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Apports et promesses du sequencage
géenomique en microbiologie clinique

Philippe Glaset Institut Pasteur
pglaser@pasteur.fr



Microbiologie clinigue séquencage genomique

Microbiologie cliniqgue (Hopital) Séguencage génomique
Aldentification bactérienne Alnformgtion genomique
AAntibiogramme complete - .
ALRSYUGATFAOFOAZY RS
AEpidémiologie moléculaire, Aldentification des génes de
analyse de transmission resistance:
A Génotypec phénotype

Aldentification de clones a risque

AComparaison entre isolats

Aldentification de transmission et
de la source



Procédure de sequencage

Analyse

ADN mms=) | Banque ===  Séquence

Extraction

Défis
- Temps pour avoir les résultats (83ours)
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Y Incompatibilité entre temps et codt



lyIFfeaS RQdzyS SLIARSYAS:
source

A Cas 1Staphylococcuspidermidis
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S. epidermidis (cfr +) E S. capitis E S. warneri S. auricularis

. S. epidermidis (cfr -) El S. pettenkoferi ES. haemolyticus S. pasteurii Col. LaurenDorter CNR Blcetre)
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AmMS_205

ASéquengage de 47 souches

Y 3 Clusters (pas une
épidémie, trois)

Y Moins de 10 mutations
entre deux isolats

Y Correspond a des clones a
haut risque MDR déja décrit:

Y Deux plasmidefr (haut
niveau de resistance) ont été
transféres

Dortet et al. JAntimicrobChemother2018



lyIFfeaS RQdzyS SLIARSYAS:
contamination
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- Epidemie &. aureu$JSA300 dans un hopital e%:"
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- Séquencage de 63 souches USA300du CN | | .2

Y Wdza | i3ORPS VAiyNBE RSdzE A&az2f | §
Y Il'y at,il une seule source?

Col. Francoi¥andeneshCNRStaph Lyon



Analyse dans ucontexte global

o %
6o 8 3 8 § ¢
% g @ 3 = & N &
o 2 A &
% % e L858 ) &
d‘%b 0{%‘ © 3 c‘}q'
T B 7 N
%, &, 7 <
A A 3
Q?]%%k%a ‘ﬁ\\‘ﬁb ‘20\@&9
%073056) O o6t
7 < 33!
23’028.7 \ 9
& 31705
4880125 70 &‘6, )'7 eSTZQ‘
Ref
ST20130552 N
130593 " ST201312,
5720 . ) %&%
o™
9@@,«6 o
’
) & 0,
\‘9‘9 N P %5:9
A 9
73
& @ SR
& L A 7.
S A 7
F &g a3 g %
AR ERR
-
& o%, g 'Eg

A Monophylétique
Y Une seule source probable

rd

Y Diversité génétique au sein de la source

Glaser et almBio2016
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ACas 3Escherichia cotiroductrices decarbapénémase

ABactéries considéréespriorité critique» pour le développement de
nouveaux antibiotiques

Y Séquencage de 712 souches recues par le CNR avant 2016
YI'YIfeéeasS RS {Qs@g2tdziazy SiG RS&a O

Col. Thierry Naas CNR Bicétre
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E. Colprodiinteur decarbapénemase
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A 4 souches des pays bas
A De 1 a 38NPs
A Clone pandémique
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E. Colproducteur decarbapénemase

ST90

A Cluster de soucheST38 isoléesn France
ST38

A 4 souches des pays bas
A De 1 a 38NPs
13 A Clone pandémique
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A Souches ST90 (endoscope)

% . A De 1 a plus de 135NP¢mutator)
Y f , |
i 4 | U Y Pour conclure sur une possible
'y | |k transmission et identifier la
] / ¢ source, nécessité de combiner
N ~;' E
¢ >

données genomiques et
épidemiologiques

[ 2YO0F YAYFOGA2Y &dzLJll2a4SS t LI NIOANI RQdzy Sy



Prediction du phenotype de resistance:
f QF YyUAOIR&GIdoNT YY S

ALa résistance aux antibiotiques dépend:

ADe génes de résistance
A Nombreuxvariantspour chaque géne

ADe mutations dans leoregénome
A Mutations répertoriéesfluoroquinolones gyrAet parC
Aadzil GA2ya LINBRAOUAOGE SAY AYyIFOUAGEFOAZY RQd:
A Mutations inconnues

ADu fond génétique

ADu nombre de copies de certains génes

ADe la combinaison de ces facteurs



Méthodes «ulesbased»

Prendsen compte
AlLesgénes de résistance
ALes mutations répertoriéegluoroquinolones gyrAet parG porines,rpoB

Ne prend pas en compte

ALes mutation non décrites, de nombreuses mutatioQd JNB RA OG A 0 f S &
ALefond génétique

ALenombre de copies de certains génes

ALacombinaison de ces facteurs



Journal of
J Antimicrob Chemother 2013; 68: 2234 - 2244 AntlmlcrOblal
doi:10.1093/jac/dkt180 Advance Access publication 30 May 2013 ChemOtherG py

Predicting antimicrobial susceptibilities for Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae isolates using whole genomic sequence data

N. Stoesser’2* E. M. Batty3, D. W. Eyrel, M. Morgan?, D. H. Wyllie*, C. Del Ojo Elias?, J. R. Johnson>, A. S. Walker?,
T.E. A. Peto! and D. W. Crook!~

A74E. coliet 69K.pneumoniae

Aamoxicillin co-amoxiclayceftriaxone ceftazidime ciprofloxacin
gentamicinand meropenem

AComparaison prédiction basée sur les génes / CMI (SIR)
ASensibilité0.96 etspécificité0.97



Exemple: le sitResfinder

Center for Genomic Epidemiology

Chromosomal point mutations []

Acquired antimicrobial resistance genes []

Select species

Klebsiella* v
*Chromosomal point mutation database exists

Select type of your reads
[Assembled Genome/Contigs v

If you get an "Access forbidden. Error 403": Make sure the start of the web adress is https and not just http. Fix it by clicking here.

3 Choose File(s)

Name Size Progress Status

8 Romove



Sortie: résistance et genes de résistance

WGS-predicted
Antimicrobial phenotype Genetic background

vancomycin glycopeptide No resistance
mupirocin pseudomonic acid  No resistance
cramen ooy R SRR S S g oo o
virginiamycin m streptogramin a No resistance
isepamicin aminoglycoside No resistance
virginiamycin s streptogramin b Resistant erm(B) (erm(B)_JN899585)
hydrogen peroxide peroxides Resistant sitABCD (sitABCD_AY598030)
butirosin aminoglycoside No resistance
- blaSHV-106 (blaSHV-106_AM922307), blaOXA-232 (blaOXA-232_JX423831), blaCTX-
ampicillin beta-lactam M-186 (blaCTX-M-186_KX446939), blaTEM-1B (blaTEM-1B_AY458016), blaCTX-M-15
(blaCTX-M-15_AY044436)

Aminoglycoside

Alignment
Resistance Position in Contig or Position in
gene Identity Lerll_%trl;\sl’?hene e Depth contig Phenotype “ Accession no. |

aac(6')-Ib-cr 99.2292870906 519/519 1..519 KPST231_2 61801..62319 ciprofloxacin 17938184 EF636461
aac(6")-lb- amikacin,tobram
Hangzhou 99.6146435453 519/519 1..519 KPST231_2 61801..62319 yGin 19703723 FJ503047



aSUK2RS&a 0l &asSsSa adzNJedrninh LIL
- Intelligence artificielle

APrincipe de la méthode
AWSdz RS R2YyySSa RQlILILINBYyGAaalraIsSy &azd:
phénotype de resistance (CMI ou SIR)
AaSUK2RS RQILIINBYylGAaal IS
AJeu de données test avec souches séquencées et phénotypes

ADifficultés comment décrire un génomes de 5 Million de bases avec
unpanrd SY2YS UNBa& Gl ausS O2YLI NB t
AMéthode basée sur des mots de longueukner) k=13
AMéthode basée sur la phylogénie.



>30 publications depuis 2018

Bioinformatics, 34, 2018, i89-i35
doi: 10.1093/bioinformatics/bty276
ISMB 2018

A pan-genome-based machine learning
approach for predicting antimicrobial

resistance activities of the Escherichia
coli strains

Hsuan-Lin Her' and Yu-Wei Wu?*
05 b _EI_$.3/2 Ysa ROQI® O2LA U 8704 génomes de 5 especes
U 38 antibiotiques

de la base de donnée Patric
U E. coli, Salmonella, Bfneumoniae S. aureus, Aaumanij

P.aeruginosa M. tuberculosisY

Y Uniguement des publication décrivant des méthodes / apprentissage
Y Reésultats tres prometteurs»
Y
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