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* Evolucao da abordagem do diagnostico;

* Codigo genético;

* Evolucao do sequenciamento;

* Conceito de sequenciamento

* Plataformas de sequenciamento;

* Custo;

* Aplicacdes do sequenciamento;

* Artigos; A
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Evolucdao do sequenciamento
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* Conceito

Ciclos alternados de bioquimica induzidos por
enzima com obtencao de dados através de imagens

(SHENDURE; JI, 2008), que determina a sequéncia de
nucleotideos de uma molécula de DNA ou RNA.
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Assembly of
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DNA sequencing
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e Caracterizacao, tipificacao e comparacao de isolados;

* Vigilancia de patogenos causadores de DTA;

* |dentificacao de micro-organismos deterioradores de alimentos;
* Pesquisa de surtos em saude animal;

* Informacao relacionada a viruléncia das cepas;

* Genes de resisténcia antimicrobiana em bactérias;

* Diferenciacao entre cepas persistentes e repetidamente inseridas de
fontes externas em um estabelecimento industrial;

* Realizacao de pesquisa retroativa com base na geracao e
armazenamento de dados de identificacao de espécies;



’ RESEARCH

Multiple Reassorted Viruses as
Cause of Highly Pathogenic Avian
Influenza A(H5NS8) Virus Epidemic,
the Netherlands, 2016

Nancy Beerens, Rene Heutink, Saskia A. Bergervoet, Frank Harders, Alex Bossers, Guus Koch {
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* Maio/16 -Foco de H5N8 HPAI (Russia e Mongdlia) ->
alerta;

* Nov/16 — epidemia de H5N8 HPAI na Holanda;

* Morte em massa de aves silvestres;

* \/arias instalacdes avicolas comerciais e aves de
cativeiro;
* Pos para H5N8 HPAI;

* 12 instalacao comercial — prox. Lago com deteccao em
silvestres (sintomatologia clinica);
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* SC e ST de aves silvestres mortas;
* Aves comerciais — pools 5 amostras;
* PCR gene matrix — detecta influenza aviaria;

* PCR H5 especifico;

* Sequenciamento:
* Filogeneética individual para cada um dos 8 segmentos; r

Aves Silvestre Aves comerciais Aves de cativeiro TOTAL

44 3 4 56 ‘
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Demais isolados 12 isolados de aves silvestres

PB2
PB1
PA
HA
NP
MNA
MP
NS

H5N8 Russia-Mongolia H5N8-NL cluster | H5N8-NL cluster I

HA, hemagglutinin; MP, matrix protein; NA, neuraminidase; NL, Netherlands; NP, nucleoprotein; NS, nonstructural ‘
protein; PA, polymerase acidic; PB1, polymerase basic 1; PB2, polymerase basic 2.
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H5N8 teve origem no reassortimento multiplo com
virus LPAI de aves silvestres na Russia-Mongolia e foi
introduzido na Holanda por aves silvestres através
areas de reproducao.




SURVEILLANCE AND OUTBREAK REPORTS

A multi-country Salmonella Enteritidis phage type 14b
outbreak associated with eggs from a German producer:

‘near real-time’ application of whole genome sequencing

and food chain investigations, United Kingdom, May to
September 2014
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FIGURE 1

Cumulative count by calendar week, of Salmonella Enteritidis PT14b cases in England and Wales, 2014 compared with the
2010-2013 mean
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Caso:

qualquer pessoa infectada por S. Enteritidis PT14B
residente na Inglaterra ou Pais de Gales, sem
historico de viagem 72 horas anteriores aos
sintomas, reportado em ou apds 12 jun/14, com
perfil MLVA 2-11-9-7-4- 3—2-8-9;




* Aplicacao de questionario — identificacao de locais
de alimentacao;

e Estabelecimentos relacionados a varios casos —
coleta de amostras ambientais e de alimentos;

* Investigacao da distribuicao de ovos pela Empresa X
para intermediarios na Inglaterra;
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287 casos clinicos (UK):
*1e92anos;

» 78 hospitalizados (16 suspeitas infeccao dentro do
hospital);

* 53% eram homens;




FIGURE 3

Egg supply network showing links between Company X and Salmon

Wales, 2014
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S. Enteritidis PT14B -

MLVA compativel com

casos clinicos

Hospital A

carrinho bufé

Restaurante B

alimento

pano de limpeza

Restaurante C

pano de pratos

suabe de pia para preparacao de vegetais

macarrao vegetariano com OVvO




Pais N2 isolados Origem
Franca 4 2 - casos clinicos
2 - ovos Empresa X
Luxemburgo 1 casos clinicos
Austria 6 casos clinicos
5 - casos clinicos
Alemanha 14 1 - bolo
8 - ovos Empresa X
Inglaterra 20 ambientais
287 casos clinicos
TOTAL 332
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* Tipificacao por MLVA
* Sequenciamento completo de genoma - 332

* |[dentificacao de SNPs
* Analise filogenética - 332 surto + 484 (2012-2014; UK)

Inicio investigacao -------------- Resultados WGS
06 Ago/14 26 Ago/14







* Agrupamento em cluster Unico;
* SNP do surto (Inglaterra) =0 a 23;
* SNP restaurantes A, Be C< 2;

e |solados ambientais e clinicos relacionados —
idénticas ou 1 Unico SNP;




* 198 de 287 casos (69%) — ligados a ovos da Empresa
X;

* Restaurantes A, B e C —fornecimento de ovos pela
Empresa X;

* Maioria dos casos contraiu de servicos de
alimentacao e nao dos ovos diretamente;

* Todas as amostras agruparam em cluster Unico;




’ e 2 filiais da Empresa X foram investigados:

* Salmonella em fezes e poeira
* Salmonella em ovos — mesmo MLVA

* Medida: tratamento apropriado dos ovos destinados ao
consumo

* Inglaterra:
« Acompanhamento dos locais envolvidos — conformidade 4
e Contato para reiterar preparo de alimentos com ovos :
* Procura de ovos da Empresa X em estabelecimentos y



* Clara ligacao entre isolados de casos clinicos, ovos e
ambiente;

* WGS permite melhor discriminacao entre isolados e
adiciona uma nova dimensao a epidemiologia
descritiva na forma de relacoes filogenéticas;

Sem WGS haveria apenas a confirmacao que 0s
isolados eram do mesmo fagotipo/MLVA.




* WGS apresenta maior resolucao;
* Universal para todos 0s micro-organismos;

* WGS -> capacidade de substituicao de varios
metodos;

* Andlise retrospectiva;

* Entraves: custo, volume dados, expertise em
bioinformatica;

* Potencial -> metagenomica;
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