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Processus techniques
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NGS Ciblé vs NGS Non ciblé (Shotgun)

Random FragmentationPCR

Sequencing
Alignment

Sequencing
Assembly

Known species Unknown species



Workflow NGS

Extraction Préparation 
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C’est quoi le NGS ? 

Plateforme

Isolement des séquences, 
amplification du signal

Acquisition du signal

Bridge PCR
Emulsion PCR

NanoporeZMW cells

Fluorescence pHmetrie Fluorescence Conductimetrie
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Final results : 

Sanger sequencing Next Generation sequencing

A% B% C% D% E%



Quels avantages ?
Ciblé : Quantité 
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Quels avantages ?
Ciblé : Quantité 

(échantillon et profondeur)

Coverage

D
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+
Depth : profondeur de séquençage => nombre de fois 
qu’une position génomique est séquencée 

Couverture : portion du génome d’intérêt « couvert » 
par au moins une séquence



Quels avantages ?
Non ciblé : Qualité 

(diversification des questions)

DNA/RNA : 
microbial genomic

RNA : 
metatranscriptomic

DNA : 
Human genomic

RNA : 
Human transcriptomic
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Quels avantages ?
Non ciblé : Qualité 

(diversification des questions)
Ciblé 

1 question avec a priori :

Le VIH de mon patient est‐
il résistant ?

Questions multiples sans a priori : 

Est‐ce que mon patient est infecté ?
Si oui par quoi ? 
Si c’est du VIH est‐il résistant ?
… 



Applications du NGS ciblé
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Résistance et variants minoritaires

Stella‐Ascariz et al; JID 2017

Rodriguez et al;  JAC 2018

Adapted from Zeuzem et al., J Hepatol 2017 Rodriguez et al;  Hepatology 2013

VIH ARN

VHC ARN

VIH ADN

VHB ADN



Les reco pour le VIH

Günthard et al;  CID 2019

Cut‐off 1‐5%



Les reco pour le VHC

Cut‐off 15%



Les reco pour le VHB



Intérêt ? 

https://www.veladx.com/solutions/next‐generation‐sequencing.html

Automatisation 
complète du processus !
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Qu’est ce que le 16S/ITS

Champignons

Bactéries



16S identification

Distinction des bactéries au niveau du
genre et parfois au niveau de l’espèce en
fonction de la boucle 16S choisie et de
l’espèce bactérienne

Cette approche est accessible en
séquençage Sanger si une seule espèce
est présente dans l’échantillon sinon le
NGS sera nécessaire !



16S Diversité



Application 16S : microbiote



Application à la TMF

Hueso et al; gut microbes 2020

DeFilipp et al; blood advances 2018



Application 16S : documentation bactérienne

16s versus NGS

Etude prospective (N=67)

Lamoureux et al.; Front Microbiol 2022

Polymicrobien
BK
+ 10 % de diagnostic
à l’espèce
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Surveillance Covid

• Protocole CovidSeq (Illumina)

RNA Viral 
Extraction

Random RT+ 
98 Amplification 

(2 pools)

Patient 
Tagging and 

pooling (until 384)

ATTCGGG…
CATGGG…

CCTAGGTG…
TGCATTG…

SequencingNasopharyngal
Swab

Analysis
(Assembly, Variant 
calling, lineage)

Interpretation
(lineage, 

mutations…)



EMERGEN

• https://www.santepubliquefrance.fr/dossiers/coronavirus‐covid‐19/coronavirus‐chiffres‐cles‐et‐
evolution‐de‐la‐covid‐19‐en‐france‐et‐dans‐le‐monde

Activité de séquençage nationale : 563 045 
séquences au total produites depuis 2021‐S01

L’activité de dépôt dans GISAID place la France
au 6ème rang mondial des contributeurs, et au
3ème rang des pays de l’Union Européenne,
après l’Allemagne et le Danemark.



Applications du NGS Non ciblé



Applications diagnostiques 
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• Shotgun métagénomique
• Transcriptomique de l’hôte
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Epidémie ?

https://www.ridom.de/seqsphere/cgmlst/



Epidémie ?

Alexander Ensmiger (Twitter)

Pearce et al; International Journal of Food Microbiology 2018 



Applications diagnostiques 

• Hygiène hospitalière : Comparaison de souches
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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)



Reporting for clinicians



Reporting for clinicians

Henri Mondor hospital
Mr XYZ

Metagenomics Results

Bacteria
Predominance of Haemophilus influenzae and
presence of S. aureus within an ENT flora

Virus
Absence

Fungi
Absence

Parasites
Absence



Complex infections : panpathogen documentation

Cristoli virus
Rodriguez et al, EID 2020

Anncaliia algerae
Brincus et al, submitted

Echinoccocus granulosus
Angebault et al, in redaction

Borrelia miyamotoi
In redaction

Nocardia cyriacigeorgica
Courbin et al; Front Microbiol 2022

Basidiobolus meristosporus
Sitterle et al, Front microbiol 2018

Measles virus
Rodriguez et al, EID 2020

New Castle Disease Virus
Winter et al, Acta neuro 2021



Prospective clinical study : SMg vs rest of the world

Surgers et al.; in redaction

 Contribution in 32% of cases in 
patients with high suspicion

 Contribution whatever the type 
of infection



Applications diagnostiques 

• Hygiène hospitalière : Comparaison de souches
• Shotgun métagénomique
• Transcriptomique de l’hôte



Applications potentielles (en cours d’évaluation)

OUI

NON

Transmission des résultats à 
d’autres spécialités : 
autoimunité, cancer…

Infection ?  Type de pathogène ? 

Bactérie, virus, 
champignon, parasite ?

Sévérité ? … 

OUI

NON

Prise en charge allégée ? 

Gram +/Gram‐
Virus à ADN/ARN
… 

Caillault et al; ECCMID 2023

Rodriguez et al; Plos Pathogens 2021Caillault et al; ECCMID 2023 Caillault et al; ECCMID 2023



Conclusion

• Deux grands types d’applications : Surveillance et diagnostic
• Deux grands types d’information : Documentation et caractérisation
• Deux grands types de techniques NGS : Ciblées et Non ciblées
• Les techniques ciblées permettent :

– La recherche de résistance
– La surveillance de souches (Covid)
– La mesure de diversité bactérienne

• Les techniques non ciblées permettent EN PLUS :
– La caractérisation complète du génome et sa comparaison (hygiène)
– Une documentation pan‐pathogène
– La découverte de nouveaux pathogènes
– L’exploration de l’hôte



Many thanks to…
MetaMIC Project

Experimental
Vanessa Demontant, Elisabeth 

Trawinski, Sarah Seng, Axel Sitambe, 
Michel LAU

Bioinformatic
Melissa N’debi

Laure Boizeau, Justine Boizeau

Microbiology Experts
Slim Fourati, Stéphane Chevaliez,Pierre

Cappy Françoise Botterel, Cécile 
Angebault, Paul‐Louis Woerther, 

Vincent Fihman

Infectious diseases
Laure Surgers, Raphaël Lepeule

Coordination
Jean‐Michel Pawlotsky

Sponsors

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

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


