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• Phase 1: Séquençage NGS et analyses bio-informatiques réalisées dans des 
laboratoires collaborateurs

 Formation des cadres scientifiques et contribution à des travaux en santé publique

• Phase 2:

• Préparation des échantillons et extraits

• Préparation de librairies et séquençages (sous-traitance ou dans des 
laboratoires collaborateurs) 

• Analyses bio-informatiques et finalisation des travaux au LVC

• Phase 3: Séquençage et analyse bio-informatique réalisé en totalité au LVC

Plateforme Nanopore Plateforme Illumina



Approche spécifique pour séquençage du génome entier de virus

Approche métagénomique

Long Read (nanopore)

Short Read (Illumina)



Contribution du NGS dans l’identification 
de nouveaux virus et variants viraux



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

de patients atteints de paralysie flasque aiguë



Découverte des Salivirus: stool Aichi-like viruses



Grande diversité Génétique des Bocavirus



Grande diversité Génétique des Cyclo et Circovirus



HAdV –A31:
• Retrouvé dans 17% des Pvts de cas de PFA entérovirus négatifs
• Auparavant rapporté surtout chez des patients 
immunodéprimés après greffe de moelle ou de foie
• Rarement rapporté chez des patients avec troubles 
neurologiques 







Contribution du NGS dans la surveillance 
moléculaire du SARS-Cov2 au cours de la 

pandémie COVID-19



Recherche des variants du SARS-CoV2 
LVC- IPT

• Introduit en Février 2021

Rétrospectif Prospectif



• Séquençage partiel (Sanger)

• Séquençage génome complet (NGS)
• Fait sur 2256 prélèvements

• 1871 séquences génome complet publiées dans GISAID 

• Fait sur 876 prélèvements 

• Il a permis la détection des premiers cas de variants Alpha, Delta et Omicron 
introduits en Tunisie et de donner l’alerte aux autorités sanitaire

Protocole initial:
Amplification/Séquençage d’un fragment 
de 618 nucléotides dans le gène S

Depuis juillet 2021:
Fragment un peu élargi pour une meilleure 
détection du Delta et de ses sous-variants



Séquençeurs de 2ème et 3eme générations





Plate-forme de séquençage



Alpha (B.1.1.7)

Dellta (B.1.617.2, AY.122, AY.4)

Omicron (BA.1, BA.2, BA.4, BA.5)

BA.4
BA.5

Date de réception

Wave 1 Wave 2 Wave 3 Wave 4 Wave 5

Repartition des variants SARS-CoV-2 recensés
[ Mars 2020- Mars 2023 ]
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L’article décrit l’épidémiologie moléculaire du SARS-CoV2 en Tunisie:

De Mars 2020 au 31 Juillet 2021 (jusqu’à la vague DELTA)

Sur 1359 prélèvements positifs représentatifs de tous les gouvernorats
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Delta et sous-variants en Tunisie

Détecté pour la première  
fois en Mai 2021

par séquençage partiel



Delta et sous-variants en Tunisie

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

484 Génome complet
468 avec couverture du 
génome >85% 

178 séquençage partiel dans le gène S

AY122



Distribution géographique du sous-variant AY.122 dans 
le monde



Distribution temporo-spatiale des sous-
variants Delta en Tunisie 



Approche 
Bayesienne pour 
l’étude de l’histoire 
génétique et la 
diffusion du variant 
DELTA en Tunisie



Omicron et sous-variants en Tunisie

• Détecté pour la 1ère fois le 2 décembre 2021
•par séquençage partiel

•chez un voyageur arrivé d’Afrique sub-Saharienne

• Propagation très rapide à travers le pays

• Actuellement le principal variant détecté



616 génome complet

257 séquençage partiel dans le gène S

873 Omicron identifiés au LVC-IPT 
(Dec 2021- May 2024)

BA1
BA2

BA5

Omicron et sous-variants en Tunisie



L’étude porte sur 447 sequences completes

(dont 369 générées au LVC)

Individus âgés entre 13j et 18 , cas sévéres à 

asymptomatiques

Prélevés entre Mars 2020- September 2022



Apport du NGS dans la surveillance moléculaire 
des Poliovirus: cas des souches nOPV2



Etat actuel de la surveillance des poliovirus dans le monde:

• Le programme est actuellement dans ses phases finales:

• Plus que deux pays endémiques pour Polio1 sauvage: Pakistan et Afghanistan 
mais avec quelques exportations vers des pays indemnes 



Problèmes actuels essentiellement liés au souches dérivées de souches vaccinales notamment 
de type 2 (cVDPV2)



A causes des problèmes 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 à un cVDPV2

-.

Souche vivante
atténuée plus stable 
que le OPV2

- Stabilization du domaine V
- Relocalisation du cis-acting replication element (cre) au niveau de la 
5′UTR ( contrefaire l’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

• Classiquement basées sur le séquençage partiel de la région VP1 du 
génome (Sanger)

• Utilisation obligatoire du NGS pour séquençage génome complet en cas 
d’isolement d’un nOPV2

• Passage prévu à la technique NGS même pour le le séquençage partiel 



Janvier 2023: Alerte au cVDPV2 sur les frontières 
tunisiennes 
Notification en Algérie de cas de poliomyélite due au poliovirus dérivé du vaccin 

de type 2 circulant (cVDPV2) : 

• Cas en Janvier 2023 à El-Oued 

(Frontière de la Tunisie)

• Cas  en Avril 2022 à Tamanghasset
(à environ 2000 km de la Tunisie)

• Cas en novembre 2022 à Ouargla

(400 km de la Tunisie)



Suite à cette alerte

• Plusieurs prélèvements de selles ont été collectés par le ministère de la santé 
dans les communautés vivant sur les frontières tunisiennes

• Détection d’un enfant d’une famille nomade algérienne excrétant du nOPV2

• 4 isolats obtenus sur une période de 4 mois puis négativation et retour en Algérie

• Les 4 isolats on été 
• séquencés génome entier au LVC-IPT
• Envoyés en parallèle au NIBSC-Angleterre pour séquençage NGS conformément aux 

recommandations OMS



Conception de 2 pools d’amorces spécifiques nOPV2: amplifiant
600pb (Quick J et al., 2017)

Séquençage du génome entier du nOPV2



Analyse des sequences NGS par Genious

Pipeline utilisé: mapping to reference 



Analyse des sequences NGS par Genome Detective 

Pipeline utilisé: De novo assembly



Substitution

nOPV2 Nucleotide pos S207-2023 S271-2023 S305-2023 S402-2032

All isolates with any 

change in cre5 in the 

5'NCR 120-182 C182G C182G C182G C182G

Changes in cre5 that 

reduce the PD50

C121U; U123C; 

G179A; and/or 

A181G N/A N/A N/A N/A

Domain II 185-223 N/A N/A N/A N/A

Domain IV U459C U459C U459C U459C U459C

Domain V 529-596 N/A N/A N/A N/A

VP4 814-817 N/A N/A N/A N/A

VP2 T1375 N/A N/A N/A N/A

VP1-143 2969-2971 N/A ATT>ACT; I143T ATT>ACT; I143T ATT>ACT; I143T

VP1-171 A3053G N/A N/A N/A N/A

VP1-295 3425-3427 N/A N/A N/A N/A

cre KO 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

Caracterisation des souches de nOPV2



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

Pas de recombinaison génétique

Caracterisation des souches de nOPV2



Conclusions

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

• Il permet :
• L’identification de nouveaux virus par l’approche métagénomique qui peuvent 

être d’une importance en santé humaine et en épidémiologie

• La caractérisation poussée des virus déjà connus 

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

• orienter la riposte aux épidémies/pandémies

• Il 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



Remerciements

• Toute l’équipe  du Laboratoire de Virologie Clinique de l’institut 
Pasteur de Tunis (cadres scientifiques, techniciens de laboratoires, 
contractuels, étudiants en thèse ou mastère et autres)

• Tous les organismes ayant aidé à l’accomplissement de ces travaux:
• Ministère de la Santé (ONMNE, ULB, SHOCroom, DSSB)

• MERST 

• Réseau des Instituts Pasteur

• OMS

• Les laboratoires collaborateurs en Tunisie et à létranger (Laboratoires 
référents SARS-CoV2, PHE-England, RKI-Germany, Institut Pasteur de Paris, 
IZSAM-Italy)





Dynamique de circulation des variants de SARS-CoV2 parmi la population
pédiatrique en Tunisie

Delta 

Groupement des séquences Tunisiennes

Omicron 

Etablissement de circulation autochtone 

séquences Tunisiennes associés à des séquences 
de différentes origines géographiques

Pas d’etablissement de circulation autochtone 

Effet de la géneralisation de la vaccination à différentes tranches d’âge sur la propagation du virus: Limitation de 
l’établissement de circulation autochtone 


