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Sociéte independante (Statut SAS) L '

Année de création : 2001

Effectif (ETP): 30

Nbre de chercheurs (ETP) : 9

Investissement R & D - en 2015 : 600 K€ (> 25 % du CA)
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Geno‘écreen Approches Traditionnelles en microbiologie

Innovative Genomics

Cultures in vitro

 Dépendantes des milieux de culture
utilisés

e Isolation/séparation nécessaire

e Connus > Inconnus Existence de

bactéries non cultivables de facon
traditionnelle au laboratoire

e importants délais (parfois plusieurs jours)
imposés par la culture des
microorganismes

e nécessité d'un personnel spécialisé, elles
sont difficilement automatisables.
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Innovative Feromics

o La microbiologie «traditionnelle» peut étre prise en
défaut:
o Culture impossible (traitement antibiotique prealable,
Treponema...)
» culture trop complexe (Chlamydiae trachomatis)

» culture trop lente par rapport a l'urgence (Mveobacteriiem
tuberculosts, Netsseria meningifidis, ...).

* Incontournable pour la virologie : +++

o On utilise des méthodes moléculaires et plus
recemment la spectromeétrie de masse.



Approches Moléculaires en Microbiologie
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Applications les plus courantes: Identification

Geénes
ubiquitaires/ribosomaux
(ADNr1éS, 18s, ITS1-2,
23S, 28S)
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Genoécreen Partie ll: Approches Moléculaires en Microbiologie

Approches Moléculaires en microbiologie

La technique de PCR est a priori

- tres sensible; elle peut dans certains cas
s'appliquer directement a I'échantillon a analyser,
supprimant ainsi les délais de mise en culture et les
problémes liés aux germes non cultivables Kentiication.,

Mais si polymicrobial....
- treés specifigue; elle reste (et cela peut, par contre,

étre considéré comme inconvénient), une démarche
orientée (bactéries ou Champignons etc.)

- beaucoup plus rapide et automatisable.



Approches Moléculaires
Globales en Microbiologie




Geno‘écreen Acces a des microorganismes encore inconnus....

Innovative Feromics

Molécules ADN/ARN
O

....et surtout...dans leur environnement naturel

Limites: Bactéries Mortes vs Vivantes
Pas de multiplication de la population par culture
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Microbiote/Flore Microbienne ou microflore/Communauté Microbienne;

Ensemble des micro organismes (bactéries, levures, champignons, virus)
vivants dans un environnement specifiqgue (appelé microbiome) chez un hoéte
(animal ou végétal)

Microbiome:

Ensemble des données génétigues ou génomes des microorganismes
occupants un environnement spécifique

Métagenome:
Ensemble de génomes retrouves dans un échantillon
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La Métagénomique c’est quoi?

La métagenomique est une methode d'étude du contenu géneétique
d'échantillons issus d'environnements complexes (ex : intestin, océan, sols, air,
etc.) prélevés dans la nature (par opposition a des échantillons pré-cultivés en laboratoire)

desormais effectuees sur les outils NGS (Nouvelle Génération de Séquencage)

Cette meéthodologie ne se base que sur l'information génétique globale

(ADN/ARN) des microorganismes en communautés
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=>» Approches ciblées ou globales

/ P y Vs M Approches
> e ADN
— e \
Communautés

Capture
de fragments

microbiennes
totales PCR sur

biomarqueurs

Approche
ﬁ g globale
\\;---' -4[:
TACGCGTTAG NGS
ATGCGCAATC

ATGCGTAGTC

Importance des outils de séquencage a haut débit pour I'étude des micro-organismes et des
communautés microbiennes complexes



Geno‘écreen

Innovative Feromics

lonTorrent (Applied Biosystems)

MiniSeq- MiSeq (Dx) (lllumina)




G@HOécreen Genomic DNA
prosutie Geromes AN Approches globales

shear |

= - — Select ~200-300 bp fragments

attach adapters to
create sequencing library ¢

cluster generation by
solid phase PCR
(bridge amplification)
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Approches ciblées

Le principe de la technologie lllumina

sequencing by synthesis with reversible terminators
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. Collection d'échantillons . Gestion des donnees

et design experimental . L 8 G BT

. Sequencage

. Compression des donnees

100% -

0% -
Pre-NGS Aujourd’hui Futur
(~2000) (~2010) (~2020)
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Comment une composition complexe de différents génomes est-elle
étudiée ? Approche ciblée...

Archae2

é\ N\
. AW, = e, Génes
,@\\ . 9 iég 2 GJ ° o ° °
& H&%%E 3., ubiquitaires/ribosomaux
RN ) (ADNr1éS, 18s, ITS1-2,
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Comparaison
aux Bases de
données pour
identification
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Lancet Respir Med. 2016 Jan; 4(1): 49-58, PMCID: PMC469846!
doi: 10.1016/52213-2600(15}00486-X
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Genoécreen Solution Analytique OnLine
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Metabiote Analytical Pipeline

. Results
S ET : Taxonom conversion into
Pre-Processing Clustering with updated . y .
‘ ‘ establishment ‘ visual
data base .
representations

MetaBiote OnLine

Bonjour M. Antigny

Accueil

Misitle Ontnd Bienvenue sur MetaBiote OnlLine
Tableau de bord
o i v/ Présentation de la solution

Contréle qualité du run

v/ Manuel d’utilisation

Visualisation

HEHEH

Sequencing

raw data (.fastq) o
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Comment une composition complexe de différents génomes est-elle
étudiée ?

Archae2

Comparaison
aux Bases de
données pour
identification
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Détection de pathogenes

...Cas d’infections séveres osseuses et articulaires (Ruppé E et al. 2017)

> Contexte: manque de sensibilité des approches de culture surtout avec certains agents
infectieux difficiles a cultiver

Etudes effectuées sur 24 échantillons pour identification du ou des pathogenes ainsi que prédiction de
susceptibilité aux antibiotiques
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> Prédiction de susceptibilité aux Monomicrobial samples (n=8)

o ‘ IIIIIIIIIIIIIIII

n..

A correct antibiotic susceptibility could be & § &? §S F e P P F P ;}. Y & =
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monomicrobial and polymicrobial
samples, respectively.

Altogether, we found that clinical Polymicrobial samples (n=16)

metagenomics applied to BJI samples is 15-
a potential tool to support conventional

culture. 10-

5+

0-
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Maijor error
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Very major error

Mumber of occurrences

(Ruppé E et al. 2017)
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Deeplex®-MycTB, an all-in-one NGS-based diagnostic test for M. tuberculosis

Clinical sample /\ /\
\

Visualisation,
reporting

EE PN il s . -
DNA : ' cloud-based -P
extraction analysis

< 24h (FireFly) — 36-48h (MiSeq-MiniSeq-NextSeq) turnaround time

 Deep sequencing for sensitive detection of heteroresistance
« Scalable: from 1 to 8 (FireFly), to 50/90 (MiSeqg/MiniSeq) and 384

samples (NextSeq)/run
 Automated, easy-to-use NGS data analysis and reporting on highly

secure, high performance cloud
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Total targets >13,000bp

First-line drugs Second-line drugs
eis
ahpC, fabG1, } " oms

katG, inhA

;

AA

~

N
tiyA
Species identification _ )
ethA, inhA,
i

New 2" line drugs for MTBC

B

rv0678

MTBC genotyping

»

CRISPR/DR region | rrl, rplC

gl + Phylogenetic SNPs ]

!

Underlined: full genes
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Visualisation,

reporting

Cloud-based
analysis

SPECIES IDENTIFICATION: MTBC GENOTYPING: MTBC DRUG RESISTANCE:

Mpycobacterium hsp65 DB 1 - + Resistance-associated
Spoligotyping DB ]
(Dai et al., 2011) phylogenetic SNPs e LS

+ 16S and 23S rDNA

* SITVITWEB, Demay, 2012 *  PhyResSE, Feuerriegel et al. 2014
*  PhyResSE, Feuerriegel, 2014 e Walker et al., 2015

* Miotto et al., 2015
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RGN A Dashboard F1W D@ 04-2017 Mycobacterium tub... SO0
IHEC-RPT-KFIW <)
TSR : FIW D8 04-2017 Mycobacterium tub... SESSBCW
F1W o8 02-2017 Mycobacterium tub,,, 080
Flw D8 12-2016 Mycobacterium tub... RECSS0E
i
A Sample 11MY1855-Prod04_S34_L003_ :g
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Identification Species identification

Mycobacterrum ruberculosis comale:

spoligotype

T1-SI 1280

seletence sequance posiion

Identification
Mycobacterium tuberculosis complex

Spoligotyping

Spoligotype

T1-5IT 1284

NS-NV)\'W“'

Phylo

* Key results at-a-glance

* Interactive, zooming tools for detailed analysis

e Search functions across sample sets

e Simple reporting e.g. on user’s smartphone

* Onsecure, private cloud, with optional regional processing
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Merci pour votre attention

GenoScreen
1, rue du Professeur Calmette 59000 LILLE
Tel : +33 (0)32087 71 53 - Fax: +33 (0)3 320 87 72 64
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