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Le genre Nocardia (>100 espéces) inclut des pathogénes opportunistes tels que N.| |[Nous présentons ici une méthode optimisée d’extraction d’ADN et de séquencgage
cyriacigeorgica. La nocardiose, rare mais sévére, présente une morbi-mortalité| |long-read appliquee a une souche clinique de N. cyriacigeorgica, permettant
élevée. Sa prise en charge est compliquée par la variabilité de sensibilité aux| |I'obtention d’'un génome complet, contribuant a une meilleure connaissance des
antibiotiques selon les espéces et la difficulté des tests phénotypiques. Les données| |bases moléculaires de Nocardia, 'étude de son résistome, et plus particulierement
génomigues restent limitées (une centaine de génomes classés complets), contraintes| |de la présence de genes codant pour des béta-lactamases.
par la diversité, la complexité de la paroi cellulaire, le taux de GC et les régions
répéetées.
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moyen des workflows Epi2Zme et des pipelines disponibles sur GitHub. Le
résistome a été identifié a laide d’AMRFinderPlus. La qualité de
'assemblage a été évaluée avec BUSCO (1646 génes essentiels) et Merqury
(analyse par k-mers).

Conditions 1 2 3 4 Enrichir la prise d’essai en utilisant un volume de 400uL permet
Prise d’essai 400ul 200ul 200uL 400uL daugmenter la concentration d’ADN finale donc disponible pour Meanreadlenght 9169
Nombre de purification ) ) 1 1 le séquencage. Les tailles moyennes des fragments d’ADN Mean read quality 16,6
Quantité ADN ng/uL 398 137 500 252 Obtenues pour ces 4 conditions sont similaires selon la présence Median read lenght  542,0
ou |I'absence de purification avant fragmentation. Median Read quality 17,3
La purification avant fragmentation fait perdre une quantité non négligeable de matériel génétique sans améliorer le Number of reads 1930 171
profil électrophorétique, elle est donc abandonnée. Read length N50 1,382
Les 4 échantillons d’ADN ont été séquencés. Les résultats les plus satisfaisants ont été obtenus pour la condition 3 et  Total bases 1769775032
les résultats sont montrés ci-joint. La médiane de la qualité était de 17,3, mais la longueur moyenne des reads, soit ~ 2!° 100%
916 pb, était nettement inférieure a 'objectif de 10kpb attendu aprés fragmentation. Malgré cela, I'assemblage a > Q!> /2
permis d’obtenir une séquence circulaire d’environ 6 511 000 pb, de profondeur moyenne de 273X. 85% des reads ~ Q% 18(y;
> Q25 2.3%

ont été assignés a Nocardia cyriacigeorgica. Il n’a pas été mis en évidence de plasmide. L'assemblage a atteint un

score BUSCO complet de 99,1 %. La recherche de genes de résistance par alignement par rapport a la base de scores Phred
données AmrFinder a montré notamment la présence du gene codant pour une béta-lactamase : AST-1.

La méthode a permis d’assembler le génome complet avec des criteres de qualité satisfaisants mais elle peut étre faillible en cas de présence de
plasmide. L'absence de plasmide mis en évidence peut étre biaisée par une taille moyenne de fragments trop faible ou un biais de construction de
librairie qui ne permet pas de travailler sur des ADN circulaires non fragmentés comme ceux des plasmides. Pour analyser cela, d’autres conditions de
fragmentation seront étudiées afin d’optimiser la taille des fragments. Ensuite, ce protocole sera réalisé sur environ 100 souches appartenant a 9
especes (N. cyriacigeorgica, farcinica, nova, transvalensis, brasiliensis, pseudobrasiliensis, otidivarium, abscessus, wallacei) et ces données géenomiques
seront associées aux données de CMI par dilution en milieu liquide, notamment pour la corrélation entre les genes de résistance aux béta-lactamines
et la résistance in vitro.
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