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l. Principes de la Métagénomique Shotgun et des
autres omiques



La métagénomique Shotgun (SMg)

 Meétagenomique : etude de |a totalité du contenu genetique d’un échantillon par
sequencage a haut débit

e Dans le cadre d’'une infection chez I'homme :
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C’est quoi toutes ces omics ?

DNA : Microbial Genomic DNA & RNA:

S Metagenomics (SM
Human genomic \ 9 (SMg)
{..' ‘v-‘ '\ )

Human mRNA :

. . Microbial mRNA :
Human transcriptomic (Tc)

metatranscriptomic (mTc)




C’est quoi toutes ces omics ?

DNA : Microbial Genomic DNA & RNA:
Human genomic \ Metagenomics (SMg)
Pas utilisée en diagnostic
(étique, qualité, colt...)
H Hutman m.R LVA :, (Tc) Microbial mRNA :
uman transcriptomic {1 metatranscriptomic (mTc)




C’est quoi toutes ces omics ?

Microbial Genomic DNA & RNA:

DNA : .
Metagenomics (SMg)

Human genomic \

/

Utilisée pour l'identification,
documentation
panpathogene

Caractérisation (virulence,
résistance...)

Human mRNA :

. . Microbial mRNA :
Human transcriptomic (Tc)

metatranscriptomic (mTc)




C’est quoi toutes ces omics ?

DNA : Microbial Genomic DNA & RNA:

S Metagenomics (SM
Human genomic \ _ 9 (SMg)
gL 4 S i / \,

Mise en évidence des voies

de signalisation mobilisées
(immunité, inflammation...)

Human mRNA :

. . Microbial mRNA :
Human transcriptomic (Tc)

metatranscriptomic (mTc)




C’est quoi toutes ces omics ?

Microbial Genomic DNA & RNA:

DNA : .
Metagenomics (SMg)

Human genomic \

/

Mise en évidence des voies Mise en évidence des voies

de signalisation mobilisées
(réplication, résistance...)

de signalisation mobilisées
(immunité, inflammation...)

Human mRNA :

. . Microbial mRNA :
Human transcriptomic (Tc)

metatranscriptomic (mTc)




SMg MetaMIC

ISO 15189
e Syndromic infectious disease in clinical routine since 2018 \ \CCREDITATION

Physician
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All type of sample
including FFPE

NGS platform

D B s

Extraction Library prep Sequencing Analysis



ll. Performances et etudes comparatives de la SMg

DNA : Microbial Genomic DNA & RNA:

Human genomic \ o Metagenomics (SMg)

Human m!?NA : Microbial mRNA :
Human transcriptomic (Tc) metatranscriptomic (mTc)




Positionnement théorique de la SMg

Organisms CUItu?;I::nALDI- PCR Panels Ag/Antibody Sanger Amplicon NGS Amplicon Mestgzttegr:::nic
Bacteria Partial Targeted Targeted 16S 16S Yes
Fungi Partial Targeted Targeted ITS ITS Yes
Parasites / Targeted Targeted 185/28S 185/28S 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 AUl Mutation(s) No Target (VIH, VHC..) Target (VIH, VHC..) Whole genome

Resistance




Performances vs autres méthodes : bactéries

= Sensibilité =
= Spécificité =
> Spectre > Culture
<Hémoculture<
<BK<
>anaérobies<
>matrices> Rodriguez et al; BID 2019
<rapidité< Kimseng et al; submitted
<Colit< Teboul et al; submitted

16S

> Sensibilité >

= Spécificité =
> Spectre >
<rapidité<

<Cout< Lamoureux et al; Front Microbiol 2022
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Performances vs autres méthodes : fungi/para

Fungi
T N =28
)
. . Q =
Diversity @ N=7
45 genera |Others N=13 CMg only
55 species

201

32

Parasites

helminths @ N =24

protozoa ﬁv N =79

T. Ghelfenstein-Ferreira et al ; ECCMID 2023



Performances vs autres méthodes : virus

13 HBV
N\ y 1 Adenovirus
Hepadnaviridae

Adenoviridae

100% de détection

Detection

. Reoviidas 1HSVI, 1HSV2,1VZVZ, 1
’T\ ~ - Poxviridae v ’W on Iy
Retroviridae oty
Herpesviridae
\, ds RNA RDI,‘AAB Papill irid:
- . A s apillomaviridae y BV
\ DNA: | g
r ‘ SHEV \ Caliciviridae RNA 4 e
5HAV, o e
1 Rhinovirus, \‘\TMM i 8 DNAT——— parvoviridae
Vi 4 1 Enterovirus S
1 Chil = irid. Hepatts dela virus (HOV) ~
—— Flaviviridae Rhabdoviridae o
2 : 17ika e
‘ e < Filoviridae e -
\ 2 Coronavirus 229E : __ Orthomyxoviridae Paramyxoviridae
; = Arenaviridae Bunyaviridae
1InfA,1InfB ) 0 Complete
csssh Nidovigal Monensuayliales ‘ genome
83%
' © HBV DNA ® HDV
100000 = 10000000
L]
< 10000 © > < 1000000 . -
= - o o8
g 1000 R2=0,72 g 100000 o8
r I=
£ 10 L S 10000 . R?=0,83
e 10 . 2 1000 . .
2 1 J 2 100
B ©
o 0,1 (= 10 °
0,01 !
. 1,E400 1,E402 1,E+04 1,E+06 e HIV +( * HCov
ch irale HBV Cobas TagMAN (
- i arge virale obas Taq ( 1000 10000 -
o0s® ©
| E £ 100 o £ 1000 o @
£ ? E 100 ot
2 10 2 2 LA
£ R*=0,91 =
% . p a 10 .
I
== 1007 d d ’t t. = . ‘ ° 1 $+R*=0,9101
o de detection : 5
€ 01 . £ 01
’ .
>3log Ul/mL
1,E+00 1,E+02 1,E+04 1,E+06 1,00 3,00 5,00 7,00 9,00
Charge virale HIV Cobas TagMan (Roche) (cp/mL) Charge virale HCV M2000 (Abbott) (log Ul/mL)

Rodriguez et al ; ECCMID 2019



Tous syndromes : Bilan exhaustif vs SMg

Included participants
{(n=213)

Prospectif ) l . ) l .

. . High probability of ility of infection
M u |t|Ce ntr| ue infection Low proliablllty of infec
9 n=125 (61.6%) AR L) )
P \ ; J \
Tout prélevement 2018-2020 I I
A 4 N 4 N
213 patients L Global interpretation of
R NGS
(n=125) (n=78)
\ | J \ J
A4 v v v 4
Positive Positive with no :
Yes No oI g Negative
2 3 contribution contribution I
[ n=40 (32.0%) } { n=85 (68.0%) ] [ n=1 (1.3%) ] { n=19 (24.4%) ] { n=58 (74.4%) }

Surgers et al.; in redaction



Tous syndromes : Bilan exhaustif vs SMg

NGS contribution according to infections type
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Surgers et al.; in redaction



Complex infections : panpathogen documentation

Anncaliia algerae

Measles virus Brincus et al, submitted

Rodriguez et al, EID 2020

New Castle Disease Virus
Winter et al, Acta neuro 2021

Echinoccocus granulosus
Angebault et al, in redaction

Cristoli virus
Rodriguez et al, EID 2020

Borrelia miyamotoi . / :
In redaction .

Basidiobolus meristosporus
Nocardia cyriacigeorgica Sitterle et al, Front microbiol 2018

Courbin et al; Front Microbiol 2022




lll. Performances de la Tc humaine

DNA : Microbial Genomic DNA & RNA:

Human genomic \ Metagenomics (SMg)

Human mRNA :

. : Microbial mRNA :
Human transcriptomic (Tc)

metatranscriptomic (mTc)




Transcriptomique (Tc) humaine et infections
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1. Langelier C et al, PNAS. 2018; 2. Sampson D et al, BMC medicine. 2020; 3. Cernada M et al, Pediatric research. 2021; 4. Rodriguez C et al, PLOS pathogens. 2021



Exemple des méningites : Etude LCRXNGS

CSF of patients with meningitis with

Patie nts Stu d i ed more than 3 elements on direct

bacteriology examination, between
2016 and 2017

v v v
Clinical & Biological data collection Conventional microbiology Metagenomigs
(until 2022) data ,;‘data

s 3 e &

Etiological classification Use of transcriptomics data )

+ * + ﬁ transcriptome

Microbiological No microbiological No microbiological :
&l documentation AND other documentation AND no other Unbiased classification
documentation . . . : .
diagnosis (cancer, autoimmune ...) diagnosis based on
l l l Transcriptomics
Excluded
Infection A.bsenc_e of from the Unknown
infection study

» Comparison '«

Caillault et al ; ECCMID 2023



Exemple des méningites : Etude LCRXNGS

Infection vs pas d’infection ?

B

100% Infection

Assessment of the risk of infection by calculation of the Odd Ratio
Intermediate {E
29
(755% infection) A < 'p=0,0203
B j———————— p =0,0484
c ——— i p=06150 Capacité de distinguer les patients
- ....*...L.."i?:??‘” e avec un fort risque d’infection et ceux
oo > ' ? . o a fort risque de ne pas étre infectés
No infection
> Infection (44%)
Legend:
Infection
No infection

Heatmap of transcriptomic data from infected and uninfected patients

Caillault et al ; ECCMID 2023



Exemple des meéningites : Etude LCRXNGS

Bactéries vs virus ?

Virus (88%) >
Bacteria (12%) |
1
2
Bacteria (62%) > e T
virus (38%) i i

Heatmap of transcriptomic data from infected and uninfected patients
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10 100
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avec une infection virale des infections

bactériennes

Caillault et al ; ECCMID 2023



Exemple des méningites : Etude LCRXNGS
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Caillault et al ; ECCMID 2023



lll. Performances de la mTc

DNA :

Human genomic \

Human mRNA :
Human transcriptomic (Tc)

Microbial Genomic DNA & RNA:
Metagenomics (SMg)

\ Microbial mRNA :

metatranscriptomic (mTc)




Exemple des méningites herpétiques (N=339)

Cases cohort Negative cohort
Patients > 10 ans, qPCR + HSV1, HSV2 or VZV Patients collected at the same period and
N =286 with negative SMg, N = 53
A 4
Exclusion | Confirmation of the mono-viral infection
N = 44 ) N =242
\ 4 \ 4
Exclusion | Patients with Human RNA (Tc) >10M reads Patients with virus RNA (mTc) >100 reads .| Exclusion
N=23 a N =219 N =98 N =144
\ 4 l l A 4 \ 4 \ 4 l
57 HSV-1 39 HSV-2 96 VZV 27 Neg 37 HSV-1 10 HSV-2 51Vvzv
Human transcriptomics (Tc) study Viral transcriptomics (mTc) study

S. Burrel et al ; ESCV 2023



Exemple des méningites herpétiques (N=339)
Human transcriptomics (Tc) study Viral transcriptomics (mTc) study
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’héte répond de maniére identique vis-a-vis des entre eux dans une meme maladie

alphaherpesvirus mais la signature est différente vis-
a-vis des patients négatifs Burrel et al : ESCV 2023



IV. Utilisation simultanée de toutes les
omics en routine

DNA : Microbial Genomic DNA & RNA:

Human genomic \ d Metagenomics (SMg)
D Ay &, \
:\2 \‘3:L 4

/
Human m!?NA > Microbial mRNA :
Human transcriptomic (Tc) metatranscriptomic (mTc)




La Tc et mTC en routine par DM puis |A

First step : Transcriptomic (Tc) Data collection Second step : Prospective use of Tc data

Routine Metagenomes New patient

N\

New Tc,
new medical question (= label)

Trancriptomics data

Panel ok
Microbial =1
Documentation labeling
LR
. Subset with 2 cohorts
Clinical labeling (label +, label -)

(pro and retrospective) Where is my patient ?

v 1 (group label + or label -?)

&

Answer to the question
Quality validation of the

panel

Clinical data

HDR C. Rodriguez 2021



Combinaison de toutes les données

Metagenome-
Meta-transcriptome

—~——

Microorganisms ? Resistome Virulome

Compatible with l 1
infection ? Class of treatment ? Toxicity ?

b ¥ Y

DIAGNOSTIC ~ TREATMENT MANAGEMENT

t 4 t

. . Personalized
Type of infection ? ity ?
f toxicity cut off Severity :

I.nfectlous Drug Metabolism ? Host response
signature ? quality?
P g

X
Human Transcriptome
Human genome

HDR C. Rodriguez 2021



Conclusion ()

La SMg est une technigue de biologie moléculaire :
— Sensible
— Spécifique
— Sans a priori adaptée a la recherche simultanée de plusieurs microorganismes

— Adaptée a la recherche de microorganismes rares, émergents, inconnus

La SMg génere aussi les données de Tc et de mTc de qualité suffisante pour étre exploitées en recherche (pour le
moment)



Conclusion (1)

Le couplage des données de mTC et Tc devraient permettre d’approcher la

possibilité de classer les patients dans des maladies infectieuses ou non,

d’évaluer la qualité de la réponse immune... sans surco(t puisque ces données sont déja générées dans le cadre
de la routine.

Les techniques de Data Mining et d’IA sont suffisamment avancées pour intégréees 'ensemble de données pour
réaliser une interprétation globale et personnalisée du patient mais les bases de données correctement

étiguetées sont encore trop insuffisantes pour une fiabilité d’utilisation en diagnostic, I'effort doit donc étre
poursuivi !

Il est fort probable que I'infectiologie a travers les techniques de microbiologie voit sa pratique completement
modifiée dans les années a venir en raison de la révolution qui se prépare.
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