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C’est quoi le NGS ? 
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NanoporeZMW cells
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Conductimetrie



Approche Amplicon

• Protocole CovidSeq (Illumina)
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• Métagénomique : étude de la totalité du contenu génétique d’un échantillon par 
séquençage à haut débit

• Dans le cadre d’une infection chez l’homme : 

Approche métagénomique Shotgun (SMg)
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Exemple sur la documentation par SMg



Exemple sur la documentation par SMg

Résultats rendu :

Bactéries
Prédominance d’Haemophilus influenzae et 
présence de S. aureus au sein d’une flore ORL

Virus
Absence

Champignons
Absence

Parasites
Absence



Qu’est ce que ça apporte de plus ? 
Information qualitative : 

Approche sans a priori (Shotgun)
Information quantitative 

(Shotgun et amplicon)

DNA : 
microbial genomic

RNA : 
metatranscriptomic

DNA : 
Human genomic

RNA : 
Human transcriptomic

Genome Coverage

D
ep

th

Number of 
sample



NGS Henri Mondor

Cliniciens
Tous types de 

prélèvements y 
compris Paraffine

Plateforme GenoBioMICS

Extraction et pré-PCR Préparation de librairie Séquençage Analyse

15189 & 17025
CNR LE SARS-COV-2
LBMR Metagénomique
LBMR Comparaison de souches



En maladies infectieuses ?



En maladies infectieuses ?

Surveillance 
environnementale

Surveillance 
animale

Surveillance
Humaine

et Diagnostic

Techniques Shotgun



Phase pré-pandémique : Environnement

TN Petersen et al; Sci Rep 2015



Phase pré-pandémique : Vecteurs

FIGURE 1. Collection locations and a summary of the microbial sequences 
identified in each sample. JA Chandler, Frontiers in Microbiology 2015

« Sequences related to single stranded RNA viruses of 
the Bunyaviridae and Rhabdoviridae were uncovered, 
along with an unclassified genus of double-stranded RNA 
viruses. Phylogenetic analysis finds that in all three cases, 
the closest relatives of the identified viral sequences are 
other mosquito-associated viruses, suggesting widespread
host-group specificity among disparate viral taxa. »



Phase pré-pandémique : Hommes
Patiente de 5 ans avec déficit immunitaire congénital, transplantée 
de moelle osseuse, développant une encéphalite grave puis un coma 
inexpliqué au retour d’un voyage familial au Moyen-Orient
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Séquence du génome complet et analyse phylogénique ont montré que la souche virale 
circule au Moyen-Orient et qu’elle comporte de nombreux facteurs de virulence (P, F, HN)

Diagnostic d’infection par NDV 
- Maladie grave connue chez l’oiseau
- Aucun cas humain d’infection du SNC répertorié 

S Winter, acta neuropathologica 2021



En maladies infectieuses ?

Dépistage/diagnostic 
massif

Techniques Amplicons



Phase d’Expansion pandémique

• LAMP-Seq

Collection sample
Neutralization, LAMP 
amplification, tagging

Library preparation,
tagging

AnalysisSequencing

<1h <3h 11h <1h

 40 000 samples in one run
 <24h
 3€/sample
 quickly adaptable to any pathogen



En maladies infectieuses ?
Surveillance/diagnostic 

évolution du virus

Techniques Amplicons



Phase pandémique : Emergence de variants

• COVID : Emergen
Enregistrement 

des
Échantillons et 

des 
métadonnées 
dans le LIMS

Laboratoire de 
virologie

- Extraction
- PCR

- Criblage

Plateforme 
Genobiomics
- CovidSeq

- Bioanalyse

INSERM U955
- Génotypique
- Phénotypique



Phase pandémique : recherche de résistance



Et demain ?

DNA : 
microbial genomic

RNA : 
metatranscriptomic

DNA : 
Human genomic

RNA : 
Human transcriptomic

Distinction inflammation / infection
Distinction type (bactérie/virus)
Evaluation du pronostic
Développement d’anti-infectieux
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Distinction du type d’infection

• 25 nouveaux nés prématurés et septiques

• Recherche de profil transcriptomique 
prédictif du type d’infection

• L’analyse en composante principale 
montre des signatures moléculaires 
distinctes entre infection Gram+ et Gram-

Maria Cernada et al, Nature.2020



Evaluation du pronostic

• 113 patients positifs au SARS-CoV-2, 3 
groupes (ambu, mal inf, réa)

• Caractériser la génomique, 
métagénomique et transcriptomique de 
l’hôte

• Plus forte expression de cytokines pro-
inflammatoires chez les patients en 
réanimation

• Aucun marqueur viral associé à la gravité

C Rodriguez et al, PLOS Pathogens.2021



Evaluation du pronostic

• Panel de transcrits prédictifs basé sur les 
données de transcriptomique

• AUC des ICU patients : 0,86
• AUC des Outpatients : 0,90

C Rodriguez et al, PLOS Pathogens.2021



Le NGS demain ? 
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Thèse d’exercice Dr Amandine Caillault
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Conclusion (I)

• Le NGS apporte des solutions à chaque étape des épidémies pour :

– Détecter précocement des émergences (pathogène, virulence, résistance…)
• Réservoirs humains

• Réservoirs animaux

• Réservoirs environnementaux

– Réaliser du diagnostic massif en attendant la disponibilité des tests

– Surveiller l’évolution des microorganisme (nouveaux variants, résistance, mutation
d’échappement immunitaire…) à l’échelon global et individuel



Conclusion (II)

• L’intégration de l’ensemble des données en un seul diagnostic est un pas important
vers une médecine simplifiée, personnalisée aux spécificités de l’hôte vis-à-vis de son
infection

• Dans le futur, les signatures moléculaires globales analysées par IA permettront
d’aller plus loin sur le diagnostic (maladies auto-immunes, cancers, inflammatoires,
infectieuses…), la surveillance (émergences et réémergences), sur la prévision
d’efficacité des traitements antiinfectieux, sur la prise en charge des patients
(prévision de sévérité…)
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All Clinicians and their patients

Automated 
and 

standardized 

Pathogen 
genome

Extraction 
(12 samples 

per run)

Library preparation

DNA+RNA

Sequencing

(Illumina NextSeq)
Server calculation

(96Co/192Go RAM)

Automation

MetaMIC ® software

Filtering

Classify and 
quantify with DB

Report and 
interpret


