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LES TECHNIQUES DIRECTES EN INFECTIOLOGIE:
AVANTAGES ET INCONVENIENTS

* Les techniques microscopiques: examens directs identification de la présence d'agents
bactériens, fongiques et parasitaires, colt réduit, sensibilité médiocre.

* Culture: temps long, colt faible — agents bactériens, fongiques et certains virus, pas les
parasites

 Tests chromatographiques: sensibilité/spécificité +/-, coat faible
» Tests moléculaires: PCR « monoplexes » spécificité et sensibilité, colt +/-

 Panels multiplexes: approches syndromiques, colt, temps de rendu++, permet le tri des
patients, permet d’éliminer les négatifs (panel digestif), économie journées
d’hospitalisation, ou baisse de la consommation des ATB.

» Techniques de NGS: colts++, indications en cours, applications multiples.
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QUELLE TECHNIQUE DE RECHERCHE DIRECTE CHOISIR ?

I'm Trying to explain pathogen
detection by shotgun metagenomics How's this>

Sounds intense!

N\
‘

That's outside
tThe box

/
(\
Shotgun

Metagenomics

"Noet much - we
really need to know"

T
Is the cost of the

TestT an issue? e — Large PCR
FPan=I

16s rRERMNA PCR &

Sequencing

Small
PCR Panel

| Monoplex PCR |
"I'm pretty <

sure”
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Do vou know
what's causing
tThe infection?

Highly Selective Gram Stain and
Bacterial Culture Bacterial Culture
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RAPPELS: TECHNIQUES DE NGS - SEQUENCAGE :

Différentes techniques de sequencage:

L e séquencage par synthese (lllumina).

*Le pyroséquencage (Roche 454).

*La ligation (SOLid Thermofisher).

L a détection des ions H+ (Proton Thermofisher).

A
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Unmodified base Modified base
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https://www.illumina.com/
https://fr.wikipedia.org/wiki/Technique_de_s%C3%A9quen%C3%A7age_454
https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/life-science/sequencing/next-generation-sequencing/solid-next-generation-sequencing.html
https://www.thermofisher.com/fr/fr/home.html
https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/life-science/sequencing/next-generation-sequencing/ion-torrent-next-generation-sequencing-workflow/ion-torrent-next-generation-sequencing-run-sequence/ion-proton-system-for-next-generation-sequencing.html
https://www.thermofisher.com/fr/fr/home.html

RAPPELS: TECHNIQUES DE NGS - SHOTGUN

Plusieurs méthodes existent pour fragmenter I'ADN:
Fragmentation par sonication

SEQUEN(E IN(oNNVE ‘Fragmentation enzymatique

METHODE SHOTGUN \'{
N\
-imusmﬂow .

N~ T Séquencage dans un ordre aléatoire =>
- -"':_.. — analyse bioinformatique assemble les fragments
N genomiques par chevauchement des sequences
\lf communes.
SEQUEN(AGE
6T [y ATCTGM ABAATCG 44, JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, Sept. 2011, p. 3268-3275 Vol. 49, No. 9
-_— — w—c 0095-1137/11/$12.00  doi:10.1128/JCM.00850-11 _
AAAATCG Copyright © 2011, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

pRRRP
Mxﬁ':"‘"#ﬂ -—

—
- Evaluation of High-Throughput Sequencing for Identifying Known and
Unknown Viruses in Biological Samples"

Justine Cheval, :t Virginie S'luvage Lionel Frangeul,? L'lurent Dacheux,” Ghlshme Gumon
Nicolas Dumev Kevin P“mente Claudine Rousse’tux Fabien Domnge Nlcohs Berthet
L 1 1 Sylvain Brlsse Ivan Moszer,” Herve Bourhv Chude Jean Manuguerra,” Marc Lecuit,’
Cerba HeatthCare ® Ana Burguiere,” Valérie quo and Marc Eloit>*

http://dridk.me/ngs.html
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RAPPELS: TECHNIQUES DE NGS — METHODE CIBLEE

SEQUEN(E IN(oNNvE SEQUENCE IN(oNNVE
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http://dridk.me/ngs.html

On ne recherche que
certains genes:

-> enrichissement des
libraires en sélectionnant
fragments désires (par
capture ou par PCR)

SEQUEN(AGE Exemple: étude des microbiotes



ALIGNEMENTS DES SEQUENCES

READS ALIGNES

ENTRE VX
Alignement des séquences:  oNTIAS
24
« Assemblage de novo : ADN WA
chevauchants ->contig -> Scaffold J
=méthode employée pour reconstruire VAAAAN
des genomes non connus. T TS >
G4ENOME DE REFEREN(E « Alignement avec référence: reads alignés sur référence
_— e => Obtention d'un fichier BAM associant a chaque reads
P - ses coordonnées géenomiques.
READS ALIGNES : PRoFoNDEUR,
Y
ol [
RE(oUVEEMENT
“
s
?
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SEQUENCAGE DU SARS COV 2

Définition : lire dans le génome du virus comme dans un livre ! ClUSterS

Echecs de
traitement/vaccination
5 =2?6 ORF1a 13,468 — ?1.?63 ?9,(;74 : o RéinfectiOn

— —_ -7 N Retour de I'étranger
Enquétes flash

Papainiike  3CL-protease Frpachite -1

(4,955-5,900) :

i (26.245-26,472)

------------ RdRp .. Endoribonuciease
........ cu” (19,621-20,658)
............. -
""" AL EM N
!'-”— . : >

- ‘.

. - .

.

M A la') ] I mria
.

(PO g DRER e T

s ORFO ORF/7a OR

~“ro /8 o
P (27202 (27394 (27.894-
1 27387) 277%8) 28259)

21,563 25384
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OCTOBRE 2020 : EXPERIMENTATION
D'UNE TECHNIQUE DE SEQUENCAGE

Objectif : Mise a disposition de cette technique pour des essais
cliniques: Suivi de la réponse aux traitements antiviraux et aux e A0 ,j <
candidats vaccins e -
Presentation RICAI, Roquebert et al décembre 2020

Identification et Séquencage NGS de

_ _ virus respiratoires incluant le SARS-CoV-2
TechniqueTwist™* :
2 9 Vi ru S reS pi ratOi re S Biologiste Médi(l:)arI,BPéh:f:"ri‘I:Dt,eP:oDc\l/liJrilB:;:
4 1 047 SO n d es u n iq u es Communication orale : CO-092 CERBA

Session : COM-16 — COVID-19 : Diagnostic virologique

18843 panel de virus

Représentants(29)
18086 sondes supplémentaires pour les Influenza A & B
4118 sondes supplémentaires pour les Rhinovirus Coronavirus SARS, SARS-Col/2, 229, HKU1, NL63, 0C43, MERS
Grippe H1N1, H3N2, B
. . . P . | Adenovirus 14,B1,E, type 7
Technique de ddPCR mise au point également pour les essais R Ser— g
clin |q ues Rhinovirus 3,89,C
Pneumovirus | Orthopneumovirus, metapneumavirus
Autres | Bocavirus 1, Enterovirus 68, Measles, Mumps, Rubella, RSV

..‘ P 14 Quantification du SARS-CoV-2

Cerba HeaI'LhCare par PC R dlgltale Session : PA-09 - COVID-19 : Diagnostic moléculaire

Auteur : Bénéd




X B  MINSANTE / CORRUSS

xxxxxxxxxxxxxxxxxxx

INDICATIONS DU SEQUENCAGE

CENTRE DE CRISE SANITAIRE

DATE :30/03/2021 REFERENCE : MINSANTE N°2021-48

- Sé q U e n Ca q e i nte rve nt i O n n e | : OBIJET : SEQUENCAGE : EVOLUTION DES OBJECTIFS ET OPERATIONNALISATION

©)

O
O
O

Documentation des clusters ou de situations anormales (incidence augmentée)

Voyage de moins de 14 jours et RT-PCR positive

Presence de mutations 484K, ou 484Q criblées positives.

Absence de mutations criblées avec le 1€ criblage, et 2™ criblage en faveur d'un variant
Omicron (del69-70+ et K417N+) ou technique de RT-PCR Tagpath Thermofisher présentant un

profil S-.

- Sequencage cible:

©)

©)
©)
©)

- Séquencage aléatoire ou « enquétes Flash » : consortium EMERGEN. Frequence variable en

Documentation des echecs de vaccination

Documentation des echecs de traitement par immunoglobulines

Séquencage des cas de réinfection

Séquencage des cas d'infections avec des excrétions virales prolongeées, en particulier chez les
personnes immunodeprimeées.

fonction de I'évolution épidémique (Cerba associé).

Cerba HealthCare




VEILLE DES PERFORMANCES DES TECHNIQUES DE RT-PCR

™ Matations in 8.1.351 (501YV2)'
® Mutations in 8.1.1.7 (VOC202012/01 or S01YV1)"

A Mutations in P1 (S0TYV3)"

A 2745C>T

Assays targeting ORF1a gene: Assays targeting S gene:
covio Primerdesign RealStar® SARS-Cov2

Profils atypiques en RT-PCR de diagnostic (< 0,1% de nos RT-PCR) ;j":”'.‘,""f"j‘_"f“””'“"‘"”“’ e

Ct RdRp = 0 et Ct N<30 . https://www.finddx.org/

difficultés de séquencage : échec en amplicons et couverture faible en capture pour certains échantillons
Mutations communes retrouvées dans ORFlab

Ct N=0 et Ct RdRp < 30 : Mise en évidence de 3 profils de mutations en N mais non reliés a un clade particulier (20A,
20B, 20A.EU2, 201/501Y.V1, 20D)
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PARTAGE DES DONNEES: GISAID
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GESTIONS DE L'ENVOI DES DONNEES VIROLOGIQUES

TESTS PCR CORONAVIRUS (COVID-19)

)

TESTS CRIBLAGE

V
TESTS ANTIGENIQUES S I D E P

SEQUENCAGE ———

¢ 9
VACCINATION ) ) %',‘)

7.3:-&% #T.OU.S ;:::'-'7;..
= AntiCovid ~

wll Il lle
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ETUDE DE LA RESISTANCE AUX ANTIRETROVIRAUX

Présence de variants viraux au sein de la quasiespece

Treatment o ° Drug susceptible virus _ « Méthode Sanger ne permet d’observer
i ‘Beg'"s - Al ooty i o e que les variants présents >20%
» Apport des techniques de NGS pour
".‘ étudier les variants minoritaires si ils
_ 00 conferent une résistance a des drogues a
= :: barriere génétique faible (INNTI++) et
s 00 pour les etudes de tropisme.
E :: * Importance de la charge virale
a 00 mutationnelle=% variants X CV.
op
&
L 1 1
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ETUDE DE LA RESISTANCE AUX ANTIRETROVIRAUX

Clinical Infectious Diseases

Human Immunodeficiency Virus Drug Resistance:
2018 Recommendations of the International Antiviral

Society—USA Panel

Huldrych F. Giinthard,' Vincent Calvez,” Roger Paredes,* Deenan Pillay,” Robert W. Shafer,’ Annemarie M. Wensing,” Donna M. Jacobsen,? and
Douglas D. Richman®

"University Hospital Ziirich and Institute of Medical Virology, University of Zurich, Switzerland; ?Pierre et Marie Curie University and Pitié-Salpétriefe Hospital, Paris, France; ®Infectious Diseases
Service and IrsiCaixa AIDS Research Institute, Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Badalona, Spain; “Africa Health Research Institute, KwaZulu Natal, South Africa; *University College
London, United Kingdom; 5Stanford University Medical School, California; “University Medical Center Utrecht, The Netherlands; and ®International Antiviral Society—USA, San Francisco, and
9Veterans Affairs San Diego Healthcare System and University of California San Diego

Box 2. Recommendations for Transmission of Minority Variants Harboring Drug-resistant Mutations

* Drug resistance testing to detect minority variants is not currently recommended outside of research settings, but may be con-
sidered f@oside analogue reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs; evidence rating Alla).

-
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ETUDE DE LA RESISTANCE AUX ANTIRETROVIRAUX:
DETERMINATION DU TROPISME

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

OFEN Performance comparison of next-
_generation sequencing platforms
for determining HIV-1 coreceptor

Received: 10 October 2016 :

Accepted: 06 Janvary 2017 Use

Published: 10 February 2017 , . : . . ..
v . Stéphanie Raymond®*?, Florence Nicot?, Nicolas Jeanne?, Olivier Delfour?,

: Romain Carcenac?, Caroline Lefebvre?, Michelle Cazabat!?, Karine Saunél??,
. Pierre Delobel%** & Jacques Izopet!??

Techniques NGS 454 Roche ou lllumina permettent de déterminer le
tropisme avec une sensibilité augmentee des variants X4.

-l
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RECHERCHER UNE ETIOLOGIE INFECTIEUSE INCONNUE

Target-specific PCR
amplification (real-time PCR)

Genomic materialin a brain biopsy or CSF

I

TR,

U LTI SR I

reenat

Positive ~~

£ ]
___~ Negative |

Pros: Fast, inexpensive, sensitive

Cons: Unexpected or novel pathogens not
detected; multiplereactions required for
multiple pathogens, limited by specimen

volume

Human genome

== Pathogen genome

P —— ATACGCTAGCTAGCTAGCCCGTAGCTAATTCGATCGCCGTAGCTAATTCGA

———m ATACGCTAGCTAGCTAGCCCGTAGCTAATTTGATCGCCGTAGCTAATTCGA
ATACGCTAGCTAGCTAGCCCGTAG CTAATTCGATCGCCGTAGCTAATTCGA
ATACGCTAGCTAGCTAGCCCGTAGCTAATTCGATCGCCGTAACTAATTCGA

| ==—————""" TACGCTAGCTAGCTAGCCCGTAGCTAATTCGATCGCCGTAGCTAATTCGA

depth| ioei—F7s

Sequencing of total DNA or cDNA
(metagenomics)

TACGCTAGCAAGCTAGCCCGTAGCTAATTCGATCGCCGTAGCTAATTCGAG

TACGCTAGCTAGCTAGCCCGTAGCTAATTCGATCGCCGTAGCTAATTCGAG
CGCTAGCTAGCTAGCCCGTAGCTAATTTGATCGCCGTAGCTAATTCGAGT
CGCTAGCTAGCTAGCCCGTAGCTAATTCGATCGCCGTAGCTAATTCGAGT
CGCTAGCTAGCTAGCCCGTAGCTAATTCGATCGCCGTAACTAATTCGAGT
CGCTAGCTAGCTAGCCCGTAGCTAATTTGATCGCCGTAGCTAATTCGAGT

A sequence for every piece of genomic material in the
sample (1 sequence = 1 read)

Pros: Pan-pathogendetection in a single
reaction

Cons: Relatively expensive with slower time-
to-result than PCR

-l
(1 1)
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Fig. 1. Schematic of pathogen-specific real-time PCR versus metagenomics for pathogen detection.

16/12/2021
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RECHERCHER UNE ETIOLOGIE INFECTIEUSE INCONNUE

Stratégie shotgun

-l
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Cerba HealthCare L

16/12/2021

Brain biopsy or C5F total DNA or RNA
(total, ribodepleted or polyA enriched)

— Host DNA or RNA transcripts
= Pathogen genomes or transcripts

e vk b g oy & s e | =)
BRSO ) TR et
Ol VR S T =V 5 | Fiy s iR H
T i %ER Bk my LRy

Deep sequencing
of DNA or cDNA

Discard Human

sequences
(~97%)

Compare to database of
known sequences

Assemble non-
human sequences
into contigs

Mixture model (MetaMix)
* Infer present species
* Relative abundance

* Assign probability

Fig. 2. Schematic of a typical metagenomics workflow. MetaMix™ is the analysis tool employed by our laboratory.

Journal of Infection (2018) 76, 225-240

Titre de la présentation - 26



RECHERCHER UNE ETIOLOGIE INFECTIEUSE INCONNUE

S sqie sh Exemples: analyse du géne codant pour ’ARN16S dans des prélévements
trategie shotgun habituellement stériles (LCR, liquides articulaires).

REVIEW

Encephalitis diagnosis using metagenomics: -« Etiologies des encéphalites

application of next generation sequencing g oons SR ties e8s

for undiagnosed cases . Conséquences +++

Julianne R. Brown **, Tehmina Bharucha ¢, Judith Breuer ¢

@ Microbiology, Virology and Infection Prevention and Control, Great Ormond Street Hospital for Children
NHS Foundation Trust, UK

b Infectious Diseases and Microbiology, Royal Free London NHS Foundation Trust, UK

¢ Division of Infection and Immunity, University College London, UK

Accepted 22 December 2017
Available online 2 January 2018

oo0
Cerba HealthCare ® Journal of Infection (2018) 76, 225-240



RECHERCHER UNE ETIOLOGIE INFECTIEUSE INCONNUE

Stratégie shotgun

Méta-analyse: 25 articles regroupant case-report + petites séries de patients pour lesquels une encéphalite a été
explorée en NGS:
« 44 cas, dont 16 pour lesquels un pathogene connu pour causer des encéphalites (PCR aurait été mieux
indiguée: HSV, entérovirus, rougeole, VZV, oreillons, EBV, JCV et Mycobacterium tuberculosis)
e 28 cas restant:
v 5 cas d'agents pathogenes rares: Brucella melitensis, Candida tropicalis, Leptospira santarosai et 2 cas
de Balamuthia mandrillaris.
v' 5 cas d'agents pathogenes inattendus (2 Parvovirus 4, T Coronavirus 0C-43, 1 Astrovirus MLB1, 1 cas de
virus des oreillons souche vaccinale (enfant immunodéprimé vacciné avant diagnostic).
v 18 cas de nouveaux agents pathogenes: 3 arenavirus, 3 cas de bornavirus d’écureuil bigaré, 4 nouveaux
astrovirus (Astrovirus VAT1/HMO-C), 3 cyclovirus, 3 gemycircuarlviruses, 1 densovirus.
Questions en suspens: valeurs du sequencage des transcrits, LOD/sensibilite, contamination, pathogénicite de

certains agents?

Cerba HeatthCare ¢ 16/12/2027 Titre de la présentation - 28



DECOUVERTE DE NOUVEAU VIRUS: EX DU VIRUS DE
MERKEL, TECHNIQUE SHOTGUN

FAMILLE : Polyomaviridae, GENRE:
Orthopolyomavirus

GENOME : ADN bicaténaire circulaire 5400 pb
Diametre : 50-55 nm

Carcinome cutané de type neuro-endocrine
Evolution rapide, Métastases frequentes

rublished m mal edited 10rm as:
Science. 2008 February 22; 319(5866): 1096-1100. doi:10.1126/science.1152586.

Clonal Integration of a Polyomavirus in Human Merkel Cell
Carcinoma

Huichen Feng, Masahiro Shuda, Yuan Chang*, and Patrick S. Moore”

r
Molecular Virology Program, University of Pittsburgh Cancer Institute, University of Pittsburgh, 5117
Centre Avenue, Suite 1

m,
.8, Pittsburgh, PA 15213, USA

Cerba HeatthCare ¢ 16/12/2027 Titre de la présentation -



RECHERCHER DES ADN VIRAUX INTEGRES: CAS DES
VIRUS HPV

HPV integration signatures in cervical carcinomas
A Holmes et al

N

LCR E6
I

N
=X’ Viral  Protéines E1 et E2 permettent la
integration / . . .

réplication du virus et sa
conservation sous forme circulaire

L2 L1 LCRE6EY E1

chr
épisomale.
« E2inhibe I'expression de E6 et E/
» Perte de E2 au cours du processus
crDNA e pepeyor d'intégration
Mechanical ragmentaionana © OUrEXpression de £6 et £/
porery consirueton « Mise en évidence des «signatures »
k= Hyprdzaton of botnatod T dans I'ADN des biopsies tumorales.

« (Caractérisation des cancers HPV.

Em_ Streptavidin capture of

HPV-containing sequences

Next-Generation Sequencing

_ === = —— ——— Alignment of NGS reads to
Chr ———— T ——Chr o006 iral and human genomes

Cerba HealthCare ® 16/12/2021 HO/meS et a/, Nature 2076 Titre de la présentation - 30
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Dr S. Haim-Boukobza & Dr S. Samaan

@ Bacteroidetes
&> Cyanobacteria
@ Fusobacteria

& Actinobacteria
@ Firmicutes

@ Proteobacteria

_Oral cavity

\ Oesophagus

\

| | |

| H. pylori (-)
\ ‘\ | stomach
< ] - | e

| | H. pylori (+)
| | stomach

o Colc_:g

SPECIALISATION DE NICHES

Cho et al, Nature Reviews Genetics



COMMENT ETUDIER LE MICROBIOTE INTESTINAL?

Table 1. Tools for Analyzing Microbiota.

Approach Data Platform Pros and Cons
Biomarker sequencing (e.g., Community composition Next-generation sequencing Is cost-effective, is semiquantitative, permits resolution of genus level
165 rRNA gene or internal and in some cases species level; shorts reads may make accurate
transcribed spacer region)* classification difficult
Metagenomics Generation of draft genomes, ~ Next-generation sequencing Has capacity for strain-level reconstruction, is quantitative, allows for
functional capacity, growth functional annotation with pathway predictions; is currently very costly,
dynamics has community coverage that may be relatively shallow in more com-
plex assemblages
Metatranscriptomics (RNA Gene expression Next-generation sequencing Highly expressed genes are more likely than others to be detected, deple-
sequencing) tion of human transcripts is possible, requires immediate preservation

or processing of fresh or snap-frozen intestinal specimens

Metaproteomics Protein expression Liquid or gas chromatography- Primarily detects dominant proteins; makes removal of host-derived pro- Q U E L LE TEC H N | Q U E C H O | S | R r)

mass spectrometry teins impossible

Metabolomics Metabolic productivity Liquid or gas chromatography— Is semiquantitative; can be targeted or untargeted; detects metabolites
mass spectrometry or magnetic that are platform- and database-dependent; detects metabolites that
resonance spectroscopy may originate from microbes, diet, or host

* The term rRNA denotes ribosomal RNA.
Lynch et al, NEJM 2016

METAGENETIQUE METAGENOMIQUE
Amplification de Séquencage
genes direct
conserves
\_) Séquencage
haut débit llumina,

Proton,

(NGS) PacBio

Cerba HealthCare ¢ ’ !
ﬁ dataprocessing



ANALYSE ADN CODANT POUR LE GENE DE L' ARN16S

SEQUEN(_E IN(oNNVE O Conserved region B Variable region
‘ S P(R PRIMERS -
\r C1 Vi C8|C9
AMPLIFI(ATIoN .
S 1bp 1542 bp
LIBRAIRIE
N — —
—_— ADN gene ARN 16S= gene universel
I chez toutes les bactéries
SEQUEN(AGE _ :
acermar Choix de une ou plusieurs
e amorces parmi: V1-V2, V2-V3, V3-
Acorrar V4,V4-V5,V5-V7,V7-V9 +ITS
« Nécessite d'une région suffisamment conservée Composition du
pour garantir amplification/alignement microbiote composition
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Répartition en phylum / classe / ordre / genre / especes-
taxonomie

Eubacterium
cylindroides | w_ C’“"“"f'.’“ﬂ'"'"
Erysipelotrichales | |\ ) "tte, Firmicutes
Enterococcus [w_ . \ / 60 a 80 %
Lactobacillales [Ny
« ‘ -
Lactobacillus I:l‘ostrldlum coccoides
/1 Bifidobacterium
\ Atopobium
Bacteroides- * . »
Prevotella | ™\ Bacteroidetes .. 4l Proteobacteria
20240% /
MIB «

Enterobacteria Eckburg et al, Science 2005
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MICROBIOTE INTESTINAL ET PATHOLOGIES

Maladie de Crohn Qin, Nature 2010; Gevers, Cell host Microbe 2014

Rectocolite hémorragique Qin, Nature 2010; Lepage, Gastroenterology 2011

Maladie coeliaque D’Argenio, Am J Gastroenterol 2016 b % | \\?\’_

Syndrome de | intestin irritable Saulnier, Gastroenterology 2011; Rajilic-Stojanovic, s MLs:‘b:kel;a!
Gastroenterology 2011 il

Cancer colorectal Zeller, Mol Syst Biol 2014; Sobhani, Plos one 2011 .

Obésité Le Chatelier, Nature 2013; Ley, Nature 2006

Diabete de type 1 Kostic, Cell Host Microbes 2015 Gut

Diabete de type 2 Forslund, Nature 2015 i

Maladies cardiovasculaires Karlsson NatCommun 2012 I \ 4

Maladies hepatiques Qin, Nature 2004 @

Autisme, dépression Finegold, Anaerobe 2010; Naseribafrouei, — %gst_he
Neurogastroenterol Motil 2014 S, Gl

Allergies Abrahamsson, J Allergy Clin Immunol 2012

GVHD Taur, Blood 2014 Buford, Microbiome 2017
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MICROBIOTE VAGINAL

L'écosysteme vaginal est constitué en majorite oY o
de Lactobacilles. & -,;\o?\\-\{%%‘@@%ﬁ

. - ST, A
Les lactobacilles sont des bacteries Gram+ X Q@;&;ﬁﬁ

- R G

appartenant au phylum Firmicutes
>200 especes de Lactobacilles répertoriees X
Toutes ne colonisent pas le vagin, >10 souches

vaginales
Transformation du glycogene en acide lactique st
par certains lactobacilles => pH bas |
Désequilibre si diminution :

o Quantitative o
. . , . N @ Presence of motility genes
o Qualitative : adhérence faible a la P

[ Motile phenotype

m U q u e u S e ® Presence of motility genes

—p New motile species described in this study o Yoo~
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MICROBIOTE VAGINAL — TECHNIQUES D' ETUDE ACTUELLES...
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...ET DEMAIN ?

Group |: L. crispatus \
dominated microbiota

pH 4 H202
Nugent score low <3

1T T W
\

Group IV-A:
diverse microbiota
pH4-5 H202
Nugent score low <3
-

\

/ Group Il: L. gasseri
dominated microbiota

pH 5 H202
Nugent score low <3

/ Group IV-B:

diverse microbiota

pH 5.3
Nugent score high >6
g g L}:

£ >
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Group lll: L. iners
dominated microbiota

pH 4.4
Nugent score low <3

/

Group V: L. jensenii
dominated microbiota

pH 4.7 H202
Nugent score low <3

epithelium I
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Ravel J. et al. Vaginal microbiome of reproductive-age women. PNAS 2011




MICROBIOTE VAGINAL ET AMP: ETUDES DE SEQUENCAGE 16S

Report of Major Impact

Evidence that the endometrial microbiota has an effect on
implantation success or failure

Inmaculada Moreno, PhD'; Francisco M. Codoier, PhD’; Felipe Vilella, PhD'; Diana Valbuena, MD, PhD;
Juan F. Martinez-Blanch, PhD; Jorge Jimenez-Almazan, PhD; Roberto Alonso; Pilar Alama, MD, PhD;
Jose Remohi, MD, PhD; Antonio Pellicer, MD, PhD; Daniel Ramon, PhD?; Carlos Simon, MD, PhD?

Sequencage 16S des regions V3-V5.

13 femmes fertiles: échantillons appariés de liquide endométrial et d'aspirations vaginales ont été obtenues simultanément

22 femmes fertiles avec etudes concomitante du cycle hormonal (44 ech)

35 femmes infertile avec analyse de liquide endométrial (41 échantillons)
Objectifs:
 déterminer la structure de la flore endomeétriale de la femme fertile vs microbiote vaginal

A~

i-'- cette flore peut étre associée g des conseqguences sur fimplantation de emb
gr(iwsets.
CerbaHeathCare.

(Moreno et al, Am J Obst Gyn 2076)



MICROBIOTE VAGINAL ET AMP: ETUDES
BASEES SUR SEQUENCAGE 165

- Existence d’ un microbiote endometrial

- Stable pendant acquisition de la réceptivité endométriale (entre LH+2 et LH+7)

FIGURE 1 Microbial taxa abundance Shannon
Bacterial communities in endometrial and vaginal microbiota of fertile ke
subjects

000
520
050
S0
00°k
Lactobacilius (%)

— | Subject

B

FEF

T
IRI8
<[es[els:
S|

g

13
5

g

3

2
&

T
2 [
[

g

g

[

H

3

8
2

g

H

2

4

2[s

=

3

2

|
|

[.

=

B

BE
8E

I.

=

g

2fs
g

g

4‘,IIIIII<III<III<III<=}=<III

5fs

:

e dd o B ud B nd

: LH+7
LH+2
3
LH+T
[ Acinetobacter LH#2
I Aerccoccus o
0.75- I Atopobium T
I Bifidobacterium E
I Clostridium e
Il Coriobacteriaceae g Ju
Dialister LH+T
I Gardnerella LH#2
I Lactobacillus t s
Megasphaera
0.50 - e =
Parvimonas L
Il Prevotella , L
I Propionibacterium L7
I Pseudomonas L2
Il Sneathia L
" Sphingobacterium -
0.25- Sphingobium iy
I Sphingomonas i
I Stenotrophomonas o |
I Streptococcus L7
LH+2
° LH+7
0.00~-
( 1 1)

Cerba HealthCare @ 07/06/2019 (Moreno et al, Am J Obst Gyn 2016)




MICROBIOTE VAGINAL ET AMP: ETUDES BASEES SUR LE
SEQUENCAGE 16S

Flore non dominée par Lactobacillus
des endometres réceptifs associée a
diminution significative du taux d’:

- Implantation

[60.7% vs 23.1% (P=0.02)],
- grossesse

[70.6% vs 33.3% (P=0.03)],
- grossesse aterme
[58.8% vs 13.3% (P=0.02)],
- Naissances vivantes
[58.8% vs 6.7% (P=0.002)]

Descriptive characteristics of subjects, cycles, transfers, and outcome results

Characteristics

and outcomes LDM, n =17 NLDM, n =15 Pvalue
Age, y 40.06 + 3.47 39.00 + 5.09 A9
BMI, kg/m> 2418 £ 518 2245 +4.02 .30
Previous pregnancies 1.71 2.4 1.53 £2.32 .84
Previous miscarriages 1.53 £2.21 1.14 £1.56 .08
Metaphase Il oocytes/cycle 11.94 + 427 10.20 £ 4.61 .28
Fertilization rate/cycle 157/203 (77.34%) 118/153 (77.12%) 62
Transfemed embryos/cycle 1.65 £0.49 1.73 £0.59 65
Time between EF and transfer, mo 2.82 £2.55 1.80 +1.08 16
Pregnancy rate/transfer 12117 (70.6%) 5/15 (33.3%) 033
Implantation rate/transfer 17/28 (60.7%) 6/26 (23.1%) 02%
Ongoing pregnancy/transfer 10/17 (58.8%) 2/15(13.3%) 02%0
Miscarriage rates 2/12 (16.7%) 3/5 (60%) 07
Live birth rate/transfer 10/17 (58.8%) 1115 (6.7%) .002*"
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Cerba HealthCare @ 07/06/2019

BMI, body mass index; £F, endometrial fluid; LOM, Lactobacilius-dominated microbiota; MLOM, non- Laciobaciius-dominated microbiota.

# y* test and Student ¢ test were performed; ® Pvalue < 05; ® Voluntary termination of pregnancy.
Moreno et al. Endometrial microbiota impacts reproductive potential. Am J Obstet Gynecol 2016,

(Moreno et al, Am J Obst Gyn 2016)
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