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Nécessité de nouveaux outils de diagnostic

Pathologies infectieuses chez les patients hospitalisés

15-20% 
sans étiologie

40-60%
sans étiologie

∼20% 
sans étiologie

Nécessité d’outils complémentaires pour le diagnostic microbiologique
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Pneumonies Méningites et 
Encéphalites Sepsis

Wilson et al., N Engl J Med, 2019, Ewig S et al., European Respiratory Journal, 2002
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Outils de diagnostic conventionnels

• Examen direct, culture ? Histologie ?

• Antigènes, Anticorps ?

• PCR temps-réel spécifiques ? Multiplex ? 

• Séquençage Sanger (16S, ITS, 18S) ?
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Les promesses de cette nouvelle technique

• Non ciblé/ sans a priori

• Détection des micro-organismes de culture difficile

• Détection des micro-organismes non recherchés ou non connus

• Prédiction de la sensibilité aux anti-infectieux

• Génotypage

7
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La métagénomique clinique ou shotgun

Métagénomique
clinique ?

Séquençage non ciblé de l’ensemble 
du matériel génétique présent dans 

un échantillon clinique 

Chiu CY et al., Nat Rev Genet. 2019 Jun
8



33e Congrès National STPI

Mode d’emploi

ETAPE

1
1

Prélèvements

Tous types de 
prélèvements

ETAPE

2
Extraction

ADN et/ou 
ARN

1ETAPE

3
Banque

ADN et/ou 
ARN

1ETAPE

4
Séquençage

NGS

1ETAPE

5
Bio-info

Analyses bio
informatiques
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Mode d’emploi

Humeur 
aqueuse/vitrée

Sang et autres 
liquides de ponction 
(ascites ..)

Ecouvillonnage

Lavage broncho-
alvéolaire

LCR

Urines

Selles

Biopsies / FFPE

ETAPE

1
Prélèvements

Tous types de 
prélèvements

10



33e Congrès National STPI

ETAPE

1
Prélèvements

Tous types de 
prélèvements

Mode d’emploi

PARTIE

1

ETAPE

2
Extraction

ADN et/ou 
ARN

ARN et/ou ADN

Méthodes d’extraction qui diffèrent selon : 
• Le type de prélèvement
• Le pré-traitement éventuel
• Le type d’acide nucléique souhaité

BESOIN D’UNE EXTRACTION UNIVERSELLE pour tous les pathogènes

Etape clé dans une analyse de mNGS

V. Euzen

Bactéries Gram +

Mycobactéries

Eucaryotes
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ETAPE

1
Prélèvements

Tous types de 
prélèvements

Mode d’emploi

1

ETAPE

3
Banque

ADN et/ou 
ARN

ADN

ARN

Banque

Traitement des acides nucléiques pour être séquencés

Fragmentation

Amplification universelle

Indexage

Déplétion en AN humain
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ETAPE

1
Prélèvements

Tous types de 
prélèvements

Mode d’emploi

1

ETAPE

4
Séquençage

NGS

Séquenceurs de  2ème génération Séquenceurs de 3ème génération

Amplification en 
pont (Bridge PCR)

Single molecule 
Real time Nanopore
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ETAPE

1
Prélèvements

Tous types de 
prélèvements

Mode d’emploi

1

ETAPE

5
Bio-infos

Analyses bio
informatiques
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Preuves de concept

Méningoencéphalite 

à Leptospira santarosai
chez un enfant de 14 ans immunodéprimé

- déficit immunitaire combiné sévère 

Wilson et al., N Engl J Med, 2014

15
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Preuves de concept

DÉTECTION DE PATHOGÈNES RARES

DÉTECTION DE PATHOGÈNES INHABITUELS DANS LE SITE DE 

PRÉLÈVEMENT

DÉTECTION DE PATHOGÈNES INHABITUELS DANS LA ZONE 

GÉOGRAPHIQUE

CARACTERISATION DE NOUVEAUX PATHOGÈNES

Sparganose à Spirometra mansoni

Astrovirus dans une biopsie cérébrale

Epidémie Virus de l’encéphalite Japonaise en 

Australie 2022

SARS-CoV2 caractérisé par métagénomique

Hu et al., Int. J. Infect. Dis., 2023; Frémond ML et al., J Pediatric Infect Dis Soc. 2015, Wu F et al., . Nature. 
2020, Howard-Jones AR et al  Viruses. 2022 16
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Utilisation en clinique

204 patients de  8 hôpitaux avec 

une suspicion d’infection du SNC
Diagnostic sérologique

Diagnostic non LCR

Faible charge

8/13 modification de la prise 

en charge

17

Wilson et al , NEJM 2019

1ere étude prospective 

multicentrique
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742 échantillons , 4 ans, Hôpital Necker

Fourgeaud et al, The Lancet Microbe 2023
18

Utilisation en clinique
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Utilisation en clinique

19

Lalitha P, et al. Ophthalmology. 2021; Lalitha P, et al. Ophthalmology. 2019; Janes VA, et al. Lancet Microbe. 2022; Rodriguez C et al.  Ann 
Dermatol Vénéréologie. 2016; Blauwkamp TA Nat Microbiol. 2019;  Niles DT. Et al. Diagn Microbiol Infect Dis. 2023 

Adapted from Euzen V, Ghelfenstein-Ferreira T, et al. Rev Prat. 2024
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Utilisation en clinique, infections fongiques / parasitaires

20
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82% de concordance globale entre MG et techniques conventionnelles pour la 
recherche de parasites & champignons. Variable selon la matrice.

Ghelfenstein-Ferreira et al. ECCMID 2023
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ADN libre circulant

https://kariusdx.com

21
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Diagnostic microbiologique 65% des cas
Impact positif 43% des cas
- Désescalade thérapeutique ++
- SOT
- Sepsis

- antiinfectieux <7j
80 patients (45% ID)

> 22% de volontaires sains positifs

22

ADN libre circulant
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Meta-analyse 20 études avec 2716 patients

PERFORMANCES ANALYTIQUES 
HÉTÉROGÈNES 

23

Performances analytiques ?

Liu J et al., Sci Rep. 2022 Dec
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Vers une harmonisation des performances?

• EIL Virus

• Recommandations ENNGS

• Challenge ENNGS Virus
• Wet et Dry Lab

• Marquage CE IVD kits diagnostic

F. Xavier Lopez-Labrador et al, MedRxiv 2024
24

ENNGS steering group
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 Questionnaire Delphi « Eléments nécessaires pour l’interprétation Microbiologique d’un CR 

de Métagénomique clinique» 

GT Métagénomique clinique, ANRS-MIE 2024 (A Jary, M Salmona)

25
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En pratique au laboratoire

• Prix ~ 50 – 300 Euros (170 – 1000 TND)
/ échantillon

• RIHN 942  2500 Euros (8500 TND)

• Existence contrôles inter-laboratoires 
(QCMD/ENNGS)

26

Loi de Moore : 
doublement des capacités informatiques 

à prix constant
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En pratique au laboratoire

27

ADN

ARN

Extraction 

Préparation des Librairies 

Vendredi Lundi + Mardi Mardi + 30H

Temps 6h à 72h – MAIS en pratique ? 1 – 3 semaines

Pipeline d’analyse « Maison »
Technique accrédité Cofrac depuis avril 2024

+ Témoin environnemental
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28

Rapport biologiste
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• 14 LCR + HSV1 ou HSV2
• Quantification (qPCR)

Calculé à partir 
 de la couverture/taille  du pathogène

 du nombre de RPM

 de la contamination cellulaire

Score corrélé à la charge virale

29

Score de confiance
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31

Séquences (fasta)

Permet des analyses supplémentaires
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Rapport clinique

32
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Les derniers mois sur SLS

0 10 20 30 40 50

LBA (n=3)

LCR (n=28)

Cut_Muq (n=2)

Plasma (n=9)

Selles (n=4)

Biopsies (n=42)

Autres (n=17) Bactéries

Virus

Champignon

Parasite

Négatif

Ininterprétable

Total=27

LCR

Plasma

Biopsies

Autres

33



33e Congrès National STPI

Contamination

34

Les limites de la métagénomique
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Contamination

• Le «Labome» et le « Kitome » 

• Cross contamination

Contrôles négatifs
Marche en avant
 Surveillance des lots de réactifs
 Suivi de la contamination environnementale

35
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Contamination

Sensibilité

36

Les limites de la métagénomique
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Des charges microbiennes parfois faible…

15

En métagénomique « shotgun » : tous les ADN/ARN sont amplifiés
Par ordre de fréquence : ADN/ARN humains ++++ (>99%) >> ADN/ARN bactériens ++ > 

ADN/ARN viraux > > ADN/ARN fongiques

Biopsie

LBA, Aspirations

Liquide divers 
(pus, abcès)

Serum/plasma Sang

LCR

Pneumocystis jirovecii
Pneumocystose du sujet non-VIH
Charge P. jirovecii, Ct 30-34

Alanio et al. 2017. 

Dr Cécile Angebault, hôpital Henri Mondor, Créteil
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… combinées à des tailles de génomes variables

38

Taille des génomes (paire de base)

Si possible,  la profondeur de séquençage
De 10 à 20 millions de reads (arbitraire) ?

Gros génome + faible 
charge -> séquençage et 

identification moins 
performants

Petit génome + faible 
charge -> faible nombre de 

séquences obtenues
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Contamination

Sensibilité

Coûts élevés

Infrastructure et 
personnel spécialisés

39

Les limites de la métagénomique
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Le rendu de la métagénomique clinique

40

Rendu pluridisciplinaire

• Experts métagénomique clinique

• Experts microbiologistes toutes les spécialités

• Contexte clinique +++ (prélèvement adapté) 
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Là où ça ne marche pas…

• Prélèvement inapproprié
• Ex : Biopsie cérébrale /LCR

• Diagnostic sérologique uniquement
• MgC = Technique directe

• Faible quantité de pathogène
• Nécessité d’augmenter la profondeur de séquençage – le coût – le temps d’analyse … etc

• Infections fongiques, à mycobactéries



41
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Recherche de supports de résistance 

antimicrobienne

Concordance de 92% sur Klebsiella pneumonia
Concordance >95% sur Acinetobacter baumanii
⚠︎ Gènes présents chez pathogènes et commensaux (mecA)

Tamma PD et al., Antimicrob Agents Chemother. 2018, Ruppé E et al., . Nat Microbiol. 2019., Hu X et al., J Clin Microbiol. 2023, 
d'Humières C et al., Therapeutic Perspectives. Drugs. 2021; Quick J et al., Nature. 2016, Rhodes J et al., Nat Microbiol. 2022, Spettel K et al., PLoS One. 2019

VIH, VHC, CMV, HSV, Virus de la grippe

Résistance aux azolés pour Aspergillus fumigatus
Résistance aux échinocandines pour Candida spp.

Epidémiologie

Etudes phylogénétiques

42

Analyses secondaires
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Intégration de la réponse de l’hôte et du microbiote

43

26 patients LRTI +/ 18 patients LRTI -

Langelier et al.,  PNAS 2018
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• Prédire le diagnostic:
• Différencier Infection virales et bactériennes

• Réseau de Neurones entrainé sur 18 études transcriptomiques

• Validé sur une cohorte indépendante avec 29 mRNA

• AUC-ROC = 0.92

• Coupler analyse de la réponse de l’hôte et métagénomique clinique  
• Sepsis et modèle de ML 
• Identification de

• 99% des cas de sepsis microbiologiquement confirmés

• 74% des cas de sepsis suspectés

• 89% des cas indéterminés

M.B. Mayhew et al, Nature com, 2020 , K.L. Kalantar et al., Nat Microbiol, 2022
44

Métagénomique et IA
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• Métagénomique clinique utilisable dans tous types d’infections

• Complémentaire aux méthodes conventionnelles

• Diagnostic et analyses secondaires en 1 seule étape

• Performances diagnostiques variables selon les études et selon le site d’infection

• Etudes cliniques prospectives pour codifier son utilisation en routine

• Interprétation difficile

Importance du dialogue entre microbiologistes et cliniciens

45

Conclusion
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L ’équipe de métagénomique

46

Responsable de plateforme

Dr Maud Salmona

Équipe technique wet-lab et dry-lab

Expertise microbiologique

Nos étudiants
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Merci de votre attention

Follow us
theo.ferreira@aphp.fr

47

mailto:theo.ferreira@aphp.fr
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La Métagénomique « rapide »

Sample to answer median : 6 H
Temps de séquençage médian : 50 min

48
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La Métagénomique en POC

- 52 LCR : RTM (47 +)  vs Multiplex (49+)
- RTM : detection + antibiogramme in silico (62% concordance)  + Genotype
- Analyse RT sur DB de 12 pathogènes + Epi2me NCBI

RTM : 120 min
Filmarray : 90min

49
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Exemple : Bactérie non attendue

Patient LyB rituximab
Fièvre inexpliquée récurrente
Troubles digestifs et urinaires

Garzaro M… Salmona M. EJCMID 2022

TDM : collection péri-rénale

50
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Exemple : Bactérie non attendue

Patient LyB rituximab
Fièvre inexpliquée récurrente
Troubles digestifs et urinaires

Garzaro M… Salmona M. EJCMID 2022

TDM : collection péri-rénale

Ponction de la collection
Bactériologie négative

16S ininterprétable

51
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Exemple : Bactérie non attendue

Patient LyB rituximab
Fièvre inexpliquée récurrente
Troubles digestifs et urinaires

Garzaro M… Salmona M. EJCMID 2022

TDM : collection péri-rénale

Ponction de la collection
Bactériologie négative

16S ininterprétable

MgC
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Exemple : Bactérie non attendue

Patient LyB rituximab
Fièvre inexpliquée récurrente
Troubles digestifs et urinaires

Garzaro M… Salmona M. EJCMID 2022

TDM : collection péri-rénale

Ponction de la collection
Bactériologie négative

16S ininterprétable

MgC

Mycoplasma hominis
Ureaplasma urealyticum

Toque Tenovirus
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Exemple : Bactérie non attendue

Patient LyB rituximab
Fièvre inexpliquée récurrente
Troubles digestifs et urinaires

Garzaro M… Salmona M. EJCMID 2022

TDM : collection péri-rénale

Ponction de la collection
Bactériologie négative

16S ininterprétable

MgC

Mycoplasma hominis
Ureaplasma urealyticum

Toque Tenovirus

Pas de gène de 
résistance

FQ + tétracyclines
Évolution favorable 54
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Exemple : Nouveaux virus

Encéphalite chez une 
patiente avec DI et 
lymphome

Rodriguez C. et al. EID 2020 
55
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Exemple : Nouveaux virus

Encéphalite chez une 
patiente avec DI et 
lymphome

LCR : diagnostic de 
routine  :neg
MgC : neg

Biopsie cérébrale

Rodriguez C. et al. EID 2020 
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Exemple : Nouveaux virus

Encéphalite chez une 
patiente avec DI et 
lymphome

LCR : diagnostic de 
routine  :neg
MgC : neg

Biopsie cérébrale

Mg C  Cristoli virus

Décès de la patiente
Nouveau virus :  CRISTOLI VIRUS

Rodriguez C. et al. EID 2020 
57


