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Apport du NGS pour le diagnostic et la
surveillance des maladies virales: expérience
de laboratoire de Virologie Clinique-IPT
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Laboratoire de Virologie Clinique - LR « Virus Vecteurs Hotes »
Institut Pasteur de Tunis - Université Tunis El Manar
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* Phase 1: Séquencage NGS et analyses bio-informatiques réalisées dans des
laboratoires collaborateurs

— Formation des cadres scientifiques et contribution a des travaux en santé publique

e Phase 2:
* Préparation des échantillons et extraits

* Préparation de librairies et séquencages (sous-traitance ou dans des
laboratoires collaborateurs)

* Analyses bio-informatiques et finalisation des travaux au LVC

* Phase 3: Séquencage et analyse bio-informatique réalisé en totalité au LVC
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Approche spécifiqgue pour sequencage du genome entier de virus
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Contribution du NGS dans l'identification
de nouveaux virus et variants viraux



Recherche de nouveaux virus par approche métagénomique
dans les prélevements de selles entérovirus-négatifs

de patients atteints de paralysie flasque aigue
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Multiple Diverse Circoviruses Infect Farm Animals and Are
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Découverte des Salivirus: stool Aichi-like viruses
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Grande diversité Génétique des Bocavirus
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Grande diversité Genétique des Cyclo et Circovirus
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Archives of Virology (2019) 164:747-755
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ORIGINAL ARTICLE HAdV-A

@ Crosehark

Others 0,9%

Metagenomic analysis identifies human adenovirus 31 in children

with acute flaccid paralysis in Tunisia
HAdV-A61

sondes Haddad-Boubaker'” . Marie-Line Joffret** . Philippe Pérot* . Mael Bessaud** . Zina Meddeb' . 24.3%
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HAdV-A31
70.5%

o HAdV-31 = HAdV-61 &« HAAV-A = HAdV-1 & HAdV-18
W HAAV-12 mHAGV-3 = HAAV-D = HAdV-19 = HAdV-39
m HAGV-43 = HAAVA8 = HAAV-64 » HADV-F &« HAdV-2
®HADV-S @ HAGV.C &« HAV A5 = HAdV 41 = HAdV-B

Adenoviridae HAdV -A31:

99,5% * Retrouvé dans 17% des Pvts de cas de PFA entérovirus négatifs
* Auparavant rapporté surtout chez des patients

Others 0,5% immunodéprimés apres greffe de moelle ou de foie
Anelloviridae # Picornaviridae « Caliciviridae ® Circoviridae * Rarement rapporté chez des patients avec troubles
¥ Parvoviridae » Polyomavinidae ® papillomavirus # Picobiraviridae

neurologiques
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Subtyping genotype 2 hepatitis C viruses from Tunisia:
identification of two putative new subtypes

Mouna Rajhi - Selma Mejri - Ahlem Djebbi - Soufiene Chouaich -
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PLOS ONE

RESEARCH ARTICLE

Identification of two novel hepatitis C virus
subtype 2 from Tunisia (2v and 2w)

Mouna Rajhi ">+, Sondes Haddad-Boubaker'>*, Anissa Chouikha'3,
Daniel Bourguain®, Janine Michel®, Walid Hammami'??, Amel Sadraoui’?,
Hinda Touzi'*, Kais Ghedira®®, Henda Triki'=>*
PLOS ONE

Two novel hepatitis C virus subtype 2 from Tunisa
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Table 1 - Confirmed HCV genotypes/subtypes

Book: Study Group Table 1 = Conﬁrmed HCV

Information

s J@NOtYpPes/subtypes (March

> Hepacivirus C Files

2 Table 1 - Confirmed HCV 2 0 2 2)

genotypes/subtypes

CONFIRMED HCV GENOTYPES/SUBTYPES
> Table 2 - Unassigned complete

coding region sequences

> Table 3 - Remaining provisionally

assigned HCV subtypes Genotype!  Locus/lIsolate(s)? Accession number(s) Reference(s)
2m QC178, BID-G1314 JFT35111, JX227967 (Lietal,2012; Newman et al., 2013)
2q 963, 852 FN666428, FN666429 (Martré et al., 2011)
2r QC283 JF735115 (Li et al., 2012)
2t MRS40 KC197238 (Jordier et al., 2013)
2u QC182 JF735112 (Lietal., 2012)
q 495-05 MW041295 (Rajhi et al., 2021D
Genotype 3

3a HPCEGS, HPCK3A D17763, D28917 (Sakamoto et al., 1994; Yamada et al., 1994)



Contribution du NGS dans la surveillance

moléculaire du SARS-Cov2 au cours de la
pandémie COVID-19



Recherche des variants du SARS-CoV?2
LVC- IPT

* Introduit en Février 2021

Rétrospectif Prospectif
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e Séquencage partiel (Sanger)

J — I/— Microbiolo RESEARCH ARTICLE

oamror . @ Spectrum Protocole initial:
| PR , )
"o Amplification/Séquencage d’un fragment

o de 618 nucléotides dans le gene S

Sequencing Using a Two-Step Strategy Reveals High Genetic
Diversity in the S Gene of SARS-CoV-2 after a High-Transmission

. 4 . . . Depuis juillet 2021:
Period in Tunis, Tunisia

Fragment un peu élargi pour une meilleure

WasfiFares,” Kais Ghedira,” Mariem Gdoura, ™ Anissa Chouikha,* Sondes Haddad-Boubaker,” Marwa Khedhiri,* Kaouthar Ayouni,” détection du Delta et de ses sous-variants
Asma Lamari,” Henda Touzi,® Walid Hammemi,” Zina Medeb,” Amel Sadraoui,” Nahed Hogga,” Nissaf ben Alaya,”® Henda Triki®®

* Fait sur 876 prélevements

* || a permis la détection des premiers cas de variants Alpha, Delta et Omicron
introduits en Tunisie et de donner 'alerte aux autorités sanitaire

e Séguencage génome complet (NGS)
e Fait sur 2256 prélevements
* 1871 séquences génome complet publiées dans GISAID



Séquenceurs de 2eme et 3eme genéerations







Plate-forme de séquencage
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Repartition des variants SARS-CoV-2 recensés
[ Mars 2020- Mars 2023 ]
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Molecular Epidemiology of SARS-CoV-2 in Tunisia

(North Africa) through Several Successive Waves of COVID-19
Anissa Chouikha 23+, Wasfi Fares 123 Asma Laamari !, Sondes Haddad-Boubaker %3, Zeineb Belaiba 127,
Kais Ghedira *, Wafa Kammoun Rebai ®, Kaouther Ayouni L2300 Marwa Khedhiri 230, Samar Ben Halima 2,
Henda Krichen %, Henda Touzi '}, Imen Ben Dhifallah "% Fatma 7. Guerfali ®, Chiraz Atri ®,

Saifeddine Azouz 7, Oussema Khamessi ®/, Monia Ardhaoui **, Mouna Safer '°, Nissaf Ben Alaya %,
Ikram Guizani 70, Rym Kefi °, Mariem Gdoura 1230 and Henda Triki -2

L'article décrit I'épidémiologie moléculaire du SARS-CoV2 en Tunisie:
De Mars 2020 au 31 Juillet 2021 (jusqu’a la vague DELTA)
Sur 1359 prélevements positifs représentatifs de tous les gouvernorats
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Table 1. Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) lineage distribution in Tunisia from March 2020 to July 2021 according to month of sample
collection. Variants of concern (V(OCs) and variants of interest (VIOIs) are shown in red and in blue, respectively.
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Delta et sous-variants en Tunisie
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Tunisia: Genetic diversity,
spatio-temporal distribution and
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Delta et sous-variants en Tunisie

662 Delta identifiés au LVC-IPT (Mai-Décembre 2021)

q \\1&}
— 484 Génome complet \\

468 avec couverture du
génome >85%

AY122

178 séquencage partiel dans le gene S

B AY.122 N B.1.617.2 W AY4 AY.43 B AY.70 B Av.127

M AY9.2 B AY52 B AYS5.4 M AY36 B AY34 W AY.119



Distribution geographigue du sous-variant AY.122 dans
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Distribution temporo-spatiale des sous-
variants Delta en Tunisie
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Approche
Bayesienne pour
'étude de I'histoire
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Omicron et sous-variants en Tunisie

« Détecté pour la 1¢¢ fois le 2 décembre 2021
*par séquencage partiel
*chez un voyageur arrivé d’Afrique sub-Saharienne

* Propagation tres rapide a travers le pays

e Actuellement le principal variant détecté



Omicron et sous-variants en Tunisie

Distribution des sous variants

873 Omicron identifiés au LVC-IPT 15 1% 1%
(Dec 2021- May 2024)
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. 257 séquencage partiel dans le gene S
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Dynamic of SARS-CoV-2 variants circulation in Tunisian pediatric

population, during successive waves, from March 2020 to September 2022
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Apport du NGS dans la surveillance moléculaire
des Poliovirus: cas des souches nOPV?2



Etat actuel de la surveillance des poliovirus dans le monde:

* Le programme est actuellement dans ses phases finales:

Last seen 24 Oct 1999 Last seen 10 Nov 2012 It's next

* Plus que deux pays endémiques pour Poliol sauvage: Pakistan et Afghanistan
mais avec quelques exportations vers des pays indemnes



Problemes actuels essentiellement liés au souches dérivées de souches vaccinales notamment
de type 2 (cVDPV2)
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A causes des problemes liés au souches cVDPV2

—>Composante Polio2 retirée du vaccin poliomyélitique oral depuis 2016

—> Utilisation depuis peu d’un nouveau vaccin de type 2 (nOPV2) en cas
d’épidémie a un cVDPV?2

0 ..o g domV
; cre5 (S15)

Souche vivante

atténuée plus stable - Stabilization du domaine V

que le OPV?2 - Relocalisation du cis-acting replication element (cre) au niveau de la
5'UTR ( contrefaire |'effet de la recombinaison)
- inactivation du cre classique
-Amelioration de la fidélité de la 3D



Caractérisation génétique des poliovirus

* Obligatoire pour tous les isolat de poliovirus obtenus par les
laboratoires du réseau OMS

 Classiguement basées sur le séquencage partiel de la région VP1 du
génome (Sanger)

région 5" NC ORF codant la polyprotéine région 3" MNC

* Utilisation obligatoire du NGS pour séquencage génome complet en cas
d’isolement d’'un nOPV2

* Passage prévu a la techniqgue NGS méme pour le le séquencage partiel



Janvier 2023: Alerte au cVDPV2 sur les frontieres
tunisiennes

Notification en Algérie de cas de poliomyélite due au poliovirus dérivé du vaccin

de type 2 circulant (cVDPV?2) :

e Cas en Avril 2022 a Tamanghasset
(a environ 2000 km de la Tunisie)

e Cas en novembre 2022 a Ouargla

(400 km de la Tunisie) $
* CasenJanvier 2023 a El-Oued L ..‘.ﬁ
(Frontiere de la Tunisie) g s, o




Suite a cette alerte

* Plusieurs prélevements de selles ont été collectés par le ministere de la santé
dans les communautés vivant sur les frontieres tunisiennes

e Détection d’un enfant d’'une famille nomade algérienne excrétant du nOPV?2
* 4 jsolats obtenus sur une période de 4 mois puis négativation et retour en Algérie

* Les 4 isolats on été
e sequenceés génome entier au LVC-IPT

* Envoyés en parallele au NIBSC-Angleterre pour séquencage NGS conformément aux
recommandations OMS



Séquencage du génome entier du nOPV?2

Conception de 2 pools d’amorces spécifiqgues nOPV2: amplifiant

600pb (Quick J et al., 2017)

lllumina COVIDSeq Test Assay Workflow

Workflow Overview

primer panels for multiplex PCR

: Extract and cDNA .
Sample Collection Anneal RNA Amplify cDNA

pre amplification (amp)
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Analyse des sequences NGS par Genious gene|ou§

prime

Pipeline utilisé: mapping to reference

S402-2023_S94_R_001 assembled to MZ245455.1 Ignore
words=true Report

« 8,978,060 of 10,953,200 reads were assembled to MZ245455.1 to produce 5402-2023 594 R 001 assembled to MZ245455.1 Ignore
words=true

# 1,975,140 reads were not assembled

Assembled 2 documents using Geneious assembler. Show Options

Assembly Duration: 21 minutes and 21 seconds (51 minutes and 5 seconds CPU time)
Performed 5 of up to § iterations.

First iteration matched 8,953,965 reads.

Best iteration matched 8,978,078 reads.

I1 E(I)D 1,(5'30 1,EICID z,c:::o Z,EICO Z,CICO Z,EICID :1,-:::::0 4, EICO E,Clm E_EICO s,c:::o 6, EICO J’,CIOD T, EICO s,cl-::o X EICID 9,c|-::o 3 EICO 980

! 500 1000 1500 2000 2500 3,000 3500 4000 4500 5000 5500 €000 6500 7.000 7500 8000 8660 2000 9500 9806
Consensus{calculatlng )

- ____________________________________________|____\
Coverage

Identlty{calculatlng J

! 4 I 1181 158 1358 23 71 3084 343 3810 4208 4580 49% 5319 5668 6,088 6458 6841 1214 750
e MZ245455.1

v (enes.GFF3 | UB589851.1 P




Analyse des sequences NGS par Genome Detective
Genome Detective

Analyzing Next-Generation-Sequence meta-genomic datasets is increasingly
complex due to large data files, the need for large and regularly updated
reference databases, and complex bicinformatics processing. Using Genome

Detective, you can gquickly and easily extract accurate, meaningful information
from your sequence data.

Pipeline utilisé: De novo assembly

VIRAL STRAINS
ASSIGNMENTS
Strains with at least 50% NT similarity (assuming a 45% similarity for non-covered parts)
Assignment # Reads Depth of Genome NT Identity ~ Genome Coverage image
Coverage Coverage
Enterovirus C (subtype: (7 PV-2, Sabin) 9699385 165981.9 99.6% 79.0% | 40




Caracterisation des souches de nOPV?2

Substitution

nOPV2

All isolates with any
change in cre5 in the
5'NCR

Changes in cre5 that
reduce the PD50

Domain I
Domain IV
Domain V
VP4
VP2
VP1-143
VP1-171
VP1-295
cre KO

3D

3D

Nucleotide pos

120-182

C121U; U123C;
G179A; and/or
Al181G

185-223
U459C
529-596
814-817
T1375
2969-2971
A3053G
3425-3427
4508-4560

6158-6160

6203-6205

S207-2023 L271-2023 S305-2023 S402-2032
C182G C182G C182G C182G
N/A N/A N/A N/A
N/A N/A N/A N/A
U459C U459C U459C U459C
N/A N/A N/A N/A
N/A N/A N/A N/A
N/A N/A N/A N/A
N/A ATT>ACT; 1143T | ATT>ACT; 1143T |} ATT>ACT; 1143T
N/A N/A N/A N/A
N/A N/A N/A N/A
N/A N/A N/A N/A
N/A N/A N/A N/A
N/A N/A N/A N/A




Caracterisation des souches de nOPV?2

Recombinaison

nOPV2 Nucleotide pos | S207-2023 S271-2023 S305-2023 S402-2032
DomainV 529-596 N/A N/A N/A N/A
restoring cre 4508-4560 N/A N/A N/A N/A
3D 6158-6160 N/A N/A N/A N/A
3D 6203-6205 N/A N/A N/A N/A

Categorization

B. Wild-type
Damain WV
restared?

k(=1

WPl = &G nt
changes?

[ [+

Yoo Mo
L 4
C. KO cre Mo
replaced? 1
Yes
0. Other Mo
recambination?
Yes
¥ h 4 ¥
WPl = Gnt WIPL =6 nt VP1z 6 nt
changes? changes? cha ngy?\
Yes | M Yes M
! ! +
5 & ) a8

Yes l Jr Mo ‘fes.* | J,. M
e 6o

Pas de recombinaison génétique

m A, Nt changes

from nOPw2 7+

Hi



Conclusions

* Le NGS est devenu un outil incontournable pour la surveillance
moléculaire des virus

* |l permet :

* l'identification de nouveaux virus par I'approche métagénomique qui peuvent
étre d’'une importance en santé humaine et en épidémiologie

* La caractérisation poussée des virus déja connus

* hiérarchiser les activités de surveillance et de recherche au niveau national et
mondial

* orienter la riposte aux épidémies/pandémies

* || est toutefois important que cette surveillance moléculaire soit faite en
temps réel pour permettre d’informer les instances sanitaires de tout
nouveau virus/variant et prévenir sa propagation
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Dynamique de circulation des variants de SARS-CoV2 parmi la population
pediatrique en Tunisie

BA.1

A B AY.122

Cluster 1

AY.4

B.1.617.2 Bon

RA A
Cluster 3

- Omicron
Delta
séguences Tunisiennes associés a des séquences
Groupement des séquences Tunisiennes de différentes origines géographiques

Etablissement de circulation autochtone Pas d’etablissement de circulation autochtone

Effet de la géneralisation de la vaccination a différentes tranches d’age sur la propagation du virus: Limitation de
I’établissement de circulation autochtone



