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Figura 27. Evolucion infeccicnes gastrointestinales. Salmonella.
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Figura 29. Evolucion infecciones gastrointestinales. Campylobacter.
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Informe 201 /. Salud Publica y adicciones. EJ/GV



"

Figura 47. Brotes de toxiinfecciones alimentarias. CAPV, 2000-2017
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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 antibioticos?

; 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



Caracterizacion epidemiologica microbiana
Métodos fenotipicos y genotipicos

T

1. Biotipificacion
2. Serotipificacion

3. Fagotipificacion

6. Analisis multilocus de repeticiones en tandem de numero
variable (MLVA)

7. Tipificacion mediante secuencias multilocus (MLST)

7 housekeeping genes

Strain
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SECUENCIACION DEL ADN
EN TIPIFICACION

m Secuenciacion de fragmentos obtenidos mediante
PCR (MLVA, MLST)

m Secuenciacion del genoma completo WGS =»
i Método de tipificacion definitivo?

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

Accesso
Core genome 'y

i genome

Virulome Mobilome
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WGS en tipificacion

®m Informacion disponible en crecimiento exponencial:
>250.000 genomas secuenciados. Multiples cepas de la
misma especie: >100.000 cepas de Salmonella
m Bases de datos: NCBI, Enterobase, Genome Trackr Network,
Pathogen detection, Global Microbial Identifier,...
m Calidad de las secuencias: Secuenciacion lllumina
m Necesidad de herramientas bioinformaticas comparativas:
amigables y de codigo abierto
m Coste y rapidez en la obtencion del resultado
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Ventajas de la WGS

Mayor discriminacion que otras técnicas
Mas brotes epidemicos detectados
Prediccion de la resistencia antibiotica
Deteccion de clones hipervirulentos
Coste similar a la suma de otras técnicas
Rapidez similar a otras tecnicas
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Sequencing Costs are still decreasing
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Figure 1: Human Genome Sequencing Costs. Data Source: NHGRI Genome Sequencing Program (GSP)

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

Coste por cepa: 50-100€



"
How long does it take?

Specimens Pure culture DNA extraction: DNA quality control:
needed to be growth: 2-4 hrs 30 min-1 hr
sequenced 48 hrs

Spectrophotometer

Raw data Template generation Pooling DNA library

quality control: and sequencing: and loading: preparation:

20 min 26-36 hrs 1-1.5 hrs 4-6 hrs
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Fig. 2. Typical whole genome sequencing workflow in a clinical or public health laboratory.
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cgMLST Gene-by-gene

approaches

Core Genome / Whole Genome Schema

" DEOoOE EEn Central
- — nomenclature
BLAST SHmmEs . server:
B b B e B Sch Alle]
Draft genome H. . EEEE EEE chemas, Allele
(Contigs) - Rt — 1 definitions and
HEEEE =EH EEBE identifiers

Gene-by-gene approaches:
Output : Allelic Profile
* No need for reference strain
« Buffers recombination effect
« Simpler to create a nomenclature
» Population structure of non-monomorphic
species
 Whole Genome / Core Genome MLST

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



SNP approaches

Fasta File with SNPs
sample reads

DD —) —

Mapping to reference
WGS

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
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European Food Safety Authority (EFSA), grant agreement GP/EFSA/AFSCO/

2015/01/CT2 (‘New approaches in identifying and characterizing microbial
and chemical hazards’).

INNUEND®.

Project definition = The Team

Disclaimer

The conclusions, findings, and
opinions expressed in this
website reflect only the view
of the INNUENDO consortium
members and not the official
position of the European
Food Safety Authority nor of
the Government of the
Basque Country that are not
responsible for any use that
may be made of the
information they contain.

Innuendo Wiki

Please click on the link for
looaing into the orivate

Search this site

Mews and Events | Links = Innuendo Sequence DataBase  Teaching Publications = Contact

A novel cross-sectorial platform for the integration of genomics in surveillance of
foodborne pathogens

Multinational outbreaks of foodborne pathogens cause considerable threats to European public health.
Implementing whole genome sequencing (WGS) in routine surveillance and outbreak investigations is
becoming a strategic goal for many public health authorities all over the world. With this in mind we
developed the initiative INNUENDO, which aims to deliver a cross-sectorial framework for the
integration of bacterial WGS in routine surveillance and epidemiologic investigations.

Who is involved?
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OBJETIVOS DEL PROYECTO

» La mayoria de los grandes laboratorios (CDC, FDA, ECDC,
Public Health England, Institute Pasteur,...) tienen previsto
la utilizacion de las técnicas de WGS como UNICO método
de caracterizacion microbiana para el estudio
epidemiologico:

-Menor coste, mayor rapidez, mayor deteccion de
brotes

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

-Falta de software no comercial para el analisis de
datos

-Falta de formacion en bioinformatica
-Falta de consenso y validacion de las técnicas



OBJETIVOS INNUENDO

m Desarrollo de una plataforma
informatica de facil acceso y de
codigo abierto (open source), que
permita:

-Analizarlla g;alidad de la
secuenciacion

=Desarrollar la técnica WGS-
cgMLST

«Representar graficamente los
resultados de la genaotipificacion
en brotes epidémicos y en

vigilancia epidemiologica \

dUsuarios finales

» Laboratorios de referencia
* Pequenos laboratorios
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Resultados de alta calidad para el

estudio epidemiolégico
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task 3.3
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framework

INNUEND®.

WP 1 - Construccion de
la base de datos

WP 2 - Calibracion de la
biodiversidad genética

WP 3 - Desarrollo de los
programas Yy la plataforma
informatica

WP 4 - Validacion del
sistema y prueba on-line

WP 5 - Difusion de los
resultados



m Acciones a desarrollar durante 2019 y siguientes

-Instalacion de los programas INNUENDO en el Servicio
General de Investigacion de Calculo de la UPV/EHU (cluster
Arina)

-Estudio de la relacion epidemiolégica entre las cepas de
Salmonella enterica serotipo Typhimurium variante monofasica
4,5,12:i:- multirresistentes a los antibioticos aisladas en cerdo y
humano

-Analisis de la presencia de elementos genéticos moviles y
deteccion de genes de virulencia y resistencia a los antibiéticos
en Salmonella

-Estudios epidemiolégicos en Campylobacter jejuni,
Escherichia coli enterohemorragico y Yersinia enterocolitica
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