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La microbiologie clinique @Necker

* 'hopital Necker
— 400 lits de pédiatrie (médecine, chirurgie, réa, urgences)
— 200 lits pour le pole Adulte (hémato, néphro, SMIT)

e Le laboratoire

— Centre de référence Mucoviscidose

Sangei center
Hinxton, UK




Le NGS en microbiologie @Necker

* Premiers pas avec un 454 en 2013 (Roche)

e Acquisition d’'un MiniSeq en 2017 (lllumina)

Anne Jamet @DrAnneJamet - 26 Sep 2017

MiniSeq is in the lab ! 2017




Le séquenceur de “paillasse”

* Notre choix:
— La plateforme la plus utilisée
— Le séquenceur le moins cher
— Le petit “débit” -> pas de délai
— Séguencage d’'une souche bactérienne
* Environ 100 euros

* De la souche a la séquence brute en 4 jours
* Analyse (de 1h a plusieurs jours...)



Choix du séquenceur

RY
hort eay

)
For small labs (benchtop instruments ex: MiSeq) or big genomic centers (HiSeq) ‘-3006
P

Key Methods

Maximum Output
Maximum Reads per Run
Maximum Read Length

Run Time

Benchtop Sequencer

MiniSeq System

Amplicon, targeted
RNA, small RNA, and
targeted gene panel

sequencing.
7.5Gb
25 million
2 x 150 bp

4-24 hours

Yes

Small genome,
amplicon, and targeted

gene panel

sequencing.

15 Gb
25 milliont
2 x 300 bp

4-55 hours

Yes

NextSeq Series

Everyday exome,
transcriptome, and
targeted resequencing.

120 Gb
400 million
2 x 150 bp

12-30 hours

Yes

=

MiSeq Series

HiSeq Series

Production-scale
genome, exome,
transcriptome
sequencing, and more.

1500 Gb >1To

5 billion
2 x 150 bp
<1-3.5 days (HiSeq
3000/HiSeq 4000)

7 hours—6 days (HiSeq
2500)

No

HiSeq X Series’

Population- and
production-scale whole-
genome sequencing.

1800 Gb
6 billion
2 x 150 bp

<3 days

No

llumina



lllumina sequencing process
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Un peu de terminologie

150 nt

150 nt
e 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 nucléotidique + scores de qualité des nt

— Q-scores for each base = quality score = prediction of the
probability of an error in base calling

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



Complete genome sequencing by NGS

Whole-genome shotgun (WGS) of 1 strain

1- DNA extraction

2- Librairy preparation

3- Sequencing
Reads

4- Analysis

Contigs

Scaffolds



Analysis 1

Mapping of the reads

* Comparison to a reference genome or a database of alleles
* Variant calling

— ldentification of the differences (mutations, indels...)

Reference Sequence/Genome

|

(<))
eTo)
L)
-
v
>
o]
O

Low sequence coverage
Coverage = average nb of times a single base is read during a sequencing run

UNMAPPED READS
1. Sequences not present in the reference.
2. Plasmids or other extrachromosomal.

3. DNA Structural Variation/Rearrangement
Joel Sevinsky PhD & Duncan MacCannell PhD 10




Analysis 2

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

Génome de départ —
(ADN) repeat repeat plasmid
» ” y N 5§ N F —
Reads — —— I NN —— —
(FastQ) B E— S E— — S
— . e S
——— I e —
—
Assemblage “idéal”  m————
Assemblage avec “gaps” T E—" I —————— —
Read1 -
Read2 - |

“Reads” overlappants

Assembly |




Comparaison de souches

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

— ldentifier les SNPs dans les cores genes par mapping

Genome 1

Genome 2

Genome 3

12

Joel Sevinsky PhD & Duncan MacCannell PhD



Applications en routine @Necker

 Comparaison de souches si suspiscion épidémie
— B. cereus
— S. epidermidis

* Pathogenes spécifiques
— M. tuberculosis

e Antibiogramme moléculaire de M. tuberculosis
* Typage de M. tuberculosis

— S. aureus

* Liste des genes de virulence



Workflow commun pré-analytique

1- Extraire les ADN

2- Préparer les librairies
-> multiplexage d’échantillons
-> ex: S. aureus X3 + M. tuberculosis X2
-En pratique 6 a 10 souches selon taille genome

3- Séquencage sur machine

4- Récupération des fichiers bruts “.fastq”



Evaluer le “run”

-Nombre de “reads” de bonne qualité obtenus
-Bonne repartition entre les souches (multiplexage)

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



Evaluer les “reads”
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Typage moléculaire



MLST, ribosomal MLST, core genome MLST

/

MLST 7 génes |
rMLST / Core genome
Universalité > 500 genes

most bacteria contain all 53

1 recombinaison OU 1 mutation ponctuelle = 1 seul évenement = 1 allele différent

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



Core genome MLST

. = ( . ) = ‘A Step 1. Define core genome

\ \/ / Core genes
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Step 3. Define allelic profiles

Profiles

Avec I'équipe de S. Brisse (IP) definition cgMLST pour S. epidermidis de 699 core-genes

Slide from S. Brisse



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 patients hospitalized in other wards
— 1 strain from a healthy adult

— 1 isolate /patient except for 3 infants who had 2 isolates sequenced

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



Q
MST based on cgMLST allelic profiles I &

Ward
TOTAL Categories
4

BNICU
Gastroenterology

ROrthopaedic
Community

6 distinct clusters and 6 outgroup isolates

\ Choose categories _

Tree based on 699
core genes alignment

5 distinct clusters (1,11,111,V,VI) in the NICU across a year
* another cluster = orthopaedic and gastroenterology wards

= good correlation between the cgMLST allelic profile approach and the phylogenetic analysis



Conclusion cgMLST

e 15t cgMLST scheme for S. epidermidis

— integrated it in the publically available BIGSdb server
* http://bigsdb.pasteur.fr/epidermidis/

— allowing reproducible comparisons among clinical laboratories

* Add virulence and resistance genes



Genes de virulence
et typage de S. aureus



Pathogenes spécifiques: S. aureus

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

2- Utilisation des fichiers bruts “.fastq”

- Typage, virulence et antibiogramme moleculaire

- Mykrobe predictor
- CGE

- SRST2 (en ligne de commande...)
- ST, type SCCmec, groupe agr, toxines

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



Pathogenes spécifiques: S. aureus

“mapping” des reads bruts (FastQ) contre une database de génes de virulence et

de marqueurs de typage

En lighe de commande

Récapitulatif

Date
Sample 1D
Sequencage

Run ID

SRST2 version
Database
Mykrobe

Taxonomie
Meti R
PVL

ST

[ cc121/sT121

Groupe agr

2018_04_30

SAD038

|WGS Method Librairy |Instrument | Cycles | DNA extraction
Nextera XT DNA

ADOOH2FMGL paired-ends 2x150 |Library s MID output e e

X X MNOOG83 Tissue Kit

| Preparation Kit

v0.2.0

‘nlligrnrsichipisaurksr\llizo17041l.f.nm

jPrcd-c(or S.aureus v0.1,3]

.Sldphvloco((.us aureus

‘.'lbwn:r

|absence

arcC aroE glpF gmk pta tpl yqiL

| 6 5| 3 2 7 14

v occessory gene requlator ]

Génes associés a la résistance aux antibiotiques

Géne
mecA
blaZ
fusB
mupA
aadD

Résultat

Interprétation

absence

PLP2a confére une résistance & la méthicilline

présence

résistonce a la pénicilline A (beta-lactomase)

présence
'

présence
4

présence

résistonce a l'acide fusidique
résistance @ mupirocin
résistance oux aminosides

SCCmec typing (uniquement pour SARM)

SCCmec type

Génes associés a la virulence

ACME locus

Enterotoxines
tst1
seo
seb

l

absence

absence
4
absence

|arcaBCD

toxic shock syndrom toxin
enterotoxin A (=entA)

absence

enterotoxin B (=entB)




Antibiogramme moleculaire
et typage de M. tuberculosis



Pathogenes spécifiques: M. tuberculosis

1- Extraire 'ADN de Mycobactéries
- Difficile a lyser ++
- Protocole: a partir colonie ou MGIT -> Fastprep

2- Utilisation des fichiers bruts “.fastq”

- Typage et antibiogramme moleculaire
- enligne
- 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

Name: 5399822338467
Sample: 5299822338467

En ligne

TGS-TB et TB profiler
https://gph.niid.go.jp/tgs-tb/
http://tbdr.Ishtm.ac.uk/

Drug1 Resistance Supporting Mutations
Isoniazid katG inhA
Rifampicin rpoB R rpoB (GInd32Pro)
Ethambutol EmbCAB
Pyrazinamide pncA

Strain Lineage

MTOO11_S8_LOO01

lineage4 Euro-American LAMT;S;X;H None
lineage4.1 Euro-American T;X;H None

lineage4.1.2 Euro-American (X-type) T;H None
lineage4.1.2.1 Euro-American (X-type) T1;H1 RD182

MTO0010_S7_LOO1

lineage4 Euro-American LAM;T;S;X;H None
lineage4.3 Euro-American (LAM) mainly-LAM None
lineage4.3.1 Euro-American (LAM) LAMS None

MTO0008-2_S4_L001

lineagel Indo-Oceanic EAl RD239
lineagel.1 Indo-Oceanic EAI3;EAI4,EAIS;EAI6 RD239
lineage1.1.2 Indo-Oceanic EAI3;EAIS RD239

MT0005-2_S2_L001

lineage4 Euro-American LAM;T;S;X;H None
lineage4.1 Euro-American T;X;H None

lineage4.1.2 Euro-American (X-type) T;H None
lineage4.1.2.1 Euro-American (X-type) T1;H1 RD182

1AB_S12_L001

lineage4 Euro-American LAM;T;S;X;H None

lineage4.6 Euro-American T,LAM None

lineage4.6.2 Euro-American T,LAM RD726

lineage4.6.2.2 Euro-American (Cameroon) LAM10-CAM RD726




Pathogenes spécifiques: M. tuberculosis

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

MYKROBE

PREDICTOR

>

Resistance mutation found: Q432X in gene rpoB

Resistant allele seen 34 times

Susceptible allele seen 0 times

Isoniazid
Ethambutol
Quinolones
Streptomycin
Amikacin
Capreomycin
Kanamycin

Se 82.6% Sp 98.5%

En local

e SPECIES

M. tuberculosis (lineage: European/American)

A RESISTANT

Rifampicin
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