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La	microbiologie	clinique	@Necker	
•  L’hôpital	Necker		

– 400	lits	de	pédiatrie	(médecine,	chirurgie,	réa,	urgences)	
– 200	lits	pour	le	pôle	Adulte	(hémato,	néphro,	SMIT)	

•  Le	laboratoire	
– Centre	de	référence	Mucoviscidose	

Sanger	center	
Hinxton,	UK	

Today	 Tomorrow	?	
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Le	NGS	en	microbiologie	@Necker	

•  Premiers	pas	avec	un	454	en	2013	(Roche)	
•  AcquisiZon	d’un	MiniSeq	en	2017	(Illumina)	

2013	
2017	



Le	séquenceur	de	“paillasse”	

•  Notre	choix:		
– La	plateforme	la	plus	uZlisée	
– Le	séquenceur	le	moins	cher	

– Le	peZt	“débit”	->	pas	de	délai	
– Séquençage	d’une	souche	bactérienne	

•  Environ	100	euros	
•  De	la	souche	à	la	séquence	brute	en	4	jours	
•  Analyse	(de	1h	à	plusieurs	jours...)	



Choix	du	séquenceur	

For	small	labs	(benchtop	instruments	ex:	MiSeq)	or	big	genomic	centers	(HiSeq)		

>	1	To	
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Illumina	sequencing	process	

•  DNA	fragments	bind	the	flow	cell	through	
the	adaptors	

•  Bridge	amplificaZon	creates	the	clusters	

•  NucleoZdes	fluorescently-labeled	are	
incorporated		

•  detected	with	a	CCD	camera	->	Base	calling	

hip://www.well.ox.ac.uk/ogc/sequencing-quality-monitoring-run/	

cluster	fragment		



Un	peu	de	terminologie	

•  Un	«	run	»	
	
•  Des	«	reads	»	

–  En	général	des	«	short	reads	»	(<300	pb)	
–  une	séquence	d'un	fragment	d'ADN	
–  paired-end	sequencing:	on	séquence	le	fragment	aux	2	extrémités	
mais	pas	au	milieu	

•  Des	fichiers	«	FastQ	»	
–  Fichier	texte:	séquence	nucléoZdique	+	scores	de	qualité	des	nt	
–  Q-scores	for	each	base	=	quality	score	=	predicZon	of	the	
probability	of	an	error	in	base	calling	

–  quality	score	of	Q30	=	1/1,000	predicted	to	be	incorrect	
	

150	nt	
150	nt	



Complete	genome	sequencing	by	NGS	
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Whole-genome	shotgun	(WGS)	of	1	strain	

2-	Librairy	preparaZon	

3-	Sequencing	

1-	DNA	extracZon	

4-	Analysis	



Analysis	1	
Mapping	of	the	reads	

•  Comparison	to	a	reference	genome	or	a	database	of	alleles	

•  Variant	calling	
–  IdenZficaZon	of	the	differences	(mutaZons,	indels…)	

10	Joel	Sevinsky	PhD	&	Duncan	MacCannell	PhD		

Coverage	=	average	nb	of	Zmes	a	single	base	is	read	during	a	sequencing	run	



Analysis	2	

repeat	 repeat	
Génome	de	départ	
(ADN)	

“Reads”	
(FastQ)	

Assemblage	“idéal”	

Assemblage	avec	“gaps”	

“Reads”	overlappants	

De	novo	assembly	of	the	reads++	in	microbiology	
Without	any	references	

plasmid	



Comparaison	de	souches	

1-	Comparer	après	assemblage	des	génomes	(ex:	cgMLST...)	
2-	Comparer	sans	assembler	

–  IdenZfier	les	SNPs	dans	les	cores	gènes	par	mapping	
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Genome	1	

Genome	2	

Genome	3	

Joel	Sevinsky	PhD	&	Duncan	MacCannell	PhD		



Applica4ons	en	rou4ne	@Necker	

•  Comparaison	de	souches	si	suspiscion	épidémie	
– B.	cereus	
– S.	epidermidis	

	

•  Pathogènes	spécifiques	
– M.	tuberculosis	

•  AnZbiogramme	moléculaire	de	M.	tuberculosis	

•  Typage	de	M.	tuberculosis	

– S.	aureus	
•  Liste	des	gènes	de	virulence	

	



Workflow	commun	pré-analy4que	

1-	Extraire	les	ADN	
	
2-	Préparer	les	librairies	

->	mulZplexage	d’échanZllons	
->	ex:	S.	aureus	X3	+	M.	tuberculosis	X2	
- En	praZque	6	à	10	souches	selon	taille	genome	

	
3-	Séquençage	sur	machine	
	
4-	RécupéraZon	des	fichiers	bruts	“.fastq”	

		



Evaluer	le	“run”	

%	Q-score	>=	Q30		
Q30	is	a	probability	of	incorrect	base	calling	of	1	in	1000	

- Nombre	de	“reads”	de	bonne	qualité	obtenus	
- Bonne	reparZZon	entre	les	souches	(mulZplexage)	



Evaluer	les	“reads”	

GOOD	 BAD	

FastQC	



Typage	moléculaire	



MLST,	ribosomal	MLST,	core	genome	MLST	

MLST	7	gènes	

rMLST	
Universalité	
most	bacteria	contain	all	53	

Core	genome	
>	500	gènes	

the	number	of	events,	rather	than	the	overall	sequence	divergence,	is	a	more	reliable	
es4mator	of	relatedness	

1	recombinaison	OU	1	mutaZon	ponctuelle	=	1	seul	évenement	=	1	allèle	différent	



Slide	from	S.	Brisse	

Core	genes	

Alleles	of	core	genes	

Profiles	

Avec	l’équipe	de	S.	Brisse	(IP)	defini4on	cgMLST	pour	S.	epidermidis	de	699	core-genes	

Core	genome	MLST	



S.	epidermidis	from	Necker	

Test	of	our	cgMLST	scheme	using	25	isolates	from	our	hospital	

	
•  25	isolates	recovered	from	several	wards	
		

–  18	strains	from	infants	during	a	one-year	period	in	a	NICU	

–  6	strains	from	paZents	hospitalized	in	other	wards	
–  1	strain	from	a	healthy	adult	

–  1	isolate	/paZent	except	for	3	infants	who	had	2	isolates	sequenced	

->	mainly	hospitalized	neonates	in	NICU	with	MRSE	ST2	clone	isolated	from	blood	



I	

II	

III	

IV	

V	

VI	
/518	

I	

II	

III	

VI	

V	

IV	

•  5	dis4nct	clusters	(I,II,III,V,VI)	in	the	NICU	across	a	year		
•  another	cluster	=	orthopaedic	and	gastroenterology	wards	
	
=	good	correla4on	between	the	cgMLST	allelic	profile	approach	and	the	phylogene4c	analysis	

MST	based	on	cgMLST	allelic	profiles		

Tree	based	on	699		
core	genes	alignment	

6	disZnct	clusters	and	6	outgroup	isolates	



Conclusion	cgMLST	

•  1st	cgMLST	scheme	for	S.	epidermidis	

–  integrated	it	in	the	publically	available	BIGSdb	server		
•  hip://bigsdb.pasteur.fr/epidermidis/		

–  allowing	reproducible	comparisons	among	clinical	laboratories	

	

•  Add	virulence	and	resistance	genes	



Gènes	de	virulence		
et	typage	de	S.	aureus	



Pathogènes	spécifiques:	S.	aureus	

1-	Extraire	l’ADN	de	Staphylocoque	
-  Protocole:	lysostaphine	

2-	UZlisaZon	des	fichiers	bruts	“.fastq”	
-  Typage,	virulence	et	anZbiogramme	moleculaire		

-  Mykrobe	predictor	
-  CGE	
-  SRST2	(en	ligne	de	commande…)	

-  ST,	type	SCCmec,	groupe	agr,	toxines	
	

3-	Trimming,	assemblage	de	novo,	annotaZon	
-  Comparaison	de	souches	



Pathogènes	spécifiques:	S.	aureus	

“mapping”	des	reads	bruts	(FastQ)	contre	une	database	de	gènes	de	virulence	et	
de	marqueurs	de	typage	

En	ligne	de	commande	



An4biogramme	moleculaire		
et	typage	de	M.	tuberculosis	



Pathogènes	spécifiques:	M.	tuberculosis	

1-	Extraire	l’ADN	de	Mycobactéries	
-  Difficile	à	lyser	++	
-  Protocole:	à	parZr	colonie	ou	MGIT	->	Fastprep	

2-	UZlisaZon	des	fichiers	bruts	“.fastq”	
-  Typage	et	anZbiogramme	moleculaire		

-  en	ligne	
-  Mykrobe	predictor	

-  Comparaison	de	souches	
-  Mapping	contre	H37Rv	(en	ligne	de	commande…)		
-  SNPs:	>12	SNPs	apart	not	likely	to	be	related	epidemiologically		



Resistance	et	lineage	

En	ligne	
TGS-TB	et	TB	profiler	
hips://gph.niid.go.jp/tgs-tb/	
hip://tbdr.lshtm.ac.uk/	

rpoB	
katG inhA	

EmbCAB	
pncA	



Pathogènes	spécifiques:	M.	tuberculosis	

• Prédiction de la résistance aux ATB  
• M. tuberculosis (Rif, INH, Emb) 

	
Se	82.6%	Sp	98.5%	 En	local	
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