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Séquençage à haut débit pour le diagnostic en maladies infectieuses : exemple de la métagénomique 

shotgun dans les infections du système nerveux central. 

 

ABSTRACT 

L’arrivée du séquençage à haut débit en microbiologie clinique ouvre la voie à de nouvelles approches diagnostiques 

et pronostiques dans le domaine des maladies infectieuses. La détection, l'identification et la caractérisation des 

microorganismes pathogènes constituent les étapes majeures dans le diagnostic et la mise en place d'un traitement 

antimicrobien adapté. Cependant, les méthodes standard de diagnostic microbiologique sont dans certains cas 

prises en défaut. De plus, l’émergence de nouvelles infections, favorisée par les voyages internationaux et le 

réchauffement climatique, rendent nécessaire la mise en place de méthodes de diagnostic innovantes. Parmi les 

différentes stratégies utilisées en microbiologie clinique et exposées dans cet article, la métagénomique shotgun est 

la seule technique permettant aujourd’hui une détection panpathogène et sans a priori, c’est-à-dire de l’ensemble 

des microorganismes potentiellement responsables d’une maladie infectieuse, incluant ceux encore inconnus.  Cet 

article a pour objectifs d’exposer les différentes stratégies possibles du séquençage à haut débit utilisé dans le 

diagnostic microbiologique des maladies infectieuses, et de mettre en avant la contribution diagnostique de la 

métagénomique shotgun dans le domaine des infections du système nerveux central.  

 

Mots clés : microbiologie clinique;NGS;méningo-encéphalites;métagénomique shotgun. 

 

1- Introduction 

Dans le domaine des maladies infectieuses, le diagnostic microbiologique (incluant détection, identification et 

caractérisation du microorganisme) est indispensable à la prise en charge optimale du patient. Afin de remplir ces 

objectifs, les laboratoires sont équipés d’un large éventail de méthodes dépendantes ou non de la culture. Dans 

l’ensemble, les techniques de routine comprennent d’une part les techniques de mise en évidence directe des 

microorganismes responsables, comme la mise en culture d’un échantillon biologique, la détection d’antigènes 

spécifiques ou la biologie moléculaire (PCR simplex ou multiplex, séquençage Sanger, séquençage à haut débit) et 

d’autre part les techniques indirectes comme la sérologie infectieuse.  

Les maladies infectieuses se présentent sous la forme de syndromes la plupart du temps faiblement corrélés 

à la nature des agents pathogènes responsables. C’est pour cette raison que le diagnostic microbiologique, qui 

permet de choisir le traitement antimicrobien le mieux adapté au microorganisme responsable, revêt une si grande 

importance. En raison du très grand nombre de microorganismes potentiellement responsables, le bilan comprend 

souvent de nombreuses recherches effectuées dans plusieurs laboratoires différents et peut être limité par la 

quantité d’échantillon disponible, comme c’est le cas pour les LCS (liquide cérébrospinal) dans le cadre des infections 

du système nerveux central (SNC). Parmi les méthodes disponibles, la culture reste le « gold standard » pour le 

diagnostic étiologique des infections bactériennes ou fongiques, bien qu’elle puisse être limitée par l’administration 



préalable d’un traitement antimicrobien au patient ou prise en défaut en cas d’infection due à des microorganismes 

dont la croissance exige des conditions particulières. Les tests moléculaires tels que la PCR sont rapides et 

spécifiques, mais supposent une connaissance a priori des microorganismes suspectés d’être la cause de l’infection, 

qu’ils soient de nature bactérienne, virale, fongique ou parasitaire. Enfin, les PCR dites universelles (ciblant par 

exemple le gène rrs pour les bactéries ou les régions ITS pour les champignons) suivie d’un séquençage Sanger du 

produit d’amplification, bien que peu coûteuse, n’est contributive qu’en cas d’infection monomicrobienne et ne 

donne pas d’information sur la sensibilité aux antimicrobiens du microorganisme mis en évidence. De plus, la 

discrimination au niveau de l'espèce peut s’avérer difficile au sein de certains genres bactériens. Enfin, l’absence de 

gène viral universel empêche l’utilisation de ce type d'approche pour le diagnostic virologique. 

Afin de simplifier les recherches et d’accélérer les délais de rendu des analyses microbiologiques, sont apparues 

les PCR multiplex dites « syndromiques ». Ces approches reposent, pour chaque syndrome infectieux (respiratoire, 

neuroméningé, intestinal etc…), sur la recherche simultanée des principaux microorganismes pathogènes incriminés 

à partir d’un échantillon unique. Bien que rapides et performantes, ces approches sont limitées par le nombre des 

pathogènes ciblés, et ne permettent pas la mise en évidence d’un microorganisme variant, rare ou émergent.  

Le développement du séquençage de nouvelle génération (NGS pour « Next Generation Sequencing ») ouvre la 

voie à de nouvelles approches dans le domaine du diagnostic en maladies infectieuses. Les procédés techniques 

reposent sur deux stratégies différentes. La première approche est le target NGS, stratégie ciblée permettant 

l’amplification et le séquençage d’une ou plusieurs régions précises d’un (ou plusieurs) génome(s) donné(s). Cette 

approche est notamment utilisée pour l’identification microbienne (gène codant pour l’ARNr 16S pour 

l’identification bactérienne par exemple) ou la recherche de résistances (gène(s) associé(s) à des mutations de 

résistance virales par exemple), mais également pour le séquençage de génomes complets de petite taille comme 

ceux des virus (génome complet du SARS-CoV-2 pour l’étude épidémiologique de variants, par exemple). Il existe 

aussi à l’inverse une autre approche, non ciblée, qui est appelée shotgun NGS. Elle repose sur une première étape de 

fragmentation aléatoire des acides nucléiques présents dans un échantillon, suivie par le séquençage de l’ensemble 

du matériel ainsi obtenu. Elle est utilisée soit pour le séquençage complets de grands génomes comme ceux des 

bactéries ou des champignons à partir d’une culture (aussi appelé séquençage de souche), soit pour la 

métagénomique shotgun (SMg). Cette dernière approche repose sur le séquençage et l’analyse de l’ensemble du 

matériel génétique microbien (ADN + ARN) obtenu à partir d’un échantillon biologique et permet l’identification du 

ou des microorganismes qu’il contient à des fins de diagnostic microbiologique. Lorsque la quantité de séquences 

obtenues est suffisante, elle peut aussi permettre de reconstituer les génomes complets et de caractériser ainsi les 

microorganismes présents dans l’échantillon de départ, qu’ils soient connus ou non encore décrits. En effet, cette 

approche « à large spectre » sans a priori est capable de caractériser de nouveaux microorganismes, et devient alors 

incontournable dans le contexte d’émergence de nouvelles maladies infectieuses [1]. A titre d’exemple, dans le 

cadre de l’exploration des infections du SNC, les approches traditionnelles ne permettent d’obtenir un diagnostic 

que dans environ 50% des méningo-encéphalites aigues [2]. Disposer de nouveaux outils de diagnostic 

microbiologique panpathogènes et sans a priori pourrait donc permettre d’augmenter les capacités diagnostiques à 

la disposition du clinicien et améliorer la prise en charge de ces infections. 

 



2- Stratégies NGS utilisées pour le diagnostic microbiologique clinique et leurs principales 

applications 

Le NGS regroupe des approches de séquençage basées sur deux principales stratégies, le target NGS ou le 

shotgun NGS, conduisant à applications différentes utilisées dans le diagnostic microbiologique. 

A- Principes des stratégies target NGS et shotgun NGS 

 

Fig. 1. Stratégies de séquençage à haut débit utilisées pour le diagnostic microbiologique clinique. 

A. La technique target NGS est une stratégie ciblée de séquençage NGS. Deux méthodes peuvent être utilisées pour cibler une ou des 

régions précises ou un type de microorganismes particulier : la PCR et la capture.  

B.  La technique shotgun NGS est, contrairement au target NGS, une stratégie non ciblée de séquençage à haut débit. L’ensemble des 

acides nucléiques de l’échantillon biologique va subir une fragmentation shotgun, qui consiste à fragmenter de façon aléatoire 

l’ensemble des génomes présents. Tous les petits fragments générés sont ensuite séquencés.  
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Le target NGS est une technique qui permet de cibler par PCR ou capture une (ou plusieurs) région(s) d’intérêt 

(Fig. 1A). Concernant la PCR, grâce à des amorces spécifiques, la ou les régions ciblées sont amplifiée(s) et le (ou les) 

amplicon(s) obtenu(s) est (sont) séquencé(s). L’enrichissement par capture consiste quant à elle à utiliser des sondes 

qui viennent s’hybrider sur une ou plusieurs région(s) ciblée(s) correspondant au(x) microorganismes recherché(s). 

Ces sondes sont biotinylées et sont utilisées sur des fragments d’acides nucléiques générés aléatoirement par 

fragmentation shotgun.  Des billes magnétiques couplées à la streptavidine vont se lier aux sondes biotinylées et 

permettent ainsi l’isolement des acides nucléiques spécifiques des microorganismes ciblés grâce à un aimant 

magnétique. Seuls les fragments ciblés par capture seront ensuite séquencés. Ces deux stratégies permettent 

l’obtention de séquence(s) de haute qualité.  

Contrairement à la stratégie target NGS qui cible une ou plusieurs régions génomiques, la stratégie de 

séquençage shotgun NGS repose sur une étape de fragmentation aléatoire shotgun de l’ensemble des acides 

nucléiques extraits, suivie d’une étape de séquençage de l’ensemble des fragments générés (Fig. 1B). Des procédés 



mécaniques ou enzymatiques sont utilisés pour fragmenter aléatoirement le matériel génétique. Les fragments 

séquencés sont comparés à des bases de données, afin de permettre l’identification du (des) microorganisme(s) 

présent(s). Lorsque le nombre de séquences obtenues et la taille des génomes présents le permettent, il devient 

alors possible de procéder à leur reconstitution et donc à la caractérisation génomique précise des microorganismes 

présents.  

B- Applications des méthodes basées sur le NGS en microbiologie clinique 

Divers échantillons de patients ou des cultures microbiennes peuvent être analysés à l'aide des différentes stratégies 

de séquençage ciblées ou non ciblées selon les applications désirées.   

 

Fig. 2. Principales applications du séquençage à haut débit dans le diagnostic microbiologique clinique. 

A. Le séquençage de gènes ciblés peut être réalisé à partir d’échantillons primaires ou sur des cultures microbiennes. Cette application 

repose sur la stratégie ciblée utilisant le target NGS avec diverses cibles possibles selon le gène à séquencer. L’exemple d’application 

présenté ici est le séquençage du gène codant pour l’ARNr 16S : grâce à l’utilisation d’amorces consensus ciblant ce gène et d’une 

réaction par PCR, des amplicons spécifiques de cette région sont générés et séquencés. L’analyse bioinformatique des séquences 

obtenues permet de les aligner sur une séquence de référence, et d’obtenir une identification bactérienne pour chaque amplicon.  

B. Le séquençage d’un génome entier repose sur la stratégie target NGS pour le séquençage de petits génomes ou sur la stratégie 

shotgun NGS pour les grands génomes. L’exemple du séquençage du génome entier du SARS-CoV-2 est présenté sur cette figure et 

repose sur la stratégie target NGS. Des jeux d'amorces conçus pour se chevaucher sont utilisés et permettent de recouvrir l’ensemble du 

génome viral. L’analyse bioinformatique permet d’aligner les différents amplicons sur le génome de référence et d’obtenir un génome 

complet. L’autre application du séquençage de génome complet utilisant cette fois le shotgun NGS est par exemple le séquençage de 

souche bactérienne ou fongique. Il est réalisé sur des cultures bactériennes ou fongiques et permet de séquencer le génome entier d’un 

microorganisme isolé.  



C.  La dernière application est la SMg. Son utilisation permet le séquençage de l’ensemble des acides nucléiques d’un échantillon 

contenant éventuellement plusieurs microorganismes. La stratégie de séquençage SMg permet d’obtenir deux principales analyses 

bioinformatiques pour les séquences microbiennes : la métagénomique microbienne et la métatranscriptomique microbienne. En 

parallèle, les ARN humains peuvent être analysés, c’est la transcriptomique. La stratégie ciblée de capture peut être utilisée avant le 

séquençage des fragments afin de sélectionner uniquement les microorganismes ciblés comme par exemple des bactéries ou des virus.  
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1) Séquençage de gènes ciblés 

a. Principe général 

Le séquençage de gènes ciblés est réalisé par la stratégie target NGS (Fig. 2A). En Bactériologie et Mycologie, 

cette approche est fréquemment utilisée pour la détection et l’identification d’agents microbiens à partir d’un 

échantillon biologique. Pour chaque catégorie de microorganisme que l’on cherche à détecter et identifier, on 

choisira une cible commune dont la spécificité des séquences permettra ensuite de déterminer les espèces 

présentes. Une fois la cible choisie, elle sera amplifiée ou capturée grâce à l’utilisation d’amorces consensus ou de 

sondes encadrant des régions hautement variables. Cette approche permettra d’obtenir autant de séquences 

différentes qu’il y a d’espèces présentes au sein de l’échantillon. Les séquences obtenues permettront leurs 

identifications au niveau de l’espèce.   

En Virologie, le target NGS permet la détection de mutations de résistance aux antiviraux. Une application 

courante en laboratoire est par exemple le génotypage de la résistance aux traitements antirétroviraux. 

Traditionnellement effectué par Sanger, ce dernier ne détecte que les populations virales majoritaires, représentant 

plus de 20% de l’ensemble des quasi-espèces virales présentes. Le target NGS améliore la sensibilité et permet de 

détecter les variants viraux minoritaires en se basant sur les séquences des gènes ciblés (>0,5-1%) [3].  

b. Exemples d’application 

Pour la plupart des bactéries, le gène rrs codant pour l’ARNr 16S est généralement choisi alors qu’en 

parasitologie/mycologie, ce sont les gènes codant pour l’ARN ribosomal 23S, 18S, 28S ou encore les régions 

intergéniques ITS1 ou ITS2 en. Par rapport au séquençage Sanger, cette méthode présente l’avantage de pouvoir 

identifier plusieurs microorganismes présents dans un même échantillon. En Virologie, le target NGS est utilisé pour 

le séquençage de régions associées à la résistance virale du VIH ou du VHC. Il peut permettre également une analyse 

précise de la diversité virale. Ses performances ont été démontrées par exemple pour le génotypage des HPV 

(Papillomavirus humains), notamment lors de co-infections par différents génotypes viraux ou lorsque les charges 

virales dans l’échantillon sont faibles [4]. 

 



2) WGS (Whole Generation Sequencing) : séquençage de génomes complets 

a. Principe général 

Le séquençage de génomes complets (appelé aussi : WGS pour « Whole Generation Sequencing ») repose 

selon la taille du génome à séquencer sur l’approche target NGS pour les petits génomes (viraux par exemple) ou 

shotgun NGS pour les grands génomes (bactériens ou fongiques) (Fig. 2B). Cette dernière approche est aussi appelée 

séquençage de souche.  

L’objectif de cette approche est de permettre d’analyser l’ensemble du génome d’un microorganisme, 

généralement à partir d’une culture ou parfois directement à partir d’un échantillon biologique. Le séquençage des 

génomes viraux complets utilise grâce à la stratégie target NGS plusieurs couples d’amorces conçues pour se 

chevaucher et permettant de recouvrir l’ensemble du génome viral. Cela facilite la caractérisation de petits génomes 

viraux directement à partir d’échantillons biologiques, même ceux ayant une charge virale faible. 

Cette approche possède également de nombreuses applications en Bactériologie, principalement dans le 

domaine de l’épidémiologie et de l’hygiène hospitalière. En effet, en comparant les génomes d’isolats suspectés 

d’être responsables d’une épidémie, le WGS permet, en quantifiant le nombre de mutations différenciant les 

génomes entre eux (par détermination du nombre de « single nucleotide polymorphisms » ou SNP), d’affirmer ou 

non leur nature clonale. Le centre européen de prévention et de contrôle des maladies (ECDC) recommande 

l’utilisation accrue du WGS dans les enquêtes sur les épidémies et la surveillance en santé publique [5]. D’autres 

applications s’intéressant notamment à l’analyse des gènes codant pour de la résistance aux antibiotiques sont en 

cours de développement [6]. 

 

b. Exemples d’application 

En Virologie, en raison de la petite taille des génomes étudiés, on recourt souvent aux approches target NGS. 

Grâce à l’utilisation de plusieurs couples d’amorces recouvrant tout ou partie du génome, l’approche target NGS 

permet la surveillance épidémiologique des variants du SARS-CoV-2 [7]. Le séquençage des virus Zika et Ebola repose 

également sur du target NGS. Cela facilite la caractérisation de petits génomes viraux entiers directement à partir 

d’échantillons biologiques, même en cas de charge virale faible. Cette méthode a été utilisée pour suivre l’évolution 

et la propagation du virus Ebola en 2015 en Guinée et du virus Zika en 2016 aux Etats-Unis [8,9]. 

En Bactériologie, les laboratoires mettent progressivement en œuvre des approches de shotgun NGS en 

remplacement de l’électrophorèse en champs pulsé qui permettait auparavant le typage de souches bactériennes. Il 

a par exemple été utilisé en Italie pour étudier l’émergence et la propagation régionale et nosocomiale d’un clone 

multi-résistant de Klebsiella pneumoniae (ST-147), responsable d’une épidémie en Toscane [10]. Le WGS est 

également appliqué dans la surveillance épidémiologique en Mycologie. Le CDC (Centers for Disease Control and 

Prevention) recommande par exemple d’utiliser cette stratégie pour étudier les épidémies de Candida auris, levure 

multirésistante émergente, en identifiant les souches dans différentes régions du monde [11]. Enfin, à une échelle 



plus locale, le WGS peut être appliqué à l’étude d’épidémies de bactéries multirésistantes au sein d’établissements 

hospitaliers [12]. 

3) La SMg 

a. Principe général 

La SMg est une technique de diagnostic panpathogène, permettant la recherche non ciblée et exhaustive de 

l’ensemble des agents microbiens qu’ils soient bactériens, viraux, parasitaires ou fongiques, y compris ceux non 

encore découverts. Brièvement, cette technique consiste à séquencer l’ensemble des acides nucléiques (ADN et 

ARN) appartenant aussi bien à l’hôte et qu’aux microorganismes présents dans un échantillon biologique étudié (Fig. 

2C). Les séquences ainsi obtenues sont analysées à l’aide d’outils bioinformatiques permettant dans un premier 

temps d’exclure les séquences d’origine humaines. Dans un second temps, les séquences restantes, lorsqu’elles sont 

présentes, sont comparées à des séquences contenues dans les bases de données qui correspondent aux génomes 

de l’ensemble des bactéries, virus, champignons ou parasites décrits. L’analyse bioinformatique prend en compte à 

la fois les séquences obtenues à partir des extractions d’ADN et d’ARN, l’ADN correspondant à la métagénomique 

microbienne (c’est-à-dire l’ensemble des génomes microbiens), tandis que l’ARN correspond à la 

métatranscriptomique microbienne (c’est-à-dire l’ensemble des transcrits microbiens ainsi que les génomes des 

virus à ARN). Ainsi, en plus de permettre l’identification de l’ensemble des microorganismes présents dans un 

échantillon, la SMg peut aussi se concentrer sur des aspects fonctionnels, en s’intéressant à l’analyse des transcrits 

d’origine microbienne. Comme cette approche repose sur la détection d’acides nucléiques indépendamment de la 

capacité des microbes présents à se multiplier, elle permet la mise en évidence de microbes de culture difficile ainsi 

que la documentation d’infection décapitées chez des patients préalablement exposés aux antibiotiques. 

En analysant l’ensemble des acides nucléiques non-humains (ADN et ARN), la SMg permet la détection et 

l’identification de l’ensemble des microorganismes connus ou restant à décrire. Cependant, cette technique connait 

de très nombreuses variantes selon le matériel utilisé et les objectifs fixés. En effet, comme la grande majorité des 

séquences obtenues à partir d’un échantillon biologique (généralement > 99%) appartiennent au génome humain et 

limitent la sensibilité analytique de détection des microorganismes ainsi que la reconstruction de génomes 

microbiens complets. Différentes stratégies peuvent alors être mises en place afin d’augmenter le rendement des 

séquences provenant des pathogènes d'intérêt, soit en déplétant le matériel génétique provenant de l’hôte, soit en 

capturant spécifiquement les séquences microbiennes et en utilisant ainsi une stratégie ciblée de séquençage. 

La stratégie de déplétion de l’hôte permet d’éliminer le fond génomique humain, tout en préservant les 

acides nucléiques appartenant aux microorganismes. Elle peut être effectuée grâce à des méthodes enzymatiques 

(tampon lysant les membranes des cellules humaines puis DNAses) ou grâce à des méthodes physiques 

(centrifugation, filtration), dégradant ou séparant ainsi le matériel de l’hôte. Gu et al. ont utilisé l'approche CRISPR 

(clustered regularly interspaced short palindromic repeats) pour cibler et appauvrir l'ARNr mitochondrial humain 

dans des échantillons cliniques de LCR, ce qui a permis d'améliorer la sensibilité de détection des agents pathogènes 

[13]. Bien que les méthodes de déplétion présentent l'avantage de conserver le côté impartial du séquençage 



métagénomique par rapport à la capture qui nécessite de cibler des pathogènes connus, elles peuvent également 

entrainer une perte du matériel microbien limitant leur utilisation sur des échantillons faibles en acides nucléiques 

[14]. Par ailleurs, la déplétion compromet toute analyse impliquant l’utilisation de données humaines, dans le cadre 

de la recherche. 

La stratégie de capture ou d’enrichissement positif permet d’augmenter le signal microbien plutôt que de 

réduire le fond génomique humain. Cette stratégie effectuée suite au shotgun NGS permet d’augmenter la 

sensibilité de détection pour les agents microbiens ciblés, mais entraine également la perte de l’avantage « sans a 

priori » de la SMg et devient alors une stratégie ciblée. Des panels multiplex de capture virale [15] et bactérienne 

[16] existent. Ils peuvent couvrir jusqu’à plus de 200 espèces virales et 300 espèces bactériennes. Certains panels 

sont également composés de sondes ciblant certains gènes de résistance et de virulence bactériens. En utilisant une 

telle stratégie, on est capable de générer des génomes complets du virus respiratoire syncytial humain (VRS) 

directement à partir de prélèvements, permettant une surveillance continue du VRS au niveau de la population et 

ainsi, favoriser le développement de vaccins en temps réel [17]. 

En parallèle de l’analyse bioinformatique des séquences microbiennes, les séquences humaines, qui sont 

actuellement éliminées dans le cadre du soin, sont de plus en plus utilisées en recherche. En effet, l’analyse des ARN 

humains, analyse que l’on appelle transcriptomique humaine et qui reflète l’ensemble des transcrits présents à un 

moment donné, pourrait permettre d’identifier des profils de réponse immunitaires et permettre d’identifier de 

nouveaux biomarqueurs associés à différents types d’infection. Comme nous le verrons plus loin, cette approche 

pourrait dans l’avenir donner des informations sur la nature de l’infection en cours ou son pronostic [10]. 

 

b. Exemples d’application 

La SMg a été appliquée à une large variété d'échantillons et pour le diagnostic de multiples syndromes infectieux 

[18,19]. Qu’il s’agisse des infections disséminées [20], des méningo-encéphalites [21], des infections nécrosantes de 

la peau et des tissus mous [22], des pneumonies [23,24] ou des infections ostéo-articulaires [25,26], la SMg a 

démontré des performances souvent supérieures aux méthodes de référence, notamment pour l’identification de 

microorganismes a priori non suspectés ou de croissance difficile comme les bactéries anaérobies strictes. Elle a 

également été contributive pour le diagnostic microbiologique des patients immunodéprimés, chez lesquels les 

infections sont souvent graves et complexes [27–29]. C’est par ailleurs la principale technique qui permet 

aujourd’hui de détecter et de décrire des microorganismes pathogènes émergents, comme le SARS-CoV-2 en 2019 

[30]. Aujourd’hui, elle est principalement utilisée en deuxième intention, en cas d’impasse diagnostique [31]. 

 

3- Apports de la SMg en cas d’impasse diagnostique : exemple des infections du SNC 

 En raison de la diversité de leurs causes et de la difficulté à les explorer, les infections du SNC, comme les 

encéphalites et les méningo-encéphalites, sont parmi les indications les plus fréquentes à la SMg. Dans l’ensemble, 

on estime que le diagnostic étiologique des atteintes du SNC n'est identifié que chez environ 50 % des patients [32], 

avec une prévalence des encéphalites d’origine auto-immune équivalente aux encéphalites d’origine infectieuse 



(13,7/100 000 et 11,6/100 000, respectivement en 2014) [33]. Dans ce contexte, et en raison des options de prise en 

charge thérapeutique radicalement différentes, disposer d’un outil diagnostique permettant à lui seul d’identifier 

une étiologie infectieuse et de débuter précocement un traitement adapté correspond à un réel besoin. En raison de 

ses performances dans cette indication, des publications recommandent aujourd’hui son utilisation en routine dans 

le diagnostic des infections du SNC [34]. Ainsi, Wilson et Ramachandran ont élaboré un algorithme pour la prise en 

charge des infections du SNC dans lequel la SMg est intégrée [35]. Après un bilan de première intention, le 

prélèvement de LCS est analysé par SMg, permettant au clinicien de rechercher les infections faisant partie des 

diagnostics différentiels classiques mais aussi les infections non suspectées, y compris les causes rares ou 

potentiellement inconnues de méningo-encéphalites.  

La première utilisation de la SMg dans l’exploration d’une méningo-encéphalite remonte à 2013, chez un 

enfant de 14 ans atteint d’un déficit immunitaire combiné sévère (déficit en adénosine désaminase). L’utilisation de 

cette approche avait alors permis d’identifier Leptospira santarosai sur LCS, permettant une prise en charge adaptée 

et un rétablissement progressif du patient quatre mois après le début de son hospitalisation et alors qu’aucune 

étiologie infectieuse n’avait été documentée par les approches classiques [36].  

Depuis, l’intérêt de la SMg dans l’exploration des encéphalites et méningo-encéphalites en impasse 

diagnostique n’a jamais été démenti. Des études ont démontré que la SMg avait une sensibilité de 73 à 92 % et une 

spécificité de 96 à 99 %, selon l'agent pathogène détecté dans le LCS [37]. Wilson et al ont inclus dans une étude 204 

patients atteints de méningite, avec ou sans encéphalite associée [21]. Sur 58 infections diagnostiquées, 13 (22%) 

ont été diagnostiquées par SMg, 26 (45%) par des méthodes conventionnelles et 19 (33%) par les deux approches. Le 

diagnostic par SMg seule a notamment permis à 9 patients sur 13 une adaptation du traitement antimicrobien.  

 Schématiquement, la SMg possède un réel intérêt face à des situations complexes comme une présentation 

clinique atypique ou la présence d’un microorganisme pathogène inhabituel, émergent ou non encore décrit. Grâce 

à son approche panpathogène sans a priori, la SMg permet de résoudre des situations où les signes cliniques 

peuvent parfois être atypiques, comme l’illustre le cas d’une patiente atteinte par le VIH et présentant un syndrome 

encéphalitique. Malgré la réalisation d’un bilan étiologique négatif, c’est finalement l’approche SMg qui a permis de 

détecter le virus de la rougeole à partir d’une biopsie cérébrale, chez une patiente qui n’avait présenté ni éruption 

cutanée, ni aucun autre signe clinique classiquement associé à la rougeole [38].  Le même type d’approche a permis 

d'identifier Nocardia cyriacigeorgica à partir du LCS d’un patient sans comorbidité identifiée qui présentait une 

méningo-encéphalite [39], alors que toutes les méthodes standard étaient restées négatives. Ce diagnostic inattendu 

avait alors permis non seulement une adaptation du traitement antibiotique mais avait aussi conduit à l’exploration 

et la découverte d'un déficit immunitaire acquis lié à une production d’anticorps anti-GM-CSF. 

 Dans d’autres cas, la SMg permet la mise en évidence de microorganismes de culture difficile et non réalisable 

en routine et dont la recherche n’est pas habituellement réalisée dans les laboratoires. C’est le cas de la 

neuroborréliose à Borrelia miyamotoi, maladie décrite mais exceptionnelle qui atteint exclusivement les individus 

immunodéprimés. Nous avons eu l’occasion de faire ce diagnostic pas SMg chez un patient présentant une méningo-

encéphalite chronique en errance diagnostique. Ce diagnostic a conduit d’une part à la guérison complète du patient 



grâce à l’administration d’un traitement adapté, et d’autre part à l’identification, pour la première fois en France, de 

cette bactérie dans le cadre d’une méningo-encéphalite (données non publiées). Ainsi, la SMg peut se révéler 

contributive dans des cas d’infections rares ou méconnues, qu’elles soient d’origine bactérienne comme nous 

venons de le voir, mais aussi parasitaires comme l’angiostrongylose du SNC [40].  

 Enfin, la SMg est actuellement le seul test permettant de détecter et de décrire, grâce à son approche sans a 

priori, des microorganismes non encore décrits. C’est ainsi que des virus ont pu être découverts et leurs génomes 

reconstitués à partir de biopsies cérébrales, comme le Cristolivirus appartenant à la famille des Orthobunyavirus et 

mis en cause dans une encéphalite mortelle, ou le Cache Valley virus dans une méningo-encéphalite [41,42]. Elle a 

aussi permis d’identifier un nouveau clade dans la famille des Astrovirus chez un patient présentant une encéphalite 

[43]. Il est important de rappeler dans ces cas que lier la présence d’un nouveau microorganisme à une pathologie 

humaine nécessite de réunir un faisceau d’arguments microbiologiques, cliniques mais également histologiques. 

4- Perspectives et place de la SMg en pratique clinique 

Comme nous venons de le voir, en plus de pouvoir identifier les microorganismes détectés, la SMg peut 

également contribuer à leur caractérisation. Sur la base de l’analyse des données génomiques, des informations sur 

le typage ou la présence de gènes de résistance ou de virulence peuvent être révélées, permettant de mieux 

comprendre l’épidémiologie d’un microorganisme ou prédire sa virulence ou sa sensibilité aux anti-infectieux. Ainsi, 

lors de l’identification du Cristolivirus, le séquençage du génome complet a révélé l'expression à haut niveau d'un 

facteur de virulence, ce qui pourrait expliquer le tropisme neurologique du virus ainsi que la gravité de l'infection 

chez le patient [41]. Cependant, ces approches WGS nécessitent encore des développements et restent aujourd’hui 

du domaine de la recherche. 

Une autre perspective possible de la SMg concerne la transcriptomique humaine, c’est-à-dire les informations 

que pourraient donner l’analyse des transcrits humains en cas d’infection. Face à un agent pathogène, l’expression 

génique des cellules du système immunitaire de l’hôte peut varier. Ainsi, des profils transcriptomiques distincts ont 

pu être mis en évidence en fonction de la nature du microorganisme responsable d’infection pulmonaire ou de 

sepsis [44–46] mais aussi sur le pronostic de certaines infections, comme cela a été démontré pour le COVID [47], ou 

encore le caractère approprié ou non d’un traitement antimicrobien [48]. Malgré ces perspectives encourageantes, 

la diversité et la complexité des situations requièrent encore d’autres études afin de préciser les performances de 

cette approche.  

Face à une situation infectieuse comme dans le cas des infections neuro-méningées, les analyses permises par 

les approches NGS, combinant l’étude des agents infectieux et la signature transcriptomique de l’hôte, contribuent 

ainsi à l’amélioration du diagnostic et à une prise en charge personnalisée. L’identification de transcrits associés à 

des microorganismes pathogènes pourrait également aboutir à la détermination de panels de biomarqueurs 

spécifiques [49]. Pour finir, le développement de l’intelligence artificielle combinée aux méthodes OMICS pourraient 

constituer l’avenir du diagnostic et de la prise en charge des maladies infectieuses, en particulier dans le domaine du 

système nerveux central.  



Plusieurs obstacles ralentissent la mise en place de la métagénomique en microbiologie clinique. A ce jour, 

quelle que soit l’approche de séquençage, les technologies NGS ont un coût élevé (automates, consommables et 

équipements bioinformatiques) et nécessitent du personnel de laboratoire qualifié. Le manque de 

validation/standardisation des étapes (analytiques et post analytiques) et de recommandations posent des 

problèmes réglementaires pour l’implantation du séquençage à haut débit en microbiologie et limitent son 

utilisation à grande échelle. Enfin, l’analyse des données nécessite la formation d’équipes multidisciplinaires 

(bioinformaticien, biologiste, clinicien) afin d’interpréter les résultats selon chaque contexte clinique. Ainsi, seuls 

quelques laboratoires de référence proposent la métagénomique en technique de recours lors d’impasse 

diagnostique, avec un délai de rendu de résultats variant entre 10 à 21 jours. En 2023, cette technique est 

principalement utilisée en support aux méthodes traditionnelles. En effet, la culture traditionnelle ou les techniques 

de PCR ciblées sont moins coûteuses que les différentes stratégies NGS et restent le premier choix en matière de 

diagnostic microbiologique. Pour simplifier les comparaisons de coût réactif, il apparait assez simple de garder en 

tête qu’une approche target NGS coûte en général entre une et deux fois le coût d’un panel multiplex PCR contre 

deux à trois fois pour la stratégie shotgun NGS. Cependant, le surcoût des technologies à haut débit pourrait être 

compensé en partie par un nombre plus restreint de tests diagnostiques totaux effectués, une thérapie davantage 

ciblée voire une sortie d’hospitalisation plus précoce pour un patient. Des études médico-économiques, avec des 

essais cliniques prospectifs démontrant l’amélioration de la prise en charge des patients, doivent être menées. Ces 

données permettront également d'ouvrir la voie à l'approbation réglementaire et aux conditions de remboursement.  

 

5- Conclusion  

Aujourd’hui, il est admis que l’utilisation des technologies de séquençage à haut débit, et notamment de la SMg, 

jouera un rôle croissant dans le diagnostic microbiologique des maladies infectieuses. Malgré des obstacles liés à la 

nécessité de disposer du personnel de laboratoire qualifié et à l’acquisition du matériel indispensable, les 

performances de la SMg et son caractère universel en font un outil très prometteur. A l’avenir, les développements 

de cette méthode permettront en plus de documenter une infection, de caractériser de façon très précise les 

microorganismes aussi bien sur leur capacité à présenter des mécanismes de résistance aux antiinfectieux, que sur 

leur contenu en gènes de virulence. Par ailleurs, la SMg pourrait dans l’avenir exploiter les données de 

transcriptomique humaine, ouvrant la voie à l'analyse de la réponse inflammatoire de l’hôte. Des travaux encore 

préliminaires ont permis d'identifier des profils de réponses inflammatoires pouvant correspondre à une infection 

spécifique ou au pronostic d’une infection en cours [47]. Ainsi, par son approche globale, cette technique pourrait 

ouvrir la voie, en grande routine, à la médecine personnalisée en maladies infectieuses.  

 

 

Conflit d’intérêts : aucun. 
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