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Article abstract

DNA-arrays are mainly known for their application in transcriptome analysis
leading for instance to the discovery of new marker genes for diagnostics and
prognostics in oncology. However, DNA arrays are also used for massively
parallel analysis of DNA molecules allowing their quantification, the detection
of single nucleotide polymorphisms and re-sequencing. This multi detection
system is now applied to the « old » problems of detecting and identifying
bacteria in a biological sample and for the fine molecular characterization of a
bacterial isolate. This new tool should serve for the diagnostic of an infection
and for epidemiological studies such as those performed for the control of
nosocomial infections or for the surveillance of bioterrorism attacks. DNA
arrays carrying probes for 16S RNA specific of hundreds of bacterial species
allow the identification of bacteria within a community by a single
hybridization of amplified 16S rDNAs with universal primers and
re-sequencing DNA arrays are used for multi locus sequence typing in a single
step. Finally, the genome of an isolate could be characterized by DNA-arrays
focused on a specific question like presence of toxin or antibiotic resistance
genes. Up to now, DNA arrays are used in research laboratories for the rapid
characterization at the genomic level of a strain collection, for evolutionary
and population genetics studies and for the characterization of bacterial
communities. Industrializing the process of DNA-array construction and
hybridization is now needed in order to transfer this technology to hospitals
and diagnostic laboratories.
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Les puces a ADN
vont-elles
révolutionner
IPidentification
des bactéries ?
Philippe Glaser

> Les puces a ADN sont des multicapteurs per-
mettant de caractériser et quantifier un acide
nucléique dans un échantillon. Elles apportent

REVUES

une solution innovante au probleme ancien de la
détection, de I'identification et du typage de
bactéries dans un échantillon. €Elles permettent

&

la caractérisation génomique rapide de bactéries
pathogénes et facilitent les études épidémiolo-
giques, par exemple pour le controle des mala-

N
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dies nosocomiales ou la surveillance du bioterro-
risme. Ces puces sont développées dans les labo-
ratoires de recherche pour I’étude de la diversité

et de I’évolution du monde bactérien, pour
N ;. " Unité de génomique d
rechercher des génes de résistance aux antibio- nite ae genomique des
. , . . micro-organismes pathogenes,
tiques et pour la caractérisation de communau- .
Institut Pasteur,

tés bactériennes constituées de centaines d’es-
peces. L'industrialisation du processus de fabri-

28, rue du Docteur Roux,
75724 Paris Cedex 15, France.
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cette question a des
implications multiples:

cation et d’utilisation, rendant la technologie

pour les maladies
nosocomiales, ces recherches doivent permettre d’iden-

tifier Porigine hospitaliere de I'infection et de mettre en

robuste tout en en diminuant son coiit, devrait
permettre son utilisation dans les laboratoires

hospitaliers et d’analyses spécialisées, puis sa , o
Lo, . . place les procédures pour y remédier [2]; pour des
généralisation aux laboratoires de ville. < o . . .

maladies d’origine alimentaire ou environnementale,
comme la listériose ou la légionellose, des réseaux de

surveillance! cherchent & identifier par des études épi-

démiologiques la source de la contamination, afin de
I’éliminer. La démonstration de I"origine d’une infection
a et aura de plus en plus des implications légales, et le

Depuis la démonstration par Koch, en 1876, que la
maladie du charbon est due & Bacillus anthracis [1],
Iidentification des microbes responsables des maladies
infectieuses a été une priorité de la microbiologie cli-
nique. U'isolement du germe et sa description phénoty-
pique sont nécessaires pour mieux comprendre la mala-
die qu’il
L'épidémiologie des maladies infectieuses cherche a

provoque et pour un diagnostic sir.

élucider les mécanismes de transmission des agents
infectieux, I'existence de réservoirs et leur origine.
Uidentification de I’espece n’est alors pas suffisante et
la caractérisation plus fine (le typage) de la bactérie
isolée est nécessaire afin de déterminer la probabilité
pour deux isolats d’avoir la méme origine. Répondre a

Article recu le 13 décembre 2004 et accepté le 7 mars 2005.
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typage des bactéries incriminées est un des éléments de
I’action judiciaire. La crainte du bioterrorisme pousse
également a rechercher des outils performants pour
identifier les germes dispersés dans I’environnement,
pour retrouver I'origine des souches et comprendre les
éventuels trafics de ces armes biologiques.

Des méthodes de microbiologie classique développées
au xix® siecle comme la coloration de Gram aux analyses
moléculaires récentes fondées sur I’analyse des acides
nucléiques, les microbiologistes ont développé de tres
nombreuses méthodes d’identification et de typage des

!'Voir par exemple I’organisation EWGLI pour la légionellose (http://www.ewgli.org/),
le réseau européen med-vet-net pour la prévention des zoonoses (http://www.med-
vetnet.org) ou, aux £tats-Unis, le réseau Pulsenet pour les infections d’origine ali-
mentaire (http://www.cdc.gov/pulsenet).
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bactéries, mettant a profit leur diversité [3]. Lobjectif
de cet article est de montrer le formidable potentiel des
puces a ADN dans ce domaine, mais aussi d’analyser les
raisons pour lesquelles cette technologie tarde a s’im-
planter dans les laboratoires d’analyse microbiolo-

gique.
La diversité du monde bactérien

La caractérisation de la diversité bactérienne sous-tend
toutes les méthodes d’identification. Au cours de la der-
niere décennie, notre conception de cette diversité a été
transformée par I’analyse des génomes. Au mois d’aolit
1995, la communauté scientifique a été surprise par la
publication de la séquence du génome d’Haemophilus
influenzae [4]. La séquence du génome d’une bactérie
modele était attendue, mais c’est une bactérie d’impor-
tance clinique, peu étudiée, pour laquelle n’étaient dis-
ponibles ni carte physique ni carte génétique, qui avu la
premiére ’ensemble de ses genes décryptés. La démons-
tration que le séquengage d’un génome bactérien pou-
vait étre réalisé rapidement a ouvert la porte a la systé-
matisation de son application aux bactéries patho-
geénes, qui représentent la majorité des plus de
180 séquences génomiques publiées a ce jour?. La
connaissance du génome permet le développement de
nouvelles méthodes de typage moléculaire, mais aussi
phénotypique, par la découverte d’activités enzyma-
tiques spécifiques.

Cependant, le décryptage du génome d’un isolat n’est
pas suffisant pour connaitre une espeéce. La disponibi-
lité de séquences génomiques de plusieurs souches a
permis de mettre en évidence la diversité génomique
d’une espece, non seulement au niveau du polymor-
phisme de chaque géne, mais aussi du répertoire de
génes présents. |l est possible de distinguer dans un
génome un squelette conservé entre tous les isolats
d’une espece et un ensemble d’flots qui sont spécifiques
d’un clone ou d’un lignage particulier [5]. Cette partie
variable du génome est constituée d’éléments mobiles
comme des bactériophages, des plasmides ou des
transposons, mais également de groupes de genes insé-
rés ou délétés indépendamment de tout systeme de
recombinaison spécifique. Ces génes apportent des
fonctions particuliéres a un clone, comme des fonctions
métaboliques, de virulence, de production de toxines
ou de résistance a des antibiotiques. Cette diversité
génomique explique aussi la diversité de virulence
retrouvée au sein d’une espece. Les méthodes de typage
moléculaire sont fondées sur le polymorphisme des

? http://www.genomesonline.org/
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séquences et la diversité du contenu génétique des
génomes; les puces a ADN permettent d’analyser ces
deux aspects.

Méthodes d’identification et de typage

Uidentification bactérienne nécessite I'isolement de la
bactérie sous forme d’une colonie. Cette premiere étape
peut étre difficile si I’échantillon biologique n’est pas
normalement stérile, comme un prélévement de gorge
ou un prélevement de selles. Traditionnellement, I’iden-
tification de I’espece se faisait en combinant I’observa-
tion microscopique et I’analyse phénotypique, en étu-
diant la forme et la couleur des colonies et les proprié-
tés métaboliques et enzymatiques. Cette méthode peut
étre remplacée par une analyse moléculaire soit en uti-
lisant des tests immunologiques, soit sur la base de
séquences d’ADN, par exemple aprés amplification par
PCR. Les méthodes de PCR présentent I'avantage de
pouvoir étre réalisées directement a partir d’un échan-
tillon biologique. Le géne codant pour I’ARN ribosomique
16S est un des marqueurs d’espéce les plus utilisés: il est
en effet possible de définir des amorces universelles
pour son amplification, et la comparaison de sa
séquence avec des banques de données de référence
permet de déterminer I’espéce [6].

De la méme maniére, apreés I'identification de I"espece,
les premieres méthodes de typage bactérien étaient
phénotypiques, par comparaison des antigéenes de sur-
face (sérotypie) ou analyse de la sensibilité a des bac-
tériophages (lysotypie). Durant ces vingt derniéres
années, de nombreuses méthodes de typage molécu-
laire ont été développées [7]. La valeur de ces
méthodes dépend de leur pouvoir de discrimination
entre les isolats, de leurs facilité et rapidité d’utilisa-
tion et de la reproductibilité des résultats entre diffé-
rents laboratoires. Cette reproductibilité est essen-
tielle pour I"échange des données, leur organisation
sous forme de bases de données internationales et la
mise en place de systémes de surveillance épidémiolo-
gique performants. Les méthodes considérées aujour-
d’hui comme les plus fiables sont I'analyse des frag-
ments de restriction de I’ADN chromosomique apres
migration en champ pulsé (pulsotype) et I’analyse des
séquences nucléotidiques de plusieurs genes de
ménage (exprimés dans toutes les cellules) (STML,
séquencotypage multilocus, MLST en anglais). Le pul-
sotype dépend du polymorphisme des sites de recon-
naissance par les enzymes de restriction et de I’organi-
sation du génome. Le type MLST dépend uniquement de
la vitesse d’évolution nucléotidique au sein de I’espéce
et d’éventuels transferts génétiques horizontaux.



Puces a ADN

Le principe d’une puce a ADN réside dans la reconnais-
sance, c’est-a-dire I’hybridation, entre deux molécules
d’ADN simple brin complémentaires (Figure 1).
L’échantillon (ADN ou ARN), marqué de maniére fluores-
cente, est mis en contact avec la puce portant plusieurs
milliers de sondes qui sont des fragments d’ADN ou des
oligonucléotides de séquence connue [8, 9]. Aprés
lavage du matériel fixé de maniere non spécifique, le
signal est quantifié au niveau de chaque sonde. Sa
valeur dépendra de la concentration en molécules mar-
quées complémentaires de la sonde dans I’échantillon
et du degré de complémentarité (le pourcentage d’iden-
tité) avec la sonde.

Actuellement, I’utilisation la plus courante des puces a
ADN concerne la quantification des ARN messagers d’un
échantillon (transcriptome) afin de comparer les profils
de transcription de deux échantillons obtenus dans des
conditions de croissance différentes. Dans le cadre de
I’identification bactérienne et du typage, leur utilisa-
tion est différente: ces puces permettent la détection
d’une séquence d’ADN dans un mélange, d’identifier un
polymorphisme de séquence (SNP) et de re-séquencer
un fragment d’ADN (Figure 2).

Les puces a ADN comme outils de détection

Des puces a ADN sont utilisées pour détecter un produit
de PCR et remplacent ainsi la migration sur gel en vali-
dant la spécificité de 'amplification par sa complémen-
tarité avec la sonde. Pour I’analyse d’un échantillon
simple, cette procédure est peu compétitive par rapport
a la PCR en temps réel ou a I’électrophorese capillaire.
€n revanche, dans le cas d’un échantillon complexe, les
puces a ADN permettent I’analyse simultanée d’un grand
nombre de fragments. Des puces permettant d’identifier
les bactéries présentes dans un échantillon sur la base
de I"analyse des séquences d’ARN ribosomique 16S sont
en développement dans plusieurs institutions (Figure
24). ADN total est extrait a partir d’un échantillon et
I’ensemble des ADN codant pour les ARN 16S sont ampli-
fiés, en utilisant des amorces universelles, et hybridés
sur des puces portant des sondes spécifiques de ’ARN
16S des especes recherchées. Cet outil est développé
pour la surveillance du bioterrorisme avec un ensemble
de sondes spécifiques des agents pathogénes potentiel-
lement utilisés.

Les puces a ADN pour le re-séquencage

La connaissance de la séquence complete d’un génome

est le niveau ultime de typage, mais, dans le contexte

actuel, le séquengage de chaque isolat n’est pas envisa-
geable. Des puces oligo-

€chantillon

Extraction,
amplification

N\
(araege] |

Acide
nucléique

—

Puce a ADN

Figure 1. Analyse d’acide nucléique par puce @ ADN. LADN ou ’ARN est purifié et éventuellement

Geéne Intensité

nucléotides sont donc
développées pour obtenir

aadK 6234 des informations par-
aapA 1813 . p

abfA 14 tielles sur les génomes
abh 13467 bactériens (Figure 2B).
abnA 903 Des puces sont utilisées
abrB 4471 pour le typage par MLST de
accA 763

Staphylococcus  aureus
[10]. Les sept locus ana-
lysés sont amplifiés par

I Quantification

PCR et hybridés a la puce

au lieu d’étre séquencés
un par un. La société

BioMérieux, en collabora-
tion avec Affymetrix, a été
pionniere dans le domaine
en développant des puces

amplifié & partir d’un échantillon biologique. Il est ensuite marqué de maniére fluorescente et pour I’identification de

mis en contact avec les sondes portées par la puce. Lors de cette étape d’hybridation, les acides
nucléiques marqués vont s’apparier avec les sondes ADN fixées sur le support. Une étape de
lavage permet ensuite d’éliminer les acides nucléiques marqués fixés de maniere non spéci-
fique. Finalement, la fluorescence au niveau de chaque dépot de sonde sera quantifiée au
moyen de tubes photomultiplicateurs ou d’une caméra CCD (charge-coupled device). Les
valeurs obtenues pour chaque sonde, comme indiquées sur le tableau, doivent ensuite étre trai-

tées aux moyens d’outils informatiques pour obtenir la caractérisation de I’échantillon.
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Mycobacterium tubercu-
losis et la recherche de
mutations entrainant la
résistance a I’isoniazide et
a la rifampicine [11].
’amélioration de la sensi-
bilité de la technique doit

&
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permettre d’utiliser ’ADN génomique total pour détecter
un ensemble de positions polymorphes réparties sur le
génome. Il serait alors possible d’avoir une vision globale
du génome et de pointer sur des mutations particulieres,
comme celles entrainant la résistance a un antibiotique.

Les puces a ADN pour la caractérisation génomique

Les puces a ADN sont aussi utilisées pour caractériser la
partie variable du génome d’un clone. Ces puces « biodi-
versité » portent des sondes correspondant a des genes
qui ne sont pas présents dans tous les isolats d’une
espéce (Figure 2C). Elles sont établies a partir de la com-

ADN a montré qu’elles étaient un outil de typage puis-
sant, aussi résolutif que "analyse en champ pulsé. Par
ailleurs, pour S. aureus, ces puces se sont révélées
extrémement efficaces pour 'identification des résis-
tances aux antibiotiques, avec un trés bon accord entre
les résultats d’hybridation et les résultats d’antibio-
gramme. Finalement, la confrontation des données de
phylogénie, fondée sur une analyse par MLST et la distri-
bution des genes entre les isolats, permet de mettre en
évidence des phénomeénes de transferts génétiques hori-
zontaux qui peuvent jouer un rdle important dans
I’émergence de clones hypervirulents.

paraison des séquences de
plusieurs génomes. Par
une seule expérience d’hy-
bridation, ces puces per-
mettent d’établir une
véritable empreinte digi-
tale correspondant aux
geénes présents ou absents
dans un clone. Ainsi, a la
différence de la majorité
des méthodes de typage,
les puces a ADN apportent
une information fonction-
nelle sur la nature des
génes qui différencient
deux isolats. Ces résultats
peuvent étre comparés
aux données phénoty-
piques sur les souches,
notamment en relation
avec leur virulence. De
telles puces de typage ont
été établies pour Listeria
monocytogenes, sur la
base de la séquence géno-
mique de deux isolats et
d’un isolat de L. innocua,
une espece non pathogene
trés proche de L. monocy-
togenes [12], et pour S.
aureus, en combinant les
connaissances de sept
génomes et en ajoutant
des génes de résistance
aux antibiotiques ainsi
que des génes codant pour
des toxines [13]. Dans les
deux cas, I'analyse d’une
collection de souches par
hybridation de ces puces a
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A Extraction N A Espece
d’ADN o .9 présente
* . .
’\ PCR 2 001110 Espece
v / S +i%i1s:| absente
Ehansien ADN total Amplification et marquage Détection des especes

des genes de ’ARN 16S  présentes dans I’échantillon

w
*
*
*
*

ADN souche Amplification et marquage
des produits de PCR

Re-séquencage

0

ADN de référence

*

x5
*

ADN souche Marquage de I’ADN
chromosomique

Détection des genes
présents dans le génome

Figure 2. Trois applications des puces @ ADN dans I’analyse microbiologique. A. Analyse d’une
population bactérienne mixte. Apres extraction de I’ADN, les régions codant pour I’ARN riboso-
mique 16S sont amplifiées pour toutes les bactéries de I’échantillon en utilisant des amorces
universelles correspondant a des régions conservées dans toutes les espéces. La puce porte des
oligonucléotides de séquence spécifique de chaque espéce. Apres hybridation, la quantification
du signal permet de détecter la présence de bactéries des différentes espéces représentées sur
la puce et d’évaluer leurs quantités relatives. B. Puce Affymetrix de re-séquencage

(http://www.affymetrix.com/). Ces puces portent plusieurs centaines de milliers d’oligonucléo-
p p p g

tides synthétisés in situ par une technique de photolithographie. Pour chaque base, quatre oli-
gonucléotides sont synthétisés d’apres une séquence de référence avec a la position centrale
I’'une des quatre bases, A, C, GouT. La comparaison des signaux de fluorescence pour ces quatre
oligonucléotides permet de déterminer la séquence a cette position. C. Détection de régions
chromosomiques spécifiques d’un isolat. 'ADN de la souche a analyser et un ADN de référence
sont marqués par des fluorophores ayant des propriétés spectrales différentes. La puce a ADN
est hybridée avec un mélange des deux ADN marqués. Apres analyse aux deux longueurs d’onde
d’émission de fluorescence, les sondes absentes de la souche analysée n’émettront que pour la

longueur d’onde du fluorophore de I’ADN de référence.



Transfert vers les laboratoires d’analyse

Les résultats obtenus dans les laboratoires de recherche
montrent I"apport des puces a ADN en épidémiologie
moléculaire et leur potentiel pour de nombreuses
recherches en microbiologie. Théoriquement, c’est une
technologie qui peut facilement étre automatisée et
industrialisée. Pourtant, alors que l'utilisation des
puces Affymetrix pour M. tuberculosis a été publiée en
1997, cette technologie reste tres confidentielle et il
n’existe pas de produit de typage, fondé sur les puces a
ADN, commercialisé a grande échelle. La premiére raison
a ce délai est technologique. Les méthodes développées
sont encore contraignantes et I’obtention de résultats
reproductibles nécessite un ADN génomique d’une
grande qualité. Des améliorations techniques accompa-
gnées d’une simplification de la méthode augmentant
sa robustesse sont nécessaires. La seconde raison a ce
délai est liée a la difficulté de modifier des procédures
reconnues au niveau international. Il est nécessaire
qu’une nouvelle méthode soit d’abord validée et utilisée
par les centres nationaux de référence et démontre sa
supériorité avant de voir son utilisation systématisée
dans les laboratoires d’analyse. La mise en place de
sites Web équivalents a ceux qui ont été développés pour
le MLST® devrait aussi promouvoir cette méthodologie.
Les approches génomiques d’identification présentent
un potentiel d’applications multiples et il est tres pro-
bable que les problémes technologiques seront résolus
avec industrialisation du processus, en s’accompa-
gnant d’une baisse des colits. Lidentification bacté-
rienne devrait profiter des développements liés a I'utili-
sation des puces dans d’autres domaines de la santé,
comme "analyse des tumeurs ou de la prédisposition a
certaines maladies. €n retour, les développements réa-
lisés en microbiologie clinique auront des répercussions
en microbiologie de I’environnement et en microbiologie
alimentaire.

Conclusions et perspectives

Les progres de la génomique et la prise en compte de la
génétique des populations pour les bactéries patho-
génes permettent de mieux comprendre I’évolution et la
diversité au sein des especes pathogenes. La combinai-
son d’un outil performant de caractérisation des isolats
bactériens et de bases de données internationales
ouvertes incluant des isolats d’origines trés diverses est

® http://www.mlst.net/
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'occasion d’établir de nouveaux liens entre la sur-
veillance microbiologique, la recherche clinique et la
recherche fondamentale. Outre la caractérisation des
génomes bactériens, I'application des puces a ADN pour
analyse du transcriptome a contribué de maniere tres
significative aux progrés récents dans I"étude du pro-
cessus infectieux par une meilleure compréhension de la
réponse de I’hote et du parasite et des communications
qui s’instaurent entre les deux partenaires au cours de la
maladie [14]. ¢

SUMMARY

DNA-arrays, a breakthrough in bacterial
identification?

DNA-arrays are mainly known for their application in
transcriptome analysis leading for instance to the dis-
covery of new marker genes for diagnostics and pro-
gnostics in oncology. However, DNA arrays are also used
for massively parallel analysis of DNA molecules allo-
wing their quantification, the detection of single
nucleotide polymorphisms and re-sequencing. This multi
detection system is now applied to the «old» problems
of detecting and identifying bacteria in a biological
sample and for the fine molecular characterization of a
bacterial isolate. This new tool should serve for the dia-
gnostic of an infection and for epidemiological studies
such as those performed for the control of nosocomial
infections or for the surveillance of bioterrorism
attacks. DNA arrays carrying probes for 16S RNA specific
of hundreds of bacterial species allow the identification
of bacteria within a community by a single hybridization
of amplified 16S rDNAs with universal primers and re-
sequencing DNA arrays are used for multi locus sequence
typing in a single step. Finally, the genome of an isolate
could be characterized by DNA-arrays focused on a spe-
cific question like presence of toxin or antibiotic resis-
tance genes. Up to now, DNA arrays are used in research
laboratories for the rapid characterization at the geno-
mic level of a strain collection, for evolutionary and
population genetics studies and for the characterization
of bacterial communities. Industrializing the process of
DNA-array construction and hybridization is now needed
in order to transfer this technology to hospitals and dia-
gnostic laboratories. ¢

&
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