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Diagnostic conventionnel
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Diagnostic conventionnel
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Diagnostic par NGS

Melissa N'DEBI - APHP - Plateforme GenoBioMICS Séminaire BioinfoDiag | 2025-04-01



Diagnostic par NGS

Analyses de géenomes par technique ciblée
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Technique cibleée

Séquencage de I'ARN ribosomique 16S (ARNr 16S) :

* petite sous-unité du ribosome chez les procaryotes
« 9 régions hypervariables

« Séquencage par amplicons des différentes régions

1 ~1500
Vs — va Vo I v7 —{ve' vo-]
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Nature Reviews | Micrabiology
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Technique cibleée

* Indications : Diagnostic Identification pathogéne

 Faible diversité
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Technique cibleée

Logiciels : USEARCH ou QIIME2

Alpha
Diversité
Fastq Fastq Fasta Table
Filtre Filtre reads Clustering Beta
qualité duplicats UuTo* Diversité
Assignation

Taxonomique
*UTO = Unité Taxonomique Organisationnelle q
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Diagnostic par NGS

Analyses de génomes par technique non ciblée
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Technique non ciblée

Séquencage du génome par Shotgun Metagénomique
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Diagnostic par NGS

Analyses de génomes par technique non ciblée

Avec a priori de I'espéce
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Technique non ciblée : Avec a priori

Séquencage du génome par Shotgun Metagénomique : Avec a priori sur I’espéce

« Echantillon = culture bactérienne

« Librairies de I'ensemble de I'ADN (génome complet, plasmides...)
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Technique non ciblée : Avec a priori

Virulence

Espece dépendant

Génome
Fastq Fastq Fasta TSV Resistance
L Assemblage Controle Espece dépendant
Trimming De Novo Qualité P P
Trimmomatic SPAdgs CheckM Typage
Showvill QUAST
ReferenceSeeker

Espéce dépendant

Comparaison
cgMLST

ChewBBACA
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ResFinder / PlasmidFinder
M. tuberculosis : VFDB

M. tuberculosis : TB-Profiler

M. tuberculosis : TB-Profiler
Salmonella sp : SeqSero2

Schémas PubMLST
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Technique non ciblée : Avec a priori

Séquencage du génome par Shotgun Metagénomique : Avec a priori sur I’'espéce

e Résistance/virulence :

o Présence/absence

wChromosomique et plasmidique

o Expression d’un gene Resistance

> Virulence>
*Importance de |la base de données

15 Mélissa N'DEBI - APHP - Plateforme GenoBioMICS Séminaire BioinfoDiag | 2025-04-01



Technique non ciblée : Avec a priori

Séquencage du génome par Shotgun Metagénomique : Avec a priori sur I’'espéce

e Caractérisation :

o Genre/Espéce dépendant
Typage

o Notion de core-génome et génome acceéssoire

Comparaison
cgMLST

o Population bactérienne non homogeéne >
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Technique non ciblée : Avec a priori

Séquencage du génome par Shotgun Metagénomique : Avec a priori sur I’'espéce

e Caractérisation :

Core-génome = Ensemble de génes essentiels a une espéce bactérienne

Génome accessoire = Ensemble de génes non essentiels a une espéece bactérienne
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Diagnostic par NGS

Analyses de génomes par technique non ciblé

Sans a priori de I'espece
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Technique non ciblée : Sans a priori

Séquencage du génome par Shotgun Metagénomique : Sans a priori sur I’espéce

« Echantillon = prélevement (sang total, biopsie, LCR...) i

e Librairies de I'ensemble de ’ADN et de I’ARN J
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Technique non ciblée : Sans a priori

MetaMIC (analyse breveté)

Fastq Fastq Bam

Json
Pdf

Filtre des reads

Trimming

Microorganisy

Rapports

Outils maison SNAP Aligner
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Technique non ciblée : Sans a priori

Séquencage du génome par Shotgun Metagénomique : Sans a priori sur I’espéce

 ldentification :
« Peu sensible aux erreurs de séquencage
« Sensible a la profondeur
« Sensible a la contamination
« Nouveaux microorganismes / microorganismes peu fréquents

e Délai de rendu court : ~ 1 semaine
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Challenges de I’hopital :
Normes 15189 et 17025
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Challenges de I’'hopital : Normes 15189 et 17025

Pourquoi deux normes ?

« |ISO 15189 : Diagnostic médical humain
« |ISO 17025 : Plus large ; Pas de rendu patient

Gestion de deux normes :

« Champs d’application différents
« Trés proche

« Utilisation des mémes documents
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Challenges de I’'hoépital : Norme 15189 et 17025

Points spécifigues a la microbiologie :

reA

=l

Gestion des controles

i
| ~ .y s
Aucune consensuelle " CIQ : contréle positif

. ’ | A~ .
Organisme dépendant --= Contrble Environnemental

|
!

Gestion des différentes bases - - ‘- EEQ: Utilisation panels PCR
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Challenges de I’'hoépital : Norme 15189 et 17025

Similarités avec la génétigue humaine :

Gestion documentaire Cycle de vie d'un logiciel

|
Création de documents -7 '- Développement
I
Archivage ! *- Mise a jour
Sécurité / confidentialité Rh BRH
|
Protection des données --i /- Formation
1
Confidentialité -~ ‘- Habilitation
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Conclusion
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Conclusion

Spécificités :

« Préparation des librairies (kits spécifiques)

« Analyses bioinformatiqgue multiples, espéces dépendantes

Similarités :

« Organisation de travail

« Gestion de la qualité
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Take home message

La Microbiologie : L’analyse des microorganismes

au service de la santé humaine
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Merci pour votre attention
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