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INTRODUCTION: DÉCOUVRIR LE NGS EN 
VIROLOGIE POUR L’ÉPIDEMIOLOGIE



3POURQUOI FAIRE DU NGS EN VIROLOGIE?

EpidémiologieAnalyses de ClustersDétection de pathogènes

Sous-typage Recherche de variants minoritaires



4CARACTÉRISTIQUES DES VIRUS

Humain:
2.3Gpb

Bactérie: 
0.2-13Mpb

Taille

Virus:
2k-2.5Mpb

Structures génomiques

X1000 X1000

ADN simple brin
ADN double brin
ARN simple brin
ARN double brin

ARN simple brin circulaire
ARN double brin circulaire

Génome segmenté
…

Réplication et évolution

ACTGTT ACTCTT



5APPROCHES DE SÉQUENÇAGE : METAGENOMIQUE

https://doi.org/10.1093/ve/veaa075Charre, Virus Evol, 2020

●Méthode de référence (mNGS)
●Détection de pathogènes 

émergents
●Non ciblée et non biaisée
● Cout/échantillon élevé
●Manips longues
● sensible à la charge virale

Ct = « inverse » de la charge virale

https://doi.org/10.1093/ve/veaa075
https://doi.org/10.1093/ve/veaa075


6APPROCHES DE SÉQUENÇAGE : AMPLICON

●Méthode de routine
● Séquençage ciblé
● Cout/échantillon faible
● Profondeurs de séquençage 

élevées
● Fortement impacté par 

l’évolution du pathogène



7LE PROCESSUS DE SÉQUENÇAGE EN ÉPIDÉMIOLOGIE 

Collecte 
d’échantillons Séquençage

Analyse 
bioinformatique

Validation des 
résultats

Partage des 
séquences

Bonne séquence

Mauvaise séquence

CAS DU CNR VIRUS RÉSPI’ LYON – FRANCE SUD POUR LE SARS-COV-2 

Récupération des 
échantillons provenant des 

régions France sud
Séquençage Illumina en amplicon Génération d’une séquence consensus Validation et interprétation

 de la séquence

Soumission des séquences 
sur les bases de données 

nationales et 
internationales



DES READS BRUTS À LA CONSENSUS

L’ANALYSE BIOINFORMATIQUE 



9PRODUIRE UN GÉNOME CONSENSUS, C’EST SIMPLE…

https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/

Trimming et Filtering
CUTADAPT Pre-alignement et 

choix de référence
https://github.com/bwa-mem2/bwa-mem2

BWA-MEM2 BWA-MEM2
Alignement sur la 
meilleur séquence 

de référence
https://github.com/bwa-mem2/bwa-mem2

BCFTOOLS
Appel de variant

https://samtools.github.io/bcftools/bcftools.html

Construction de 
la consensus

SCRIPT MAISON

-rognage des reads
-suppression des 
reads trop courts

Alignement rapide sur 
des fractions de 

génome et sur des 
contrôles

Alignement sur le 
génome complet 

sélectionné

Recherche des variants 
majoritaires avec une 

fréquence >50%

Utilisation de la référence initiale 
avec prise en compte la profondeur 

de séquençage et les variants 
retenus

https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/
https://github.com/bwa-mem2/bwa-mem2
https://github.com/bwa-mem2/bwa-mem2
https://samtools.github.io/bcftools/bcftools.html


10…MAIS ATTENTION AUX PIÈGES!
Populations et coïnfectionsChoix de la séquence de 

référence
Réassortants et recombinants

Utiliser une référence éloignée peut entrainer:
-erreurs d’alignements

-erreurs de variant calling
-le masquage d’évènements génomiques

Plusieurs populations d’un même virus peuvent coexister 
au sein d’un même hôte:

-des populations de lignages différents
-des population d’un même lignage

Dans des cas de coïnfections et doubles populations:
-les génomes peuvent se recombiner (SARS-CoV-2)
-il peut y avoir des échanges de segments pour les 

génomes segmentés (Influenza)



11L’IMPORTANCE DU CHOIX DE LA RÉFÉRENCE

https://doi.org/10.1016/j.cmi.2024.12.018Moisan, CMI, 2024 

DIRECTION PAR LES CNR VIRUS RÉSPI 
D’UN EQA CONCERNANT LE 
SÉQUENÇAGE DU VRS.
APPARITION D’UNE DUPLICATION 
DANS UNE RÉGION DU GÉNOME DES 
VRS DE TYPE B EN 2013.
SI UNE RÉFÉRENCE ANTÉRIEURE EST 
UTILISÉE POUR L’ALIGNEMENT, IL Y A 
DES RISQUES DE RATER CETTE 
DUPLICATION DANS LA CONSENSUS 
FINALE. 

https://doi.org/10.1016/j.cmi.2024.12.018


12VARIANT CALLING, DOUBLE POP’, COINFECTION

UTILISATION DE VARIANT 
CALLER À MODÈLE 
SOMATIQUE (==ANALOGUE 
AUX TUMEURS?)
AF = ]0;1]
NOMBRE DE VARIANTS 
MINORITAIRES ÉLEVÉES?
PRÉSENCES DE VARIANTS 
SPÉCIFIQUES À DEUX 
LIGNAGES DIFFÉRENTS?
CONTAMINATION?
BIAIS DE PRIMERS?



13LE CAS DE LA GRIPPE : LES RÉASSORTIMENTS

Aln
H3N2

Aln
H1N1

S1/PB2 S2/PB1 S3/PA S4/HA

S5/NP S6/NA S7/MP S8/NS

Aln
H1N1

Aln
H3N2



PHYLOGENIE

L’ANALYSE BIOINFORMATIQUE 



15CLASSIFICATION DES VIRUS RESPIRATOIRES

Phylogenetic Assignment of Named 
Global Outbreak Lineages (PANGOLIN)

https://cov-lineages.org/

https://nextstrain.org/

Outil dédié à la classification des 
séquences SARS-CoV-2.

Outil dédié à la classification des virus 
respiratoires, mais aussi à l’interpretation des 
séquences. 
Peut être utilisé pour plusieurs pathogènes dont:
-le SARS-CoV-2
-la grippe saisonnière et aviaire
-le virus respiratoire syncycial
-les metapneumovirus
-le monkeypox

NB: disponibles pour d’autres pathogènes

https://cov-lineages.org/
https://nextstrain.org/


16CONSTRUCTION D’UN ARBRE PHYLOGENETIQUE

Assignation des séquences

Inférence des 
métadonnées

MAFFT

https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/about.html

Alignement multiple des séquences

http://www.iqtree.org/doc/

IQTREE
Construction de l’arbre phylogénétique

Bootstrap?
Modèle de substitution?

Biologie du virus?

temporalité

ANNOTATION

Nettoyage des séquences?
Gap penalties?

https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/about.html
http://www.iqtree.org/doc/


17RÉTROSPECTIVE DE LA PANDÉMIE SARS-COV-2

https://nextstrain.org/ncov/gisaid/global/all-time

https://nextstrain.org/ncov/gisaid/global/all-time


www.chu-lyon.fr

MERCI
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