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Surveillance des grippes sévères 
actuellement

• Techniques conventionnelles de séquençage 
par RT-PCR puis électrophorèse capillaire:

– Séquençage de la séquence majoritaire

– Nécessitent plusieurs couples de primers = 
données de séquences qui doivent être 
réactualisées si variation génétique du virus

– long

Culture 2-4 j
Séquençage 
SANGER

prélèvement RT-PCR HA et NA



Next Generation Sequencing (NGS)

NGS

Sanger

Séquençage très haut 
débit ou NGS : 
• séquençage 

parallèle massif
• 1 million à 45 

billions de 
séquences courtes 
(reads ) par essai



Le NGS permet un séquençage 
global ou ciblé

ou ARN

Radford et al, J Gen Virol, 2012

• Transcriptomique (RNA-Seq)
• Métagénomique
• …

• Séquençage ciblé du génome 
viral (amplicon)

• Séquençage de panel de gènes 
pour la recherche de SNPs

• …



Différentes technologies

Radford et al, J Gen Virol, 2012

Pacific 

Biosciences 

(PacBio RS II)

Life technologies 

(Ion PGM et Ion 

Proton)

Roche 

(454, GS Junior)

Illumina 

(MiSeq, GAIIx, HiSeq)



Intérêts du NGS pour le suivi des 
grippes graves

• Séquençage massif et rapide du génome viral 
complet

• Etude de l’influence du microbiome du patient 
sur la sévérité de l’infection

• Etude de la réponse de l’hôte à l’infection

• Analyse de la susceptibilité génétique aux 
grippes graves



Applications attendues du NGS 
pour le suivi des grippes graves

• Séquençage rapide du génome viral complet

– détection de facteurs de virulence et mutations de 
résistance aux antiviraux

– y compris pour une population virale minoritaire

Tscherne and García-Sastre, J Clin Invest. 2011



Grippes sévères à Lyon 2013-2014

• Sélection de 15 
patients présentant un 
SDRA sans facteurs de 
risque sur 182 
patients hospitalisés 
en réanimation avec 
grippe positive.

• Séquençage du 
génome viral complet 
sur Ion PGM

HA H3N2



Grippes sévères à Lyon 2013-2014

PA H3N2

PB1 H3N2

Caractérisation des virus H3N2 associés à des grippes 
sévères : 
• PB2 627K, 701D
• NS1 92D
• M2 31N (AmantadineR), N2 292R (OseltamivirS)



Intérêts du NGS pour le suivi des 
grippes graves

• Séquençage massif et rapide du génome viral 
complet

• Etude de l’influence du microbiome du patient 
sur la sévérité de l’infection

• Etude de la réponse de l’hôte à l’infection

• Analyse de la susceptibilité génétique à la 
grippe



Microbiome et maladie

• L’altération du 
microbiome est 
impliquée dans de 
nombreuses 
maladies 
respiratoires:

– BPCO

– Asthme

– mucoviscidose

Costello et al, 2009



Les bactéries commensales protègent 
contre la grippe

Icihnohe et al., PNAS, 2013

Wang et al, Nature, 2013

Le microbiote des voies 
respiratoires protège de la 
grippe en atténuant la 
réponse inflammatoire via 
induction de macrophage 
alvéolaire M2.

Le microbiote commensal 
régule la mise en place de la 
réponse immunitaire 
adaptative contre la grippe.



Microbiome respiratoire et grippe

Chaban et al, 2013

Le microbiome des voies aériennes supérieures chez les patients 
infectés par H1N1 2009 varie selon l’âge et le type de prélèvement.

Variation selon 
gravité?



Intérêts du NGS pour le suivi des 
grippes graves

• Séquençage massif et rapide du génome viral 
complet

• Etude de l’influence du microbiome du patient 
sur la sévérité de l’infection

• Etude de la réponse de l’hôte à l’infection:

– Transcriptomique : Recherche de biomarqueurs
prédictifs de l’évolution vers des grippes graves

– Repositionnement de médicaments

• Analyse de la susceptibilité génétique aux 
grippes graves



Biomarqueurs prédisant l’évolution 
clinique

Woods et al, 2013

Patients symptomatiques

Patients symptomatiques

asymptomatiques
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Chang et al, BMC Syst Bio, 2011

Signature de 74 gènes 
discriminant infection par:
• High Pathogen influenza
• Low pathogen influenza
chez la souris



L’étude de la réponse transcriptomique 
permet de prédire des médicaments 

pouvant bloquer l’infection

Literature-based prediction (IPA) Transcriptomic-based prediction

Josset et al, 2014, mBio

Hypothèse : La réponse cellulaire transcriptomique à l’infection 
représente un état cellulaire globalement favorable à l’infection. 
L'inversion de cette signature par des molécules, pourrait 
constituer un état cellulaire globalement défavorable au cycle viral. 



Intérêts du NGS pour le suivi des 
grippes graves

• Séquençage massif et rapide du génome viral 
complet

• Etude de l’influence du microbiome du patient 
sur la sévérité de l’infection

• Etude de la réponse de l’hôte à l’infection

• Analyse de la susceptibilité génétique aux 
grippes graves



Susceptibilité génétique à la grippe

• Polymorphismes associés à des pneumonies 
sévères:

– CD55 (Zhou et al, 2012)

– FCGR2A,RPAIN,C1QBP (Zúñiga 2012 )

– IFITM3 (Everitt et al, 2012)

– TNF (Antonopoulou et al, 2012)

• À des encéphalopathies aigues :

– TLR3 (Hidaka et al, 2006)

– CPT-II (Chen et al, 2005) (Mak et al, 2011)

Everitt et al.,Nature, 2012



Conclusions : Intérêts du NGS pour 
le suivi des grippes graves

• Etude de biomarqueurs 
prédictifs (ARNm) 

• Identification de 
marqueurs génétiques de 
prédisposition

• Séquençage du génome 
viral complet 

• Caractérisation du rôle du 
microbiome dans les 
grippes sévères

Meilleure surveillance et annotation du génome viral
Vers une prise en charge prédictive et personnalisée 
des grippes sévères



En pratique, NGS, quelle faisabilité 
en routine?

• Coût :
o Séquençage génome 

complet par NGS : 80€
o Sanger HA et NA : 60€
o Métagénomique et 

transcriptomique : 
500€

• Analyse et stockage des données :
o Mise au point de workflow informatique standardisé
o Base de données pour l’annotation des séquences
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