
Approches de métagénomique

Biagini Ph. EFS A.M. / UMR 7268 



Contexte

Stratégies mises en place dans la validation des dons de sang

optimisation de la sécurité des produits sanguins

Connaissance toujours mise à jour des différents agents infectieux infectant 
l’homme et transmissibles par le sang

indissociable des avancées technologiques…



Recherche de nouveaux virus: quelles approches moléculaires…?



Approches séquences-spécifiques:

PCR (polymerase chain reaction)



Utilisation de PCR consensus:

recherche de nouveaux variants d’une famille virale par ex.

# données bibliographiques

# alignements de séquences

>gi|363585120|gb|JN687847.1| HIV-1 isolate BP00060_nef from USA 

envelope glycoprotein (env) and rev protein (rev) genes, partial cds; 

and nef protein (nef) gene, complete cds 

GGGTGGGAGATCCTCAAATATTGGTGGAACCTTCTACAATATTGGAGTCAGGAACTAAGGAATAGTGCTG 

TTAGCTTGCTTAACGCCACAGCCATAGCAGTAGCTGAGGGGACAGATAGGGTTATAGAAGCAACACAAAG 

AATTTTTAGAGCTTTTCTCCATATACCTAGAAGAATAAGACAGGGCTTTGAAAGGTGTTTGCTATAAGAT 

GGGTGGCAAGTGGTCAAAAAGAAGTRTGGTTGGATGGCCTGCTGTAAGGGAACGGATGAGAAGAGCTGAG 

CCAGCAGCAGAAGCAGCAGCAGACGGGGTGGGAGCAGTATCTCGAGACCTGGCAAGTCATGGAGCAATCA 

CAAGTAGCAATACAGCAAGTAATAATGCTGATTGTGCCTGGCTGGAAGCACAAGAGGATGAGGAAGTGGG 

TTTTCCAGTCAAACCCCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGGAGCTGTAGATCTTAGCCACTTT 

TTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGATGGGTTAGTTTACTCCCAGCAAAGGCAAGATATCCTTGATCTGTGGG 

TCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAATTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACT 

GACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTACCAGTAGAGCCAGAGGAGGTAGAAAAGGCCAACGAAGGAGAG 

AGAAACAACTTGTTACACCCTATGAGCCTGCATGGGATGGATGACCCAGAGAAAGAAGTGTTACAGTGGA 

AGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACATGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTACAAGAACTGCTG 

ACACCGAGCTTTCTACAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGGRAGGCGTGGCCTGGGCGGGACTGGG



# système de détection



Utilisation de systèmes PCR consensus…

Informations sur une courte portion de séquence 

Long travail à la suite

Risque de faux-négatifs (variants très divergents)

Genre / Famille spécifique



Approches méthodologiques séquences-indépendantes

informations potentielles sur l’ensemble du génome

faisabilité ARN / ADN

genre / famille indépendant

découverte d’agents viraux



Approches méthodologiques séquences-indépendantes:

Méthodologie PEER (Primer extension enrichment reaction)
Soustraction génique

Méthodologie SISPA (Sequence-independent single primer amplification)
Restriction-ligation

Allander T. et al. Proc Natl Acad Sci 2001; Ganova-Raeva L. et al. Nucl Acids Res 2006



PEER

Temps t



PEER

Temps t Temps t + x



Temps t Temps t + x
Evènement 
infectieux

PEER



Processing…

Temps t Temps t + x
Evènement 
infectieux

PEER

« Soustraction »



Extraction des acides nucléiques

(tester : échantillon infecté / driver : échantillon non infecté)

RT-PCR avec incorporation d’amorces spécifiques

tester 1 (1 amorce commune aux 2 extrémités)

tester 2 (2 amorces distinctes aux 2 extrémités)

driver (1 amorce commune biotinylée aux 2 extrémités)

Digestion avec enzymes de restriction à site GC

Fixation d’adaptateurs / Digestion enzymatique

Hybridation amorces-tester 1 / driver

Purification des amorces-tester 1 non hybridées

Hybridation amorces-tester 1 / tester 2

Elongation / PCR Clonages / Séquençages

PEER
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PEER



Temps t
Evènement 
infectieux

SISPA



SISPA
Pré-traitement de l’échantillon à la nucléase

Extraction des acides nucléiques

(soit ARN, soit ADN)

Transcription inverse-Polymérase 

(synthèse ADN double brin)

Incubation avec enzyme de restriction

Csp6 / TaqI

Ligation des produits obtenus 

à un adaptateur -Csp6 / -TaqI

PCR

Purifications / Clonages / Séquençages

x1



SISPA

ADN/ARN 

de l’hôte



Découverte:

Parvovirus 4

Small anellovirus



…Sensibilité…

… Faible pouvoir de détection en dessous de 106 copies/ml…



Cellules, bactéries

Filtration 0,22 mM Nucléase

Acides nucléiques 
libres

Acides nucléiques 
virauxExtraction

Synthèse cDNA si 
matrice ARN

Purification Clonage Séquençage

Analyse de séquence

Comparaison avec les bases de données

Amplification

PCR

Digestion

Csp6

Fixation

adaptateurs

Sélection

Amplification

Echantillon 
biologique

SISPA



Cellules, bactéries

Filtration 0,22 mM Nucléase

Acides nucléiques 
libres

Rolling circle 
amplification

Acides nucléiques 
virauxExtraction

Synthèse cDNA si 
matrice ARN

Purification Clonage Séquençage

Analyse de séquence

Comparaison avec les bases de données

Amplification

PCR

Digestion

Csp6

Fixation

adaptateurs

Sélection

Amplification

Echantillon 
biologique

RCA-SISPA



RCA-SISPA

Echantillons plasma 1 et 2…

RCA / SISPA
1C          1T          1C         1T 2C         2T           2C          2T

SISPA SISPA RCA / SISPA
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Identification de nouveaux variants 
hautement divergents (famille 

Anelloviridae)
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clones: < 100

… Analyse des séquences…



Métagénomique

NGS

séquences: > 100.000



Gradient de densité 
en espèces virales

+

-

représentées

représentées



SISPA

Gradient de densité 
en espèces virales

+

-

représentées

représentées



RCA-SISPA

Gradient de densité 
en espèces virales

+

-

représentées

représentées



NGS

Gradient de densité 
en espèces virales

+

-

représentées

représentées



NGS 
+ [  ]Gradient de densité 

en espèces virales

+

-

représentées

représentées









Vecteurs







Détection / génotypage bactéries: 

PCR 16S

séquençage massif













105 – 106 séquences / échantillon





Bioinformatique



Bioinformatique









Qualité





Assemblages

















… Informatique… ?!



Projet APR EFS « Métagénomique virale ».

Etude moléculaire des co-infections sur prélèvements HBV+, HCV+, HIV+.

Caractérisation moléculaire des séquences virales d’intérêt. 

Design systèmes de détection PCR/PCR real-time. Etudes épidémiologiques.

Renseignements sur séquences complètes / génotypes de chaque virus témoin.



- Utilisation de pipelines dédiés pour le traitement des métadonnées (Galaxy)

- Mise en place de stations de calcul dédiées (x cœurs, RAM, stockage,…)

- Implémentation de logiciels (CLC Genomics Workbench, CodonCode Aligner, MEGAN,…)



1ère publication:



Séquences de type gemycircularvirus: 

(virus circulaires à ADNsb / histoire naturelle ?)

- ~2%

- assemblage de novo

- séquence validée par PCR inversée et clonages



(2109 nt)
Gemycircularvirus C1c 

Plasma VIH-1 ARN+
sous-type B
~530 copies/ml



CAP aa

70% div.



2ème publication en préparation:

- 16 échantillons VHC+ / VIH+ contenant des séquences du virus GBV-C

(Pegivirus, Flaviviridae, ARNsb lin., ~9.300 nt)

- Co-infections avec VHC, VIH

- Impact ?

- Ralentissement évolution VIH SIDA…

- 6 génotypes connus

- France: 1 séquence complète…



- Assemblages / Reconstruction 16 séquences complètes – partielles

- Analyse phylogénétique / Recombinaisons…

- Meilleure connaissance de la diversité génétique

du virus en France



Exploitation des données en cours:

- Analyse des séquences:  # variants (papillomavirus, circo-cyclovirus,…) 

# inconnues…

- Inventaire des espèces virales / échantillon testé

- Si séquences d’intérêt: épidémiologie, fondamental,…

APR EFS



Merci !


