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PREGUNTAS RELEVANTES FRENTE A UN 
BROTE EPIDEMICO DE ENFERMEDADES 

TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

 ¿Qué clon bacteriano es este?

 ¿Se ha detectado previamente?

 ¿Es virulento para el ser humano o los animales?

 ¿Es resistente a los antibióticos?

 ¿Estamos frente a una epidemia?

Adaptado de Dallman PHE en: FAO, Expert workshop on practical applications of Whole Genome 
Sequencing (WGS) for food safety management, 7 Dic 2015 



Caracterización epidemiológica microbiana
Métodos fenotípicos y genotípicos 

1. Biotipificación

2. Serotipificación

3. Fagotipificación

4. Perfil de resistencia a antimicrobianos

5. Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

6. Análisis multilocus de repeticiones en tándem de número

variable (MLVA)

7. Tipificación mediante secuencias multilocus (MLST)



 Secuenciación de fragmentos obtenidos mediante 
PCR (MLVA, MLST)

 Secuenciación del genoma completo WGS  
¿Método de tipificación definitivo?

SECUENCIACIÓN DEL ADN 
EN TIPIFICACIÓN

•cgMLST (variantes alélicas gen-a-gen) 
•SNP (mutaciones puntuales, delecciones, inserciones y 
otros eventos genéticos)
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Whole Genome Sequencing



 Información disponible en crecimiento exponencial: 
 >250.000 genomas secuenciados. Múltiples cepas de la 

misma especie: >100.000 cepas de Salmonella
 Bases de datos: NCBI, Enterobase, Genome Trackr Network,  

Pathogen detection, Global Microbial Identifier,...
 Calidad de las secuencias: Secuenciación Illumina
 Necesidad de herramientas bioinformáticas comparativas: 

amigables y de código abierto
 Coste y rapidez en la obtención del resultado

WGS en tipificación



Ventajas de la WGS

 Mayor discriminación que otras técnicas

 Mas brotes epidémicos detectados

 Predicción de la resistencia antibiótica

 Detección de clones hipervirulentos

 Coste similar a la suma de otras técnicas

 Rapidez similar a otras técnicas



Sequencing Costs are still decreasing

https://insidehpc.com/2016/11/enabling-personalized-medicine-
through-genomic-workflow-acceleration/

Coste por cepa: 50-100€



How long does it take? 



cgMLST Gene-by-gene 
approaches

Central 
nomenclature 
server:
Schemas, Allele 
definitions and 
identifiers

Draft genome 
(Contigs)

Core Genome / Whole Genome Schema  

Output : Allelic Profile
Gene-by-gene approaches:

• No need for reference strain
• Buffers recombination effect
• Simpler to create a nomenclature
• Population structure of non-monomorphic 

species
• Whole Genome / Core Genome MLST 

1 32 54 67 8 9

BLAST 

From: University of Lisbon (PT)
Dr. Joao Carrico



SNP approaches

sample

WGS

reads

Mapping to reference

Fasta File with SNPs

SNP approaches:

• Needs a reference strain
• Outbreak determination
• Comparative studies
• Monomorphic (clonal) species
• Recombination/Horizontal gene transfer is a problem
• Difficult to create a nomenclature
• Can be used for quick target finding

Fasta File 
with filtered SNPs

From: University of Lisbon (PT)
Dr. Joao Carrico



European Food Safety Authority (EFSA), grant agreement GP/EFSA/AFSCO/
2015/01/CT2 (‘New approaches in identifying and characterizing microbial
and chemical hazards’).
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OBJETIVOS DEL PROYECTO
 La mayoría de los grandes laboratorios (CDC, FDA, ECDC, 

Public Health England, Institute Pasteur,…) tienen previsto 
la utilización de las técnicas de WGS como ÚNICO método 
de caracterización microbiana para el estudio 
epidemiológico:

-Menor coste, mayor rapidez, mayor detección de 
brotes 

Las principales dificultades para lograr este objetivo son 
técnicas y radican en:

-Falta de software no comercial para el análisis de 
datos

-Falta de formación en bioinformática

-Falta de consenso y validación de las técnicas



OBJETIVOS INNUENDO
 Desarrollo de una plataforma 

informática de fácil acceso y de 
código abierto (open source), que 
permita: 

Analizar la calidad de la 
secuenciación
Desarrollar la técnica WGS-
cgMLST
Representar gráficamente los 
resultados de la genotipificación 
en brotes epidémicos y en 
vigilancia epidemiológica

fastq

Resultados de alta calidad para el 
estudio epidemiológico

Usuarios finales
• Laboratorios de referencia 
• Pequeños laboratorios



 WP 1  Construcción de 
la base de datos

 WP 2  Calibración de la 
biodiversidad genética

 WP 3  Desarrollo de los 
programas y la plataforma 
informática

 WP 4  Validación del 
sistema y prueba on-line

 WP 5  Difusión de los 
resultados



 Acciones a desarrollar durante 2019 y siguientes

-Instalación de los programas INNUENDO en el Servicio 
General de Investigación de Cálculo de la UPV/EHU (cluster
Arina)

-Estudio de la relación epidemiológica entre las cepas de 
Salmonella enterica serotipo Typhimurium variante monofásica 
4,5,12:i:- multirresistentes a los antibióticos aisladas en cerdo y 
humano 

-Análisis de la presencia de elementos genéticos móviles y 
detección de genes de virulencia y resistencia a los antibióticos 
en Salmonella

-Estudios epidemiológicos en Campylobacter jejuni, 
Escherichia coli enterohemorrágico y Yersinia enterocolitica
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