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Proyecto de Investigacion

TITULO: INNUENDO: una plataforma intersectorial para la integracién de la genémica en la
vigilancia epidemioldgica de patégenos transmitidos por los alimentos. INNUENDO: a cross-
sectorial platform for the integration of genomics in surveillance of food-borne pathogens

INNENDO web: https://sites.google.com/site/innuendocon/

CENTROS PARTICIPANTES:

e Universidad de Helsinki

e Universidad de Lisboa

e Universidad del Pais Vasco / Euskal Herriko Unibertsitatea
e Universidad de Viena

e Centro Nacional de Referencia THL-Finlandia

e Centro Nacional de Referencia EVIRA-Finlandia

e Centro Nacional de Referencia INSA-Portugal

e Centro Nacional de Referencia BIOR-Letonia

e Centro Nacional de Referencia VFL- Estonia

DURACION DEL PROYECTO: Enero de 2016 a Julio de 2018 (30 meses)

PRESUPUESTO DEL PROYECTO: Coste total de 1 M€, aportando la Autoridad Europea para la
Seguridad Alimentaria (EFSA) 0,5 M€, el Gobierno Vasco 25.000 € y los centros participantes el

resto.

PARTICIPANTES DE LA UPV/EHU EN EL PROYECTO:

Dr. Javier Garaizar, Dr. Aitor Rementeria, Dr. Joseba Bikandi, Dra. llargi Martinez, Dra. Rosario
San Millan y Dra. Marian Martinez. Dptos. Inmunologia, Microbiologia y Parasitologia y
Zoologia y Biologia celular Animal, Facultades de Farmacia, Medicina y Enfermeria y Ciencia y

Tecnologia.

1. Introducciéon

El Ultimo brote epidémico de la infeccidon por E. coli 0104/H4 es un claro ejemplo de las
amenazas multinacionales a la Salud Publica de los microorganismos transmitidos por los

alimentos. Una parte de las lecciones aprendidas en este contexto incluyeron la necesidad de
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potenciar un mayor nivel de cooperacién entre las autoridades competentes locales,
nacionales y de la UE, la necesidad de dedicar mas esfuerzos a la formacién, trabajar para
obtener el objetivo de desarrollar una base de datos comun y la necesidad de la validacién de

los nuevos enfoques en la evaluacion de riesgos microbianos.

Las nuevas tecnologias diagndsticas de secuenciacion estan permitiendo el desarrollo de
proyectos de secuenciacién de genomas completos de microorganismos (en adelante WGS, de
Whole Genome Sequencing), en pocos dias y a un precio asequible. Las instituciones y agencias
internacionales consideran necesario la evaluacion de la utilidad de estas nuevas tecnologias

en el control de las epidemias y la vigilancia epidemiolégica de los microorganismos patdgenos.

Entre otras, los WGS tiene la ventaja practica sobre otros métodos de tipificacion de ser
universalmente aplicable a todos los patdgenos bacterianos. Sin embargo, y aunque esta
tecnologia parece ser de gran utilidad tras su uso en algunos estudios, todavia debe demostrar
su eficacia en el ambito de la vigilancia epidemioldgica y el control de brotes epidémicos de
enfermedades transmitidas por los alimentos a nivel internacional. Cuanto mayor sea la
optimizacién, calidad y resolucion del WGS, mayor serd su uso como método de

genotipificacidn en los estudios epidemioldgicos de las enfermedades infecciosas.

Por todo ello, la Autoridad Europea para la Seguridad Alimentaria (en adelante EFSA), realizo
en el afo 2015 una convocatoria de ayudas a la investigacidn, con la referencia
GP/EFSA/AFSACO/2015/01 y con el titulo “New approaches in identifying and characterizing
microbiological and chemical hazards”. Este organismo oficial de la Unidn Europea, fundado en
2004 y con sede en Parma, Italia, tiene como misidn velar por la Seguridad Alimentaria de los
paises de la Unidn Europea, a dia de hoy 28, y que suman mas de 500 millones de personas. El
objetivo de la convocatoria fue seleccionar y financiar dos proyectos internacionales de
investigacion en el ambito de los WGS asociados a los patégenos alimentarios, para aumentar

la proteccidn de la Salud Publica europea.

Como se sefialé en el 202 Coloquio Cientifico de la EFSA sobre "El uso de la secuenciacion del
genoma completo (WGS) de patdgenos transmitidos por los alimentos para la proteccion de la

Salud Publica", celebrado en Junio de de 2014, el aumento de la cooperacidn entre cientificos
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universitarios y los adscritos a centros de investigacién nacionales con responsabilidades en el
control de los alimentos, tanto a nivel veterinario como humano, hace frente a los principales

retos necesarios para la plena aplicacidon del WGS en el sector de la Salud Publica.

Los retos de futuro apuntados por la EFSA en relacién a los WGS son los siguientes:

(i) 1a necesidad de la adopcién de medidas de aseguramiento de la calidad y medidas
control de la calidad (QA/QC) de los WGS;

(ii) el desarrollo y armonizacién de los procedimientos normalizados de trabajo del uso
de los WGA; y

(iii) el establecimiento de la infraestructura bioinformatica de bases de datos que sea

capaz de alojar de forma sostenible la informacién generada.

La UE debe garantizar el acceso lo mas amplio y rapido posible a las nuevas metodologias
diagnésticas, para lograr el fortalecimiento de la proteccidén de los ciudadanos europeos en
relacion a la salud transfronteriza. El potencial del uso rutinario y generalizado del andlisis
mediante los WGS para la protecciéon de la Salud Publica esta limitado esencialmente por la
falta de acceso a infraestructuras informaticas y porque los microbidlogos tienen competencias

formativas limitadas en el manejo de estas nuevas metodologias bioinformaticas.

Atendiendo a este requerimiento, un grupo de investigadores pertenecientes a seis paises
europeos (Finlandia, Portugal, Espafa, Austria, Estonia y Letonia), adscritos a cuatro
universidades y a cinco centros nacionales de Microbiologia encargados del control de la
difusién de enfermedades transmitidas de alimentos a nivel humano y animal, hemos disefiado

el presente proyecto.

Nuestro proyecto ha sido seleccionado para su financiacién y desarrollara su actividad durante
un total de 30 meses, a partir del mes de enero de 2016. El presupuesto total del proyecto es
de 1 millén de euros, aportando la EFSA medio millén de euros. Los centros participantes se
comprometen aportar el resto del presupuesto, a través principalmente de la dedicacidon
horaria del personal implicado. El Gobierno Vasco apoya este proyecto y se ha comprometido a

aportar un total de 25.000 euros.
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2. Objetivos del proyecto

El objetivo principal de nuestra propuesta es construir un marco estandarizado de referencia
para el uso de las técnicas WGS en bacterias, con el fin de que pueda ser integrado en la
vigilancia epidemioldgica y el control de la transmisidn de enfermedades por los alimentos a
nivel internacional. Esto facilitard la disminucidn del nimero de casos de enfermedades

transmitidas por alimentos a nivel internacional.

Nuestro proyecto INNUENDO se alinea con la misién de la EFSA de promover el desarrollo y
validacion de nuevos enfoques en la caracterizacion microbiana, coordinando esfuerzos entre
todos los agentes interesados en la Salud Publica y la Seguridad Alimentaria, incluyendo

laboratorios de control alimentario y de sanidad animal y humana.

La implementacidén en la vigilancia epidemioldgica de rutina de las WGS es un objetivo
estratégico para muchas autoridades de Salud Publica de todo el mundo. Las diversas
iniciativas piloto que se presentaron en el 202 Coloquio Cientifico de la EFSA son ejemplos de la
complejidad del problema, las competencias multidisciplinares implicadas y la inversion
necesaria para llevarlo a cabo. Particularmente, en este coloquio se demostrd que los paises
con recursos limitados podrian no ser capaces de tener éxito en alcanzar esta meta, poniendo a
varios de los estados miembros de la UE en dificultades para ejercer un adecuado control de la

difusién de las enfermedades transmitidas por los alimentos a nivel internacional.

Para disefiar y evaluar una posible infraestructura informatica y de diagndstico asequible y
sostenible, nuestro grupo investigador incluye centros gubernamentales y autoridades del
control alimentario, de los sectores veterinario y humano, de paises sin grandes recursos
econdémicos, como Finlandia (THL y EVIRA), Estonia (VFL), Letonia (BIOR) y Portugal (INSA). Esto
permitird que las partes interesadas (centros de referencia) evalien opciones de disefio del
proyecto en la fase temprana de su ciclo de desarrollo. Esta colaboracidon multinacional, en el
contexto internacional "One-Health", asegurard que la infraestructura bioinformatica
desarrollada aborde la integracién de WGS en analisis de rutina y la vigilancia epidemioldgica a
lo largo de la cadena alimentaria, especialmente en el caso de los paises con recursos

limitados.
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Una de las novedades de este proyecto es la planificacion y el disefio de escenarios simulados
de epidemias de enfermedades transmitidas por los alimentos tanto a nivel nacional como
internacional. En esta parte del proyecto los centros de referencia de microbiologia de
Portugal, Letonia, Estonia y Finlandia colaboraran y evaluaran las herramientas informaticas

generadas a lo largo del proyecto.

El proyecto incluye la participacion de instituciones académicas con fuertes conexiones con las
autoridades locales alimentarias de Finlandia (UH), Portugal (UL), la Comunidad Auténoma del
Pais Vasco en Espafia (UPV/EHU) y Austria (VETMEDUNI), ampliando la cobertura geogréfica de
nuestro consorcio y constituyendo un significativo nimero de estados miembros de la UE y de
sus regiones auténomas. Los investigadores de estas universidades lideran el conocimiento
basico en Microbiologia molecular y genédmica microbiana y tienen demostrada capacidad para
transferir los mismos hacia la sociedad, en este caso, hacia los centros nacionales de

investigacion y de control alimentario.

La normalizacién de los datos, la calibracién de proceso, la simplificacién de los andlisis de
datos y de su interpretacién son las condiciones necesarias que permitiran la transicién del
paradigma actual de estudio epidemiolégico a un nuevo escenario de integracién global de los

WGS en el control de la difusion de los patdgenos.

Estas condiciones solo seran alcanzables, sin embargo, mediante la integracion de las
competencias de diferentes disciplinas cientificas y profesiones. Por ello, mediante Ia
cooperacidon activa entre expertos en gendmica y evolucion microbiana, bioinformatica,
validacion metodoldgica, epidemiologia, salud publica y control de los alimentos, nuestro
consorcio investigador utilizard un enfoque intersectorial en el desarrollo de un marco comun,
para maximizar el beneficio del uso futuro de los WGS en la seguridad alimentaria

internacional.

En particular, es esencial que los avances en la Bioinformatica y la Gendmica bacteriana se
encuentren con las necesidades de la Salud Publica y la Microbiologia alimentaria. La falta de
una infraestructura bioinformatica sofisticada para el procesamiento e integracion de datos
sigue siendo uno de los principales obstaculos para la aplicacion del WGS. Para hacer frente a

esta limitacion, el consorcio incluye dos socios (Universidad de Lisboa y la Universidad del Pais
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Vasco UPV / EHU), con los conocimientos apropiados de bioinformatica, principalmente en el
anadlisis de datos de secuenciacidon de alto rendimiento y en el desarrollo de herramientas

informaticas aplicadas a la tipificacion microbiana.

Aunque se ha realizado una extensa investigacidén en la calibracion de la evolucidén genética
bacteriana dentro y fuera de los huéspedes humano o animal, aln existe la necesidad de
traducir estos resultados en estandares para un uso generalizado. El lider del proyecto
(Universidad de Helsinki) y otros miembros del consorcio propuesto (VETMEDUNI, EVIRA, THL,
UPV/EHU) tienen un profundo conocimiento de la genética de poblaciones de varios patégenos
trasmitidos por alimentos (Campylobacter, Yersinia, E. coli y Salmonella) y utilizaran este
conocimiento para promover el establecimiento de directrices para su uso en la vigilancia

epidemioldgica de las enfermedades infecciosas transmitidas por los alimentos.

Asi mismo, y en consonancia con la misidn de la EFSA, el consorcio tiene la experiencia
necesaria para desarrollar normas, procedimientos y acciones especiales de formacidn que
faciliten el intercambio de Buenas Précticas entre las organizaciones y la delimitacién de las
competencias bdsicas necesarias para disefiar planes formativos para los interesados en aplicar
los WGS al estudio de brotes epidémicos y la vigilancia epidemiolégica. Varios miembros de
consorcios son organizaciones con estandares internacionales (EVIRA, THL, BIOR, EVFL, INSA,
UH), tienen una larga experiencia en la Normalizaciéon y Validacion de métodos para la

caracterizaciéon microbiana y en la aplicacién de estos métodos en el control de los alimentos.

Finalmente, toda la reflexién y la informacidn cientifica que se genere a lo largo del proyecto
seran comunicadas a la EFSA y a la sociedad en general mediante un Plan de Comunicacién.
Este plan, coordinado por la UPV/EHU vy la Universidad de Helsinki, incluira el disefio de cursos
formativos en bioinformdatica on-line y presenciales asociados al estudio epidemioldgico, asi
como la presentacidn de sus conclusiones y recomendaciones en congresos y simposios y

mediante la redaccion de publicaciones cientificas.
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3. Descripcion del Proyecto

El proyecto se estructura en cinco paquetes de trabajo cientificos (WP), cada uno de ellos en
representacion de las cuatro fases del proyecto y otro WP mas general para la gestion, difusion

y comunicacién del mismo.

Como puede verse en la figura 1, el WP1 tiene que ver con la recogida de informacion sobre
cuatro de los patdégenos mds importantes como agentes transmitidos por los alimentos:
Campylobacter, Yersinia enterocolitica, Escherichia coliy Salmonella. El WP1 incluye, ademas, la
secuenciacién completa de 700 cepas de estas especies, junto con el acceso a la informacidn
disponible en la red para generar una base de datos, no sesgada, de informacién gendmica de
cada uno de estos patégenos. Asi mismo, identificara los problemas de funcionamiento a la
hora de compartir informacidn y datos relativos a la investigacion de epidemias transmitidas

por los alimentos a nivel europeo, incluyendo los asuntos legales.

El WP2 trabajara sobre una calibracidn filogenética e identificara la contribucién relativa de la
Recombinaciéon y la Mutacién a nivel de las poblaciones de estos cuatro patdgenos
alimentarios, analizando los genes basicos (core) y los genes accesorios, identificando los
limites de deteccidn de los resultados de la tipificacion molecular mediante el uso de los WGS y
desarrollando un sistema predictivo para poder determinar la relacion epidemioldgica entre los

aislamientos.

El WP3 desarrollard la plataforma informdtica INNUENDO y buscard desarrollar nuevos
sistemas de control de calidad de la informaciéon en crudo suministrada por los sistemas
comerciales de WGS. Asi mismo, aportara soluciones sostenibles y econdmicas en red para el
control de los patdgenos alimentarios, validarda un nuevo sistema de andlisis preliminar y de
clasificacion de los aislamientos mediante el uso de la frecuencia de oligonucledtidos y

desarrollard y pondra en funcionamiento sistemas de clasificacién y de ontologia de genes.

En el WP4 pondra en marcha la demostracidon practica de la eficacia de las plataformas
desarrolladas previamente, contado con la colaboracién de los centros nacionales de referencia
de Microbiologia participantes y creard un marco comun de vigilancia epidemioldgica a nivel

internacional. Asi, se simularan epidemias locales e internacionales causadas por el consumo
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de alimentos conteniendo alguno de los citados patdgenos. Se pondran entonces a prueba los

sistemas y las plataformas bioinformaticas INNUENDO.

Por ultimo, en el WP5 se desarrollard un Plan de Comunicacion a lo largo de todo el proyecto,
se organizaran sesiones y seminarios formativos para los participantes, se diseminara los
resultados obtenidos entre la comunidad cientifica internacional mediante la presentacion de
comunicaciones a la prensa y a congresos, se generaran publicaciones cientificas y se llevara a

cabo el control de calidad del proyecto.
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Figura 1: Paquetes de trabajo (WP) 1 a 4.
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4. Gestion del Proyecto de Investigacion

La gestion del proyecto se muestra en la Figura 2. Se asegurara la igualdad de género en todos
los paquetes de trabajo del proyecto, mediante la participacién adecuada en todos los comités
de trabajo. Se buscara el consenso en las tomas de decisiones a lo largo del desarrollo del

proyecto.

La persona responsable del proyecto, el profesor Mirko Rossi, de la Universidad de Helsinki,
Finlandia, actuara como facilitador en el grupo, tomando parte activa en las decisiones claves

del proceso y dinamizando el proceso participativo.

La gestién de la red se realizara por el Comité Directivo, integrado y presidido por los lideres de
los cinco WPS y por el responsable del proyecto. Cada WP sera administrado por un Comité
compuesto por cada uno de los jefes de equipo y presidido por el lider del WP. Cada comité se
reunira cuatro veces por afo. Todos los participantes se reunirdn en el mes de Enero del afio
2016 para el inicio del proyecto y en Junio de 2018 para la reunién final y sumario del proyecto.
En una reunién celebrada en la sede de la EFSA en Parma, los dias 14 y 15 de enero de 2016 se
reunieron los integrantes del proyecto para planificar la gestion de la red y se firmé el acuerdo

de consorcio para la cooperacidon de este proyecto.

efsam
European Food Safety Authority .
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Coordinator
WP leaders 52
Coordinator
Steering:committee
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Task leaders : Task leaders : 1
WP leader WP leader
1 3 i
Task leaders @ Task leaders @
WP leader WP leader
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Figura 2: Gestion del proyecto
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