NGS DES VIRUS RESPIRATOIRES ET
SURVEILLANCE EPIDEMIOLOGIQUE

SEMINAIRE BIOINFODIAG2025 > B
_ HCL
J"" ‘I\ HOSPICES CIVILS

genF|

DE LYON

01/04/2025 HADRIEN REGUE — CENTRE NATIONAL DE REFERENCE DES VIRUS RESPIRATOIRES |




INTRODUCTION: DECOUVRIR LE NGS EN .
VIROLOGIE POUR IEPIDEMIOLOGIE
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POURQUOI FAIRE DU NGS EN VIROLOGIE? 3
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CARACTERISTIQUES DES VIRUS

X1000

Virus: Bactérie: Humain:
2k-2.5Mpb 0.2-13Mpb 2.3Gpb

Taille

/ ADN simple brin \

ADN double brin

ARN simple brin

ARN double brin
ARN simple brin circulaire
ARN double brin circulaire

k Génome segmenté

Réplication et évolution

Structures génomiques
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APPROCHES DE SEQUENCAGE : METAGENOMIQUE

Ct = « inverse » de la charge virale

LowCt(Ct<20)  Mid Ct (20 < Ct < 25) High Ct (Ct= 25)
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Charre, Virus Evol, 2020 https://doi.org/10.1093/ve/veaa075
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APPROCHES DE SEQUENCAGE : AMPLICON ;

cDNA synthesis

10000 - 6. 10,000 sequences
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LE PROCESSUS DE SEQUENCAGE EN EPIDEMIOLOGIE 7
CAS DU CNR VIRUS RESPI’ LYON — FRANCE SUD POUR LE SARS-COV-2
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LANALYSE BIOINFORMATIQUE
DES READS BRUTS A LA CONSENSUS




PRODUIRE UN GENOME CONSENSUS, C’EST SIMPLE...

i i . Recherche des variants
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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
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Utiliser une référence éloignée peut entrainer:
-erreurs d’alignements

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

au sein d’un méme hote:

Plusieurs populations d’un méme virus peuvent coexister Dans des cas de coinfections et doubles populations:
-des populations de lignages différents
-des population d’un méme lignage

-les génomes peuvent se recombiner (SARS-CoV-2)
-il peut y avoir des échanges de segments pour les

génomes segmentés (Influenza)




L'IMPORTANCE DU CHOIX DE LA REFERENCE

DIRECTION PAR LES CNR VIRUS RESP]
D’UN EQA CONCERNANT LE
SEQUENCAGE DU VRS.

APPARITION D’UNE DUPLICATION
DANS UNE REGION DU GENOME DES
VRS DE TYPE B EN 2013.

SI UNE REFERENCE ANTERIEURE EST
UTILISEE POUR LUALIGNEMENT, ILY A
DES RISQUES DE RATER CETTE
DUPLICATION DANS LA CONSENSUS

FINALE. Moisan, CMI, 2024
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https://doi.org/10.1016/j.cmi.2024.12.018
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LE CAS DE LA GRIPPE : LES REASSORTIMENTS

S1/PB2
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LANALYSE BIOINFORMATIQUE
PHYLOGENIE




CLASSIFICATION DES VIRUS RESPIRATOIRES

@ \lextstrain

Real-time tracking of pathogen evolution

8
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https://nextstrain.org/

Outil dédié a la classification des virus
respiratoires, mais aussi a l'interpretation des
séguences.

Peut étre utilisé pour plusieurs pathogenes dont:

-le SARS-CoV-2

-la grippe saisonniere et aviaire
-le virus respiratoire syncycial
-les metapneumovirus

-le monkeypox

NB: disponibles pour d’autres pathogenes

Phylogenetic Assignment of Named
Global Outbreak Lineages (PANGOLIN)

https://cov-lineages.org/

Outil dédié a la classification des
séquences SARS-CoV-2.
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https://cov-lineages.org/
https://nextstrain.org/

CONSTRUCTION D’UN ARBRE PHYLOGENETIQUE 16

ANNOTATION

Inférence des
métadonnées
Assignation des séquences

\ temporalité D

Bootstrap ? ‘Elﬂlﬂllﬂlmmlsﬂ‘)hnq
Modele de substitution? A

Biologie du virus?
23P1162-023133659901_S718.fastq

~

Seaview GALAXY all_consensus_alo-BioN)_ree  Wed Oct 18 14:13:18 2023
BioNJ 29819 sites J-C 1000 repl

Nettoyage des Séquences? I—Z]l’lls}'ﬂimlISﬂZOI_éIsZ,qu.
Gap penalties? .

33PI155-723000961601_S18 fastq

——23P1155-723001005701_S467 fasiq

R3P1159-023133596001_S404. fastq.

~23P1159-023133590501_S403.fastg

[F23P1159-023133593701_S402.fastq

23P1159-023133594901_S406 fasiq

23P1159-023133592201 S405.fastq

23PI161-023134278001_S658.fastq |



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

RETROSPECTIVE DE LA PANDEMIE SARS-COV-2

Genomic epidemiology of SARS-CoV-2 with subsampling focused globally since pandemic start

Q Built with nextstrain/ncov. Maintained by the Nextstrain team. Data updated 2025-03-20. Enabled by data from @m
Showing 3439 of 3439 genomes sampled between Dec 2019 and Mar 2025.

Phylogeny | & || ZOOMTO SELECTED || RESET LAYOUT |
Clade w
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E— o

b
21L (BA.2 22B(BA.S [
21M Omicron( S = e — ) g

——
—-—

2021 2022

2023 2024

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

2025
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https://nextstrain.org/ncov/gisaid/global/all-time
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