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Résumé

Depuis décembre 2019, une maladie a coronavirus 2019 (COVID-19) causée par le
coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu séveére (SARS-CoV-2) est apparue & Wuhan et
devient par la suite une épidémie mondiale. Cette dernicre a stressé¢ le monde entier, elle a
obligé les chercheurs a faire des efforts pour étudier ce virus qui s’est propagé rapidement,
provoquant une morbidité et mortalité importantes, ce qui a incité beaucoup de laboratoires de
recherches et des universités a séquencer le génome de ce virus et disposer des pipelines
spécifiques pour faire des analyses et des interprétations qui nous aides a lutter contre cette
urgence sanitaire la plus difficiles.

Cette étude a comme objectif étre capable au futur de traiter des données séquencées du
SARS-CoV-2 en Algérie. Nous avons créé notre propre pipeline en utilisant des logiciels et
outils libres d’accés pour faire des essais sur des séquences qui sont déja séquencées par
[llumina et Ton Torrent et traiter par d’autres pipelines et comparer les résultats aprés avoir

détecté les variants.

Mots clés : COVID-19, SARS-CoV-2, pipelines, outils, variants.



Abstract

In December 2019, the coronavirus disease (COVID-19) caused by the severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) appeared in Wuhan and subsequently
became a global epidemic. It forced researchers to make efforts to study this virus that extended
rapidly, causing significant morbidity and mortality. One of the solutions was to sequence the
genome of this virus and dispose specific pipelines to make analyzes and interpretations which

help to fight against this most difficult health emergency.

The objective of this study is to be able in the future to process sequenced data from
SARS-CoV-2 in Algeria. We created our own pipeline using open-source software and tools
to test sequences that are already sequenced by Illumina and Ion Torrent and process through

other pipelines and compare the results after detecting the variants.

Keywords: COVIDE-19, SARS-CoV-2, pipelines, tools, variants.
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Glossaire :

ADN, nucléotide, géne, exome, séquengage, variantes... De quoi parlons-nous ?

Génome : Le génome humain est I’ensemble du matériel génétique d’un individu
transporté par I’ADN.

ADN : L’ADN est le vecteur moléculaire de I’information génétique. Il est formé par la
séquence de 4 nucléotides : ces 4 molécules sont constituées chacune avec une base différente,
A, T, C, G. La séquence de nucléotides d’ADN constitue sa séquence. Séquencer I’ADN
signifie lire la longueur linéaire de la séquence des nucléotides d’un fragment d’ADN donné

Genes : Notre génome contient environ 23 000 geénes répartis sur les chromosomes. Les
genes sont présents en double, un sur chaque homologue chromosomique. Ces versions
peuvent étre identiques ou différentes : ce sont les alleles (ou des versions différentes d’un
geéne). Les génes sont des morceaux d’ADN qui fabriquent des protéines (la dystrophine est
une protéine). Dans chaque gene, les nucléotides sont liés entre eux d une manicre particuliere,
ce qui donne des informations spécifiques.

Exons : Les régions codantes des génes sont appelées exons. C’est a partir des informations
contenues dans les exons que la cellule fabrique des protéines : Nous disons qu’un gene
« code » pour une protéine.

Exome : Il s’agit de toutes les régions codantes de notre génome (sur les 23 000 génes). Ils
constituent 34 millions de paires de bases d’ADN.

Introns : Les régions non codantes des geénes sont appelées introns. Ils sont situés entre les
régions de codage. Ils ne permettent pas de produire des protéines mais d’avoir d’autres
fonctions.

Variations de I’ADN : Environ 0,5 % du génome différe d’un individu a I’autre, ce qui
rend possibles des millions de variations. Ils peuvent apparaitre dans les séquences codantes
de geénes, d’exons ou d’autres régions. Certaines de ces variations sont fréquentes dans la
population (fréquence supérieure a 1%) et ne sont pas pathogenes : on parle de polymorphisme.
Ils rendent chaque individu unique. D’autres variantes appelées « anomalies ou mutations
génétiques » sont beaucoup plus rares et causent des maladies. Il existe également de
nombreuses variantes de I’ADN dont nous ne savons pas si elles sont responsables ou non
d’une maladie : nous parlons de variantes génétiques.

Bibliothéque de fragments : Collection du brin entier des fragments d’ADN (a séquencer)

Gaps : La région non séquencée de I’ADN est appelée gap.

Canting: Une séquence continue de I’ADN assemblé.
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Lecture : Les données de sortie provenaient de la machine séquenceur vers 1’ordinateur pour
une séquence particulicre.

Couverture : Le nombre de fois que la machine de séquengage a couvert la séquence d’AND.

XII



Introduction
Geénerale



Introduction générale

Introduction générale :

Le séquencage de nouvelle génération (NGS) est le mécanisme permettant de
déterminer les séquences d’ARN et d’ADN a ’aide des machines et des techniques modernes.
Le séquencage de I’ADN fournit des informations génétiques qui sont transportées dans un
segment d’ADN particulier, ce qui aide & mieux comprendre 1’industrie agricole, les relations
évolutives entre les especes, le diagnostic des maladies causées par des facteurs génétiques....
Avec le développement rapide de I’informatique et des sciences biologiques, le volume des
données génomiques produites a partir des plateformes NGS est devenu massif.

Les données collectées concernent non seulement les génomes complets, mais aussi
les CDs, d’exon, d’intron...etc provoquent des problémes de gestion et de stockage des
données. En outre, ces données doivent &tre structurées et analysées. Ainsi, des logiciels
spéciaux et des systemes informatiques rapides sont nécessaires pour traiter les immenses
données.

En effet des bio-informaticiens spécialisés et formés sont devenus indispensables a 1’analyse
des données générées par le NGS.

Au cours des deux dernicres années, la plupart des scientifiques n’avaient qu’un seul
objectif, en savoir plus sur le SARS-CoV-2. Ce virus est devenu une pandémie en peu de temps,
il a rendu chaque biologiste intéressé¢ a résoudre son mystere. Par conséquent, les données et
les méthodes de séquengage de cette pandémie sont si volumineuses et si variantes.

En raison de la diversit¢é des variantes du SARS-CoV-2, un pipeline de bio-
informatique est devenu nécessaire pour comprendre cette maladie. Apres avoir étudié les
outils de séquengage qui ont été utilisés, nous avons proposé un pipeline pour traiter les
données générées par NGS.

Ce travail est divisé en quatre chapitres. Le premier parle de I’histoire du séquencage
et de ses générations.

Dans le deuxieéme chapitre, nous présentons certains des outils qui ont des commandes
spécifiques pour le virus, d’autres sont spécifiques a un séquenceur.

Dans le troisieéme chapitre, apres avoir essayé et comparé différents outils et séquences,
nous nous faisons une idée du chemin spécifique. En utilisant les derniers outils et versions
pour obtenir de meilleurs résultats clairs, nous avons créé un pipeline général NGS SARS-
CoV-2 qui est facile a installer, a utiliser, a comprendre, en donnant des résultats rapides et

moins d’erreurs.
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Dans le chapitre quatre, nous avons implémenté notre pipeline général NGS avec les

deux séquenceurs, nous obtenons nos résultats et les discutons.
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Chapitre 1 Le séquencage et les nouvelles techniques

Introduction :

Le développement des technologies de séquencage de nouvelle génération ou NGS (Next
Generation Sequencing) au cours des dix derniéres années constitue une révolution
technologique sans précédent. Alors que le séquencage d’un seul génome humain qui a
nécessité dix ans de collaboration internationales de 1993 a 2003 et 2,7 milliards de dollars, il
est désormais possible, dans quelques semaines ou quelques jours, pour séquencer I’ensemble
de la région codante de 23000 génes humains, 1’exome, représentant 34 millions de paires de
bases d’ADN a des cofts inférieurs a 1000 € (Kern, 2021).

Le séquencage de génomes humains entiers dans un but médical (3 milliards de paires
de bases) a déja été réalisé par quelques équipes aux Etats-Unis, Royaume-Uni, Pays-Bas et
France (Verma, 2019).

Cette technologie est a I’origine d’une révolution médicale : la médecine de précision ou
génomique dont I’objectif est d’optimiser le diagnostic, la prévention et le traitement des
maladies humaines en fonction des variations génétiques individuelles... (Weinbrecht2, 2013).
1-Séquencage de ’ADN :

Le séquencage de I’ADN est une technique biochimique utilisée pour déterminer 1’ordre
correct des quatre blocs de construction chimiques appelés « bases » (adénine, thymine,
cytosine et guanine) de la séquence d’ADN (acide désoxyribonucléique) (DNA Sequencing
Fact Sheet, 2020).

L’ADN est le modéle d’un organisme, aucune compréhension de la fonction génétique
ou de I’évolution ne pourrait étre compléte sans lui, il contient toute 1’information génétique.
Alors que l'ordre des acides nucléiques dans les chaines de polynucléotides contient
I’information sur les propriétés héréditaires et biochimiques de la vie terrestre. C’est pourquoi
le séquengage de I’ADN indique le type d’information génétique contenues dans le segment de
I’ADN. Il s’agit du niveau le plus fondamental de connaissance d’un géne ou d’un génome.

(Griffiths, 2016) (James M Heather 1, 2016).
2-Différentes méthodes de séquencage de I'ADN :

L'histoire de 'ADN commence Watson et Crick ont résolu de fagon célébre la structure
tridimensionnelle de I'ADN en 1953, a partir de données cristallographiques produites par
Rosalind Franklin et Maurice Wilkins, ce qui a contribué a établir un cadre conceptuel pour la
réplication de I'ADN et le codage des protéines dans I'acide nucléique. Cependant, la capacité

de le lire n'a pas été possible pendant un certain temps. Les stratégies développées pour

-3-



Chapitre 1 Le séquencage et les nouvelles techniques

déduire la séquence des chaines de protéines ne semblaient pas s'appliquer facilement a
l'acide nucléique, les molécules d'ADN étant beaucoup plus longues et constituées de moins
d'unités plus semblables les unes aux autres. De nouvelles techniques devaient étre

développées (Barton E. Slatko, 2018) (PhD, 2021) (Jason R. Miller, 2010).
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Figure 1 : L'évolution des méthodologies de séquengage (PhD, 2021).
2-1-Séquencage de Sanger :

Développée par Fred Sanger et ses collegues au milieu des années 1970, elle utilise des
didésoxynucléotides pour la "terminaison de chaine". Le séquencage de Sanger est connu sous
le nom de méthode de terminaison de chaine ou méthode des didésoxynucléotides ou encore
méthode de séquengage par synthese. Il consiste a utiliser un brin de I'ADN double brin comme
matrice a séquencer. Ce séquencage utilise des nucléotides chimiquement modifiés appelés
dideoxy-nucléotides (ANTPs). Ils sont marqués pour chaque base de I'ADN par ddG, ddA, ddT,
et ddC. Les dideoxy-nucléotides utilisent les dNTP pour freiner 1'élongation, une fois
incorporés dans le brin d'ADN ils empéchent la poursuite de 1'élongation et 1'¢longation est
terminée. On obtient alors des fragments d'ADN terminés par un dNTP. Les fragments sont
séparés selon leur taille a I'aide d'une plaque de gel ou les bandes résultantes correspondant aux
fragments d'ADN peuvent étre visualisées par un systéme d'imagerie (rayons X ou lumicre
UV). La réalisation la plus emblématique de cette technologie de séquencage est le décodage

du premier génome humain (M.HeatherBenjaminChain, 2016) (Mehdi Kchoukl1, 2017).
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+dGTPs + dCTPs + dTTPs
Taq DNA polymerase

Forward primers
Reverse primers
/ Template DNA

ddGTPs ddCTPs ddTTPs
CCTATGCAGTTG CCTATGCAGTTG CCTATGCAGTTG CCTATGCAGTTG
CCTATGC CCTATGCAGTTG CCTATGC CCTATGCAGTT
CCT. CCTATGCAG CC CCTATGCAGT
C CCTAT
CCTATG -

ddGTPs ddCTPs ddTTPs

Traditional Sanger sequencing method

Figure 2 : Méthode de terminaison de chaine de Sanger pour le séquencage de ' ADN (DNA
Sequencing: History, Steps, Methods, Applications and Limitations, 2019).

2-2-Méthode MAXAM -GILBERT :

La méthode de Maxam et Gilbert a été développée en 1977. Elle est également appelée
méthode de clivage chimique ; elle est connue sous le nom de méthode de dégradation
chimique. Elle repose sur le clivage des nucléotides par des produits chimiques et est plus
efficace avec les petits polymeres de nucléotides. Le traitement chimique génére des cassures
au niveau d'une petite proportion d'une ou deux des quatre bases nucléotidiques dans chacune
des quatre réactions (C, T+C, G, A+G). Cette réaction donne des séries de fragments marqués
qui vont se séparer selon leur taille par électrophorese. Cette méthode est réalisée sans clonage
d'ADN. Elle est également considérée comme dangereuse car elle utilise des produits
chimiques toxiques et radioactifs. L'autobiographie est utilisée pour visualiser la séparation des

fragments d'ADN. Grace a l'extrémité 32P radio-marquée de I'ADN, les bandes d'ADN sont
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visualisées par autoradiographie, comme le montre la figure ci-dessous (Mehdi Kchoukl,

2017) (G. Dorado, 2019).

Labelling of the end of the DNA with 32P
32PACCTATGCAGTTG

N

C+T
Chemical cleavage Chemical cleavage Chemical cleavage Chemical cleavage
With Dimethyl sulphate With Piperidine With Hydrazine NaCl With Hydrazine
32PACCTATGCAGTTGA 32PACCTATGCAGTTG 32PACCTATGCAGTTGA 32PACCTATGCAGTTG
32PACCTATGC 32PACCTATGCAGTT 32PACCTATG 32PACCTATGCAGT
32PACCT 32PACCTATGC 32PAC 32PACCTATGCAG
32PACCTAT 32P 32PACCT.
32PACC
ddGTPs ddCTPs ddTTPs

Chemical degradation DNA sequencing

Figure 3 : Méthode de clivage chimique Maxam- Gilbert pour le séquengage de I'ADN (DNA
Sequencing: History, Steps, Methods, Applications and Limitations, 2019).

2-3-La deuxiéme génération de séquencage :

Séquencage Roche/454 :

Le séquencage Roche/454 est une technique qui utilise le pyroséquengage, c'est-a-dire la
détection du pyrophosphate libéré aprés chaque incorporation de nucléotide dans le nouveau
brin d'ADN synthétique. La technique de pyroséquencage est une approche de séquencage par
synthese. Les échantillons d'ADN sont fragmentés de fagon aléatoire et chacun d'entre eux est
attaché a une bille qui porte des amorces ayant des oligonucléotides complémentaires aux
fragments d'ADN, de sorte que chaque bille est associée a un seul fragment. Ensuite, chaque
bille est isolée et amplifiée a I'aide d'une émulsion PCR qui produit environ un million de copies

de chaque fragment d'ADN a la surface de la bille.
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Les billes sont ensuite transférées sur une plaque contenant de nombreux puits appelée
plaque picotitre (PTP) et on applique la technique de pyroséquencage qui consiste a activer une
série de réactions en aval produisant de la lumiere & chaque incorporation de nucléotide. En
détectant 1'émission de lumiére aier chaque incorporation de nucléotide, la séquence du
fragment d'ADN est déduite. L'utilisation de la plaque picotitre permet a des centaines de
milliers de réactions de se produire en paralléle, augmentant considérablement le débit de
séquencage. Le Roche/454 est capable de générer des lectures relativement longues qui sont
plus faciles a mapper a un génome de référence. Les principales erreurs détectées lors du
séquencage sont des insertions et des délétions dues a la présence de régions homopolymeres

(Lin Liu, 2012) (Erwin van Dijk, 2021).

Ligation of adaptors to
DNA fragments

Emulsion PCR L ¢
S 4 S
= 55 S
Break emulsions and deposit
beads into picotiter plate ‘

Ordered flow of dNTPs

Beads with clonally amplified template DNAs and sequencing enzymes

‘ Polymerase
Template ; .

O
| N Y
e HINTP ©eocgoo

\J:gvher

PP; and APS
%’;‘g — ATP ATP-sulfurylase
Luciferase

LIGHT

Pyrosequencing

Figure 4 : Séquengage Roche 454 GS FLX (Karl V Voelkerding, 2009)
Séquencage Ion Torrent :

En 2010, Life Technologies a dévoilé la technologie de séquengage a semi-conducteurs

Ion Torrent. Contrairement aux autres technologies de deuxiéme génération, elle n'utilise pas
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de nucléotides marqués par fluorescence. Elle est basée sur la détection de l'ion hydrogéne
libérer lors du processus de séquencage. Concrétement, lon Torrent utilise une puce qui
contient un ensemble de micro-puits et dont chacun comporte une bille contenant plusieurs
fragments identiques. L'incorporation de chaque nucléotide avec un fragment dans la perle, un
ion hydrogene est libéré qui change le pH de la solution. Ce changement est détecté par un
capteur fixé au fond du micro-puits et converti en un signal de tension qui est proportionnel au
nombre de nucléotides incorporés.

Les séquenceurs Ion Torrent produisent des longueurs de lecture de 200 bp, 400 bp et
600 bp avec un débit qui peut atteindre 10 Gb pour le séquenceur ion proton. Les principaux
avantages de cette technologie de séquengage sont axés sur les longueurs de lecture, qui sont
plus longues que celles des autres séquenceurs SGS, et sur la rapidité du séquencage (entre 2
et 8 heures). L'inconvénient majeur est la difficulté d'interpréter les s€équences homopolymeéres
(plus de 6 pb) qui provoquent des erreurs d'insertion et de délétion (indel) avec un taux

d'environ ~1% (Barton E. Slatko, 2018).

4 N

%
A}

Figure 5 : Technologie de séquencage Ion torrent (Mehdi Kchoukl, 2017).
Séquencage Illumina/Solexa :

Actuellement, la technologie la plus utilisée sur le marché du NGS est le séquenceur
Ilumina/Solexa Genome Analyzer (GA). Le séquenceur adopte la technologie du séquengage
par synthese (SBS). Au cours de la premicére étape, les échantillons d'ADN sont fragmentés de
maniére aléatoire, puis les molécules d'ADN avec des adaptateurs appropriés ligaturés a chaque

extrémité sont utilisées comme substrats pour des réactions répétées de synthése par
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amplification sur un support solide (lame de verre) qui contient des séquences
d'oligonucléotides complémentaires a un adaptateur ligaturé. Au cours de la deuxieme étape,
chaque séquence fixée sur le support solide est amplifiée par "amplification par pontage PCR
qui crée plusieurs copies identiques de chaque séquence ; un ensemble de séquences fabriquées
a partir de la méme séquence d'origine est appelé un cluster. Chaque cluster contient environ
un million de copies de la méme séquence originale. La dernicre étape consiste a déterminer
chaque nucléotide des séquences, Illumina utilise l'approche de séquengage par synthése qui
emploie des terminateurs réversibles dans lesquels les quatre nucléotides modifiés, les amorces
de séquencage et les ADN polymérases sont ajoutés sous forme de mélange, et les amorces
sont hybridées aux séquences.

Ensuite, des polymérases sont utilisées pour étendre les amorces en utilisant les
nucléotides modifiés. Chaque type de nucléotide est marqué par un spécifique fluorescent afin
que chaque type soit unique. Les nucléotides ont un groupe 3'-hydroxyle inactif qui garantit
qu'un seul nucléotide est incorporé. Les clusters sont excités par un laser pour émettre un signal
lumineux spécifique a chaque nucléotide, qui sera détecté par une caméra a dispositif a charge
couplée (CCD) et des programmes informatiques traduiront ces signaux en une séquence de
nucléotides.

Le processus se poursuit par I'élimination du terminateur avec le marqueur fluorescent et
le démarrage d'un nouveau cycle avec une nouvelle incorporation. Les premiers séquenceurs
[llumina/Solexa GA ont été capables de produire des lectures trés courtes et ils avaient
l'avantage de pouvoir produire des lectures courtes en paires (PE), dans lesquelles la séquence
aux deux extrémités de chaque cluster d'ADN est enregistrée. Les données de sortie des
derniers séquenceurs Illumina sont actuellement supérieures a 600 Gpb et les longueurs des
lectures courtes sont d'environ 125 bp.

L'un des principaux inconvénients de la plateforme Illumina/Solexa est le besoin élevé de
contrdle de la charge de 1'échantillon, car une surcharge peut entrainer un chevauchement des
clusters et une mauvaise qualité de séquencage. Le taux d'erreur global de cette technologie de
séquencage est d'environ 1 %. Les substitutions de nucléotides sont le type d'erreurs le plus
courant dans cette technologie, la principale source d'erreur étant due a une mauvaise
identification du nucléotide incorporé (Christophe Audebertl, 2014) (Weinbrecht2, Next-
Generation Sequencing: Methodology and Application, 2013) (Lin Liu, 2012).



Chapitre 1

Le séquencage et les nouvelles techniques

A
| |

AN

o}

AN

® Une molécule simple
brin s'hybride a un oligo-
nucléotide fixé a la
cellule de flux.

@ Un brin complémen-

taire (C) est synthétisé.

ANE'

® La molécule d'origine
(O) est enlevée.

@ L'extrémité libre
s’hybride.

® Un brin complémen-
taire est synthétisé.

//\\/\II

©® Les deux brins,
attachés de  facon
covalente a la cellule de

@ Les extrémités libres
s’hybrident.

Nouvelle synthese
des brins complémen-
taires.

© Dénaturation suivie
par l'enlevement des
brins complémentaires a

©® Seuls les brins
identiques a la molécule
d'origine restent et se-

flux, sont séparés par la molécule d’origine. ront séquencés.

dénaturation.

B C e

» @
1., 1 |
|

' s
| o > 9’ .
1D

Figure 6 : Le principe de la technologie Illumina (Erwin van Dijk, 2021).

2-4-La troisiéme génération de séquencage :
Alors que le séquencage de nouvelle génération est de plus en plus utilisé et modifig, le

séquencage de troisieme génération apporte un nouvel éclairage sur le séquencage. Le
séquencage de troisiéme génération présente deux caractéristiques principales. Premiérement,
la PCR n'est pas nécessaire avant le séquencgage, ce qui raccourcit le temps de préparation de
I'"ADN pour le séquengage. Deuxiemement, le signal est capturé en temps réel, ce qui signifie
que le signal, qu'il soit fluorescent (Pacbio) ou électrique (Nanopore), est contrélé pendant la
réaction enzymatique d'ajout de nucléotides dans le brin complémentaire (James M Heather 1,
2016) (Mehdi Kchoukl1, 2017).

Molécule unique en temps réel (SMRT) :

Il s'agit d'une méthode développée par Pacific Bioscience, qui utilise une enzyme
modifiée et I'observation directe de la réaction enzymatique en temps réel. La cellule SMRT
est constituée de millions de guides d'ondes en mode zéro (ZMW), dans lesquels sont intégrés
un seul ensemble d'enzymes et une matrice d'ADN qui peut étre détectée tout au long du

processus. Au cours de la réaction, l'enzyme va incorporer le nucléotide dans le brin
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complémentaire et cliver le colorant fluorescent précédemment li¢ au nucléotide. Ensuite, la
caméra a l'intérieur de 'appareil va capturer le signal sous forme de film pour une observation
en temps réel. Cela donnera non seulement le signal fluorescent mais aussi la différence de

signal a long terme, ce qui peut étre utile pour la prédiction de la variance structurelle dans la

séquence, particulicrement utile dans les études épigénétiques telles que la méthylation de
I'ADN (Barton E. Slatko, 2018) (Weinbrecht2, Next-Generation Sequencing: Methodology
and Application, 2013).

i > ‘C" pulse
: Glass ¢
0
3 < v, e —_ a A \
Bcaton | EMSOn £ R’%Www.um‘xb

Time mp
Figure 7 : Principe du séquencage "SMRT" (John Eid*, 2009).
Séquencage Oxford Nanopore :

Le séquencage Oxford Nanopore (ONT) a été développé comme une technique
permettant de déterminer I'ordre des nucléotides dans une séquence d'ADN. En 2014, Oxford
Nanopore Technologies a mis sur le marché le dispositif MinlON qui promet de générer des
lectures plus longues qui assureront une meilleure résolution structurelle du contenu des
variantes et répétitions génomiques. Ces séquenceurs utilisent des nanopores protéiques dans
une membrane polymere résistante a 1'électricité, a travers laquelle des changements de courant

caractéristiques se produisent lorsque chaque nucléotide passe dans le détecteur.
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Figure 8 : Préparation des banques (ONT) (Séquengage a « longues lectures ONT », 2021).
3-Séquencage des coronavirus :

SARS-CoV-2 (coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere) est un nouveau virus
de la famille des Coronaviridae. Ce virus est a 1'origine de la maladie infectieuse COVID-19.
Le génome du SARS-CoV-2, c'est-a-dire I'ensemble de son information génétique, est composé
de pres de 30 000 nucléotides. Séquencer le virus revient a lire ces nucléotides, représentés par
des lettres pour plus de clarté. Pour effectuer le séquencage, la réalisation d'un test PCR est
nécessaire. En laboratoire, le matériel génétique est ensuite récupéré pour observer les
séquences de nucléotides. Celles-ci peuvent ensuite étre comparées aux autres séquences déja
répertoriées.

Cette technique permet de noter les différences éventuelles, d'identifier les variants et de
les analyser. Cette discipline, relativement récente, est appelée phylodynamique. Elle avait déja
été utilisée par des chercheurs pour travailler sur Zika, Ebola ou le VIH. L'épidémie de Covid-
19 prouve une fois de plus lI'importance de la discipline. "L'idée de la phylodynamique, c'est
que la fagon dont les virus se propagent laisse des traces dans leur génome", explique au

"Monde" Samuel Alizon, chercheur au CNRS (Larousserie, 2020).
Conclusion :

Grace aux progres rapides de la technologie de séquencage de 'ADN et a la réduction

substantielle des cofts, ainsi qu'a l'augmentation substantielle du débit et de la précision. De
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plus en plus d'organismes étant séquencés, un flot de données génétiques inonde le monde
chaque jour. Mais une fois le séquengage terminé, on obtient des données de séquence brutes,
ce qui les rend impossibles a lire. Elles doivent donc subir plusieurs étapes d'analyse :
prétraitement des données pour éliminer les séquences adaptatrices et les lectures de mauvaise
qualité, mise en correspondance des données avec un génome de référence ou alignement de
novo des lectures de la séquence, et analyse de la séquence compilée.

L'analyse de la séquence peut inclure une grande variété d'évaluations bio-
informatiques, y compris l'appel de variants génétiques pour la détection de SNP ou d'indels,
la détection de nouveaux geénes ou d'éléments régulateurs, et 1'évaluation des niveaux
d'expression des transcriptions. Grace a la diversit¢ de ces informations utilisables, les
scientifiques ont commencé a remarquer et a extraire les différences et les variantes dans ce

qui était auparavant similaire.
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Introduction :

La plupart des personnes infectées par le virus COVID-19 souffrent d'une maladie
respiratoire 1égére a modérée et se rétabliront sans nécessiter de traitement particulier. Les
personnes agées et celles qui présentent des pathologies sous-jacentes comme les maladies
cardiovasculaires, le diabéte, les maladies respiratoires chroniques et le cancer sont plus
susceptibles de développer une maladie grave SARS-CoV-2, le virus a l'origine du COVID-
19, a été identifié pour la premicre fois chez 'homme en décembre 2019. Au 6 novembre, il a
touché plus de 48 millions de personnes, causant plus de 1, 2 millions de déces dans le monde.
Bien que le virus soit considéré comme ancestralement li¢ aux chauves-souris, 'origine du
virus et les hotes intermédiaires du SARS-CoV-2 n'ont pas encore été identifiés.
Malheureusement, plus le temps passe, plus ce virus se développe, en moins de 2 ans etil y a
déja plus d'une douzaine de ses variantes, méme s'il n'y a pas de médicament permanent, mais
nous avons réussi a en savoir beaucoup, chaque jour il y a une nouvelle découverte. L'analyse
bioinformatique est la solution que les scientifiques ont utilisée pour étudier cette maladie

(Clinkemailli¢, 2021) (Mario Cannataro, 2021).
1-Variants du SARS-CoV-2:

1-1-Les variantes :

Une variante est une nouvelle version du virus, légérement différente, mais pas
suffisamment pour que l'on estime qu'il s'agisse d'un nouveau virus (Vergnaud, 2021).

Un mutant (un variant) est un organisme ou une cellule qui présente une nouvelle
caractéristique, acquise suite a I’apparition d’une modification dans son génome — on parle de
« mutation ». Un tel événement peut &tre provoqué par certains agents chimiques ou physiques
(les « mutageénes »), mais des mutations peuvent aussi survenir de maniére spontanée, lors du
processus qui permet a une cellule de se multiplier (Divers et variants — C’est quoi un mutant
?,2021).
1-2-Les types des variantes :

Dans le séquengage de I'ADN, nous constatons qu'il existe cinq types de variants :

- Les variations nucléotidiques simples (SNV) (Justin M Zook, 2014).

- Les polymorphismes de nucléotides simples (SNP) (Michel, 2021) (Justin M Zook,
2014).

- Petites insertions et délétions (INDEL) (Nadine Hanna, 2005).
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- Grands réarrangements chromosomiques - Variations structurelles (SV) (Gillet-
Markowska, 2020).

- Variations du nombre de copies (CNV)
(J.TremblaylJ.Raelson1F.Harvey1M.IvangalJ.Chalmers2M.Woodward2S.Harrap3M.
Marre4P.Hametl, 2014) (Différents types de variantes : qu'est-ce que la variation
génomique ?, 2016).

1-3-Les différentes variantes du SARS-CoV-2 :

Le coronavirus responsable du Covid-19 est un virus simple : c'est une coquille de
protéines qui renferme du matériel génétique. De I'ARN dans ce cas, et non de 'ADN comme
pour les humains. Le virus utilise des cellules humaines pour faire des copies de lui-méme a
partir de son ARN, une sorte de code qui recéle les instructions pour cette réplication
(Vergnaud, 2021) (Robin, 2021).

Quatre variantes sont particulierement étudiées :

- Le variant anglais, ou VOC2020, ou B.1.1.7, ou 20I/501Y.V1 :

Détecté pour la premiere fois au Royaume-Uni en octobre 2020, ce variant contient 17
mutations, dont 8 affectent la protéine spike. C'est cette protéine spike qui est utile au
coronavirus pour se greffer aux récepteurs ACE2, qui permettent au virus d'infecter 'homme.
C'est notamment sur la reconnaissance de cette protéine par notre organisme que sont basés les
vaccins. La variante anglaise est connue pour provoquer une contagion accrue. Elle est
¢galement 64% plus mortelle que le virus classique, selon une étude publiée dans la revue BMJ

(Robert Challen, 2021).
- La variante sud-africaine, ou B.1.351, ou 20H/501Y.V2:

A la fin du mois d'avril, la part de la variante sud-africaine dans les contaminations en
France était de 4,2%. Ce variant a été découvert des le mois d'aolit 2020 en Afrique du Sud.
Huit de ses mutations affectent également la fameuse protéine spike, dont la mutation N501Y,
mais aussi les mutations E484K et K417N. Le variant sud-africain se distingue par une
contagion plus élevée, sans étre particulierement plus mortel que le coronavirus classique. En
revanche, les vaccins sont moins efficaces pour les protéger (Robert Challen, 2021) (Priam,

2021).
- La variante brésilienne ou 20J/501Y.V3 :

A la fin du mois d'avril, la part de contamination de la variante brésilienne en France était

de 4,2%. 1l existe deux variants brésiliens, nommés P1 et P2. Ils présentent les mutations
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E484K et N501Y sur la protéine spike. Ce variant est inquiétant car il est non seulement trés
contagieux mais il semble pouvoir échapper a l'immunité conférée par une infection ou une
vaccination antérieure. Il touche également une population plus jeune que d'habitude (Roberts,
2021).

- La variante indienne ou B.1.617 :

Le variant indien n'a pas été détecté en France métropolitaine a ce jour. Découvert en
octobre 2020 dans le centre de 1'Inde, le variant B.A.617 est responsable d'un foyer
épidémique en Inde, ou il est responsable de pres de 10% des contaminations. Il a été classé
dans la catégorie VOC (variant of concern). Ce variant résulte de quinze mutations. Ce sont
deux d'entre elles qui inquictent les chercheurs : les mutations L452R et E484Q), jamais vues
ensemble auparavant, et qui concernent toutes deux la protéine spike. Le variant semble donc
particulierement contagieux et potentiellement résistant aux anticorps. Il existe de nombreux
autres variants. En France, on a récemment parlé du variant dit " breton " : ce variant présente
9 mutations concernant la protéine spike. Si on parle de lui, c'est parce qu'il semble étre
beaucoup plus difficile a détecter a I'aide de tests PCR : un patient non détecté peut étre plus

a risque, car traité trop tard (Comité d’experts en vigie génomique du SRAS-CoV-2, 2021).

{ N501Y
UK “Kent” variant B.1.1.7 _ -
{ N501Y ! E484K
South Africa variant B.1.351 _ .
J N501Y | E484K

Brazil variant P I B

¢ P681R ¢ L4A52R

UK “India” variant B.1.617.2 [ D

Figure 9 : le code génétique de chacune des variantes (Roberts, 2021)

2-Les pipelines d'analyse Des données NGS :

Un pipeline est un ensemble d'éléments de traitement de données connectés en série, ou
la sortie d'un élément est 1'entrée du suivant.

Les pipelines de bio-informatique font partie intégrante du séquengage de prochaine

génération (NGS). Le traitement des données de séquence brutes pour détecter les altérations
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génomiques a un impact significatif sur la gestion de la maladie (authors, 2018) (Somak Roy,
2020).
2-1-Cadres des pipelines :

Afin d'automatiser le processus de création et de disposition des scripts pour former des
flux de travail, des cadres de pipelines ont été créés. Cela a permis de réduire la charge des
scientifiques qui devaient configurer manuellement des pipelines et les exécuter
individuellement pour différents projets comportant des téraoctets de données. Les cadres de
pipelines ont introduit de nouvelles fonctionnalités telles que les scripts reproductibles, le
contrdle des versions et les fonctions de rapport (Leipzig, 2017).

Un cadre de pipeline (workflow) est construit pour les données, ce qui élimine de
nombreuses étapes manuelles du processus de transition des données et permet un flux de
données fluide, évolutif et automatisé¢ d'une station a l'autre (Somak Roy 1, 2018).

Depuis l'apparition du nouveau COVID-19, tous les efforts sont consacrés a la recherche
rapide de solutions a 1'évolution rapide de la situation a l'aide de pipelines viraux.

La figure ci-dessous décrit le déroulement général d'un pipeline :
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Contig Assembly

Contig Annotation

Read Mapping

Figure 10 : entrées, sorties du processus analytique d'un pipeline (Erik L. Clarke, 2019)

3-Les différents flux de travail pour le COVID-19 :

Les outils bio-informatiques congus explicitement pour le SARS-CoV-2 n'ont été

développés que récemment, en réaction rapide a la nécessité de détecter, comprendre et traiter
rapidement le COVID-19. Pour contrdler la pandémie actuelle de COVID-19, il est de la plus
haute importance de comprendre 1'évolution et la pathogenése du virus (Somak Roy 1, 2018)
(S.Masters, 2006).

3-1-V-PIPE :

V-pipe est un pipeline bio-informatique pour les données de séquencage viral. Il intégre
divers outils informatiques pour l'analyse des données de séquencage viral a haut débit. Il
permet 'analyse reproductible de la diversité génomique dans les populations de virus intra-
héte. V-pipe prend en entrée des données de lecture obtenues a partir d'une expérience de

séquencage viral et produit, en une seule exécution du pipeline, divers fichiers de sortie
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couvrant le controle de la qualité, l'alignement des lectures et l'inférence de la diversité
génomique virale au niveau des variants nucléotidiques uniques et des haplotypes viraux. V-
pipe comprend ¢également une fonctionnalit¢ d'analyse comparative fournissant un
environnement normalisé pour les évaluations comparatives de différentes configurations de
pipelines!.

L'association V-pipe a développé une nouvelle méthode, appelée ngshmmalign, basée sur
des modeles de Markov cachés de profil et adaptée aux petits génomes viraux trés diversifiés

pour I'alignement des lectures (Susana Posada-Céspedes, 2021).

3-2-Pipeline de détection des pathogénes ARN DRAGEN pour la détection

et la surveillance des pathogenes viraux :
L'application Illumina® DRAGEN RNA Pathogen Detection App utilise une référence
combinée humain plus le virus pour analyser les données sur les agents pathogenes et créer des

FASTA de consensus. L'analyse est effectuée a I'aide d'une version personnalisée du pipeline

DRAGEN RNA, qui est également disponible sur le matériel du serveur DRAGEN local?.
4-Logiciels et outils de pipeline bio-informatique :
Nous présentons ici certains des logiciels que les bio-informaticiens utilisent manuellement

pour créer leur propre pipeline :

Tableau 1 : la description des logiciels

!'V-pipe. Sur : https://cbg-ethz.github.io/V-pipe/. Consulter : Mars 2021.
2 DRAGEN RNA Pathogen Detection. Sur : https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-
products/basespace-sequence-hub/apps/dragen-rna-pathogen-detection.html. Consulter : Mars 2021.
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Logiciels Description

Fast QC FastQC vise a fournir un moyen simple d'effectuer des contrdles de qualité
sur les données de séquence brutes provenant de pipelines de séquencage a
haut débit. 11 fournit un ensemble modulaire d'analyses que vous pouvez
utiliser pour donner une idée rapide de vos données qui ont des problémes
dont vous devriez étre conscient avant de faire toute analyse plus

approfondie’.

15eqQC Il s'agit d'un outil de contrdle de la qualité basé sur 1'expression pour détecter

les valeurs aberrantes produites par des effets de lot ou simplement en raison

de la dissimilitude au sein d'un groupe phénotypique®.

Trimmomatic | Est 1'outil de prétraitement le plus flexible et le plus efficace, capable de
traiter correctement les données paires. La valeur du prétraitement des
lectures NGS est démontrée pour les tiches basées ou non sur des références.
Il est démontré que Trimmomatic® produit des résultats qui sont au moins
compétitifs, et dans de nombreux cas supérieurs, a ceux produits par d'autres
outils, dans tous les scénarios testés (Anthony M. Bolger, Trimmomatic: a

flexible trimmer for [llumina sequence data, 2014).

Bowtie est un outil d'alignement de courtes séquences d'ADN sur un génome

Bowtie
de référence. L'algorithme Bowtie utilise la technique de la transformée de
Burrows-Wheeler (BWT) et permet I'utilisation de plusieurs processeurs®.
GATK Le GATK est la norme de l'industrie pour l'identification des SNP et des

indels dans les données d'ADN et d'’ARNseq de la lignée germinale. Son
champ d'application s'é¢tend maintenant pour inclure l'appel de variantes
courtes somatiques et pour s'attaquer au numéro de copie (CNV) et a la
variation structurelle (SV). En plus des appelants de variantes eux-mémes,

le GATK comprend également de nombreux utilitaires pour effectuer des

3 Fast QC. Sur : https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/. Consulter : Avril 2021.

4iSeqQC. Sur : https://github.com/gkumar09/iSeqQC et http://cancerwebpa.jefferson.edu/iSeqQC/ . Consulter :
May 2021.

3 Trimomatic. Sur : https://github.com/usadellab/Trimmomatic. Consulter : Mars 2021

¢ Bowtie. Sur : https:/bioinformaticshome.com/tools/rna-
seqg/descriptions/Bowtie.html#:~:text=Bowtie%20is%20a%20t001%20for,the%20use%200f%20multiple%20CP
Us. Consulter: May 2021.
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taches connexes telles que le traitement et le controle de la qualité des
données de séquencage a haut débit et regroupe la populaire boite a outils
Picard’.

ANNOVAR | ANNOVAR est un outil logiciel efficace pour utiliser des informations de

mise a jour pour annoter fonctionnellement les variantes génétiques
détectées a partir de divers génomes (y compris le génome humain hgl8,
hg19, hg38, ainsi que souris, ver, mouche, levure et bien d'autres). Compte
tenu d'une liste de variantes avec chromosome, position de départ, position

de fin, nucléotide de référence et nucléotides observés®.

Picard Picard’ est un ensemble d'outils en ligne de commande permettant de
manipuler des données de séquencgage a haut débit (HTS) et des formats tels
que SAM/BAM/CRAM et VCF. La boite a outils Picard est open-source

sous la licence MIT et gratuite pour toutes les utilisations.

SeattlSeq Le serveur d'annotation SeattleSeq fournit une annotation des SNV
(variations mononucléotidiques) et des petits indels, connus et nouveaux.
Cette annotation comprend les ID rs dbSNP, les noms de genes et les
numeéros d'accession, les fonctions de variation (par exemple le malsens), la
position des protéines et les changements d'acides aminés, les scores de
conservation, les fréquences HapMap, les prédictions de PolyPhen et

l'association clinique'®.

Freebayes freebayes'! est un détecteur bayésien de variants génétiques congu pour
trouver de petits polymorphismes, en particulier des SNP (polymorphismes
mononucléotidiques), des indels (insertions et dé¢létions), des MNP
(polymorphismes multinucléotidiques) et des événements complexes
(événements composites d'insertion et de substitution) plus petits que la
longueur d'un alignement de séquengage a lecture courte. freebayes est basé

sur les haplotypes, en ce sens qu'il appelle les variants sur la base des

7 GATK. Sur: https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us. Consulter: May 2012.

8 ANNOVAR. Sur: https://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/. Consulter: Juin 2012.

° Picard. Sur: https://broadinstitute.github.io/picard/. Consulter: May 2021.

10 SeattleSeq. Sur: https://snp.gs.washington.edu/SeattleSeqAnnotation154/HelpAbout.jsp. Consulter : Avril
2021.

! Freebayes. Sur : https://github.com/freebayes/freebayes. Consulter : Juin 2021.
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séquences littérales de lectures alignées sur une cible particuliere, et non sur

leur alignement précis.

TMAP

Le Torrent Mapping Alignment Program (TMAP)!? est un logiciel
d'alignement rapide et précis, optimisé spécifiquement pour les données Ion
Torrent™.

TMAP peut exécuter des cycles de cartographie/alignement de manicre
itérative, en appliquant différents algorithmes et parametres aux lectures qui
n'ont pas été alignées lors des itérations précédentes. Dans un flux de travail

typique, une seule itération de cartographie/alignement est utilisée.

SnpEff

SnpEff!® est un outil d'annotation de variants et de prédiction d'effets. Il
annote et prédit les effets des variants génétiques (tels que les changements
d'acides aminés). SnpEff a la capacité de fonctionner sur des systémes
Windows, Unix ou Mac. Outil rapide, il peut étre intégré dans d'autres outils
tels que Galaxy, GATK et GKNO, il peut étre combiné avec d'autres boites
a outils pour réduire les paramétres de prédiction des variantes, il liste

¢galement la fagon dont la variante a été classée.

SnpSift

11 s'agit d'une boite a outils qui complete 1'outil d'annotation SnpEff et qui
permet de filtrer et de manipuler les fichiers annotés.
Une fois que la variante génomique est annotée, il est nécessaire de la filtrer

afin de trouver les "variantes intéressantes / pertinentes". Etant donné la
taille des fichiers de données, ce n'est pas une tache triviale. SnpSift aide a
effectuer cette manipulation et ce filtrage des fichiers VCF nécessaires a ce

stade des pipelines de traitement des données!4.

VarSifter

Il s'agit d'un programme graphique Java'> pour ordinateurs de bureau qui
permet aux chercheurs ayant des compétences informatiques variées de trier,
filtrer et passer en revue facilement et rapidement les données de variation

de séquence. Une variété de filtres et un cadre d'interrogation personnalisé

permettent un filtrage basé sur n'importe quelle combinaison d'informations

12 TMAP. Sur : http://129.130.90.13/ion-docs/GUID-8059A3FE-EEBB-4416-B629-EAD74FASFADE.html.
Consulter : Juin 2021.

13 SnpEfT. Sur : https://pcingola.github.io/SnpEff/se_introduction/. Consulter: May 2021.

14 SnpSift. Sur: https://pcingola.github.io/SnpEff/ss_introduction/. Consulter Avril 2021.

15 VarSifter. Sur : https://research.nhgri.nih.gov/software/VarSifter/ / https:/github.com/teerjk/VarSifter.
Consulter : Juin 2021.

-23-



Chapitre 2 Les différentes variantes de Covid-19 et le processus de leur détermination

sur les échantillons et les annotations. Il simplifie la lecture des données de
variation a 1'échelle de I'exome, soit dans un fichier texte délimité par des

tabulations avec en-téte, soit dans un fichier VCF non compressé.

5-Quelques exemples d’utilisation des pipelines pour l'analyse des

données du SARS-CoV-2:
Exemple 1 :

Les données NGSm ont été analysées avec un pipeline interne. En bref, les lectures
humaines de faible qualit¢ (<Q30) et les lectures d'une longueur inférieure a cinquante
nucléotides ont ét¢ ¢liminées par filtrage. Les lectures restantes ont été alignées sur le génome
de référence du SARS-CoV-2 a l'aide de l'algorithme BWA-MEM (v0.7.15-r1140). Les
séquences consensuelles ont été générées par une régle de majorité simple a I'aide d'un script
PERL personnalisé. Ces séquences ont été utilisées comme référence de cartographie propre
aux patients pour le réalignement ultérieur des lectures. La séquence consensuelle finale a été
appelée a 10% en utilisant I'alignement sans clip.

Une inspection visuelle des alignements de lecture a été effectuée a 'aide d'Integrative
Genomics Viewer (IGV) autour des régions présentant une baisse importante de la couverture
afin de détecter et de définir les délétions potentielles. Pour I'approche par amplicon CleanPlex
SARS-CoV-2, l'analyse des données a été réalisée conformément aux recommandations du
fournisseur avec un pipeline développé par Sophia Genetics, comprenant une étape d'élagage
des amorces Les données de séquengage de I'approche par capture RVOP ont ét¢ analysées a
l'aide de la plateforme Bio-IT Dynamic Read Analysis for GENomics (DRAGEN ; v3.5.13 ;
[llumina) d'Tllumina. Enfin, les données de séquencage ONT ont été analysées en mettant en
ceuvre la bioinformatique recommandée développée par 'ARTIC. En bref, apres 1'exécution,
l'appel de base a été effectué en utilisant les modeles de haute précision de Guppy (v3.5.2).

Comme les lectures chimériques sont la source prédominante d'erreurs d'assignation de
codes-barres croisés ; ils ont suivi les recommandations d'ARTIC et démultiplexé en utilisant
des paramétres Guppy barcoder stricts pour s'assurer que les codes-barres sont présents a
chaque extrémité du fragment. Le pipeline ARTIC a été exécuté en utilisant Minimap2 (v 2.17)
pour l'alignement (Li 2018) et nanopolish (v0.13.2) pour l'appel de variants. Pour surmonter la
limite de profondeur de 400x du pipeline bioinformatique ARTIC, ils ont généré

indépendamment un graphique de couverture a partir des données BEDtools (v2.29.2), apres
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l'alignement Minimap2 des fichiers FASTQ filtrés générés par la commande guppyplex du
pipeline bioinformatique ARTIC (Caroline Charre C. G., 2020).
Exemple 2 :

Ils ont utilis¢ MEGA 737 pour les alignements de séquences multiples afin de différencier
les génomes du SARS-CoV-2 en fonction de leurs cadres de lecture ouverts (ORF). Un
nettoyeur de séquences a été utilisé pour éliminer toutes les séquences ambigués et de mauvaise
qualité. La boite a outils SeqKit38 a été utilisée pour intercepter les souches contenant des
lacunes pour I'analyse des délétions. Les séquences contenant des codons d'arrét internes ont
été supprimées a l'aide de SEquence DAtaset builder. L'analyse de 'hétérogénéité des acides
aminés a ¢été réalisée avec Fingerprint, un outil d'analyse du profil des protéines basé sur le
Web39. L'analyse des mutations d'acides aminés a été effectuée par un simple programme bio-
python avec alignement par paires. Ils ont utilisé¢ des diagrammes de Venn personnalisés pour
créer les diagrammes de Venn. Enfin, les séquences alignées ont été visualisées a 1'aide de
Unipro-UGENE 1.26.1 pour visualiser les délétions par rapport au génome de référence40 (M.
Rafiul Islam, 2019).

Exemple 3 :

Les 46 723 assemblages ont ét¢ alignés sur le génome de référence Wuhan-Hu-1 a l'aide
de MAFFT v7.47152 mis en ceuvre dans le pipeline d'alignement phylodynamique rapide
fourni par Augur 6.3.0. Comme certains sites dans l'alignement ont été signalés comme des
erreurs de séquencage putatives, ils ont suivi deux stratégies de masquage distinctes. La
premicre stratégie de masquage est congue pour tester l'impact de l'inclusion d'erreurs de
séquencage putatives dans l'inférence phylogénétique, en masquant plusieurs sites du génome
ainsi que les 55 premiers et les 100 derniers sites de I'alignement. Ils ont également employ¢é
une approche moins stricte, en suivant la stratégie de masquage employée par NextStrain, qui
masque uniquement les positions 18 529, 29 849, 29 851 et 29 853 ainsi que les 130 premiers
et les 50 derniers sites de 1'alignement. Une liste compléte des positions masquées est fournie
dans les données supplémentaires. Cela a donné lieu a deux alignements masqués de 46 723 et
46 745 assemblages avec 12 706 et 12 807 SNP, respectivement.

Par la suite, pour les deux alignements, un arbre phylogénétique a maximum de
vraisemblance a été construit en utilisant IQ-TREE 2.1.0 COVID release comme méthode de
construction d'arbre53. Les phylogénies résultantes ont été visualisées et annotées a l'aide de

ggtree v1.16.654. La numérotation des sites et la structure du génome sont fournies pour les
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annotations disponibles (cadres de lecture ouverts (ORF) non chevauchants) en utilisant
Wuhan-Hu-1 (NC_045512.2) comme référence (Lucy van Dorp, 2019).
Exemple 4 :

Les lectures Fastq démultiplexées, obtenues par séquencage shotgun ou par enrichissement
de cible, ont été générées a partir de fichiers d'appel de base de séquengage brut a l'aide de
BCL2Fastq v2.20.0, puis mappées au génome de référence Wuhan par BWA v0.7.17. Les
statistiques d'alignement, telles que la couverture et les lectures mappées, ont été générées a
l'aide de Picard 2.18.17. L'appel de variants a été effectué¢ par GATK v3.8-1-0 et a été suivi par
l'assemblage du génome du SARS-CoV-2 4 l'aide de BCFtools v.1.3.1 (Divinlal Harilal, 2020).
Exemple 5 :

Les fichiers fastq ont été nettoyés avec Trimmomatic 0.36 puis soumis a une cartographie
avec le génome de référence du SARS-CoV-2 en utilisant GS Reference Mapper 2.9, et une
séquence consensus nommée hCoV-19 Morocco OUA677 19 2020 a été obtenue. Les
cadres de lecture ouverts (ORF) ont été prédits a 1'aide de Generous Prime 2020.1 et annotés a
l'aide de I'outil "CD-Search" de la base de données Conserved Domain. Les alignements de
séquences avec le génome du SARS-CoV-2 ont été effectués avec CLC Genomics Workbench

20, en utilisant les outils "create Alignment 1.02" (Sanad Lemriss 1, 2020).
Conclusion :

La quantit¢ de données générées exige des compétences en informatique et en bio-
informatique pour gérer, analyser et interpréter I'énorme quantit¢ de données NGS. Par
conséquent, l'informatique et la bio-informatique NGS connaissent un développement
considérable, qui ne peut avoir lieu qu'en raison de l'augmentation des capacités de calcul
(matériel), ainsi que des algorithmes et des applications (logiciels) pour faciliter toutes les
étapes nécessaires : du traitement des données brutes a 'analyse plus détaillée des données et
a l'interprétation des variantes dans un contexte clinique. L'objectif global de chaque analyse
est fondamentalement le méme quelle que soit la plateforme NGS, cependant, chaque
plateforme a ses propres particularités et spécificités, ses limites, ses caractéristiques et ses
avantages. C'est donc en étudiant et en s'inspirant des expériences passées et en notant leurs

points faibles que nous avons créé notre pipeline.
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1-Matériels :

1-1-Les données :

Le premier fichier avec lequel nous allons travailler est celui de COVID du SARS qui ont
été séquences a partir de 1'organisme coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere, avec
plus de 25 000 données de rangées avec différentes méthodes de séquengage. En raison de la
variabilité du virus, nous avons choisi 2 types différents de variants de SARS-CoV-2 comme

¢chantillons. Ces échantillons ont été téléchargés de la base de données NCBI au format SRA.

Tableau 2 : Données utilisées pour l'analyse

Séquence SRR 13704280 ERR6019891
Nombre de spots 1,950,373 3,237,847
Taille 585.1M 643.6M
Nombre de bases brute 189.5Mb 316.9Mb
Publié 2021-02-12 2021-06-09
ID 13220840 14770904
Instrument [llimuna NovaSeq 6000 Ion Torrent S5
Contenu GC 40,5 % 38.8%
Disposition Paire Unique

La deuxiéme donnée est l'isolat de référence Wuhan-Hu-1 du coronavirus 2 du syndrome

respiratoire aigu sévere, dont le génome complet a été téléchargé dans la base de données NCBI

au format de fichier FASTA.
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Tableau 3 : Données utilisées pour 1'alignement et I'annotation des variantes

IDs Description Taille

[UID] 15851418 Severe acute respiratory 29,903 pb

syndrome coronavirus 2
[GenBank] 15851418 isolate Wuhan-Hu-1,

[RefSeq] 15851438 complete genome.

1-2-Les environnements:

Unix/Linux: Ubuntu:

Linux est le précurseur des technologies a code source ouvert. Le systéme d'exploitation
de bureau Ubuntu est développé par la communauté Ubuntu et I'écosystéme Linux. Il s'agit du
systetme d'exploitation a code source ouvert le plus populaire au monde, tant pour le
développement que pour le déploiement. Il s'agit de la meilleure distribution Linux'® de bureau,
mais assurez-vous que Ubuntu!” prend en charge un grand nombre de matériels. Les utilisateurs
d'Ubuntu ont une liberté totale lorsqu'il s'agit de mettre a niveau leur matériel.

Galaxy :

Galaxy!® est une plateforme ouverte, basée sur le web, pour la recherche biomédicale a
forte intensité de données. Aucune expérience de programmation n'est requise pour télécharger
facilement des données, exécuter des outils et des flux de travail complexes et visualiser les
résultats. Galaxy capture les informations afin que tout utilisateur puisse répéter et comprendre
une analyse computationnelle compléte, des paramétres de 'outil a I'arbre de dépendance. Les
utilisateurs partagent et publient leurs historiques, leurs flux de travail et leurs visualisations

via le web.
2-Les outils :
2-1-SRA-Tools :
Sequence Read Archive (SRA)!Y stocke des données de séquence brutes provenant des

technologies de séquencage de "nouvelle génération", notamment Illumina, 454, Ion Torrent,

Complete Genomics, PacBio et Oxford Nanopores. En plus des données de séquence brutes.

16 LINUX. Sur : https://www.linux.org. Consulter : Mars 2021.

7 UBUNTU. Sur : https://ubuntu.com/desktop/developers. Consulter : Mars 2021.

18 GALAXY. Sur : https://galaxyproject.org. / / http://www.bioinformatics.nl/galaxy. Consulter : Mars 2021.
19 SRA-Tools. Sur : https://ncbi.github.io/sra-tools/ /
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?view=announcement. Consulter : Mars 2021.
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Le SRA Toolkit et SDK du NCBI est une collection d'outils et de bibliothéques permettant
d'utiliser les données des INSDC Sequence Read Archives. Il peut étre utilisé sur des systémes
Mac, Windows et Linux.

Tableau 4 : Entrées et sorties de SRA

Convertir le format SRA en Convertir le format SRA a partir de
- ABI SOLIiD natif - pairs fastq or fasta / qual
- fasta - AB SOLiD
- fastq -SRF
- sff - AB SOLIiD natif
- sam - [llumina SRF
-bam - Originaly from Illumina
- Originaly from Illumina - sff
- Bam aligned

2-2-Fastp :

Un outil congu pour fournir un prétraitement rapide tout-en-un pour les fichiers Fastq. Cet
outil est développé en C++ avec support du multithreading pour offrir de hautes performances.
Il peut étre téléchargé gratuitement pour Windows (Bioconda), Mac ou Linux. Il peut lire les
séquences en paire ou en simple extrémité?’,

Caractéristiques :
- Profilage de qualité complet avant et apres le filtrage des données (courbes de qualité,
contenu de base, KMER, Q20/Q30, rapport GC, duplication, contenu de 'adaptateur...).
- Filtrer les mauvaises lectures (trop mauvaise qualité, trop courte ou trop de N....).
- Couper des bases de faible qualité par lecture dans ses 5' et 3' en évaluant la qualité
moyenne a partir d'une fenétre coulissante (comme Trimmomatic mais plus rapide).

- Couper toutes les lectures a I'avant et a la queue.

20 Fastp. Sur : https:/github.com/OpenGene/fastp. Consulter : Avril 2021.
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- Adaptateurs de coupe. Les séquences d'adaptateur peuvent étre détectées
automatiquement, ce qui signifie que vous n'avez pas a entrer les séquences d'adaptateur
pour les couper.

- Corriger les paires de bases non appariées dans les régions superposées des lectures
d'extrémité appariées, si une base est de haute qualité tandis que 'autre est de trés faible
qualité.

- Trim polyg aux extrémités de 3', ce qui est couramment observé dans les données
novaseq/nextseq. Coupez polyX aux extrémités de 3' pour €liminer les résidus polyX
indésirables (c.-a-d. Résidus polyA pour les données d'ARNm-Seq).

- Prétraiter les données activées par l'identificateur moléculaire unique (UMI), déplacer
I'UMI vers le nom de la séquence.

- Rapporter le résultat du format JSON pour une interprétation plus approfondie.

- Visualiser les résultats du controle de la qualité et du filtrage sur une seule page HTML
(comme FASTQC, mais plus rapide et plus informatif).

- Diviser la sortie en plusieurs fichiers (0001. R1.gz, 0002. R1.gz...) Pour prendre en
charge le traitement paralléle. Deux modes peuvent étre utilisés, limitant le nombre total
de fichiers fractionnés ou limitant les lignes de chaque fichier fractionné.

- Prennent en charge les lectures longues (données des appareils Pacbio / Nanopore).

- Soutenir la lecture de STDIN et I'écriture sur STDOUT.

- Soutenir l'entrée entrelacée.

Nous avons évalué la performance de la vitesse et de la qualité du fastp par rapport a
fastQC. Les résultats indiquent que fastp est beaucoup plus rapide que ses homologues et
fournit le filtrage des données de la plus haute qualité. En raison de sa vitesse ¢élevée et de ses
fonctions riches en contrdle et filtrage de la qualité des fichiers fastq, nous I’avons choisi.
2-3-BWA :

BWA?! utilise l'algorithme de transformation de Burrows-Wheeler (un algorithme de
transformation de données qui restructure les données pour les rendre plus compressibles),
principalement utilisé pour Illumina, initialement développé pour préparer les données a des
techniques de compression telles que bzip2, c'est un aligneur rapide et efficient performant
pour les lectures courtes et longues. Il se compose de trois algorithmes : BWA-backtrack,
BWA-SW et BWA-MEM. BWA fonctionne avec divers types de données de séquences

d'ADN, bien que l'algorithme et le parametre optimaux puissent varier. Il produit des

2L BWA. Sur: https://github.com/lh3/bwa. Consulter: May 2021.
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alignements au format SAM qui est pris en charge par plusieurs appelants SNP génériques tels
que Samtools et GATK. Tous les algorithmes BWA fonctionnent avec un génome d'une
longueur totale supérieure a 4 Go.

Bwa-mem Il produit un alignement identique au BWA et est ~1.3-3.1x plus rapide selon le
cas d'utilisation, le jeu de données et la machine en fonctionnement. BWA-MEM est plus
tolérant aux erreurs avec des séquences de requéte plus longues, car la probabilité de manquer
toutes les graines est faible. Comme il est montré ci-dessus, avec des parameétres autres que
ceux par défaut.
2-4-Samtools :

Samtools?? est un ensemble d'utilitaires qui manipulent les alignements dans les formats
SAM (Sequence Alignment/Map), BAM et CRAM. Il convertit entre les formats, fait du tri, de
la fusion et de l'indexation, peut récupérer rapidement les lectures dans n'importe quelle région

et générer des alignements dans un format par position.
2-5-BCFtools :

BCFtools? est un ensemble d'utilitaires qui manipulent les appels de variante dans le
format d'appel de variante (VCF) et son homologue binaire BCF. Toutes les commandes
fonctionnent de maniere transparente avec les VCF et les BCF, non compressés et BGZF.

La plupart des commandes acceptent VCF, VCF bgzipped et BCF avec un type de fichier
détecté automatiquement, méme lors de la diffusion en continu a partir d'un tuyau. Le FVC et
le FBC indexés fonctionneront dans toutes les situations. Les VCF et BCF non indexés et les
flux fonctionneront dans la plupart des situations, mais pas dans toutes. En général, chaque fois
que plusieurs VCF sont lus simultanément, ils doivent étre indexés et donc également
compresses.

nn

BCFtools est cong¢u pour fonctionner sur un flux. Il considére un fichier d'entrée "-" comme
l'entrée standard (stdin) et les sorties a la sortie standard (stdout). Plusieurs commandes peuvent
donc étre combinées avec des tuyaux Unix.

2-6-1GV :

La visionneuse génomique intégrative (IGV)** est un outil interactif haute performance,
facile a utiliser pour l'exploration visuelle des données génomiques. Il prend en charge

l'intégration flexible de tous les types courants de données et de métadonnées génomiques,

22 SAMtools. Sur: http://samtools.sourceforge.net / http://www.htslib.org/doc/samtools.html. Consulter: May
2021.

23 BCFtools. Sur: https://samtools.github.io/bcftools/beftools.html. Consulter : Juin 2021.

24 IGV. Sur : http://software.broadinstitute.org/software/igv/home. Consulter : septembre 2021.
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générées par les chercheurs ou accessibles au public, chargées a partir de sources locales ou
cloud.

Nous I’avons choisi car IGV prend en charge le chargement flexible d'ensembles de
données locaux et distants, et est optimisé pour fournir une visualisation et une exploration de
données hautes performances sur les systémes de bureau standard, il fournit aussi un support
étendu pour la visualisation des variantes stockées au format VCF. Ce format permet
l'encodage des appels de variante (SNP, indels et réarrangements génomiques) ainsi que les
informations de génotype a l'appui pour des échantillons individuels. Les échantillons peuvent
¢galement étre annotés avec des informations sur les attributs, y compris des informations
généalogiques et familiales. L'IGV utilise ces annotations pour regrouper, trier et filtrer les

¢échantillons.
3-Méthodes :

L'objectif global de chaque analyse est fondamentalement le méme quelle que soit la
plateforme NGS. Cependant, chaque plateforme a ses propres particularités et spécificités. Pour
des raisons de simplicité, nous nous sommes concentrés sur deux des principales plateformes
commerciales de 2e génération : [llumina, Ion torrent.
3-1-Illumina :

Pour la plateforme Illumina?, le principe de détection du signal repose sur la
fluorescence. Par conséquent, I'appel des bases est apparemment beaucoup plus simple, se fait
directement a partir des mesures d'intensité du signal fluorescent résultant des nucléotides
incorporés au cours de chaque cycle. [llumina affirme que sa technologie SBS fournit le plus
haut pourcentage de lectures sans erreur.

Alta-Cyclic et Bustard comptent parmi les premiers appelants de bases pour la plateforme
d'Illumina. A T'heure actuelle, il existe de nombreux autres appelants de bases qui se
différencient par les méthodes statistiques et informatiques utilisées pour déduire la base
correcte. Malgré cette variabilité, I'algorithme d'appel de base le plus largement utilisé est le
Bustard et plusieurs algorithmes d'appel de base ont été construits en utilisant le Bustard
comme point de départ. Globalement, 1'algorithme de Bustard est bas¢ sur la conversion des

signaux de fluorescence en données de séquence réelles.

3-2-Ion Torrent :

25 Tllumina. Sur : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/distrillumina/. Consulter : Avril 2021.
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Ion Torrent est I'une des plateformes les plus fréquemment utilisées dans la recherche et
l'industrie des soins de santé. Malgré ses nombreux avantages, les artefacts spécifiques a la
plateforme compliquent la séparation efficace des vrais variants et des erreurs, en particulier
pour les variants a faible fréquence allélique. L'utilisation du séquencage massivement parallele
permet de générer des milliers de méga-bases d'informations de séquence par jour, ouvrant
ainsi la voie a de nouvelles études de recherche qui étaient auparavant difficiles a réaliser de
manicre pratique. Alimentée par des puces a semi-conducteurs, la technologie de séquengage
de nouvelle génération d’lon Torrent permet de mettre en ceuvre un flux de travail rapide et
simple qui répond aux besoins de la recherche dans de nombreuses applications, notamment
les maladies héréditaires, 1'oncologie, les maladies infectieuses et bien d'autres encore (Sunguk

Shin 1, 2018).
4-Le processus du pipeline :

Les processus de pipeline sont les étapes nécessaires a l'analyse des données que nous
avons, aprés avoir obtenu les données, nous devons faire le prétraitement (QC, Trimming,
Filetring...), 'alignement, 1'appel et l'annotation des variants, et enfin nous les visualisons.

Le schéma suivant résume le processus du pipeline proposé :
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4-1-Analyse primaire :

L'analyse primaire des données consiste a détecter et a analyser les données brutes (analyse
du signal), a cibler la génération de lectures de séquencage lisibles (appel de base) et a noter la
qualité des bases. Les sorties typiques de cette analyse primaire sont des fichiers FASTQ pour
illumina et ion torrent apres avoir télécharger les données brutes avec SR Atoolkit.
4-2-Controle de la qualité : Filtrage et découpage des lectures :

Le contrdle de la qualité?® dans toute technologie de séquengage a haut débit est une étape
critique qui, si elle est négligée, peut compromettre une expérience et les conclusions qui en
découlent. Un certain nombre de méthodes existent pour identifier les biais pendant le
séquencage ou l'alignement. Pour cette étape, nous avons utilisé Fastp vs fastQC et nous avons
comparé les résultats et on a décidé de choisir Fastp (Gaurav Kumar, 2020) (Anthony M.
Bolger, Trimmomatic: a flexible trimmer for Illumina sequence data, 2014).
4-3-Alignement de séquences :

La méthode d'assemblage préférentielle lorsque le génome de référence est connu est
l'alignement par rapport au génome de référence. Un algorithme de cartographie essaiera de
localiser un emplacement dans la séquence de référence qui correspond a la lecture, en tolérant
un certain nombre de mésappariements pour permettre la détection des variations de sous-
séquences. Pour cette étape, nous avons utilis¢ BWA-aligner. (Nuno A Fonseca 1, 2012) (Knut
Reinert 1, 2015) (Assembly algorithms for next-generation sequencing data, 2010).
4-4-Traitement de post-alignement :

Le traitement post-alignement est recommand¢ avant d'effectuer 1'appel de variante. Son
objectif est d'augmenter la précision de I'appel de variante et la qualité du processus en aval,
en réduisant les artefacts d'appel de base et d'alignement. Des outils sont nécessaires pour le
filtering (suppression) des lectures dupliquées, le réalignement local intensif (principalement
pres des INDEL) et le recalibrage du score de qualité des bases, et nous avons donc utilisé
Samtools pour cela (Shulan Tian, 2016).
4-5-Appel des variants :

L'étape d'appel des variants a pour objectif principal d'identifier les variants en utilisant le
fichier BAM post-traité. Plusieurs outils sont disponibles pour I'appel des variants, certains

identifient les variants en se basant sur le nombre d'appels de base de haute confiance qui ne

26 Le controle de la qualité. Sur : https://training.galaxyproject.org/training-material/topics/sequence-
analysis/tutorials/quality-control/tutorial.html. Consulter : Avril 2021.
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correspondent pas a la position du génome de référence d'intérét. D'autres utilisent des
méthodes statistiques bayésiennes, de vraisemblance ou d'apprentissage automatique qui
utilisent des parameétres de facteurs, tels que les scores de qualité des bases et de la cartographie,
pour identifier les différences entre les variantes. Ici, nous avons utilisé¢ le logiciel BCFtools
(Kuhn, Stange, Herold, Thiede, & Roeder, 2018).

4-6-Annotation des variants :

L'annotation des variants est le processus d'attribution d'informations fonctionnelles aux
variants d'ADN. De nombreux types d'informations peuvent €tre associés aux variants, depuis
les mesures de conservation de la séquence jusqu'aux prédictions sur I'effet d'un variant sur la
structure et la fonction des protéines. L'un des niveaux les plus fondamentaux de l'annotation
des variants, consiste a catégoriser chaque variant en fonction de sa relation avec les séquences
codantes du génome et de la facon dont il peut modifier la séquence codante et affecter le
produit du gene. Pour cela nous avons utilisé des commandes spécifiques dans BCFtools
(Gregory M Cooper 1 & Eric D Green, 2005) (Prateek Kumar, 2009) (Jana Marie Schwarz,
2010).
4-7-Filtrage, hiérarchisation et visualisation des variantes :

La visualisation des variations est une étape critique pour trouver des associations entre

les SVs et les traits ou les maladies. Nous avons utilisé 1'outil IGV (Kasahara, 2020).
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1-Résultats :

Aprées avoir choisi les outils et tracer le chemin de travail, nous avons mis en ceuvre notre
pipeline. Nous présenterons dans ce chapitre nos résultats pour les séquences Illumina et Ion
Torrent. Nous suivrons le pipeline depuis le début du processus, avec les séquences brutes, le
prétraitement, les alignements, jusqu'a l'annotation et la visualisation des données. Nous
expliquerons également nos choix pour chaque outil/logiciel.
1-1-Résultats du prétraitement :

Nous avons utilis¢ fastp pour les deux séquences Illumina et Ion Torrent pour fournir un
prétraitement rapide pour les fichiers fastq.

La sortie est un fastq /fastq.gz (par choix), un rapport Json et un rapport Html qui nous
donne I'avant et I'aprés utilisation de fastp. Nous avons capturé certains des résultats du rapport
Html et du fichier Json.

Fichier Json :

Ouvrir Il fastp.json

Enregistrer

NV A WN R

13 }

14 {
15

16

17

18

19

20

21

22

23

24 }

25 }

26 {

JSON ¥ Largeur des tabulations:8 ¥ Lig1, Col1 v INS

Figure 11 : fichier Json pour Illumina.
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Ouvrir

fastp(1).json

Enregistrer

ONOVH WN R

Rapport

: {
Fork ¢
1,
, ¢
}
},
. : X
1
: {
JSON ¥ Largeur des tabulations: 8 v Lig1, Col1 ¥ INS
Figure 12 : fichier Json pour Ion Torrent.
HTML :

fastp report

General

fastp version: 0.20.0 ( )
sequencing: paired end (150 cycles + 150 cycles)

mean length before filtering: 156bp, 156bp

mean length after filtering: 139%bp, 139bp

duplication rate: 28.837694%

Insert size peak: 147

Before filtering

total reads:
total bases:
Q20 bases:
Q30 bases:

GC content:

After fil
total reads:
total bases:
Q20 bases:
Q30 bases:

L0 _nantant .

3.900746 M
585.111900 M

568.181319 M (97.106437%)
535.412020 M (91.506073%)
40.541187%

tering
3.897014 M
542.854718 M
529.563833 M (97.551668%)
499.856560 M (92.078146%)

20_R7R707%

Figuer 13 : rapport HTML pour Illumina.
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General

fastp version:

sequencing:

mean length before filtering:
mean length after filtering:

duplication rate:

Before filtering
total reads:

total bases:

Q26 bases:

Q30 bases:

GC content:

After filtering
total reads:

total bases:

fastp report

0.20.0 ( )
single end (364 cycles)

198bp

199bp

28.865325% (may be overestimated since this is SE data)

3.237847 M

643.584031 M

580.971556 M (90.271282%)
33.764610 M (5.246341%)
38.774343%

3.230059 M
642.981575 M

Figure 14 : rapport HTML pour lon Torrent.

La qualité des lectures que le Fastp détecte avant et aprés filtrage est présentée ci-dessous

pour les données Illumina et pour Ion Torrent.

Before filtering

Before filtering: readi: quality

quality

20

(o} = H

—aA
—T
—c
—c
mean

40 60 80 100 120 140

position

Figure 15 : qualité de lecture Illumina avant filtrage.
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Before filtering:

value of each positio

36.5|
36
355

35

quality

345

34

335

33
20 40

read2: quality

will be show o ouse ove

60 80 100 120 140

position

Figure 16 : qualité de lecture Illumina avant filtrage.

Before filtering: readl: quality

quality

5 6 789

10

Before filtering

Q =

35 6 7809 2 3

100

2 3 a

position

Figure 17 : qualité de lecture Ion Torrent avant filtrage.
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After filtering

After filtering: readil: quality

e = [

— A

— G
—— mean

quality

20 40 60 80 100 120 140

position

Figure 18 : qualité de lecture Illumina apres filtrage.

After filtering: read2: quality

of each position will be shown o DUSE OWEer

36.5

quality

355

35

80 100 120 140

20 40 60

position

Figure 19 : qualité de lecture Illumina apres filtrage.
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After filtering

After filtering: readl: quality

—A
—_—T
—cC
—a
mean

quality

1 2 3 4 3573910 2 100

position

Figure 20 : qualité de lecture Ion Torrent apres filtrage.

Le fastp peut détecter et couper le plolyG dans les queues de lecture, il active
automatiquement 1'é¢lagage de la queue polyG avant et apres filtrage. Le probléme de la queue
polyG peut entrainer un grave probléme de séparation du contenu en bases, ce qui signifie
que A et T ou C et G ont des rapports de contenu en bases sensiblement différents.

Remarque : la queue polyG est un probléme courant observé dans les séries des

séquenceurs, qui sont basées sur la chimie bicolore.
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Before filtering:

readl: base contents

value of each position will be shown on mouse over
@, = [
—— A(29.45%)
0.7 —— T(29.99%)
—— €(20.60%)
0.6 —— G(19.94%)
Y —— N(0.000%)
—— GC{40.55%)
0.5
2
=
= oallM
= h
o \
=
8 )y
@ 0.3 TR
g Il
Il
0.2 .‘ .
I
|
II
0.1
0
20 40 60 80 100 120 140
position
Figure 21 : contenu de base avant filtrage Illumina
Before filtering: read2: base contents
value of each position will be show mouse over
——— A(29.36%)
0.7 —— T(30.10%)
——— €(20.29%)
o6 —— G(20.23%)
—— N(0.001%)
—— GC(40.52%)
0.5
2
©
= o4y
5 i
=
38 I all / . .
% 0.3 ‘ 'l V- . Vi (o A oy
E=]
A . .
0.2 {| N W N AL TEATATLY ) oA A . A
/ R v
|
II
0.1
0
20 40 60 80 100 120 140

position

Figure 22 : contenu de base avant filtrage [llumina
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Before filtering: readl: base contents
\ f each position will be OWN mouse over
(O} = m
0.6
—— A(30.55%)
—— T(30.66%)
—— C(19.38%)
0.5 —— G(19.39%)
—— N(0.000%)
—— GC(38.77%)
0.4
2
g RSN
E 0.3 — VA /)
= D" L~ \
8 J | /
2 — s
b A )"r‘
S 0.2 —~ A o\
0.1
1 2 s 10 2 3 100 2
position
Figure 23 : contenu de base avant filtrage Ion Torrent
After filtering: readl: base contents
value of each position will be shown on mouse over
@ = Hm
—— A(30.09%)
0.7 —— T(30.32%)
—— C(19.84%)
06 —— G(19.73%)
. —— N(0.000%)
—— GC(39.57%)
0.5
w)
2
=
= oallf\l
= :
- \
] 3 A A
@ 0.3 ) R TEE | A% v ey PO N L AN PR e (
F=1 |
'I ‘I 0 A A
Ay AP A4S A W A
0.2 | TN D P \ s gy 'u A
f
JI
0.1
0
20 40 60 80 100 120 140
position

Figure 24 : contenu de base apres filtrage [llumina
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After filtering: read2: base contents
value of each position will be shown on mouse owver
—— A(30.09%)
0.7 —— T(30.32%)
—— C(19.83%)
0.6 —— G(19.73%)
—— N(0.001%)
—— GC(39.57%)
0.5
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2
]
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position
Figure 25 : contenu de base apres filtrage [llumina
After filtering: readl: base contents
value of each position will be shown on mouse over
0.6
—— A(30.55%)
—— T(30.66%)
——— €(19.38%)
05 —— G(19.39%)
N{D.000%)
—— GC(38.77%)
0.4 ~
(2] /
=]
5 —_
E 0.3 — /]
g R
8
@ -
8 .
= 02
01
0
1 2 5 10 2 5 100 2z
position

Figure 26 :

contenu de base apres filtrage lon Torrent
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readi:
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Before filtering:

will be shown on mouse over.

contenu KMER avant filtrage lon Torrent
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1-2-Résultats de I'alignement :
Pour faire 1’alignement on a lancer BWA et Samtools pour des résultats plus rapides et
meilleurs. Nous avons utilis¢ le génome complet de 1'isolat Wuhan-Hu-1 du coronavirus 2 du

syndrome respiratoire aigu sévére comme génome de référence. En sortie, nous avons obtenu

un fichier BAM.

1 SRR13704280.1 83 NC_045512.2 12040 60 156M = 11899 -291
AGACATAAACAAGCTTTGTGAAGAAATGCTGGACAACAGGGCAACCTTACAAGCTATAGCCTCAGAGTTTAGTTCCCTTCCATCATATGCAGCTTTTGCTACTGCTCAAGAAGCTTATGAGCAGGCTGTTG!
FFFFFFFF ,FFFFFFF:FFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFF:
NM:1:0 MD:Z:150 MC:Z:156M AS:1:150 Xs:i:0

2 SRR13704280.1 163 NC_045512.2 11899 60 156M = 12040 291
ACTCAGAGTAGAATCATCATCTAAATTGTGGGCTCAATGTGTCCAGTTACACAATGACATTCTCTTAGCTAAAGATACTACTGAAGCCTTTGAAAAAATGGTTTCACTACTTTCTGTTTTGCTTTCCATGC
FFFFFFFFFFFFFFF:FFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFF:FFF:FFFFF:FF, :FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF :FFFFFFFFFF: : FFFFFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFF
NM:1:0 MD:Z:150 MC:Z:150M AS:1:150 Xs:i:0

3 SRR13704280.2 83 NC_045512.2 14035 60 156M = 14003 -182
GCTGGTATTGTTGGTGTACTGACATTAGATAATCACGCTCTCAATGGTAACTGGTATGATTTCGGTGATTTCATACAAACCACGCCAGGTAGTGGAGTTCCTGTTGTAGATTCTTATTATTCATTGTTAAT!
FF,:::FF,F,,,F::,,F,FFFFF FF: FF,F:,F,,F,F,, FFFFF::FF:F:F,:FFFFFF:F:, FF,FFFFFFFFFFF: :FFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:FFF ,FFFF:FF:F:FF

NM:1:2 MD:Z:35A1A112 MC:Z:156M AS:1:140 Xs:i:0

4 SRR13704280.2 163 NC_045512.2 14003 60 156M = 14035 182
AAACAGTACAATTCTGTGATGCCATGCGAAATGCTGGTATGGGTGGTGTACTGACATTAGATAATCAAGATCTCAATGGTAACTGGTATGATTTCGGTGATTTCATACAAACCACGCCAGGTAGTGGAGTT!
F,FFFFFFFFFFFF ,FFFFF:FFF: :FFFFFFFF:FF:,::F,FFFFFFFF:FFF ,FF:FFFF ,FF:FFFFFFFFFFFFF,:FF:FFF:F ,F ,FF ,FFF, :FFFF:FFF:FFFFFFFF,FF:F: :FFFFFF
NM:1:2 MD:Z:40T1T107 MC:Z:156M AS:i:140 Xs:i:0

5 SRR13704280.3 99 NC_045512.2 5795 60 156M = 5999 353
ACTTTGTATTGCATAGACGGTGCTTTACTTACAAAGTCCTCAGAATACAAAGGTCCTATTACGGATGTTTTCTACAAAGAAAACAGTTACACAACAACCATAAAACCAGTTACGTATAAATTGGATGGTGT!
FFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFF:FF:FFFFFFFFFFFFFFFFFF,FFFFF, :F: ,FFFFFFFFFFFFF:FFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:F:F:F ,F:FFFFFFFFFFFFFF:
NM:1:1 MD:Z:113T36 MC:Z:47M1I102M AS:1:145 Xs:i:0

6 SRR13704280.3 147 NC_045512.2 5999 60 47M1I102M = 5795 -353
ATTGATCTTGTACCAAACCAACCATATCCAAACGCAAGCTTCGATAATTTTTAAGTTTGTATGTGATAATATCAAATTTGCTGATGATTTAAACCAGTTAACTGGTTATAAGAAACCTGCTTCAAGAGAGC!
F::FF:, ,FFFFF:FFFF,FFF:FF:FFFFFFFFFFFFFFF: :FFFF:FFF,FF: :FFFFFFFFFF:FFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:FFFF:FFFF:FFF
NM:1:1 MD:Z:149 MC:Z:156M AS:1:142 Xs:i:0

7 SRR13704280.4 99 NC_045512.2 24904 60 156M = 24909 155
CATTACTACAGACAACACATTTGTGTCTGGTAACTGTGATGTTGTAATAGGAATTGTCAACAACACAGTTTATGATCCTTTGCAACCTGAATTAGACTCATTCAAGGAGGAGTTAGATAAATATTTTAAGA!
FFFFFFFFFFFFFF ,FFFFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFF ,FF,FFFFFF,FFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFFF ,FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:FFFF:F,FFFFFFFF,FFFFFF:

NM:1:0 MD:Z:150 MC:Z:156M AS:1:150 Xs:i:0
8 SRR13704280.4 147 NC_045512.2 24909 60 1560M = 24904  -155
CTACAGACAACACATTTGTGTCTGGTAACTGTGATGTTGTAATAGGAATTGTCAACAACACAGTTTATGATCCTTTGCAACCTGAATTAGACTCATTCAAGGAGGAGTTAGATAAATATTTTAAGAATCAT,
NM:1:0 MD:Z:150 MC:Z:150M AS:1:150 Xs:i:0
Figure 33 : fichier BAM Illumina
1 ERR6019891.1  © NC_045512.2 25 60 16M1I8M1I56M1I14M1I31M2I19M1137M1D30M1I43M * 0 0

AAACAAACCAACCAACTTTTCGATCTTCTTGTAGATCTGTTCTCTAAACGAACTTTAAAATCTGTGTGGCTGTCACTTCGGCTGCATGCTTAAGTGCACTCACGCAGTATAATTAATAACTAAATTTACT!
55%59:4:728<1907775)5997/0)//)/988;99:<=7; ;<>=@788/7<:<4:::*//68878807:<::8//)/959:9;99988) /) /778<<<<<>=786<<<; -
4:0807827888(55(39:::=;;79:::;7:.--88667;1533551466--*-77;<=5;;<::3689).*. -

945057772988994:::55589767---26544/677)11516707777791667-5/5727733,1--- NM:i:12 MD:Z:0T174/7T40C0G31 AS:i:-
180 Xs:i:0
2 ERR6019891.2 16 NC_045512.2 25 60 3S271M17S * (¢} 0

TGATAACAAACCAACCAACTTTCGATCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAAACGAACTTTAAAATCTGTGTGGCTGTCACTCGGCTGCATGCTTAGTGCACTCACGCAGTATAATTAATAACTAATTACTGTC!
3:6-77779<:<<@:><<<<<=<!:14==<777<<6-66<<>===><=<<<::6668=8=9::0<<: -

=<=8A>>>>>>><<7888<:
4:4==<<<<<=9>>=<<8< >= -88:;:5;5<<<888=9@82882<<7?-
<<<7<<<<<8<B@EA7?<<879@<B<<<==9<?<>9; ; ;=7=<<553: NM:1:2 MD:Z:216C48A5 AS:1:261 Xs:i:0

3 ERR6019891.3 [¢] NC_045512.2 26 60 205M b
AACAAACCAACCAACTTTCGATCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAAACGAACTTTAAAATCTGTGTGGCTGTCACTCGGCTGCATGCTTAGTGCACTCACGCAGTATAATTAATAACTAATTACTGTCGTTG
<7<:;/;18076;787825<<<<=<<9=<; ; ; <<<;<T<= 1 7<= 5 18<<<<<;;;<B8=>>7-
888<<<<<=: >=<9=7:7:<8<66458; <=<<<==597< 8;<:3;65.5<<;=79;;/77.7:=<6:::<6;<<<>9<<>9=<<<<;>@ NM:1:1 MD:Z:-
196C8 AS:i:200 Xs:i:0

4 ERR6019891.4 [¢] NC_045512.2 26 60 15M1I32M1I6M1I76M1D25M * <] [¢]
AACAAACCAACCAACTTTTCGATCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAAACGAAACTTTAAAAATCTGTGTGGCTGTCACTCGGCTGCATGCTTAGTGCACTCACGCAGTATAATTAATAACTAATTACTGTCG
7<;:4:5;6;09078::0<; : :=B@><===><<1:;<9><<:99/8888/777*5555'5448899927////66766)//7778886*, ,, ,467998888==<<<<69270..)...).-
2668333560333:0667755111154344----3 NM:1:4 MD:Z:1297G25 AS:1:126 Xs:i:0

5 ERR6019891.5 [¢] NC_045512.2 26 60 15M1I38M1I211M * [¢] <]
AACAAACCAACCAACTTTTCGATCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAAACGAACTTTAAAAATCTGTGTGGCTGTCACTCGGCTGCATGCTTAGTGCACTCACGCAGTATAATTAATAACTAATTACTGTCGT
<8<@@3@,/)/)/)/:9%0;// <889>9<<<;<>7<;<6888*7777" =;;4;<<<==<<
477<<7:5:8<<6;;<6<b<==<:1::: 1<=554:7778@@; :;=9999:399: : 1<=<4 .)...6;4;;;86676=?
<<=<99<<-666"'-77067.7---33,388.859;6;6771437552927585+44/57+7 NM:i:3 MD:Z:215C48 AS:1:245 Xs:i:0

6 ERR6019891.6 0 NC_045512.2 26 60 15M1I196M b <] <]
AACAAACCAACCAACTTTTCGATCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAAACGAACTTTAAAATCTGTGTGGCTGTCACTCGGCTGCATGCTTAGTGCACTCACGCAGTATAATTAATAACTAATTACTGTCGTT!

7>978=2908;;;0 =2C<<8=>>>===<=>97>><<<7<<<:>@? 7=2>===<<9== ==>><;; ;-
1:14:<<7=8==><< 7<<<<<888;(>=><<B<<<<<==><<<T<< >>=7708<<0770 @@ NM:i:1 MD:Z:205 AS:i:-
Xs:i:0
7 ERR6019891.7 5} NC_045512.2 26 60 15M11248M2S * 0 0

Figure 34 : fichier BAM Ion Torrent

1-3-Résultats de I'analyse des variants :

Apres avoir utilisé les outils Samtools et BCFtools et obtenu notre fichier au format VCF
(la commande *vcfutils.pl varFilter* est spécifique pour obtenir le fichier VCF), nous avons
utilisé 'outil de visualisation IGV pour générer les données et représenter les variants de

notre fichier sous la forme suivante qui le rend plus informatif et plus lisible.
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résultats et discussions
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Figure 36 : visualisation d’annotation et des variants des séquences

2-Discusion :

Grace au NGS, les chercheurs ont identifié¢ la séquence compléte du génome de SARS-

CoV-2. 1l s'agit du plus grand génome de tous les virus @ ARN, composé d'environ 29 926

nucléotides. Apres de nombreuses recherches, nous avons fait nos choix en fonction de nos

besoins et de nos équipements. Nous avons choisi d'avoir nos échantillons a partir de
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séquenceurs Illumina et lon Torrent pour de multiples raisons, Illumina est le séquenceur le
plus utilis¢ pour le séquengage du COVID19 donc nous avions beaucoup de choix de
séquences, en plus la plupart des logiciels Illumina ont le droit libre et accessible. Pour Ion
Torrent c'était un défi, il n'y avait pas beaucoup de données sur NCBI, la plupart de ses
logiciels nécessitaient une méthode de travail différente de celle d'Illumina, mais nous avons
réussi a les obtenir. A la fin, nous avons pu faire fonctionner le pipeline des deux
séquenceurs. Nous avons d'abord créé un pipeline pour chaque séquenceur puis nous avons
remarqué que la plupart des outils et des logiciels étaient en fait similaires dans leurs bases et
non seulement pouvaient fonctionner pour leurs séquenceurs mais donnaient aussi des
résultats proches. Pour le prétraitement, nous avons utilisé Fastp au lieu de trois outils
différents et nous avons réussi a obtenir de meilleurs résultats. Ensuite nous avons utilisé
BWA et Samtools comme meilleurs outils d'alignement, 1'utilisation de BCFtools et IGV
nous a fourni une annotation précise des variantes pour donner a la fin un fichier VCF clair et
compréhensible.

Nous avons donc créé une chaine de production générale qui contient des outils
généraux pour lon Torrent et [llumina, qui peut fonctionner avec les deux. Nous avons
¢galement utilisé un nombre minimum d'outils et de logiciels de droit libre pour faciliter
l'utilisation, réduire les erreurs, montrer la performance de la vitesse des outils, réduire les
fichiers de transition, garder plus d'espace pour le stockage de la machine et finalement avoir

les résultats dans un fichier lisible.
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Conclusion

Conclusion :

La pandémie actuelle a poussé les chercheurs a s'intéresser davantage a 1'é¢tude du SARS-
CoV-2. Des universités et des laboratoires de recherche ont séquencé le génome du COVID19
pour l'analyser et répondre a plusieurs questions. Les chercheurs ont pu percer en si peu de
temps de nombreux secrets sur le SARS-CoV-2. Grace a la bio-informatique, ils ont pu
disposer d'outils et de méthodes pour analyser les données et accélérer la recherche.

Apres une étude approfondie des outils et des logiciels a utiliser pour créer un pipeline
capable de traiter les données de séquencage et de détecter les variants, nous sommes arrivés a
notre objectif de proposer un pipeline basé sur des outils gratuits.

Les difficultés que nous avons rencontrées ne nous ont pas empéchés d'avancer et de
réaliser notre travail. Nous avons essayé plusieurs outils et avons surmonté de nombreux
problémes, notamment les changements de versions et les mises a jour des logiciels.

En effet, notre pipeline a été concu pour analyser les données NGS "Illumina" et "Ion
Torrent" de SARS-CoV-2 a partir d'un fichier SRA jusqu'a I'analyse des variantes, en utilisant
des outils bio-informatiques bien choisis.

Comme perspective, nous visons les objectifs suivants :
- Tester plusieurs autres outils.
- Tester d'autres données.
- Développer une interface graphique web et mobile.
- Développer nous-mémes des outils.
-Interpréter les données NGS.

- Créer un pipeline SARS-CoV-2 pour les données de séquengage en Algérie.
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