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La microbiologie clinique @Necker

ÅLΩhôpital Necker 

ï400 lits de pédiatrie (médecine, chirurgie, réa, urgences)

ï200 lits pour le pôle Adulte (hémato, néphro, SMIT)

ÅLe laboratoire

ïCentre de référence Mucoviscidose

Sanger center
Hinxton, UK

Today Tomorrow ?
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Le NGS en microbiologie @Necker

ÅPremiers pas avec un 454 en 2013 (Roche)

ÅAcquisition dΩun MiniSeq en 2017 (Illumina)

2013

2017



Le séquenceur de άpaillasseέ

ÅNotre choix: 

ïLa plateforme la plus utilisée

ïLe séquenceur le moins cher

ïLe petit άdébitέ-> pas de délai

ïSéquençage dΩune souche bactérienne

ÅEnviron 100 euros

ÅDe la souche à la séquence brute en 4 jours

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

2- Librairy preparation

3- Sequencing

1- DNA extraction

4- Analysis



Illumina sequencing process

Å DNA fragments bind the flow cell through 
the adaptors

Å Bridge amplification creates the clusters

Å Nucleotides fluorescently-labeled are 
incorporated 

Å detected with a CCD camera -> Base calling

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

clusterfragment 



Un peu de terminologie

ÅUn «run »

ÅDes «reads»
ïEn général des «short reads» (<300 pb)
ïune séquence d'un fragment d'ADN
ïpaired-end sequencing: on séquence le fragment aux 2 extrémités 

mais pas au milieu

ÅDes fichiers «FastQ»
ïFichier texte: séquence nucléotidique + scores de qualité des nt

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

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

150 nt

150 nt



Analysis 1
Mappingof the reads

ÅComparisonto a reference genome or a database of alleles

ÅVariant calling

ï Identification of the differences (mutations, indelsΧύ

10Joel Sevinsky PhD & Duncan MacCannell PhD 

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



Analysis 2

repeat repeat
Génome de départ
(ADN)

άReadsέ
(FastQ)

Assemblage άidéalέ

Assemblage avec άgapsέ

άReadsέoverlappants

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
ï Identifier les SNPs dans les cores gènes par mapping
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Genome 1

Genome 2

Genome 3

Joel Sevinsky PhD & Duncan MacCannell PhD 



Applications en routine @Necker

ÅComparaison de souches si suspiscion épidémie

ïB. cereus

ïS. epidermidis

ÅPathogènes spécifiques

ïM. tuberculosis

ÅAntibiogramme moléculaire de M. tuberculosis

ÅTypage de M. tuberculosis

ïS. aureus

ÅListe des gènes de virulence



Workflow commun pré-analytique

1- Extraire les ADN

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

3- Séquençage sur machine

4- Récupération des fichiers bruts ά.fastqέ



Evaluer le άrunέ

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

-Nombre de άreadsέde bonne qualité obtenus
-Bonne repartition entre les souches (multiplexage)



Evaluer les άreadsέ

GOOD BAD

FastQC


