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Protéomique en

microbiologie

L’analyse a haut débit de la composition protéique de divers
échantillons, appelée protéomique, s’est considérablement dé-
veloppée ces derniéres années et est trés utile dans les labora-
toires de microbiologie diagnostique. Ci-dessous, nous discu-
tons les principales applications actuelles de la protéomique en

microbiologie médicale.

| - Application de la protéomique en
bactériologie diagnostique

Lutilisation du MALDI-TOF (Matrix—
assisted laser desorption-ionisation
time-of-flight) a révolutionné lidentifi-
cation des bactéries, des levures et des
champignons filamenteux dans les la-
boratoires diagnostiques de microbio-
logie [1]. Aujourd’hui, plus de 95% des
identifications sont faites en quelques
minutes lorsqu'une colonie est dispo-
nible sur une gélose [2]. De plus, l'iden-
tification obtenue est fiable a plus de
99%. Si initialement, les bases de don-
nées n'étaient pas assez completes et
parfois

imprécises, aujourd’hui les

rares erreurs d’identification sont
plutot liées a des inversions lors du
dépot d’'une colonie sur la plaque de
MALDI-TOF, un événement rare surve-
nant moins de une fois sur 400 dépéts.
Lavénement de l'automatisation (au-
tomated colony picking) va permettre
prochainement d’éviter cet écueil. Une
autre erreur classique d'identification
s'observe avec des espéces trés proches
tel que S. mitis et S. pneumoniae d'une
part ainsi que Shigella et Escherichia
coli d’'autre part [2]. Lidentification par
MALDI-TOF a permis de réduire les
cotts et les délais de rendus des iden-
tifications, notamment pour les espéces
qui nécessitaient une identification par
PCR et séquengage, en raison de leurs
faibles nombres de caractéristiques phé-
notypiques et/ou de leur croissance fas-
tidieuse [3].

Le MALDI-TOF a également été utilisé
pour raccourcir le délai entre la po-
sitivité d'une bouteille d’hémoculture
et l'identification [4]. Cette approche
permet l'identification de pres de 80%
des culots bactériens et avec une fiabi-
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lité supérieure a 99% [5]. En pratique,
cette approche (brevetée et introduite
en routine a Lausanne en 2009) nous
permet d’ajuster le traitement antibio-
tique initial dans 35% des bactérié-
mies a bacilles Gram négatifs [6].

Le MALDI-TOF permet également la
détection de la résistance phénotypique,
en regardant des pics spécifiques cor-
respondant par exemple a une molécule
de meronem apres avoir incubé avec
cet antibiotique un bacille Gram néga-
tif dont la susceptibilité au meronem
n'est pas connue [7]. En présence d'une
bactérie productrice de carbapenemase
(résistante), le meronem sera clivé et
dans cette situation, le pic du meronem
disparaitra ou sera a une position dif-
férente qu'initialement. Comme dé-
montré par Vogne et collaborateurs, la
fiabilité de la détection phénotypique de
la résistance aux antibiotiques par des
approches de protéomique telles que le
MALDI-TOF ou la mesure de la concen-
tration résiduelle en meronem par spec-
trométrie de masse (MS-MS) aprés in-
cubation d'une bactérie de susceptibi-
lité inconnue avec 10 microgrammes
de meronem est nettement plus fiable
pour la détection des carbapénémases
que leur détection par une analyse gé-
notypique [7]. En effet, les PCR mul-
tiplex et les microarrays détectant la
présence d'une séquence d’ADN codant
pour des carbapénémases n'a pas une
fiabilité suffisante, puisqu’il y a une
grande diversité de carbapénémases et
que ces tests génotypiques n'incluent
pas 'ensemble des sequences de carba-
pénémases connues a ce jour [7].

Le MALDI-TOF est également consi-
déré par certains comme un outil qui
pourrait étre utilisé pour le typage mi-
crobien [8, 9]. Cependant le MALDI-
TOF, tel qu'utilisé en microbiologie
clinique, se base principalement sur la
présence de pics liés aux protéines ribo-
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Proteomik in der Mikrobiologie

Die Proteomik hat mit der Verringerung des zur lden-
tifizierung von Bakterien erforderlichen Zeitbedarfs die
mikrobiologische Diagnostik revolutioniert. Die anderen
Anwendungen in den diagnostischen Labors konzen-
trieren sich hauptsachlich auf die phanotypische Re-
sistenzerkennung und auf die Identifizierung antigeni-
scher Proteine, die die Entwicklung leistungsfahigerer
serologischer Tests ermoglichen. In der Mikrobiologie
findet die Proteomik selbstverstandlich auch in der For-
schung verbreitet Anwendung; hier brachte sie zahl-
reiche neue, grundlegende Erkenntnisse Uber die Bio-
logie der Bakterien und erganzte damit die durch Ge-
nomik und Transkriptomik gewonnenen Informationen.
Die Anwendungsmdglichkeiten in der Forschung sind
so zahlreich, dass sie hier nicht alle aufgezahlt wer-
den koénnen. Beispielhaft sei an dieser Stelle lediglich
die Identifizierung von Adhé&sinen und Virulenzfaktoren
(insbesondere die Effektoren des Typ-Ill-Sekretsystems)
genannt, die von gewissen Bakterien zur Manipulation

der Wirtszelle sezerniert werden.

somales [2], qui sont des protéines trés
conservées ne permettant pas une dis-
crimination suffisante pour permettre
le typage et dans ces situations, une ap-
proche de multi-locus sequence typing
(MLST) ou de séquencage d'un génome
bactérien complet avec analyse des SNP
s’avere plus performant [10].

De méme, méme si certains auteurs
consideérent que le MALDI-TOF pourrait
permettre la détection de facteurs de
virulence [11], d’autres approches mo-
dernes (dont la génomique et/ou l'ana-
lyse du protéome par MS/MS) devraient
lui étre préférées pour analyser de ma-
niére fiable le virulome d'une bactérie.

Il - Application de la protéomique
en sérologie microbienne

La protéomique a également son uti-
lité pour les laboratoires qui sou-
haitent mettre au point de nouveaux
tests sérologiques. Il est en effet pos-
sible d’identifier par spectrométrie de
masse les protéines antigéniques et non
cross-réactives avec d’autres espeéces
proches [12, 13]. En pratique, le choix
des protéines antigéniques qui pour-
ront étre utilisées dans le développe-
ment de tests ELISA peut étre effectué
en testant par western blot et/ou par gel
deux dimensions des séras de patients
souffrant de l'agent en question et des
séra de patients souffrant d'une infec-
tion par une autre espéce proche et
possiblement cross-réactive. Ensuite,
tous les antigénes paraissant spéci-
fiques d'un pathogéne donné pourront
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étre identifiés par MS-MS, puis clonés
et exprimés chez Escherichia coli pour
produire suffisamment de protéines uti-
lisées alors comme antigénes dans un
test de type ELISA. Cette démarche a
été appliquée a Lausanne pour deux pa-
thogenes émergeants: Parachlamydia et
Waddlia [12, 13].

Tl est également possible d'utiliser comme
antigéne l'ensemble des protéines pré-
sentes a la surface dune bactérie, en
faisant une extraction des protéines ex-
primées a la surface et en testant glo-
balement leur antigénicité a l'aide d'un
ELISA [14]. Ensuite, si cet ELISA de 1
génération fonctionne avec ce mélange
protéique, il est possible d’évaluer plus fi-
nement quel est le composant conférant
cette spécificité antigénique et ensuite
d’exprimer cette protéine dans Escheri-
chia coli pour l'obtenir idéalement pur
et non dénaturé et I'utiliser comme anti-
geéne dans un test ELISA diagnostique.

Ill - Conclusion

En conclusion, les quelques exemples
mentionnés ci-dessus démontrent que
la protéomique a permis une révolution
majeure dans le diagnostic microbiolo-
gique avec une réduction du temps né-
cessaire a lidentification bactérienne.
Les autres applications dans les labo-
ratoires diagnostiques se concentrent
principalement sur la détection phéno-
typique de la résistance et sur l'identi-
fication de protéines antigéniques per-
mettant le développement de tests séro-
logiques plus performants.

En microbiologie, la protéomique est
bien entendu aussi largement utili-
sée en recherche, ot elle a apporté
connais-

de nombreuses nouvelles

sances fondamentales sur la biologie
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des bactéries, complétant les informa-
tions obtenues par génomique et trans-
criptomique. Dans le domaine de la
recherche, les applications sont si nom-
breuses qu'on ne pourra toutes les évo-

quer ici. Mentionnons simplement a
titre d’exemple lidentification d’adhé-

sines [15] et de facteurs de virulence
(notamment les effecteurs du systeme
de sécrétion de type III) sécrétés par
certaines bactéries dans le but de mani-
puler la cellule hote [16].
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