Rapport de formation sur Séquengage dans un laboratoire mobile

Lieu : Dar es-Salaam

Durée: du 15 au 21 Sept 2025

1. Contexte et justification

La surveillance génomique constitue un outil majeur de détection et de suivi des pathogénes
émergents.

La métagénomique appliquée aux eaux usées permet de détecter simultanément plusieurs
agents pathogénes circulants dans une population, indépendamment des symptémes.

Le séquencage rapide par barcodage (Rapid Barcoding, Oxford Nanopore) permet une
identification ciblée et rapide des virus comme le Mpox (MPXV).

L'utilisation d’un laboratoire mobile pour réaliser ces analyses rend possible des interventions
rapides sur le terrain, rapprochant la technologie de séquengage des contextes épidémiques.

2. Objectifs de la formation

o Initier les participants a l'utilisation d’'un laboratoire mobile de séquencgage.

e Former aux protocoles adaptés aux échantillons environnementaux (eaux usées) et cliniques.
o Appliquer un protocole métagénomique sur des extraits d’ADN d’eaux usées.

e Appliquer le protocole Rapid Barcoding sur des extraits positifs de MPXV.

o Renforcer les compétences en bio-informatique pour I'analyse des données générées.

3. Déroulement de la formation



Echantillons apportés :

e 20 extraits d’ADN issus d’échantillons d’eaux usées.

e 5 extraits d’ADN positifs MPXV issus d’échantillons cliniques humains.

Protocoles appliqués

1. Métagénomique (20 extraits d’eaux usées)

e Extraction et contrdle qualité de 'ADN.

o Préparation de bibliothéques métagénomiques.

¢ Séquencage par Oxford Nanopore (MinlON, Flowcell R10).

¢ Analyse bio-informatique : filtrage des reads, annotation taxonomique et fonctionnelle.

Donc avec les extraits ’ADN_ODIN/RDC : quantification — amplification — préparation de
librairies — séquengage — analyses bioinformatiques — visualisation et interprétation.

Avec I'échantillon brut(eau de boisson et eau usée) : filtration(par pompe et par seringue) —
extraction— purification des acides nucléiques — quantification — amplification — analyses
gPCR.

Image 1. Presentation du laboratoire mobile




Images 2. Presentation des protocoles



Images 4 . loading du premier run des extraits ODIN.



2. Rapid Barcoding (5 extraits MPXV positifs)

Utilisation du kit SQK-RBK.

Multiplexage des 5 échantillons sur une flowcell.

Séquencgage rapide en temps réel (MinlON Mk1C).

Analyse bio-informatique : basecalling, démultiplexage, mapping contre la séquence de
référence MPXV, génération de consensus.

Image 5 .Chargement de librairie MPX dans le flowcell



Images 6. Filtration par seringue d’échantillons réfrigérés

- Extraction des acides nucléiques (NA) a partir des filtres puis conservation des filtres pour analyse pour gPCR au J3.

Image Extraction de ’ADN ;



4. Résultats et observations

Métagéenomique (20 extraits d’eaux usées)

Détection d’'un spectre varié de micro-organismes (bactéries...)

Illustration concréte du réle de la surveillance environnementale.

Rapid Barcoding (5 extraits MPXV cliniques)

Taux de lecture barcodée > 90 % pour deux echantillons ;

Bonne couverture génomique obtenue pour les deux échantillons sur 5

Confirmation du MPXV dans les 5 extraits cliniques.




5. Défis rencontrés

o Le temps n’a pas permis de suivre la partie bioinformatique ; les formateurs ont fait eux-
mémes les analyses bioinfo .
¢ Mauvaise connexion internet ;



6. Recommandations

e |Intégrer la métagénomique environnementale comme outil de surveillance
épidémiologique précoce.

e FEtendre I'usage du Rapid Barcoding pour le séquencage ciblé d’autres pathogénes
émergents.

o Développer un réseau de laboratoires mobiles régionaux pour renforcer la veille sanitaire.

o Organiser des formations continues en bio-informatique et gestion des données.

7. Conclusion

La formation tenue a Dar es-Salaam a permis de démontrer la complémentarité de deux
approches de séquengage dans un laboratoire mobile :

La métagénomique sur 20 extraits d’ADN d’eaux usées, illustrant la surveillance
environnementale des pathogénes.

Le Rapid Barcoding sur 5 échantillons cliniques MPXV, démontrant la rapidité et I'efficacité du
séquencgage ciblé.



