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Unité Mixte de Recherche

Optimiser la production du genome d'Anaplasma
icer ) phagocytophilum, une étape cruciale pour comprendre f PAAD
la virulence et le tropisme d’hote

1. Anaplasma phagocytophilum 2. Sequencage Nanopore

- Bactérie intracellulaire stricte infectant les granulocytes
neutrophiles de I'héte, culture tres complexe - tres
faible nombre de génomes disponibles (33 sur NCBI)

- Transmise par piqure de tiques (/xodes spp) aux
humains (USA et Europe) et au bétail (Europe).

Responsable de I'anaplasmose granulocytaire (AG) Souche publiée et non
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Souche publiée et cultivable sur
cellules HL-60 (humaines)
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Souche publiée et cultivable sur
cellules ISEG (de tiques)
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- AG = Maladie émergente, variabilité des signes cliniques, manque de
connaissances des facteurs bactériens conditionnant la virulence et les

barrieres d'especes -2 importance de l'analyse de génomes

complets

Objectif : Réaliser le sequencage des souches au laboratoire par la ‘ |“|
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technologie Nanopore. A partir de ces résultats, mettre au point un
pipeline d’analyse bio-informatique pour assembler leur génome |||“||
Read length

Mean read quality 16.2
Mean read length 8 162.4

Number of reads 4,419,153

Read Iength
Mean read quality 156
Mean read length 7,687.5

Number of reads 3,750,906

Mean read quality 15.8
Mean read length 8,112.5

3. Analyses Bio-informatiques e |

Conclusion : Reads de bonne qualité et longueur satisfaisante pour les différents
NY18 NV20s BY 10179 échantillons mais couverture trop importante (> 5000x) pour NY18 et NV20s. Pour
— - - BV _ 10179 les reads correspondants a A. phagocytophilum sont extrémement minoritaires et
entrainent une couverture trop faible (=10x)
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Probléematique : Problématique :

Comment garder les reads

correspondant a 4.1. Test de déplétion
A. phagocytophilum uniquement ?

Méthodologie : BV_10179 brut - Reads | |BV_10179 déplété - Reads

Comment assembler les génomes
dont la couverture est trop
importante (> 5000x) ?

Meéethodologie :

A. phagocytophilum A :
2l At . phagocytophilum
Déplétion des reads du genome 584 reads - 0,01%

(o)
de I'hote « Bos taurus » 576 reads - 4,74%

Analyse des fractions de reads »
correspondants a

A. phagocytophilum

Sous-échantillonnage des
échantillons afin d’obtenir des
couvertures de 10x a 100x

Assemblage des génomes avec
Flye

Analyse des distances
phylogénétique par Mash

Autre Autre
v 4,418,569 reads 11,575 reads
v 99,99% 95,26%

Conclusion : La déplétion permet bien d’éliminer une grande quantité de reads ne
correspondant pas a A. phagocytophilum tout en conservant ceux qui le sont = intérét
pour les échantillons non cultivables

Assemblage du génome avec
Flye

4.2. Comparaison des genomes sous-echantillonnes 5. Conclusions & perspectives
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Obtention de séquences qualitatives (taille et
qualité) avec le séquencage Nanopore
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échantillons non cultivables (BV_10179)
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5 > Nécessité d’'une couverture minimale de 20x

pour obtenir un génome complet et de bonne
qualité
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» Application de la méthodologie de dépléetion du
génome de I'hnGte en temps réel (adaptive
sampling) a d’autres échantillons non cultivables
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» Obtention de nouveaux génomes issus de
differentes especes hotes et zones
géographiques - identification de marqueurs
génétiques du tropisme d’hote et de Ia
virulence menant au développement d'outils
diagnostiques
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Conclusion : La heatmap montre bien une clusterisation des génomes selon leur origine et une
nécessité d’'une couverture minimale de 20x pour obtenir un génome de bonne qualité

e Paris - 1765

'\ " N ===a ECOLE
N RA@ i universite / ansaithe oo ¢ ’NAnoNALE
anses | Agropa”STeChlL PARIS-SACLAY 1“”“;;;;:;;; ALFORT



