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Etat des lieux Infections du SNC

• Symptomatologie aspécifique

• Pas de recommandation claire sur le diagnostic microbiologique

• Diversité importante des pathogènes possiblement impliqués

• Multiplication des outils diagnostics dont l’accès et les performances sont très
variables

Mauvaise connaissance de la documentation de ces pathologies

Nombreux diagnostics restant infructueux



Diagnostic microbiologique
• Positionnement des techniques de biologies moléculaires

Organisms
Culture+MALDI-

TOF
PCR Panels Ag/Antibody Sanger Amplicon NGS Amplicon

Shotgun 
Metagenomic

Bacteria Partial Targeted Targeted 16S 16S Yes

Fungi Partial Targeted Targeted ITS ITS Yes

Virus Not used Targeted Targeted No No Yes

Plurimicrobial partial Targeted Targeted No Partial Yes

New pathogen Limited No No Limited Limited Yes

Characterization
Phenotypical 

Resistance
Mutation(s) No Target (VIH, VHC..) Target (VIH, VHC..) Whole genome

Host exploration No No No No No Yes

Turn around time 24-72h 1h30 <4h-1 week 72h-1 week 72h-1 week 72h-1 week



La biologie moléculaire en infectiologie
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Limites liées à l’extraction
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Problématique de l’extraction

➢ Structure externe des microorganismes (impacte toutes les techniques)
➢ Difficiles à extraire

➢ Gram+ (surtout S. aureus)
➢ Les mycobactéries
➢ Les champignons filamenteux

➢ ADN/ARN

➢ Pollution par les séquences humaines (impacte les techniques Shotgun)



Limites liées au(x) choix de la/les cible(s)
PCR Temps Réel (Simplex ou multiplex)
Détection d’une portion de génome spécifique d’un microorganisme (PCR 
Simplex), ou de plusieurs portions de génomes différents simultanément 
(PCR Multiplex)
 Très sensible, très spécifique
 Panel limité 25-30 cibles maximum
 Très rapide (qq heures)
 Peu évolutif
 Couteux



PCR multiplex performances



Limites liées au(x) choix de la/les cible(s)

Approche 16S ou ITS
Séquençage d’une portion de ribosome dont le contenu génétique est 
spécifique des bactéries (domaine 16S) ou des champignons (ITS)  
 Assez sensible, moyennement spécifique (diagnostic au genre)
 Panel limité aux bactéries ou champignons
 Lent (48-72h)
 Assez peu couteux



NGS Ciblé vs NGS Non ciblé (Shotgun)

Random FragmentationPCR

Sequencing
Alignment

Sequencing
Assembly

Known species Unknown species



Qu’est ce que le 16S/ITS

Champignons

Bactéries



16S identification



Limites liées au(x) choix de la/les cible(s)

Approche Shotgun métagénomique
Séquençage de la totalité des acides nucléiques d’un échantillon 
 Assez sensible, très spécifique
 Tous les microorganismes
 Lent (1 semaine)
 Couteux



• 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)



NGS Ciblé vs NGS Non ciblé (Shotgun)

Random FragmentationPCR

Sequencing
Alignment

Sequencing
Assembly
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16S vs Shotgun

Lamoureux et al.; Front Microbiol 2022

Conclusion:

• Pas de différence de
sensibilité significative
entre les deux méthodes

• Meilleure discrimination
d’espèce de la SMg
comparée au 16S (espèce)

• Conséquences sur le
diagnostic et la prise en
charge



Première étude prospective par SMg

• 204 patients présentant une symptomatologie d’infection du SNC => 58 d’origine infectieuse +6% par la SMg 

Wilson MR et al; N Engl J Med. 2019 Jun 13;380(24):2327-2340

Established Diagnosis in the Study Patients



Diagnostic pan-pathogène par SMg MetaMIC, 
retour d’expérience en routine

Objectif :
Analyse rétrospective de la contribution
microbiologique des examens de métagénomique
demandés dans le cadre d’exploration de maladies
infectieuses « complexes » en routine.

Patients :
208 échantillons analysés inclus sur l’année 2019 :

• Recueil des indications
• Recueil des résultat (négatif/positif)
• Interprétation (contributif/non contributif)

Woerther, Surgers et al.; (in redaction)

CNS infections; 
N=85

Disseminated 
infections; 

N=51

Hepatitis; N=18

Pneumonia; 
N=14

Cardio-vascular 
infections; 

N=13

SSTIs; N=11

Bone and joint 
infections; N=8

Genito-urinary 
infections; N=8



Diagnostic pan-pathogène par métagénomique 
clinique, retour d’expérience en routine

Surgers et al.; (in redaction)



Exemple d’intérêt de la Métagénomique Shotgun



Patient
• Mme P, 58 ans, lymphome en 2002 avec rémission complète, hypogammaglobulinémie liée à un

possible déficit immunitaire non étiqueté, syndrome myélodysplasique , hépatite auto-immune
avec cirrhose (Child B) contrôlée sous Sirolimus.

• Oct 2018 : Premiers épisodes de troubles neurologiques et consultations aux urgences de la PSL

• Nov 2018 : Admission aux urgences et transfert en neurologie. Nombreuses explorations bactériologiques et
immunitaires sans diagnostic étiologique.

• Février 2019 : Aggravation des signes neuro, transfert en réa-neuro, LCR avec qq élts, IFN alpha +++. IRM du
23/02/19 évoquant une possible encéphalite. Biopsie envoyée à Mondor.

• Diagnostic 15/03

• Décès le 27/03/19.

Oct
18

Nov
18

Mar 
19

Rodriguez et al; EID 2020



Résultats MetaMIC
• Orthobunyavirus, serogroup Turlock

• Possiblement Little Sussex ou Umbre mais impossibilité du logiciel de le déterminer 
précisément, quantité intermédiaire

• Lancement de l’algo de reconstruction de novo (c’est à dire sans référence)

Rodriguez et al; EID 2020
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F. Weber et al.; J Virol 2002 ; Bridgen et al; PNAS 2000

• Détection d’un cadre de lecture codant correspondant à une protéine NSs

• Charge de transcrit N+NSs 10x plus importante que le reste du virus -> lien
avec la virulence ?

La protéine NSs
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La protéine L
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Conserved H….PD….DxK Orthobunyavirus
catalytic domain => Traitement possible par
un inhibiteur de polymérase ?

Reguera et al; Plos Pathogens 2016

Rodriguez et al; EID 2020



Recommendations ?



Perspectives

• Utilisation des données de Transcriptomique humaine produites par 
la métagénomique

=> Etude rétroprospective monocentrique (ECCMID 2023)



Patients All patients who had a CSF sample collected in 2016 at Henri 
Mondor Hospital and for whom more than 3 white blood 

cells were found

Collection of biological and clinical 
data (all history until 2022)

Metagenomics
Conventional 
microbiology

Microbial 
documentation 

Infection 

No microbial documentation 
AND other diagnostic 

(cancer, autoimmunity…) 

No Infection 

No microbial 
documentation 

AND no Pathogens

Exclusion of the 
study

Cluster 1 ? Cluster 2 ?

Comparison



Infection (N=73) vs no infections (N=48) ? 

Infection
No infection

A

C

D

B

Infection > No infection

No Infection > infection

Intermediate
Odd Ratio

A

B
C

D

Transcriptomic Heatmap of infected and not infected patients 



Viral Infection (N=53) vs bacterial infections (N=18) ? 

1

2

Viral infection
Bacterial infection

1

2

Virus > Bacteria

Bacteria > virus



Most involved pathway



Conclusion
• Les techniques de biologie moléculaire peuvent surpasser les techniques de culture en microbiologie

notamment :
• Sur le délai de diagnostic par approche de Multiplex PCR

• Sur l’exhaustivité d’exploration par approche de Shotgun métagénomique

• La culture conserve pour le moment l’avantage pour la caractérisation phénotypique bactérienne et
fongique (antibiogramme)

• Aujourd’hui, la place de ces nouvelles technologies reste à définir dans les recommandations mais tend
vers une utilisation plus fréquente pour les encéphalites à minima

• Pour le futur, la technique de SMg présente un avantage décisif dans plusieurs situations cliniques
importantes :
• Ne pas rater l’évidence -> Exhaustivité du screening de micro-organisme

• Découvrir de nouveaux pathogènes

• Un seul prélèvement/Un seul labo

• Elle permettra dans le futur de donner des caractéristiques importantes sur l’hôte (réponse immune)
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