multi Locus Sequence Typing)
es similar al cgMLST pero analiza la totalidad del genoma incluyendo
el genoma accesorio (genoma que no esta siempre presente y que
puede variar entre distintos aislados de la misma especie bacteriana
(293)) (Figura 27). Al igual que el cgMLST, el analisis wgMLST requiere
de esquemas de genes, en este caso, accesorios que se analizan en
conjunto con los genes core. Existen esquemas de genes accesorios
para diversos microorganismos entre los que se incluyen
K. pneumoniae (2.526 genes accesorios) y E. faecium (1.124 genes
accesorios) (292). Al incluir la totalidad del genoma (core y accesorio),
el wgMLST ofrece una resolucién aun mayor que el cgMLST para
discriminar relaciones genéticas (270). Tanto en el analisis cgMLST
como wgMLST la distancia gendmica entre aislamientos se calcula
mediante diferencias alélicas, es decir mediante el nimero de

diferentes variantes gendmicas en los genes presentes en el esquema.
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Como ventajas, ambos métodos ofrecen una resolucidn superior (en
particular el wgMLST) en comparacion con el MLST y la PFGE, disponen
de esquemas estandarizados y generan resultados reproducibles y
comparables tanto a nivel intra- como inter-laboratorio. Ademas,
cuentan con programas bioinformaticos especificos (por ejemplo,
MBioSEQ Ridom Typer (Massachusetts, Estados Unidos)) que facilita la

ejecucion y estandarizacion de los analisis (294).

Ambos métodos se han utilizado en la literatura para analizar brotes
causados por K. pneumoniae, K. oxytoca, E. faecium, M. tuberculosis,
Acinetobacter baumannii, S. aureus, Salmonella enterica, etc.,
obteniendo buenos resultados que han complementado y apoyado las
investigaciones realizadas mediante la epidemiologia convencional

(295-298).

No obstante, la principal limitacién de estas metodologias es que,
aunque los esquemas estan estandarizados, no existe un criterio
universalmente aceptado para establecer el umbral que determine si
dos aislados estdan genéticamente relacionadas o no (277,297).
Por ejemplo, para K. pneumoniae existen trabajos que emplean un
umbral de 4 diferencias alélicas (297), mientras que otros utilizan
rangos de 5 a 10 diferencias alélicas (296), e incluso otros trabajos
emplean umbrales de 10 diferencias (293). En un estudio multicéntrico
de Catalufia publicado en 2020, se utilizé un umbral de 15 diferencias
alélicas (299); el mismo valor utilizado en esta tesis. Por otro lado, para

E. faecium hay estudios que emplean un umbral de 9 diferencias
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alélicas (300) mientras que otros utilizan 20-25 diferencias alélicas
(293,301,302). La razdn principal por la que no existe un valor de corte
universal es que este depende de multiples factores, entre ellos la
especie bacteriana analizada, el intervalo temporal transcurrido entre
los aislamientos implicados en wun brote, su capacidad de
recombinacién genética 'y, especialmente, la informacién
epidemioldgica, la cual debe integrarse de forma conjunta con los
resultados gendmicos para garantizar una interpretacién adecuada de

los datos.

Otra desventaja de estos métodos es que, aunque suelen tener
resultados concordantes con los obtenidos mediante analisis de SNPs
(303,304), pueden presentar un poder de resolucién inferior a estos
Ultimos (295). En este contexto, algunos autores plantean la
posibilidad de utilizar inicialmente estos métodos mas sencillos y, en
caso de que los resultados no sean concluyentes con la epidemiologia
convencional, proceder con un andlisis mas exhaustivo y resolutivo

mediante SNPs (298).

3. Filogenia basada en core genome y whole genome Single

Nucleotide Polymorphisms

Los Single Nucleotide Polymorphisms (o SNPs) son variaciones
genéticas generadas por una sustitucidon de una base nucleotidica en
una posicion especifica del genoma respecto a otro genoma o

respecto a un genoma de referencia (270,304). En el primer caso el
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andlisis se denomina en inglés pairwise genome comparison y en el
segundo se denomina reference-based SNP calling o reference
mapping. Para estos analisis, las secuencias gendmicas de las cepas
problema o referencia se alinean entre si y se comparan base por base
con el fin de detectar las variaciones de nucledtidos presentes en cada
posicién, lo que permite determinar el nimero exacto de SNPs
existentes entre aislados. Estos métodos basados en SNPs se
caracterizan por su elevada resolucion, ya que pueden analizar tanto
genoma core (cgSNP) como todo el genoma bacteriano (wgSNP)
(Figura 27), incluyendo tanto las regiones codificantes como las no

codificantes (270).

Al igual que los métodos cgMLST y wgMLST, los enfoques basados en
SNPs se han utilizado ampliamente en la literatura para analisis de
brotes causados por diversidad de microorganismos: P. aeruginosa,
A baumannii, E. coli, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, E. faecium,

M. tuberculosis, etc. (293,303-306).

No obstante, como se ha comentado para cgMLST y wgMLST, los
métodos basados en SNPs presentan la desventaja de la ausencia de
un umbral universal (o cut-off) de SNPs que defina una relacion
gendmica clonal. Por ejemplo, para K. pneumoniae hay estudios que
aplican un umbral de 16-18 SNPs (293,307), mientras que trabajos mas
recientes publicados en 2025, emplean umbrales de 5 a 10 SNPs

(305,308). En el caso de E. faecium, algunos autores han propuesto un
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umbral de 16 SNPs (293), mientras que otros trabajos mas recientes

han establecido umbrales de 7 a 10 SNPs (301,302).

Tanto los andlisis de cgSNP como wgSNP, se complementan
habitualmente con una reconstruccidon filogenética basada en los
SNPs identificados. Se trata de una representacién grafica que permite
analizar si los distintos aislados presentan una distancia gendmica
inferior al umbral de SNPs establecido y se agrupan dentro de un
mismo clado. Esta agrupacién indicaria que comparten un origen
monofilético reciente, asi como una relacidn clonal y de transmision

epidemioldgica reciente.

Por lo tanto, de la misma manera que cgMLST y wgMLST, el punto de
corte para las metodologias basadas en SNPs también debe ser
establecido considerando la especie bacteriana, su capacidad de
recombinacidn genética, el tiempo transcurrido entre los aislamientos

y la informacién epidemioldgica (270,293).

Otra limitaciéon de los andlisis basados en SNPs es que, cuando se
realizan en base a un genoma de referencia, la eleccién de este
genoma constituye un factor critico; en el caso de emplear este
método, es fundamental seleccionar un genoma de referencia lo mas
genéticamente similar a los aislados a estudiar del brote para
garantizar un alineamiento éptimo y minimizar los errores en la

deteccidén de SNPs. No obstante, no siempre se dispone de un genoma
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de referencia éptimo, lo que puede reducir la precisién de los

resultados y la reproducibilidad entre estudios (304).
4. Split Kmer Analysis

Mediante esta metodologia se comparan secuencias de longitud fija
k, denominadas kmer, entre muestras. Los pares de kmers que se
dividen en dos partes iguales separadas por una base central que
difiere entre el par, se conocen como split kmer (SKA) (Figura 27).

Cada split kmer se contabiliza como un SNP (277,309,310).

Esta metodologia permite detectar polimorfismos de forma rapida y
sin necesidad de ensamblar las lecturas ni de utilizar genomas de
referenciay, por ello, requiere de menos recursos bioinformaticos que
los andlisis gendmicos del apartado anterior (302,310). Sin embargo, al
tratarse de un método mas sencillo, también presenta una precisién

inferior (310).

Aunque algunos autores describen este tipo de analisis como
prometedor, es un método menos empleado en el estudio de brotes
de acuerdo con la literatura, ya que existe poca experiencia o los
resultados reportados son contradictorios. Por ejemplo, mientras que
hay estudios que indican que para el estudio de brotes causados por E.
faecium SKA es un buen método, hay otros estudios mas recientes que
observan una tasa de falsos negativos del 14,7% para esta bacteria

(310).

159



Como limitaciones adicionales, vuelve a surgir la inexistencia de un
umbral universal para determinar la relacion gendmica clonal.
Ademas, a diferencia de los enfoques cgMLST y wgMLST, SKA no
dispone de esquemas estandarizados y trabaja directamente sobre las
lecturas sin ensamblar, por lo que depende en mayor medida de la

calidad de los reads.

Por lo tanto, aunque SKA es un método que aln requiere de mas
estudios que respalden su utilidad, algunos autores consideran que
puede constituir una herramienta inicial de cribado rapido en
situaciones en las que no se disponga de los recursos necesarios para

llevar a cabo analisis de SNPs de mayor resolucion (310).

En este contexto, la concordancia entre diferentes métodos de tipado
bacteriano puede evaluarse mediante diversos indices estadisticos
gue permiten comparar los agrupamientos obtenidos. Entre los mas
utilizados se encuentran el indice de Rand ajustado (Adjusted Rand,
AR) y el indice de Wallace ajustado (Adjusted Wallace, AW). El indice
de Rand mide el grado global de concordancia entre dos particiones de
un mismo conjunto de aislados, mientras que el indice de Wallace
estima la probabilidad de que dos aislados clasificados conjuntamente

por un método también lo estén segln otro método.
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Figura 27: Representacion esquematica de los distintos analisis bioinformaticos
descritos basados en WGS. Con el fin de ilustrar las diferentes metodologias, el
genoma accesorio se representa mediante pldsmidos; no obstante, otros
elementos moviles, como fagos, islas de patogenicidad o genes de resistencia
antibidtica, también pueden formar parte del genoma accesorio e incluso
integrarse en el cromosoma.

1.5.4. Necesidad de métodos rapidos y eficientes

Como se ha expuesto en el apartado anterior 1.5.3, existen numerosos
métodos moleculares que han sido fundamentales en el estudio de
brotes epidemioldgicos. Actualmente, la WGS se considera la
herramienta con mayor poder resolutivo para delimitar brotes,
reconstruir cadenas de transmisién y orientar las intervenciones de los

equipos de control de infecciones.

No obstante, tanto las técnicas de PFGE como las metodologias

basadas en WGS pueden requerir tiempos de respuesta de varios dias
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o incluso semanas desde el inicio del procedimiento hasta la
interpretacion de los resultados. Concretamente para la WGS, ademas
hay que disponer de la infraestructura necesaria para llevar a cabo la
parte experimental y de andlisis bioinformatico, incluyendo a personal
técnico cualificado y especialistas en gendmica microbiana vy
bioinformatica de manera que pueda llevarse a cabo tanto la
implementacion de esta tecnologia como la interpretacién correcta de
los resultados (277,281,295). Por lo tanto, los tiempos de respuesta y
los costes asociados a estas técnicas pueden limitar su aplicaciéon en la
rutina de un laboratorio asistencial de microbiologia o impedir su

disponibilidad en todos los centros.

De aqui surge el interés por investigar metodologias alternativas
rapidas y coste-efectivas que puedan integrarse en la practica
asistencial diaria y ofrecer una respuesta agil a las necesidades de los
equipos de control de infeccion nosocomial en la investigacion de
brotes, como seria la tecnologia basada en la espectroscopia de

infrarrojos por transformada de Fourier.
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1.6. Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier

1.6.1. Fundamento de la tecnologia FTIR

La espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (en
inglés FTIR; Fourier Transform Infrared) es un método fenotipico
utilizado histéricamente en los dmbitos de la industria quimica y
alimentaria para determinar la composicion molecular de diferentes
tipos de muestras (311). Otras aplicaciones consisten en, por ejemplo,
la deteccién de contaminantes, bacterias o quimicos en el agua (312).
No obstante, la presente tesis se centrara exclusivamente en la
aplicabilidad de la tecnologia FTIR en el campo de la microbiologia

clinica.

Se trata de una herramienta analitica basada en la energia de vibracion
y rotacién que presentan los atomos de una molécula cuando es
expuesta a radiacion infrarroja. Esta radiacidon excita los enlaces
guimicos de los grupos funcionales presentes en la bacteria, tales
como hidratos de carbono, lipidos y proteinas, generando diferentes
sefiales en forma de “picos” en el espectro. Estos picos se denominan
bandas de absorcién y su magnitud depende de la concentracion
relativa de cada molécula en la muestra (312). El conjunto de estas
bandas es lo que constituye un espectro de absorbancia, que es

caracteristico de cada microorganismo (Figura 28) (313-317).
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La transformada de Fourier fue desarrollada por el matematico y fisico
francés Jean-Baptiste Joseph Fourier (1768-1830), quien introdujo el
analisis de funciones periddicas mediante su descomposicidén en series
de senos y cosenos de distintas frecuencias, conocidas como series de
Fourier. Este principio constituye la base de la transformada de

Fourier, una herramienta matematica para el andlisis de seiiales.

La tecnologia FTIR analiza el rango de longitudes de onda
correspondiente a la regidon del infrarrojo del espectro
electromagnético comprendido entre 4.000 y 400 cm™. Dentro de este
intervalo se distinguen cinco subregiones principales, cada una

asociada a distintos componentes celulares (Figura 28) (313):

1. Region de los lipidos: Corresponde al intervalo comprendido entre
3.000 y 2.800 cm™ y esta principalmente influida por las
vibraciones asociadas a los acidos grasos.

2. Regidén de las proteinas y péptidos: Desde 1.800 a 1.500 cm™.
Condicionada por las bandas amida | (estiramiento de los enlaces
carbono-oxigeno) y amida Il (flexién de los enlaces nitrégeno-
hidrégeno).

3. Regién mixta: Desde 1.500 a 1.200 cm™. Se trata de una region
donde determinadas proteinas (grupos amida lll), acidos grasos y

grupos fosfato emiten absorbancia.
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4. Region de los polisacaridos: Desde 1.200 a 900 cm™. Es una region
gue estd principalmente influenciada por los carbohidratos
presentes en la pared celular bacteriana.

5. Region de “huella dactilar”: Desde 900 a 700 cm™. Se relaciona
con espectros de absorbancia especificos de determinadas
bacterias. Sin embargo, hasta la fecha no se ha logrado asignarlos
de forma concluyente a componentes celulares o grupos
funcionales concretos, lo que limita su andlisis en estudios
microbioldgicos debido a la ausencia de correlacién bioquimica

clara (313).

Segln diversos autores, para los andlisis de tipificacion vy
caracterizacion bacteriana, las regiones del espectro con mayor poder
discriminativo se encuentran entre 1.300 y 800 cm™, ya que en este
intervalo se localizan las sefiales influenciadas por los polisacaridos, los
cuales derivan principalmente de los hidratos de carbono presentes

en la pared celular (318,319).
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Figura 28: Espectro de absorbancia FTIR correspondiente a una cepa de
K. pneumoniae. Se distinguen las cinco subregiones principales del espectro (W-
Ws), cada una asociada a un intervalo de longitud de onda y a diferentes
componentes moleculares, tal y como se ha descrito en el texto. Extraido de
(313).

Los primeros estudios aplicando la espectroscopia de infrarrojos en
microorganismos se publicaron en los afios 1950 (320). A partir del
1965, aproximadamente, se desarrollaron los  primeros
espectrometros basados en la Transformada de Fourier, que
mejoraron el andlisis espectral de infrarrojos al aportar mayor
sensibilidad y velocidad (313,321). Sin embargo, no fue hasta la década
de 1990 que se establecieron los principios de la técnica en la

microbiologia, las condiciones experimentales y las posibles

aplicaciones (322).
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A partir de entonces, una utilidad de esta técnica en el ambito de la
microbiologia ha sido su capacidad para la identificacién y
caracterizacién de microorganismos. Los diversos estudios, asi como
las aplicaciones en microbiologia se analizaran detalladamente en el

apartado 1.6.4.

1.6.2. Modos de obtencién de espectros

El procedimiento mediante el cual interacciona la luz infrarroja con la
muestra, se detecta la sefial por el equipo y la transforma en un
espectro interpretable se denomina la adquisicion de un espectro.
Enla espectroscopia FTIR, existen diversos tipos o modos de
adquisicion de espectros. Para la caracterizacidn bacteriana, los mas
conocidos son transmitancia, la reflectancia difusa y la reflexién total

atenuada. A continuacidn, se detallan las caracteristicas de cada uno:

Transmitancia

El modo de transmitancia ha sido el mas empleado histéricamente
para la adquisicion de espectros FTIR. La energia de infrarrojos
atraviesa la muestra y se detecta la cantidad de radiacién absorbida.
En el d4mbito de la microbiologia, se requiere una preparacion
estandarizada de la muestra, la cual consiste en elaborar una
suspension bacteriana que se deposita sobre una placa dptica.

Posteriormente se deja secar la muestra hasta formar un biofilm, el
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cual serd atravesado por un haz de infrarrojos y analizada por el equipo

(Figura 29) (312,313).

Sample

7 Y

Incident beam Transmitted beam

Figura 29: Modo de transmitancia en la adquisicion de espectros FTIR.
La radiacién infrarroja emitida por la fuente atraviesa la muestra y, tras
transmitirse, es registrada por el detector para generar el espectro
correspondiente. Extraido de (323).

Como ventajas, permite obtener espectros de elevada calidad y con
picos bien definidos. A su vez, es una técnica con alto rendimiento ya
que puede analizar multiples muestras a la vez. No obstante, requiere
una preparacién previa de las muestras en la placa 6éptica
(aproximadamente 2-3 horas por placa) y puede existir una
variabilidad en los espectros obtenidos debido a las diferencias en la
cantidad o en el espesor de la suspension bacteriana depositada en la
placa éptica (312,313). Debido a esta variabilidad, algunos fabricantes
recomiendan realizar diversas réplicas técnicas de cada muestra

depositadas en la misma placa.
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Uno de los espectrometros mas conocidos que utiliza este modo y que
estd comercializado en Espafia es el equipo IR Biotyper’ de la empresa
Bruker Corporation (Massachusetts, Estados Unidos). A lo largo del
desarrollo de esta tesis ha sido el equipo que se ha evaluado y
utilizado. Existen otros analizadores de transmitancia pero que se
reservan para uso de investigacién o no pertenecen al dmbito de la
microbiologia clinica. Entre ellos se encuentran el IRis-F1 de la
empresa IRsweep (Zurich, Suiza) y el Nicolet iS50 de la empresa
Thermo Fisher Scientific Inc. (Massachusetts, Estados Unidos).
Este ultimo tiene la capacidad de operar tanto en modo de

transmitancia como en reflexidn total atenuada.
Reflectancia difusa

Conocida en inglés por las siglas DRIFTS (Diffuse Reflectance Infrared
Fourier Transform Spectroscopy). El modo de reflectancia difusa se
emplea principalmente para el analisis de pequefias cantidades de
muestras sdlidas, tales como granulados, polvos o liofilizados. En vez
de transmitir la radiacion a través de una muestra, la radiacion penetra
parcialmente en las particulas y, debido a su irregularidad y porosidad,

se dispersa en multiples direcciones (Figura 30) (312).
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Figura 30: Modo de reflectancia difusa en la adquisicién de espectros FTIR. La
radiacion infrarroja incide sobre la muestra y se dispersa en multiples
direcciones. Extraido de (323).

No obstante, su uso en bacterias ha sido limitado y apenas se ha
implementado en estudios microbioldgicos debido principalmente a
costes econdmicos (accesorios especificos de reflectancia) vy
limitaciones técnicas (requiere disponer de las bacterias en forma de

polvo seco o liofilizado para garantizar la sefial adecuada) (313).
Reflexion total atenuada

Conocida en inglés por las siglas ATR (Attenuated Total Reflectance).
En esta técnica, la muestra se deposita sobre un cristal dptico denso
con alto indice de refraccion (por ejemplo, de diamante). La radiacién
infrarroja se refleja en el interior del cristal, generando una onda
evanescente; es decir, una fraccion de la radiacién se proyecta unos

micrometros fuera del cristal y penetra ligeramente en la muestray la
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sefial resultante se detecta como una atenuacidén de la radiacion

(Figura 31).
Sample Evanescent wave
\\ //
. ATR crystal
(IRE)
Incident beam Reflected beam

Figura 31: Modo de reflexion total atenuada de adquisicién de espectros FTIR. El
haz infrarrojo incide sobre el cristal de alta refraccién (IRE), se refleja en su
interior y genera una onda evanescente que penetra unos micrometros en la
muestra, cuya absorcion se registra como atenuacidn. Extraido de (323).

Sus principales ventajas son la simplicidad y bajo coste del andlisis, lo
que lo convierte en un método utilizado para estudios bacterianos. No
obstante, es una técnica con bajo rendimiento ya que Unicamente
permite analizar una muestra a la vez. Espectrdmetros que aplican
este modo de adquisicidn son el equipo Spectrum Two™ de la empresa
PerkinEImer (Massachusetts, Estados Unidos) y el Nicolet iS50 de la

empresa Thermo Fisher Scientific Inc. (Massachusetts, Estados

Unidos).
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1.6.3. Técnicas de analisis de espectros

Una vez obtenidos los espectros mediante FTIR, estos deben ser
analizados. Tradicionalmente, la interpretacidon de los datos se ha
basado en la comparacién de la intensidad o la posicion de las bandas
presentes en el espectro. No obstante, se trata un método poco
resolutivo y con limitaciones ya que se usan los espectros “en bruto”,
los cuales pueden contener artefactos, ruido y variabilidad intrinseca
de determinadas bandas que dificultan la interpretacion (312). A estas
limitaciones se afiade que la tecnologia FTIR suele generar una gran
cantidad de informacidn espectral, lo que hace necesario recurrir a
otras metodologias de procesado y analisis de datos como las
técnicas de analisis multivariante, que permiten optimizar los
resultados y mejorar la capacidad de discriminacién de los espectros

(312,313,324).

Dentro de las metodologias de analisis multivariante se distinguen dos
grandes tipos: las técnicas no supervisadas y las supervisadas.
Las técnicas no supervisadas, como el analisis de conglomerados o el
analisis de componentes principales, permiten agrupar y describir los
datos sin necesidad de aportar informacidn previa sobre los grupos a
las que pertenecen. En cambio, las técnicas supervisadas, como el
analisis discriminante lineal, requieren definir previamente grupos o

categorias (a veces denominados “etiquetas” o /abels) mediante una
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técnica de referencia. A partir de estas categorias, el algoritmo se
“entrena” para clasificar las nuevas muestras que se analicen y

optimizar la discriminacién entre grupos.

Las técnicas supervisadas tienen una alta capacidad predictiva, mayor
autonomia en el proceso de analisis (requiere menor intervencién por
parte del usuario) y pueden tener mayor poder discriminativo que los
métodos no supervisados. No obstante, al presentar un rendimiento
gue depende directamente de la calidad y representatividad de los
datos empleados en el entrenamiento, requiere disponer de una
cohorte o dataset de referencia inicial amplia, bien caracterizada y
fiable para cada microorganismo de manera independiente. Ademas,
esta cohorte debe actualizarse de manera periddica y continua ya
que, en microbiologia, la diversidad gendmica bacteriana puede ir
evolucionando con el tiempo. En este contexto, la WGS constituye el
método de referenciay resulta indispensable aplicarla en paralelo para
ir etiquetando con precisién los distintos aislados de cada especie
bacteriana utilizados en el entrenamiento del modelo FTIR. Sin una
validacién periddica en paralelo y la actualizacién constante del
modelo, los sistemas supervisados corren el riesgo de acumular
errores en la asignacion de etiquetas y, con el tiempo, perder fiabilidad
diagndstica. Ademas, estos modelos no son generalizables a etiquetas

o grupos no incluidos previamente en el dataset de entrenamiento.
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Para la rutina asistencial de un laboratorio clinico de microbiologia,
las técnicas no supervisadas pueden resultar mas utiles para la
implementacion y el uso rutinario de equipos como el IR Biotyper".
Estas técnicas permiten analizar espectros y agrupar los aislamientos
sin requerir etiquetas previas obtenidas mediante técnicas de
referencia mas laboriosas y poco aplicables al dia a dia, como la WGS.
De este modo, podrian actuar como herramienta de cribado
preliminar (por ejemplo, caracterizacion de aislados o andlisis de
brotes), reservando la confirmacion mediante WGS Unicamente para
aquellos casos en los que los resultados no sean concluyentes.
A continuacion, se detallaran las técnicas mas conocidas de analisis

multivariante:

Analisis de conglomerados

En inglés se conoce como hierarchical cluster analysis (HCA). Es una
metodologia que se basa en el cdlculo de una matriz de distancias
entre espectros, a partir de la cual se van uniendo progresivamente
aquellos que presentan mayor proximidad hasta construir una

estructura jerarquica denominada dendrograma (325).

Esta representacion grafica facilita la identificacion de aislamientos
con perfiles similares y permite detectar posibles relaciones entre

aislamientos, por ejemplo, en el contexto de un brote. La principal

174



ventaja del HCA radica en su simplicidad interpretativa, aunque su
rendimiento depende de la eleccién del algoritmo de agrupamiento y
de la métrica de distancia utilizada. En los estudios publicados en el
ambito del FTIR, el algoritmo de agrupamiento mads frecuentemente
utilizado es el método de enlace promedio (o en inglés unweighted
pair-group method with arithmetic mean, UPGMA) y la métrica de
distancia mas frecuente suele ser la euclidiana. El UPGMA es un
método de agrupamiento que calcula la distancia entre dos grupos
usando el promedio de todas las distancias posibles entre los
elementos que los forman (326). De este modo, se generan
agrupamientos mds equilibrados y menos sensibles a valores
extremos. Por otro lado, la distancia euclidiana se obtiene calculando
la raiz cuadrada de la suma de las diferencias al cuadrado entre dos
espectros (327). Este cdlculo intenta emular una “distancia
geométrica” entre los espectros: cuanto menor es el valor obtenido,

mayor es la similitud entre las muestras comparadas.

En la presente tesis, se ha empleado el método HCA con enlace
promedio y distancia euclidiana para el andlisis de brotes causados por

K. pneumoniae y E. faecium.
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Andlisis de componentes principales

Conocida en inglés como principal component analysis (PCA). Se trata
de una metodologia estadistica no supervisada que simplifica el
conjunto de datos espectrales transformandolos en nuevas variables
denominadas componentes principales. Estos componentes son
combinaciones matematicas de las variables originales que integran la
mayor parte de la informacidn contenida en los espectros y se ordenan
segln la varianza que explican (componente 1, componente 2,
componente 3, etc.). De este modo, los primeros componentes del
PCA son los que integran las diferencias mas relevantes entre los
espectros analizados (328). En la presente tesis, es uno de los métodos
de andlisis de datos evaluado para determinar el serotipo de

S. pneumoniae.

Analisis discriminante lineal

También denominada linear discriminant analysis (LDA). Es una
técnica supervisada que busca maximizar la separacion entre grupos
previamente definidos, optimizando la capacidad de clasificacidn de
nuevas muestras. Para ello, el LDA calcula combinaciones lineales de
las variables originales que maximizan la varianza entre grupos vy
minimizan la varianza dentro de cada grupo. El resultado es un modelo
predictivo que permite asignar una muestra desconocida a una

categoria previamente establecida (por ejemplo, especie o linaje
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bacteriano). No obstante, como se ha mencionado anteriormente, su
rendimiento depende en gran medida de la calidad vy
representatividad del conjunto de entrenamiento empleado, lo que
obliga a mantener actualizados los modelos con nuevas cepas de
referencia y a validar periédicamente la clasificacion mediante

técnicas de referencia como la WGS.

En la presente tesis, es uno de los métodos de andlisis de datos

evaluado para determinar el serotipo de S. pneumoniae.

1.6.4. Aplicaciones en la microbiologia clinica

Una vez comprendidos los principios de la técnica de FTIR en el ambito
de la microbiologia, se han desarrollado numerosos estudios que han
evaluado su utilidad en bacterias. Estas investigaciones han
demostrado el potencial de la espectroscopia FTIR no solo para la
identificacion de microorganismos, sino también para la
caracterizacion celular y la tipificacion a distintos niveles taxonémicos,
gue abarcan desde el serotipo hasta el linaje clonal (313). Se detallan a

continuacién diversas aplicaciones del FTIR en la microbiologia:
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Identificacion microbiana

La tecnologia FTIR se ha empleado para la identificacion de
microorganismos a partir de los espectros de absorbancia generados
(324,329). Los espectros FTIR reflejan la variabilidad de la composicion
quimica y estructural de proteinas, lipidos y carbohidratos de la
bacteria analizada. Estos patrones espectrales de infrarrojo pueden
compararse con espectros de referencia almacenados en bases de
datos (librerias de espectros), lo que posibilita la identificacion

bacteriana.

Diversos estudios publicados han demostrado buena experiencia en la
identificacion de distintos microorganismos, entre los que se incluyen
Listeria spp., Bacillus spp., Stenotrophomonas maltophila, E. coli,

Shigella spp., entre otros (330-332).

No obstante, la mayoria de los trabajos publicados incluyen un nimero
reducido de muestras, se centran en un nimero limitado de géneros
bacterianos y emplean bibliotecas desarrolladas internamente (330).
En consecuencia, las principales limitaciones de la aplicabilidad del
FTIR en la identificacién bacteriana radican en la falta de protocolos
estandarizados y en la ausencia de bases de datos amplias y

consolidadas.

Estas desventajas reducen la aplicabilidad de esta metodologia en la
identificacion bacteriana frente a tecnologias de referencia utilizadas

mas ampliamente en la actualidad, como la espectrometria de masas
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MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-
Flight), la cual si que dispone de librerias de espectros bien curadas y

validadas que garantizan una mayor fiabilidad (324,329).

Estudios de crecimiento y resistencia bacterianos

La espectroscopia FTIR se ha aplicado al estudio de las fases de
crecimiento bacteriano mediante el analisis de los cambios en los
perfiles espectrales a lo largo de la curva de crecimiento. A diferencia
de los métodos convencionales, como el recuento en placa o la
mediciéon de la densidad Optica, esta técnica permite detectar
variaciones en el contenido relativo de acidos nucleicos, proteinas y
carbohidratos, especialmente durante las fases de latencia y
crecimiento exponencial (333,334). Por ejemplo, en un estudio
publicado en 2020, los autores detectan que hay marcadores
espectrales en S. aureus con elevada sensibilidad que reflejan cambios
y adaptacién metabdlica en poblaciones con bajo nimero de células,
los cuales no serian detectados mediante métodos &pticos

convencionales (333).

En el ambito de la microbiologia clinica, esta aplicabilidad podria tener
interés en la monitorizacion de la respuesta bacteriana bajo
condiciones adversas, como la exposicion a antibidticos. Estudios
recientes han demostrado que FTIR, combinado con analisis

multivariado y diversos algoritmos, permite detectar el crecimiento
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bacteriano en condiciones de presencia antibiética de S. aureus y
enterobacterias (E. coli, Klebsiella aerogenes y Citrobacter freundii,
entre otras) con resultados mas rapidos que los métodos

convencionales mencionados (Figura 32) (335-337).
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Figura 32: Esquema representativo de un experimento de espectroscopia FTIR-
ATR para el analisis de bacterias en presencia de glucosa y antibidticos. En la
parte superior derecha se muestra un escenario en el que los espectros
obtenidos a 0 y 90 minutos se superponen, indicando ausencia de cambios en
presencia del antibidtico y, por tanto, una falta de actividad antimicrobiana. El
escenario representado en la parte inferior derecha representa la situacién
inversa, reflejando una susceptibilidad bacteriana frente al antibiético. Extraido
de (335).

No obstante, su aplicabilidad presenta algunas limitaciones. Al igual
que en los estudios de identificacién mencionados en el apartado

anterior, la interpretacion de los espectros para el crecimiento

bacteriano requiere el uso de bases de datos de referencia vy
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protocolos de estandarizaciéon ya que existe una influencia en las
condiciones/medio de cultivo sobre los espectros, lo que puede
generar variabilidad en los resultados (324). Debido a estas
limitaciones, la aplicabilidad en estudios de crecimiento se reserva

mas para un uso en investigacion y no tanto en la clinica rutinaria.

Caracterizacion de la pared celular

La pared celular es una de las estructuras bacterianas que el FTIR
permite analizar con mayor resolucién. Esta capacidad ha sido
aprovechada para estudiar y comparar grupos funcionales de bacterias
grampositivas y bacterias gramnegativas, asi como caracterizar otras
estructuras clave como el peptidoglicano y el lipopolisacarido

bacteriano (324,338).

En el ambito de la microbiologia clinica, una de las aplicaciones
destacadas es la evaluacion de la interaccion de determinados
antibioticos con la pared celular, asi como el analisis del efecto de
determinadas nanoparticulas con actividad antimicrobiana que se
unen a los componentes de la pared celular. Por ejemplo, en un
trabajo publicado en 2023, los autores estudiaron la penetracién de la
rifampicina en E. coli mediante FTIR, analizando cambios en la pared
bacteriana por la accién del antibidtico (339). De forma similar, en otro
estudio realizado en 2023, se demostrd que el FTIR tiene la capacidad

de detectar con elevada resolucidn las alteraciones producidas por
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diferentes nanoparticulas metalicas (de plata y grafeno

principalmente) en bacilos gramnegativos (340).

Se trata de una aplicabilidad que esta mas orientada a la investigacion
y no tanto a la rutina asistencial: la interpretacion de los espectros
requiere conocimiento especializado y, como las aplicaciones
anteriores, se requiere estandarizaciéon de los protocolos de

preparacion y elaborar bases de referencia (324).

Identificacion de serotipos bacterianos

Como se ha explicado previamente, al poder caracterizar la pared
celular, una de las aplicaciones mas interesantes del FTIR es la
tipificaciéon bacteriana basandose en la composicién quimica vy

estructural de los componentes de la pared bacteriana (329).

Histdricamente en microbiologia, el tipado de las bacterias se ha
basado en técnicas de serotipado empleando antisueros especificos.
Aunque son ampliamente conocidas, suelen ser metodologias
manuales, con cierto grado de subjetividad y a veces son algoritmos
tiempo ineficientes (341). Ademas, requieren disponer de cada uno de
los diferentes antisueros para tipar a esa bacteria, lo cual suele

incrementar el coste de estos métodos.

A diferencia de las técnicas seroldgicas, la espectroscopia FTIR aporta

una metodologia rdpida, reproducible, objetiva y automatizable.
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Diversos estudios han evaluado la capacidad del FTIR en la

diferenciacion de serotipos de determinados microorganismos

clinicamente relevantes:

Salmonella enterica: Las infecciones por Salmonella enterica se
asocian principalmente a cuadros gastrointestinales y su correcta
serotipificacion, basada en los antigenos somaticos O y flagelares
H, es fundamental para la clinica y la vigilancia epidemioldgica. En
este contexto, diversos estudios han demostrado que la
espectroscopia FTIR permite discriminar entre Salmonella Typhiy
Paratyphi, serogrupos O e incluso entre serovariedades (342—345).
Legionella pneumophila: Se trata de una bacteria ambiental
asociada a sistemas acudticos artificiales que puede causar
enfermedad del legionario y fiebre de Pontiac. Actualmente
existen 16 serogrupos diferentes, siendo el serogrupo 1 el mas
importante (346). En este contexto, la serotipificacidon resulta
critica para la investigacion de brotes, ya que permite identificar
un posible origen y detectar aguas contaminadas, contribuyendo
a la implementacién de medidas correspondientes. Diversos
estudios han demostrado que la espectroscopia FTIR permite
discriminar L. pneumophila serogrupo 1 frente a los serogrupos 2-
16 y frente a otras especies de Legionella spp., posiciondndose
como una herramienta util de cribado en la investigacién de brotes

(346-348).
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Listeria monocytogenes: Se trata de un patdgeno de relevancia en
salud publica debido a su capacidad para provocar brotes de
transmision alimentaria. En personas inmunocompetentes puede
producir cuadros autolimitados y leves, pero en poblaciones
vulnerables como inmunocomprometidos, recién nacidos y
mujeres embarazadas puede producir encefalitis, bacteriemias y
abortos. La serotipificacion de los antigenos somaticos O vy
flagelares H es fundamental para establecer vinculos
epidemioldgicos entre casos clinicos y alimentos contaminados,
siendo los serotipos 1/2a y 1/2b los mas frecuentemente
implicados (349). En este contexto, distintos estudios han
demostrado que la espectroscopia FTIR, combinada con algoritmos
de aprendizaje automatico, permite discriminar los serotipos mas
prevalentes y podria constituir una herramienta para el analisis de

brotes en la industria alimentaria (350,351).

K. pneumoniae: la cdpsula de polisacdridos constituye un
marcador epidemioldgico de gran interés ya que, como se ha
mencionado en el apartado 1.2.2, determinados tipos capsulares
se asocian a determinados linajes con mayor patogenicidad. La
caracterizacion capsular se ha realizado con técnicas seroldgicas
para determinar el K-tipo. Actualmente, las técnicas seroldgicas
han caido en desuso y han sido sustituidas por métodos de WGS

gue analizan el locus cps dando lugar a la clasificacion segun el KL-
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tipo. No obstante, los métodos de WGS no siempre son accesibles

en la rutina diaria del laboratorio clinico.

En este contexto, un trabajo publicado en 2020 con 154 aislados
demostré la capacidad del FTIR para discriminar 19 KL-tipos
diferentes con una elevada concordancia respecto a los métodos
moleculares (352). Mas recientemente, un estudio publicado en
2025 demostrd una concordancia del 100% entre los resultados
obtenidos mediante FTIR y la asignacion de los KL-tipos; no
obstante, en este trabajo se emplearon menor numero de
muestras (73 aislados) y menor diversidad de KL-tipos (siete tipos)
(353). En ambos trabajos, los autores concluyeron que la
espectroscopia FTIR constituye una herramienta fiable, rdpida vy

coste-efectiva para el tipado capsular de K. pneumoniae.

S. pneumoniae: La determinacidn del serotipo capsular del
neumococo resulta esencial para la vigilancia epidemiolégica de la
ENI y para la optimizacion de las estrategias vacunales. Entre las
multiples técnicas de caracterizacién de la capsula del neumococo,
la reaccion de Quellung (descrita en el apartado 1.2.2) sigue siendo
la técnica gold standard, pero su disponibilidad suele estar
restringida a centros de referencia por las limitaciones ya

explicadas.

Diversos trabajos han evaluado la capacidad discriminativa del FTIR

para diferenciar serotipos de neumococo comparandola con la
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técnica de Quellung. Un estudio publicado en 2024 demostré una
concordancia superior al 95% tras analizar 76 aislados
pertenecientes a 18 serotipos de neumococo (354). Mads
recientemente, un estudio publicado en 2025 con 188 aislados de
21 serotipos reportéd una concordancia algo menor, oscilando
entre el 68,1% vy el 86,7%, en funcién del algoritmo empleado
(355). A pesar de estas diferencias, ambos autores coinciden
posicionado la técnica FTIR como una alternativa rapida, sencilla y
aplicable a la rutina asistencial de un laboratorio clinico de

microbiologia para el serotipado de S. pneumoniae.

En el marco de esta tesis, se evalla la aplicabilidad del FTIR en el
serotipado de S. pneumoniae mediante la implementacidn de los

algoritmos HCA, PCA, LDA y un algoritmo de inteligencia artificial.

Estudios de brotes

Ademads de su utilidad en la identificacion de serotipos, la tecnologia
FTIR ha demostrado capacidad para discriminar incluso a nivel de
linaje clonal. Esta caracteristica enlaza con otra de las aplicaciones mas
utiles de la tecnologia en el &mbito clinico, que es la de dar apoyo al

diagnostico de brotes nosocomiales.

La confirmacidn de un vinculo epidemioldgico requiere confirmar la
existencia de una relacidn clonal entre los casos bajo sospecha

mediante técnicas de tipado. Generalmente, las técnicas de
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confirmacién suelen ser moleculares (siendo la WGS la gold standard)
pero estas suelen ser costosas, laboriosas o estar relacionadas con
tiempos de respuesta poco practicos como para integrarlas en la rutina

asistencial.

En este contexto, la capacidad del FTIR de discriminar hasta nivel de
linaje clonal en determinadas bacterias puede aportar resultados
agiles para dar respuesta a la demanda asistencial e implementar
precozmente las medidas de control oportunas. De este modo, esta
técnica contribuye a optimizar el uso de recursos, ya que evita destinar
esfuerzos a situaciones que no corresponden a una relacion
epidemioldgica real, y focaliza las medidas de control en aquellos

escenarios en los que realmente proceda.

Diversos estudios han demostrado la utilidad de la tecnologia FTIR
aplicada de manera rutinaria en el estudio de brotes causados por
microorganismos relevantes a nivel hospitalario. Entre ellos se
incluyen Enterobacter cloacae complex, K. pneumoniae, P. aeruginosa,
A. baumannii y E. faecium. Diversos autores han mostrado buena
correlacién entre los resultados obtenidos por FTIR y los obtenidos

mediante técnicas de WGS (318,319,329,356,357).

Mas recientemente, se han publicado investigaciones de gran
relevancia que han evaluado el rendimiento de FTIR en el tipado de
brotes producidos por aislamientos productores de BLEE vy

productores de carbapenemasas, incluyendo E. coli productora de

187



OXA-48 y productora de NDM, K. pneumoniae productora de BLEE y
productora de NDM, asi como K. oxytoca productora de VIM (315-
317,358). Como se ha mencionado en el apartado 1.1.3, los brotes
causados por este tipo de bacterias MDR presentan una gran
relevancia clinica y epidemioldgica, lo que hace que su deteccidon

precoz y el establecimiento rapido de medidas de control sean criticos.

En la elaboracién de esta tesis, se ha evaluado la capacidad
discriminatoria de la tecnologia FTIR como herramienta para la
caracterizacién de brotes nosocomiales causados por K. pneumoniae

productora de BLEE y E. faecium resistente a vancomicina.

En resumen, la espectroscopia FTIR se posiciona como una
herramienta prometedora para el tipado bacteriano de determinados
microorganismos con interés clinico y/o epidemioldgico ofreciendo
una alternativa frente a las limitaciones de las técnicas seroldgicas
convencionales. A su vez, constituye una metodologia rapida y
eficiente para la discriminacion de linajes bacterianos, lo que la
convierte en un recurso valioso para la confirmacion y la respuesta

precoz a brotes nosocomiales.
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2. Justificacion y objetivos

2.1. Justificacidon de la unidad tematica de la tesis

En las ultimas décadas, uno de los desafios mas relevantes en el
ambito de la salud publica global ha sido el aumento constante y
acelerado de las resistencias antimicrobianas. Segun datos de Ia
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), este fendmeno representa
actualmente una de las principales amenazas para la salud humana,
animal y ambiental (359), y las predicciones indican que serd la
primera causa de muerte en el afio 2050 (360). Las resistencias
antimicrobianas reducen la eficacia de los tratamientos antibidticos
existentes, dificultan el manejo de las enfermedades infecciosas,
incrementan los costes sanitarios y aumentan la morbimortalidad de

los pacientes (361,362).

El fendmeno de las resistencias se ve facilitado por el uso
indiscriminado de antibidticos (tanto en medicina humana como
veterinaria), por la falta de politicas regulatorias efectivas y por la
escasez en el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos (361,362).
A pesar de que existe la necesidad de desarrollar nuevos agentes
antibidticos, esta tarea presenta enormes desafios. El desarrollo de
nuevas terapias antimicrobianas implica una elevada inversidn
econdmica, largos tiempos de investigacidn y un retorno financiero

escaso para la industria farmacéutica (especialmente si se compara
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con otros campos terapéuticos como el tratamiento del cancer u otras
enfermedades crdnicas (363)) ya que la velocidad a la que emergen
nuevas resistencias puede superar la velocidad con la que se

descubren y aprueban nuevos antibiéticos.

La emergencia de microorganismos portadores de mecanismos de
resistencia suele iracompafiada de su propagacion a nivel mundial, y la
diseminacion global de las resistencias a los antibidticos desde su
emergencia esta teniendo lugar a un ritmo creciente principalmente
debido a los viajes internacionales (364). Algunos de estos
microorganismos multirresistentes (MDR) son conocidos como
“superbacterias” (superbugs en inglés) porque provocan infecciones
dificiles de tratar (365). Las bacterias MDR son especialmente
problematicas en entornos sanitarios, como los hospitales, ya que
tienden a causar brotes infecciosos dificiles de controlar. Los
microorganismos MDR mas frecuentemente asociados a brotes
nosocomiales son Enterobacter spp., Staphylococcus spp.,
Klebsiella spp., Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. y Enterococcus
spp., conocidos también como el grupo “ESKAPE” (47,366). En Europa,
la incidencia de las infecciones causadas por K. pneumoniae
productora de BLEE en 2023 fue del 34,8% (48) y, concretamente, en
Espana fue del 25,3%, con una tendencia al alza en los ultimos afios

(49,367).

Los brotes nosocomiales causados por bacterias MDR no solo

incrementan la morbimortalidad de los pacientes afectados, sino que
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también generan un aumento considerable en los costes hospitalarios,
requieren el uso de antibidticos restringidos, e incrementan los dias de
estancia hospitalaria (368,369). Por ello, la deteccién precoz de brotes
nosocomiales es clave para su eficaz contencién, evitando asi su

diseminacion y reduciendo su impacto clinico y econémico.

Para la confirmacion de brotes hospitalarios es necesaria la utilizacién
de métodos moleculares, como la electroforesis en campo pulsado
(PFGE) (267) y, desde la ultima década, la WGS (251,252,370).
No obstante, aunque la WGS es altamente precisa y se considera la
técnica de referencia, presenta ciertas limitaciones que pueden
dificultar su implementacion y utilidad en la practica clinica diaria de
un laboratorio asistencial: requiere de equipamiento y personal
especializado, es costosa y el tiempo de respuesta puede ser
demasiado elevado (234). Ante estas limitaciones, identificar y
optimizar otras técnicas que puedan aplicarse en la confirmacién de
brotes nosocomiales causados por microorganismos MDR de manera
rapida y eficiente podria mejorar las estrategias de control en ambitos

hospitalarios.

En este sentido, una de las tecnologias emergentes es la
espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR), una
técnica ampliamente empleada en el campo de la industria alimentaria
y farmacéutica para el andlisis de compuestos quimicos (322), que en
los ultimos afios esta siendo evaluada y aplicada en el ambito de la

microbiologia clinica.
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La tecnologia FTIR permite obtener un perfil de infrarrojos
caracteristico de cada aislado bacteriano que se basa en la vibracion de
enlaces moleculares presentes en lipidos, proteinas y polisacaridos de
la pared celular; este perfil puede ser utilizado como una “huella
dactilar” fenotipica con el potencial de diferenciar aislamientos. Sus
principales ventajas radican en su rapidez (resultados en pocas horas)
y bajo coste por muestra. Recientemente, algunos estudios han
demostrado la utilidad del FTIR en la discriminacién clonal de cepas
durante brotes hospitalarios, especialmente en el caso de

enterobacterias MDR (313,319,358).

La presente tesis se centra en la evaluacién del FTIR como herramienta
de primera linea para la caracterizacion de brotes nosocomiales
causados por Klebsiella pneumoniae productora de BLEE vy
Enterococcus faecium resistente a vancomicina, dos microorganismos
MDR pertenecientes al grupo ESKAPE, clasificados dentro del “Critical
priority group” y “High priority group”, respectivamente, en la “Priority

Pathogens List” publicada por la OMS en 2024 (45).

Por otra parte, dada la capacidad de la tecnologia FTIR de analizar
polisacaridos de la pared celular, esta tesis también pretende evaluar
el FTIR para tipificar las capsulas de cepas de Streptococcus
pneumoniae. S. pneumoniae es el principal responsable de Ia
neumonia adquirida en la comunidad y sigue siendo una causa
relevante de bacteriemia y meningitis, conocidas conjuntamente

como enfermedad neumocdcica invasiva (ENI). Algunos serotipos
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capsulares estan mas asociados a formas graves de la enfermedad y a
la resistencia a los antimicrobianos (371). Disponer de la informacion
respecto al serotipo de manera rapida y precisa es esencial para la
vigilancia de la ENI y para el desarrollo de vacunas (88). El método de
referencia actual para determinar el serotipo es la técnica de Quellung,
aunque se trata de un procedimiento laborioso, subjetivo, manual y
habitualmente disponible solo en centros de referencia.
Diversas publicaciones han sugerido el uso de la tecnologia FTIR para
analizar los azucares de la capsula de polisacaridos del neumococo y

determinar su serotipo (341,354,355,372).

Por todo ello, el objetivo central de esta tesis ha sido explorar y
optimizar aplicaciones de la tecnologia FTIR en el laboratorio clinico,
con el fin de integrarla en la rutina asistencial como una herramienta
rapida para la tipificacién bacteriana. Esta incorporaciéon permitiria
mejorar la caracterizaciéon y el estudio de brotes nosocomiales,
incluyendo aquellos causados por microorganismos MDR,
optimizando su manejo clinico y epidemioldgico. Asimismo, la
implementacién de la técnica también posibilitaria realizar el
serotipado de cepas de S. pneumoniae, reduciendo el tiempo de
respuesta y contribuyendo directamente en la Vvigilancia
epidemioldgica de la ENI. En conjunto, se pretende que esta tecnologia
aporte un valor afadido al laboratorio de microbiologia, fortalezca su
papel dentro del hospital y contribuya a mejorar la atencion al

paciente.
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2.2. Objetivos planteados

1. Evaluar la tecnologia de espectroscopia de infrarrojos por
transformada de Fourier (FTIR) como herramienta para caracterizar
brotes de Klebsiella pneumoniae productora de BLEE en un entorno
hospitalario, en comparacion con los métodos de epidemiologia
convencional, utilizando métodos de analisis de epidemiologia
gendmica basados en secuenciacion del genoma completo (WGS)

como método de referencia.

1.1 Caracterizar los brotes y las relaciones entre los aislados

mediante epidemiologia convencional, WGS y FTIR.

1.2 Evaluar la concordancia en cuanto a la composicién vy al
numero de brotes detectados mediante las diferentes metodologias,

utilizando la WGS como método de referencia.

2. Evaluar la tecnologia FTIR como herramienta para estudiar brotes
de Enterococcus faecium resistente a vancomicina en un entorno
hospitalario utilizando métodos de analisis basados en WGS como

método de referencia.

2.1 Determinar el nimero de brotes y su composicion
mediante diferentes analisis bioinformaticos aplicados a datos de

WGS, incluyendo core genome Multi Locus Sequence Typing (cgMLST),
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core genome Single Nucleotide Polymorphisms (cgSNP) y Split Kmer
Analysis (SKA) y mediante FTIR.

2.2 Evaluar la concordancia en cuanto a la composicién y al
numero de brotes detectados mediante los diferentes analisis
bioinformaticos y FTIR utilizando el analisis cgMLST como método de

referencia.

3. Evaluar la tecnologia FTIR como técnica para determinar el
serotipo de Streptococcus pneumoniae utilizando la técnica de

Quellung como método de referencia.

3.1 Predecir el serotipo mediante técnicas de analisis de
espectros: andlisis jerdrquico de conglomerados (HCA), analisis de
componentes principales (PCA) y andlisis discriminante lineal (LDA), y

mediante el modelo de inteligencia artificial (PneumoClassifier).

3.2 Evaluar la concordancia entre los serotipos obtenidos
mediante las técnicas de andlisis de espectros y el modelo de
inteligencia artificial utilizando la técnica de Quellung como método de

referencia.
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3. Resumen y discusion global de los resultados

obtenidos

3.1. Articulo |: Evaluation of Fourier Transform Infrared
Spectroscopy as a First-Line Typing Tool for the Identification of
Extended-Spectrum B-Lactamase-Producing Klebsiella
pneumoniae Outbreaks in the Hospital Setting

En este primer trabajo se analizé la utilidad de la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) como herramienta de
tipado rapido para la caracterizacién de brotes hospitalarios causados
por la bacteria gramnegativa Klebsiella pneumoniae productora de -
lactamasas de espectro extendido (Kp-BLEE), comparando sus
resultados con los obtenidos mediante la epidemiologia convencional

y la WGS como método de referencia.

El estudio incluyd 63 aislados de Kp-BLEE analizados de manera
retrospectiva y recogidos a lo largo de tres afios (2018-2021). A partir
de los criterios epidemioldgicos habituales para definir la existencia de
un brote epidemioldgico (dos o mds casos nosocomiales en misma
unidad en menos de un mes), se identificaron ocho brotes
nosocomiales (ocho “clusters epidemioldgicos”) que englobaban 40 de
los 63 aislados (Tabla Suplementaria 1, Articulo I). Sin embargo,
cuando se analizé la cohorte mediante WGS, se observo un escenario

mas complejo; 11 “clusters gendmicos” que agrupaban 42 aislados, y
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21 aislados no relacionados genémicamente (singletons) (Figura 1,
Articulo 1). Estos resultados de WGS revelaron que: 1) los brotes
establecidos mediante criterios de epidemiologia convencional
resultaron ser de naturaleza policlonal, es decir, que coexistieron
multiples cadenas de transmision simultaneamente; y 2) la existencia
de relaciones clonales entre aislados procedentes de distintas
unidades hospitalarias que no habian sido detectadas mediante la

epidemiologia convencional, que se denominaron “brotes ocultos”.

La tecnologia FTIR permitié identificar 10 clusters que agrupaban 47
aislados y 16 singletons. Al comparar estos resultados con los
obtenidos por WGS, el FTIR obtuvo unos indices de concordancia de
Rand ajustado (AR) de 0,475 (IC 95%: 0,262-0,691) y de Wallace
ajustado (AW) de 0,521 (IC 95%: 0,377-0,665), los cuales fueron
mayores y con una diferencia estadisticamente significativa que los
correspondientes indices obtenidos al comparar la epidemiologia
convencional con la WGS (AR=0,134; IC 95%: 0,000-0,278 y AW=0,134;
IC 95%: 0,000-0,281, p = 0,009). En consecuencia, se obtuvo mejor
concordancia en la comparativa de FTIR vs. WGS que la comparativa de

epidemiologia convencional vs. WGS.

En concreto, el FTIR fue capaz de identificar correctamente la gran
mayoria de los aislados pertenecientes a clusters gendmicos
confirmados por WGS (38/42 aislados; 90,5%) (Figura 1, Articulo 1),
mientras que la epidemiologia convencional solo logré hacerlo en algo

mas de la mitad de los casos (24/42 aislados; 57,1%).
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Los resultados de este estudio evidencian las limitaciones de la
epidemiologia convencional; la definicion clasica de brote
epidemioldgico (basada en la coincidencia temporal y espacial de los
casos) puede resultar insuficiente en entornos hospitalarios donde
pueden coexistir multiples cadenas de transmisién o implicar

diferentes unidades asistenciales.

La WGS es la herramienta mas precisa para establecer relaciones
clonales entre aislados. No obstante, su coste, el tiempo de respuesta
y la complejidad experimental y del analisis bioinformatico pueden
limitar su uso en la practica diaria habitual. En este contexto, el FTIR se
presenta como una herramienta con una precisién superior a la de la
epidemiologia convencional. Es cierto que la resolucidn de la técnica es
inferior a la WGS ya que el analisis espectral del estudio se ha limitado
solamente a la region espectral de los polisacaridos (tal y como indica
la bibliografia y el fabricante) y la variabilidad genémica entre clones
de ESBL-Kp podria no ser detectada por FTIR, al tratarse de una técnica

fenotipica.

No obstante, aln teniendo esta menor resolucién, el FTIR permitié
identificar de forma rdpida la mayoria de los clusters gendmicos y
detectar relaciones entre aislados que, de otro modo, habrian pasado
desapercibidas mediante la epidemiologia convencional. En nuestra
cohorte de estudio, hubo seis clusters que detectd la WGS y que no
cumplian los criterios epidemiolégicos. Como se comentod

anteriormente, estos se denominaron “brotes ocultos” ya que no
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cumplian los criterios clasicos de definicidon de brote (al pertenecer a
diferentes plantas/unidades), pero compartian un origen clonal
comun. En nuestro trabajo, el FTIR permitié detectar cuatro de los seis
brotes ocultos (clusters IV, V, Vil y Xl de la Figura 1A, Articulo 1), lo que
demuestra un valor afiadido del FTIR para aportar informacién

adicional no alcanzable mediante la epidemiologia convencional.

Desde un punto de vista técnico, es importante tener en cuenta que
existen ciertas limitaciones de la metodologia FTIR ya que se requiere
una validacién y estandarizacion previa. Los espectros obtenidos
pueden variar segun el medio de cultivo y las condiciones de cultivo
empleadas. Esta descrito que el uso de los diferentes medios de cultivo
y el tiempo de incubacién pueden variar el crecimiento y la
composicion de la pared celulary, por lo tanto, la seial espectral (373—
375). Por otra parte, la técnica requiere una validacién interna previa
con una técnica de referencia para establecer el punto de corte
Optimo; para K. pneumoniae el fabricante dispone de una
recomendacion de establecerlo en el rango de 0,20-0,25 (358). En
nuestro estudio se obtuvo un valor éptimo de 0,240 (Figura

Suplementaria 1, Articulo I).

Respecto a otros estudios que han empleado el FTIR para estudiar
brotes (319,358,373,374), en nuestro trabajo se obtuvieron indices de
concordancia inferiores en comparacion a la WGS. Estas diferencias
podrian explicarse por varios factores, entre los que destacan los

siguientes:
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1. Mayor diversidad de la cohorte empleada. El dataset del estudio
engloba aislados recogidos desde julio del 2018 a octubre de 2021
y procedentes de distintas unidades y plantas de hospitalizacién.
En cambio, en los estudios previos suelen analizar aislamientos
procedentes de una misma unidad o planta recogidos en un
intervalo temporal mas corto, lo que favorece una mayor
homogeneidad genética.

2. La metodologia de referencia empleada para definir un cluster
genomico. En este trabajo, la WGS se utilizd combinando los
enfoques de cgMLST y cgSNP (376) con el objetivo de establecer el
punto de corte mds adecuado para nuestra cohorte. Teniendo en
cuenta que no existe un umbral “universal” aceptado para la

delimitar un brote, puede haber variabilidad entre estudios.

Desde un punto de vista metodoldgico, existen otras limitaciones del
trabajo que deben ser consideradas. En primer lugar, no se pudieron
analizar mediante ambas metodologias todos los aislados de Kp-BLEE
detectados durante el periodo de estudio, por lo que puede que no se
detectaran todas las cadenas de transmisién o reservorios. En segundo
lugar, no se pudo determinar la variabilidad bioldgica de los aislados,
ya que cada uno se analizé una Unica vez por cada metodologia. Por
ultimo, los experimentos no se realizaron bajo unas condiciones de
temperatura y humedad controladas; segun el fabricante, estos
factores ambientales pueden influir en los resultados obtenidos

mediante FTIR.
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Desde el punto de vista “clinico” y epidemioldgico, es importante
destacar que el uso del FTIR puede generar una “sobreestimaciéon” de
las relaciones clonales ya que clasifica aislados no relacionados
gendmicamente entre ellos como parte del mismo cluster (Tabla 2,
Articulo I). No obstante, en un contexto de un brote nosocomial, esta
falta de resolucién podria considerarse “aceptable”, ya que prioriza la
deteccidn e implementacion de medidas répidas frente al riesgo de
subestimar un brote en curso. En este sentido, el FTIR puede actuar
como una herramienta de cribado inicial, favoreciendo la
implementacién precoz de medidas de control de la infecciéon mientras
se esperan los resultados confirmatorios de WGS. Tras la validacién
obtenida en este estudio, en nuestro centro se ha implementado con
éxito la metodologia FTIR para la caracterizacion de brotes de Kp-BLEE,
empledndose como herramienta de cribado inicial. En aquellos casos
en los que los resultados obtenidos son incoherentes o el brote no

puede ser controlado, se recurre a la WGS como técnica confirmatoria.

En conjunto, este primer trabajo demuestra que la integracién del FTIR
en la rutina del laboratorio de microbiologia clinica aporta un valor
afladido significativo a las investigaciones epidemioldgicas
convencionales. Su rapidez y facilidad de implementacién lo
convierten en una herramienta de cribado, complementaria a la
epidemiologia convencional y previa a la confirmaciéon mediante WGS,
optimizando asi el control de brotes de Kp-BLEE en el entorno

hospitalario.
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Early detection of pathogen cross-transmission events and environmental reservoirs is
needed to control derived nosocomial outbreaks. Whole-genome sequencing (WGS) is
considered the gold standard for outbreak confirmation, but, in most cases, it is time-
consuming and has elevated costs. Consequently, the timely incorporation of WGS results
to conventional epidemiology (CE) investigations for rapid outbreak detection is scarce.
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) is a rapid technique that establishes
similarity among bacteria based on the comparison of infrared light absorption patterns
of bacterial polysaccharides and has been used as a typing tool in recent studies. The
aim of the present study was to evaluate the performance of the FTIR as a first-line typing
tool for the identification of extended-spectrum p-lactamase-producing Klebsiella
pneumoniae (ESBL-Kp) outbreaks in the hospital setting in comparison with CE
investigations using WGS as the gold standard method. Sixty-three isolates of ESBL-Kp
collected from 2018 to 2021 and classified according to CE were typed by both FTIR and
WGS. Concordance was measured using the Adjusted Rand index (AR) and the Adjusted
Wallace coefficient (AW) for both CE and FTIR clustering considering WGS as the reference
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203



Wang-Wang et al.

ESBL-Kp Outbreak Identification by FTIR

method. Both AR and AW were significantly higher for FTIR clustering than CE clustering
(0.475vs.0.134, p=0.01,and 0.521 vs. 0.134, p=0.009, respectively). Accordingly, FTIR
inferred more true clustering relationships than CE (38/42 vs. 24/42, p=0.001). However,
a similar proportion of genomic singletons was detected by both FTIR and CE (13/21 vs.
12/21, p=1). This study demonstrates the utility of the FTIR method as a quick, low-cost,
first-line tool for the detection of ESBL-Kp outbreaks, while WGS analyses are being
performed for outbreak confirmation and isolate characterization. Thus, clinical microbiology
laboratories would benefit from integrating the FTIR method into CE investigations for

infection control measures in the hospital setting.
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INTRODUCTION

Nosocomial infections cause a high impact on the healthcare
system due to an increase in antimicrobials use, patient morbidity
and mortality, and hospitalization length. Nosocomial infection
prevalence has ranged from 5% to 10% in recent years (World
Health Organization, 2016, 2021). It is well established that
early detection of pathogen cross-transmission events along
with a quick implementation of correct infection control measures
is required to prevent the spread of nosocomial infections
(Brouqui et al., 2017; Haque et al., 2018). The bacterial species
most frequently involved in nosocomial infections are
Enterobacter  spp.,  Staphylococcus — spp., Klebsiella  spp.,
Acinetobacter spp., Pseudomonas spp., and Enterococcus spp.,
which are also known as the ESKAPE pathogens and usually
exhibit multidrug resistance and virulence (Santajit and
Indrawattana, 2016; Antimicrobial Resistance Collaborators,
2022). Among them, Klebsiella pneumoniae is one of the
microorganisms with the highest burden in healthcare settings
(Santajit and Indrawattana, 2016). Specifically, in 2020, the
reported rate of ESBL-Kp in Spain was 26.8% (European Centre
for Disease Prevention and Control, 2020) and it was 21.5%
in our hospital.

For successful nosocomial outbreak control, it is necessary to
identify as soon as possible any potential transmission routes
and any likely associated environmental reservoirs through
conventional epidemiology (CE) investigations that must
be confirmed later by bacterial typing. Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) has been widely used as the gold standard
molecular method for outbreak identification based on bacterial
typing (Peacock et al, 2002). However, over the last decade,
whole-genome sequencing (WGS) has become the gold standard
method due to its higher discriminatory power and increased
accessibility (Bertelli and Greub, 2013; European Centre for Disease
Prevention and Control, 2018). The potential of WGS for establishing
precise relationships between bacterial isolates makes this technique
the ideal tool for outbreak investigation in scenarios where other
routinely used methods lack sensitivity (Peacock et al, 2018;
European Centre for Disease Prevention and Control, 2019).
Nevertheless, WGS-based laboratory methods and bioinformatics
analyses require skilled staff and are laborious and time-consuming.
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Besides, bioinformatics analyses of WGS data require large
computational resources to be processed, and the obtained results
often require expert interpretation. Thus, WGS is difficult to
implement in the routine clinical practice in most clinical
microbiology laboratories. Therefore, the implementation of quicker
and easier to use approaches for bacterial typing could facilitate
the task of outbreak identification by CE teams in the hospital setting.

Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy is a phenotypic
technique introduced in the 1950s based on the comparison
of infrared light absorption patterns after the application of
the Fourier transform (Naumann et al.,, 1991; Griffiths and de
Haseth, 2007). Such patterns vary according to the functional
groups present in biomolecules such as carbohydrates, lipids,
and proteins. The polysaccharide region (1,200-900cm™)
contributes more significantly than others to the spectral
differences observed between strains from the same species
(Helm et al, 1991; Naumann et al, 1991). Based on the
polysaccharide region, recent studies have demonstrated that
the most interesting wavelength of the infrared spectrum for
bacterial typing is 1,300-800cm™ (Martak et al,, 2019; Vogt
et al, 2019). FTIR spectroscopy is used by the IR Biotyper
system (Bruker GmbH, Leipzig, Germany), which offers a rapid
and low-cost typing technique (both sample processing and
amount and number of reagents are minimal) with a short
turn-around time (3-4h). Similarity between transformed spectra
is established by multivariate data analysis of spectral peaks,
and relationships between isolates can then be identified
(Quintelas et al.,, 2018; Burckhardt et al., 2019; Martak et al.,
2019; Novais et al., 2019; Rakovitsky et al., 2020). Thus, FTIR
could be an alternative method for the quick identification of
nosocomial outbreaks. However, the few studies performed so
far regarding the utility of FTIR toward ESBL-Kp outbreak
detection have focused on the comparison of FTIR typing
results to genomic analysis, but none of them have compared
FTIR to CE, although CE constitutes the most frequently used
outbreak investigation tool in many healthcare settings. The
aim of the present study was to evaluate the performance of
the IR Biotyper as a first-line bacterial typing tool for the
identification of ESBL-Kp outbreaks in the hospital setting in
comparison with CE investigations using WGS as the gold
standard method.

June 2022 | Volume 13 | Article 897161
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MATERIALS AND METHODS
Study Design

A retrospective and cross-sectional study was performed in a
tertiary care hospital. This center is the general hospital for
200,000 inhabitants and the reference hospital for 1,200,000
inhabitants of the Northern Metropolitan Area of Barcelona
(Catalonia, Spain).

The study dataset comprised 63 ESBL-Kp isolates collected
from patients admitted to the reference hospital (n=61) and
from the environment (n=2) from July 2018 to October, 2021.
Among them, 40 isolates belonged to epidemiological outbreaks
identified by CE during the study period by the hospital
infection prevention and control team. The CE criterion used
in the present study to declare a nosocomial outbreak
(epidemiological cluster) was the detection of two or more
nosocomial ESBL-Kp infections (detected after the first 48h
of hospital admission which were not present at the time of
admission; Horan et al,, 2008) in the same hospital unit/ward
in less than a month (Centers for Disease Control and Prevention,
2012). Additionally, in critical units (cardiac care unit, intensive
care unit, neonatal intensive care unit, and both SARS-CoV-2
intensive care units) nosocomial ESBL-Kp colonization cases
were also considered for outbreak declaration. The date of
outbreak closure was set when no ESBL-Kp isolates were
identified in the same hospital unit/ward for 3months since
the last identification. The remaining 23 isolates were randomly
selected among cases that did not meet the nosocomial outbreak
criteria and therefore were considered epidemiological singletons.

ESBL-Kp isolates were pseudonymized using a consecutive
number in order to maintain patient confidentiality. All ESBL-Kp
isolates were obtained for routine clinical diagnosis purpose
and no additional sampling was required; therefore, informed
consent was waived.

Routine Microbiological Diagnostics and
Antimicrobial Susceptibility Testing

All isolates were firstly identified at the species level by matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS, Bruker Daltonik GmbH,
Bremen, Germany). Antibiotic susceptibility was interpreted
following European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) criteria (The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, 2021). All isolates were
subsequently conserved in storage media at —80°C until
further analyses.

Sample Preparation for FTIR Analysis

All ESBL-Kp isolates were cultured in BD MacConkey II agar
medium (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) for
24h at 37°C. Then, all bacterial isolates were subcultured in
Mueller-Hinton agar medium from a single colony (Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) for another 24h at
37°C before testing. For bacterial suspension preparation, the
modified H,O-EtOH protocol was used (Hu et al, 2021); a
loopful of bacterial cells was suspended in 50pl of deionized
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water in a 1.5-ml suspension vial with metal beads (Bruker
GmbH, Leipzig, Germany) and homogenized through vortex.
Then, 50ul of 70% (v/v) ethanol was added in each vial and
suspensions were homogenized again. Subsequently, 15ul of
each suspension vial was placed in quadruplicate on a 96-spot
silicon plate (Bruker GmbH, Leipzig, Germany). As quality
control, 12l of two infrared test standards (IRTS 1 and IRTS
2, each standard containing an Escherichia coli strain with a
specific spectrum) was placed in duplicate on the same silicon
plate. The plate was dried for 30 min at 37°C before introducing
it into the Biotyper system.

Spectrum Analysis of FTIR Data

For FTIR analysis, manufacturer’s recommendations were
followed. Briefly, all samples were tested in quadruplicate using
the default analysis settings (wavelength region 1,300-800cm™")
and OPUS 8.2.28 software (Bruker GmbH, Leipzig, Germany).
Samples that did not meet the quality criteria were excluded.
The OPUS software generates an average spectrum using the
four obtained spectra of each replicate for each sample. It
then analyzes the similarity between the average spectra from
different samples and generates a dendrogram based on
hierarchical cluster analysis (HCA) using Euclidian metric
distance and average linkage method. The FTIR software suggests
a cutoff value for clustering based on Simpson’s Index of
Diversity (Hunter and Gaston, 1988). For K. pneumoniae,
manufacturer recommends using a cutoff ranging from 0.20
to 0.25, with an initial validation to determine the best value
using a molecular method as gold standard. Accordingly, a
subset of the study isolates comprising the first 17 isolates
with available WGS results (12 forming a genomic cluster plus
five singletons) was used to determine an initial cutoff. The
obtained cutoff was then validated using all 63 isolates by
maximizing the overall congruence between FTIR and WGS
results. When two or more isolates had a FTIR spectrum
distance less or equal to the designated cutoff value, they were
considered to belong to the same FTIR cluster, and isolates
that did not meet this criterion were considered FTIR singletons.

Sample Preparation for WGS Analysis

All ESBL-Kp samples were cultured in Mueller-Hinton agar (Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) overnight at 37°C. Then,
a single colony was subcultured in thioglycolate broth (bioMérieux
SA, Marcy-I'Etoile, France) overnight at 37°C with agitation. DNA
was extracted from 1.5ml of grown thioglycolate broth using the
DNeasy Ultra Clean™ Microbial kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Germany) following manufacture’s recommendations. Nextera XT
DNA Library Preparation Kit (Illumina Inc, San Diego,
United States) was used for dual-indexed library preparation
according to the manufacturer’s instructions, and paired-end
sequencing was performed using the Illumina MiSeq platform
(Mlumina Inc., San Diego, United States).

Bioinformatic Analyses of WGS Data
For WGS clustering analysis of ESBL-Kp isolates, two approaches
were combined to increase the discriminatory power of WGS
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analysis as previously described (Raro et al, 2020): (i) core
genome multilocus sequence typing (cgMLST) of 2,358
chromosomal target genes and (ii) phylogenetic analysis of
core-genome single nucleotide polymorphisms (cgSNP). A
genomic cluster of ESBL-Kp isolates by WGS was defined when
the following two conditions were met based on an internal
validation according to recorded epidemiological data: (i) >2
cases of the same sequence type (ST) with a genetic distance
of <15 alleles in the cgMLST analysis and (ii) a common
monophyletic origin in the phylogenetic tree supported by a
bootstrap value >70% with a genetic distance of <17 SNP
provided by cgSNP analysis. Isolates that did not meet these
criteria were classified as genomic singletons. Each genomic
cluster and singleton were considered a different ESBL-Kp
introduction event into the hospital.

cgMLST analysis was performed with Ridom SeqSphere+
software 5.1.0 (Ridom GmbH, Miinster, Germany; Jiinemann
et al., 2013) using assembly de novo settings with SPAdes 3.11.1
(Bankevich et al., 2012) and the parameter “pairwise ignoring
missing values” From this analysis, ST data were obtained,
and a minimum spanning tree was built to visualize allele
distance between isolates.

Prokka v.1.14 (Seemann, 2014) was used to annotate de
novo assemblies, and these annotated assemblies were used as
input for Roary v3.13.0 (Page et al, 2015). An alignment of
3,524 core genes (present in >99% of isolates) comprising
3,481,593 bp was generated. Variable positions of the alignment
were extracted (78,071 SNPs), and a maximum-likelihood
phylogenetic tree of SNPs was constructed using RAXML v7.0.4
(Stamatakis, 2006) with a general time-reversible (GTR) model
and a gamma correction for site rate variation. Node support
was assessed through bootstrapping with 100 replicates.

Additionally, resistance analysis was performed using
KmerResistance 2.2 online tool with default parameters (Clausen
et al, 2016, 2018; Center for Genomic Epidemiology, 2021).
Those genes with “template_ID” lower than 98%, “template_
coverage” lower than 100% and a “depth” that did not reach
40X were filtered out.

Concordance Between Clustering
Methodologies

To assess the concordance of the clustering results obtained
by both the CE investigations and FTIR vs. WGS as the reference
method, the Adjusted Rand index (AR) and the Adjusted Wallace
coefficient (AW) were calculated with 95% CI using an online
tool (Comparing Partitions, 2011). AR compares the overall
congruence between two typing methods (Santos and Embrechts,
2009), while AW compares the agreement of two typing methods
considering one of them as the reference method (Severiano
et al,, 2011). AR and AW values may range from 0 to 1, where
0 means agreement expected by chance and 1 means perfect
correlation between both methods (Severiano et al, 2011;
Hoffman et al, 2015). Additionally, p values comparing the
AW and AR values for (i) CE vs. WGS clustering and (ii)
FTIR vs. WGS clustering were obtained according to the jackknife
pseudo-values resampling method (Comparing Partitions, 2011).
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Besides, the proportion of isolates correctly clustered by
either FTIR or CE was calculated using WGS as the reference
method. Proportions were compared using the Fisher’s exact
test. Statistical significance was set at p<0.05.

RESULTS

Conventional Epidemiology Identified
Eight Outbreaks

CE investigations detected eight nosocomial outbreaks over
the study period, which accounted for 40 out of 63 studied
isolates. Specifically, the outbreaks were located at the CCU
(outbreak A, n=4), the OW (outbreak B, n=2), the NPHD
(outbreak C, n=3; and outbreak H, n=4), the ICU (outbreak
D, n=9; and outbreak E, n=8), the SICU 1 (outbreak F, n=4),
and the SICU 2 (outbreak G, n=6). According to the used
CE criterion, the remaining 23 isolates presented no evident
epidemiological links among them or the isolates related to
outbreaks A-H. Distribution for all isolates according to source
and ward where they were detected can be found in
Supplementary Table 1; Supplementary Text 1.

WGS Detected 32 Different Introductions
of ESBL-Kp

The cgMLST allele distance among the 63 isolates is depicted
in a minimum spanning tree shown in Figure 1A. Additionally,
the phylogenetic tree of a cgSNP alignment of 78,071 high-
quality sites is shown in Figure 1B. In both Figure 1 panels,
the clusters that meet the combined cgMLST and cgSNP criteria
are identified.

According to WGS clustering results, sequenced isolates
represented at least 32 different introductions of ESBL-Kp into
the hospital over the study period; 11 different clusters (namely
I-XI, 42 isolates), plus 21 singletons were identified (Figure 1;
Supplementary Table 1). WGS analysis confirmed two monoclonal
outbreaks (B and C) and six polyclonal outbreaks (A, D, E, E
G, and H) caused by 10 different genomic clusters (I-IV and
VI-XI) plus nine singletons (Table 1). The isolates were assigned
to 17 different ST by cgMLST; among them, 41 out of 63 isolates
(65.1%) belonged to high-risk clones ST147, ST307, and ST392,
being ST307 the most prevalent one (22/63, 34.9%; Figures 1A,
2A). Genomic clusters I, III, V, X, and XI belonged to different
STs, but genomic clusters II, IV, VI-IX belonged to ST307. Mean
allele distances between isolates of a genomic cluster ranged from
1 to 9.5 (Supplementary Text 2). Six out of the 11 genomic
clusters included isolates from more than one hospital location
over the study period (Figure 2B). Cluster I isolates were the
most spread in the hospital, affecting up to six different wards/
units. The analysis of antibiotic resistance from WGS data confirmed
the presence of at least one ESBL-resistance gene in all cases,
being CTX-M-15 the most frequently detected ESBL, present in
95% (60/63) of the isolates (data not shown).

As for the comparison between WGS and CE results, outbreaks
detected by CE included two or more isolates that were confirmed
by WGS to belong to the same genomic cluster in 24 out of
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FIGURE 1 | GD, geriatric department; ICU, intensive care unit; IDD, infectious disease department; ND, neurology department; NICU, neonatal intensive care unit;
NPHD, nephrology department; OHD, oncohematology department; OW, obstetric ward; SD, surgery department; SICU 1, SARS-CoV-2 intensive care unit 1; and
SICU 2, SARS-CoV-2 intensive care unit 2). Reference: NTUH-K2044 (accession no. NC_012731.1). The tree scale represents the number of substitutions per
variable site. All nodes corresponding to each individual genomic cluster were supported with bootstrap values >70%.

TABLE 1 | Contingency table comparing epidemiological clustering (A-H) vs. WGS clustering (I-XI) as the reference method.

WGS clustering

1 I m v v Vi vil Vil X X Xi S Total
Epidemiological A 2 2 4
lusteri

Clustering B D 2
C 3 3
D 1 1 2 2 3 9
E 1 3 4 8
F 2 | 1 4
G 1 4 1 6
H 2 1 1 4
S 4 2 2 il 2 12 23
Total 16 4 2 2 2 2 2, 2 3 4 3 21 63

S, Singleton.

42 (57.1%) cases. Moreover, 11 out of 23 (47.8%) isolates not
identified as belonging to any outbreak according to CE formed
or were part of five out of the six genomic clusters detected
in more than one hospital location (I, II, V, VIII, and XI;
Figure 2B). Finally, CE correctly identified 12 out of 21 (57.1%)
genomic singletons (Table 1).

FTIR Is a Useful First-Line Tool for
Detection of ESBL-Kp Outbreaks

For FTIR clustering, an optimal cutoff of 0.240 was obtained
after an initial validation (n=17) which coincided with the
best cutoff value for the whole study dataset (N=63;
Supplementary Figure 1). Among all 63 ESBL-Kp isolates
tested, FTIR detected 10 clusters (namely 1-10, including 47
isolates) and 16 singletons. The two largest clusters were cluster
4 (n=14, 22.2%) and cluster 1 (n=13, 20.6%; Figure 3; Table 2).
Regarding the isolates initially classified into eight outbreaks
by CE (n=40), FTIR classified two outbreaks as monoclonal
(B and C) and six as polyclonal (A, D, E, E G, and H),
similarly to WGS results (Supplementary Table 1). However,
FTIR detected less ESBL-Kp clusters and singletons than WGS
(8 vs. 10 and 7 wvs. 9, respectively; Figure 3;
Supplementary Table 1). Additionally, and in consonance with
WGS, FTIR detected six clusters (1, 2, 4, 5, 6, and 10) affecting
more than one hospital location. However, four (1, 4, 6, and
10) out of these six clusters were not fully concordant with
WGS clustering (Table 2; Supplementary Text 3). In fact,
when considering all studied isolates (N=63), the concordance
between FTIR and WGS was as follows: FTIR grouped in the
same cluster singletons or isolates of different genomic clusters
in three occasions (clusters 3, 4, and 10), a perfect agreement
was observed between FTIR and genomic clusters in three
cases (cluster 2/II, 5/V, and 7/IX), and finally, WGS grouped
in the same genomic cluster isolates of different FTIR clusters
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in three instances (clusters I, X, and XI; Figure 3; Table 2).
All this translates into an AR and AW values of 0.475 (95%
CI, 0.262-0.691) and 0.521 (95% CI, 0.377-0.665), respectively,
for FTIR clustering considering WGS as the reference method.

In order to assess the value of FTIR over CE investigations
in the hospital setting, AR and AW values were also calculated
for CE clustering considering WGS as the reference method:
AR was 0.134 (95% CI, 0.000-0.278) and AW was 0.134 (95%
CI, 0.000-0.281). Both AR and AW were significantly higher
for FTIR clustering than for CE clustering (0.475 vs. 0.134,
p=0.01, and 0.521 vs. 0.134, p=0.009, respectively). To further
evaluate the benefit of enhancing CE investigations using FTIR,
we analyzed which of those isolates that were part of a genomic
cluster (n=42) were grouped by either FTIR or CE. FTIR
clusters included two or more isolates that WGS confirmed
to belong to the same genomic cluster in 38 out of 42 (90.5%)
cases. Besides, 14 of 23 (45.7%) isolates not identified as
belonging to any outbreak according to CE investigations were
grouped into FTIR clusters detected in more than one hospital
location (1, 2, 4, 5, 6, and 10), whereas FTIR correctly identified
13 out of 21 (61.9%) genomic singletons (Table 2). Therefore,
FTIR significantly inferred more true genomic relationships
than CE (38/42 vs. 24/42, p=0.001). However, a similar
proportion of genomic singletons was detected by both FTIR
and CE (13/21 vs. 12/21, p=1). Importantly, FTIR was able
to detect a genomic relationship for isolates belonging to
genomic clusters IV, V, VIII, and XI, which could be classified
as “hidden outbreaks” because CE research was unable to
establish any epidemiological link between them.

DISCUSSION

This study demonstrates the utility of the FTIR method as a
rapid first-line laboratory tool for ESBL-Kp outbreak detection,
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while confirmatory results are being generated by WGS. FTIR
inferred more true genomic relationships than CE. Moreover,
FTIR detected four hidden outbreaks identified by WGS. Thus,
FTIR adds valuable information that can be incorporated into
CE investigations and does so in a timely manner.

A great performance of the FTIR method regarding the
investigation of bacterial clusters has been suggested by a few
studies performed so far. These evaluations have been carried
out for Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae, and Acinetobacter baumannii (Dinkelacker
et al,, 2018, Martak et al,, 2019; Vogt et al., 2019; Rakovitsky
et al., 2020; Hu et al.,, 2021, Lombardo et al., 2021). Some of
the previous studies employ a workflow different from the
commercial one using the attenuated total reflection mode
accessory of the FTIR instrument (Silva et al., 2020; Novais

et al, 2022). However, although some of those studies use
WGS-based analyses, most of them rely on PFGE and MLST
as the reference molecular method and their isolates are often
closely related, belonging to just one or a reduced number of
outbreaks. Additionally, none of the previous studies compares
FTIR vs. CE, being CE the most frequently used outbreak
investigation tool in the healthcare setting. In the present study,
a lower concordance between FTIR and WGS clustering methods
(AR=0.475, AW =0.521) was obtained for K. pneumoniae isolates
than in the previously published studies where AR ranged
from 0.743 to 1.0 and AW ranged from 0.708 to 1.0 (Dinkelacker
et al,, 2018; Martak et al, 2019; Rakovitsky et al., 2020; Hu
et al, 2021). Two methodological strengths of the present
compared to previous studies may explain the lower concordance
results observed here. Firstly, we analyzed isolates collected
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TABLE 2 | Contingency table comparing FTIR clustering (1-10) vs. WGS clustering (I-X) as the reference method.
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from more than one hospital location, from different patients
and over a long period of time (3 years), while previous studies
analyzed isolates belonging to a single hospital location and
collected less than 1year apart. Secondly, we combined cgMLST
and cgSNP phylogenetic analysis in order to improve the
resolution of the WGS-based reference method, as previously
described (Raro et al., 2020). Such combination allowed the
identification of the best allele and SNP cutoffs for cluster
definition of our WGS data. It is important to note that a
universal genomic cutoff value to determine whether different
isolates belong to an outbreak does not currently exist (Lopez
et al, 2021). Less than 15 alleles of distance in pairwise
comparisons between isolates has been suggested for outbreak
delimitation by cgMLST (Lepuschitz et al., 2019; Miro et al,
2020). However, this cutoff may not always be reliable as genetic
variability depends on the time elapsed among the collection
dates of isolates. Similarly, if non-identical sequences share a
monophyletic origin, the identification of the isolates that belong
to an outbreak may be difficult, as a defined SNP cutoff has
not yet been established. It should also be pointed out that
each laboratory must internally validate its FTIR cutoff for
clustering analysis with a reference method, given that the
manufacturer has an unofficial range of cutoff values for
K. pneumoniae (0.20-0.25) based on information gathered from
internal validations of different laboratories (Rakovitsky et al.,
2020). The cutoff applied in the present study after internal
validation (0.240) was similar to those used by Hu et al. (0.221)
and Martak et al. (0.220; Martak et al., 2019; Hu et al., 2021).

Genome composition of K. pneumoniae clones may slightly
vary over time and from patient to patient, generating phenotypic
differences that are not detected by FTIR. As recommended
by the manufacturer, only the default wavelength region, which
comprises the polysaccharide region, was analyzed by FTIR
in the present study; thus, other existing differences/similarities
at the level of proteins or fatty acids could not be detected.
Nevertheless, and despite the expected lower discriminatory
power of FTIR for clustering identification than WGS, when
the clustering performances of CE and FTIR were compared,
both AR and AW were significantly higher for FTIR clustering
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than CE clustering. Accordingly, FTIR inferred more true
genomic relationships than epidemiological criteria, while a
similar proportion of genomic singletons was detected by both
FTIR and epidemiological criteria. In an epidemiologically
suspected outbreak scenario, a rapid result is required to confirm
whether isolates are closely related or not. The detection of
related isolates involves the implementation of the most
appropriate infection control measures as soon as possible.
Therefore, although FTIR clustered 38.1% of genomic singletons,
in the clinical practice, misdiagnosis of singletons as related
isolates by FTIR clustering might be desirable over the opposite
because it promotes the implementation of outbreak control
measures to limit the potential spread of the outbreak, while
confirmation by WGS is being performed. Contrarily to WGS,
the IR Biotyper is a rapid (3-4h), low-cost method with a
simple sample preparation that can be easily implemented in
the everyday routine of a microbiology laboratory after the
overnight culture of the isolate of interest.

Importantly, FTIR was able to detect a relationship for
isolates belonging to four clusters hidden to the CE investigations
because the isolates were obtained from different hospital wards/
units and/or differed in collection date by more than one
month, evidencing the difficulty to establish an epidemiological
link among them. Thus, we suggest that a prospective surveillance
approach should be carried out in order to identify all potential
hidden epidemiological clusters of isolates from patients or
environmental reservoirs; this could be easily implemented
using FTIR as a first-line surveillance tool, while WGS could
be performed for clustering confirmation as well as for genomic
characterization of circulating isolates at the level of ST,
resistome, and virulome. As other studies describe, high-risk
clones ST147, ST307, and ST392 are frequently associated
with ESBL production and detected in healthcare settings in
Spain (D’Apolito et al., 2020; Peirano et al., 2020). Particularly,
in the present study these high-risk clones represented more
than 60% of studied isolates, being ST307 the most prevalent
one (34.9%). It is also important to remark that previous
studies have demonstrated that outbreak delimitation based
on ST determination might not be adequate (Zhou et al,
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2017; Gona et al., 2020). In this sense, the detection of different
genomic clusters within ST307 in our geographical region
(Figure 2A) probably indicates multiple introductions of ST307
into the hospital setting.

The use of the FTIR in the clinical microbiology practice
has potential limitations. Firstly, FTIR spectra analysis does
not provide species identification. In a hypothetical situation
of an outbreak, an accidentally mixed culture for any of the
isolates could potentially lead to its misclassification as a
non-related strain. This limitation can be easily resolved by
confirming species identification using MALDI-TOF MS (or
other bacterial identification techniques). Secondly, the FTIR
technique requires a standardization of the culture medium
and incubation times of the samples (Dinkelacker et al., 2018;
Quintelas et al., 2018; Hu et al., 2021); the use of different
medium or incubation times may affect the growth and the
cell-wall composition and, therefore, the spectra quality and
subsequent analysis.

Our study also has several limitations. Firstly, not all ESBL-Kp
isolates detected in the hospital over the study period could
be included in this study, concealing the detection of any
further potential outbreak relationships or the detection of
environmental reservoirs. Secondly, only one biological replicate
from each isolate was analyzed; thus, the inherent biological
variability could not be taken into account. Finally, although
the FTIR operated under standard laboratory conditions,
temperature and hygrometry were not controlled. Since FTIR
spectroscopy techniques are known to be very sensible to
variations in these two physical properties, it is not known
to what extent their fluctuations might have affected the results
of this study.

CONCLUSION

FTIR is a rapid, low-cost, and easy-to-use phenotypic method
that could be used in the clinical microbiology laboratory as
first-line tool for the rapid identification of ESBL-Kp outbreaks,
while the WGS analyses are being performed for confirmation
and further characterization. Thus, integrating FTIR results
into epidemiological investigations may add valuable information
for infection control in the hospital setting.
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Supplementary Material

Supplementary Text 1
Results: Distribution of isolates according to source and detection ward

Over the study period, sixty-three isolates of ESBL-Kp were included from 61 different hospitalized
patients and two environmental sites. The isolates were detected in the intensive care unit (ICU,
n=21), the nephrology department (NPHD, n=12), two different SARS-CoV-2 intensive care units
(SICU 1 and SICU 2, n=10), the geriatric department (GD, n=7), the cardiac care unit (CCU, n=5),
the obstetric ward (OW, n=2), the cardiology department (CD, n=1), the infectious disease
department (IDD, n=1), the neurology department (ND, n=1), the neonatal intensive care unit (NICU,

n=1), the oncohematology department (OHD, n=1), and the surgery department (SD, n=1).

Patient isolates sources were rectal swab (n=44), urine (n=12), sputum (»=3), wound exudate (n=1),
and blood culture (n=1). Environmental isolates (n=2) were collected from a sink at the ICU and

from a mattress at the SD (Supplementary Table 1).

Supplementary Text 2
Results: Mean allele distances between isolates of a genomic cluster

According to whole-genome sequencing (WGS) results, 11 different clusters were detected. The
mean allele distances between isolates from a genomic cluster ranged from 1 to 9.5. Specifically, six
genomic clusters (III-VIII) included two isolates; the allele distances were 2, 10, 7, 1, 3, and 15
between isolates of clusters III, IV, V, VI, VII, and VIII, respectively. Additionally, five clusters (I,
II, IX, X, and XI) comprised more than two isolates and presented an average allele distance of 9.5
(range, 0-18; n=16), 3.2 (range, 0-6; n=4), 2 (range, 1-3; n=3), 0.5 (range, 0-1; n=4), and 7 (range,
11-17; n=3), respectively.
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Supplementary Material
Supplementary Text 3

Results: Description of FTIR clusters that affects more than one hospital location over the study
period

As WGS, FTIR also detected clusters in more than one hospital location: (i) cluster 1 isolates were
detected in the CCU, NPHD, ICU, and SICU 1; (ii) cluster 2 isolates were present in the CCU, ND
and SD; (iii) cluster 4 isolates were present in the ICU, NPHD, OHD, and SICU 1; (iv) cluster 5
isolates were detected in the ICU and CCU; (v) cluster 6 isolates were detected in the SICU 1 and
CD; (vi) cluster 10 isolates were detected in the GD and ICU (Supplementary Table 1). However,
four (1, 4, 6, and 10) out of these six clusters were not fully concordant with WGS clustering (Table
1). Cluster 1 included only 13 out of the 16 isolates that formed genomic cluster I. Cluster 4 grouped
together the two isolates of genomic cluster IV, however, FTIR also grouped within cluster 4 five
genomic singletons and nine additional isolates of different genomic clusters. Cluster 6 included two
out of the three isolates forming genomic cluster XI. Finally, cluster 10 grouped together two

genomic singletons. Conversely, clusters 2 and 5 perfectly matched clusters II and V, respectively.
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Supplementary Figure 1. Final internal validation of FTIR clustering cut-off value. The most
restrictive cut-off value that maximized the Adjusted Rand index (AR) was 0.240 for the clustering
of the study dataset (N=63) of extended-spectrum B-lactamase-producing Klebsiella pneumoniae
isolates considering WGS as the reference method. The tested cut-off range corresponds to the
unofficial range suggested by the manufacturer (0.20-0.25) with an additional 0.05 range on each side

(0.15-0.30).
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Supplementary Table 1. Comparison of the three clustering methods for each ESBL-Kp isolate.

Supplementary Material

Isolate  Collection Isolate Hospital ST Epidemiological ~ FTIR WGS

ID date source location cluster cluster cluster
1 07/16/2018 RS CCU 392 A 1 I
5 07/23/2018 RS CCU 392 A Singleton I
13 08/02/2019 U NPHD 392 Singleton 1 I
14 08/07/2019 U NPHD 392 C 1 I
15 08/11/2019 RS NPHD 392 C 1 I
16  08/21/2019 RS NPHD 392 C 1 I
21 08/31/2020 RS ICU 392 D 1 I
22 10/05/2020 U NPHD 392 Singleton 1 I
31 02/15/2021 RS SICU 1 392 F 1 I
33 02/22/2021 RS SICU 1 392 F 1 I
35 03/03/2021 RS OHD 392 Singleton 4 I
37 03/10/2021 U NPHD 392 Singleton 1 I
41 03/29/2021 RS SICU 2 392 G Singleton I
43 04/13/2021 RS ICU 392 E 1 I
57  05/17/2021 RS NPHD 392 H 1 I
58  05/17/2021 RS NPHD 392 H 1 I
2 07/18/2018 RS CCu 307 A 2 I
3 07/21/2018 U CCu 307 A 2 I

4

218



62

17

59

20

40

23

24

26

27

30

61

42

47

52

44

49

53

07/23/2018

10/11/2021

08/16/2018

08/17/2018

07/20/2020

05/25/2021

08/24/2020

03/25/2021

10/08/2020

10/13/2020

10/28/2020

11/30/2020

02/15/2021

10/07/2021

04/13/2021

04/26/2021

05/04/2021

04/19/2021

04/27/2021

05/10/2021

RS

EI

RS

RS

RS

BC

RS

RS

RS

RS

RS

RS

RS

RS

RS

RS

ND

SD

ow

ow

ICU

NPHD

ICU

CCU

ICU

ICU

ICU

ICU

SICU 1

GD

ICU

ICU

ICU

SICU 2

SICU 2

SICU 2

307

307

147

147

307

307

45

45

307

307

307

307

307

307

307

307

307

2703

2703

2703

Singleton
Singleton
B
B
D
H
Singleton
Singleton
D
D
D
D
F
Singleton
E

E

1I

II

1

I

v

v

VI

VI

Vil

Vil

VIII

VIII

IX

IX

IX

219



Supplementary Material

56  05/12/2021 U SICU 2 2703 G 9 X
32 02/19/2021 RS SICU 1 15 F 6 XI
34 02/26/2021 RS CD 15 Singleton 6 XI
45 04/20/2021 U GD 15 Singleton Singleton XI
8 05/16/2019 RS NICU 628 Singleton Singleton  Singleton
9 07/25/2019 S GD 336 Singleton Singleton  Singleton
10 07/29/2019 RS GD 17 Singleton Singleton  Singleton
11 07/29/2019 RS GD Unknown Singleton Singleton  Singleton
12 07/31/2019 U NPHD 307 Singleton 4 Singleton
18 07/27/2020 RS ICU 485 D Singleton ~ Singleton
19 08/17/2020 RS ICU 307 D 4 Singleton
25 10/13/2020 RS ICU 54 D Singleton  Singleton
28 12/07/2020 RS ICU 147 E 3 Singleton
29 12/21/2020 RS ICU 307 E 4 Singleton
36 03/10/2021 RS ICU 307 Singleton 4 Singleton
38 03/16/2021 RS ICU 307 E 4 Singleton
39 03/22/2021 RS GD 792 Singleton Singleton  Singleton
46 04/26/2021 S IDD 15 Singleton Singleton  Singleton
48 04/27/2021 WE NPHD 268 Singleton Singleton  Singleton
50 04/27/2021 RS ICU 29 Singleton Singleton  Singleton
6
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51 05/04/2021 RS ICU 14 E Singleton  Singleton

54 05/10/2021 U NPHD 391 H Singleton  Singleton
55 05/10/2021 RS SICU 2 556 G Singleton  Singleton
60  07/02/2021 EI ICU 307 Singleton 10 Singleton
63 10/11/2021 RS GD 307 Singleton 10 Singleton

BC: Blood culture, CCU: Cardiac care unit, CD: Cardiology department, EI: Environmental isolate,
GD: Geriatric department, ICU: Intensive care unit, IDD: Infectious disease department, ND:
Neurology department, NICU: Neonatal intensive care unit, NPHD: Nephrology department, OHD:
Oncohematology department, OW: obstetric ward, RS: Rectal swab, S: Sputum, SD: Surgery
department, SICU 1: SARS-CoV-2 intensive care unit 1, SICU 2: SARS-CoV-2 intensive care unit 2,
ST: Sequence type, U: Urine, WE: Wound exudate.
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3.2. Articulo Il: Rapid Detection of VREfm Clusters: FTIR
Spectroscopy as a Practical Alternative to Whole-Genome

Sequencing

En este segundo trabajo se evalué la utilidad de la espectroscopia FTIR
como herramienta de tipado rapido para la caracterizacién de brotes
nosocomiales causados por E. faecium resistente a vancomicina
(VREfm), comparando su rendimiento con diferentes analisis
bioinformaticos de datos obtenidos por WGS (metodologia de
referencia). En contraste con el Articulo |, en este trabajo se evalud la

aplicabilidad del FTIR en un microorganismo grampositivo.

El estudio incluyd un total de 87 aislados de VREfm, recogidos entre
abril de 2020 y octubre de 2023 y analizados retrospectivamente, de
los cuales 56 se asociaron a tres brotes definidos mediante
epidemiologia convencional en los servicios de cirugia, nefrologia y
oncohematologia (Figura 1, Articulo Il). Al no haber consenso respecto
cual de los diferentes analisis bioinformaticos es considerado gold
standard para delimitar los brotes producidos por VREfm (301,302), en
este trabajo se emplearon tres analisis: core genome Multi Locus
Sequence Typing (cgMLST), core genome Single Nucleotide
Polymorphisms (cgSNP) y Split Kmer Analysis (SKA).

El analisis gendmico reveld una cohorte con un claro predominio por

dos linajes de alto riesgo, el ST80 (mayoritario) y el ST117, ambos
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pertenecientes al complejo clonal CC17, asociado a ambientes
nosocomiales (Figura 2, Articulo Il). Empleando tanto la metodologia
cgMLST como cgSNP, se identificaron cuatro clusters gendmicos y siete
singletons, confirmdndose la existencia de un brote monoclonal
(nefrologia) y dos brotes policlonales (cirugia y oncohematologia)
(Figura 2, Articulo Il). Por otro lado, el analisis mediante SKA revelé

cinco clusters genémicos y ocho singletons (Figura 4, Articulo II).

Estos resultados ponen de manifiesto la conocida dependencia del
método bioinformdtico empleado y del punto de corte escogido en los
analisis basados en WGS, tal y como se ha comentado en las
limitaciones de los métodos de analisis bioinformaticos del apartado
1.5.3 de la tesis. Ante la ausencia de un analisis bioinformatico gold
standard para E. faecium, la elevada concordancia entre los resultados
obtenidos mediante cgMLST y cgSNP (Tabla Suplementaria 2, Articulo
Il) y la literatura limitada en el uso de SKA, se decidié emplear cgMLST
como metodologia de referencia para el andlisis bioinformatico en

este segundo articulo.

Por otro lado, el FTIR permitid identificar seis clusters y cinco
singletons (Figura 3, Articulo Il), agrupando correctamente la mayor
parte de los aislados pertenecientes al cluster gendmico predominante
establecido por cgMLST (60/70 aislados del cluster mayoritario; 85,7%)
(Tabla Suplementaria 3, Articulo Il), incluyendo todos los aislados

ambientales detectados durante el brote.
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Al comparar la concordancia del FTIR frente al cgMLST, se obtuvieron
valores de concordancia mas elevados que los obtenidos para el
Articulo I; el valor de AR fue de 0,644 (IC 95%: 0,457-0,838) y el valor de
AW fue 0,944 (IC 95%: 0,928-0,960), indicando que la gran mayoria de
los clusters gendmicos establecidos mediante cgMLST fueron
correctamente detectados por FTIR. Tal como sugieren algunos
autores (377), el coeficiente de Wallace ajustado deberia situarse en
torno a 0,95 para garantizar que el FTIR tiene una concordancia
equiparable a la WGS, y, por lo tanto, poder sustituir una metodologia
por otra. En el caso del Articulo I, el valor obtenido no llegaba a ese
umbral y por eso se plantea como herramienta de cribado sin llegar a
sustituir completamente la WGS para brotes producidos por Kp-BLEE.
En el caso del Articulo |1, los resultados obtenidos permiten plantear el
FTIR como una alternativa valida para la determinacién de clonalidad
en brotes de VREfm, permitiendo reservar la WGS solamente para
aquellos casos en los que el FTIR clasifique los aislados como
singletons y persista un aumento de casos a pesar de la ausencia de

relaciones clonales detectadas por FTIR.

En comparacién con otros estudios publicados recientemente (378), el
valor de AR obtenido en nuestro estudio fue ligeramente inferior
(0,644 vs. 0,718). Esta diferencia podria explicarse por las
caracteristicas de la cohorte analizada. Mientras que el estudio de Park
et al. se centrd en un Unico brote que involucraba Unicamente a cuatro

pacientes, nuestra cohorte presenté mayor heterogeneidad ya que
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incluyd tres brotes distintos y un total de 87 pacientes. Esta mayor
heterogeneidad podria influir en el rendimiento de la técnica, ya que
se ha sugerido que la precision del FTIR puede disminuir a medida que

aumenta el tamafio del conjunto de datos analizado (377).

Respecto a las discrepancias entre el FTIR y el cgMLST, y de forma
similar al Articulo |, el FTIR mostrd una tendencia a agrupar algunos
aislados gendmicamente no relacionados. Como se ha comentado
anteriormente, al tratarse de una técnica fenotipica centrada en el
analisis de una region concreta del espectro infrarrojo (carbohidratos),
su correlacion con las metodologias genotipicas puede no ser
completa. Actualmente, los mecanismos responsables de estas
discrepancias no se conocen con plena exactitud. Una posible
explicacion es que aislados genéticamente distintos puedan presentar
perfiles fenotipicos similares en la composicidn o estructura de la
pared celular, lo que generaria espectros infrarrojos comparables.
Asimismo, aislados genéticamente similares pueden presentar perfiles
espectrales distintos (358) debido a cambios en la regulacién o
expresidn de genes implicados en la sintesis de estos componentes
superficiales y podrian contribuir a estas discrepancias entre los

perfiles espectrales y las relaciones gendmicas.

Desde un punto de vista epidemioldgico, el FTIR demostré una buena
capacidad para identificar correctamente la mayoria de los aislados
implicados en los brotes epidemioldgicos: 33/41 aislados del brote de

cirugia, 10/10 aislados del brote de nefrologia y 3/5 aislados del brote
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de oncohematologia. De hecho, el rendimiento del FTIR fue
ligeramente superior durante el periodo de los brotes
epidemioldgicos, de noviembre 2020 a mayo 2022 (AR=0,686; IC 95%:
0,462-0,919), que durante la posterior fase de casos esporadicos
(AR=0,562; IC 95%: 0,215-0,938) (Figura 1, Articulo Il), lo que sugiere
que la utilidad del FTIR es mayor en escenarios de transmisidon

epidemioldgica activa.

De forma analoga al Articulo |, los resultados de este estudio refuerzan
la idea de que, si bien la WGS continta siendo la herramienta gold
standard para establecer relaciones clonales, su tiempo de respuesta 'y
las dificultades asociadas a su integracion en la rutina asistencial diaria
pueden limitar su aplicacion en el contexto de un brote epidemioldgico

(donde se requiere una respuesta rapida para un control precoz).

A fecha de redaccidn de esta tesis, en nuestro centro hospitalario no se
han identificado brotes activos de VREfm. No obstante, con los
resultados obtenidos en este trabajo, la metodologia FTIR podria
incorporarse como herramienta de primera linea para el estudio
precoz de brotes de VREfm, permitiendo reservar la WGS para

aquellos escenarios de transmisién persistente.

Como limitaciones de este estudio, al igual que en el primer trabajo, la
tecnologia FTIR requirié una validacién interna previa para establecer
el punto de corte éptimo. Para E. faecium, el fabricante recomienda el

rango 0,15-0,20. En este segundo trabajo, se obtuvo un valor
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ligeramente superior al rango, de 0,210-0,227 tras calcular el AR
Optimo (Figura Suplementaria 5, Articulo Il). Una segunda limitacidn
del estudio fue que la cohorte analizada estuvo compuesta
mayoritariamente por aislados pertenecientes a los ST80 y ST117 y
procedian de un Unico centro, con lo cual podria limitar Ila
extrapolacion de los resultados obtenidos a otros contextos

geograficos o a poblaciones con una mayor diversidad gendmica.

En conjunto, este segundo trabajo demuestra que la espectroscopia
FTIR ofrece una alternativa rapida, coste-efectiva y con resultados
equiparables a la WGS para los brotes de VREfm. Su integracién en la
rutina del laboratorio de microbiologia clinica como complemento a la
epidemiologia convencional puede contribuir de forma significativa a

la gestion de brotes de VREfm.
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Rapid Detection of VREfm Clusters: FTIR Spectroscopy as
a Practical Alternative to Whole-Genome Sequencing

Jun Hao Wang-Wang,'? Laia Soler,"® Elisa Martré,">**® Gemma Clara,' Jessica Hidalgo,' Irma Casas,” Maria-José Garcia-Quesada,®’
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Barcelona, Bellaterra, Spain, *Clinical and Experimental Microbiology, Germans Trias i Pujol Research Institute (IGTP), Badalona, Spain, “Centro de Investigacion Biomédica en Red en Epidemiologia y
Salud Pablica (CIBERESP), Instituto de Salud Carlos lll (ISCIIl), Madrid, Spain, *Preventive Medicine Department, Germans Trias i Pujol University Hospital, Badalona, Spain, ®infection Control Nursing,
Infection Control Team, Germans Trias i Pujol University Hospital, Badalona, Spain, ’NURECARE-IGTP Nursing Research Group, Germans Trias i Pujol Research Institute, Badalona, Spain, and ®Centro
de Investigacion Biomédica en Red en Enfermedades Respiratorias (CIBERES), Instituto de Salud Carlos I1l (ISCIIl), Madrid, Spain

Vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VREfm) has become a significant nosocomial pathogen due to its potential to cause
outbreaks. Whole-genome sequencing (WGS) is considered the reference method for determining genomic relatedness among
outbreak strains, but its routine use in clinical microbiology laboratories remains challenging. Consequently, faster and simpler
typing methods are needed. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) captures the unique infrared fingerprint of each
isolate, enabling the comparison of spectral profiles to infer genomic relatedness. In this study, we evaluated the performance
of FTIR for identifying genomic clusters of VREfm in a tertiary hospital, in comparison with three WGS-based methods:
core-genome multilocus sequence typing (cgMLST), core-genome single nucleotide polymorphism analysis (cgSNP), and
split k-mer analysis (SKA). A total of 87 VREfm isolates, collected between April 2020 and October 2023, were typed using
both FTIR and WGS. Among these, 56 were associated with three outbreaks in the surgery, nephrology, and oncohematology
units, according to conventional epidemiology. Concordance between typing methods was assessed using the Adjusted Rand
index (AR) and Adjusted Wallace coefficient (AW). All three WGS-based methods yielded similar clustering results and
revealed one monoclonal and two polyclonal outbreaks. Using cgMLST as the reference, an optimal FTIR cutoff range of
0.210-0.227 was determined. FTIR clustering results showed strong concordance with WGS-based methods; however,
concordance with SKA was slightly lower. These findings suggest that FTIR provides clustering information comparable to
WGS-based methods, providing a rapid and practical alternative to support timely infection control measures during VREfm
outbreaks.

Keywords. cgSNP; FTIR; outbreak; SKA; vancomycin-resistant enterococcus faecium.

Infections caused by vancomycin-resistant Enterococcus faeci-  of VREfm infections rose from 12.3% (2016) to 19.8% (2023),

um (VREfm) pose a considerable challenge due to multidrug
resistance [1] and their capacity to spread in hospital environ-
ments, where they can cause outbreaks [2] and exacerbate the
already significant burden of healthcare-associated infections
[3]. In 1988, the first vancomycin-resistant E. faecium isolates
were reported independently in France and the United
Kingdom, marking the emergence of this resistance mecha-
nism as a public health concern [4]. In Europe, the proportion
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increasing mortality and costs [5]. The rise in VREfm cases
has been particularly noteworthy in Germany [6], where the
proportion of VREfm cases reached a peak of 26.3% in 2019
but subsequently declined to 12.7% in 2023 [7]. Conversely,
the percentage of VREfm in Spain remained below 3% from
2016 to 2022 [8]. Particularly, in the hospitals of Catalonia,
there were no reported cases of VREfm until 2020 when the first
cases were detected shortly after the beginning of the
COVID-19 pandemic. Currently, the VREfm resistance pro-
portion remains around 3% in Catalonia. At Hospital
Germans Trias i Pujol the proportions were 8.5% in 2020,
10.0% in 2021, and 1.0% in 2023.

The 2020-2021 increase in our hospital prompted the evalu-
ation of faster typing tools for outbreak management.
DNA-based methods such as pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) and whole-genome sequencing (WGS) have been
widely used [9, 10], being WGS the current gold standard
due to its high discriminatory power [11]. However, routine
implementation of WGS remains limited by high turnaround
times primarily caused by bioinformatic analysis [12]. A lack
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of a gold standard WGS analysis approach for VREfm outbreak
delimitation also exists. Core genome multilocus sequence typ-
ing (cgMLST) has been widely used due to its standardized and
stable nomenclature and the availability of commercial soft-
ware tools [13]. Single nucleotide polymorphism (SNP) dis-
tances generated from core genome alignments are also
usually used for outbreak delimitation. In this case, some stud-
ies have proposed that recombination masking may be inaccu-
rate for highly recombinant species such as E. faecium, as it can
underestimate the number of SNPs and artificially cluster iso-
lates more closely than they really are [14]. Alternatively, split
k-mer analysis (SKA) may offer greater discriminatory power
than cgMLST for VREfm outbreak delimitation, though cur-
rent evidence is limited [12, 15]. For these methods, determin-
ing the adequate clustering threshold to define close genomic
relatedness can also be an important limitation. Therefore, se-
lecting an appropriate WGS-based analysis method for VREfm
outbreak analysis requires careful consideration.
(FTIR) spectroscopy has
emerged as a phenotypic alternative with resolution suitable
for typing and outbreak delimitation [16]. FTIR quantifies ab-
sorption by carbohydrates, lipids, and proteins [17, 18]. Each
isolate’s infrared fingerprint is then compared with the rest
so that relationships between bacterial lineages can be estab-
lished based on spectrum analysis [19]. Previous work supports
FTIR for Gram-positive [2] and Gram-negative pathogens with
internal validation [20-23].

The aim of the present study was to evaluate the capacity of
IR Biotyper (Bruker GmbH, Leipzig, Germany) to track emer-

Fourier-transform infrared

gent VREfm genomic clusters at a tertiary hospital in compar-
ison with three different WGS analysis methods.

MATERIAL AND METHODS

Study Design and Setting

Retrospective cross-sectional study in a tertiary care hospital
serving 200 000 inhabitants and reference for 1200000 in
Barcelona’s Northern Metropolitan Area (Spain). We ana-
lyzed 87 VREfm isolates from hospitalized patients (n = 83)
and four environmental samples from the surgery depart-
ment, collected April 2020-October 2023. Fifty-six isolates
were associated with three epidemiologically defined out-
breaks (surgery, nephrology, oncohematology). A nosocomial
outbreak was declared by the infection control team upon the
detection of >2 clinical or >3 rectal swab isolates within one
month in a single ward. Only isolates from patients who were
VREfm negative at the time of admission were considered.
Thus, all included isolates were detected after the first
48 hours of hospitalization by routine screening. The date of
outbreak closure was set when no VREfm isolates were iden-
tified in the same hospital ward for 3 months since the last

identification. The remaining isolates were considered unre-
lated to these outbreaks (Supplementary Table 1).

Ethics Statement

This study was approved by the Clinical Research Ethics
Committee (CEIC) of the University Hospital Germans Trias
i Pujol in Barcelona, Spain (PI-24-118).

Routine Microbiological Diag
Testing

and Antimicrobial Susceptibility

All isolates were firstly identified with matrix-assisted laser de-
sorption ionization-time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Germany). The antibiotic susceptibility of vancomycin and tei-
coplanin was assessed using a gradient test (bioMérieux SA,
Marcy-l’Etoile, France), while linezolid susceptibility was eval-
uated through disk diffusion (Bio-Rad Laboratories Inc.,
California, United States). For blood cultures, susceptibility
to vancomycin, teicoplanin, and linezolid was determined us-
ing the VITEK-2 Compact
Marcy-I'Etoile, France). Interpretation of minimum inhibitory
concentration (MIC) values and disk diffusion zone diameters
followed the criteria established by the European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) [24]. All
isolates were subsequently preserved in Cryoinstant® Natural
storage medium (Scharlab S.L., Barcelona, Spain) at —80°C un-
til further analyses.

system (bioMérieux SA,

Sample P for FTIR Analysis and Sp Anal
All VREfm isolates were thawed at room temperature and cul-
tured in Columbia Agar+5% sheep blood (bioMérieux SA,
Marcy-I'Etoile, France) for 24 hours at 37°C. Then, bacterial
isolates were subcultured in Mueller-Hinton agar medium
from a single colony (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Germany) for another 24 hours at 37°C before testing.
Preparation of bacterial suspensions was performed as previ-
ously described by Wang-Wang et al. [23] Briefly, a loopful
of bacterial cells was resuspended in 50 pL of deionized water
in a 1.5-mL suspension vial containing metal beads (Bruker
GmbH, Leipzig, Germany) and homogenized by vortexing.
Subsequently, 50 uL of 70% (v/v) ethanol was added to each
vial, followed by a second homogenization step. Then, 15 puL
of each bacterial suspension was spotted in quadruplicate
onto a 96-spot silicon plate (Bruker GmbH, Leipzig,
Germany). For quality control, 12 pL of two infrared test stan-
dards (IRTS 1 and IRTS 2, each containing an Escherichia coli
strain with a defined reference spectrum) were placed in dupli-
cate on the same silicon plate. The plate was then dried at 37°C
for 30 minutes prior to insertion into the Biotyper system. For
spectrum acquisition, all samples were analyzed in transmis-
sion mode using the default analysis settings (wavelength re-
gion 1300-800 cm™").
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Samples that did not meet the manufacturer’s quality criteria
were excluded. The acceptance parameters were as follows:
absorption between 0.4 and 2, (x107°) < 300,
signal-to-noise ratio R2> 200, signal-to-noise ratio R3 > 40,
water vapor (x107°) < 300, signal-to-water ratio (R2)> 100,
signal-to-water ratio (R3)>20, and fringes (x107°) < 100.
Based on these criteria, 19 samples required reanalysis until
at least three valid spectra were obtained for each isolate. Of
these, 13 yielded valid spectra, whereas no valid spectra could
be recovered for the remaining six samples, which were there-
fore excluded from the study. An average spectrum for each in-
dividual strain was subsequently generated from the qualified
spectra using the OPUS 8.2.28 software (Bruker GmbH,
Leipzig, Germany).

The resulting average spectra were then used to construct a
dendrogram based on hierarchical cluster analysis (HCA) using
the Euclidian metric distance and the average linkage method
(UPGMA) without dimensionality reduction techniques. The
optimal clustering cutoff within a slightly extended range
(0.15-0.25) of that recommended by the manufacturer (0.15-
0.20) was calculated. Isolates showing an FTIR spectral distance
equal to or below this cut-off value were classified within the
same FTIR cluster, whereas those exceeding the threshold
were considered FTIR singletons.

noise

Sample Prep for WGS Analysis and Bioinf ics Anal
For WGS analysis, all VREfm samples were prepared and se-
quenced as previously described [23], except for solid sample
culture that was performed in Columbia CNA agar
(bioMérieux SA, Marcy-l’Etoile, France). The WGS clustering
analysis of VREfm isolates was performed based on pairwise
genome comparisons using three different genomic approach-
es: cgMLST, cgSNP, and SKA. Additionally, antimicrobial re-
sistance genes were detected using Abricate v1.0.1 against the
NCBI database [25, 26].

Regarding clustering analysis, the observed distributions of
pairwise allelic differences and SNPs were used to infer clus-
tering cutoffs. More specifically, for each clustering methodol-
ogy, the distribution of pairwise distances was modeled
applying a Gaussian Mixture Model (GMM) using the
Mclust function from the mclust R package (https://www.r-
project.org/). The clustering cut-off was then set at the 99th
percentile of the fit corresponding to the first component
(cgMLST: <11 allelic differences; cgSNP: <22 SNPs for
ST80 and ST80-like isolates, <9 SNPs for ST117 isolates;
SKA: <30 SNPs; Supplementary Fig. 1). For cgMLST analysis,
genomic clusters were defined as >2 isolates of the same se-
quence type (ST) and a genetic below the established thresh-
old of allelic differences. cgMLST analysis was performed
with Ridom SeqSphere + software 8.5 (Ridom GmbH,
Miinster, Germany) using SPAdes v3.15.4 for de novo assem-
bly, using the typing scheme of 1423 genes published by Been

et al., [27] and the parameter “pairwise ignoring missing val-
ues”. A quality criterion of >97% good cgMLST targets and a
coverage of >30X was applied. From this analysis, ST, clonal
complexes (CC) and complex types (CT) were also obtained.
For cgSNP analysis, raw reads were trimmed using Trimmomatic
v0.39 (LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:5:25
MINLEN:60) [28]. cgSNP analysis was performed separately for
ST80 (and ST80-like) and ST117 isolates to provide a greater de-
gree of pairwise SNP resolution, as recommended [16]. To estab-
lish the population structure of the isolates, for each predominant
ST, trimmed reads were mapped to a close reference genome
when possible, using snippy v4.6.0 (mincov 10, minfrac 0.9); ge-
nome alignments without masking for recombination were then
used to infer a phylogenetic tree using IQtree v2.2.2.3 [29] with
1000 ultrafast bootstraps and a generalized time-reversible model
(GTR). snp-dists was used to calculate pairwise SNP distances.
Clusters were defined as >2 isolates of the same ST, with a genetic
distance below the established SNP threshold according to ST and
a monophyletic origin supported by a bootstrap value >90%. For
SKA analysis, SNPs were defined as “number of split kmers found
in both samples where the middle base is an A, C, G, or T but dif-
fers between files” [30].

Methndnl

e q R

Clustering
Concordance between FTIR and each WGS method was as-
sessed using Adjusted Rand (AR) and Adjusted Wallace (AW)
[31-33], using an online tool (www.comparingpartitions.info)
with 95% confidence intervals (95% CI). AR indicates the overall
agreement of each cluster composition between two techniques.
AW measures the directional probability that two isolates detect-
ed in a cluster by a reference technique are also detected in the
same cluster using an alternative technique.

RESULTS

Emergence of VREfm

On April 2020, the first VREfm isolates were recovered from
rectal swabs of two ICU patients. In November 2020, an out-
break was declared in surgery (three clinical and one surveil-
lance sample). Secondary outbreaks occurred in January and
April 2021 in oncohematology and nephrology, respectively.
During late 2021, most isolates came from surgery, peaking
in September. From February 2022 onward, sporadic cases ap-
peared across wards, mostly not linked to outbreaks (Figure 1,
Supplementary Table 1). All isolates showed phenotypic resis-
tance to vancomycin and all but one (isolate 84) susceptibility
to linezolid. Regarding teicoplanin, only isolate 87 was
sensitive.

cgMLST and cgSNP Analysis
Initial cgMLST analysis using a cutoff of <11 allelic differences
revealed that most isolates belonged to two differentiated
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Figure 1. Distribution of VREfm isolates according to their hospital location. Isolates associated with each of the three epidemiological outbreaks (surgery, nephrology and
oncohematology wards) are indicated with a black border.

populations: one consisting of ST80 (n = 69; of which 66 be- clusters, only cgMLST_1 was further subdivided by SKA into
longed to CT5967, two to CT6492 and one to CT847) and two distinct clusters (SKA_1 and SKA_2) and one singleton.
ST80-like isolates (1 = 4; three with a novel gyd allele and one ~ SKA_1 was the largest cluster, comprising 75.9% (66/87) of
with a novel purK allele; all four belonging to CT5967), and the study isolates, while SKA_2 included the remaining three
the other comprising isolates of ST117 (n = 12). Additionally, isolates originally assigned to cgMLST_1 (Figure 2). For all oth-
one isolate belonged to ST761, and another belonged to novel ~ er isolates, identical clustering results between cgMLST and
ST2840 (atpA 9, ddl 1, gdh 1, purK 73, gyd 12, pstS 1, adk 1). SKA were obtained (AR gurst-ska = 0.850 [0.708-0.998]). No
All typed isolates belonged to clonal complex 17 (CC17). clear epidemiological link existed among SKA_2 isolates; as
vanA was detected in all isolates except 87 (vanB); cfr(D) was they were >2 months apart and from different wards.
present in isolate 84, matching phenotype. cgMLST grouped  Additionally, as the SNP threshold used for SKA clustering
all but seven isolates into four clusters (cgMLST_1- considerably differed from those commonly used in the litera-
cgMLST_4; Figure 2). cgMLST_1 contained 80.5% (70/87), in- ture (7-12 SNPs) [12-15], a sensitivity analysis was performed
cluding four environmental isolates, all of which belonged to on this parameter. Lowering the threshold from 30 to 12 SNPs
CT5967. Other clusters had 2-4 isolates each. cgSNP with cut-  subdivided cluster SKA_1 into three clusters and one singleton,
offs <22 (ST80/ST80-like) and <9 (ST117) matched cgMLST  while not affecting the clustering of the remaining isolates
clustering, identifying four clusters and seven singletons (Supplementary Fig. 4). This resulted in a lower concordance
(Figure 2). Of note, the potential effect of not masking recom- between SKA and cgMLST (AR gmist-skai2 =0.418 [0.260-
bination sites on the identified clusters was assessed. Masking 0.581]). Further decreasing the threshold continued to reduce
for recombination consistently resulted in lower pairwise the concordance between SKA and cgMLST (Supplementary
SNP distances than their unmasked counterparts. However, Table 2).

cluster composition after readjusting clustering cut-offs (ie,

<18 SNPs for ST80 and ST80-like isolates, <6 SNPs for  FTIR Largely Captures WGS Clusters and Reflects Epidemiological
ST117 isolates) was identical to that obtained without masking ~ Outbreaks

for recombination (Supplementary Figs. 2 and 3). Regarding  Given the similar results obtained across the three WGS-based
outbreaks identified by conventional epidemiology, nephrol-  approaches, and to facilitate interpretation, FTIR clustering
ogy’s outbreak was monoclonal (cgMLST_1), whereas surgery ~ performance was first compared with cgMLST as the reference
and oncohematology were polyclonal but dominated by method, and subsequently evaluated against SKA (confusion

cgMLST_1 (Supplementary Table 1). matrices are provided in Supplementary Tables 3-5). For
FTIR clustering, an optimal cutoff range of 0.210 to 0.227
SKA Clustering Reveals Little Subdivision Within cgMLST Clusters was obtained after maximizing AR (Supplementary Fig. 5) us-

SKA identified five clusters (SKA_1-SKA_5) and eight single- ing cgMLST as the reference. Using this cutoff, FTIR yielded six
tons using a cut-off of 30 SNPs. Among the cgMLST-defined  clusters (FTIR_1-FTIR_6) plus five singletons (Figure 3).
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Figure 2. Maximum-likelihood phylogenetic tree (GTR) obtained from cgSNP
analysis of VREfm isolates showing clusters identified by cgMLST, cgSNP and
SKA approaches as well as epidemiological outbreak. ST80 reference:
AUSMDU00004142 (accession no. CP027501.1); ST117 reference: VRE5755 (acces-
sion no. DAIGYV000000000.1).

Cluster cgMLST_1 was largely captured by cluster FTIR_I,
which included 60 of the 70 cgMLST_1 isolates (85.7%), includ-
ing all four environmental isolates. However, seven cgMLST_1
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Figure 3. Dendrogram obtained by clustering the FTIR spectra of 87 VREfm. The
vertical dashed line indicates the used cutoff value (0.21) for clustering analysis.
The resulting FTIR clusters are shadowed in gray. Isolates belonging to epidemio-
logical outbreaks are annotated in color.

isolates were misclassified by FTIR into clusters FTIR_2 (n=5)
and FTIR_6 (n=2), and three were identified as singletons
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Figure 4. Relationship between Fourier-Transform Infrared spectroscopy (FTIR) and genomic methods (cgMLST, cgSNP, SKA) for genomic clustering of VREfm isolates.
Clustering cutoffs (FTIR: <0.21, cgMLST: <11 allelic differences, cgSNP: <22 SNPs for ST80 and <9 SNPs for ST117, SKA: <30 SNPs). Clusters and singletons detected
by each method are indicated with a correlative number along with the number of cases in partition.

(Figure 4). FTIR_2 also included all four isolates of cgMLST_3
(n =4, ST117) and isolate 68, of ST2840, thus clustering togeth-
er isolates of different STs. Conversely, full concordance be-
tween cluster cgMLST_4 and FTIR_5 (n=2) was observed.
Lastly, three out of five cgMLST singletons were grouped to-
gether into cluster FTIR_4. Overall, these results yielded a value
of 0.644 (95% CI, 0.457-0.838), and 0.944 (95% CI, 0.928-
0.960) for AR and AW respectively, when comparing FTIR ver-
sus cgMLST (AWprir—cgumist) as the reference method. An
AW value of 0.489 (95% CI, 0.224-0.754) for cgMLST versus
FTIR (AW gmisT—Frir) as the reference method. The concor-
dance of FTIR with the SKA was slightly lower as SKA further
subdivided cluster cgMLST_1 into clusters SKA_1 and SKA_2,
and a singleton. Therefore, the comparison of SKA versus FTIR
yielded an AR value of 0.543 (95% CI, 0.352-0.745), an
AWerroska of 0.660 (95% CI, 0.396-0.923) and an
AWsga—rrir of 0.462 (95% CI, 0.187-0.737). Regarding the
three hospital outbreaks, FTIR correctly inferred a true geno-
mic relationship for 33 out of 41 (80.5%) VREfm isolates of
the surgery department outbreak: 29 were assigned to cluster
FTIR_1 (cgMLST_1) and 4 to cluster FTIR_2 (cgMLST_3);
all 10 isolates of the nephrology department outbreak were

grouped into FTIR_1 (cgMLST_1); and, for the oncohematol-
ogy department outbreak, FTIR clustered 3 of the 5 isolates of
cluster cgMLST into cluster FTIR_1.

To further investigate the performance of FTIR in different
epidemiological scenarios, we divided the cases in two periods:
an “outbreak emergence and peak” period from April 2020 to
December 2021 (n=60), when most isolates were associated
with outbreaks in the surgery, nephrology and oncohematology
wards, and a “sporadic cases” period from February 2021 to
October 2023 (1 =27). The corresponding ARcgmrst-Frir for
the emergence and peak period was 0.686 (95% CI, 0.462-
0.919), slightly higher than that of the post-outbreak period,
which was 0.562 (95% CI, 0.215-0.938). This suggests that
the performance of FTIR might be slightly higher during active
outbreak periods.

DISCUSSION

VREfm is a major cause of a range of infections in humans, in-
cluding, urinary tract infections, wound infections, blood-
stream infections, and endocarditis, and is frequently
associated with nosocomial outbreaks. Although our 2020-
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2021 outbreaks had limited clinical impact, since most cases
represented colonization (rectal swabs) rather than infection
and no associated fatalities occurred, they demanded substan-
tial infection-control efforts. These included patient isolation,
reinforcement of hygiene measures and enhanced environmen-
tal disinfection. Four environmental isolates were also recov-
ered, confirming the persistence of VREfm in the hospital
environment and supporting targeted cleaning interventions.
These measures were guided by typing results, which enabled
the rapid identification of transmission clusters and differenti-
ation between unrelated cases, thereby underscoring the im-
portance of rapid and reliable typing methods for outbreak
management. Therefore, in the present study, we evaluated
FTIR for identifying VREfm genomic clusters. We show that
FTIR clusters VREfm isolates in close agreement with multiple
WGS approaches, supporting its use as a practical first-line tool
for initial screening and outbreak detection to enable faster
infection-control responses. In addition to its value for early
outbreak detection, FTIR can be particularly useful for ruling
out sporadic cases that are not related to previous outbreak
strains, thereby avoiding unnecessary investigations and infec-
tion control measures. Moreover, identifying sporadic VREfm
cases with FTIR can support antimicrobial stewardship pro-
grams by indicating elevated antibiotic pressure and facilitating
targeted interventions to reduce unnecessary antimicrobial use
in those clinical units.

Previous studies have demonstrated the potential of FTIR as
a typing tool for Gram-negative bacteria, including
Pseudomonas Klebsiella  pneumoniae  and
Acinetobacter baumannii [20-22]. In line with this, we previ-
ously evaluated FTIR for typing Klebsiella pneumoniae nosoco-
mial outbreaks, with successful implementation in our hospital
setting [23]. More recently, FTIR has also been applied to
Gram-positive bacteria, including Enterococcus faecium, as
demonstrated in recent studies [2, 34, 35]. Here, we provide ad-
ditional evidence for the expansion of FTIR applicability to out-
break management beyond Gram-negative pathogens.

Most isolates were ST80 and ST117, high-risk clones associ-
ated with nosocomial spread [36, 37]. ST80 (83.9% of isolates)
predominates in Spain [38], and a recent study in Barcelona re-
ported perfect early-detection concordance between FTIR and
genomic methods for an ST80 spread [35]. Although confirma-
tion would be required to determine whether the strains re-
sponsible for the outbreaks in our hospital and in the
Barcelona study are related, these findings collectively suggest
the emergence of ST80 VREfm isolates causing nosocomial
outbreaks in this geographic area. Given the rapid dissemina-

aeruginosa,

tion of this ST, continuous surveillance is crucial.

Given the absence of a single gold-standard WGS strategy,
we compared cgMLST, cgSNP, and SKA [12, 15]. In the litera-
ture, cgMLST analysis has been widely used and is often consid-
ered as the standard for outbreak analysis of diverse bacterial

species in many settings. cgMLST uses a defined scheme which
comprises a large number of conserved genes, which allows for
dataset comparison in a standardized manner. Compared with
cgMLST, cgSNP analysis offers higher cluster resolution by re-
lying on SNP differences rather than allele distances. However,
its performance is highly dependent on the choice of the refer-
ence genome. Using a distantly related reference can artificially
inflate the number of detected pairwise SNPs, thereby compro-
mising the fine-scale resolution required for accurate outbreak
delineation [14]. More recently, SKA has emerged as a robust
method for VREfm outbreak investigation, offering higher dis-
criminatory power than c¢gMLST [12, 15]. Studies by Higgs
et al. and Maechler et al. have shown that SKA more accurately
infers patient-to-patient transmission, outperforming cgMLST
at commonly used thresholds of <25 and <20 allelic differenc-
es, respectively. At these levels, cgMLST often lacks sufficient
resolution to differentiate closely related strains. Despite its
strengths, a key challenge in SKA—and in WGS-based ap-
proaches in general—is defining appropriate clustering cutoffs.
These must be interpreted alongside epidemiological data,
which are often complex and context-dependent. In our study,
clustering thresholds were selected at the 99th percentile first
peak in the global distribution of pairwise allelic or SNP differ-
ences and were supported by strong spatiotemporal links
among isolates. This approach resulted in a clustering cutoff
for cgMLST of <11 allelic differences, improving cgMLST res-
olution compared with commonly used thresholds of <25 or
<20. cgSNP cutoffs differed among STs: <22 SNPs for ST80
and ST80-like, and <9 SNPs for ST117. Finally, for SKA, a
threshold of 30 SNPs was selected—considerably higher than
the 7-12 SNP range commonly reported in the literature
[12-15]. However, it is important to note that FTIR perfor-
mance was still acceptable when compared with SKA clustering
at a threshold of 12 SNPs. Besides, our tailored approach led to
considerable harmonization across the three WGS analyses, in
contrast with previous studies where results varied substan-
tially depending on the method and parameters used [12, 15].

In the present study, an AR of 0.644 (95% CI, 0.457-0.838),
an AWerrocgmist Of 0.944 (95% CI, 0.928-0.960) and an
AW omrst—rrir of 0.489 (95% CI, 0.224-0.754) were obtained.
Teng et al [16]. suggested that an AW of 0.95 or higher should
be met when comparing FTIR versus WGS as the gold standard
method. This ensures that FTIR clusters the large majority of
isolates clustered by WGS without missing potential transmis-
sion events. Additionally, an AW of at least 0.5 should be met
when using WGS compared with FTIR as a reference method
to avoid detection of falsely clustered isolates, which would
trigger unnecessary WGS confirmation. In this work, both
AW values were marginally below those proposed by Teng
et al. A slightly lower concordance was observed between
FTIR and SKA clustering (AR 0.543 [95% CI, 0.352-0.745]).
This value was similar to the results obtained by Park and
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Ryoo, who assessed the performance of the FTIR for VREfm
clustering in a neonatal intensive care unit outbreak involving
four patients. The outbreak was predominantly caused by ST17
and an AR of 0.718 (95% CI, 0.466-0.996) between FTIR and
SKA was obtained [39]. In contrast, our study includes three
distinct epidemiological outbreaks—one monoclonal and two
polyclonal—involving 87 patients, thereby representing a high-
er level of epidemiological complexity. Thus, our results taken
together with those reported by Pitart et al [35]. Highlight a po-
tentially broader applicability of FTIR beyond monoclonal out-
break scenarios. It is also important to note that it has been
suggested that the performance of FTIR decreases as the dataset
size increases [16], which could be partially the cause of the
lower performance of FTIR observed in the present study in
comparison to the previously published
Consequently, further investigation of the performance of
FTIR using large datasets of different STs and geographical ar-
eas is still needed.

As with WGS, the lack of a standardized clustering cutoff
across different laboratories represents a key limitation of
FTIR. Before implementing FTIR for early detection of geno-
mic clusters, each laboratory must validate its own clustering
cutoff, which may vary based on local epidemiology and the
culture media used. The manufacturer recommends a cutoff

literature.

range of 0.15 to 0.20 for E. faecium. Our findings, consistent
with previously published data, suggest that the optimal cutoff
lies within or near this recommended range [2, 35, 39]. Another
limitation of FTIR is its lower discriminatory power relative to
WGS-based methods. FTIR provides a global spectral finger-
print that reflects multiple cellular components, including
polysaccharides, fatty acids, and proteins. However, the wave-
length range applied in our study (1300-800 cm™) primarily
targets the polysaccharide region of the bacterial envelope.
Consequently, isolates with identical genomic backgrounds
may exhibit differences in their polysaccharide profiles, poten-
tially leading to misclassification [22].

Our study also has several limitations. Firstly, isolates were
predominantly ST80 and ST117 and originated from a single
hospital. This limited genetic diversity and single-center design
restrict the generalizability of our findings, as FTIR perfor-
mance may differ when applied to other VREfm sequence
types, geographic regions, or epidemiological contexts. As
FTIR spectral signatures can be influenced by strain-specific
phenotypic characteristics, further validation using a more ge-
netically diverse set of isolates is warranted. Expanding FTIR
analyses to multicenter collections could not only strengthen
methodological validation but also facilitate the early detection
of new emerging VREfm lineages, as recently proposed in
large-scale FTIR surveillance studies [40]. Secondly, despite
the acknowledged inherent differences between genotypic
and phenotypic methods, the reasons behind the lack of

concordance between FTIR and cgMLST for some isolates
were beyond the scope of this study and remain unclear.

Collectively, our results showed that FTIR clustering pro-
vides results comparable to those obtained from WGS analyses.
While FTIR delivers more limited information, its speed and
simplicity make it a viable method for real-time outbreak man-
agement. FTIR represents a cost-effective approach (approxi-
mately 17€ per sample compared with 70€ for WGS
considering only reagents) and does not require highly special-
ized technical personnel. In terms of turnaround time, WGS re-
sults from a positive culture may take up to approximately a
week, whereas FTIR can deliver results in about 3 hours.

Based on these findings, we propose a practical workflow for
outbreak management. In suspected outbreak situations, FTTR
could be used as an initial screening tool to rapidly assess the
relatedness of isolates. If FTIR results indicate clonal spread, in-
fection control measures to tackle active transmission should
be initiated. However, in the case of epidemiologically linked
cases not clustered by FTIR, WGS analysis should be per-
formed to assess genomic relatedness and guide further inter-
ventions. Thus, FTIR can serve as a frontline tool for
outbreak confirmation in settings where WGS is not immedi-
ately accessible, enabling faster and more targeted outbreak
responses.
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Table S1. Characteristics of vancomycin-resistant Enterococcus faecium isolates and comparison of clustering methodologies.

D C“ge““’“ Isolate | Epi. | Hospital | gy CT |cgMLSTcluster|  cgSNP | SKA cluster | FT-IR cluster
ate source | outbreak | location
1| 14/04/2020 | RS No 1CU 80 6492 | cgMLST 4 cgSNP_4 SKA_5 FTIR 5
2 | 150042020 | RS No 1CU 80 6492 | cgMLST 4 cgSNP_4 SKA_S FTIR 5
3 | 06/11/2020 | BC SD SD 80 5967 | cgMLST_I cgSNP_1 SKA I FTIR 1
4 | 08/11/2020 | WE | SD SD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR_1
5 | 09/11/2020 | WE ) SD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR_1
6 | 10112020 | RS SD SD 80 5967 | cgMLST_I cgSNP_1 SKA_I FTIR 1
7 | 11/01/2021 | RS SD SD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR_1
8 | 14/012021 | RS ) SD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR I
9 | 14/012021 | RS SD SD 80 5967 | cgMLST_I cgSNP_I SKA_I | FTIR singl I
10 | 28/01/2021 | RS | OHD | OHD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I | FTIR singl 2
11 | 28/01/2021 | RS | OHD | OHD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR |
12 [ 29012021 | U | OHD | OHD 117 | 6173 |cgMLST singl_1| cgSNP_singl_I | SKA singl 1| FTIR 3
13 | 11/022021 | RS | OHD | OHD 80 5967 | cgMLST_I cgSNP_I SKA_I FTIR_1
14 | 11/022021 | RS | OHD | OHD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR |
15 | 260022021 | U ) SD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR |
16 | 08/03/2021 | RS SD SD 80 5967 | cgMLST_I cgSNP_1 SKA_I FTIR 1
17 | 09/03/2021 | RS SD SD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR |
18 | 16/03/2021 | RS sb SD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_2 FTIR |
19 | 06/042021 | RS | NPHD | NPHD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR 1|
20 | 11/042021 | RS | NPHD | NPHD |unknown| 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR |
21 | 220042021 | RS ) SD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR 6
22 | 27/042021 | BC ) SD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I | FTIR singl 3
23 | 02052021 | RS | NPHD | NPHD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR_|
24 | 13052021 | RS | NPHD | NPHD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_I FTIR 1|
25 | 17/052021 | RS | NPHD | NPHD 80 5967 | cgMLST I cgSNP_I SKA_1 FTIR_1
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Collection

Isolate

Epi.

Hospital

1D d " ST CT ¢gMLST cluster cgSNP SKA cluster | FT-IR cluster
ate source | outbreak | location
26 | 17/05/2021 RS NPHD NPHD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA 2 FTIR 1
27 | 17/05/2021 RS NPHD NPHD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
28 | 17/05/2021 RS NPHD NPHD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
29 | 25/05/2021 RS NPHD NPHD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
30 | 25/05/2021 RS NPHD NPHD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
31 | 14/07/2021 RS SD SD 80 847 | cgMLST _singl 2| cgSNP_singl 2 | SKA_singl 2 FTIR_4
32 | 18/07/2021 BC SD SD 117 118 cgMLST 2 cgSNP_2 SKA 3 FTIR 3
33 | 27/07/2021 RS SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
34 | 03/09/2021 BC SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR _1
35 | 05/09/2021 RS SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
36 | 07/09/2021 RS SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
37 | 07/09/2021 RS SD SD 80 5967 cgMLST 1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
38 | 07/09/2021 RS SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
39 | 07/09/2021 RS SD SD 117 118 cgMLST 2 cgSNP_2 SKA 3 FTIR 3
40 | 13/09/2021 RS SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
41 | 13/09/2021 RS SD SD 117 118 cgMLST 2 cgSNP_2 SKA 3 FTIR 3
42 | 13/09/2021 RS SD SD 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_1 SKA 1 FTIR 1
43 | 13/09/2021 RS SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
44 | 14/09/2021 RS SD SD 117 118 cgMLST 2 cgSNP_2 SKA 3 FTIR 3
45 | 29/09/2021 RS SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 2
46 | 30/09/2021 RS SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
47 | 30/09/2021 RS SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 2
48 | 05/10/2021 EI SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
49 | 05/10/2021 EI SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR_1
50 | 05/10/2021 EI SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
51 | 05/10/2021 El SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 1
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Collection

Isolate

Epi.

Hospital

1D d 5 ST CT ¢gMLST cluster cgSNP SKA cluster | FT-IR cluster
ate source | outbreak | location
52 | 25/10/2021 | RS SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_I SKA_1 FTIR_I
53 | 02/11/2021 | RS SD SD 80 5967 cgMLST 1 cgSNP_1 SKA 1 FIIR 1
54 | 08/11/2021 | RS No ARD 117 2094 cgMLST _3 cgSNP_3 SKA_4 FTIR 2
55 | 15/11/2021 | RS SD SD 117 2094 cgMLST 3 cgSNP_3 SKA_4 FTIR 2
56 | 16/11/2021 | RS No IDD 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR_1
57 | 22/11/2021 | RS No OHD 117 2094 cgMLST _3 cgSNP_3 SKA_4 FTIR_2
58 | 07/12/2021 | RS No OHD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1I SKA_1 FTIR_I
59 | 15/12/2021 | RS SD SD 117 2094 cgMLST_3 cgSNP_3 SKA_4 FTIR_2
60 | 16/12/2021 | RS SD SD 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_I SKA_1 FTIR_1
61 | 03/02/2022 | RS No NPHD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1I SKA_1 FTIR_I
62 | 09/03/2022 | RS SD SD 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR_1
63 | 20/04/2022 | RS No NPHD 80 5967 cgMLST 1 cgSNP_I SKA_1 FTIR 1
64 | 02/05/2022 | RS SD SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1I SKA_1 FTIR_|
65 | 04/05/2022 | RS No OHD 80 5967 cgMLST 1 cgSNP_I SKA_1 FTIR_|
66 | 26/05/2022 | RS No DCD 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_1 SKA_2 FTIR_1
67 | 27/05/2022 | WE No DD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR_|
68 | 13/06/2022 | RS No OHD 2840 | unknown | cgMLST _singl 3 | cgSNP_singl 3 | SKA singl 3| FTIR 2
69 | 20/06/2022 | RS No ED 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR_2
70 | 01/07/2022 RS No IDD 117 |unknown | cg@MLST singl 4 | cgSNP_singl 4 | SKA_singl 4 | FTIR singl 4
71 | 08/07/2022 | RS No IDD 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR 2
72 | 12/07/2022 | RS No GMD 80 5967 cgMLST_I cgSNP_1 SKA_1 FTIR_1
73 | 23/08/2022 | RS No SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR_|
74 | 23/08/2022 | RS No PD 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR_I
75 | 10/10/2022 | RS No ARD | unknown | 5967 cgMLST_1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR_1
76 | 15/11/2022 | RS No CCU  |unknown | 5967 cgMLST _1 cgSNP_1I SKA_1 FTIR_1
77 | 24/11/2022 | RS No ARD 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR_1
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p | Collection | Isolate | Epi. | Hospital | g CT |cgMLSTcluster| cgSNP | SKA cluster | FT-IR cluster
date source |outbreak | location
78 | 03/02/2023 | WE No SD 80 5967 cgMLST _1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR_I
79 | 21/02/2023 | RS No ARD 80 5967 cgMLST 1 cgSNP_1 SKA 1 FTIR 6
80 | 20/03/2023 | RS No UD 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_I SKA_1 FTIR 2
81 | 20/03/2023 | RS No ED 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_I  |SKA_ singl 5| FTIR_I
82 | 23/03/2023 | RS No ICU 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR_I
83 | 04/04/2023 | RS No GMD 80 5967 cgMLST_1 cgSNP_I SKA_1 FTIR_I
84 | 12/05/2023 RS No ICU 117 | unknown | cg@MLST singl_5 | cgSNP_singl 5 | SKA _singl_6 | FTIR singl 5
85 | 19/05/2023 | RS No ARD | unknown | 5967 cgMLST_1 cgSNP_1 SKA_1 FTIR_I
86 | 16/06/2023 | RS No OHD 761 | unknown | cgMLST singl_6 | cgSNP_singl_6 | SKA _singl 7| FTIR 4
87 | 03/10/2023 | RS No ICU 117 | unknown | cgMLST singl_7 | cgSNP_singl_7 | SKA_singl 8] FTIR 4

ARD: Anesthesia and reanimation department, BC: Blood culture, CCU: Cardiac care unit, DCD: Domiciliary care department, DD: Digestology department,
ED: Emergency department, EI: Environmental isolate, GMD: General medicine department, ICU: Intensive care unit, IDD: Infectious disease department,
NPHD: Nephrology department, OHD: Oncohematology department, PD: Pneumology department, RS: Rectal swab, SD: Surgery department, ST: Sequence

type, U: Urine, UD: Urology department, WE: Wound exudate.
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Table S2. Adjusted Rand and jackknife pseudo-values 95% CI for all clustering methods used. Clustering cut-off are indicated in parenthesis.

cgMLST cluster cgSNP SKA cluster | SKA cluster | SKA cluster | SKA cluster
(<11 allelic diff.) | (<22/9 SNPs) | (<30 SNPs) | (<12SNPs) | (<10 SNPs) | (<7 SNPs)
cgSNP 1.000
(<22/9 SNPs)* (1.000-1.000)
SKA cluster 0.850 0.850
(230 SNPs) (0.708-0.998) (0.708-0.998)
SKA cluster 0.418 0.418 0.526
(212 SNPs) (0.260-0.581) (0.260-0.581) | (0.371-0.687)
SKA cluster 0.347 0.347 0.443 0.886
(10 SNPs) (0.202-0.496) (0.202-0.496) | (0.293-0.596) | (0.783-0.992)
SKA cluster 0.244 0.244 0.316 0.689 0.796
(57 SNPs) (0.125-0.365) (0.125-0.365) | (0.185-0.450) | (0.527-0.856) | (0.655-0.941)
FT-IR cluster 0.644 0.644 0.543 0.283 0.218 0.180
(0.210-0.227) (0.457-0.838) (0.457-0.838) | (0.352-0.745) | (0.125-0.447) | (0.074-0.367) | (0.054-0.309)

* <22 SNPs for ST80 and ST80-like isolates, <9 SNPs for ST117 isolates
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Table S3. Confusion matrix comparing FTIR vs. cgMLST clusters.

FTIR_1

FTIR 2

FTIR_3

FTIR_4

FTIR_S

FTIR_6

FTIR_
singl 1

FTIR_
singl 2

FTIR_
singl 3

FTIR_
singl 4

FTIR_
singl 5

Total

cgMLST _1

60

5

cgMLST_2

cgMLST_3

cgMLST 4

cgMLST _singl_1

EALIENES

cgMLST_singl_2

c¢gMLST _singl_3

cgMLST_singl_4

c¢gMLST _singl_5
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cgMLST_singl_7

Total

60

87
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Table S4. Confusion matrix comparing FTIR vs. cgSNP clusters.
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Table S5. Confusion matrix comparing FTIR vs. SKA clusters.

FTIR_1

FTIR 2

FTIR_3

FTIR_4

FTIR_S

FTIR_6

FTIR_
singl 1
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3.3. Articulo lll: Fourier-transform infrared spectroscopy for rapid
Streptococcus pneumoniae serotyping in a tertiary care general
hospital

En este tercer trabajo se evalud la utilidad de la espectroscopia FTIR
como herramienta rdpida para determinar el serotipo capsular de
Streptococcus pneumoniae (neumococo), comparando su rendimiento
con la reaccion de Quellung (ver apartado 1.2.2 de la tesis),
considerada el método gold standard. A diferencia de los articulos
anteriores | y Il, centrados en el estudio de la clonalidad y la
caracterizacion de brotes nosocomiales, en este trabajo se evalud la
aplicabilidad del FTIR en el ambito comunitario, orientado mas a la
identificacion rapida de serotipos capsulares y la contribucién a la

optimizacion vacunal.

El estudio incluyd un total de 150 aislados de muestras invasivas de
S. pneumoniae, recogidos entre 2016 y 2023, representando 32
serotipos distintos asociados a la enfermedad neumocécica invasiva
(ENI) (Tabla 1, Articulo Ill). Aproximadamente un tercio de los aislados
(49/150) correspondieron a serotipos incluidos en la vacuna PCV13
(vacuna empleada de 2016 a 2023 en el calendario vacunal de
Catalufia), mientras que el resto (101/150) pertenecian a serotipos no

vacunales.

Para el andlisis mediante FTIR se emplearon cuatro metodologias: 1)

andlisis jerarquico de conglomerados (HCA), al igual que en los
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Articulos 1 y II; 2) andlisis de componentes principales (PCA); 3) analisis
discriminante lineal (LDA); y 4) algoritmo de inteligencia artificial
PneumoClassifier, basado en un modelo supervisado entrenado con
cepas previamente caracterizadas por el fabricante para la asignacién
automatica de serotipos. Los resultados obtenidos mediante las cuatro

estrategias se compararon con los datos obtenidos por Quellung.

El analisis basado en el HCA mostré una capacidad limitada para
discriminar los serotipos incluidos en el estudio, obteniéndose valores
de concordancia de ARy AW de 0,397 (IC 95%: 0,368-0,566) y 0,378 (IC
95%: 0,217-0,523), respectivamente. Es cierto que, aunque algunos
serotipos tendieron a agruparse correctamente (Figura 2, Articulo lll),
el rendimiento global (43/150 aislados; 28,7%) resultd insuficiente
para considerar el HCA como método para determinar el serotipo de

manera rutinaria.

Mediante la aplicacién de la técnica de reduccién de dimensionalidad
PCA, se obtuvieron valores de concordancia de AR y AW de 0,469 (IC
95%: 0,368-0,566) y 0,347 (IC 95%: 0,297-0,398), respectivamente, sin
demostrar superioridad significativa respecto al HCA (p=0,202).
Por otro lado, la reduccion de dimensionalidad LDA si permitié mejorar
de forma sustancial la concordancia, alcanzando un valor de AR de
0,950 (IC 95%: 0,908-0,994) y de AW de 0,905 (IC 95%: 0,877-0,933).
Sin embargo, a pesar de esta elevada concordancia, el enfoque basado
en LDA presenta limitaciones para su aplicacién prospectiva en la

rutina asistencial para identificar serotipos de S. pneumoniae, ya que
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se trata de una técnica supervisada que requiere la actualizacién
continua del modelo mediante la incorporacion del serotipo
(determinado por la técnica de referencia) de forma retrospectiva de
los aislados analizados (limitaciéon inherente a los métodos
supervisados). Ademads, el LDA requiere incluir un nimero suficiente
de cepas representativas que abarquen la totalidad de los serotipos
circulantes. Por estos motivos, el uso del LDA no puede reemplazar la
metodologia de Quellung para su aplicacién como técnica rutinaria
prospectiva sino como una herramienta complementaria con utilidad

retrospectiva.

En contraste, el enfoque basado en el PneumoClassifier mostré un
rendimiento superior; mediante este algoritmo, el FTIR asignd
correctamente el serotipo en 122/150 aislados (81,3%) (Figura 3,
Articulo 1ll), alcanzando una concordancia mayor con la reaccion de
Quellung que la obtenida mediante los métodos HCA y PCA (AR de
0,717 [IC 95%: 0,580-0,855] y AW de 0,636 [IC 95%: 0,464-0,803]).
Ademas, el PneumoClassifier identificd correctamente la totalidad de
los serotipos incluidos en la vacuna PCV13 (49/49), asi como varios
serotipos asociados a mayor virulencia (como el 3, 4, 9N, 11A, 15A,
19A-F, 22F y 23ABF) y a resistencia antibidtica (como el 9V y el 11A), lo
que refuerza su potencial utilidad clinica y epidemioldgica. Con los
resultados obtenidos en nuestro trabajo, el enfoque basado en el

algoritmo inteligente mostré un mejor rendimiento frente al resto de
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las metodologias para determinar el serotipo del neumococo a tiempo

real en la rutina asistencial.

En comparacidn con otros estudios previamente publicados (341,372),
en los que se analizaron cepas de referencia y se realizaron en
condiciones de investigacion, el presente trabajo se realizé utilizando
aislados clinicos invasivos, lo que refuerza la aplicabilidad del FTIR en
un entorno asistencial real. Asimismo, este es el primer estudio
realizado en nuestro pais en un contexto clinico asistencial. El Unico
trabajo similar publicado analizé los serotipos circulantes en Brasil y
contd con un menor numero de muestras (76 vs. 150) y menor

diversidad de serotipos (18 vs. 32) (354).

Respecto a los resultados discordantes, se observaron 28
discrepancias relevantes en determinados serotipos no vacunales,
algunos de los cuales fueron sistematicamente mal clasificados. En
concreto, quince aislados presentaron discordancias, de los cuales
nueve fueron errdneamente asignados al serotipo 14. Aunque el
motivo de este error por parte del algoritmo no se conoce con
exactitud, algunos estudios lo atribuyen a las diferencias inherentes
que existen entre la reaccién de Quellung (interaccién inmunolégica) y
la espectroscopia de infrarrojo (vibraciones moleculares en el espectro
infrarrojo) (341,372). Por otra parte, las trece discrepancias restantes
se debieron a que los serotipos 7BC y 38 no se encuentran incluidos en
el conjunto de serotipos reconocidos por el algoritmo

PneumoClassifier a fecha de redacciéon de esta tesis. De hecho, al
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excluir los aislados pertenecientes a estos serotipos del estudio, los
indices de concordancia aumentan ligeramente (AR de 0,806 y de AW

de 0,770).

Desde una perspectiva asistencial, la implementacion de Ila
espectroscopia FTIR para la determinacién del serotipo de
S. pneumoniae aporta una clara ventaja frente al método de
referencia: permitir la realizacidén de la técnica en el propio laboratorio
de microbiologia clinica. La reaccion de Quellung presenta como
principal limitacidon su restriccién a determinados laboratorios de
referencia, lo que obliga a la externalizacion de la prueba y dificulta la
obtencién de resultados en tiempo real. En este contexto, el uso del
FTIR en este trabajo permitié obtener resultados en horas, facilitando
una respuesta mas agil y abriendo la posibilidad de contribuir a la

optimizacidn de las estrategias de vigilancia epidemiolégica.

En la actualidad, en nuestro laboratorio de microbiologia clinica, la
metodologia FTIR se ha implementado de forma satisfactoria para la
determinacién del serotipo de S. pneumoniae en casos de enfermedad

neumocdcica invasiva en poblaciéon pediatrica.

Como limitaciones de este estudio, cabe destacar que se trata de un
estudio realizado con cepas de un solo centro y con una
representacion desigual de determinados serotipos, lo que podria
limitar la extrapolacién de los resultados obtenidos a otros contextos

geograficos con estrategias vacunales diferentes ya que, en
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consecuencia, pueden existir distintos serotipos de neumococo
circulantes. Asimismo, la dependencia del PneumoClassifier de un
conjunto de entrenamiento predefinido manifiesta la necesidad de

realizar una validacién previa con los serotipos de cada region.

En conjunto, este tercer trabajo demuestra que la espectroscopia FTIR
combinada con algoritmos de aprendizaje automatico constituye una
herramienta rdpida, coste-efectiva e integrable en la rutina del
laboratorio de microbiologia clinica para determinar el serotipo de
S. pneumoniae. Su uso como herramienta diagndstica aporta un valor
afiadido al laboratorio de microbiologia al contribuir de forma agil a la
vigilancia epidemioldgica de la enfermedad neumocécica invasiva vy,
potencialmente, a optimizar estrategias de salud publica. Como
perspectiva de futuro, una posibilidad podria ser desarrollar modelos
mas adaptados a los serotipos circulantes de cada regién para mejorar

la precision diagndstica.
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Fourier-transform infrared
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general hospital
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Carlos Il (ISCIII), Madrid, Spain, *Centro de Investigacion Biomédica en Red en Enfermedades
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Streptococcus pneumoniae is the leading cause of community-acquired pneumonia
and remains a significant contributor to bacteremia and meningitis, collectively
known as invasive pneumococcal disease (IPD). Certain serotypes are more strongly
associated with severe illness and antimicrobial resistance. Accurate serotyping is
essential for effective IPD surveillance and vaccine development. Fourier-transform
infrared (FTIR) spectroscopy has emerged as a valuable tool for differentiating
among serotypes across various isolates. We analyzed 150 pneumococcal strains
isolated from a tertiary hospital in Barcelona, Catalonia, Spain, between 2016 and
2023, representing 32 serotypes associated with IPD. Forty-nine samples (33%)
exhibited serotypes included in PCV13 vaccine. Each strain was classified using
(A) FTIR-based clustering and (B) FTIR machine-learning-based PneumoClassifier
algorithm. The results were compared to the Quellung reaction, the gold standard
methodology. Clustering method grouped correctly PCV13-serotypes 1, 3, and 19F
and non-PCV13 serotypes 6C, 7BC, 17F, 24F, 31, and 35B (48/150). PneumoClasifier
algorithm successfully grouped all PCV13-serotypes (49/49) including some of
the most virulent described serotypes, such as 1, 6B, 7F, and 14. Among non-
PCV13 serotypes, it correctly classified 73 out of 101 isolates (72.3%). However,
12F, 15AB, 16F, 17F, 23A, and 24F were misclassified. Overall, PneumoClassifier
achieved an accuracy of 122/150 (79.80%) in serotyping pneumococcal strains,
demonstrating higher concordance with Quellung (adjusted Rand index: 0.717,
adjusted Wallace coefficient: 0.636) compared to the clustering approach (0.397
and 0.378, respectively) (p < 0.001). FTIR has proven to be a rapid, user-friendly,
cost-effective, and practical technique, making it a promising first-line tool for
S. pneumoniae serotyping.

KEYWORDS

Fourier-transform infrared spectroscopy, FTIR, Streptococcus pneumoniae, Quellung,
artificial intelligence, serotyping
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1 Introduction

Streptococcus  pneumoniae is an opportunistic pathogen
responsible for at least half of all community-acquired pneumonia and
otitis media and remains a significant cause of invasive pneumococcal
disease (IPD) resulting in around one million deaths annually that
affect mainly children and older people (Janoff and Musher, 2015; Liu
et al., 2016; Weiser et al., 2018).

The capsule of S. pneumoniae is composed of high-molecular-
weight polysaccharide polymers that are unique and distinctly
antigenic for each of more than 100 serotypes of S. pneumoniae strains
(Geno et al, 2020). Nevertheless, only a limited number of
pneumococcal serotypes cause the majority of IPD around the world.
In Europe, the 10 most common serotypes involved in IPD were 3, 6C,
8,9N, 10A, 11A, 12F, 15A, 19A, 22F, and 23B, accounting for 70% of
all cases of IPD with a known serotype in 2018 (European Centre for
Disease Prevention and Control, 2020). Furthermore, some studies
have shown that specific serotypes, such as 1, 6B, 7F, 14, and 19 are
more virulent and more strongly associated with invasiveness and
complications such as meningitis (Brueggemann et al., 2003; Pérez
et al,, 2004; Sandgren et al.,, 2004). Some circulating pneumococcal
serotypes are also more related to resistance to antibiotics (Yahiaoui
etal., 2018).

Knowing the circulating serotypes is important for understanding
the local epidemiology and developing vaccines that target dominant
S. pneumoniae strains in IPD. In Catalonia since 1999 the PSV23
vaccine has been recommended for people at risk of acquiring IPD
and people above the age of 65. The PCV13 vaccine was incorporated
into the Catalan systematic vaccination program in 2016 for children
under 2 years old, leading to a vaccination coverage of 81.8% in 2017
and 91% in 2020 (Subdireccié General de Vigilancia i Resposta a
Emergencies de Salut Pablica, 2022). Interestingly, serotype 3, which
is included in PCV13 and isolated from IPD cases in both adults and
children, remained stable in Catalonia for over three decades despite
the introduction of PCV13 in the pediatric population (Subdireccio
General de Vigilancia i Resposta a Emergencies de Salut Publica, 2022;
Calvo-Silveria et al., 2024). Since 2023, PCV15 has replaced PCV13 in
the vaccination program for the pediatric population, while PCV20
has been approved for individuals over 65 years old and those with
risk factors for IPD.

The gold standard method for S. pneumoniae serotyping is the
Quellung reaction (SS Diagnostica, Denmark) (Habib et al., 2014).
This phenotypic technique involves the use of polyclonal antisera and
the visualization of the reaction using light microscopy to classify the
pneumococcal strains into specific serotypes. This method is
expensive, requires well-trained technicians, labor intensive and they
can involve subjective interpretation. That's why it is unsuitable for
high throughput serotyping and their use is restricted to reference
centers. To solve all these inconveniences, new techniques based on
molecular biology have been developed.

Capsulation locus (cps) determines the serotypes of S. pneumoniae
by amplifying and sequencing specific regions of the bacterial DNA,
followed by comparing these sequences with a reference database to
assign a serotype. Serotype assignment accuracy relies on a precise
reference database and can be challenging for serotypes with highly
conserved cpsB regions, potentially reducing resolution in some cases
(Leung et al., 2012). Multiplex real-time PCR are more sensitive than
cpsB typing being able to identify up to 34 serotypes (Velusamy et al.,
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2020). Finally, whole-genome sequencing achieves a sensitivity of
86-100% but is an expensive and it can have long turnaround times
in the daily routine of a clinical microbiology laboratory (Knight
etal, 2021).

Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy has been used to
distinguish ~ encapsulated from unencapsulated strains of
S. pneumoniae (Sahu et al., 2006) and recently some efforts have been
done to evaluate S. pneumoniae serotyping (Vaz et al., 2013;
Burckhardt et al., 2019; Vasconcelos et al., 2024). FTIR spectroscopy
is a phenotypic technique that uses infrared light to target the sample
and generate an infrared spectrum based on the absorption of infrared
light. Each spectrum acts as a bacterial fingerprint and varies
depending on the composition of the functional groups in the sample,
such as carbohydrates, lipids, and proteins (Naumann et al., 1991;
Griffiths and de Haseth, 2006). The region between wave numbers 800
and 1,300 cm™, where the carbohydrates of the whole cell
predominantly absorb, enables capsular typing (Burckhardt et al,
2019; Passaris et al,, 2022). FTIR spectroscopy is used by the IR
Biotyper system (Bruker GmbH, Leipzig, Germany), which offers a
rapid and low-cost typing technique (both sample processing and
number of reagents are minimal) with a short turn-around time
(3-4h).

The aim of the present study was to evaluate the performance of
the IR Biotyper as a rapid serotyping tool compared with the Quellung
technique as the gold standard method.

2 Materials and methods

2.1 Study design

A retrospective study was performed in a tertiary care
hospital. This center is the reference hospital for 1,200,000
inhabitants of the Northern Metropolitan Area of Barcelona
(Catalonia, Spain).

A representative sample of 150 pneumococcal strains covering 32
serotypes were included in the present study. A minimum of three
isolates for each serotype, or if not possible, at least three isolates per
serogroup were included in the study set (Table 1). All S. pneumoniae
strains were obtained from invasive samples (blood culture,
cerebrospinal fluid and pleural liquid) of patients with IPD admitted
to the hospital from 2016 to 2023.

During the study period (2016-2023) 389 S. pneumoniae strains
were isolated from IPD, mainly with a respiratory focus. The total
number of cases of IPD at our hospital increased from 2016 to 2017,
reaching the highest IPD case number during the entire study period.
Subsequently, the number of cases decreased, with a slight uptick
observed in 2022 and 2023 (Figure 1). During the study period the
pneumococcal serotypes included in the PCV13 vaccine were less
frequently isolated in IPD than those not included in this vaccine
(Figure 1). The most frequently isolated serotypes were the 8 (14.91%),
which is not included in PCV13, and the 3 (11.57%), which is included.

This study was approved by the Clinical Research Ethics
Committee (CEIC) of the University Hospital Germans Trias i Pujol
in Badalona, Spain (PI-24-287).

In the present study, informed consent was waived since no
additional samples were required for the evaluation, no clinical report
was modified, and no patient data was used.
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TABLE 1 Serotypes represented in the tested cohort and the respective
numbers of strains used.

Serotype (N = 150) No. of strains in evaluated

set

6A 1
6B 2
6C 3
7B 4
7C 2
7F 3

' 2
10A 4
11A
12F

15A
15B
16F
17F
19A
19F
22F
23A
23B
23F
24F

33F
35B
35F

N e Nvluu|lw wielunleunln vl e s slela

2.2 Routine microbiological diagnostic

All isolates were initially identified at the species level by matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany).
Identification of S. pneumoniae was confirmed in parallel using the
Optochin Susceptibility Test (Bio-Rad Laboratories, Inc., California,
United States).

AlLS. preumoniae strains are routinely sent to the National Centre
of Microbiology (CNM) [Institute of Health Carlos III (ISCIII),
Madrid, Spain] for the Quellung reaction (gold standard method).

All'S. pneumoniae strains are routinely preserved in a homemade
storage media based on commercial milk at —80°C until further
analysis. The homemade medium is prepared using commercial
Infasource® milk (Ref. 505023; Nestlé S.A., Vevey, Switzerland).
Specifically, 1 mL of milk is distributed into autoclavable glass tubes
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FIGURE 1

Isolated serotypes in IPD during the study period (2016-2023). The
height of each column represents the total number of IPD isolates
for the corresponding year. Non-PCV13 serotypes are shown in
green, while PCV13-included serotypes are shown in red.

and sterilized in an autoclave at 121°C for 20 min. Subsequently, the
tubes are stored in a refrigerator at 6°C + 2°C.

2.3 Sample preparation for FTIR analysis

All S. pneumoniae isolates were defrosted and cultured in
Columbia CNA agar medium (bioMérieux, Marcy-l’Etoile, France) for
24 h at 37°C in 5% CO,. The next day, isolates were subcultured on
fresh sheep blood agar culture (bioMérieux, Marcy-l'Etoile, France) in
the same conditions.

Pneumococcal strains were prepared for FTIR spectroscopy
using the direct smear technique according to Passaris et al. (2022)
methodology. Briefly, 1-pL plastic loop was used to carefully
remove the biomass from the plate and apply it to in triplicate on
a 96-spot silicon plate (BrukerDaltonics GmbH, Bremen,
Germany). As quality control, 12 pL of two Escherichia coli strains
(IRTS1 and IRTS2; IR Biotyper® kit, Bruker) were placed in
duplicate on the same silicon plate to validate the run. The plate
was dried for 15 min at 37°C and placed under a UV lamp for
10 min to inactivate the bacterial cells. Finally, the plate was
inserted into the IR Biotyper (Bruker, Germany).

2.4 Spectrum analysis of FTIR data

All samples were tested in triplicate using the default analysis setting.
Spectra were acquired in transmission mode (wavelength region
500-4.000 cm™") using OPUS 8.2.28 software (Bruker GmbH, Leipzig,
Germany). For spectra analysis, the default splicing method using the
polysaccharide region (wavelength region 1,300-1,800 cm™)
was applied.

The spectrum analysis was performed following two
different approaches:

I) FTIR clustering method: Firstly, the average of all spectra of each

individual strain was performed using the OPUS software. The
mean spectra were used to create a dendrogram based on
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hierarchical cluster analysis using the Euclidean distance metric
and the average linkage method (UPGMA) without
dimensionality reduction techniques. For S. pneumoniae, the
manufacturer suggests a cut-off value ranging from 0.20 to 0.25
for clustering. A validation to determine the best cut-off was
performed using Quellung technique. A subset of the first isolates
analyzed by the FTIR (1 = 65) was used to determine the best
cut-off value that maximized the overall congruence between
FTIR and Quellung results. To calculate the best cut-off that
grouped strains with the same serotype and separated those with
different serotypes, the adjusted Rand index (AR) was calculated
for the comparison between the Quellung technique and the
clustering system for each selected cut-off between 0.15 and 0.225
(Supplementary Figure 1). When two or more isolates had a FTIR
spectrum distance less or equal to the designated cut-off value,
they were considered to belong to the same FTIR cluster.
Conversely, they were designated FTIR singletons.

Subsequently, the analysis was performed using

dimensionality reduction methods. Specifically, the following
analyses were conducted: (A) principal component analysis
(PCA) with 40 components explaining 99% of the variability.
(B) Linear discriminant analysis (LDA) with 40 components
explaining 99% of the variability. Each isolate was assigned its
serotype result obtained through the Quellung reaction as a
class label. For each type of analysis, an optimal cut-off study
was performed in the same manner as previously explained
(Supplementary Figures 2, 3). A dendrogram was then
constructed based on hierarchical cluster analysis using the
Euclidean distance metric and the average linkage method
(UPGMA), incorporating the corresponding dimensionality
reduction technique.
Artificial intelligence model (PneumoClassifier, version 4.0):
The FTIR offers the machine-learning based algorithms to
classify the spectra of each isolate in the different serotypes.
Furthermore, the algorithm generates a score (ranging from 0
to 100) that assesses the reliability of the serotype being
displayed. The version used was trained with 95 strains from
34 different serotypes: 1, 3, 4, 5, 6ABCD, 7F, 8, 9N, 9V, 10A,
11A, 12F, 14, 15ABC, 16F 17F, 19AF, 20, 22F, 23ABE, 24F, 31,
33F, and 35BE The PneumoClassifier incorporates an
additional Al algorithm for subtyping the serotypes within
serogroup 6 into 6A, 6B, and 6CD. However, it cannot subtype
serotypes within serogroups 15, 19, 23, and 35.

The pneumococcal strains were considered correctly
classified if the AI algorithm identified them with the same
serogroup and/or serotype as determined by the
Quellung reaction.

1I

2.5 Concordance between FTIR and gold
standard results

To assess the concordance of the clustering and PneumoClassifier
results obtained with FTIR and the Quellung serotyping, the
adjusted Rand index (AR) and the adjusted Wallace coefficients
(AW) were calculated with 95% CI using an online tool (Comparing
Partitions, 2009; available at: http://www.comparingpartitions
info/?link=Tool). AR compares the overall congruence between two
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compared methods (Santos and Embrechts, 2009), while AW
compares the agreement of the two approaches considering one of
them as the reference method (Severiano et al., 2011). AR and AW
values may range from 0 to 1, where 0 means agreement expected by
chance and 1 means perfect correlation between both methods
(Severiano et al, 2011). Additionally, p-values comparing the AW
and AR values for (I) FTIR clustering approach vs. Quellung and (II)
PneumoClassifier vs. Quellung were obtained according to the jack-
knife  pseudo-values  resampling  method
Partitions, 2009).

(Comparing

3 Results

3.1 Spectrum analysis using FTIR clustering
method

For FTIR clustering, an optimal cut-off of 0.201 was obtained after
an initial validation (n =65) (Supplementary Figure 1). The 150
pneumococcal strains were classified in 23 clusters and 5 singletons
(Figure 2). Three of the largest cluster were cluster 5 (n=22), 8
(n=17),and 10 (n = 11); each of them include pneumococcal strains
with serotypes 4, 6B, 7, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15 (A, B), 16F, 17F,
19A, 22F 23 (A, F), 35E and 38, suggesting low discrimination
between these pneumococcal serotypes. Conversely, cluster 3 included
12 out of 17 pneumococcal strains with PCV13-serotype 3 and were
closely related with cluster 4 which included 5 out of 17 strains of
serotype 3 (Figure 2). Other serotypes grouped properly were the
PCV13-included serotype 1 (cluster 19) and non-PCV13 serotypes 6C
(cluster 18), 7BC (cluster 6), 17F (cluster 7), 24F (cluster 12), 31
(cluster 13) and 35B (cluster 15) (Figure 2). All of this translates to 43
out of 150 pneumococcal strains being correctly classified, with AR
and AW values of 0.397 (95% CI, 0.280-0.511) and 0.378 (95% CI,
0.217-0.523), respectively.

When dimensionality reduction techniques were applied, the
following results were obtained: (A) For PCA, AR and AW values of
0.469 (95% CI, 0.368-0.566) and 0.347 (95% CI, 0.297-0.398),
respectively, were obtained, without achieving statistical significance
compared to clustering performed without dimensionality reduction
techniques (p = 0.202) (Supplementary Figure 4). (B) For LDA, AR,
and AW values of 0.950 (95% CI, 0.908-0.994) and 0.905 (95% CI,
0.877-0.933), respectively, were obtained, significantly improving
clustering performance (p < 0.001) (Supplementary Figure 5).

3.2 Pneumococcal serotyping using
PneumoClassifier approach

For the FTIR PneumoClasifier, it correctly predicted the serotype
of 122 out of 150 (79.80%) pneumococcal strains. All isolates
belonging to serotypes 1, 3, 4, 6ABC, 7F, 9V, 114, 14, 19AF, 23BE, 31,
and 35BF were correctly classified (Figure 3). Our study set includes
six strains belonging to serogroup 6: 6A (n = 1), 6B (n =2), and 6C
(n=3). The additional PneumoClassifier algorithm successfully
subtyped 5 out of 6 strains, with one 6B strain remaining misclassified.
However, this strain was correctly classified within the 6AD group.

Serotypes 8 and 22F were correctly classified in 94.44 and 87.50%
of cases, respectively, and only one pneumococcal strain of each
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Dendrogram visualizing the 150 pneumococcal tested strains representing 32 serotypes. The vertical dashed line depicts the cutoff value (0.201). The
linkage type used for the dendrogram was Euclidean distance. Resulting FTIR clusters (1-23) are shadowed in gray. Corresponding serotype are
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Confusion matrix with the serotyping results obtained from PneumoClassifier version 4.0 compared with those obtained with Quellung reaction. The
cells highlighted in green represent the strains correctly identified by the PneumoClassifier. The isolates incorrectly typed are shown in gray.

TABLE 2 Summary of the 15 S. pneumoniae isolates that were mistyped
by the PneumoClassifier.

Serotype No. of No. of Serotype
from strains mistyped from FTIR
Quellung strains (No. of
reaction (n =15) strains)
8 18 1 14 (1)
9N 5 1 14 (1)
10A 4 1 14(1)
12F 3 1 14 (1)
15A 4 2 14(2)
15B 3 1 14(1)
16F 5 2 3(2)
17F 3 1 35BF (1)
2F 8 1 14 (1)
23A 5 2 14(1), 7F (1)
24F 3 1 8(1)
33F 5 1 15 ABC (1)

serotype was classified as serotype 14 (Figure 3 and Table 2). Serotypes
9N, 10A, 12E 15AB, 16F 17F 23A, 24F, and 33F were correctly
classified in 50-80% of the cases (Figure 3).

Regarding the 28 discordant results, 13 samples belonged to
serotype 7 (B, C) and 38 could not be classified by the AI system
because these serotypes had not been included in the PneumoClasifier
training set (Figure 3). Conversely, the 15 remaining discordant results
belonged to serotypes that are included in the PneumoClassifier

Frontiers in Microbiology

training set. Among them, they were frequently mistyped as serotype
14 (9/15). The other confounded serotypes were serotype 3 (2/15), 7F
(1/15), 8 (1/15), 15 (1/15) and 35 (1/15). The detailed information of
each mistyped sample is listed in Table 2.

Overall, the accurately classified all
pneumococcal strains with serotypes included in the PCV13 (49/49;
100%) and 73 out of 101 strains (72.3%) with serotypes not included
in the PCV13 vaccine.

The AR and AW values comparing the PneumoClassifier results
with the Quellung technique were 0.717 (95% CI, 0.580-0.855) and
0.636 (95% CI, 0.464-0.803), respectively. When strains with serotype
7BC and 38 were excluded from the analysis, these values slightly
increased to 0.806 (95% CI, 0.693-0.923) for AR and 0.770 (95% CI,
0.624-0.915) for AW. Overall, the PneumoClassifier demonstrated
significantly greater concordance with the Quellung technique
compared to the clustering system (p < 0.001), whether or not the 7BC
and 38 serotypes were excluded.

PneumoClassifier

4 Discussion

This study demonstrates the potential of FTIR spectroscopy as a
tool for serotyping S. pneumoniae, particularly while awaiting results
from the Quellung reaction. Among the 150 pneumococcal strains
analysed, the PneumoClassifier correctly identified 122 strains to the
serotype level, achieving and accuracy of 79.80%, consistent with
previous studies (Burckhardt et al., 2019; Passaris et al., 2022;
Vasconcelos et al., 2024). When comparing the performance of FTIR
in our study with previous studies, we obtained a similar level of
concordance to Burckhardt et al. (2019) study (79.80% vs. 77.40-
89.20%) and slightly lower concordance compared to Passaris et al.
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(2022) and Vasconcelos et al. (2024) studies (79.80% vs. 71.20-
98.00%). In these studies, the authors trained their own AT model
using a dedicated dataset. It is likely that the variability between the
strains used for training and validation was lower in their studies than
in ours, as we used the default AI model provided by Bruker.
‘We believe that this model may include strains that differ from those
circulating in our healthcare setting, which could explain some of the
observed discrepancies and a slightly lower concordance in our study
compared with previous studies.

FTIR has been employed to discriminate between various
bacterial serotypes or serogroups including S. pneumoniae,
Enterococcus faecium, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica and
three Legionella pneumophila serogroups (Quintelas et al, 2018). In
this study, substantial agreement between the PneumoClassifier and
the Quellung method was obtained with an AR of 0.806 and an AW
of 0.770 (excluding serotypes 7BC and 38). These results align with
prior research on gram-positive bacteria, particularly with E. faecium
(Teng et al., 2022; Scheier et al., 2023; Park and Ryoo, 2024) where AR
values exceeded 0.54 and AW values approximated 0.95 when
comparing FTIR to standard methods. Teng et al. (2022) recommend
an AR of at least 0.7 for FTIR assay reproducibility. Studies on gram-
negative bacteria, such as Klebsiella pneumoniae, have reported AR
values ranging from 0.743 to 1.0 and AW values from 0.708 to 1.0
(Dinkelacker et al., 2018; Martak et al., 2019; Rakovitsky et al., 2020;
Hu et al., 2021).

Collectively, these findings suggest that the PneumoClassifier
demonstrates substantial agreement with the reference method and
could serve as a reliable serotyping tool. However, the FTIR clustering
system displayed poor agreement with Quellung-derived results,
indicating a weaker performance compared to the PneumoClassifier
for discriminating against pneumococcal strains. Clustering is more
exploratory, detecting underlying patterns without considering labels,
and it can identify subtle phenotypic variations within a specific
serotype, potentially dividing it into multiple subgroups based on
spectral similarity. In contrast, the AT model focuses on supervised
classifications based on the data provided during training.
Consequently, adding more strains from less frequently isolated
serotypes could potentially improve the performance of the clustering
method and enhance the discrimination between different clusters.
Another way to improve the performance of the clustering system
could be by applying dimensionality reduction techniques such as
principal component analysis (PCA) and linear discriminant analysis
(LDA). When applying PCA to our cohort, we observed no statistically
significant improvement compared to HCA without dimensionality
reduction techniques (p=0.202). In contrast, applying LDA
significantly improved the AR and AW values (p < 0.001). However, it
is inherent to a supervised technique like LDA to increase concordance
values since LDA maximizes class separation with the help of class
labels (Quellung results). This clustering system using LDA can
be useful when there is a large number of strains with known
serotypes, allowing an unknown serotype strain to be grouped with
high probability alongside other strains of the same serotype,
potentially even better than HCA in our cohort. However, for real
prospective use, an LDA model must first be trained using a gold-
standard technique such as Quellung to retrospectively assign class
labels and build a robust model with the most comprehensive
representation of pneumococcal serotypes. Additionally, as with any
clustering system, whether or not dimensionality reduction techniques
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are applied, strains with previously unanalyzed serotypes will remain
unclustered (singletons) since they do not group with any other strain.
In such cases, PneumoClassifier would be the only system capable of
providing a result. It is important to consider that pneumococcal
serotypes vary each year, as they depend on vaccine coverage. As a
result, new serotypes may emerge annually that the clustering system
has not yet identified.

Some discrepancies between FTIR results and the Quellung
method have been previously documented by Passaris et al. (2022).
Both techniques assess the capsule structure, but their underlying
mechanisms differ significantly. The Quellung reaction relies on the
3-D specificity of polyclonal antibodies binding to the pneumococcal
capsule, whereas FTIR spectroscopy analyses the vibrations and
rotations of covalent bonds, particularly C-O stretching and O-H
bending. Then, as hypothesized in previous studies, certain serotypic
differences may be more easily identified by Quellung and other
differences may be better detected with FTIR (Burckhardt et al,, 2019;

Passaris et al., 2022).

Moreover, FTIR spectroscopy measures chemical bonds not only
on the pneumococcal outer surface but also within the cell, potentially
making it more sensitive to detect subtle differences in glycoproteins
and/or glycolipids between related strains. This added sensitivity
could explain some of the variations observed. Additionally, significant
genetic variation has been reported for specific serotypes (Jefferies
etal., 2004; Silva et al., 2006; Lo et al., 2019). These genetic differences
might manifest as minor variations among strains of the same
serotype, thereby complicating clustering and reducing agreement
between methods.

In this study, FTIR spectroscopy was validated for rapid
serotyping in a clinical microbiology laboratory using 150
representative pneumococcal strains, marking a novel approach
within our country. In Burckhardt et al. (2019) and Passaris et al.
(2022) studies, they have validated the FTIR as a rapid, cost-
effective, and medium-throughput alternative to the classical
phenotypic techniques at research level using in house strains
collection or pneumococcal strains from reference centers. The
strains used in our study were obtained from invasive samples
from hospitalized patients with invasive pneumococcal disease.
Vasconcelos et al. (2024) use clinical strains as in our study.
However, we used a higher number of strains (150 vs. 76 samples)
and included a greater variety of different serotypes (34 vs. 18).

Notably, pneumococcal serotype distribution varies
geographically due to factors such as antibiotic pressure and
vaccination policies. Accurate and rapid serotyping of the
pneumococcal isolates is crucial for several reasons. First, it enables
the identification of the most frequent circulating strains in a
specific region of interest, facilitating reporting to public health
authorities and guiding vaccination strategies to optimize coverage.
Second, it aids in the rapid identification of strains with known
higher probability of resistance to beta-lactams, offering additional
advantage over the gold standard method. IPD follows a seasonal
pattern (with higher incidence typically in the winter months).
FTIR enables fast serotyping and the optimization of empirical
treatments within the same epidemic period, whereas with
Quellung, logistical factors such as the need for sample transport
to reference centers increase the overall response time to
2-3 months, often meaning that the epidemic period has already
passed. Overall, in contrast to the Quellung method, FTIR-based
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serotyping enables real-time epidemiological surveillance with
rapid turnaround times, optimizing local treatment guidelines
for IPD.

In our cohort, the predominant pneumococcal serotypes isolated
during the study period in IPD cases were non-PCV 13 serotype 8 and
PCV13-included serotype 3. Both were accurately classified using the
PneumoClassifier and/or the dendrogram method, highlighting the
reliability of FTTR-based serotyping.

In Catalonia the serotypes 14, 19F, and 6B were the main cause of
IPD with beta lactam resistance until the appearance of PCV7 vaccine.
‘Then, these serotypes were replaced by 19A associated with resistance
to beta lactams and macrolides. After the introduction of PCV13
vaccine the 11A and 24F are related to amoxicillin and cefotaxime
resistance (Programas de Vigilancia Microbiolégica Centro Nacional
de Microbiologia, 2023). FTIR was able to properly classify all these
more resistant serotypes. Additionally, those serogroups/serotypes
associated with the highest invasiveness and virulence such as 1, 6, 7F,
14, and 19 were correctly classified using FTIR.

The Quellung technique is a laborious approach that requires
experienced personnel for the interpretation of the results, which can
sometimes be subjective. Conversely, FTIR is a cost-effective strategy
(approximately 17€ for FTIR vs. 60€ for Quellung per sample) that
does not require highly experienced technical personnel, although an
initial financial investment is required; the results obtained from the
pneumococcal colonies are objective and can be obtained in less than
an hour. Regarding the processing time, Quellung and FTIR are
similar, but Quellung’s main limitation is its long turnaround time,
which may be due to logistical factors such as the need for sample
transport to reference centers, thus increasing both time and cost.
While this issue may not be universal, in our facility, Quellung results
from a positive culture can take months, whereas FTIR provides
results within hours. This makes the FTIR-Biotyper a rapid serotyping
method with significant potential for application in hospitals and
public health strategies.

Some limitations of the present study include its single-center
design, and the use of strains obtained from retrospectively frozen
isolates, which rendered some pneumococci nonviable in culture.
The PneumoClassifier requires strain growth on agar plates, in
contrast to sequencing methods. Nevertheless, the majority of IPD
diagnoses are still performed using cultures (Subdireccié General
de Vigilancia i Resposta a Emergéncies de Salut Publica, 2022).
Furthermore, the serotypes used were the most common in our
region and obtaining other serotypes from other geographical
regions was not possible in this work; so, a limited number of
strains for certain serotypes were included, which may have
contributed to the low concordance between the clustering method
and the Quellung technique, as well as to some discrepancies
between PneumoClassifier and Quellung results. Variations in
genetic factors, as well as the local epidemiology of pneumococcal
infections, might contribute to differences in the FTIR spectral
profiles of these isolates even with the same serotype. Then, these
results cannot be extrapolated to other geographical regions that
may have other serotypes due to different epidemiological features
and vaccination policies related to S. pneumoniae. Therefore, each
area should perform a previous validation of the PneumoClassifier
with more prevalent S. pneumoniae strains because the training set
included in the Al algorithm can be insufficient. Finally, there is a
possibility that the reported discrepancies in our study may be due
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to erroneous Quellung results that could not be verified using
another technique, like whole-genome sequencing.

Considering all these limitations, the next step to improve FTIR
performance could be to develop our own Al model, for example,
using LDA methodologies, incorporating a larger number of
circulating strains from our region. Also, future studies involving
isolates from multiple regions would be interesting to explore whether
FTIR performance varies across geographical areas within the same
pneumococcal serotypes.

5 Conclusion

FTIR spectroscopy presents a potentially user-friendly and cost-
effective tool for serotyping S. pneumoniae in clinical microbiology
laboratories, making it a viable first-line approach for the rapid
identification of isolates while awaiting confirmation via the Quellung
reaction. Its added value over the Quellung method lies in its ability to
rapidly identify the most prevalent circulating strains, those with greater
beta-lactam resistance and strains associated with higher invasiveness.

Before implementing FTIR for S. pneumoniae serotyping,
however, it is crucial to validate the technique using the most frequent
local serotypes. These serotypes may vary due to local epidemiology
factors, including vaccination policies, antibiotic usage patterns, and
population-specific risk factors.
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Supplementary Figure 1. Final internal validation of FTIR clustering cut-off value. The most
restrictive cut-off value that maximized the adjusted Rand index (AR) was 0.201 for the clustering of
the study dataset (n=65) of S. pneumoniae isolates considering Quellung reaction as the reference
method. The tested cut-off range corresponds to the unofficial range suggested by the manufacturer

(0.20-0.25) with an additional range on each side (0.15-0.225).

268



Supplementary Material

0,5

0,45 _[_\—\_,7

0,4

AR

0,35

0,3

0,25
0,125 0,145 0,165 0,185 0,205 0,225

Cut-off
Supplementary Figure 2. Validation of FTIR principal component analysis (PCA) clustering cut-off
value. The most restrictive cut-off value that maximized the adjusted Rand index (AR) was 0.146 for
the clustering of the study dataset (N=150) of S. pneumoniae isolates considering Quellung reaction as

the reference method.
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Supplementary Figure 3. Validation of FTIR linear discriminant analysis (LDA) clustering cut-off
value. The most restrictive cut-off value that maximized the adjusted Rand index (AR) was 13.835 for
the clustering of the study dataset (N=150) of S. pneumoniae isolates considering Quellung reaction as

the reference method.
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Supplementary Figure 4. Dendrogram visualizing the 150 tested pneumococcal strains representing
32 serotypes. The vertical dashed line indicates the cutoff value (0.146). The dendrogram was
constructed using the Euclidean distance metric with principal component analysis (PCA) as the
dimensionality reduction method. The resulting PCA clusters, isolate IDs, and corresponding Quellung

serotypes are indicated in each column.
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Supplementary Figure 5. Dendrogram visualizing the 150 tested pneumococcal strains representing
32 serotypes. The vertical dashed line indicates the cutoff value (13.835). The dendrogram was
constructed using the Euclidean distance metric with linear discriminant analysis (LDA) as the
dimensionality reduction method. The resulting LDA clusters, isolate IDs, and corresponding Quellung

serotypes are indicated in each column.
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4. Conclusiones

La presente tesis doctoral ha evaluado la utilidad de la espectroscopia
de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) como herramienta
aplicable en el laboratorio de microbiologia clinica, analizando su
rendimiento en distintos escenarios y frente a diferentes
microorganismos de relevancia asistencial: (i) investigacién de brotes
nosocomiales por Klebsiella pneumoniae productora de BLEE y
Enterococcus faecium resistente a vancomicina, y (ii) determinacion

del serotipo capsular de Streptococcus pneumoniae.

A partir de los resultados obtenidos en los tres trabajos que componen

esta tesis, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. La espectroscopia FTIR constituye una herramienta rapida, coste-
efectiva e integrable en la rutina asistencial del laboratorio de
microbiologia clinica en los tres escenarios evaluados. El FTIR
permitié obtener resultados en pocas horas a partir del cultivo
bacteriano, con una preparacién sencilla de las muestras y sin
requerir personal altamente especializado.

2. El rendimiento del FTIR depende del objetivo epidemiologico y
del microorganismo analizado. En los estudios centrados en la
caracterizacion de brotes nosocomiales (Articulos | y 1l), el FTIR
demostré una elevada capacidad para agrupar aislados clonales

con un rendimiento variable segun la especie bacteriana.
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En Klebsiella pneumoniae productora de BLEE el FTIR tuvo una
resolucidon inferior a la WGS y podria emplearse como una
herramienta de cribado. Por otra parte, en Enterococcus faecium
resistente a vancomicina el rendimiento fue equiparable al de las
metodologias gendmicas, permitiendo plantear su uso como
alternativa valida en escenarios de transmisién epidemioldgica

activa.

El FTIR aporta un valor anadido respecto a la epidemiologia
convencional en la investigacion de brotes nosocomiales.
En comparacion con los criterios epidemioldgicos clasicos basados
en la coincidencia temporal y espacial de los casos, el FTIR permitio
identificar relaciones clonales no detectadas previamente,
incluyendo la deteccién de brotes denominados “ocultos” que
afectaban a diferentes unidades hospitalarias. Esto refuerza su
utilidad como herramienta complementaria para mejorar la

sensibilidad de las investigaciones epidemiolégicas.

La tendencia del FTIR a la sobreestimacion clonal es justificable
en contextos de brote. La tendencia del FTIR a agrupar algunos
aislados no relacionados desde el punto de vista gendmico resulta
“aceptable” en escenarios de brote nosocomial, donde una
sobreestimacion inicial de las relaciones clonales activa de forma
temprana las medidas de control, frente al riesgo de no detectar un

brote en curso.
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5. La aplicabilidad del FTIR no se limita al estudio de la clonalidad en
brotes nosocomiales, sino que también puede extenderse al
ambito de la vigilancia epidemioldgica comunitaria. En el Articulo
I, el FTIR combinado con algoritmos de aprendizaje automatico
demostrd una elevada concordancia con la reaccién de Quellung
para la determinacidon del serotipo capsular de Streptococcus
pneumoniae, especialmente para los serotipos incluidos en las
vacunas conjugadas.

6. La validacion local y la estandarizacion metodoldgica son
requisitos indispensables para la implementacion del FTIR. Los
resultados obtenidos muestran la necesidad de establecer puntos
de corte especificos y validar previamente la técnica para cada

especie bacteriana y contexto epidemioldgico.
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6. Anexos

6.1. Comunicaciones presentadas en congresos
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Evaluation of Fourier-Transform Infrared spectroscopy as a rapid first-line epidemiological

typing tool for vancomycin-resistant Enterococcus faecium outbreak analysis

Jun Hao Wang-Wang!?, Verénica Saludes??34, 14, David i Yagiie3, Maria Dolores Quesada Fernandez!?4, Antoni E.

Bordoy?3, Sdnia Molinos Abés'?, Laia Soler Puebla’, Miriam Campos Ruiz’2, Gemma Clara i Borrell!, Andrea Tiburcio Laral, Marina Navarro
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Introduction and aim

Early detection of pathogen cross-transmission events and environmental reservoirs is needed to control derived nosocomial outbreaks. Whole-
genome sequencing (WGS) is considered the gold standard for outbreak confirmation but, in most cases, it is complex, time-consuming and costly.
Fourier-Transform InfraRed Spectroscopy (FTIR) is a rapid technique (3-4h) that establishes similarity among bacteria based on the comparison of
infrared light absorption patterns of the bacterial wall polysaccharide region. The aim of the present study was to evaluate the performance of the
FTIR as a first-line typing tool for identification of vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VRE) nosocomial outbreaks.

« Seventeen clinical isolates and four environmental samples were collected from July to October 2021 during a VRE nosocomial outbreak occurred
at a single hospital ward.
« All samples were typed by both FTIR (Figure 1) with the IR Biotyper system (Bruker GmbH, Leipzig, Germany) and core genome multilocus
sequence typing (cgMLST) from WGS data as the gold standard method (Figure 2).
« Concordance between both clustering methods was calculated using the adjusted Rand index (AR) and the adjusted Wallace coefficient (AW).
Fig. 1A, Fig. 18. Fig. 1C. Fig. 1D.
- —

Fig. 2. WGS workflow.

FTIR Biotyper System workflow. (A) Isolates were cultured in Mueller-Hinton agar
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medium and a loopful of bacterial cells were suspended in EtOH-H,0 solution. (B) Each _'M‘;'x“;:‘;‘n,,

suspension was placed in quadruplicate on a silicon plate and the plate was dried for 30’ at ] Lo 1

379C before introducing it into (C) the Biotyper m. (D) FTIR spectroscopy is a rapid, by (S
G seston e o

simple and low-cost typing technique with a short turn-around time (3-4 hours). Nester X1 i) ——

» Analysis with FTIR and cgMLST has allowed us to identify two unrelated clusters as the cause of the VRE outbreak. Specifically, a minor cluster of
four isolates (ST117, vanA) and a major cluster including 12 isolates plus all four environmental samples (ST80, vanA) (Figure 3).

» One sample was not related to any of the two clusters (singleton), according to both methods.

» Both AR and AW coefficients were 1.00 (95%Cl, 1.00-1.00).

A. Dendrogram based on hierarchical cluster analysis

Cutoff-=—=

B. Minimum Spanning Tree based on cgMLST

W Minor cluster, ST117
(] Non-outbreak isolate, ST80
] Major cluster, ST80

s23
s
525
sz

ig. 3. Graphical depiction of concordance between methods: A) FTIR B) WGS.

Conclusio

The FTIR method is a quick, low cost, and reliable first-line tool for the detection of VRE outbreaks while WGS analyses are being performed for
further characterization.
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Application of Fourier-Transform Infrared Spectroscopy for the
detection of extended spectrum beta-lactamase-producing
Klebsiella pneumoniae outbreaks

Alba Llop-Alguero™?, Antoni E. Bordoy?, Jun Hao Wang-Wang"? Maria Dolores Quesada'?, Jessica Hidalgo
Heredia'!, Marina Navarro Albareda’, Dina Reina Sarri¢*, Raul Lopez Salas?, Nieves Sopena®, Montserrat
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Introduction and aim

Early detection of multi-resistant bacteria outbreaks in hospitals is important because health-care-associated
infections increase the hospital burden and hospitalization length. Whole genome sequencing (WGS) is the current
method for outbreak confirmation, however, WGS techniques are laborious. In contrast, Fourier-Transform Infrared
(FTIR) Spectroscopy used by the IR Biotyper System (Bruker GmbH, Leipzig, Germany) is a simple typing method
that can help in outbreak investigations, offering rapid results (4 hours). The aim of this study was to evaluate the
performance of the FTIR as a real-time outbreak detection method for extended-spectrum beta-lactamase-producing
Klebsiella pneumoniae (ESBL-Kp).

« Fourt linical I d thirt lonizati - ‘
ourteen clinical samples an irteen colonization c . * y .

samples were coll(_acted_ from January to August 2022 | - -:-’ - =
during two epidemiological ESBL-Kp outbreaks =
from two different wards of the same hospital. Bidenras apensi rivkibmig otype syaam s
«+ All samples were prospectively typed by FTIR with the IR~ Fig- 1. FTIR Biotyper System workflow.

Biotyper System (Figure 1). WGS with the — . ‘ - e
MiSeq platform (lllumina Inc., San Diego, United States) - () = - - E \‘b -'. E - g
was performed as gold standard retrospective Tan o R Gnmen owenda OG0

gL ] oty o)

confirmation (Figure 2). Ridom SeqSphere+ software oty a1 ol
(Ridom GmbH, Miinster, Germany) was used for cqMLST

analysis. wy
- B - b - J -

brarysice

« Concordance between both methods was calculated M@ 1 o) ) ol Y
using the adjusted Rand index (AR) and the adjusted s s ool 2‘,’.‘317”’“““’”“"’"
Wallace coefficient (AW). Fig. 2. WGS workflow.

FTIR identified three clusters (Illl) of : - -
eleven, ten, and two isolates. A =

Two of the identified clusters by both
FTIR and WGS included patients from
both hospital wards.

The two epidemiological outbreaks were ST &2 &=
confirmed as polyclonal by both Ov Qe

. O Orogroupassianed
techniques.

Fig. 3. cgMLST and FTIR clustering results.
+ Only four isolates identified as part of the eleven-sample cluster by FTIR (cluster Ill) were discordant compared to
WGS, which classified two as singletons and two in a separate cluster of the same ST (Figure 3).

+ AR and‘es of 0.713 (95% Cl, 0.411-1.000) and 0.608 (95% Cl, 0.417-0.800) were obtained.

After outbreak confirmation by FTIR, -
the hospital infection prevention and Roctliscrecninglat Auditing hand Enhancing cleaning

admission and 5 L 2
control team started infection control weekly bolsnsiprolocel and disinfection

measures
Conclusion

FTIR is a rapid and useful technique with a high concordance with WGS for
epidemiological ESBL-Kp outbreak confirmation that helps the early implementation of
infection control measures.
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Aplicacié de l'espectroscopia infraroja per transformada de Fourier per a la
deteccié de brots de Klebsiella pneumoniae productora de beta-lactamasa
d’espectre estés
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Introduccid i objectius

La

deteccid rapida de brots de bacteris multirresistents als hospitals és important degut a que les infeccions associades a I'atencid

sanitaria augmenten la carrega hospitalaria i la durada de I'hospitalitzacié. La seqlenciacié completa del genoma (WGS) és el
meétode actual per confirmar els brots, pero les técniques de WGS sén laborioses. L'espectroscopia infraroja per transformada de
Fourier (FTIR) utilitzada pel sistema IR Biotyper (Bruker GmbHm Leipzig, Alemanya) és un métode de tipificacid senzill que pot
ajudar en la investigacid dels brots, oferint resultats rapids (4 hores). Lobjectiu d’aquest estudi és avaluar el rendiment del FTIR com
a métode de deteccié de brots en temps real per a Klebsiella pneumoniae productora de beta-lactamasa d’espectre estés (BLEE-Kp).

.

Es van recollir catorze mostres cliniques i tretze mostres de \’ , .
colonitzacié entre els mesos de gene.r a agost de 202_2 durant G | S — |
dos brots de BLEE-Kp en dus plantes diferents de I’hospital. =
it bacer i Anatis

homogénia mostresa a placa despectres

Totes les mostres es van tipar gairebé en temps real mitjangant - -
FTIR utilitzant el sistema IR Biotyper (Figura 1). Es va realitzar la  Fig- 1. Fluxe de treball del sistema FTIR Biotyper.

seqlienciacié WGS utilitzant la plataforma MiSeq (lllumina Inc., - ‘ - =
San Diego, United States) com a gold standard per la - - E \‘;‘:'4 -‘H E —_ e
confirmacié retrospectiva dels brots (Figura 2). Es va utilitzar el Taw  Gomn P Gwme  osemmon sona) (aubit)

0

DA purity (Nanodrop)
N ntegrty (Agorose ge)

(it teatment)

software SeqSphere+ software (Ridom GmbH, Minster,
Germany) per I'analisi cqMLST.

Ubrary preparation
(Nextera X, Hming)

La concordanga entre ambdds métodes es va calcular utilitzant = ‘
I'index Rand ajustat (AR) i el coeficient de Wallace ajustat (AW). o O #

Genomic custering nlysis:
Urary Sequencing =
pooling (Miseq umina) T om Gy, Mand

i6 WGS.

Fig. 2. Fluxe de treball de la seqiienci

Resultats

FTIR va identificar tres clusters (I-lll) d’onze, FTR R

deu i dos aillats.

Dos dels clusters identificats tant per FTIR
com per WGS incloien pacients d’ambues
plantes de I'hospital.

El brots es van confirmar com a policlonals
per ambdues técniques.

Fig. 3. Resultats del clustering per cgMLST i FTIR
Només quatre aillats identificats com el mateix cluster per FTIR (cldster Ill) van ser discordants en comparacié amb WGS, que va
classificar dos com a singletons i dos en un cluster diferent del mateix ST (Figura 3).

Es van obtenir valors de AR i AW de 0.713 (95% Cl, 0.411-1.000) i 0.608 (95% Cl, 0.417-0.800).

Després de la confirmacié de brot per

FTIR, l'equip de prevencié i control Cribatge rectal a Revisio del protocol Millora de la neteja i
d’infeccions de I’hospital va iniciar I'admissi6 i setmanal d’higiene de mans la desinfeccié

mesures de control d’infeccions

Conclusion

LIA t\ ‘. FTIR es una técnica rapida i util amb una alta concordanga amb WGS per a la confirmacié de
. brots de BLEE-Kp que ajuda a la implementacié precog de mesures de control de la infeccié
nosocomial.
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Evaluation of Fourier-transform infrared spectroscopy as

a method for rapid Streptococcus pneumoniae serotyping

M.Campos-Ruiz'2, JH Wang-Wang'2, P. Pillado'2, T. Vela'2, MD. Quesada'-24, M. Giménez"#, PJ Cardona'235
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gy Dep: , Uni ite 0 de - (Spain), 3Germans Trias i Pujol Research Institute (IGTP), Badalona, Catalonia,
Spain. “Centro de I igacio iomédica en Red en Epi i ia y Salud Publica (CIBERESP), Instituto de Salud Carlos Il (ISCIlI), Madrid, Spain,
5Centro de I igacion Biomédica en Red en E Respil ias (CIBERES), Instituto de Saludt Carlos /Il (ISCIII), Madrid, Spain
Background

Streptococcus pneumoniae remains a significant cause of bacteraemia and meningitis, known as invasive pneumococcal
disease (IPD). Accurate serotyping is essential, as some serotypes linked to disease severity and antimicrobial resistance.

Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy has been explored for bacterial serotyping.

Objective: Evaluation of the FTIR-IR Biotyper (Bruker GmbH, Germany) as a routine serotyping tool for S. pneumoniae in

clinical microbiology laboratory.

Materials and

methods
A total of 150 pneumococcal strains from 32 serotypes were collected from IPD cases in a tertiary hospital between 2016

and 2023. Forty nine samples (33%) exhibited a serotype included in PCV13 vaccine (Fig. 1)
80

Each strain was analyzed using two approaches: non-PCV13 M PCV13

A) FTIR-based clustering based on hierarchical cluster analysis; o
o
= 40
B) FTIR machine-learning-based PneumoCilassifier algorithm. g
z
Then, Adjusted Rand Index (ARI) and Adjusted Wallace Index (AWI) ®
was obtained comparing each method with Quellung technique (gold St Ton o Bonl 3 o on G
Year
standard). Figure 1. Serotypes isolated in IPD during the study period classified
based on whether they are included in the PCV13 or not
Results 13 4%mrcTE 8 onov ) W 14/102 18117 12t ijsumw a9 3% 35’123:23/5)"
Clustering Method e 00
4 3 100
= Correctly grouped 48/150 isolates, including PCV13 &0 o . . 10
serotypes 1, 3, 19F and non-PCV13 serotypes 6C, 7BC, o . . o0
8 17 1 94,44
17F, 24F, 31, 35B. z e . 10
10A 3 1 75
PneumoClassifier Performance (Fig. 2) mn o - e
+ Accurately classified 100% (49/49) of PCV13 serotypes, isisc o LA
16F 2 3 60
including highly virulent ones (1, 6B, 7F, 14). o = i eeer
+ Correctly identified 73/101 (72.3%) non-PCV13 serotypes 2o q ] n s
24F ] 2 66,67
but struggled with 12F, 15AB, 16F, 17F, 23A, 24F. ki " o 100
35BF 5 100
« Overall accuracy: 122/150 (79.8%). 38 4 3 o o

Figure 2. Confusion matrix comparing PneumoClassifier results with Quellung
comparison with Quellung reaction. In green: correctly identified strains. In grey: incorrectly typed isolates.
*PneumoClassifier showed higher concordance (ARI: 0.717, AWI: 0.636) than the clustering method (0.397 and 0.378,

respectively) (p<0.001).
Conclusions

FTIR is a rapid, user-friendly, and cost-effective tool for S. pneumoniae serotyping in clinical microbiology laboratories.
Effectively identifies common circulating strains and beta-lactam-resistant serotypes. Provides added value over Quellung as

a first-line screening method.
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