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Résumé : Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) a staphylocoques sont causées par
I'ingestion d’aliments contaminés par des entérotoxines staphylococciques (ES), produites par
certaines souches de staphylocoques & coagulase positive. A ce jour, 35 ESs sont décrites dans la
littérature (SEA a SEI33) mais seules cing types, SEA a SEE, sont détectables en routine. Lors d'épisodes
de TIAC, il arrive régulierement qu'aucune ES de type SEA-SEE ne soit détectée alors qu'une
symptomatologie typique d'intoxication a staphylocoques a été identifiée. De plus, les données
épidémiologiques soulignent la présence fréquente d'autres genes types seg, seh et sei dans des
souches de S. aureus issues de TIAC. Il est donc impératif de disposer d'outils d'analyse et de
confirmations capables de viser une large gamme d’ESs.

La spectrométrie de masse (MS) apporte une grande spécificité d'analyse au sein de milieux complexes
et une capacité élevée de multiplexage des analyses. D’autre part, elle ne nécessite pas
obligatoirement la production d'anticorps spécifiques de chaque ES (sauf formats particuliers, type
immunocapture). Ainsi, la MS apparait comme une alternative pertinente, particulierement pour la
détection des ESs connues ou récemment décrites pour lesquelles il n'existe pas d'anticorps
spécifiques.

Lors de cette thése, une méthode par MS a tout d'abord été développée pour la quantification et la
caractérisation des huit premieres ESs (SEA-SEE et SEG-SEI) en matrice alimentaire. Cette méthode
utilise I'approche analytique la plus sensible d'apres la littérature, c.a.d. une extraction des ESs par
immunocapture (anticorps commerciaux ou produits au CEA) suivie d'une digestion trypsique
(bottom-up). La spécificité de notre méthode a permis de détecter les huit ESs dans des matrices
alimentaires, et nous avons pu atteindre une limite de détection comprise entre 0,1 et 0,5 ng/g. Ces
concentrations correspondent aux concentrations retrouvées lors des investigations d'épisodes de
TIAC. Cette méthode LC-MS a été appliquée avec succes a des matrices variées issues de TIAC, donnant
des résultats concordants avec les tests ELISA disponibles et les analyses PCR (Polymerase Chain
Reaction).

En parallele, et de maniere a mieux discriminer les variants de séquence, une quantification par
approche top-down (analyse de protéine intacte) a été développée. L'analyse top-down permet une
analyse globale de la séquence de I'ES ciblée a l'inverse de I'approche bottom-up qui ne détecte que
certains peptides. Une optimisation des parametres MS et du traitement des données a été réalisée et
un étalon interne a été sélectionné. Cela nous a permis d'obtenir, pour la SEA, une méthode de
quantification absolue avec une sensibilité proche de la technique bottom-up. La méthode a
finalement été confrontée a des analyses génomiques et ELISA lors de l'analyse de 13 souches
productrices de variants de SEA.

Enfin, nous avons souhaité élargir la quantification des ESs au-dela des huit premiéres. Ainsi nous
avons optimisé une méthode de préparation de I'échantillon sans anticorps. La méthode a été
appliquée a des ESs produites par des souches de S. aureus en milieu de culture. Nous avons pu
identifier pour la premiere fois 24 types d'ESs et plus de 162 variants. Des peptides spécifiques a
chaque type et communs a I'ensemble des variants ont pu étre identifiés. Par la suite, une méthode
de quantification « label free » a été proposée, basée sur le principe « Hi3 » ou le signal des trois
peptides les plus intenses de chaque ES est exploité. A l'aide de cette méthode, nous avons pu
identifier les ESs produites en forte quantité et établir leur cinétique de production par le S. aureus en
milieu de culture, donnant de nouvelles indications sur les ESs a rechercher en priorité lors d'épisodes
de TIAC.
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Abstract: Staphylococcal food poisoning outbreaks (SFPO) are caused by the ingestion of food
contaminated with staphylococcal enterotoxins (SE), produced by certain strains of coagulase-positive
staphylococci. To date, 35 SE are described in the literature (SEA to SEI33) but only five types, SEA to
SEE, are routinely detectable via the EN ISO 19020 standard or ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) techniques because specific antibodies are not available for all SE. During an SFPO, it regularly
happens that no SEA-SEE type SE is found even though a typical symptomatology of staphylococcal
poisoning has been identified. In addition, epidemiological data highlight the frequent presence of
other seg, seh and sei type genes in S. aureus strains derived from SFPO. It is therefore necessary to
develop analytical and confirmatory tools targeting a wide range of SE.

Mass spectrometry (MS) provides a high specificity in complex media and ability for multiplex analyses.
Moreover, it does not necessarily requires the production of specific antibodies for each SE (except for
particular formats, such as immunocapture). Thus, MS appears to be a relevant alternative, particularly
for the detection of known or recently described SE for which no specific antibodies exist.

During this doctoral thesis, a very sensitive MS method was developed first for the quantification and
characterization of the first eight SE (SEA-SEE and SEG-SEl) in food matrix. This method uses an
extraction step of SE by immunocapture (commercial or CEA antibodies) followed by a trypsin digestion
(bottom-up). The specificity of our method allowed the detection of all eight SE in food matrices. This
method was optimized to reach a limit of detection between 0.1 and 0.5 ng/g. These concentrations
correspond to the concentrations found during SFPO episodes. This MS method was successfully
applied to a variety of SFPO matrices, giving results consistent with available ELISA and PCR (Polymerase
Chain Reaction) tests.

In the meantime, in order to obtain more information on variants and their sequence, a top-down
analysis (intact protein) was developed. The top-down analysis allows a global analysis of the sequence
of the targeted SE as opposed to the bottom-up mode which only detects certain peptides. An
optimization of MS parameters and data processing was performed and an internal standard was
selected. This allowed us to obtain an absolute quantification method for SEA with a sensitivity close to
the bottom-up technique. To illustrate the interest of this new method, it was applied to 13 SEA variant-
producing strains, in parallel with genomic analyses.

Finally, we decided to extend the quantification beyond the first eight SE. Thus, we optimized a sample
preparation method that does not use antibodies. The method was applied to SE produced by S. aureus
strains in culture medium. We were able to identify 24 SE types and more than 162 variants for the first
time. Peptides specific of each type and common to all variants were identified. Subsequently, a "label
free" quantification method was proposed, based on the "Hi3" protocol, which consists in using the
three most intense peptides of each SE for the quantification. By using this method, we were able to
identify the ES produced in high quantity and to establish their kinetics of production by S. aureus in
culture medium, giving new indications on the priority SE during SFPO.




Remerciements

Ce travail de thése a été réalisé au sein du Laboratoire d'Etudes du Métabolisme des
Médicaments (LEMM) du Commissariat a |'énergie atomique et aux énergies alternatives
(CEA) de Saclay et dans I'unité Staphylococcus, Bacillus, Clostridium (SBCL) de I’Agence
nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES) de
Maisons-Alfort. Je tiens a tout d’abord a remercier Frangois Fenaille responsable du LEMM et
Jacques-Antoine Hennekinne chef de I'unité SBCL, pour m’avoir permis de bénéficier des
moyens techniques et des compétences humaines et scientifiques au cours de ces trois années
dans leurs laboratoires respectifs.

Je voudrais également remercier I'’ensemble des membres du jury, Laurence Sabatier et Yves
Le Loir en tant que rapporteurs, Julien Masquelier et Guillaume van der Rest en tant
gu’examinateurs, pour avoir accepté de faire partie de ce jury de these et pour le temps
consacré a |'évaluation de ce travail.

Mes plus vifs remerciements vont a mes deux encadrants : Frangois Becher mon directeur de
these aux cotés duquel j’ai appris tellement de choses grace a son expertise scientifique et a
son immense implication dans ce travail; et Yacine Nia, pour son soutien et sa confiance
accordés tout au long de ma these. Merci a vous deux pour vos encouragements ainsi que
pour I'ensemble des conseils que vous m’avez donnés durant mon doctorat.

Je tiens a remercier Julia Chamot-Rooke de I'Institut Pasteur de Paris et Thomas Berger
d’Agroscope, situé a Berne, pour les discussions et leur implication lors des comités de suivi
de these.

Aussi, je voudrais remercier Stéphanie Simon pour la collaboration que nous avons eue avec
le Laboratoire d'Etudes et de Recherches en Immunoanalyse (LERI) du CEA de Saclay qu’elle
dirige, et de ces conseils lors des comités de suivi de thése. De plus, j'ai eu le plaisir de
travailler avec Cécile Feraudet-Tarisse lors de cette collaboration, a qui je voudrais dire un
grand merci pour le temps qu’elle a consacré a m’expliquer I'immunologie et pour sa
disponibilité.

Un immense merci a toute I'équipe Staphylococcus de I’ANSES, Florence, Sabine, Isabelle,
Anne-Cécile, Laurence, Pascal, Marina, Catherine, Abdou, Noémie, Abdel, Rémi et les
anciens Manon, Clément, Berivan, Déborah, Barthélémy pour leur aide, leurs conseils avisés
en biologie, leur gentillesse et leur bonne humeur au laboratoire.

Je tiens également a remercier I'équipe du SATAL de I’ANSES et tout particulierement Samy
pour sa bonne humeur et de nous avoir sauvés a plusieurs reprises quand on avait oublié de
faire les commandes de BHI... ainsi que I'équipe de Bacillus, Clostridium dirigé par Olivier
Firmesse avec qui j'ai pu échanger durant toute cette période sur des problématiques de
biologie et de place de moto ! Dans la méme équipe je tiens a remercier chaleureusement
Sophie avec qui j’ai eu la chance d’échanger : encore merci pour tous tes bons conseils en
protéomique. J'aimerais remercier Julien, Ronel et Vincent de I'unité PBM pour m’avoir
partagé leur connaissance en spectrométrie de masse. Un grand merci a Madeleine pour les
discussions de thésards (enfin quelqu’un qui me comprend !) bon courage pour la fin et Mai



Lan pour ta bonne humeur, les discussions autour d’'un café dans I'open space et ta
bienveillance.

Je souhaiterais remercier Amine et Nina, les deux stagiaires de M2 que j’ai eu la chance
d’encadrer. Ca n’a pas toujours été facile entre les confinements et les pannes du Qex, mais
vous avez tenu bon. Bonne chance pour vos theses, ce n’est pas si terrible que ¢a.

Et non Kevin je ne t’ai pas oublié, merci d’avoir toujours été la du début a la fin. J’ai toujours
pu compter sur ton aide dans nos recherches. Nous nous sommes tres vite fait confiance et
c’est ce qui a cimenté notre duo de choc. J'ai toujours apprécié nos discussions sur tout et rien
comment sur créer une entreprise au Salvador ou sur tes analyses du cours du Bitcoin. Encore
un grand merci pour ton aide et ton soutien.

Je voudrais remercier tout le personnel du Service de Pharmacologie et Immunoanalyse dirigé
par Christophe Junot et plus particulierement le laboratoire du LEMM avec Frangois, Jihene,
Florence, Sophie, Céline, Emeline, Benoit, Anne-Laure, Sylvain, Jean-Claude, Ana-Rita,
Thibaud, Anais, Paloma, Vincent, Anne-Sophie, Ahmad, Marie-Frangoise, Sadia, Antoine,
Alain, Frédéric, Etienne, Eric et les ancien Daniel, Christelle, Yasmina, Helene, Nihel, Thais,
Sandrine, Les anciens de medDay, mais également Jessica pour m’avoir supporté comme
voisin de bureau. Merci également a Maxence pour avoir su ajouter un peu de classe et
d’élégance a ce bureau, et pour les pauses café bien méritées.

Je ne pouvais faire I'économie d’'un grand merci a la team Julien, Chloé, Justyna, Marie et
Kathleen pour tous les bons moments au travail ou en soirée. Et oui : j'aime bien les accras de
morue. Et non : je n’irai plus chez Saadi I'artiste pour ma coupe de cheveux. Encore un grand
merci pour votre soutien et votre bonne humeur.

Je tiens également a remercier mes professeurs de master Christophe Mariller et Coralie
Bompard pour m’avoir poussé sur la voie du thésard.

Je remercie également mes parents de m’avoir permis d’arriver jusque-la grace a leurs
encouragements. Ainsi que mes freres et ma sceur qui m’ont toujours poussé de I'avant et ont
toujours cru en moi. Il y a aussi mes amis du Nord et d’ailleurs, que je reviens voir le plus
souvent pour décompresser de la vie parisienne : merci d’avoir toujours été la.

Et finalement, merci Violaine pour avoir été présente a mes c6tés durant ma these. Qui aurait
cru que lors de ce stage de M1 je rencontrerai la thésarde avec qui je partage ma vie depuis
plus de 4 ans. Merci pour ta complicité, ton soutien, ton aide précieuse au quotidien et enfin
pour tout ton amour.



Table des matieres

I Introduction 18
I.LA Entérotoxine staphylococcique (ES) 19
LAl Historique et généralités 19
LA.1.1 Découverte du S. aureus 19
.A.1.2 Découverte des entérotoxines staphylococciques 19
.A.1.3 Effet des entérotoxines staphylococciques 21
.A.1.4 Diversité des entérotoxines staphylococciques 22
I.A.1.5 Structure des différentes entérotoxines staphylococciques 24
.A.1.6 Genes des entérotoxines staphylococciques 24
I.A1.7 Mécanisme de I'activité des entérotoxines staphylococciques 27
ILA.1.7.1  L'activité émétique 27
I.LA.1.7.2  L’activité super antigénique 28
I.A.1.8 Production des entérotoxines staphylococciques dans la matrice alimentaire 29
I.A.2 Toxi-infection alimentaire collective (TIAC) 30
.A2.1 TIAC a Staphylocoques dans I'Union européenne 31
.A2.2 TIAC a Staphylocoques en France 32
.A2.3 Les conditions de déclenchement d’une TIAC a staphylocoques 33
.A.2.4 Processus de déclaration d’une TIAC 35
I.A.2.5 Impact économique des TIACs a S. aureus 36
I.B  Techniques d’analyse des échantillons impliqués dans une TIAC a SCP 38
1.B.1 Outils de détection du SCP et des genes de pathogénicités 38
1.B.1.1 Détection des staphylocoques a coagulase positive (SCP) 38
1.B.1.2 Analyse de ’ADN par PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis) 39
1.B.1.3 Analyse de ’ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction) 39
1.B.1.4 Analyse de ’ADN par séquengage génomique WGS (Whole Genome Sequencing) 40
I.B.1.5 Analyse de TARNm par qRT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) ___ 41
1.B.2 Outils de détection des entérotoxines staphylococciques 42
[.B.2.1 Analyse des entérotoxines staphylococciques par la norme NF EN I1SO 19020 42
[.B.2.2 Analyse des entérotoxines staphylococciques par les méthodes ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) 43
1.B.2.3 Analyse des entérotoxines staphylococciques par les tests de flux latéral LFA (Lateral flow
assay) 46
1.B.2.4 Analyse des entérotoxines staphylococciques par la méthode agglutination passive
inversée au latex : RPLA (reversed passive latex agglutination) 47
I.B.2.5 Analyse des entérotoxines staphylococciques par la méthode de résonance plasmonique
de surface ou SPR (Surface plasmon resonance) 47
[.B.2.6 Analyse des entérotoxines staphylococciques par les techniques des immuno-empreintes
(Western Blot : WB) 47
1.B.2.7 Analyse des entérotoxines staphylococciques par la méthode de cytométrie en flux____ 48
1.B.2.8 Analyse des entérotoxines staphylococciques via I'utilisation d’Aptameéres (Aptamer) __ 48
1.B.2.9 Analyse des entérotoxines staphylococciques par les tests sur animaux 49
|.B.2.10 Détection des entérotoxines staphylococciques par LC-MS 50
I.C  Analyses protéomiques par spectrométrie de masse, applications aux ESs 51
I.C.1 Principe de la spectrométrie de masse (MS) 51
.C.1.1 Instrumentation 52
I.C.1.1.1  Source d’ionisation 52
I.C.1.1.2  Analyseur 53
I.C.1.1.3  Détecteur 54
I.C.1.1.4  Fragmentation 54
I.C.1.1.5 Instrument utilisé durant les travaux de thése 55
I.C.2 Apport de la spectrométrie de masse pour I'analyse des protéines et stratégies analytiques __ 56
[.C.2.1 Stratégie analytique et mode d’acquisition des données 57
I.C.2.1.1  Stratégie bottom-up 57




I.C.2.1.2  Stratégie top-down 60
1.C.2.2 Les modes d’acquisition des données pour la protéomique (LC-MS) 62
I.C.2.2.1  Mode Selected Reaction Monitoring (SRM et MRM) 63
I.C.2.2.2  Mode parallel reaction monitoring (PRM) 64
I.C.2.2.3  Mode Data Dependent Acquisition (DDA) 66
I.C.2.2.4  Mode Data-independent acquisition (DIA) 67
I.C.3 Analyses protéomiques en matrices complexes 68
1.C.3.1 Effets de matrice et normalisation du signal 68
1.C.3.2 Préparation d’échantillons 69
.C.3.2.1 Gel SDS-PAGE 69
I.C.3.2.2  Précipitation protéique (séparation en fonction du point isoélectrique) 70
I.C.3.2.3  Filtration / dialyse 70
I.C.3.2.4  Single-Pot Solid-Phase-enhanced Sample Preparation (SP3) 71
I.C.3.2.5  Chromatographie liquide et SPE pour le fractionnement 71
I.C.3.2.6  L'immuno-enrichissement ou immunocapture 72
I.C.4 Les approches de quantification par spectrométrie de masse 74
1.C.4.1 Quantification relative par spectrométrie de masse 74
I.C.4.1.1  Quantification relative par comptage spectral (sans marquage). 75
I.C.4.1.2  Quantification relative par marquage isotopique de I’échantillon 75
1.C.4.2 Quantification absolue des protéines 77
1.C.4.3 Quantification par un étalon non marqué aux isotopes stables 78
I.C.4.3.1 Gamme d’étalonnage externe 78
I.C.4.3.2 Gamme d’étalonnage par ajout dosé 79
I.C.4.4 Quantification par un étalon marqué aux isotopes stables 80
I.C.4.4.1 Peptides alourdis « AQUA » 81
I.C.4.4.2  Quantification concatamer « QconCAT » 82
I.C.4.4.3  Protein Standard Absolute Quantification « PSAQ » 82
1.C.4.5 Quantification absolue sans étalon dédié. 83
I.C.4.5.1 Quantification par I'intensité du pic chromatographique 83
I.C.4.5.2  Méthode Hi3 84
I.C.4.5.3 Lindice d'abondance des protéines (PAl) 84
I.C.4.6 Validation des méthodes de quantification absolue 85
I.C.5 Détection des entérotoxines par spectrométrie de masse 85
I.C.5.1 Les premieres analyses en LC-MS des entérotoxines 85
I.C.5.2 Analyse des ESs par LC-MS apres culture de S. aureus 86
[.C.5.3 Analyse des ESs par LC-MS dans les matrices biologiques 87
[.C.5.4 Analyse des ESs par LC-MS dans les matrices alimentaires 87
I.D Conclusion de I’étude bibliographique et objectifs de la thése 90
Il Résultats & Discussion 94
ILA Résultats partie A: Détection et quantification des ESs dans les matrices alimentaires par
immunocapture par protéomique bottom-up multiplexe 95
ILA.1  Introduction partie A 95
IILA.2  Article 1: Quantitative Determination of Staphylococcus aureus Enterotoxins Types A to | and
Variants in Dairy Food Products by Multiplex Immuno-LC-MS/MS. 97
IILA.3  Conclusion et discussion de I'article 1 114
ILA.4A  Etudes complémentaires en lien avec I'article 1 115
.A.4.1 Affinité des anticorps monoclonaux et cas des variants de séquence 115
I1.A.4.2 Affinité des anticorps polyclonaux et cas des types, extension de la méthode a la toxine
SEP 118
.A.4.3 Analyse d’échantillons réels 123
lLA.4.3.1 Echantillons issus d’autocontroles 123
ILA.4.3.2  Echantillons issus de TIACs 124
IILA.5  Conclusion et perspective partie A 126
I.B Résultat partie B : Analyse top-down des entérotoxines staphylococciques 129
II.LB.1 Introduction partie B 129
11.LB.2  Article 2 Top-down mass spectrometry for trace level quantification of enterotoxin variants. 131
II.B.3  Conclusion et discussion de I'article 2 162




II.LB.4  Etudes complémentaires en lien avec I'article 2 163
11.B.4.1 Optimisation de I'élution des toxines 163
11.B.4.2 Analyse par protéomique top-down des protéines SEA, B, C, D, EetrA, rG, rH, rl en
tampon. 164

11.B.5 Conclusion et perspective partie B 172

Il.C Résultats partie C : Détection et quantification d’un large panel d’entérotoxines sans

I'utilisation d’anticorps, et applications. 173
II.C.1  Introduction partie C 173
II.C.2  Article 3: Multiplex detection of 24 staphylococcal enterotoxins in culture supernatant using
Liquid Chromatography coupled to High Resolution Mass Spectrometry (LC-MS) 175
II.C.3  Conclusion et discussion de I'article 3 200
I.C.4  Etude cinétique d’expression des ESs dans du milieu de culture BHI 202

.c.4.1 Protocole de cinétique de production des ESs. 203

I1.C.4.2 Sélection des souches de S. aureus 203

11.C.4.3 Résultat de la croissance bactérienne 204

1.C.4.4 Résultats des cinétiques de production des ESs 205

I.C.5 Conclusion et perspective partie C 209

Il Conclusion 210
Annexes 217

Références 253




Table des figures

Figure 1 Arbre phylogénétique des entérotoxines, en rouge les toxines appartenant au groupe
SEA, en noir les toxines appartenant au groupe SEB, en vert les toxines appartenant au groupe

SEl et en bleu les toxines n’appartenant a aucun groupe. Proposer par Dong-Liang Hu et al

Figure 2 Structure tridimensionnelle des entérotoxines de type SEA>8, SEB>°, SEC2C, SEC3°?,
SEG®2, SEH®3, SEI®4, SEK>3 provenant de la revue de Hennekinne et al, 2012% ..........c.cco....... 24
Figure 3 Mécanisme physiologique, proposé par Fisher et al, 2018%, & l'origine des
vomissements induits par 1es eNtérotoXiNes. .........coccviieeiiiiiee e e 27
Figure 4 Mécanisme de l'activation de la réponse antigénique par les entérotoxines : A)
activation superantigénique (a gauche) et activation antigénique normal (a droite) se liant au
CMH de classe Il de I'APC et au récepteur des cellules T. B) Activités superantigéniques des
enterotoxines (SAg), qui induisent une production massive de cytokines et provoquent ensuite
une inflammation et un choc toxique chez les humains et les animaux. APC, cellules
présentatrices d'antigénes ; MHC, complexe majeur d'histocompatibilité ; TCR, récepteur
d'antigénes des cellules T. Proposé par Dong-Liang Hu et al, 2021°0.........cccovvveervecreereecnenne, 28
Figure 5 Fréquence des agents associés a des foyers de TIACs confirmés, par type alimentaire,
dans les Etats membres de I'UE déclarants, chiffre sur ’lannée 2019 (EFSA 2021)97............. 30
Figure 6 Graphique des quantités de SEA dans le lait, ingérée et provoquant des symptémes
pour 44 cas. Asao €t @l 2003 ........oviiiiiieiieicirreeee e e e e e e e s r e e e e e e e e aarrarees 31
Figure 7 Répartition des foyers de TIACs confirmés, par lieu d'exposition et par agent causal,
dans les Etats membres de I'UE déclarants, 2019 (EFSA 2021)107 ........oouiioeieeeeeeeeeeeeenanns 32
Figure 8 Nombre de TIACs déclarées en France entre 1987 et 2019 (SPF 2021)%0 ................ 32
Figure 9 Nombre de TIAC selon I'agent pathogéne suspecté ou confirmé en France entre 2006
€1 2009 (SPF 2021) coiiieeeeiie ettt eetee ettt e sttt e e st e st e e st e e st e e e aa e e e ta e e e baeeeraeeebaeennreeennres 33

Figure 10 Exemple d’une contamination par le S. aureus d’un aliment provocant une TIAC. 34

Figure 11 Organigramme du systéme de déclaration des TIACSa SCP .......ccccceeeeeeeeeccnrnnnenn. 36
Figure 12 Schéma de fonctionnement de la méthode PCR (origine addgener protcols) ........ 40
Figure 13 Schéma de fonctionnement de la méthode WGS.........coceeeeeeiieiiciivieeeeee e, 41

Figure 14 Schéma des 4 modes les plus classiques de fonctionnement de la méthode ELISA43

Figure 15 Schéma de fonctionnement de la méthode LFA proposée par la NASA ................. 46


file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455030
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455030
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455030
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455030
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455035
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455035
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455038
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455038
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455041
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455044

Figure 16 (a) Bille (b) AC de capture anti-entérotoxine (c) entérotoxine (d) AC de détection
anti-entérotoxine biotinylée. (e) SA-PE. Provenant de Shepelyakovskaya et al en 2020 ....... 48
Figure 17 Mesure des concentrations de SEA, SEB, et SEH dans un mélange incubé avec des

AC de détection biotinylés et révélées avec SA-PE. Provenant de Shepelyakovskaya et al en

2020 ettt h e a e bt et ea e e b e et ekt e bt et e eheeehe et e eh e e e be e besaeenhe e neeatenaeenee 48
Figure 18 Description d'un spectrometre de MasSe ......ccivvcvieeiiriiiie e saee e 52
Figure 19 Description par Gates et al 2014 d’une source d’ionisation ESI .........ccccccveevvvnnennnn. 52
Figure 20 Schéma descriptif d’'un analyseur Orbitrap Thermo Fisher Scientific...................... 54

Figure 21 Fragmentation sur les liaisons peptidiques induisant des ions fragments Roepstorff

L FORIMAN €N 1984 ...t e e st e e s sbe e e s s sabbe e e s s abeaeeenneaes 55
Figure 22 Description par Gates et al 2014 d’une cellule de collision de type HCD................ 55
Figure 23 Représentation schématique d'un Q Exactive par Michalski et al 2011.................. 56

Figure 24 Réaction chimique du DTT et I'lAA sur les ponts disulfures Fremout et al, 2014.... 58
Figure 25 Fréquence des sites de coupure de la trypsine pour les 45 paires d'acides aminés
d'apres Rodriguez et al, 2008.........coeeieiiiieiiiiieeecciiee et e e e e e e sree e e e e e e e e e e e e srre e e e e nneees 59
Figure 26 (A) Spectre full MS de deux protéines avec le profil d’état de charge. (B)
Déconvolution du spectre full MS indiquant la masse exacte des deux protéines. Figure
proposée par Marty et al, 2020178 ........ooeiieeeceeeeee ettt 60
Figure 27 (A gauche) spectre full MS? d’une protéine avec les rapports m/z des fragments
observés. (A droite) identification des fragments permettant le séquengage protéique. Figure
proposé par Kafader et al, 2020.......ccoeii oo e e e e e e 61

Figure 28 Description schématique de I'approche bottom-up et top-down. Adapté de scherl et

B PRSP USPOPRRPRROTRN 64
Figure 31 Vue d'ensemble de la méthode LC-PRM-MS en mode MSX (N=3). .....ccccvvreeernennnn. 65
Figure 32 Vue d'ensemble de la méthode LC-PRM-MS en mode broad-band........................ 65
Figure 33 Vue d'ensemble d’un cycle de la méthode LC-DDA-MS (N=3). ...cccovreeeirieeeecnnnnnnn. 66
Figure 34 Vue d'ensemble d’un cycle de la méthode LC-DIA-MS...........ccooevvvmrrerereeerieciinrnennnn. 67
Figure 35 Protocole FASPe proposé par Erde et al 2014 ........coovviiieiiiiiieeeiieee e 71

10


file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455045
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455045
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455046
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455046
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455046
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455049
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455052
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455053
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455056
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455056
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455056
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455057
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455057
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455064

Figure 36 Schéma du plan expérimental de Shi et al 201223 pour le fractionnement du plasma
humain Par COIONNE CL8. ......ciiiieiee et e e e e s bae e e s s abae e e e nbraeeeenanees 72
Figure 37 Protocole de préparation des échantillons basé sur I'immuno-enrichissement
multiplexé proposé par DUPré et al, 2015 ......oooiiiiiiiiiiiie e e 74
Figure 38 Les 3 méthodes de quantification relative avec marquage isotopique : SILAC, ICAT,
H,'80 proposé par Aebersold et al, 2003207 ..........ooeeeieeeeeeeeeeeeeee et 76

Figure 39 Méthode de quantification relative avec marquage : iTRAQ proposé par Sciex..... 77

Figure 40 Représentation de la justesse et de la fidélité en schéma.........cccccvveireiieeeccinnenn. 77
Figure 41 Méthode de quantification par étalonnage externe .......ccccocceeeevcveeeeeciveeecscveennn, 79
Figure 42 Méthode des ajouts dosés proposé par INRS MétroPol...........cccccveeeeviiieeeeccnnennnn. 79

Figure 43 Trois stratégies de quantification absolue PQSA, QconCAT, AQUA peptide proposé
PAr Brun €t @l, 2009.......oeiiee ettt e e e e e e e e e e e s et raaeeaeeenannrreraees 80

Figure 44 Principe général de la quantification par méthode QconCAT, proposé par Pratt et al

Figure 45 Formule de quantification de I'analyte par la méthode Hi3.........ccccceeveiveveiinnennnn. 84
Figure 46 Alignement de séquence des 4 variants de SEA par le logiciel Clustal Omega version
1.2.4. Le peptide signal est en surlignage jaune, les mutations par rapport au variant de
référence SEAs3 sont en bleu. Les * indiquent une homologie, les autres symboles indiquent
une absence d’ hOmMOIOZIE. ... e e e e e e e e e e e e e 116
Figure 47 Séquence de la toxine SEB (Uniprot P01552) avec la position des fragments b et y
ODSEIVES. <.t e et e s e e s e e s e e e e sanee e 165
Figure 48 Séquence de la toxine SEC (Uniprot P34071) avec la position des fragments b et y
ODSEIVES. <.t e st e e s be e e e e nanee e 165
Figure 49 Séquence de la toxine SED3 (provenant du souchier de I’ANSES) avec la position des
fragments D et Y ODSEIVES. .......uiieeee e e e e e e e e e e e e ena e ae s 166
Figure 50 Graphique de prédiction du peptide signal de la toxine SEE par le logiciel SignalP
version 4.1. Le C-score permet de distinguer les sites de clivage du peptide signal, le Y-score
indique les potentielles positions de fin du peptide, le S-score est une prédiction lissée du site
de clivage provenant du C-SCOIe BIrUt. .......ccooviiiiiiiiiiiee et e e 166
Figure 51 Séquence de la toxine SEE (Uniprot P12993 + SEK) avec la position des fragments b
LY Vo] s 1] V=TT PSR U P PPN 167

Figure 52 Déconvolution du signal de rSEA et schéma de la molécule AEBFS. ..................... 167

11


file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455066
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455066
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455069
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455071
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455072
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455072
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455073
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455073
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455074
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455075
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455075
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455075
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455075
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455079
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455079
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455079
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455079

Figure 53 Séquence de la toxine rSEA (Uniprot POAOL2 + tag his) avec la position des fragments
D B1 Y ODSEIVES. oo e et e e e e abae e e e nneees 168
Figure 54 Séquence de la toxine rSEG (Uniprot POAOL8 + met + tag his) avec la position des
fragments b ety ODSEIVES. .......eviiiie e 168
Figure 55 Déconvolution du signal de rSEH et schéma de la molécule AEBFS. ..................... 169
Figure 56 Séquence de la toxine rSEH (Uniprot Q6VAMS8 + met + sans tag his) avec la position
des fragments b €t Y ODSEIVES. .......oii i e s e s s aae e e e e e 169
Figure 57 Déconvolution du signal de rSEH et schéma de la molécule AEBFS. ..................... 169
Figure 58 Séquence de la toxine rSEl (Uniprot Q7X0E6 + met + tag his) avec la position des
fragments b et y observés et en bleu le recouvrement de séquence en analyse bottom-up (par
AIZESTION LIYPSIGUE).ueiiiieeeiiiee ettt e e e s e e e et e e e e baeeeesabaeeeesasaeaeennns 170
Figure 59 Probabilité d’observer les fragments b en fonction de I'acide aminé précédent,
d’aPres IVES €t @l 2020.....ccccuiiieeciieee ettt et e e e e s e et e e e r e e e e s nabaeeeeearaeeeeanns 170

Figure 60 Spectre de fragmentation de la toxine SEB, identification des fragments majoritaires

Figure 61 Probabilité d’observer les fragments y en fonction de I'acide aminé précédent,
d’apres IVES €1 @l 2020........uiiiiee e e e e e s e e e e e s e nnraaa e e aaaaean 171
Figure 62 Spectre de fragmentation de la toxine rSEA, identification du fragment b11 ...... 172
Figure 63 Graphique logarithmique représentant la cinétique de croissance bactérienne des 6
souches étudiées par la densité optique (DO) sUr 24h. ......cccvveeeeeeeeeeiiciirreeeee e 204
Figure 65 Représentation graphique de la quantité d’ESs produites au cours de la cinétique
par type de profils. Figure A comparaison entre deux souches productrices de SEB
représentant le premier profil, Figure B comparaison entre deux souches productrices de SEQ
représentant 1€ SECON Profil..........eeeeeiiiiiiiiiiiiee e e e e r e e e e e eeannes 206
Figure 64 Cinétique de production des ESs par la souche 05CEB52, I'axe vertical de droite
représente la concentration des ESs en ng/mL de BHI et I’axe vertical de gauche représente la
DO a 600nm avec une échelle logarithmique. Le cadre noir représente le zoom du deuxiéme
F={ = [o] Y[ [V TSP 206
Figure 66 Figure A production de SEG, SEl et SEM par la souche 15SBCL1151, Figure B
production de SEG, SEl et SEM par la souche 05CEB52. Représentant le troisieme profil. .. 207
Figure 67 Graphique théorique représentant les trois profils identifiés pour la production des
ESs, et en noir [a production de S. QUIEUS......ccovvviiiiiiiiiie i 207

Figure 68 : Protocole d’extraction des ESs sans anticorps (AP agent précipitant) ................ 220

12


file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455086
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455088
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455088
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455090
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455090
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455094
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455094
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455094
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455094
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455096
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455096

Figure 69: Résultat des gammes de sensibilité des 8 ESs dans le lait par la méthode gel SDS-

PAGE ...ttt ettt b e a et bt e sh et e bt e sa et e beeeht e e bt e saaeeteenareen 221
Figure 70 Cinétique de production des ESs par la souche 15SBCL1151 ......ccccvveeeevreeeeennnnen. 249
Figure 71 Zoom Cinétique de production des ESs par la souche 15SBCL1151............cc......... 249
Figure 72 Cinétique de production des ESs par la souche 17SBCL693 .........cccvveeeeivveeeenneen. 250
Figure 73 Cinétique de production des ESs par la souche 09CEB303.........ccoccveeeerciveeeesnnnnnn. 250
Figure 74 Cinétique de production des ESs par la souche 46A.........cccoccveeeiviciieeeeniieeeeennne 251
Figure 75 Cinétique de production des ESs par la souche 18SBCL855 .........cccceeeeevreeeeennneen. 251
Figure 76 Zoom cinétique de production des ESs par la souche 18SBCL855 ............ccceeueeee. 252

13


file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455098
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455098
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455099
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455100

Table des tableaux

Tableau 1 Référencement des entérotoxines en fonction de leur année de découverte....... 20
Tableau 2 La liste des Entérotoxines staphylococciques pour lesquelles une activité émétique
A 618 deMONLIEE SUI ANIMAUX .cciiiiiiieieiiieeeeriteeeesiieeeesstreeessbreeeessabaeesssbteeesssssaeeesssseeessnsseees 21
Tableau 3 Localisation chromosomique des genes codant pour les entérotoxines
3 =1 0] 214 oY oloYolol o [V TP SURRNt 25
Tableau 4 Facteurs affectant la croissance et la production d'entérotoxines par Staphylococcus
aureus (Tatini, 1973)10% L ettt ettt et e et eae et et et e e re et 29

Tableau 5 Apergu des spectrometres de masse les plus couramment utilisés (Junot et al 2014)

Tableau 6 Site de coupure des principales enzymes utilisées pour I'analyse des protéines par
Y oJTetd fol 0 [ A A =l [l 4 = F Y USSR 60

Tableau 7 Entérotoxines étudiées par MS issues d’'une production par le S. aureus dans un

MILEU AE CUITUI. e e e st e e s st e e e s s e e e e e naneees 86
Tableau 8 Entérotoxines étudiées par MS dans des matrices biologiques. ........ccccceeeevvreennn. 87
Tableau 9 Entérotoxines étudiées par MS dans des matrices alimentaires.......ccccccoeeeunnneenn. 89

Tableau 10 Détection des variants pour les toxines SEA, SEB, SEG, SEH et SEl provenant de 38
souches (colonne de gauche) avec les méthodes ELISA monoclonaux (colonne du milieu) et
Immunocapture LC-MS (colonne de droite). Le numéro indique la présence du gene et la
référence du variant, la couleur verte indique que la méthode a identifié la toxine et le rouge
(= aTo] g W 1= (=T o o PP PP PP TPPPRRP 117
Tableau 11 Matrice d’identité de 26 types d’ESs avec des séquences provenant d’Uniprot,
rouge >84%, bleu entre 70-84%, vert entre 60-70%, marron entre 50-60%, blanc <50%
(o e 1= oY =T PO OSSP PP UPRRUPPRPPPRN 119
Tableau 12 Analyse ELISA des réactions croisées des anticorps polyclonaux anti-SEA et anti-
SEE contre les toxines SEA, SEE et SEP. Standard concentré a 20 ng/mML.....ccccccevvvveeveeeennenn. 120
Tableau 13 Résultat de la sélection et de I'optimisation des peptides de SEP...................... 121
Tableau 14 Analyse LC-MS des réactions croisées des anticorps polyclonaux anti-SEA et anti-
SEE contre les toxines SEA, SEE et SEP. Etalon concentré a 20 ng/mL. Si détection positive, la
toxine identifiée st INAIQUER. ....ccovuiiiiiiiiiee e s ssbaeee s 122
Tableau 15 Analyse par immunocapture LC-MS des réactions croisées de I'anticorps

commercial monoclonal MBS211928 anti-SEA a SEE, avec les pourcentages d’affinité indiqués

14


file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455015
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455015
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455016
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455016
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455020
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455020
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455020
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455020
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455020
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455021
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455021
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455021
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455025
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455025

par le fabricant par rapport a SEB. Ac Spé SEB et SEl sont les anticorps spécifiques de la
méthode de I'article 1. En vert la détection des toxines, en vert claire la détection des toxines
avec peu d’intensité. Les 8 étalons sont surchargés a 20 Ng/ML.....cccccccvvveevveeecieecieeeeieeens 122
Tableau 16 Résumé des résultats obtenus sur les autocontrbles avec les différentes
méthodes : dénombrement, PCR, ELISA, €t LC-IMS........iieeeee e 124
Tableau 17 Résumé des résultats obtenus pour les échantillons de TIACs avec les différentes
méthodes dénombrement, PCR, ELISA, €t LC-IMS..... ..o 126
Tableau 18 Résultats et conditions de ['optimisation de I'élution de la SEA apres
[[aala10Tg oot o) (U1 T 164

Tableau 19 Souches sélectionnées avec les genes des ESs identifiés par WGS .................... 203

15


file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455025
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455025
file:///C:/Users/dbsle/Desktop/Cor%20220107%20These%20Donatien%20Lefebvre.docx%23_Toc92455025

Liste des abreviations

AB50 Ammonium bicarbonate 50 mM

AB500 Ammonium bicarbonate 500 mM

Ac Anticorps

ACN Acétonitrile

ADN Acide désoxyribonucléique

AF Acide Formique

ANSES Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I’Alimentation, de I'Environnement et du travail
ANSM Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé
ARNmM Acide RiboNucléique messager

BHI Brain Heart Infusion

BSA Bovine Serum Albumin

CDC Center of Disease Control

CE commission européenne

CEA Commissariat a I'énergie atomique et aux énergies alternatives

CID Collision-induced dissociation

CMH complexe majeur d'histocompatibilité

CPA cellules présentatrices d'antigenes

Da Dalton

DD(CS)PP  direction départementale de la cohésion sociale et de la protection des populations
DDA Data Dependent Acquisition

DGAL Direction générale de I'alimentation

DIA Data-independent acquisition

DO Densité Optique

DTT Dithiothréitol

EFSA Autorité Européenne de Sécurité des Aliments
ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

EN European Norm

ES Entérotoxines Staphylococciques

ESI Electrospray lonization

HCD High energy collision dissociation

Hi3 High three ion intensity approach

IAA lodoacétamide

IS standard interne / étalon interne

ISO International Standard Organization

kV kiloVolt

LB lysogeny broth

LC-MS Chromatographie Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse
LFA Tests de flux latéral

LNR Laboratoire National de Référence

LOD Limit Of Detection

LLOQ Low Limit Of Quantification

LRUE Laboratoire de Référence de I’'Union Européenne
LSAI Laboratoire de Sécurité des Aliments

m/z Rapport masse (m) sur charge (z)
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MALDI Désorption-lonisation Laser Assistée par Matrice

MSXn multiplex

NAuRA Nice automatic Research of alleles

oD Optical Density

PCR Polymerase Chain Reaction

PFGE Pulsed-field Gel Electrophoresis

pH Potentiel hydrogéne

PRM Parallel Reaction Monitoring

PSAQ Protein Standard Absolute Quantification
PTM modifications post-traductionnelles
RPLA Rapid latex agglutination

rpm rotation par minute

RT-PCR Reverse Transcriptase Polyerase Chain Reaction
S. aureus  Staphylococcus aureus

SBCL Staphylocoques, Bacillus, Clostridies

SCpP Staphylocoques a Coagulase Positive
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SE Staphylocoque Enterotoxin

SM Spectrométrie de Masse

SP3 Single-Pot Solid-Phase-enhanced Sample Preparation
SPE solid-phase extraction

SPF Santé Publique France

SPR Résonance plasmonique de surface
SRM/MRM Selected Reaction Monitoring

TCA Acide trichloroacétique

TCR récepteur d'antigene des cellules T

TFA Acide trifluoroacétique

TIAC Toxi-Infection Alimentaire Collective
TOF Time of flight

TSB Tryptic Soy Broth

WB Western blot

WGS Whole Genome Sequencing
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|.A Entérotoxine staphylococcique (ES)

I.LA.1 Historique et généralités

[.A.1.1 Découverte du S. aureus

En 1878, Robert Koch, un médecin allemand, décrit pour la premiere fois des grappes de
coques dans du pus d’origine humaine. Dans la décennie suivante (1881), Alexander Ogston
professeur de médecine écossais, propose le nom “Staphylococcus” et différencie
Staphylococcus de Streptococcus. Vaughan et Sternberg décrivent en 1884 pour la
premiere fois, suite a la consommation de fromage dans le Michigan, le lien entre une toxi-
infection alimentaire collective (TIAC) et le staphylocoque®. En 1914, Barber a été le
premier a établir un lien entre une TIAC a staphylocoques et une substance toxique
produite par les staphylocoques?. En effet, les auteurs ont prouvé que la consommation de
lait d'une vache porteuse de mammite a Staphylocoques provoquait une maladie lorsque
ce lait n'était pas conservé en conditions réfrigérées. Lors du siege de Verdun (printemps
1918), Baerthlein® décrit en 1922 un épisode toxique lié a la consommation de saucisses.
La mise en évidence de coques et la description des symptoémes spécifiques d’une
intoxication par toxines microbiennes ont permis d’attribuer la cause de cette TIAC aux
entérotoxines staphylococciques (ES). En 1929, Dack a mis en évidence le rble des
staphylocoques dans les intoxications alimentaires collectives suite a I'intoxication de 11
personnes ayant consommés deux gateaux de Noél a base de génoise et fourrés a la créme
épaisse’. Ces gateaux ont été cuits probablement un jour avant la livraison puis consommés
deux jours plus tard. A l'aide de volontaires humains, Dack et ses associés ont montré que
la génoise était I'aliment responsable de I'intoxication. En effet, les auteurs ont conclu que
les staphylocoques isolés ont produit « une substance toxique » qui a provoqué les
symptémes typiques d'une intoxication alimentaire chez les volontaires humains, sans la
nommée entérotoxine. Cette étude a permis de débuter la recherche sur I'implication des
toxines staphylococciques dans l'intoxication alimentaire.

I.LA.1.2 Découverte des entérotoxines staphylococciques

Les staphylocoques peuvent produire des protéines appelées entérotoxines
staphylococciques (ES), apparentées mais sérologiquement distinctes. Actuellement, 35
types d’ESs sont décrites dans la littérature et sont différenciées par une lettre de
I'alphabet suivant les lettres « SE » (pour Staphylococcal Enterotoxins, comme SEA pour le
type A) incrémentées selon I'année de la découverte, voir le Tableau 1. Une fois la
nomenclature alphabétique terminée en 2015, et suite a I'absence de concertation entre
les auteurs, deux nouvelles nomenclatures ont été utilisées dans la littérature : I'une note
les nouvelles entérotoxines dans un ordre numérique a partir de 01 et l'autre note
également les nouvelles entérotoxines dans un ordre numérique mais a partir de 26 (pour
la suite de I'alphabet).
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Tableau 1 Référencement des entérotoxines en fonction de leur année de découverte

Type de I'entérotoxine Année de

. , Référence
staphylococcique découverte
A (SEA) et B (SEB) 1963 Casman et al, 1963°
C (SEC) 1965 Bergdoll et al, 1965°
D (SED) 1967 Casman et al, 19677
E (SEE) 1971 Bergdoll et al, 19718
G (SEG) 1998 Munson et al, 1998°
Ren et al, 199410
7S, 1994 Su et Wong, 199611
| (SEI) 1995 Munson et al, 1998°
J (SEN) 1998 Zhang et al, 19982
Jarraud et al, 200113
K (SEK) 2001 Orwin et al, 20014
L (SEL), M (SEM), N (SEN) et O 2001 Jarraud et al, 200113
(SEQ)
P (SEP) 2001 Kuroda et al, 2001%>
Q (SEQ) 2002 Jarraud et al, 200216
R (SER) 2003 Omoe et al, 20031/
S (SES), T (SET) 2008 Ono et al, 200818
U (SEIU) 2003 Letertre et al, 2003%°
V (SEIV), 00E Thomas et al, 2006%°
U2 (SEIU2) -> W (SEIW) Argudin et al, 2010%!
X (SEIX) 2011 Wilson et al, 2011%?
Y (SEY) 2015 Ono et al, 201523
Z (SElZ) 2015 Spoor et al, 2015%*
01 (SEl01) 2017 Hisatsune et al, 2017%
26 (SEI26) et 27 (SEI27) 2018 Zhang et al, 20182%
02 (SE02) 2020 Suzuki et al, 2020%7
28 (SEI28), 29 (SEI29),
30 (SEI30), 31 (SEI31), 2021 Dicks et al, 202128

32 (SEI32) et 33 (SEI33)

A noter, I'entérotoxine F (SEF) a été retirée de la liste des ESs car la toxine du syndrome du
choc toxique (TSST) a été identifiée a tort comme SEF lorsqu'elle a été isolée pour la
premiére fois?°. L’entérotoxine SEIU2 a été renommée en 2010 par Argudin et al, 2010%
(10.3390/toxins2071751) en SEIW car elle posséde une différence de séquence génomique
distincte avec SEIU3C.

La SEB a été particulierement étudiée pour sa forte production par le S. aureus. Suite a des
études réalisées dans les années 70 aux Etats-Unis lors d’un programme militaire sur la
stabilité et la capacité de dispersion par aérosol, la SEB a été classée par le CDC (Center of
Disease Control) comme agent incapacitant utilisable dans un cadre bioterroriste. Elle est
de ce fait considérée comme agent de la menace3™. En France, depuis 2001, la possession,
la cession, la production et la mise en ceuvre de la SEB sont soumises a une réglementation
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stricte32. Les autorisations de détention et de mise en ceuvre de la SEB sont délivrées par
I’ANSM apreés la validation du dossier adminstratif et inspection des lieux du demandeur
(L'Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé).

I.LA.1.3 Effet des entérotoxines staphylococciques

Les ESs ont, pour la majorité, un effet émétique démontré qui se traduit par des symptomes
de vomissement, diarrhée et nausée se manifestant rapidement aprées ingestion, entre 30
min est 8 h. Cette vitesse d’apparition des premiers symptomes est généralement
spécifique a l'ingestion de certains types de toxines bactériennes. La dose émétique
provoquant les symptomes dépend de I'espéce et de I'individu. Chez I’humain, des études
sur des TIACs ont permis d’établir des doses émétiques comprises entre 20 a 100 ng de
SEA/individu33. Cependant, d’autres études indiques des doses plus importantes3* ou plus
faibles3>. De plus, aucune étude n’a été réalisée sur ’homme afin d’évaluer I'influence du
type de I'ES ingérée ou de l'ingestion simultanée de plusieurs types d’ESs. En effet, les
souches isolées des épisodes de TIACs possedent généralement entre un a 13 génes codant
pour des ESs3®.

Actuellement, les tests sur les animaux ou plus récemment sur cellule3’38 ont permis de
confirmer I'activité émétique d’une vingtaine d’ESs. A l'inverce la lettre « | » est ajoutée a
I’acronyme pour les ESs dont I'activité émétique n’a pas été démontrée a ce jour (comme
SElJ) par exemple). Le Tableau 2 présente une liste d’une sélecion des études réalisées sur
les effets émétiques des ESs. Elle évolue régulierement de par 'identification de nouvelles
ESs et de par la démonstration de leurs activités émétiques. La liste proposée dans le
Tableau 2 n’est pas exhaustive.

Tableau 2 La liste des Entérotoxines staphylococciques pour lesquelles une activité émétique a
été demontrée sur animaux

Toxine Animal Administration Dose émétique Références

SEA singe orale 5-20 pg/animal Bergdoll et al, 1988%
SEB singe orale 5-20 pg/animal Bergdoll et al, 19883°
SEC singe orale 5-20 pg/animal Bergdoll et al, 1988%°
SED singe orale 5-20 pg/animal Bergdoll et al, 1988%
SEE singe orale 5-20 pg/animal Bergdoll et al, 1988%
SEG singe nasogastrique 80 pg/kg Munson et al, 1998°
SEH singe orale 30 pg/animal Su et Wong et al, 1995
SEI singe nasogastrique 150 ug/kg Munson et al, 1998°
SEK musaraigne intraperitoneal 100-1000 pg/animal Ono et al, 2017%
SEL musaraigne intraperitoneal 100-1000 pg/animal Ono et al, 20174
SEM musaraigne intraperitoneal 100-1000 pg/animal Ono et al, 2017%
SEN musaraigne intraperitoneal 100-1000 pg/animal Ono et al, 2017%°
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SEO musaraigne intraperitoneal 100-1000 pg/animal Ono et al, 2017
SEP singe nasogastrique 10-100 pg/kg Omoe et al, 2013%
SEQ singe nasogastrique 10-100 pg/kg Omoe et al, 20134
SER musfaralgne intragastric 100 pg/kg Ono et al, 200818
singe
SES muz?r:gégne intragastric 100 pg/kg Ono et al, 200828
SET mu;anr;gne intragastric 100 pg/kg Ono et al, 2008*
SEY ouistitis intragastric 50-250 pg/kg Ono et al, 2019%
SE02 ouistitis intragastric 250 pg/kg Suzuki et al, 20207

L’absence de modele animal capable de reproduire précisément la réponse clinique chez
I’'hnumain lors d’'une TIAC est I'un des facteurs limitant les études de toxcicité des ESs. Les
modeles animaux classiques comme la souris, le rat ou le lapin ne possédent pas la méme
sensibilité que celle retrouvée chez I’humain, a l'inverse du chien qui s’est avéré trop
sensible. Par ailleurs, l'utilisation du primate présente de nombreux avantages car la
réponse clinique est proche de celle observée chez I’'humain. Cependant, ce modéle reste
trés couteux et contraignant : en effet, I'animal refuse de s’alimenter apres la premiére
consomation de I'aliment contaminé ou I"administration de I'entérotoxine 43#4, de plus
I'utilisation d’animaux pose des problématiques étiques.

Les ESs ont également une activité super antigénique permettant la stimulation d’un grand
nombre de lymphocytes T et de provoquer une réponse immunitaire.

I.LA.1.4 Diversité des entérotoxines staphylococciques

En plus de la diversité liée aux types, il existe une diversité de séquence protéique sous
forme de variants « sous- types ». Chaque type d’ES posséde des variants contenant
quelques modifications en acides aminés (1 a environ 50 acides aminés de différence)*.
Merda et al, 20203 ont proposé un seuil de 84% d’identité pour discriminer les types d’ESs,
si I'identité est supérieure a ce seuil nous parlerons de variant. Pour certaines ESs, comme
pour la SEIX, il existe plus de 50 variants décrits tandis que d’autres n’en présentent que 3
comme dans le cas de la SEE (NAURA : Nice automatic Research of alleles). Les variants des
ESs sont peu étudiés globalement et toute I'identification des variants n’a été réalisée que
sur leurs genes codant par séquencage génomique. Ceci est di au manque d’outils
d’analyses protéomiques. Par comparaison, les variants de la toxine bactérienne de
Clostridium botulinum sont relativement mieux décrits aussi bien au niveau génomique®®,
que protéomique®’. Pour la toxine botulique, Il a été décrit que les variations de séquences
peuvent biaiser aussi bien les analyses PCR que les méthodes utilisant des anticorps 4842,
Cet effet des variants sur la détection de la toxine botulique pourrait étre extrapolé aux
SEs.

Parmi les 35 ESs décrites dans la littérature, il existe des homologies de séquences plus ou
moins proches entre certains types d’ESs (entre 20 - 84% d’homologie au niveau protéique).
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Selon I'nomologie de séquence, les ESs peuvent étre classées en plusieurs groupes (Figure
1).

- Le groupe SEA comprenant les types SEA, SED, SEE, SEH, SEIlJ, SEN, SEO, SEP, SES et
SEO1. Ces ESs contiennent une boucle de cystéines avec 9 acides aminés°1,

- Le groupe SEB qui comprend les types SEB, SEC, SEG, SER, SEIU, SEIW, SEIZ et SEQ2.
Il a une structure superantigénique centrale en plus d’'une boucle de cystéines qui a
une séquence variable de 10 a 19 acides aminés>%>2,

- Le groupe SEI qui comprend les types SEI, SEK, SEL, SEM, SEQ et SEIV. Les ESs de ce

groupe sont dépourvues de la boucle de cystéines 13145355,

Un arbre phylogénétique proposé par Hu et al, 2021°¢ a permis d’identifier ces groupes
Figure 1.

Actuellement, les ESs SEI26 a SEI33 n’ont pas encore été associées a un groupe.
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Figure 1 Arbre phylogénétique des entérotoxines, en rouge les toxines appartenant au groupe
SEA, en noir les toxines appartenant au groupe SEB, en vert les toxines appartenant au groupe
SEI et en bleu les toxines n’appartenant a aucun groupe. Proposer par Dong-Liang Hu et al
2021
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I.LA.1.5 Structure des différentes entérotoxines staphylococciques

Les ESs sont des protéines riches en lysines, acides aspartiques, acides glutamiques et
tyrosines et possedent une structure en 3 dimensions (3D) comme illustré Figure
2 (lllustration de la structure 3D de SEA, SEB, SEC, SEG, SEH, SEI, SEK). Le repliement de des
protéines est di a un pont disulfure trés souvent présent et conservé entre les ESs.

Les ESs sont trés stables, résistantes a la plupart des enzymes protéolytiques telles que la
pepsine, la trypsine, la chymotrypsine, la rénine ou la papaine et gardent ainsi leur activité
aprées ingestion d’aliments contaminés dans le tube digestif. De plus, elles sont tres
résistantes a la précipitation acide, a des hautes températures ( résistance a 120°C durant
30min) et ainsi elles ne sont généralement pas détruites dans I’aliment contaminé lors de
sa cuisson®’. Cependant, le S. aureus est beaucoup plus sensible a la température, il peut
donc étre dégradé lors de la préparation des aliments contaminés, il est donc possible de
produire des aliments contenant uniquement des ESs sans trace de la souche productrice.
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Figure 2 Structure tridimensionnelle des entérotoxines de type SEA%®, SEB®, SEC2%, SEC3®!,
SEG®2, SEH®3, SEI%, SEK®3 provenant de la revue de Hennekinne et al, 2012%°

ILA.1.6 Genes des entérotoxines staphylococciques

Les genes des entérotoxines staphylococciques (es) sont localisés au sein de différentes
régions du génome, ils peuvent étre intégrés dans le chromosome bactérien ou sur des
plasmides, qui sont des petits fragments d'ADN circulaires tres facilement
transmissibles entre les bactéries. La localisation au sein du chromosome bactérien peut
varier en fonction du type d’ES comme des ilots de pathogénicités, fragments prophages
ou sur des opérons comme le groupe egc. Un opéron est une unité d'ADN fonctionnelle
regroupant des génes es controlés par le méme promoteur. Sur un opéron, I’'ensemble des
genes es est donc transcrit en ARN messager puis traduit en protéine en méme temps.
Jarraud et al, 2001% ont identifié que I'opéron egc comporte les génes seg et sei. Par la
suite les génes sem, sen, seo et seu ont été ajoutés a cet opéron. Les ESs de I'opéron egc
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sont généralement présentes ensembles. Le Tableau 3 illustre la position des entérotoxines

déja connues.

Tableau 3 Localisation chromosomique des

staphylococciques

Entérotoxine

Localisation du géne

genes codant pour

Références

Betley & Mekalanos (1985)%

SEA Prophage
Phag Borst & Betley (1994)%7
Jones & Khan (1986)¢8
e Chromosome, plasmide, Shafer & landolo (1978)%°
ilot de pathogénicité Shalita et al. (1977)7°
Altboum et al. (1985)7t
Bohach & Schlievert (1987)72
SEC Chromosome, plasmide, Hovde et al. (1990)73
ilot de pathogénicité Altboum et al. (1985) 71
Fitzgerald et al. (2001)74
. Chang & Bergdoll (1979)7°
SED Plasmide
Bayles & landolo (1989)76
SEE Prophage Couch et al. (1988)77
) Munson et al. (1998)°
SEG Opéron egc, chromosome
Jarraud et al. (2001)%3
Su & Wong (1996)11
SEH Transposon Ren et al. (1994)10
Noto & Archer (2006)78
i Munson et al. (1998)°
SEI Opéron egc, chromosome
Jarraud et al. (2001)13
SEI Plasmide Zhang et al. (1998)12
SEK llot de pathogénicité Orwin et al. (2001)*4
SEL llot de pathogénicité Orwin et al. (2003)°>
SEM Opéron egc, chromosome Jarraud et al. (2001)13
SEN Opéron egc, chromosome Jarraud et al. (2001)13
SEO Opéron egc, chromosome Jarraud et al. (2001)13
Kuroda et al. (2001)%
SEP Prophage
Omoe et al. (2005)7°
L Jarraud et al. (2002)16
SEQ llot de pathogénicité -
Diep et al. (2006)2°
SER Plasmide Omoe et al. (2003)Y7
SES Plasmide Ono et al. (2008)18
SET Plasmide Ono et al. (2008)18
SEIU Opéron egc, chromosome Letertre et al. (2003)1°
SEIV Opéron egc, chromosome Thomas et al. (2006)2°
SEIW Opéron egc, chromosome Thomas et al. (2006)2°

les entérotoxines

L'egc contient également deux pseudogenes (pentl et pent2). Ce locus pourrait jouer le

role de formation des genes es. En effet, des phénoménes de duplications et de

recombinaisons a partir d'un géne ancestral commun pourraient expliquer la formation de

nouvelles entérotoxines. Ceci a été démontré, au sein de I'opéron egc, par l'identification

de génes codant pour seu, seu2 qui a été renommé sew et sem-sev >0, La localisation des

génes codant pour des ESs, sur des éléments génétiques mobiles (plasmides) peut

entrainer un transfert horizontal de génes entre les souches de S. aureus. Par exemple, le
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géne seb est situé sur le chromosome dans certains isolats cliniques®, alors qu'il a une
localisation plasmidique dans d'autres souches de S. aureus’®.

La régulation de la production des ESs est un mécanisme encore peu connu. Le S. aureus
est capable de s'adapter aux changements environnementaux, en utilisant une
combinaison de systémes d’adaptation®'. Ces systémes permettent chez S. aureus de
s'adapter rapidement au stress environnemental en régulant I'expression des génes avec
des caractéristiques physiologiques importantes, comme la production des ESs. Les
systemes d’adaptation peuvent controler directement ou indirectement la transcription
d'un ensemble spécifique de génes (opérons) et/ou un seul géne®2. Pour I'entérotoxine la
plus étudiée, la SEA, il a été démontré que la transcription du gene sea est liée au cycle de
vie du prophage codant®® et est inductible par un stress bactérien34. Six différents
prophages porteurs du géne sea (u252B, uMu3, uMu50A, uNM3, uSa3ms et uSa3mw) ont
été décrits®. lls régulent les niveaux d’expression de la SEA®’.

Le systeme agr (Accessory Gene Regulator) est un des principaux systémes de régulation
contrélant I'expression des facteurs de virulence chez S. aureus 2. Il fonctionne en
combinaison avec le systéme sar (Staphylococcal Accessory Regulator) décrit par Cheung
et al, 19928 et Novick et al, 200188, ’expression des ESs est en grande partie contrélée par
le systeme agr. Par exemple, les expressions des génes seb, sec et sed sont agr-
dépendantes, alors que les expressions de sea et see sont agr-indépendantes!?®°, Vojtov
et al, 2002°° ont démontré que la SEB est un régulateur négatif de |'expression des génes
d'exoprotéines, agissant par l'intermédiaire du systeme agr. Il faut noter que les types SEB,
SEC et SED ne sont que partiellement régulés par le systéme agr et peuvent également étre
produits indépendamment. La production des ES codées dans 'opéron egc (SEG, SEl, SEM,
SEN, SEO et SEIU) est la plus élevée dans les premiers stades de la phase exponentielle de
croissance bactérienne et dépend de 0B (promoteur)'. D'autre part, la production du type
SEH est prédominante dans la phase exponentielle tardive de la croissance bactérienne et
semble étre régulée positivement par Rot (régulateur d’expression et SaeR (régulateur
d’expression))2. De plus, Sae RS semble également avoir un impact positif sur la production
du type SEIX%394, En résumé, les génes des es ne sont pas tous situés au méme endroit dans
le génome et peuvent dépendre de differents régulateurs d’expression, cela implique que
les ESs ne seront pas toutes produites de la méme facon.

Pour mieux comprendre l'expression des genes es pendant les différentes phases de
croissance, Derzelle et al. 2009 2> ont réalisé une étude sur 28 souches de S. aureus isolées
de TIACs ou de souches de référence, en utilisant la PCR quantitative par transcription
inverse (rt-PCR). Cette technique de quantification de I’ARNm, produit par le
microorganisme, a permis de vérifier la fonctionnalité du géne et d’évaluer son taux
d’expression. Ainsi, quatre profils d'expression des génes ont été mis en évidence :

e Le premier profil concerne les genes sea, see, sej, sek, sep et seq. La phase de croissance
bactérienne n’influence pas la production des ARNm

e Le deuxiéeme profil concerne I'opéron egc, les niveaux d’ARNm pour seg, sei, sem, sen,
seo et seu semblent légerement diminués pendant la croissance bactérienne.
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e Letroisieme profil présente une rapide et importante production d’ARNm pour les genes
de seb, sec et seh a la fin de la phase de croissance exponentielle.

e Enfin, le dernier profil met en évidence une faible augmentation post-exponentielle de
I'expression de sed, ser et sel.

L’analyse des ARNm par RT-PCR a permis de mettre en évidence la capacité des souches a
produire les ESs dans les conditions testées. Cependant, cette expression des ARNm ne
signifie pas que les ESs ont été produites par la souche de S. aureus.

La majorité des études publiées se sont intéressées aux cinétiques de production des
entérotoxines classiques SEA-SEE utilisant des méthodes ELISA °6. Cependant, peu d’études
des cinétiques ont été réalisées sur la production d’une large gamme d’entérotoxines
incluant celles dites « non classiques ».

I.LA.1.7 Mécanisme de I'activité des entérotoxines staphylococciques

[.LA.1.7.1 L’activité émétique
Les ES ont une activité émétique provoquant des vomissements. Les études réalisées sur la

musaraigne®’ ont confirmé qu'un réseau de connexions ramifiées reliant de multiples
organes du corps au cerveau, appelé nerf vague, était un élément essentiel dans le
processus de vomissement induit par les ESs. Les ESs utilisent les cellules épithéliales®®
comme porte d'entrée pour traverser |'épithélium intestinal afin d’atteindre d'autres cibles,
comme illustré Figure 3. Il est important de noter que le mouvement des ESs a travers les
cellules épithéliales est considéré comme un processus de transcytose dépendant des
glycolipides®. Cela permet aux ESs d’atteindre le nerf vague et de déclencher un
vomissement par réflexe émétique.
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Figure 3 Mécanisme physiologique, proposé par Fisher et al, 2018%2, 4 [’origine des
vomissements induits par les entérotoxines.
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[.LA.1.7.2 L’activité super antigénique
Les ES ont également une activité super antigénique, cette capacité permet de stimuler un

grand nombre de lymphocytes T. Dans la réponse immunitaire cellulaire, le principal
événement est la reconnaissance de l'antigene par le récepteur d'antigéne des cellules T
(TCR) lié & la membrane®-102, Le TCR est un hétérodimére polymorphe glycosylé, composé
soit de chaines a et B, soit de chaines y et 6. L'antigéne est présenté au TCR sous la forme
de peptides transformés liés a des molécules du complexe majeur d'histocompatibilité
(CMH), de classe | et Il, qui sont des protéines membranaires présentes a la surface des
cellules présentatrices d'antigénes (CPA)'%3, Les superantigénes peuvent interagir avec de
nombreuses cellules T de maniére non spécifique, et sont les activateurs les plus puissants
des lymphocytes T. lIs ne requierent que les cellules présentatrices d'antigénes du CMH de
classe Il, provoquant l'activation. Un résumé du mécanisme de I'activation de la réponse
antigénique par les entérotoxines est illustré Figure 4.

Toxic shock
Inflammation

Figure 4 Mécanisme de [’activation de la réponse antigénique par les entérotoxines : A)
activation superantigénique (a gauche) et activation antigénique normal (a droite) se liant au
CMH de classe 1l de I'APC et au récepteur des cellules T. B) Activités superantigéniques des
enterotoxines (SAg), qui induisent une production massive de cytokines et provoquent ensuite
une inflammation et un choc toxique chez les humains et les animaux. APC, cellules
présentatrices d'antigenes ; MHC, complexe majeur d'histocompatibilité ; TCR, récepteur

d'antigénes des cellules T. Proposé par Dong-Liang Hu et al, 2021°°
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I.LA.1.8 Production des entérotoxines staphylococciques dans la matrice
alimentaire

Plusieurs études ont été réalisées sur les conditions de production des entérotoxines dans
I'aliment. Elles ont mis en évidence que de nombreuses conditions physico-chimiques
comme la température, le pH, la salinité, I'activité de I'eau et 'atmosphére doivent étre
réunie pour permettre d’une part la croissance du S. aureus et d’autre part la production
de ses entérotoxines comme décrit par Tatini et al en 19731% et rapporté dans le Tableau
4,

Tableau 4 Facteurs affectant la croissance et la production d'entérotoxines par Staphylococcus
aureus (Tatini, 1973)1%4

Croissance S. aureus Production des entérotoxines
Conditions Optimum Gamme Optimum Gamme
Température 37 7-48 37-45 10-45
pH 6-7 4-10 7-8 4-9.6
Activité de 0.98 0.8330.99 0.98 0.85 3 0.99
I'eau (aW)
NaCl (%) 0 0-20 0 0-10
Potentiel >+200 m < _290 my < —190 mv
redox (Eh) v a >+200 mV a
>+200 mV >+200 mV
e Aérobic .
Atmosphere Aérobic Ana,erok.)lc— (5-20% Anaeroi?lc—
aérobic . aerobic
dissous 02)

En plus de ces conditions physico-chimiques, la nature de I’aliment consitue un facteur clé
permettant une croissance optimale du S. aureus. En effet, ce pathogene a besoin
d’aliments riches en protéines pour pouvoir se développer (Figure 5). Les aliments les plus
fréguemment impliqués different fortement d'une zone géographique a l'autre, cela est
probablement d{i aux habitudes alimentaires de chaque zonel®. Par exemple, la viande ou
les produits a base de viande sont régulierement impliqués dans des TIACs recensées au
Royaume-Uni ou aux Etats-Unis'%. En France, la consommation de fromages est trés
fréquente (environ 28 kg/an/personne) ce qui explique la forte implication des produits
laitiers dans les TIACs en France comparé aux pays anglo-saxons®’.
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Figure 5 Fréquence des agents associés a des foyers de TIACs confirmés, par type

alimentaire, dans les Etats membres de I'UE déclarants, chiffre sur I’année 2019 (EFSA
2021)07

I.LA.2 Toxi-infection alimentaire collective (TIAC)

Les « toxi-infections alimentaires collectives » ou TIAC correspondent a I'apparition d’au
moins deux cas similaires d’'une symptomatologie, en général gastro-intestinale, dont on
peut rapporter la cause a une méme origine alimentaire. C'est la définition proposée par
I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
(ANSES). Le Staphylococcus produit des substances toxiques dont les entérotoxines, agents
responsables d’intoxications alimentaires. L'ingestion des ESs par 'Homme peut entrainer
des troubles intestinaux, avec vomissements et diarrhées dans les quelques heures qui
suivent l'ingestion. La maladie peut étre grave, mais elle dure généralement moins de 48
heures et ne laisse aucune séquelle.

A ce jour, de nombreuses TIACs ont déja été décrites dans la littérature®, certaines d’entre
elles sont spectaculaires comme en 2000 3 Osaka (Japon) ou 13 000 cas ont été recensés33,
Pour cette TIAC, la cause initiale a été attribuée a une panne de courant qui a entrainé
I’arrét de la chaine de production et des enceintes réfrégérées de l'usine. Ainsi, le S. aureus
a pu se développer et produire I'entérotoxine. La reprise de la production sans éliminer les
produits contaminés a laissé partir dans le marché des produits contaminés en ESs. Apres
les premiers cas d’intoxication, les annonces de rappel de produits ont tardé, ce qui a
prolongé la disponibilité des produits contaminés dans le commerce et donc augmenté les
cas de malades chaque jour. Cette TIAC est devenue une épidémie historique d'intoxication
alimentaire au Japon. Dans cette TIAC, les aliments incriminés étaient du lait et du lait
écrémé en poudre. L'entérotoxine de type SEA a été détectée a des concentrations
comprises entre 0.08-0.38 ng/g dans le lait et jusqu’a 3.72 ng/g dans le lait écrémé en
poudre. Le nombre important de cas et la diversité des ages et des sexes durant cette TIAC
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a permis d’établir une gamme de quantité de SEA provoquant les symptomes, cette gamme
est comprise entre 20-100 ng par personne33 comme l'illustre la Figure 6.
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o
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Z
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20 60 100 140 180 220 260
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Figure 6 Graphique des quantités de SEA dans le lait, ingérée et provoquant des symptomes
pour 44 cas. Asao et al 2003

ILA.2.1 TIAC a Staphylocoques dans I’'Union européenne

Selon I'EFSA (European Food Safety Authority), les TIAC sont classées en deux catégories en
fonction du faisceau de preuves disponibles:

- TIAC suspectée (weak evidence) : la TIAC a Staphylocoques est considérée comme
suspectée si (i) la symptomatologie provoquée est caractéristique aux ESs et (ii) que
I'aliment consommeé est favorable pour la production des ESs par le S. aureus, mais
ni les ESs ni le S. aureus n’ont pus étre détectés lors de I'analyse des échantillons.

- TIAC confirmée (strong evidence) : la TIAC a Staphylocoques est considérée comme
confirmée si en plus des symptomes spécifiques, le S. aureus et/ou les ESs sont
détectés.

L’EFSA a reporté dans son rapport annuel de 20217 |es foyers de TIACs. En 2019, dans
I’'Union Européenne, 997 foyers confirmés ou suspectés de TIACs dues aux toxines
bactériennes ont été signalés par 13 états membres (Allemagne, Bulgarie, Croatie, Chypre,
Espagne, Finlande, France, Hongrie, Italie, Pologne, Portugal, Roumanie, Suede). Le foyer
le plus important a été décrit en Italie ou 44 des 70 personnes exposées ont été
hospitalisées. Aucun décés n'a été signalé au cours de cette année'®’. Par ailleurs, les TIACs
a domicile sont les plus reportées et présentent plus de 40% des TIACs déclarées comme
I'illustre la Figure 7. Ce nombre est certainement sous-évalué du fait que tres peu
d’intoxications a domicile sont déclarées par les familles. Les TIACs liées a la restauration
collective sont moins nombreuses car cette derniere doit répondre a des normes
d’hygienes strictes. Cependant, elles sont plus souvent répertoriées du fait que les
responsables des établissements sont tenus de les déclarer.
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Figure 7 Répartition des foyers de TIACs confirmes, par lieu d'exposition et par agent causal,
dans les Etats membres de I'UE déclarants, 2019 (EFSA 2021)7

De nombreux chercheurs considerent que les TIACs a S. aureus font partie des maladies
d'origine alimentaire les plus courantes dans le monde. Elles provoquent une
symptomatologie de courte durée, qui se solde généralement par une guérison compléte
et sans séquelles en quelques jours. Ainsi, le corps médical s’intéresse peu a ces
intoxications, notamment lorsque qu’elles ne touchent que peu de personnes ce qui
engendre une sous-déclaration08109,

I.LA.2.2 TIAC a Staphylocoques en France

Depuis 1987, I'agence Santé Publique France (SPF) compile et publie dans un rapport
annuel le nombre de TIACs recensées en France, représenté Figure 8. En 2019, 1783 TIACs
ont été déclarées en France, impliqguant 15 641 personnes dont 609 hospitalisées et 12
décédées. Le taux de TIACs notifié a augmenté de 9% par rapport a I'année précédente.
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Figure 8 Nombre de TIACs déclarées en France entre 1987 et 2019 (SPF 2021)*°
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Parmi les 1 783 TIACs déclarées durant I'année 20199, 876 (49% de I'’ensemble des TIACs
déclarées) ont été provoquées par des toxines bactériennes dont 445 (17 confirmées et
428 suspectées, soit 25%) sont dues au S. aureus. Au total, 2 476 personnes malades ont
été recencées dont 97 hospitalisées. Les TIACs a staphylocoques ont lieu tout au long de
I'année, avec une légére augmentation au mois de décembre a cause des fétes de fin
d’année. Les chiffres de SPF, Figure 9, indiquent que le S. aureus est le pathogene le plus
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Figure 9 Nombre de TIAC selon I’agent pathogeéne suspecté ou confirmé en France entre
2006 et 2019 (SPF 2021)
fréguemment impliqué dans les TIACs dues aux toxines bactériennes, et ce depuis 2006.
Par ailleurs, 48% des TIACs a staphylocoques ont été associées a un équipement défectueux
ou inadapté (réfrigérateur défectueux...), 45% a un non-respect des régles d’hygiéne par le
préparateur et 4% a des problemes de fonctionnement (défaut de la chaine du froid,
erreurs de préparation, délais trop long entre la préparation et le service)!*.

ILA.2.3 Les conditions de déclenchement d’une TIAC a staphylocoques

Cing conditions constituent la source responsable de TIACs a staphylocoques, comme le
résume la Figure 10 :

1) Une souche de staphylocoques producteurs d’entérotoxines avec une activité émétique
démontrée.

2) Un vecteur de transmission de la contamination de I'aliment tel que le manque d’hygiéne
du manipulateur ou des outils de préparation. Les matiéres premieres peuvent étre
également contaminées lors du prélevement comme par exemple dans le cas des
mammites bovines ou caprines.

3) Un aliment favorable pour le développement du germe. Comme décrit précédemment,
la matrice alimentaire devra étre riche en protéines (produit laitier, carné...).
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4) Des conditions environnementales favorables pendant une période permettant une
multiplication bactérienne importante et une production des ESs (conditions optimales de
température et de salinité décrites précédemment).

5) Une ingestion des entérotoxines en quantité suffisante pour déclencher la maladie.
Certaines ESs ont une activité émétique plus intense que d’autres comme décrit dans le
Tableau 2. A noter que I'effet combiné de plusieurs ESs n’a pour le moment pas ou peu été
étudié. Et enfin, chaque individu ne répondra pas de la méme fagon en fonction de son age,
sexe, poids, etc....

1) Mammite source de staphylocoques 2) Transmission a I’aliment

4) Conditions
environnementales appropriées

5) Ingestion de toxines 3) Aliment favorable

Figure 10 Exemple d 'une contamination par le S. aureus d’un aliment provocant une TIAC

Ainsi pour maitriser le risque d’intoxication et dans le but de protéger le consommateur,
les 5 conditions mentionnées ci-dessus doivent étre controlées lors des processus de
fabrication des aliments. Ainsi, des normes HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point)
d’hygiene industrielle ou de restauration sont mises en place afin de limiter la
contamination des aliments a la source de production. Par exemple, les éleveurs doivent
faire des vérifications visuelles sur les mamelles des vaches avant les prélevements afin
d’identifier la présence de mammites'!’. De plus, la surveillance des aliments favorables au
développement du S. aureus, comme le lait et les produits laitiers, est encadrée par la
réglementation. En effet, des criteres relatifs au dénombrement des staphylocoques a
coagulase positive (SCP) et a la détection des ESs, dans le lait et les produis laitiers, ont été
introduits dans le réglement européen (CE) N° 2073/2005 modifié par le reglement (CE) N°
1441/2007 et (UE) 2019/229:

- Critéres d’hygiéne : lorsque la valeur de SCP est supérieure a 10° unités formant
colonie par gramme (ufc/g), I'aliment doit faire I'objet d’'une analyse d’ES.

- Critéres de sécurité : le résultat de la méthode officielle européenne de détection
des ESs (NF EN ISO 19020) doit étre négatif dans un échantillon de 25 g d’aliment.

Les aliments concernés par ce reglement sont les fromages, le lait, le lait en poudre et le
lactosérum.
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La détection d’ESs dans tout aliment le rend potentiellement dangereux pour la santé
humaine, au titre de l'article 14 du reglement (CE) n°178/2002. Le lot de produits
contaminés est donc considéré comme impropre a la consommation car représentant un
danger et doit donc étre détruit, ce qui peut induire des impacts économiques et
médiatiques trés importants.

En plus des contréles imposés par la réglementation pendant le processus de préparation
des aliments et afin d’éviter la commercialisation de denrées alimentaires contaminées,
des contrdles officiels sont réalisés par la DD(CS)PP (direction départementale de la
cohésion sociale et de la protection des populations) sur les lieux de commercialisation de
produits alimentaires. Dans ce cas, les échantillons sont envoyés vers des laboratoires
agréés qui constituent le réseau du Laboratoire National de Référence (environ 70
laboratoires répartis sur le territoire national). Aprés une premiéere analyse de screening ou
« de premiére intention » (analyses multi-pathogénes) et en cas de suspicion de la présence
du S. aureus ou d’ESs dans les aliments, des analyses dites « de confirmation » sont
réalisées au Laboratoire National de Référence (LNR) des Staphylocoques a Coagulase
Positive, qui est ’ANSES. En effet, ’ANSES a été nommée Laboratoire de référence de
I’"Union européenne (LRUE) en 2006 pour les SCP incluant S. aureus puis Laboratoire
National de Référence (LNR) en 2009. Ainsi, la confirmation et I'investigation des TIACs
représentent une des missions attribuées au LRUE et au LNR.

[.LA.2.4 Processus de déclaration d’une TIAC

En cas de TIAC, le médecin ou le responsable d’établissement doit enclencher une
déclaration en ligne afin d’initier a la fois une enquéte épidémiologique gérée par I’ARS
sous la direction du ministere de la santé et une enquéte alimentaire gérée par la DD(CS)PP
sous la direction du ministéere de 'agriculture. Les résultats des enquétes sont transmis aux
autorités compétentes représentées par la Direction générale de |I'Alimentation (DGAI) afin
de statuer sur la décision, qui peut aller jusqu’a la fermeture administrative de
I’établissement. Le processus de déclaration d’'une TIAC en France est indiqué dans la Figure
11.

Il est a noter que lI'enquéte épidémiologique (symptomes, délais d’apparition, population
exposée, nombre de cas hospitalisés, type d’aliment consommé...), est réalisée par les
services de santé publique France (SPF). Les échantillons cliniques (souches bactériennes)
sont analysés par des laboratoires de biologie agréés. Concernant I'enquéte alimentaire,
les échantillons prélevés par la DD(CS)PP sont orientés vers le réseau des laboratoires
agréés LNR. En cas de besoin des analyses de confirmation, les échantillons sont orientés
vers I’ANSES ou une batterie d’outils d’analyse est mise en place afin de caractériser les
contaminations du germe a la toxine.

Le chapitre suivant (1.B) décrit les différentes techniques qui peuvent étre utilisées lors de
la caractérisation d’une TIAC.
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Figure 11 Organigramme du systéme de déclaration des TIACs & SCP

I.LA.2.5 Impact économique des TIACs a S. aureus

Les impacts socio-économiques causés par les TIACs sont difficiles a chiffrer, cela est d(i aux
nombreuses intoxications alimentaires non répertoriées ou ayant des impacts indirects. Les
TIACs a SCP contrairement aux autres pathogénes ont souvent moins d’impact et sont donc
peu suivies. Bennett et al en 201312 ont analysé les TIACs des Etats Unis d’Amérique (USA)
de 1998 a 2008 sur les trois pathogénes producteurs de toxines : Bacillus cereus,
Clostridium perfringens et Staphylococcus aureus. lls sont impliqués dans 14% des TIACs
aux USA soit 1,3 million de cas par an et auraient couté en soins pres de 523 millions de
dollars par an. D’aprés Scharff et al 20113 une hospitalisation aux USA pour une
intoxication au S. qureus co(terait entre 280 et 2 195$ par personne avec une moyenne a
69585, ainsi le colt annuel est estimé a 168 millions S pour I'ensemble des TIACs a SCP. En
2015 Mangen et al'** ont estimé que les co(ts dus aux TIACs a S. aureus pour la société
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néerlandaise pour I'année 2011 représentaient la part la plus importante des co(ts
attribués aux aliments (47,1 millions d'euros/an).

L’intoxication alimentaire historique qui a eu lieu a Osaka (13 000 personnes malades, cf
paragraphe |.A.2) a fait perdre a l'industriel la confiance des consommateurs ce qui a
impacté séverement les ventes de ce fabricant de produits laitiers. Le déficit total pour la
période a atteint 52,9 milliards de yens soit environ 300 millions d’euros et la société a été
contrainte de fermer deux sites de production, dont l'usine d'Osaka impliquant la
suppression de plus d’un millier d’emplois®.

Les exemples cités ci-dessus montrent que méme si I'impact sanitaire reste modéré, les
retombées économiques peuvent parfois avoir de lourdes conséquences.
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|.B Techniques d’analyse des échantillons impliqués
dans une TIAC a SCP

Dans les aliments, |l est possible que le staphylocoque soit détruit ou inactivé par la chaleur
lors de la cuisson, alors que les ESs restent présentes (si elles sont produites) de par leur
forte résistance a des parametres difficiles comme le pH et les températures élevées. Lors
des controéles officiels et/ou dans le cadre de prélevement des échantillons potentiellement
impliqués dans une TIAC, deux types d’échantillons sont donc distingués : les souches
bactériennes et les aliments. Toutefois, seule la détection des ESs permet de confirmer
avec certitude que les SCP sont a I'origine de la TIAC. Néanmoins, la caractérisation des
souches peut apporter des informations pertinentes comme I'identification de la source de
contamination. Ainsi, la technique mise en place lors de I'analyse des échantillons dépend
a la fois de la nature des échantillons et de |'objectif de I'analyse.

Dans cette partie nous présenterons les méthodes déja existantes pour I'analyse des ESs,
des souches SCP et des génes de pathogénicité codant pour les ESs, dans des matrices
alimentaires mais aussi dans des milieux de culture du staphylocoque (BHI : Brain Heart
Infusion, LB : lysogeny broth...). Ces outils peuvent étre utilisés lors de I'analyse
d’échantillons issus de TIACs ou dans le cas d’'une contamination pendant la fabrication des
aliments (analyses d’auto-contréle), ou suite a un control officiel effectué par les services
d’hygiéne.

I.B.1 Outils de détection du SCP et des genes de pathogénicités

I.B.1.1 Détection des staphylocoques a coagulase positive (SCP)

La détection des SCP peut étre réalisée directement sur I'aliment selon la norme
internationale NF EN ISO 6888 partie 1, partie 2 ou partie 3 (Méthode horizontale pour le
dénombrement des staphylocoques a coagulase positive (SCP)). Cette méthode permet de
vérifier et de quantifier les SCP dans des milieux sélectifs. L'interprétation des résultats
obtenus par cette méthode de microbiologie ne permet pas de confirmer que les SCP sont
a l'origine de la TIAC. En effet, comme décrit précédemment, le traitement thermique de
I'aliment (pasteurisation, cuisson...) élimine les SCP mais pas les entérotoxines. En
conséquence, dans le cas de résultats négatifs (non détection de la bactérie), I'implication
des ESs dans la TIAC ne peut étre confirmée car il est possible qu’elles soient produites
avant le traitement thermique qui a probablement éliminé les SCP. L'inverse est aussi vrai,
la détection des SCP ne permet pas de confirmer leur expression des ESs, car cela dépend
de plusieurs parameétres comme la nature de la matrice, la pathogénicité des SCP et les
conditions physico-chimiques décrites plus haut.
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L'utilisation du MALDI-TOF permet de discriminer I'espéce bactérienne mais aussi le type
(aureus, argenteus, pseudintermedius...) via I'utilisation de banques de données fournies
avec I'appareil. Par exemple Bdhme et al, en 20126 ont pu identifier la présence souches
de Staphylococcus aureus provenant de matrice laitiere par MALDI-TOF avec une sensibilité
de 100%. Cependant, cette méthode ne permet pas d’obtenir des informations quant a la
virulence des souches et donc leur capacité a produire les ESs.

Les méthodes de détection des SCP permettent donc de réaliser un premier screening
permettant de vérifier la présence de I'espéce bactérienne sans pouvoir vérifier leur
virulence.

|.B.1.2 Analyse de I’ADN par PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis)

La méthode par PFGE est une technique de séparation de parties d’ADN en fonction de leur
taille par un principe d’électrophorése sur gel a champ pulsé. Pour le cas des SCP, une fois
I’ADN extrait de la souche, il est découpé par des enzymes de restriction a faible nombre
de sites de coupure spécifiques) avec le méme nombre de fragments et a la méme taille
pour chaque espéce bactérienne!!’, L'utilisation de banques de références permettrait
d’identifier la souche, son origine ou comparer plusieurs souches entre elles.

1.B.1.3 Analyse de I’ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction)

La PCR (polymérisation en chaine) est une méthode de biologie moléculaire d'amplification
génique in vitro, elle permet de répliquer un grand nombre de fois une séquence d’ADN a
partir d’'une faible concentration et de maniéere trés spécifique. Cette méthode, illustrée
Figure 12 fonctionne grace a des enzymes (polymérases) et a des cycles de réplication. Des
amorces spécifiques sont utilisées pour chaque partie de I’ADN a dupliquer. Les amorces
sont constituées d'oligonucléotides de 15 a 30 nucléotides. Une fois la séquence ADN ou
ARN amplifiée, elle est détectée pour confirmer ou non la présence d’un gene.

A partir des années 90, la PCR a été appliquée a la recherche des genes de S. aureus dans
I’ADN issus de souches provenant d’aliments et de patients. Le géne ciblé a été
préférentiellement le gene nuc afin de confirmer que la souche analysée est bien du
Staphylocoque doré!8, En effet, le géne nuc tout comme 'ARN 16S de S. aureus sont
spécifiques du genre S. aureus.
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La méthode d’analyse par PCR posseéde de nombreux avantages comme la rapidité
d’analyse, le co(t et la sensibilité, c’est pourquoi elle est répandue dans les laboratoires
d’analyse. Cependant, cette technique ne peut pas montrer si le géne recherché est
tronqué ou inactivé. De plus, la PCR est suceptible d’étre interférée par un ADN proche de
celui ciblé générant ainsi des résultats faux positifs. Enfin, les variations de séquences liées
aux variants peuvent empécher I’hybridation de I'amorce si la mutation a lieu sur un site
de fixation conduisant a des résultats faux négatifs®°.
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Figure 12 Schéma de fonctionnement de la méthode PCR (origine addgener protcols)

1.B.1.4 Analyse de I’ADN par séquencgage génomique WGS (Whole Genome
Sequencing)

Le principe de base du séquencage, illustré Figure 13 consiste dans une premiére étape de
fragmentation de facon aléatoire soit du génome ou soit de grandes sections d’ADN afin
d’obtenir des bouts d’ADN de plusieurs milliers de paires de bases, facilement
manipulables. Dans un deuxieme temps, les fragments d’ADN sont séquencés afin
d’identifier chaque paire de bases issue des fragments. Avec les extrémités des nombreux
petits fragments, il est possible de reconstruire la séquence compléte du génome par
recoupement (chevauchement) des séquences similaires via les parties en commun issues
de la cassure aléatoire. En effet, ’ADN n’est pas « cassé » aux mémes endroits.

Au laboratoire de référence national et européen du Staphylocoque (ANSES), cette
méthode a été mise en place pour I'analyse des génomes de S. aureus sur plus de 500
souches. Elle a permis de par un outil informatique développé au laboratoire NAuRA3¢
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d’identifier des génes de pathogénicité codant pour des ESs. D’autre études utilisant le
WGS ont été menées pour I'identification du type d’ES comme pour la découverte de SEI26
et SEI27 par Zhang et al, 20182 ou SEI28 a SEI33 par Dicks et al, 202128, Le WGS a également
permis d’identifier de nombreux variants qui ne sont actuellement identifiables que par
cette méthode.*>93120

Le WGS propose de nombreux avantages pour I'analyse des ESs. Il permet avec certitude
de détecter la présence des genes de I'ensemble des ESs connues, identifier le variant, et
vérifier si le géne est tronqué, ce que la PCR ne permet pas de faire. Aussi, le WGS peut étre
adapté instantanément en cas de découverte de nouvelles entérotoxines. Cependant, la
confirmation de I'expression de la toxine dans I’aliment ne peut étre obtenue avec cet outil.
Enfin, I'apport du WGS dans la caractérisation des TIACs a Staphylocoques reste limité si
nous prenons en compte l'information obtenu et le colt de I'analyse. Néanmoins,
I'association du WGS a d’autres outils de détection des entérotoxines peut s’avérer tres
pertinent. En effet, le WGS est capable de couvrir la totalité des facteurs de virulence de la
souche en prenant en compte les variations génétiques.
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Figure 13 Schéma de fonctionnement de la méthode WGS

1.B.1.5 Analyse de I’ARNm par gRT-PCR (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction)

La RT-PCR est une méthode qui utilise le principe de la PCR (réaction en chaine par
polymérase) pour analyser un échantillon d'ARN. Dans un premier temps, ’ARN est
rétrotranscrit par une enzyme (transcriptase inverse) permettant ainsi la synthése de I'ADN
complémentaire qui est utilisé ensuite pour réaliser une PCR classique. La technique de
gRT-PCR permet aussi de quantifier '’ARN initialement présent dans I’échantillon afin de
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connaitre le niveau d'expression des genes. En effet, plus le géne est exprimé plus la
quantité d'ARN synthétisé est grande. A titre d’exemple, cette technique a été utilisée par
Derzelle et al, en 2009°> dans I’analyse de 28 souches, provenant en grande partie de TIACs
a SCP, en ciblant 17 ARNm codant pour des ESs. Cette méthode a permis d’identifier 4
profils d‘expression des ESs décrits précédemment. De méme, Even et al 2009'?! et
Cretenet et al 201122 ont également étudié des cinétiques d’expression des génes seaq, sec,
seg, seh, sek et sel par qRT-PCR.

Ainsi, les informations obtenues sur la production des ARNm issus des génes codant pour
les ESs indiquent que le géne est viable et que 'ARNm est produit. Cependant, la
production de la toxine dans I'aliment ne peut étre confirmée, mais permet d’ajouter un
faisceau de preuves sur le pathogéne incriminé lors de la TIAC.

L’'ensemble des techniques pour I'analyse du S. aureus et de son génome apporte de
nombreuses réponses lors d’une investigation de TIAC tant par la détection du S. aureus
que par la présence des genes codant pour les toxines. Cependant, ce type d’information
ne permet pas de confirmer avec certitude que les SCP ont exprimé les ESs, et donc pouvoir
les identifier comme responsables de la TIAC.

I.B.2 Outils de détection des entérotoxines staphylococciques

Actuellement il n’existe pas de méthode pour I'analyse de I'’ensemble des 35 ESs dans les
aliments. Deux grandes familles de méthode ont été reportées dans la littérature, les
méthodes basées sur le principe immuno-enzymatique et celles basées sur le principe
physico-chimique. Dans cette partie, les différentes méthodes permettant la détection des
ESs sont présentées.

[.B.2.1 Analyse des entérotoxines staphylococciques par la norme NF EN ISO
19020

La norme NF EN ISO 19020 « Méthode horizontale de détection des entérotoxines
staphylococciques par test immuno-enzymatique dans les aliments » a été récemment
publiée (2019) et s'applique a la recherche des 5 ESs de SEA a SEE dans les produits destinés
a la consommation humaine. La norme comporte deux étapes principales :

- La premiére étape consiste a I'extraction de 25 g d’ESs par des modifications de
pH suivie d'une concentration par dialyse dans une solution concentrée de PEG
(polyéthyléne glycol). Aprés une nuit de dialyse, I’eau et les petites molécules (<6
a 8 KDa) sont éliminées de la membrane de dialyse. Les entérotoxines
concentrées dans cette membrane de dialyse sont récupérées dans 5 mL d’une
solution de tampon PBS (Tampon phosphate salin)

- La deuxieme étape consiste a analyser I'extrait des ESs en utilisant les deux
trousses de détection validées et disponibles dans le commerce, basées sur le
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principe immuno-enzymatique : (i) le kit VIDAS® STAPH ENTEROTOXIN Il (SET2)
123 et (ii) le kit RIDASCREEN® SET Total 124125, Ces deux trousses permettent la
détection qualitative des cing entérotoxines SEA a SEE sans pouvoir les distinguer
car elles sont composées d’un mélange d’anticorps contre les 5 ESs, cela permet
une analyse multiplexe mais avec une perte de l'information du type d’ES
détectée.

Actuellement, cette norme ne couvre que les deux kits mentionnés ci-dessus. Cependant,
la mise en place de nouveaux kits nécessite leur validation selon les performances décrites
dans cette norme pour qu’ils puissent étre inclus.

1.B.2.2 Analyse des entérotoxines staphylococciques par les méthodes ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay)

La méthode ELISA, illustrée Figure 14, est un dosage immuno-enzymatique sur support
solide. Cette technique biochimique utilise deux anticorps dans le format dit « sandwich ».
L'un des deux anticorps, qui est spécifique de I'antigene que I'on souhaite doser, est fixé
sur un support, tandis que le deuxiéeme anticorps se lie au composé dosé par un autre
épitope, tout en étant couplé a une enzyme (peroxydase). L’anticorps secondaire couplé a
une enzyme permet, via l'utilisation d’un substrat, de libérer un produit chromogene ou
fluorogene utilisé pour la détection. La mesure de la fluorescence par des appareils de
spectrophotométrie permet de détecter mais aussi de quantifier la présence du composé
dosé. Cette méthode est réputée comme la plus sensible. Elle peut atteindre des LLOD
(lower limit of detection) de l'ordre de la dizaine de picogramme par gramme dans
I'aliment. Ce test est rapide, simple d'emploi et relativement peu colteux. Cependant
comme toutes les techniques basées sur 'utilisation des anticorps, la méthode ELISA est
limitée par la disponibilité des anticorps spécifiques et peut souffrir des effets de matrice.

Substrate
<Substrzte .- (
Substrate = /J L\ Substrate
< Secondary antibody @ <
conjugate
- VS Inhibitor (=Y
Primary antibody =3 )
conjugate \\r/
Capture antibody
ol o) »
Direct ELISA Indirect ELISA Sandwich ELISA Competitive ELISA

Figure 14 Schéma des 4 modes les plus classiques de fonctionnement de la méthode ELISA

Dans la Figure 14, les différents modes ELISA sont exposés, le direct ELISA est le plus simple
car il n"utilise qu’un anticorps de capture, induisant une moindre spécificité et un risque
plus élevé de réactions croisées. L’ELISA indirecte utilise un second anticorps de révélation
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et permet de réduire sensiblement les réactions croisées par rapport au mode direct
ELISA'?®, Le mode le plus spécifique est I'ELISA sandwich car il utilise deux anticorps
spécifiques dirigés contre I'entérotoxine ciblée. Enfin le mode ELISA compétitif permet via
une compétition entre un antigene marqué et celui a doser de quantifier I'analyte.

Deux types d’anticorps sont a distinguer :

Anticorps polyclonaux : ils sont rapides a obtenir et possedent de nombreux sites de
fixation de la protéine cible. Cependant, ils sont moins spécifiques et sont souvent
mélangés a d’autre anticorps (sauf apres purification spécifique). Enfin, il existe une
faible reproductibilité d’'une production a I'autre de par I'utilisation d’animaux différents
pour la production.

Anticorps monoclonaux : aprés immunisation de I'animal, les cellules productrices
d’anticorps (Splénocytes) sont récupérées et fusionnées avec des cellules de myélome
afin de créer des cellules immortelles productrices d’anticorps. Cela est suivi d’une
longue étape de screening permettant d’identifier les anticorps les plus spécifiques,
pour finalement obtenir des hybridomes permettant de produire des quantités définies
d’anticorps. Les anticorps monoclonaux sont trés spécifiques car ils sont orientés contre
un seul épitope. De plus, la reproductibilité entre les différents lots est conservée car ils
proviennent toujours de la méme souche cellulaire. Cependant, leur conception est
longue et colteuse. Enfin, la forte spécificité peut induire un manque d’affinité en cas
de modification de I'épitope suite a une variation de séquence ou la présence d’une
modification post-traductionnelle!?’.

Dans la littérature, il existe de nombreuses méthodes ELISA pour I’analyse des ESs, ici seules
celles developpées pour I'étude de nouvelles ESs sont présentées :

-SElJ Ono et al 2018128, dans cette étude les auteurs ont étudié la production de la SElJ par
le S. aureus. Une méthode ELISA a été mise en place en utilisant des anticorps polyclonaux
produits a partir d’'une entérotoxine SElJ recombinante. Les SElJ ont été analysées dans des
surnageants de culture BHI (brain heart infusion) de S. aureus aprés une incubation
pendant 16h a 37°C. Dans les deux souches sej+ testées (validées en PCR), les auteurs ont
détecté SEIlJ a des concentrations relativement importantes. Actuellement aucun ELISA de
SElJ n’a été testé dans le cadre d’une TIAC ou sur aliments.

-SEK Aguilar et al 2017'?%, dans cette étude les auteurs ont mis au point un ELISA pour la
détection de type SEK avec des anticorps monoclonaux. L'objectif étant de détecter la
présence de SEK dans du plasma humain afin d’identifier des chocs toxiques induits par
cette toxine.

-SEM Zhao et al, 201739, |les auteurs ont réalisé un ELISA avec des anticorps contre la SEM
afin de la détecter dans des matrices alimentaires. Trois matrices ont été utilisées : du lait,
de la viande et du riz et des gammes d’étalonnage de 0,5 a 20 ng/ml ont été réalisées avec
un standard de SEM recombinante.

-SEP Omoe et al 20057, cette étude est la premiére a décrire I'existence du type P,
I’'hnomologie de séquence étant tres proche de SEA (80%). Cet article est controversé
concernant I'existence d’un nouveau type ou juste d’un variant éloigné de la SEA. Les
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auteurs ont réalisé un ELISA spécifique en utilisant des anticorps monoclonaux pour ne fixer
que la SEP et non la SEA, la SEE et la SED qui sont les ESs les plus proches en termes
d’homologie de séquences. Cependant, certaines publications'?® utilisant des anticorps
polyclonaux observent des réactions croisées en ELISA. En effet, des anticorps polyclonaux
anti-SEA peuvent fixer les 3 ESs (A, E, P) de méme que pour les anti-SEE, probablement en
lien avec leur faible spécificité.

-SEQ Hu et al, 20173, cet article décrit la résistance de la SEQ a différentes conditions
retrouvées lors d’une intoxication alimentaire comme le chauffage, la digestion (trypsine /
pepsine). Les auteurs ont produit des anticorps anti-SEQ pour analyser via la méthode ELISA
la dégradation de la toxine en matrice alimentaire. lls ont constaté que la SEA comme la
SEQ peuvent résister pendant plusieurs heures a des conditions difficiles
(100°C/trypsine/pepsine).

-SER Schubert et al, 2017%32, les auteurs ont quantifié, par la méthode ELISA, la production
de SED et de SER produites par différentes souches de S. aureus, dans du jus de viande et
dans du lait. lls ont constaté que la production des toxines SED et SER varie fortement en
fonction des conditions de température et de matrice pouvant aller de 13 ng/ml a 25000
ng/ml pour une incubation de 48 h.

-SEY Aziz et al, 2020%33, dans cet article les auteurs ont identifié 3 sous-groupes de SEY pour
lesquels ils ont produit des anticorps et effectué des ELISA afin d’analyser plus de 270
souches dont 42 productrices de SEY.

-SE02 Suzuki et al, 2020%7, seul cet article mentionne I'existence de la toxine SE02. Les
auteurs ont utilisé la méthode ELISA afin d’analyser des souches issues de la TIAC de Osaka
en 2000 (cf paragraphe 1.A.2). Cela leur a permis de détecter la SEO2 dans ces souches et
donc d’émettre I'hypothése que cette toxine a pu également jouer un role lors de la TIAC
sans pouvoir le confirmer car I'aliment n’a pas pu étre testé directement.

Il n’existe pas d’ELISA pour 19 types d’ES (SEL, SEN, SEO, SES, SET, SEIU, SEIV, SEIW, SEIX,
SEIZ, SEI26, SEI27, SEIO1, SEI28, SEI29, SEI30, SEI31, SEI32 et SEI33). Dans cette liste, 5 ESs
possédent une activité émétique démontrée (SEL, SEN, SEO, SES, SET).

L’ELISA est actuellement la méthode la plus utilisée pour la détection des ESs. En effet, elle
offre de nombreux avantages, comme une limite de détection tres basse de 'ordre de la
dizaine de picogrammes par mL?7133134 Cette méthode propose également une facilité
d’utilisation et d’apprentissage pour le manipulateur avec un co(t relativement bas.
Cependant, l'utilisation d’anticorps peut induire des déviations positives par réactions
croisées. Par exemple, la phosphatase alcaline et la forte homologie de séquence entre
certaines ESs comme la SEA, la SEE et la SEP (80%) peuvent générer un résultat faux positif
pour le kit vidas SET 2 123128 |3 présence de faux négatifs peut également étre observée si
I'antigéne est dégradé ou si la matrice empéche la fixation de I'anticorps a son épitope
(effet de matrice). De plus, il est possible d’avoir un variant de toxine possédant une
mutation sur I'épitope de I'anticorps, dans ce cas la fixation sera impactée ou ne pourra
avoir lieu.

Il existe dans la littérature d’autres tests basés sur |'utilisation d’anticorps, qui seront
décrits dans la partie suivante.
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1.B.2.3 Analyse des entérotoxines staphylococciques par les tests de flux latéral
LFA (Lateral flow assay)

Appelé aussi dosage immuno-chromatographique a flux latéral, le test de flux latéral LFA
(Lateral flow assay) est basé sur le méme principe que I'ELISA avec l'utilisation d’un
anticorps de capture et d’'un anticorps secondaire. Cette méthode permet de doser un
échantillon liquide. L’analyte va migrer sur une bandelette et la molécule recherchée se
fixe au premier anticorps, puis le flux va I'emporter vers le deuxieme anticorps, comme le
montre la Figure 15. Une fois le complexe anticorps / antigéne constitué, une révélation
est réalisée via des fluorophores fixés au premier anticorps ou a des particules d’or, ou de
latex pour I'agglutination. Ainsi, si une bande apparait sur la ligne de révélation située au
niveau du deuxiéeme anticorps, c’est qu’il y a présence de la molécule recherchée.
L'avantage de cette méthode est sa facilité d’utilisation, en effet il suffit de mettre une
goutte de I’échantillon sur la bandelette et le résultat est obtenu aprés 10 a 30 min. De par
sa facilité d’utilisation, cette méthode est utilisée dans les tests de grossesse.
L'inconvénient de cette méthode est qu’elle est difficilement applicable aux matrices
complexes comme les matrices alimentaires.

L'utilisation des tests LFA pour I’analyse des ESs existe depuis les années 2000. Alefantis et
al, 13> en 2004 ont mis au point un test LFA par révélation par billes magnétiques. Ils ont
détecté jusqu’a 0,1 ng/mL de la SEB dans du tampon. Rong-Hwa et al, 3¢ en 2010 ont utilisé
des micros particules d’or pour la révélation de leur test LFA ciblant la SEB dans de la
tomate, des champignons et de la nourriture pour bébé a base de viande. lls ont obtenu
une LOD proche de 10 ng/mL. Seul un article utilise les tests LFA pour d’autres ESs que la
SEB Féraudet-Tarisse et al, '3 2021. Les auteurs ont réalisé un test de détection multiplexe
de 5 ESs : SEA, SEB, SEG, SEH et SEl, les sensibilités obtenues sont comprises entre 0,1 - 0,3
ng/ml dans du tampon avec une révélation par chromophore en moins de 30 min. Les tests
LFA ont comme avantages, par rapport aux tests ELISA, leur rapidité et la facilité
d’utilisation. En effet, ces tests sont congus pour étre utilisés sur le terrain sans formation
préalable. Cependant, leur sensibilité dans les matrices alimentaires est 10 a 100 fois plus
faible que celle des tests ELISA.
Lateral Flow Assay Architecture

Antbodies conjugated Tag  TestLine  Control Line
(Gold Fluorophore, ¢42) (Antibodies) («dgG Antbodies)

Sample Ocrlyuga(e Nitroceliuiose
Pad ad Membrane

fo—s.tl.m acrtrol Line
(Positive) (Valid Test)

Figure 15 Schéma de fonctionnement de la méthode LFA proposée par la NASA
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1.B.2.4 Analyse des entérotoxines staphylococciques par la méthode
agglutination passive inversée au latex : RPLA (reversed passive latex
agglutination)

La trousse SET-RPLA vendue par Denka Seiken permet la détection de la SEA, la SEB, la SEC
et la SED sur le principe RPLA. La technique consiste a coupler les anticorps a du latex. Ainsi,
les particules de latex s'agglutinent en présence de I'entérotoxine correspondante. Lors de
la décantation, celle-ci forme une couche diffuse a la base du puits. Si les entérotoxines
staphylococciques sont absentes ou a une concentration inférieure au seuil de détection
du test, une telle structure en réseau ne peut pas étre formée et, par conséquent, un
bouton serré sera observé. En 1986, Park et al*3” ont démontré que cette méthode pouvait
fonctionner dans différentes matrices alimentaires (boeuf, nouilles, salami, jambon et
fromage). Ils ont obtenu la LOD pour les 4 ESs a 0.75 ng/g de nourriture. Cette méthode est
de moins en moins utilisée de nos jours car les tests ELISAs sont plus sensibles.

[.B.2.5 Analyse des entérotoxines staphylococciques par la méthode de
résonance plasmonique de surface ou SPR (Surface plasmon resonance)

La SPR est une technique exploitant le phénomeéne d’interactions entre d’une part la
lumiere et d’autre part la matiere. Cette méthode est couramment utilisée dans la mesure
des liaisons entre un ligand et son récepteur fixé sur une surface métallique. Ainsi les
anticorps fixés sur la couche métallique modifient I’'angle de la lumiéere en fonction de la
présence ou non de son antigéne. Haddada et al,*38 en 2017 ont utilisé cette méthode pour
la détection de la SEA dans du lait, ils ont obtenu une LOD de 5 ng/mL. Cette méthode
permet facilement et rapidement un large screening des anticorps fonctionnels, cette
technique peut donc étre utilisée lors de la sélection des anticorps pour la mise en place
d’un test ELISA. Cependant I'ELISA reste plus sensible et moins contraignant a utiliser en
routine que cette méthode.

I.B.2.6 Analyse des entérotoxines staphylococciques par les techniques des
immuno-empreintes (Western Blot : WB)

Couramment appelé Western blot, cette méthode permet I'analyse de protéines présentes
dans un gel natif (non dénaturant) en réalisant un transfert des protéines du gel (sur lequel
les protéines ont au préalable été séparées selon leur masse moléculaire) a une membrane
puis une révélation d’'une protéine via des anticorps spécifiques a celle-ci. Ces anticorps
sont couplés a un révélateur (radioactivité, fluorochome...). Cette méthode est longue et
difficile a mettre en place pour I'analyse de matrices alimentaires. Régulierement, cette
méthode est utilisée pour confirmer la présence de ESs dans du tampon. Ono et al,*?® en
2018 ont démontré la spécificité des anticorps anti-SElJ via Iutilisation d’un Western Blot.
Rasooly et Rasooly,'3° en 1998 ont analysé la SEA par WB dans du lait, de la viande et de la
salade de pomme de terre. La sensibilité est proche du 1 ng/mL. Les avantages de cette
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méthode par rapport a I'ELISA sont I'information sur la masse moléculaire de la protéine et
la séparation au préable des protéines entre elles, donc la limitation les réactions croisées.

|.B.2.7 Analyse des entérotoxines staphylococciques par la méthode de
cytométrie en flux

La derniére technique utilisant des anticorps pour la détection des ESs a été développée
par Shepelyakovskaya et al,'4? en 2020. Cette méthode est basée sur une détection en flux
par un cytometre de flux, un appareil utilisé généralement pour la détection de cellules
marquées via des anticorps couplés a de la fluorescence. Dans cette étude, des anticorps
anti-SEA, SEB et SEH ont été fixés sur des billes. Ce complexe a été mis en présence d’abord
des ESs puis d’'un deuxieme anticorps couplé a un fluorochrome différent pour chaque ESs,
comme illustré Figure 16. Ainsi, 'analyse peut étre multiplexée, et permet d’obtenir des
groupes quantifiables par cytométrie en flux comme décrit Figure 17. Des tests sur
différentes matrices alimentaires a la concentration de 2 ng/g ont été fructueux. Cette
méthode comparée a I'ELISA permet une analyse multiplexe, cependant I'ELISA est plus
simple d’utilisation et également plus sensible sur les matrices alimentaires.
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I.B.2.8 Analyse des entérotoxines staphylococciques via I'utilisation
d’Aptameres (Aptamer)

Le terme "Aptamere" provient des termes latins "aptus", qui signifie "s'adapter”, et
"meros", qui signifie "partie". Les aptameres sont de courtes molécules d'ADN ou d'ARN
simple brin, qui peuvent se lier sélectivement a une cible spécifique comme les protéines,
les peptides, les glucides, les petites molécules, les toxines et méme les cellules vivantes.
Les aptameres prennent des formes variées en raison de leur tendance a former des

48

SEB, et SEH dans un mélange incubé avec des
AC de détection biotinylés et révélées avec SA-



boucles a un seul brin. lls sont extrémement polyvalents et se lient a des cibles avec une
grande spécificité'*. La liaison des aptameéres provient de leur structure tertiaire, en effet
la reconnaissance et la liaison des cibles impliquent des interactions tridimensionnelles,
dépendantes de la forme, ainsi que des interactions hydrophobes. Les aptameres se lient
parce qu'ils "s'adaptent" a leurs cibles'*2. Les aptaméres peuvent donc fonctionner comme
les anticorps. Purschke et al,**3 en 2003 ont été les premiers a créer un aptamére anti-SEB
afin de proposer des méthodes alternatives aux anticorps. Mudili et al,** en 2015 ont créé
un ELISA anti-SEB entre un anticorps de capture et un aptamere, ils ont pu obtenir une LOD
de 50 ng/mL dans du lait. Kumari et al,*> en 2019 ont utilisé la technique du FRET (Transfert
d'énergie entre molécules fluorescentes) pour la détection de la SEB. Quand I'aptamére
fixe la SEB, il change de conformation ce qui permet a un deuxieme brin d’ADN
complémentaire de venir se fixer a I'aptamere, et donc par excitation de créer de la
fluorescence. La LOD a été estimée a 5 ng/g dans une soupe de lentille. L’utilisation des
aptaméres semble trés prometteuse pour I'analyse des ESs. D’'une part, leur production
n’implique pas I'utilisation d’animaux a I'inverse des anticorps et d’autre part, une fois la
séquence établie, ils sont simples a produire et peu colteux. Enfin, I'homologie de
séquence entre les ESs pourrait faciliter I'optimisation des aptameéres permettant
d’englober des groupes d’ESs. Cependant, la sensibilité est largement inférieure a celle des
ELISA classiques utilisant des anticorps, voir inapplicable pour I'analyse des ESs dans les
aliments naturellement contaminés.

[.B.2.9 Analyse des entérotoxines staphylococciques par les tests sur animaux

Les animaux sont utilisés comme modeéle pour tenter de comprendre ce qui se passe chez
I'Homme et afin d’observer les réponses a divers facteurs d’exposition (substances) mais
également pour évaluer I'efficacité et/ou la toxicité de ces substances.

Les tests sur animaux réalisés avec les ESs ont principalement servi a démontrer 'activité
émétique de celle-ci. Plusieurs especes ont été utilisées car chacune a une tolérance
différente aux ESs (cf paragraphe .LA.1.7.1).

Le premier test sur animaux (publié) remonte a I'année 1943. Fulton et al,'*¢ ont démontré
I'activité émétique d’une ou plusieurs ESs (la nomenclature des ESs n’est pas encore
identifiée a cette époque) produites en milieux de culture, sur des chatons.

Enfin une étude par Scheuber et al,'4” en 1983 a été réalisée avec un test appelé « direct
skin » consistant a déposer de la SEB sur la peau d’un cobaye sensibilisé a la SEB et donc
possédant les anticorps anti-SEB. Ainsi une réaction cutanée apparait 20 min apres
exposition par réponse antigénique a permis aux auteurs obtenir une LOD entre 10-100
pg/g en fonction de I'aliment analysé. Cependant les problémes étiques liés a I'utilisation
d’animaux pour la détection des ESs limitent leur utilisation.

49



|.B.2.10 Détection des entérotoxines staphylococciques par LC-MS

En conclusion, il existe de nombreuses méthodes qui peuvent étre mises en place lors de
I’analyse des échantillons issus d’une TIAC, dont les souches bactériennes. Pour le cas des
staphylocoques, trois types de méthodes peuvent étre distinguées : les méthodes dédiées
a la détection du staphylocoque, les méthodes de biologie moléculaire permettant la
détection des facteurs de virulence (les génes codant les ES, les ADN, les ARN...) et enfin les
méthodes permettant la détection de I'ES directement dans I'aliment. Les informations
fournies par chaque type de méthode peuvent étre utilisées de maniére complémentaire
afin de rassembler un faisceau de preuves pour confirmer les TIACs a SCP.

En effet, la détection des genes codant les ES permettrait d’orienter I'analyse vers le type
d’ESs probablement exprimé dans l'aliment. La comparaison des ADN permettrait de
comparer les origines des souches isolées de I'aliment ou de I’h6te. Cependant, la détection
de I'ES dans l'aliment prélevé lors de I|'épisode toxique est la preuve tangible de
I'implication du Staphylocoque dans la TIAC. Les méthodes ELISA sont majoritairement
utilisées pour la détection des ESs dans les aliments car ces méthodes sont les plus
sensibles. Cependant, leur principe fondé sur 'utilisation des anticorps constitue a la fois
un atout et un inconvénient. En effet, il est le responsable des réactions croisées et du
manque de spécificité observé pour les méthodes ELISA. La mise en place des méthodes
ELISA pour tous les ESs nécessite la préparation des anticorps couvrant les 35 ESs décrites,
ce qui constitue un obstacle majeur pour ce type de méthode. L'utilisation d’aptameres
pourrait étre une alternative aux anticorps de par leur production rapide et peu couteuse.
Cependant, leur mauvaise sensibilité ne permet pas de les utiliser pour I'analyse d’un
échantillon réel.

La LC-MS constitue une alternative pertinente pour les méthodes ELISA, elle permet une
analyse multiplexe des ESs dans les aliments et peut atteindre des niveaux de sensibilité
permettant I'analyse des échantillons naturels. Enfin, la spécificité est un atout majeur de
la LC-MS. Cette technique qui fait I'objet de cette thése est détaillée dans la partie suivante.
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|.C Analyses protéomiques par spectrométrie de
masse, applications aux ESs

Les analyses protéomiques par spectrométrie de masse sont réalisées en trois étapes
majeures. Une premiéere étape de préparation d’échantillons permet de simplifier la
matrice et de concentrer la ou les protéines d’intérét, afin de favoriser la sensibilité et la
spécificité de I'analyse par spectrométrie de masse. Dans une seconde étape, I’échantillon
est analysé par un appareil de spectrométrie de masse a basse ou haute résolution (la
résolution est la capacité d'un instrument a distinguer deux pics adjacents dans un spectre
de masse). Enfin dans une derniere étape, le signal issu de l'analyse est traité
informatiquement pour I'identification et/ou la quantification des protéines.

Le principe général de la spectrométrie de masse sera d’abord présenté, avant de détailler
son application a I'analyse protéomique : les stratégies d’analyse protéomique bottom-up
et top-down, la préparation d’échantillons pour I'analyse des protéines en matrices
complexes ainsi que les méthodes de quantification absolue et relative des protéines
seront présentées. Nous focaliserons cet exposé sur |’analyse par spectrométrie de masse
en mode ciblé, méme si les méthodes non ciblées seront évoquées. Finalement, nous
terminerons ce chapitre par une revue de la littérature sur I'application de I'analyse
protéomique aux entérotoxines.

I.C.1 Principe de la spectrométrie de masse (MS)

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse pour l'identification et/ou la
détection de molécules ionisées en mesurant leur rapport masse sur charge (m/z ou m est
la masse moléculaire et z la charge de l'ion, positive ou négative). La technique MS
comporte 4 éléments comme illustré Figure 18, le premier élément est une source
d’ionisation qui permet un transfert en phase gazeuse des molécules et leur ionisation. Le
second élément est composé d’un ou plusieurs analyseurs qui permettent de séparer les
ions selon leurs rapports m/z. Ensuite le troisieme élément est un détecteur capable
d’analyser et d’amplifier le signal produit par les ions. Enfin le dernier élément, le
traitement du signal, permet une représentation des données sous forme d’un spectre de
masse (intensité en fonction du rapport m/z).
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Source , Traitement
e L Analyseur(s) Détecteur .
d’ionisation du signal
Transfert en Analyse et Comptage des Traitement du
phase gazeuse séparation des ions signal et
et ionisation de ions selon le visualisation des
I'échantillon rapport m/z spectres de
masse

Figure 18 Description d'un spectrométre de masse

[.C.1.1 Instrumentation

I.C.1.1.1 Source d’ionisation
Il existe de nombreuses sources d’ionisation, ici les 2 principes d’ionisation les plus utilisés

pour I'analyse protéique seront décrits.

La Désorption-lonisation Laser Assistée par Matrice (MALDI) est une méthode ou les
protéines sont ionisées par transfert de charge a partir d’'une matrice, elle-méme ionisée
en utilisant I'énergie du laser. Cette méthode produit majoritairement des ions mono-
chargés et est considérée comme une ionisation douce.*

L'ionisation par électronébulisation (ElectroSpray lonisation) (ESI), illustrée Figure 19,
correspond a la technique d’ionisation utilisée lors de ce travail de thése. Cette source
ionise les composés en solution a pression atmosphérique, le plus souvent aprés une étape
de séparation en ligne par chromatographie liquide. Le flux liquide forme un nuage de fines
gouttelettes chargées (spray) apres la traversée de l'aiguille d’ionisation. La densité de
charge devenant trop importante au fur et a mesure de la désolvatation (par chauffage),
les gouttelettes explosent en libérant des microgouttelettes de solvant et de molécules
chargées. Cette méthode génére un nombre de charges variables et est considérée comme
une ionisation douce®,
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[.C.1.1.2 Analyseur
Les analyseurs différencient les ions en fonction de leur rapport m/z. Il existe de nombreux

modeles composés de différentes technologies (quadripdle, piege a ions, temps de vol
(TOF), résonance cyclonique ionique (FT-ICR) et Orbitrap. Chaque analyseur posséde des
spécificités en termes de vitesse d’analyse, de résolution et gamme dynamique (indique la
différence d’intensité pouvant étre analysé par l'appareil), comme rapporté dans le

Tableau 5 proposé par Junot et al,**° en 2014

Tableau 5 Apercu des spectrométres de masse les plus couramment utilisés (Junot et al 2014)

Mass analyzer

Resolving power
2

Mass accuracy

Scan rate

Mass range

Dynamic range

type (FWHM) (ppm)
Low resolution instruments
QqQ Up to 7500 (at m/z  5-500 ppm Up to ~5,000 Da’s  Upto 3,000 mz 10°-10"
508) (i.e. ~5 Hz when
considering a 1000
m/= window)
IT/LIT Up to ~10.000 50-500 ppm Up to ~33.000 Up to 4.000 m/=  10*
Da’s
Qq-LIT Up to 9200 (at m/=  50-500 ppm Up 10 20,000 Da/s ~ Up to 2.000 m/z  10°-10°
922)
High resolution instruments
TOF TOF only Up to ~20.000 (at 1-2 ppm Up to 40 Hz Up to 20,000 10°-10
m/= 1000) (internal m/=
calibration) )
Qq-TOF Up to 60,000 (at 1-2 ppm Up to 100 Hz Up to 40,000 10°-10°
m/z 1222) (internal m/z
calibration)
IT-TOF 10,000 at m/z 1000 2 ppm (internal 10 Hz Up to 5,000 m/z 10
calibration)
Orbitrap Orbitrap-Exactive  Up to 140,000 (at 1 ppm (intemal ~ Upto 12 Hzwitha Upto 6,000 m/=  10°-10°*
m/=200) calibration) mass resolution of
3 ppm (external 17,500 (at m/z 200)
calibration)
LTQ-Orbitrap Up to 240,000 (at 1 ppm (internal ~ Upto~8 Hzwitha Up to 4.000 m/z  10°-10"
m/z 400) calibration) mass resolution of
3 ppm (external 15,000 (at m/z 400)
calibration)
(_)-()l'hill‘:lp Up to 140,000 (at 1 ppm (internal Upto 12 Hzwitha Up to 4,000 m/= 10°-10°
m/z 200) calibration) mass resolution of
S ppm (external 17,500 (at m/z 200)
calibration)
FT-ICR LTQ-FT 7T 750,000 (at m/z I ppm (internal 1 Hzwithamass  Up to 4,000 m/=  10°-10°
400) calibration) resolution of
1.2 ppm 100,000 (at m/z
(external 400)
calibration)
Qq-FT 7T 1.000,000(at m/z 1 ppm (internal | Hz with a mass Up to 10,000 10°-10°
400) calibration) resolution of m/=z
1.5 ppm 250,000 (at m/=

(external
calibration)

400)

Dans ce travail de thése, un analyseur Orbitrap a été utilisé. Il se compose de deux
électrodes comme illustré Figure 20 : une premiére électrode en forme de fuseau placée a
I'intérieur d’une deuxiéme électrode creuse.’® Ces deux électrodes via leur structure
induisent un champ électrostatique, ainsi les ions orbitent autour de I'électrode centrale et
oscillent d'avant en arriere le long de I'axe Z. Cette oscillation génére un courant électrique
dans les plaques du détecteur qui est enregistré par l'instrument. Les fréquences de ces
courants électriques dépendent des rapports masse/charge des ions. Les spectres de masse
sont obtenus par transformée de Fourier’®2. Ce type d’analyseur est de type haute

résolution et peut atteindre pour les appareils les plus récents, comme I'Orbitrap Eclipse,
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1.000.000 de résolution pour 200 m/z avec une gamme de masse comprise entre 50 et
8000 m/z.1>3

Figure 20 Schéma descriptif d 'un analyseur Orbitrap Thermo Fisher Scientific

I.C.1.1.3 Détecteur
Le dernier élément du spectrometre de masse est le détecteur. Le détecteur enregistre le

courant produit lorsqu'un ion passe ou frappe une surface pour le transformer en signal
qui est ensuite converti et représenté par son intensité en fonction du rapport m/z.1>*

I.C.1.1.4 Fragmentation
La fragmentation permet d’analyser la structure de I'ion précurseur. Il existe différents

modes de fragmentation, mais seule la fragmentation HCD pour Higher-energy Collisional
Dissociation a été utilisée dans ce projet de thése. Le principe consiste a accélérer les ions
précurseurs par l'application d'un potentiel électrique afin d'augmenter leur énergie
cinétique, puis les ions précurseurs entrent en collision avec des molécules de gaz neutres
(souvent de I'hélium, de I'azote ou de I'argon). Lors de la collision, une partie de I'énergie
cinétique est convertie en énergie interne. Cela entraine la rupture des liaisons et la
fragmentation de I'ion moléculaire en fragments plus petits (Figure 22). Ce mode est utilisé
pour la quantification des protéines. La fragmentation de protéines ou de peptides se
réalise la plupart du temps au niveau de la liaison peptidique et produit différents types
d’ions en fonction du lieu de rupture et de la répartition de la charge, comme décrit Figure
21 . ll est ainsi possible d’obtenir les ions a, b, c en partie Nter ou x, y, z en partie Cter décrits
pour la premiére fois par Roepstorff et Fohlman en 19841>,
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Figure 21 Fragmentation sur les liaisons peptidiques induisant des ions fragments Roepstorff
et Fohlman en 1984

Le mode HCD, illustré Figure 22, génére en majorité des ions de type y*°. Il existe d’autres
modes de fragmentation pour la quantification, comme le mode CID ou Collision-induced
dissociation, sur un principe proche du mode HCD. De méme, il existe des modes plus
spécifiques a la caractérisation des protéines comme la dissociation par capture d'électrons
(ECD), la dissociation par transfert d'électrons (ETD) ou la dissociation multiphotonique
infrarouge (IRMPD) permettant une couverture plus compléte des séquences peptidiques
par rapport a la méthode classique CID ou HCD. De plus, ces approches ont |'avantage de
préserver les modifications post-traductionnelles pendant la fragmentation®>7/1%8,
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Figure 22 Description par Gates et al 2014 d’une cellule de collision de type HCD

[.C.1.1.5 Instrument utilisé durant les travaux de thése
L'appareil utilisé lors de ce travail est de type Q Exactive de la marque Thermo Fisher

Scientific, illustré Figure 23. C'est un appareil hybride quadripole-Orbitrap avec une
ionisation par ESI et une fragmentation par une cellule HCD. Cet appareil permet de
sélectionner des ions précurseurs via le quadripOle, de les accumuler a I'aide d’une C-Trap
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puis, soit de mesurer leur rapport m/z directement par I’Orbitrap, soit de passer par une
étape de fragmentation dans la cellule HCD puis de mesurer le rapport m/z des ions
fragments obtenus. La résolution d’'un Q Exactive de premiére génération est comprise
entre 17 500 et 140 000 a 200 m/z pour une fréquence de 16 a 2 Hz (la fréquence indique
le nombre possible d’analyse en 1 seconde par I'analyseur) et posséde une gamme de
masse entre 50 et 4000 m/z>°.

Collector C-trap Exit Lens  C-Trap Entrance Lens
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Figure 23 Représentation schématique d'un Q Exactive par Michalski et al 2011

I.C.2 Apport de la spectrométrie de masse pour I'analyse des
protéines et stratégies analytiques

L’analyse par spectrométrie de masse des protéines est exploitée pour la découverte et la
validation de biomarqueurs comme pour la maladie d’Alzheimer®® ou Parkinson'®?, la
découverte et le développement de médicaments'®? ou enfin, a I'identification de toxines

163 13 toxine botulique!®® ou les entérotoxines!®®. La

protéiqgues comme la ricine
protéomique peut étre appliquée a I'analyse d'une seule protéine ou utilisée pour |'analyse
a grande échelle d'un protéome spécifique, y compris pour étudier I'abondance des
protéines comme décrit par Abdelmegid et al,'%® en 2018. Les auteurs ont étudié en mode
non ciblé le protéome du S. aureus dans du lait issu de vaches infectées par des mammites,
leurs travaux ont permis de mettre en évidence une abondance significativement
différente pour 25 protéines de lait, permettant ainsi d’identifier des laits sains ou
contaminés. Il est également possible d’étudier les modifications des protéines, et ainsi
d’identifier de nouveaux variants ou sous type de protéines. En effet Wang et al, %’ en 2012
ont mis en place une méthode permettant d’identifier les sous types de la toxine botulique

sans l'utilisation d’outils génomiques. D’autres travaux concernent I’étude des interactions
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protéine-protéine et des interactions protéine-composé. Ces approches peuvent
permettre de comprendre comment une toxine se fixe a son récepteur protéique, comme
dans I'étude proposée par Bastos et al,’®® en 2020 sur une toxine du venin de serpent
Bothrops jararaca. Ainsi, la spectrométrie de masse est un outil analytique de choix pour
I’analyse des protéines et des toxines.

Au cours de cette thése, nous nous sommes focalisé sur I'analyse quantitative de toxines
protéiques en faible abondance dans des matrices complexes, notamment via la
spectrométrie de masse en mode ciblé. Dans un premier temps nous développerons les
stratégies bottom-up et top-down, en décrivant également leurs avantages concernant la
sensibilité et la spécificité. Suite a cela nous décrirons les quatre principaux modes
d’acquisitions pour les analyses protéomiques, deux d’entre eux sont des modes ciblés
(PRM et SRM). Cela consiste a rechercher spécifiquement une ou des protéines ou des
peptides avec une séquence et donc un rapport m/z déja connu. Les deux autres modes
sont dits non ciblés (DDA et DIA) pour une analyse plus empirique de I’échantillon.

La préparation des échantillons pour I'analyse par spectrométrie de masse est une étape
cruciale. En effet, |'effet de matrice dépend de la pureté de I'échantillon, et I'étape de
préparation d’échantillons permet aussi de reconcentrer |'analyte pour des analyses
sensibles et quantitatives. Ainsi, les différentes stratégies les plus courantes seront
présentées. Finalement, nous développerons les stratégies de quantification protéique en
décrivant un large panel de méthodes pour les quantifications relatives ou absolues.

I.C.2.1 Stratégie analytique et mode d’acquisition des données

I.C.2.1.1 Stratégie bottom-up
L'approche bottom-up est la méthode la plus courante pour I'analyse des protéines. Elle

consiste a utiliser une enzyme protéolytique pour digérer les protéines. Cette digestion
produit des peptides spécifiques dit protéotypiques de la protéine, plus simples a analyser
que la protéine entiére, par une masse de I'ordre de 1500-2000 Da et un nombre réduit
d’états de charge!®®'’%, Comparer les rapports m/z des peptides protéolytiques et leurs
spectres de masse en tandem avec ceux prédits dans une base de données de séquences
ou a un spectre de peptide annoté dans une bibliothéque spectrale permet d’identifier les
peptides de la protéine. Plus le nombre de peptides identifiés est grand, et donc le
recouvrement de séquence, plus I'identification de la protéine est fiable!’?. La protéomique
bottom-up est un moyen relativement simple et fiable de déterminer la composition
protéique d'un échantillon donné. La digestion en peptides peut étre facilitée en utilisant
des agents dénaturants, comme le Rapigest, 'urée, des agent organiques et inorganiques
(tel que des sels), des détergents'’2. Cela dénature la protéine afin de rendre accessible les
sites de coupure par I'enzyme. Cependant, la présence de ponts disulfures au niveau des
cystéines empeche le dépliement total de la protéine. Ainsi, comme illustré Figure 24, le
dithiothréitol (DTT) est un réducteur fort qui réduit les ponts disulfures et I'ajout de
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I'iodoacétamide (IAA) empéche la reformation des ponts en se fixant aux groupements
thiols des cystéines.'’® comme décrit par Fremout et al, en 2014 74
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Figure 24 Réaction chimique du DTT et [’IAA sur les ponts disulfures Fremout et al, 2014

La trypsine est la protéase la plus couramment utilisée pour la digestion des protéines. Elle
coupe au niveau C-terminal des résidus basiques de lysine et d’arginine (si non suivis d’une
proline). Au vu de I'abondance des deux acides aminés basiques, les peptides produits par
la trypsine sont généralement compris entre 8 et 25 acides aminés, soit des masses de
peptides comprises entre 500 et 2000 Da. Il s’agit de la taille optimale pour une analyse en
LC-MSY7>176 Du fait de la coupure par la trypsine au niveau des résidus basiques, les
peptides présentent deux groupements aminés (en Cter et Nter), ce qui conduit
majoritairement a des peptides di-chargés et un rapport m/z compris entre 300 et 1000. ||
est possible d’obtenir des peptides chargés au-dela de 2 charges via la présence dans la
séquence d’acides aminés comme |’histidine, I’arginine et la lysine (en cas de non-coupure).
Cette gamme de masse est tout a fait adaptée aux analyseurs conventionnels comme les
quadripdles (10-4000 m/z) ou I'Orbitrap (50-4000 m/z). La trypsine posséde une grande
spécificité, cependant le rendement du clivage dépend de I'acide aminé a la suite de la
lysine ou de I'arginine comme décrit Figure 25 par Rodriguez et al,*”” en 2008. Le nombre
de non-clivage est plus important si la fréquence de digestion est plus faible comme par
exemple en présence d’une proline ou d’une cystéine a la suite des sites de coupure.
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Figure 25 Fréquence des sites de coupure de la trypsine pour les 45 paires d'acides aminés
d'aprés Rodriguez et al, 2008

Il existe egalement une grande diversité des enzymes pour la digestion protéique. La trypsine
présente des peptides trés adaptés a I'analyse par MS tant par la taille des peptides délivrés
gue par leurs charges comme vu précédemment, et permet le plus souvent d’atteindre la plus
grande couverture de séquence. Cependant d’autres enzymes protéolytiques peuvent étre
utilisées en complément. C’'est le cas pour I'analyse des protéines qui possédent des
séquences particulieres avec une distribution des sites de coupure ne permettant pas
I'obtention de peptides analysables par MS (taille, doubles arginine ou lysine...). Des
séquences particulieres peuvent contenir des informations importantes telles que des
modifications post-traductionnelles (PTM) ou des mutations qu’il peut étre intéressant
d’identifier. Ainsi, d’autres enzymes ont été décrites, Tableau 6, avec des sites de clivage
différents et plus ou moins spécifiques. Elles sont régulierement utilisées comme complément
de la trypsine en fonction de la nature de la séquence analysée.
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Tableau 6 Site de coupure des principales enzymes utilisées pour [’analyse des protéines par

spectrométrie de masse.

Enzyme Acide aminé  Hydrolyse
Trypsine K, R Cter
Chymotrypsine F, Y, L, W, M Cter
Pepsine FY LW Nter
IThermolysine FYI,W M,V Nter
Glu-C D, E Cter
Lys-C K Cter
Lys-N K Nter
Arg-C R Cter
Asp-N D Nter

I.C.2.1.2 Stratégie top-down
La seconde stratégie, top-down, consiste a analyser la protéine intacte sans digestion, soit

en mode « full scan MS » conduisant a I'obtention d’un profil d’états de charge qui peut
étre déconvolué pour déterminer la masse exacte de la protéine analysée, comme illustré
Figure 26. Soit aprés fragmentation (MS?) pour séquencer la protéine via les ions fragments
obtenus Figure 27 (issus de Kafader et al, 2020'8?)
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Figure 26 (4) Spectre full MS de deux protéines avec le profil d’état de charge. (B)
Déconvolution du spectre full MS indiquant la masse exacte des deux protéines. Figure

proposée par Marty et al, 2020178

Les avantages de la méthode top-down sont liés a I'analyse des protéines dans leur
intégralité et a la capacité de conserver le lien entre les modifications post-traductionnelles
(PTM) sur une méme protéine'’®. Cela permet d’identifier des modifications post-
traductionnelles difficilement visibles en bottom-up (Figure 28) comme la présence d’un
pont disulfure'®®, De nombreuses PTM peuvent étre présentes sur une méme protéine
complexifiant fortement les spectres de masse comme lors de I'étude de Manconi et al,8?
en 2017 ou les auteurs ont pu identifier plus de 30 PTM sur une méme protéine, la
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Figure 27 (A gauche) spectre full MS? d’une protéine avec les rapports m/z des fragments
observés. (A droite) identification des fragments permettant le séquencage protéique. Figure
proposé par Kafader et al, 2020

cystatine, a la recherche de nouveaux biomarqueurs salivaires de maladies
cardiovasculaires. Les mutations d’acides aminés provenant de variants peuvent également
étre identifiées au méme titre que les PTM. Ainsi les cancers sont issus de cellules mutées
qui généralement favorisent leur survie au lieu de provoquer leur apoptose. C’'est le cas de
la protéine provenant du gene KRAS qui, si elle est mutée sur la glycine en position 13 par
un acide aspartique (Gly13Asp), provoque cette survie cellulaire. Ntai et al,®2 en 2018 ont
mis en place une méthode utilisant une préparation d’échantillons basée sur
I'immunocapture suivie d’'une analyse top-down pour identifier cette mutation au niveau
protéique afin de proposer un diagnostique rapide sur la potentielle apparition de cancers.

La protéomique top-down est moins sensible que la protéomique bottom-up di au
nombreux états de charges aprés ionisation electrospray de la protéine (voir Figure 26) qui
provoquent une dispersion du signal®3. C’est également cet effet de dispersion du signal
qui limite I'analyse des protéines supérieures a 30-40 kDa pour les appareils de type
Orbitrap® ou TOF*®>, Une exception est a noter pour les anticorps ou la limite peut monter
a 150 kDa'®®, Récemment, Vanaernum et al,’®” ont analysé des complexes protéiques
atteignant 336 kDa en utilisant des analyseurs Orbitrap. De nouvelles méthodes
permettant de limiter le nombre d’états de charge ont été développées comme décrit dans
I’étude de Huguet et al,*®® 2019 ol les auteurs ont proposé la méthode PTCR (proton
transfer charge reduction) qui a pour objectif de limiter le nombre de protons liés a la
protéine et donc le nombre d’états de charge. Pour cela, les auteurs ont réalisé un transfert
ion-ion proton vers un autre ion receveur. Les analyseurs de type Orbitrap les plus récents
(EMR ou Extended Mass Range) ont également la possibilité d’analyser des protéines
intactes avec une gamme de rapport m/z étendue!87:189.190,
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La quantification absolue par top-down est peu développée dans la littérature et manque
de sensibilité comme décrit précédemment. La difficulté d’obtenir des étalons internes
comme des protéines SILAC ou PSAQ (décrit ultérieurement), marquées aux isotopes
stables, limite aussi la quantification absolue par top-down. La quantification est le plus
souvent dite « relative » et consiste a comparer I'abondance de protéoformes entre
différentes conditions comme décrit par Santos Seckler et al,**! en 2021. Les auteurs ont
étudié I'abondance des protéoformes des apolipoprotéines A-l (ApoA-I1) et C-lll (ApoC-IIl)
pour le diagnostic de maladies liées au cholestérol.
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Figure 28 Description schématique de I'approche bottom-up et top-down. Adapté de scherl
etal, 2015

I.C.2.2 Les modes d’acquisition des données pour la protéomique (LC-MS)

Il existe 4 principaux modes d’acquisition pour I'analyse protéomique : 2 modes ciblés et 2
modes non ciblés. Les modes ciblés, avec la méthode SRM (Selected Reaction Monitoring)
ou MRM (Multiple Reaction Monitoring) et la méthode PRM (Parallel Reaction Monitoring),
consistent a rechercher des peptides (ou protéines) déja identifiés. Il s’agit des modes
d’acquisition les plus couramment utilisés pour la quantification absolue. Les 2 autres
modes d’acquisition, sont non ciblés, donc sans apriori lors de I'acquisition : le mode DIA
(Data Independent Acquisition) et le mode DDA (Data Dependent Acquisition). Les
différentes méthodes d’acquisition listées seront développées dans les paragraphes
suivants. Dans cette partie nous décrirons en premier la SRM qui est la méthode la plus
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utilisée en protéomique ciblée, puis la PRM, plus récente, suivie par la DDA ou mode non
ciblé le plus utilisé pour l'identification de protéine, et enfin la DIA plus récemment
proposée.

[.C.2.2.1 Mode Selected Reaction Monitoring (SRM et MRM)
Le mode d’acquisition SRM appelé aussi MRM, illustré Figure 29, est la méthode classique

pour I'analyse ciblée des protéines. Ce mode ciblé permet de mesurer la concentration d’un
nombre restreint de protéines d’intérét avec une forte sensibilité, de maniere
reproductible et précise!®®. Avant analyse, les peptides provenant de la digestion
enzymatique (protéomique bottom-up) sont séparés par une colonne de chromatographie
liquide puis analysés par un spectrométre de masse de type triple quadripole (QQQ).
L'appareil mesure et transmet le rapport m/z (ions précurseurs et fragments) des ions
peptidiques spécifiques des protéines d’intérét!®3. Le quadripéle est un analyseur constitué
de quatre électrodes soumises a une différence de potentiel entre chaque paire
d’électrodes, cela créé un champ électrique de type quadripolaire. Les ions précurseurs
sont sélectionnés dans le premier quadripdle (Q1) en fonction de leur rapport m/z
spécifique avec une tolérance de 0.7-2 Da, le quadripdle (Q2) est une cellule de collision
CID (collision-induced dissociation) qui permet la fragmentation des ions précurseurs, puis
les ions fragments obtenus sont orientés vers le troisieme quadripdle (Q3) qui applique une
nouvelle sélection d’ions avec les rapport m/z spécifiques des ions fragments afin de les
sélectionner pour étre guidés vers un détecteur (voir Figure 29). La double sélection ions
précurseurs / ions fragments, nommée transition, permet une analyse trés spécifique et de
réduire considérablement le bruit de fond, ce qui améliore le rapport signal/bruit%.
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Figure 29 Vue d'ensemble de la méthode LC-SRM-MS. Adapté de Burnum-Johnson et
2016%%°

On retrouve ce mode dans la quantification de la ricine qui est une protéine toxique issue
de la graine de ricin. Dans I’étude de Schieltz et al,'°® en 2015 les auteurs ont pu differencier
plus spécifiguement la ricine d’une autre protéine avec une forte homologie, I'agglutinine
de R. communis (RCA), difficile a discriminer par les méthodes classiques d’ELISA. Malgré
les nombreux avantages proposés par la méthode SRM, comme la spécificité, la sensibilité
et la reproductibilité, cette méthode peut souffrir d’interférences dues a des co-élutions
avec des peptides isobares, lors de I'analyse de matrices biologiques riches en protéines.
Ce phénomeéne est amplifié par I'utilisation de la trypsine libérant ainsi de nombreux autre
peptides pouvant avoir des rapports m/z proches de ceux analysés'®’. Afin d’identifier ces
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interférences, des criteres sont appliqués lors du traitement du signal. Notamment, au
moins trois transitions par peptide doivent étre suivies avec un ratio entre ces transitions
stable et conservé!®, |l est également important d’avoir un étalon interne sous forme d’un
peptide marqué aux isotopes stables pour identifier les bons temps de rétention et une
forme de pic cohérente!®®. De plus, les analyses SRM nécessitent I'identification d’un
ensemble prédéfini et validé de peptides cibles et de fragments attitrés. Il faut donc choisir
au préalable, lors de I'optimisation analytique, les peptides et les fragments a analyser pour
définir les transitions optimales. L’aide de logiciels dédiés tel que Skyline?® est essentielle.

Le mode SRM permet de multiplexer les analyses. Cela consiste en I'analyse de plusieurs
protéines en une seule analyse et dépend de la rapidité d’acquisition de I'appareil utilisé. Il
est possible d’optimiser ce multiplexage comme par Burgess et al,?’! en 2014. Les auteurs
ont développé une méthode SRM pour la quantification de 400 peptides et de leurs
isotopes stables utilisés comme étalons internes, pour un total de 800 peptides ciblés avec
3 transitions par peptide, soit 2400 transitions suivies. De méme, pour favoriser le
multiplexage, Rougemont et al,2%, ont développé en 2017 une méthode appelée SCOUT-
SRM afin de compenser la variation des temps de rétention d’une injection a I'autre et
basée sur 19 peptides (les SCOUT) élués le long de la séparation chromatographique.

[.C.2.2.2 Mode parallel reaction monitoring (PRM)
Depuis 2012, les spectrométres de masse haute résolution de type Q Exactive (Figure 23)>°

se sont imposés comme une alternative crédible aux triple quadripdles. Brievement, le Q
Exactive est un spectrometre de masse hybride combinant un quadripdle et un Orbitrap
comme décrit précédemment. Le Q Exactive est le plus souvent utilisé en mode
d’acquisition PRM pour les analyses quantitatives dans les matrices complexes. Une étape
de fragmentation dans une cellule HCD est réalisée aprés le stockage des ions précurseurs
dans la C-trap et les ions fragments sont analysés dans |’Orbitrap comme illustré Figure 30
; le choix des transitions se fait donc post-acquisition offrant un avantage sur le SRM pour
la rapidité de mise au point de la méthode. L'Orbitrap est un analyseur de masse a haute
résolution et permet d’atteindre une précision de masse de I'ordre de 5 ppm, ce qui a pour
intérét, comparé au SRM, d’identifier de potentielles co-élutions d’ions interférant avec
des rapports m/z des ions fragments proches de ceux de I'analyte. Le mode PRM permet
ainsi, en présence de matrices complexes, de quantifier sur une gamme dynamique plus
large qu’avec le mode SRM?%3,

Figure 30 Vue d'ensemble de la méthode LC-PRM-MS. Adapté de Burnum-Johnson et al,'®
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2016

Le mode PRM offre de nouvelles alternatives pour les analyses multiplexées?%. Il permet
ainsi d’accumuler dans la C-trap individuellement chaque ion précurseur et, apres
fragmentation, de les analyser simultanément (MSX (multiplex) entre 2 et 10 sur I'appareil
utilisé au laboratoire) dans I’Orbitrap, comme représenté Figure 31. Le multiplexage du
mode PRM a été utilisé par Zhang et al,?® en 2021 avec l'objectif de supprimer la
chromatographie liquide en amont de la MS pour réduire le temps d’analyse d’anticorps
thérapeutiques. Ainsi I'injection a été réalisée en direct (infusion) conduisant a analyser de
nombreux peptides simultanément. Les auteurs ont utilisé un MSX n=2 pour incorporer le
peptide cible et son étalon interne marqué aux isotopes stables. Lors d’'une méthode
quantitative il est important d’avoir un certain nombre de points par pic afin d’obtenir une
aire représentative de la quantité d’analyte. L'utilisation du PRM MSX permet d’augmenter
la résolution pour un méme nombre de point par pic ou de réduire le temps d’analyse en
maintenant le nombre de points par pic chromatographique.

ql HCD
oe. QI —
S St
2. O == ,*.* Orbitra
cH B\ an O
O:. CD o & —) * K W \
@2 T+ ° &= it X\ —
lons parents lons fils / | |
accumulés I II
m/z

Figure 31 Vue d'ensemble de la méthode LC-PRM-MS en mode MSX (n=3).

Une alternative au mode multiplexe décrit précédement consiste a élargir la plage de
sélection des ions précurseurs par le quadriplOle et ainsi de sélectionner plusieurs ions
précurseurs dans le quadrip6le en méme temps. C'est le mode broad-band décrit par
Gallien et al?% en 2014 et illustré Figure 32, cela consiste par exemple a augmenter la plage
de sélection pour laisser passer deux ions précurseurs avec un rapport m/z proche comme
pour les peptides non marqués et leurs homologues marqués sur les lysine (K) et arginine

(R).

ql HCD Orbitrap :
N R
o2 ° W= +0°
lons parents lons fils _‘\ // ‘ ” ‘
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Figure 32 Vue d'ensemble de la méthode LC-PRM-MS en mode broad-band.
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Bien que les exemples précédents concernent la quantification de biomarqueurs, le
multiplexage présente un intérét également pour les toxines. Le PRM, le PRM MSX et le
PRM broad-band ont été utilisés dans ce travail de thése pour répondre a des
problématiques de spécificité de I'analyse en matrices complexes et permettre le suivi d’un
grand nombre de peptides protéotypiques représentatifs de différents types
d’entérotoxines.

[.C.2.2.3 Mode Data Dependent Acquisition (DDA)
Cette méthode, représentée Figure 33, est en deux étapes cycliques. Dans un premier

temps une analyse en « full scan MS » est réalisée, c’est un balayage sans filtre et sans
fragmentation des ions transmis a I’analyseur pour mesure du rapport m/z. Les N ions les
plus intenses lors du « full scan MS » (N généralement entre 5 et 10) sont, dans un second
temps, ciblés, accumulés, fragmentés et les ions fragments analysés par |'Orbitrap. Ces
étapes sont répétées en cycle tout au long de I'analyse de I'échantillon. Afin de ne pas
refragmenter un peptide déja analysé, il est possible de I'éliminer temporairement et ainsi
de favoriser d’autres peptides moins abondants. La limite de cette méthode est la rapidité
du spectromeétre de masse a enchainer ces étapes. Les rapports m/z et les spectres MS et
MS/MS ainsi obtenus sont comparés aux bases de données protéomiques, pour identifier
chaque peptide??’. Les appareils les plus utilisés pour le mode DDA sont le plus souvent de
type hybride avec un quadrip6le ou un piége a ions, et un analyseur a haute résolution
Orbitrap ou TOF.
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Figure 33 Vue d'ensemble d’un cycle de la méthode LC-DDA-MS (N=3).

Il existe plusieurs logiciels de retraitement de données DDA comme Proteome Discoverer,
X!TandemPipeline, MaxQuant...2%2%%, Ces logiciels utilisent différents algorithmes comme
Mascot'”?, Sequest?!%, Andromeda?!!, XTandem?%. Ces algorithmes réalisent une digestion
in Silico des protéines recherchées a partir de fichier FASTA contenant les séquences en
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acides aminés, ainsi que les rapports m/z théoriques des peptides, sont confrontés aux
données LC-MS obtenues.

I.C.2.2.4 Mode Data-independent acquisition (DIA)
L'un des plus grands défis de la protéomique de découverte est l'identification et la

quantification précise de I'abondance du grand nombre de protéines contenues dans des
échantillons complexes. Le nombre de peptides libérés par ces protéines pendant la
préparation de I'échantillon est encore plus élevé (> 100 000) et peut dépasser le nombre
maximal de spectres pouvant étre acquis dans les flux de travail traditionnel DDA. Ce
probléeme connu de sous-échantillonnage peut étre contourné en utilisant une méthode
d'acquisition alternative.

L’analyse en mode DIA (appelé aussi SWATH pour Sequential Window Acquisition of all
Theorical Fragment lon Mass Spectra) est le terme générique introduit en 2003 par Purvine
et al,>!2 et a pour principe que tous les ions précurseurs de I'ensemble de la gamme de
masse sont isolés séquentiellement dans des fenétres de rapport m/z (entre 25-50 m/z) et
fragmentés ensemble. La Figure 34 représente la succession de fenétres en rouge, bleu,
violet issues du spectre « full scan » MS, ces fenétres d’ions précurseurs sont ensuite
transmises a la cellule de collision MS/MS. Les spectres obtenus sont trés complexes car les
ions fragments qui en résultent proviennent de multiples ions précurseurs, ce qui
complique I'analyse des données. Afin de mettre en corrélation des ions précurseurs et les
ions fragments, une analyse en spectre « full scan MS » peut étre réalisée (voir Figure 34).
L'une des stratégies permettant d'identifier les peptides avec un haut degré de confiance
repose sur les bibliothéques spectrales de peptides issus d’analyse DDA?'3 ou plus
récemment sur la réalisation de bibliotheques spectrales de peptides in silico. Ainsi, Yang
et al,?!* en 2020 ont décrit une méthode de deep learning appelé DeepDIA, pour obtenir
des bibliotheques spectrales de peptides in silico, qu’ils ont confronté a des bibliotheques
spectrales de peptides classique issus de DIA.
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Figure 34 Vue d'ensemble d’un cycle de la méthode LC-DIA-MS
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Les données générées par I'analyse DIA sont tres completes et informatives et peuvent étre
utilisées pour des analyses « ciblées » post-acquisition?!®., La quantité de données générées
par DIA nécessite la création de banques de données et de logiciels dédiés. Il existe
différents logiciels, comme ABSciex PeakView, Biognosys Spectronaut, OpenSWATH,
Thermo Pinpoint et Waters Protein Lynx Global Server, qui prennent en charge
I'interprétation des données DIA. Il est également possible d’utiliser la plateforme logicielle
Skyline, plus accessible?'®, Au niveau bactérien Midha et al,?!” ont proposé en 2020 une
bibliothéque spectrale de peptides pour la bactérie Escherichia coli en incorporant entre 4
014 des 4 389 protéines annotées pour un total de 56182 peptides protéotypiques.

I.C.3 Analyses protéomiques en matrices complexes

Nous verrons au sein de cette partie comment I'analyse des protéines s’applique a des
échantillons complexes, et notamment les effets de matrices et la préparation de
I’échantillon.

I.C.3.1 Effets de matrice et normalisation du signal

Comme décrit précédemment, la LC-MS permet une quantification précise et sensible via
les acquisitions en mode ciblé. Cependant la sensibilité peut étre altérée par le phénomeéne
d’effet de matrice dans les échantillons complexes. La quantification en mode ciblé est
limitée par les effets de matrice, en particulier lorsqu'elle utilise une source du type ESI
pour analyser des extraits de matrices complexes?®®, Les effets de matrice sont souvent
causés par une variation de l'ionisation des analytes cibles en présence de composés co-
élués issus de la matrice. Les effets de matrice peuvent se manifester par une perte ou un
gain du signal observé. Les variations du signal des ions affectent considérablement la
performance analytique d'une méthode. Par conséquent, les effets de matrice doivent étre
évalués lors de la validation d'une méthode LC-MS. Afin de corriger ou de compenser ces
effets de matrice, un étalon ou standard interne (IS) est ajouté afin de normaliser le signal
par un ratio analyte / 1S.21°

De plus, les effets de matrice sont variables selon les échantillons et cela pose un vrai
challenge dans le domaine alimentaire ou les matrices sont a la fois complexes et variées
de par la diversité des aliments et de par leur composition. En effet, une préparation
d’échantillons est en général orientée pour un type de matrice et d’analyte spécifiques, or
la diversité des aliments oblige a obtenir des préparations d’échantillons plus générales.
Ainsi, il existe la norme NF EN ISO 19020 adaptée aux ESs pour une analyse par test

125 X

immunologique!® a partir des matrices alimentaires, mais jamais évaluée pour |'analyse

protéomique par spectrométrie de masse.

A noter que seules les matrices riches en protéines permettent la production d’ESs par S.
aureus®. Ainsiles aliments concernés par 'identification d’ESs sont des matrices complexes
de par la forte concentration en protéines. De plus, une analyse par protéomique bottom-
up utilisant la trypsine comme enzyme de digestion va produire une trés grande quantité
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de peptides, ce qui va augmenter la complexité de la matrice. Ainsi, une préparation de
I’échantillon efficace est essentielle pour réduire les effets de matrice, notamment dans le
domaine alimentaire et pour la détection a I’état de trace??°.

I.C.3.2 Préparation d’échantillons

Comme vu précédemment, la préparation d'échantillons pour une analyse de protéines en
LC-MS est obligatoire. Dans cette partie, nous listerons les méthodes les plus couramment
utilisées pour la préparation d’échantillons protéiques. Nous verrons les méthodes de
séparation des protéines et peptides basées sur leur masse moléculaire, les méthodes de
séparation par précipitation protéique, les méthodes de dessalage et d’élimination des
détergents, les méthodes de fractionnement par chromatographie liquide et enfin les
méthodes d’extraction protéiques par immuno-affinité utilisant des anticorps (ou des
aptamers).

I.C.3.2.1 Gel SDS-PAGE
Décrit pour la premiére fois par Laemmli en 197022, |e gel SDS-PAGE permet la séparation

des protéines par électrophorése a travers une matrice de gel en fonction de leurs masses
moléculaires, les petites protéines migrant plus rapidement en raison de leur moindre
résistance a la matrice de gel.

Le dodécylsulfate de sodium ou SDS est un détergent qui a un fort effet dénaturant sur les
protéines et qui se lie au squelette de la protéine a un rapport molaire constant??2. De plus,
le SDS apporte une charge négative aux protéines les faisant ainsi toutes migrer dans le
méme sens. En présence de SDS et d'un agent réducteur qui coupe les liaisons disulfures
essentielles au bon repliement des protéines, celles-ci se déploient en chaines linéaires
dont la charge négative est proportionnelle a la longueur de la chaine polypeptidique. Ainsi
le SDS élimine en grande partie l'influence de la structure et de la charge. Les protéines
sont donc séparées uniqguement sur la base de la longueur de la chaine polypeptidique.

Les méthodes de révélation des protéines dans les gels sont principalement basées sur
I"utilisation du bleu de Coomassie. Ce colorant bleu va se fixer sur les protéines pour révéler
leur position dans le gel. Il est possible par la suite de réaliser des Western blots par un
transfert des protéines présentes dans le gel SDS-PAGE sur une membrane de
nitrocellulose, cette membrane sera ensuite mise en présence d’anticorps de la protéine
recherchée. En paralléle du Western Blot, la spectrométrie de masse permet d’identifier la
ou les protéines présentes. Pour ce faire, la partie du gel ou se situe la protéine est
découpée, puis une digestion enzymatique et une extraction peptidique sont réalisées.
C'est la méthode historique pour l'identification des protéines en LC-MS utilisée en 1981
par Stadler et al,??3 et encore largement utilisée de nos jours pour les analyses de routine
ou pour les analyses du protéome comme pour Busche et al,?>* en 2018. Les auteurs ont
analysé le secretome de trois souches de S. aureus d’origine humaine avec une méthode
DDA. lls ont pu identifier 869 protéines sécrétées dont une quarantaine de facteurs de
virulence ou toxines comprenant des ESs.
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I.C.3.2.2 Précipitation protéique (séparation en fonction du point isoélectrique)
La précipitation est la méthode la plus simple pour concentrer une protéine, éliminer les

sels et détergents. Afin de la rendre éventuellement sélective de la protéine d’intérét, il
faut que la protéine d’intérét précipite dans des conditions particuliéres par rapport aux
autres protéines??>. Trois parameétres jouent sur la solubilité des protéines : leur
hydratation, leur charge électrostatique et leur conformation. Plusieurs méthodes
permettent la précipitation protéique, par I'exemple via ['utilisation de solvants
dénaturants comme I'éthanol, I'acétone ou le phénol??®. La modification du pH peut
également étre utilisée, elle est obtenue par des acides tel que le TCA (acide
trichloroacétique), acide le plus utilisé pour la précipitation des protéines??’. La
précipitation ionique est également régulierement utilisée car elle dénature peu la protéine
et permet donc de conserver son activité ou sa conformation aprés précipitation, I'urée ou
le sulfate d'ammonium sont d’ailleurs tres utilisés pour ce type de précipitation
protéique??8. Enfin il est également possible de précipiter des protéines par la chaleur mais
ce processus endommage fortement leur conformation. Koike et al,>?® en 2019 ont
développé une méthode d’analyse de la toxine SEA dans du lait par double précipitation :
une premiére précipitation acide « douce » pour I'élimination de la caséine (protéine
majoritaire du lait) suivie d’'une deuxieme précipitation au TCA de la toxine SEA. La LOD est
estimée a 10 ng/g dans le lait avec une analyse par LC-MS utilisant un appareil QTRAP en
mode MRM. La précipitation permet aussi de concentrer les protéines avant analyse du
protéome de souches de S. qureus??4230.231,

I.C.3.2.3 Filtration / dialyse
Afin de concentrer ou de purifier des protéines, des méthodes par filtration/dialyse

peuvent étre utilisées en exploitant la masse moléculaire des protéines d’intérét. La dialyse
est une méthode souvent utilisée pour modifier le tampon dans lequel la protéine est
solubilisée. Cependant cette méthode permet aussi de concentrer les protéines. Si le
boudin de dialyse est plongé dans du PEG, le polymére va, par effet osmotique, faire
diffuser I'eau hors du boudin de dialyse, afin d’obtenir un échantillon déshydraté. Cette
méthode est utilisée dans la norme NF EN 1SO 190202° pour la concentration des ESs issues
de matrices alimentaires.

Plus récemment, des digestions sur filtre ont été proposées pour faciliter I'analyse de
protéines hydrophobes, comme la méthode FASP (filter-aided sample preparation), décrite
pour la premiére fois par Wisniewski et al en 2009232, pour éliminer les sels et détergent.
L'utilisation du SDS permet une bonne extraction des protéines hydrophobes mais n’est
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pas compatible avec des analyses en LC-MS, il est donc obligatoire de I'éliminer de
I’échantillon protéique. Le protocole proposé par Erde et al, 2014233 est présenté Figure 35.

8 vol /—\

urea spin wash wash collect LC-Ms
— or
alkylate digest fractionation

sample

SDS+DTT
N N

| passivation solution |

Figure 35 Protocole FASPe proposé par Erde et al 2014

[.C.3.2.4 Single-Pot Solid-Phase-enhanced Sample Preparation (SP3)
En 2014, Hughes et al,?3* propose une méthode Single-Pot Solid-Phase-enhanced Sample

Preparation (SP3). SP3 fournit un moyen rapide de préparation d'échantillons

protéomiques dans un seul tube ce qui facilite I'analyse a haut débit du protéome. En effet,
elle a pour principe de fixer I'ensemble des protéines de I’échantillon sur des billes
magnétiques qui seront extraites de la matrice via un aimant. Cette méthode d’extraction
n’est pas ciblée, elle permet d’extraire I'ensemble du protéome d’une matrice et donc de
changer de tampon ou de milieu afin d’éliminer les sels et détergent. Hughes et al,?3> en
2019 ont proposé un protocole standardisé et reproductible pour la quantification du
protéome de cellules humaines en utilisant la méthodes SP3 pour éliminer les détergents
de lyse cellulaire.

[.C.3.2.5 Chromatographie liquide et SPE pour le fractionnement
Il existe plusieurs types de fractionnement, réalisés par chromatographie liquide ou par SPE

(Extraction en Phase Solide). La SPE consiste a fractionner I’échantillon en fonction de la
polarité ou de la charge des analytes, le plus souvent au niveau peptidique aprés digestion
a la trypsine, sur de petites cartouches chromatographiques. Cette méthode a déja été
utilisée pour I'analyse des ESs par Andjelkovic et al 201623, I'objectif étant d’obtenir une
méthode de détection de la SEA et SEB dans le lait sans utilisation d’anticorps. Avec une
cartouche de type SPE C18, ils ont obtenu une LOD de 4 a 8 ng/mL. La chromatographie
liquide en colonne peut également étre utilisée pour le fractionnement d’échantillon. Shi
et al,?3” en 2012 ont proposé un protocole, illustré Figure 36, de fractionnement du plasma
humain sur colonne C18 en phase basique. lls ont obtenu 96 fractions qui ont été
regroupées en 12 groupes pour étre analysées ensemble en nano-LC-MS sur une colonne
C18 en phase acide. Ce protocole a permis aux auteurs d’obtenir des LOD comprises entre
50-100 pg/mL pour la protéine PSA.
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Figure 36 Schéma du plan expérimental de Shi et al 20122 pour le fractionnement du plasma
humain par colonne C18.

[.C.3.2.6 L'immuno-enrichissement ou immunocapture
L'immunocapture, illustrée Figure 37, permet I'enrichissement d’une protéine par des

anticorps immobilisés. Il s’agit d’'une des méthodes les plus sensibles pour la purification des
protéines. Cette méthode a pour principe d'immobiliser des anticorps spécifiques de la
protéine recherchée, par exemple a des billes magnétiques comme Dupré et al, 20151, Les
auteurs ont ainsi atteint une LOD de 0.25 ng/mL pour la SEB avec une détection en mode PRM
sur un Q Exactive. L'utilisation de billes magnétiques permet d’extraire le complexe protéique
via l'utilisation d’aimants. Une alternative est le multiplexe « Bundles » qui utilise des cones
avec des anticorps fixés a l'intérieur (de type zip-tip)?38. Plus récemment, des colonnes
d'immunoaffinité multiples (mIACs) ont été utilisées par Li et al,?3° 2021 afin de fixer un grand
nombre d’anticorps sur une colonne de type SPE pouvant étre adaptée au format 96 puits.
Une étape d’élution est généralement réalisée afin de libérer la protéine du complexe. Il est
cependant possible de réaliser une digestion trypsique directement sur les billes magnétiques
couplées au complexe anticorps-protéine pour réduire le temps de prépration de I'échantillon
et augmenter le rendement global de I'étape d’immunocapture?*°. L'immuno-enrichissement
permet d’atteindre des limites de détection proches de la centaine de pg/mL, en effet Adrait
et al,?*! en 2012 ont atteint une LOD de 352 pg/mL de la toxine SEA dans du sérum, matrice
complexe et riche en protéines. Dupuis et al,*> 2008 et Hennekinne et al,>*3> 2009 ont été les
premiers a étudier la toxine SEA issue d’une intoxication alimentaire par spectrométrie de
masse. Afin d’extraire la toxine, les auteurs ont utilisé I'immunocapture et ont pu identifier la
SEA dans des perles de coco a 1.5 ng/g. L'immunocapture est multiplexable en ajoutant
différents anticorps ciblant différentes protéines comme Picard et al,?** en 2012 qui ont
multiplexé 7 entérotoxines SEA-SEH afin d’obtenir une preuve de concept d’analyse dans du
suc gastrique a 10 ng/mL. Dans cette étude, le rendement de capture a été pris en compte via
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I'utilisation de protéines marquées aux isotopes stables comme étalons internes (Figure 37
Dupré et al,'®> 2015). En effet, méme si I'immunoprécipitation propose une purification
efficace des protéines recherchées, une variation des rendements peut étre observée en
fonction des matrices analysées et doit étre prise en compte lors de la quantification. Il est
également important de sélectionner le ou les anticorps utilisés. Les anticorps jouent un réle
essentiel dans cette méthode, l'utilisation d’anticorps monoclonaux permet d’étre plus
spécifique sur la protéine ciblée ou le sous-type d’une protéine, et des anticorps polyclonaux
ont un spectre plus large de capture. Les aptameres permettent également de capter les
protéines de maniere spécifique. Il s’agit d’ADN ou ARN synthétiques qui de par leur
conformation ont la possibilité de capter un ligand. Ray et al,?*> ont proposé en 2020 un
aptamere de capture (AptA-MS) pour I'analyse de complexes protéiques afin d’éviter de
contaminer leur analyse par des peptides parasites issus des anticorps. La production des
aptameres reste relativement simple en comparaison avec les anticorps, dont le colt de
production est élevé. Récemment des aptameéres ont été développés pour certaines ESs
comme la SEA Zhang et al,?*¢ 2020 ou SEB Chen et al,?*” 2019, cependant aucune étude n’a
utilisé les aptameres comme méthode de capture couplée a la LC-MS pour les ESs. Une autre
alternative de ligand consiste en des peptides d’affinité, couplés a des billes magnétiques, qui
vont venir se lier a la protéine d’intérét?*8, Enfin, 'immunocapture peut étre réalisée aprés
digestion enzymatique afin de capter les peptides libérés. Anderson et al,?*® en 2004 ont
proposé la méthode SISCAPA (Stable Isotope Standards and Capture by Anti-Peptide
Antibodies). L'intérét est de pouvoir ajouter des étalons internes de type peptides marqués
aux isotopes stables qui seront également captés par les anticorps anti-peptides, et donc de
prendre en compte le rendement d’immunocapture. Ippoliti et al,?3® en 2016 ont utilisé la
méthode SICAPA avec un haut multiplexage (150) et ont obtenu une LOD moyenne pour leurs
110 peptides de 0,072 fmol/mL dans du plasma, en utilisant la plateforme de
microchromatographie Agilent AssayMAP Bravo. Liu et al,>° ont développé en 2018 un
SISCAPA-MRM pour I'analyse de toxines de cobra obtenant des LOD comprises entre 3,2 et
9,6 attomoles.
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Figure 37 Protocole de préparation des échantillons basé sur I'immuno-enrichissement
multiplexé proposé par Dupré et al, 2015

I.C.4 Les approches de quantification par spectrométrie de masse

Il existe deux types de quantification par spectrométrie de masse. La quantification relative
qui ne permet pas de donner une valeur de concentration chiffrée mais permet une
comparaison entre différents échantillons. Elle est le plus souvent utilisée lors de I'analyse
d’un grand nombre de protéines comme l'analyse d’'un protéome. La quantification
absolue permet de chiffrer une valeur de concentration. Pour cela il est indispensable de
disposer d’une référence, c’est-a-dire un étalon de concentration connue et de pureté
élevée. Ce type de quantification est régulierement utilisée dans les analyses ciblées,
concernant un nombre limité de protéines dont la concentration est ainsi mesurée
précisément??,

I.C.4.1 Quantification relative par spectrométrie de masse

La quantification relative des protéines est le plus souvent réalisée a I'aide d’un marquage
isotopique des protéines. Nous citerons juste une approche historique sans marquage.
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I.C.4.1.1 Quantification relative par comptage spectral (sans marquage).
Dans l'approche de comptage spectral, la quantification relative des protéines est réalisée

en comparant le nombre de spectres MS/MS réalisés de la méme protéine dans chacune
des conditions étudiées. Une augmentation de I'abondance d'une protéine entraine
généralement une augmentation du nombre de ses peptides protéolytiques, et
inversement. Cette augmentation entraine alors généralement une augmentation de la
couverture de la séquence protéique, du nombre de peptides uniques identifiés et du
nombre de spectres MS/MS totaux observés (nombre de spectres) pour chaque
protéine?°2. Par conséquent, le comptage spectral peut étre utilisé comme un indice simple
mais fiable pour la quantification relative des protéines. Cozzolino et al,>>3 en 2020 ont
proposé d’améliorer cette méthode de quantification par une normalisation du signal
basée sur la complexité de la matrice (CBN) afin d’introduire un facteur d’ajustement des
variables.

I.C.4.1.2 Quantification relative par marquage isotopigue de |"échantillon
Un certain nombre d'approches de marquage par isotopes stables ont été développées

pour l'analyse protéomique quantitative relative. Il s'agit notamment de I'lsotope-Coded
Affinity Tag (ICAT), du Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture (SILAC), du
marquage métabolique, du marquage enzymatique (H2'80), des Tandem Mass Tags (TMT),
des Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification (iTRAQ) et d'autres marquages
chimiques®®*%>>. Ces méthodes de marquage par isotopes stables ont apporté une
flexibilité et une précision précisieuse en protéomique quantitative pour identifier des
protéines impactées (en termes d’abondance) dans des échantillons complexes.
Cependant, la plupart des approches de quantification basées sur le marquage présentent
des limites potentielles. Celles-ci comprennent le temps et la complexité de la préparation
de I'échantillon, le colt élevé des réactifs, le marquage incomplet et la nécessité d'un
logiciel de quantification relative spécifique.

Les 3 méthodes SILAC, ICAT, H,*®0, représentées Figure 38, permettent d’alourdir un
échantillon protéique dans le but d’une analyse de quantification relative du protéome. La
méthode SILAC consiste a faire croitre un organisme (cellulaire, bactérien, ...) en présence
d’une alimentation alourdie (*3C et >N). La méthode ICAT consiste a alourdir toutes les
protéines de I'échantillon avec un tag chimique. Enfin la méthode H,20 utilise une
digestion par hydrolyse dans de I’eau alourdie (H2'20) afin d’alourdir les peptides produits
par un 80 en Cter. Une fois que I"échantillon de standard est alourdi, il est mélangé a
d’autres échantillons pour les comparer entre eux, en termes d’abondance.

75



a Metabolic stable- b Isotope tagging ¢ Stable-isotope incorporation
isotope labelling by chemical reaction via enzyme reaction

% é Label % % %

Dlgest Dlgest
OOOOOOOOO %‘; OOOOOOOOO 000000000
000000 OOOOOO 000000 000000
0000000 0000000 0000000 0000000

0000000000 0000900000 D'ges' 0000000000 0000000000

o‘6‘oooooooo$ooooooo
ooosogoooéooo

H
¢ Light @O

Protein labelling

Data collection

= = Heavy B
K -
w - - -
> 2 2 2 .
c (2} 2] w
g € c c
(] M [] (]
Q ‘E - ‘E - - E - - -
s = £ £
o
m/z miz m/z

Figure 38 Les 3 méthodes de quantification relative avec marquage isotopique : SILAC, ICAT,
H,'®0 proposé par Aebersold et al, 20032%

Les deux méthodes iTRAQ de chez Sciex et TMT de chez Thermo, représentées Figure 39,
sont également des méthodes de quantification relative avec marquage isotopique.
Chaque échantillon est marqué par un tag isobarique attitré qui se fixe sur 'ensemble des
protéines ou peptides puis les échantillons sont mélangés et analysés en mode MS/MS. Les
ions précurseurs issus des différentes conditions ont la méme masse et sont isolés en
méme temps dans le premier quadripdle. Lors de la fragmentation, une partie du tag va
former un fragment de masse spécifique de chaque condition et ainsi permettre de
comparer |'abondance de chaque peptide entre les différentes conditions. Avec cette
méthode il y a cependant un nombre limité d’échantillons a comparer en méme temps en
fonction du nombre de tag isobares disponibles. La méthode iTRAQ est limitée a 8-plex?®.
Le nouveau TMTpro 16-plex propose la possibilité de faire des comparaisons jusque 16
conditions en méme temps?®’. Li et al,?*® ont proposé en 2021 une amélioration du TMTpro
en utilisant des prolines alourdies avec des °N, cela a permis d’obtenir un 18-plex.
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Figure 39 Méthode de quantification relative avec marquage : iTRAQ proposé par Sciex

I.C.4.2 Quantification absolue des protéines

Pour la quantification absolue, I'utilisation d’étalons internes et d’étalons de quantification
(standard en anglais) est indispensable. Ces étalons doivent avoir une concentration
connue et une pureté élevée, cela permettant de rendre la méthode juste et fidele comme
illustré Figure 40, alors que les méthodes de quantification relative doivent avoir
uniguement une bonne fidélité. La justesse est la concordance ou I'accord entre la valeur

Mauvaise justesse Bonne justesse
Mauvaise fidélité Mauvaise fidélité
Mauvaise justesse Bonne justesse

Bonne fidélité Bonne fidélité

Figure 40 Représentation de la justesse et de la fidélité en schéma
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mesurée et la vraie valeur. La fidélité correspond au regroupement autour d’'une méme
valeur des valeurs mesurées.

Les méthodes de quantification absolue nécessitent I'ajout d’un étalon interne en quantité
connue, le plus souvent marqué aux isotopes stables. La quantification est alors réalisée
soit par comparaison directe du signal du peptide endogene a celui de I’étalon interne (par
exemple, méthode de quantification par dilution isotopique), soit via une gamme
d’étalonnage externe préparée en parallele de I'échantillon a doser, a I'aide d’un étalon
non marqué aux isotopes stables. Nous décrirons également le cas de la quantification par
ajout dosé. Dans tous les cas, I'étalon utilisé pour la quantification absolue doit étre
parfaitement caractérisé (pureté, concentration etc).

I.C.4.3 Quantification par un étalon non marqué aux isotopes stables

Les étalons non marqués aux isotopes stables permettent de mettre en place une méthode
quantitative et ils sont moins couteux que leurs homologues marqués. La production de
protéines recombinantes par E. coli est la plus couramment utilisée. Cela consiste a
incorporer le géne codant pour la protéine d’intérét dans un plasmide (ADN circulaire) qui
lui-méme est inséré dans la bactérie productrice. Cette derniére produira la protéine
d’intérét qui sera par la suite purifiée. Aprés purification, une analyse en AAA (amino acid
analysis)?®>® permet de quantifier la protéine avec une grande précision afin de I'utiliser
comme étalon de référence.

[.C.4.3.1 Gamme d’étalonnage externe
Les étalons de référence sont le plus souvent utilisés pour réaliser une quantification par

étalonnage externe, illustrée Figure 41. Une gamme est préparée dans la méme matrice
(ne contenant pas I'analyte) que celle de I'échantillon pour prendre en compte les effets
de matrices. Dans la gamme comme dans I’échantillon un étalon interne est ajouté afin de
normaliser le signal (et non pour réaliser directement la quantification). L’avantage de cette
méthode est de prendre en compte, au méme titre que la méthode PSAQ (décrite dans le
paragraphe « étalon interne »), les rendements de préparation d’échantillons et de
digestion. Cependant, I'utilisation d’une calibration externe ne mime pas forcément a
I'identique les effets de matrice au sein de I'échantillon. D’autre part, la matrice exacte
n’est pas toujours connue (par exemple pour les matrices alimentaires lors d’une TIAC) et
cela peut donc induire des biais de quantification, liés aux rendements de précipitation et

d’immuno-enrichissements260:261,
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Figure 41 Méthode de quantification par étalonnage externe

I.C.4.3.2 Gamme d’étalonnage par ajout dosé
Il est aussi possible réaliser une quantification absolue avec un étalon de référence non

marqué via la méthode des ajouts dosés, illustrée Figure 42. Cela consiste a analyser
I’échantillon surchargé avec des quantités définies et différentes de I'étalon. Un ratio
permet par la suite de déterminer la concentration de I’analyte. Cette méthode prend en
compte plus efficacement que la précédente les effets de matrices.
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Figure 42 Méthode des ajouts dosés proposé par INRS MétroPol
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I.C.4.4 Quantification par un étalon marqué aux isotopes stables

Un étalonnage interne consiste a introduire dans I'échantillon a analyser un étalon en
quantité connue. Dans cette section, nous présentons des exemples ou le signal de I'étalon
est utilisé pour réaliser directement la quantification absolue, sans étalonnage externe.
L’étalon doit avoir des caractéristiques physico-chimiques similaires a I'analyte d’intérét. Il
est possible de l'introduire a différents stades de I'analyse. (1) L'étalon PSAQ ("Protein
Standard Absolute Quantification")?®? ou Absolute SILAC (stable isotope labeling by amino
acids in cell culture)?®3 est une version marquée aux isotopes stables de la protéine cible,
qui est directement ajoutée a I'échantillon ; (2) L'étalon QconCAT ("Quantification
concatamer")?® est une protéine chimérique contenant un ou plusieurs peptides
protéotypiques marqués aux isotopes stables de ou des protéines cibles. Le QconCAT est
ajouté avant I'étape de digestion afin que le ou les peptides étalons soient libérés ; (3) Les
peptides AQUA ("Quantification absolue")?%> sont des copies synthétiques marquées aux
isotopes stables des peptides protéotypiques cibles. Ils sont généralement ajoutés a
I'échantillon juste avant l'analyse LC-MS. Ces trois stratégies sont illustrées dans la Figure
43 proposée par Brun et al 20092%%, et présentées en détail a |a suite.
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Figure 43 Trois stratégies de quantification absolue PQSA, QconCAT, AQUA peptide propose

par Brun et al, 2009



1.C.4.4.1 Peptides alourdis « AQUA »
La méthode AQUA ou peptides marqués (SIL) a été proposée pour la premiere fois par Barr

et al,?®® en 1996 suivie en 2003 par Gerber et al?®>. Cette méthode a pour principe
d’incorporer a I'échantillon des peptides protéotypiques (spécifiques de la protéine
étudiée) marqués aux isotopes stables 13C et °N au niveau soit de la lysine soit de I'arginine
en C-terminale. Ainsi chaque peptide marqué a une différence de masse avec le peptide
homologue non marqué respectivement de 8 Da et de 10 Da pour la lysine et |'arginine. Les
peptides AQUA ont pour avantage d’avoir les mémes temps de rétention que leurs
homologues non marqués et les mémes propriétés d’ionisation, ce qui permet de limiter
I'impact des effets de matrice sur la quantification sans pour autant les supprimer.
Egalement, le co(t et la rapidité de synthése en font la méthode la plus couramment
utilisée en quantification absolue. L'inconvénient des peptides AQUA réside dans le fait
qu’ils sont introduits a la fin de la préparation d’échantillons, aussi ils ne prennent pas en
compte les rendements de purification et de digestion. Une autre approche consiste a
utiliser des peptides SIL ailés (WiSIL) (également appelés peptides SIL étendus, flanqués ou
clivables)?®” consistant en une séquence peptidique tryptique prolongée aux deux
extrémités par plusieurs acides aminés par rapport a la séquence du peptide
protéotypique. Introduire dans la séquence le site de clivage par la trypsine permettrait de
mieux refléter les conditions de digestion de I'échantillon, augmentant dans certains cas et
selon le type d’extension I'exactitude et la précision.?%®

En protéomique bottom-up, la réussite de la quantification repose sur le choix des
peptides. En effet les peptides sélectionnés devront étre quantotypiques?®® cela indique
gu'’ils doivent répondre a plusieurs criteres pour leur utilisation en quantification :
-peptides protéotypiques (spécifique a la protéine). 267

-peptides contenant entre 6-25 acides aminés. 257

-peptides ne contenant pas de méthionine, cystéine, tryptophane pour éviter des
oxydations partielles. 2¢°

-peptides ne contenant pas de glutamine en N-terminale pour éviter la formation d’un
pyro-glu.

-peptides bien ionisés par la technique electrospray, ni trop hydrophobes ou hydrophiles.

-peptides ne contenant pas de modifications post-traductionnelles (PTM) de maniére a
refléter la quantité totale de la protéine'9%.270.271,

Cependant, il est parfois impossible d’obtenir des peptides répondant a I'ensemble des
critéres décrits ci-dessus. Dans ce cas, il faudra passer par une étape d’optimisation
analytique, par exemple un traitement chimique d’oxydation des méthionines?’2.
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[.C.4.4.2 Quantification concatamer « QconCAT »
Beynon et al,?%* ont proposé la méthode QconCAT (ou QCAT), illustrée Figure 44, en 2005.

Cette méthode consiste a former une protéine recombinante chimérique a partir de
plusieurs peptides d’intérét issus de différentes protéines. De méme que pour la méthode
AQUA, les peptides possédent des acides aminés lysine et arginine alourdis par des isotopes
stables. Cet hybride de protéine est alors ajouté en amont de la digestion pour au final
libérer les peptides alourdis. Cette méthode a pour avantage, par rapport aux peptides
AQUA, de prendre en compte le rendement de digestion. Cependant, cette protéine étant
complétement différente des protéines d’intérét, il peut y avoir des différences d’efficacité

Set of proteins to be quantified ‘I'; %

Nominate signature peptides
from protein set

de la digestion.

Assemble and design gene to
encode concatenated signature peptides
Synthesize gene and insert into expression vector

Express protein labeled with stable isotopes

Purify and quantify QconCAT protein
Mix QconCAT and analyte proteins
Proteolyse to completion

MS analysis of ion intensities
*_of each heavy:light pair yields
i "-A,'absolute amount of each protein

]

[

Figure 44 Principe genéral de la quantification par methode QconCAT, proposé par Pratt et
al 2006

I.C.4.4.3 Protein Standard Absolute Quantification « PSAQ »
La méthode PSAQ a été proposée pour la premiére fois en 2007 par Brun et al?’3. et en

2008 par Hanke et al,?’* sous le nom de Absolute SILAC. Il s’agit d’'une protéine

recombinante marquée sur I'ensemble des acides aminés lysine et arginine, et qui est
identique en termes de séquence a la protéine d’intérét. Cette méthode permet donc
d’incorporer I'étalon directement dans les échantillons avant toutes les étapes de
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préparation, prenant en compte |'ensemble des rendements : purification, pré-
concentration et digestion. Il s’agit donc du meilleur étalon possible pour la quantification
protéique. Cependant son colt et son temps de production sont trés élevés, cette méthode
est donc peu utilisée en comparaison des autres méthodes.

A noter que cette méthode PSAQ est I'une des rares applicable a la quantification absolue
en protéomique top-down. Lanshoeft et al, 2017%7> ont ainsi utilisé une protéine marquée
13C pour la quantification d’une immunoglobuline en top-down. La quantification absolue
en top-down est particulierement difficile étant donné la complexité d’obtenir des étalons
internes de quantification.

L'utilisation d'épitopes de protéines (PrESTs) a été introduite pour la quantification absolue
des protéines dans des échantillons complexes. Les PrEST ont été congus a I'origine pour le
projet Human Protein Atlas et sont des fragments de protéines humaines d'une longueur
de 50 a 150 acides aminés?®3. Ils sont maintenant disponibles dans une version SIL
combinée a une étiquette de quantification (QTag), appelée quantitative PrESTs (QPrESTs),
pour plus de 13 000 protéines humaines (Atlas Antibodies AB, Suéde). La couverture de
séquence protéique offerte par les QPrESTs pourrait mieux imiter les effets de la
préparation de I'échantillon sur la protéine native par rapport a I'approche peptide SIL?%8,

[.C.4.5 Quantification absolue sans étalon dédié.

La production d’étalon et le marquage isotopique ont un colt souvent trés élevé ainsi
d’autres alternatives pour la quantification absolue ont été proposées dans la littérature.
Ainsi Calderdn-Celis et al,?’® ont proposé en 2019 une méthode quantitative par couplage
avec I'lCP-MS (Spectrométrie de masse par plasma a couplage inductif). L'objectif étant
d’analyser en paralléle I’échantillon protéique avec I'ICP-MS et la LC-MS. L'ICP-MS permet
de déterminer la quantité de protéines directement via la mesure de I'abondance des
atomes de souffre et de phosphate. Le réle de la LC-MS est quant a elle de caractériser la
complexité protéique de I'échantillon. L'ICP-MS ne nécessite pas un étalon protéique ou
peptidique dédié pour atteindre la quantification absolue, c’est donc une quantification
universelle. Cependant cette méthode n’est pas encore applicable a des matrices trop
complexes. En effet I'ICP-MS ne permet pas de discriminer la séquence des diverses
protéines ou peptides en cas de co-élutions.

I.C.4.5.1 Quantification par l'intensité du pic chromatographique
L'intensité du signal provenant de l'ionisation electrospray (ESI) est en corrélation avec la

concentration d’un peptide, cependant le rendement d’ionisation du peptide, la diversité
des matrices, leur composition et les effets de matrice peuvent modifier cette
corrélation?”’. La quantification des peptides/protéines, par la seule intensité des pics LC-
MS a été exploitée par Chelius et al,?’® en 2002 en chargeant 10 fmol a 100 pmol de
digestats de myoglobine dans la nano-LC et en analysant par LC-MS/MS. Aprés avoir
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combiné les aires de pics de tous les peptides de myoglobine identifiés et les avoir tracés
en fonction de la quantité de protéines, il a pu étre observé que l'aire du pic était en
corrélation linéaire avec la concentration de protéines. La forte corrélation entre les aires
des pics chromatographiques et la concentration en peptides/protéines a été
apparemment maintenue lorsque la myoglobine a été ajoutée a un mélange complexe
(sérum humain)?78:272,

[.C.4.5.2 Méthode Hi3
Silva et al,?8% ont développé en 2006 une méthode "Hi3" pour quantifier les protéines dans

un mélange en utilisant une technique éprouvée de quantification sans marquage « label
free ». Il a été décrit que la concentration d'une protéine dans un mélange complexe peut
étre estimée en utilisant le signal des trois « best peptides » les plus intenses. L’hypothese
proposée repose sur une réponse LC-MS similaire, réponse basée sur la moyenne des
signaux des trois « best » peptides, entre les protéines a quantifier et une autre protéine
de référence. La formule Figure 45 permet ainsi de quantifier la ou les protéines. Cette
approche a été utilisée par Kriegeskorte et al,?®* 2011 pour I'analyse du cytoplasme de
différents mutants de Staphylococcus aureus et cette étude a permis une quantification
absolue de 154 protéines du protéome cytosolique. De méme, une étude sur le protéome
cytosolique de Bacillus subtilis a été réalisée avec la méme méthode de quantification sans
marquage?®®2. Cette méthode est habituellement utilisée dans un mode non ciblé (DDA), et
a été validée pour différentes protéines avec un biais généralement inférieur a 20%.

Concentration |__  Moyenne de l'intensité des 3 meilleurs peptides de I'anlyte x Concentration
de I'analyte du standard

Moyenne de l'intensité des 3 meilleurs peptides du standard

Figure 45 Formule de quantification de l’analyte par la méthode Hi3

[.C.4.5.3 L’indice d'abondance des protéines (PAI)
Une autre approche de quantification utilise l'indice d'abondance des protéines (PAI). PAI

est défini comme le nombre de peptides identifiés divisé par le nombre de peptides
tryptiques théoriquement observables pour chaque protéine?®3. Cet indice a ensuite été
converti en PAIl exponentiellement modifié (emPAl, la forme exponentielle du PAlI moins
un)?84, L'emPAl a démontré son succés en déterminant I'abondance absolue de 46
protéines dans un lysat de cellules entiéres de souris, qui avait été mesurées en paralléle a
I'aide de peptides synthétiques. Les valeurs de I'emPAl peuvent étre calculées facilement a
I'aide d'un script simple et ne nécessitent pas d'expérimentations supplémentaires. Elles
peuvent étre utilisées en routine pour rapporter I'abondance approximative des protéines
dans une analyse a grande échelle.

84



|.C.4.6 Validation des méthodes de quantification absolue

Afin de considérer un protocole d’analyse des protéines par spectrométrie de masse
comme quantitatif, il est obligatoire de caractériser et de valider le protocole. Grant et al, 28>
ont proposé en 2014 une méthode comprenant une liste d’expériences pour valider un
protocole quantitatif. Plusieurs parametres sont a respecter : la répétabilité permet
d’estimer la fidélité par des mesures répétées effectuées dans les mémes conditions, la
reproductibilité consiste a faire des mesures avec la méme méthode mais dans des
conditions de temps et de matériels différentes. Pour la répétabilité et la reproductibilité,
les recommandations indiquent un CV<20% pour une méthode quantitative??. La linéarité,
établie par une gamme d’étalonnage doit étre démontrée, ainsi que la limite de
quantification (LOQ)%%®. La stabilité de I’échantillon doit étre montrée aussi bien lors des
cycles de congélation/décongélation, lors de la préparation de I’échantillon, apres
I’extraction et la digestion.

I.C.5 Détection des entérotoxines par spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est de plus en plus employée pour la détection, la quantification
et la caractérisation des ESs. D’'une part, cette technique apporte une grande spécificité
d’analyse permettant de distinguer des séquences homologues au sein de milieux
complexes. De plus, elle posséde une capacité élevée de multiplexage. Egalement, elle ne
nécessite pas la production d’anticorps spécifigues de chaque toxine (sauf formats
particuliers, type immunocapture). Ainsi, la MS apparait comme une alternative pertinente
pour la quantification des entérotoxines connues ou récemment décrites pour lesquelles il
n’existe pas d’anticorps spécifiques. Cependant, si la spécificité des méthodes basées sur
la MS pour I'analyse de protéines en mode ciblé est reconnue, les travaux publiés montrent
gue ces méthodes restent moins sensibles que les méthodes ELISA, (capable d’atteindre
des concentrations de I'ordre du pg/mL). Cette différence est liée en partie a la meilleure
tolérance des méthodes immunochimiques a la complexité de I’échantillon par rapport a
la spectrométrie de masse (en lien avec les phénomenes de suppression de l'ionisation et
d’effets de matrice), et également a I'amplification du signal réalisée apres fixation de
I’anticorps traceur sur la cible (ELISA). Les principales méthodes de spectrométrie de masse
publiées a ce jour pour I'analyse des ESs sont listées ci-dessous, selon le type d’échantillon
contenant la toxine.

I.C.5.1 Les premieres analyses en LC-MS des entérotoxines

En 1997 Kientz et al,?®” ont identifié pour la premiére fois une entérotoxine (SEB) dans du
tampon en protéomique bottom-up et en protéomique intacte via l'utilisation d’un
appareil de type triple quadripolaire, cela a permis d’obtenir une sensibilité de 3 pmol/mL
soit environ 100 ng/mL. Cette premiére étude a permis d’identifier des peptides trypsiques
encore utilisés de nos jours.
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I.C.5.2 Analyse des ESs par LC-MS apres culture de S. aureus

Kawano et al,?88 ont cultivé en 2000 une souche de S. aureus dans le milieu de culture LB
(Lysogeny Broth), suivi d’'une précipitation et d’une analyse par gel a 2D (2 Dimensions)
avec une premiere dimension permettant de séparer les protéines en fonction de leur point
isoéléctrique, I'autre dimension étant un gel SDS-PAGE comme décrit précédemment.
Cette préparation d’échantillons est longue mais a permis d’identifier et de quantifier la
présence de I'entérotoxine SEC a 5.33 pg/mL.

D’autres études, listées Tableau 7, portant sur la production du S. aureus en milieu de
culture ont permis d’étudier les exo-protéomes par spectrométrie de masse, les chercheurs
ont par la méme occasion identifiés pour la premiére fois des nouvelles toxines via des
modes non ciblés de type DDA. Ainsi les entérotoxines SEA, SEB, SEC, SED, SEG, SEH, SEl,
SEK, SEL, SEM, SEN, SEP, SEQ et SEIU ont été identifiées sans étre quantifiées. Les milieux
de culture utilisés sont le BHI (Brain Heart Infusion), le LB (lysogeny broth) et le TSB (Tryptic
Soy Broth). La préparation d’échantillons suit relativement le méme schéma. L’ensemble
des études inclues une premiere centrifugation a 3000-5000 g pour éliminer les bactéries.
Le surnageant est parfois filtré. Ensuite, une précipitation suivie d’une analyse en gel 2D
permet I'analyse du protéome. L’agent précipitant varie d’'une étude a l'autre entre |'urée,
le TCA (acide trichloracétique), le TFA (Acide trifluoroacétique), et I'éthanol.

Tableau 7 Entérotoxines étudiées par MS issues d une production par le S. aureus dans un
milieu de culture.

Entérotoxines Date Auteur lllEuet AiglzELEl
culture MS
SEC 2000 Kawano et al, 2% LB Triple
quad
SEA SEB 2002 Bernardo et al,?® BHI MALDI-
TOF
SEA SEB SEC SEH 2002 Nakano et al,?*° LB ?7??
EESSEH S8 2007 Burlak et al,?** TSB Q-TOF
EB SEC SEK SE
gEL SSEPCS SEQ 2008 Pocsfalvi et al,?*? LB Q-TOF
SEB SEK SEI 2010 Ravipaty et al,?*? BHI LTQ
SEC SEL 2011 Wolf et al,2% TSB MALDI-
TOF
lontrap-
231
SEB SEU 2012 Enany et al, TSB TOF
SEB 2013 Enany et al,® TSB linear
iontrap
SEA SEC SED SEG o Orbitrap
SEI SEM SEN SEP 2018 Busche et al, T8 Fusion
LDI-
SEA SEB SEC1 2019 Tonacini et al,?° TSB 1|\_/IOAF I

86



|.C.5.3 Analyse des ESs par LC-MS dans les matrices biologiques

Les entérotoxines sont également recherchées dans des matrices biologiques comme
facteur de virulence et ainsi pour étre utilisées comme biomarqueur de la présence d’une
souche de S. aureus virulente (Tableau 8). Ainsi, lors d’une intoxication alimentaire,
I’analyse des sucs gastriques issus de vomit de patients peut permettre la caractérisation
d’une TIAC. La spectrométrie de masse en mode ciblé a été utilisée, comme reporté
Tableau 8, aprés immunocapture, permettant d’identifier les entérotoxines SEA, SEB, SEC,
SED, SEE, SEG, SEH dans des matrices telles que I'urine, le sérum ou le suc gastrique. Des
étalons internes de type PSAQ, QconCAT et AQUA ont été utilisés pour normaliser le signal
et réaliser la quantification. Cependant, aucune étude n’a été publiée sur de réels
échantillons issus de patients, et 'ensemble des tests ont été réalisé en surchargeant les
toxines dans les matrices biologiques.

Tableau 8 Entérotoxines étudiées par MS dans des matrices biologiques.

ESs Auteur Matrice (AR Standard Lob/LoQ
MS ng/ml
Brun et PSAQ,
252 al,”” Urine Lg-gl?(_)F QconCAT,
2007 AQUA
Adrait et
QTrap LOQ: 1.057
SEA al, Serum PSAQ
2012 5500 LOD: 0.352
SEA
SEB
SEC Picard
SED et al, 24 asil:ic . Cg?op PSAQ
SEE 2012 gastriq
SEG
SEH
Dupré
Q PSAQ LoQ: 1
165 b
°F8 etzgll,s serum Exactive AQUA LOD: 0,5

I.C.5.4 Analyse des ESs par LC-MS dans les matrices alimentaires

La spectrométrie de masse a pour la premiere fois été utilisée sur des matrices alimentaires
en 2000 par Nedelkov et al,?® Leur étude a utilisé une préparation d’échantillons par la
méthode BIA (Biomolecular interaction analysis). Cette méthode permet de fixer la toxine
sur une plaque via un anticorps et utilise le principe SPR décrit précédemment pour
I'analyse. A suite, les auteurs ont analysé directement par MALDI-TOF la toxine SEB intacte
fixée sur une plaque et issue d’extraits alimentaires (lait et champignons). Ills ont obtenu
une sensibilité de 1 ng/mL de SEB dans les deux matrices. Ce résultat doit étre pris avec
précaution car une telle sensibilité n’a été ré-obtenue que 15 ans plus tard en 2015 par
Dupré et al,’®> dans le lait, en utilisant 'immunocapture, méthode la plus sensible pour
I’analyse des ESs par spectrométrie de masse. De plus Nedelkov et al en 20002°¢ ont réalisé
une analyse intacte qui est nettement moins sensible que la protéomique bottom-up.
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Dupuis et al 2008 et Hennekinne et al 20092%243 ont pour la premiére fois analysé une
matrice alimentaire provenant d’'une TIAC a SCP, issue de perles de coco. L'immunocapture
suivie d’'une concentration par gel SDS-PAGE a permis d’identifier la SEA. La quantification
PSAQ a permis de mesurer la concentration de SEA dans I'aliment incriminé a 1.5 £ 0.1 ng/g.
Cette étude est la seule, a ma connaissance, a analyser des matrices alimentaires provenant
de TIAC a SCP par LC-MS.

Dupré et al,’®> ont optimisé en 2015 une méthode de préparation d’échantillons par
immunocapture afin d’atteindre pour la premiére fois une sensibilité inférieure au ng/mL
(LOD : 0.25 ng/mL) pour la SEB. L'immunocapture semble étre la meilleure alternative pour
la préparation d’échantillons provenant de matrices alimentaires, cependant des anticorps
ne sont pas disponibles pour I'ensemble des ESs. C'est pourquoi d’autres approches sont
proposées dans la littérature comme |'utilisation d’une étape de filtration des ESs exploitée
par Gilquin et al,?®” en 2017 avec un seuil a 3 kDa, d’une étape de précipitation par 'acide
comme utilisé par Koike et al,??® en 2019 avec du TCA ou d’une étape d’extraction par SPE
sur phase C18 avec Muratovic et al®*®®, en 2015 et Andjelkovic et al®®*®, en 2016. Ces
approches sans anticorps donnent des sensibilités comprises entre 2.5 et 141 ng/mL.
L’'ensemble des études publiées sur I'analyse des ESs par spectrométrie de masse dans des
matrices alimentaires est rapporté dans le Tableau 9.

La littérature sur I'analyse des ESs par LC-MS montre que les approches de préparation
d’échantillons basées sur 'immunocapture présentent la sensibilité la plus importante.
Cependant, les méthodes de quantification en matrices alimentaires basées sur cette
préparation d’échantillons sont orientées uniqguement sur I'analyse des ESs SEA et SEB. Cela
doit étre rélié a I'absence d’anticorps et d’étalon pour 'ensemble des autre ESs décrites.
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Tableau 9 Entérotoxines étudiées par MS dans des matrices alimentaires

) . . 8 i A h A
Entérotoxines Date Auteur Matrices Ffrleparat'lon p?roc' € _ppare Etalon LOD/LOQ
d'échantillon protéomique il MS
Nedelkov et Lait, . MALDI-
SEB 2000 al, 296 champignon BIA intact TOF 1 ng/mL
Nedelkov et . . MALDI-
SEB 2003 21,299 Champignon BIA intact TOF 1 ng/mL
Callahan et Jus de . . QTOF et
SEB 2006 21,300 pomme filtration bottom-up QqQ AQUA 5ng/mL
Dupuis et Perle de Immunocapture
SEA 2008 al.202 0o SDSpage bottom-up Q-TOF PSAQ 1,5 ng/mL
Hennekinne Perle de Immunocapture
SEA 2009 ot l.243 0o SDS- PAGE bottom-up Q-TOF PSAQ 1,5 ng/mL
Lait, jus de
Immunocapture MALDI-
301 -
SEB 2010 Kull et al. pomme et SDS- PAGE bottom-up TOE 70 ng/mL
orange
Sospedra et . précipitation MALDI-
SEA 2011 a1 302 Lait <DS- PAGE bottom-up TOF AQUA 150-750 ng/mL
. P . peptide
SEB 2012 Bao et al.303 viande de prea;ntahon, bottom-up Qion 2H6- LOQ: 5,5 ng/g
poulet filtration trap
Ac20
Lait, jus de s
Sospedra et ! précipitation
SEA SEB 2012 al.304 pomme et filtration top-down QqQ 50 ng/g
orange
Dupré et . . Q PSAQ, LOQ 0,5ng/mL
SEB 2015 21,165 Lait immunocapture bottom-up Exactive AQUA LOD 0,25ng/mL
Muratovic Lait, précipitation Xevo IS.A LOD 2,5 ng/g
SEASEB 2015 et al.298 crevette filtration bottom-up TQ-S B13C6 LOQ 5 ng/g
Andjelkovic . Xevo LOD SEA 8ng/mL
SEA SEB 2016 ot 2236 Lait SPE bottom-up R AQUA LOD SEB 4ng/mL
I e LOD SEA 78ng/mL
SEA SEB SED 2017 jl"g;“” o Soupe E;‘;C'p'tat'on bottom-up gST?g PSAQ LOD SEB 141ng/ml
: P LOD SED 48ng/ml
Koike et . double 5500
SEA 2019 al.229 Lait précipitation bottom-up G AQUA LOQ 10ng/g
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|.D Conclusion de I’étude bibliographique et objectifs
de la these

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) a staphylocoques sont causées par
I'ingestion d’aliments contaminés par des entérotoxines staphylococciques (ES), produites
par certaines souches de staphylocoques a coagulase positive. La réglementation
européenne (CE n° 2073/2005 modifié) a défini les critéres microbiologiques d’hygiéne des
procédés et de sécurité. En cas de détection d’ES, le lot d’aliments contaminés est
considéré comme impropre a la consommation et doit étre détruit, ce qui peut induire des
impacts économiques et médiatiques tres importants.

A ce jour 35 types d’ESs sont décrits dont 20 possédent une action émétique démontrée
chez I'animal, donc présentent un impact en termes de sécurité sanitaire des aliments. Au
méme titre que d’autres toxines bactériennes comme la toxine botulique, chaque type d’ES
possede de nombreux variants protéiques.

L’étude bibliographique a montré qu’a ce jour, seuls cing types, SEA a SEE, sont détectables
en routine via la norme EN ISO 19020. Cette méthode, basée sur le principe ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) peut détecter qualitativement ces cing ESs sans les
distinguer. Lors de l'investigation de nombreux foyers humains, il arrive régulierement
gu’aucune ES classique de type SEA-SEE ne soit détectée alors qu’une symptomatologie
typique d’intoxication a staphylocoques a été identifiée, et que des souches possédant
d’autres génes codant des ES tels que seg, seh, sei, sem, sen... ont été isolées des produits
suspectés étre a |'origine de TIACs. Il est donc impératif de disposer d’outils d’analyse et de
confirmation capables de viser une plus large gamme de toxines.

Par ailleurs, 'examen des rapports de I'EFSA et de SPF (depuis plus de 10 ans) montre que
ce manque d’outils de détection des ESs, dont celles récemment décrites, se traduit chaque
année par le faible pourcentage (10%) de TIACs a staphylocoques considérées comme
confirmées « strong évidence ». Au niveau des laboratoires nationaux de référence et plus
spécifiguement I’ANSES, I'absence de méthode de détection d’un large nombre des ESs est
compensée par la mise en place d’'une batterie d’outils permettant la détection et la
caractérisation génétique des souches de staphylocoques a coagulase positive. En effet, en
plus de la symptomatologie observée chez les patients ayant consommé I'aliment, la
détection du S. aureus isolé de cet aliment ou des patients peut étre mise en place
moyennant des méthodes de microbiologie telles que la norme EN ISO6888-1 et -2
(dénombrement bactérien). La mise en place des méthodes de biologie moléculaire ou
génomiques, permet de vérifier la présence des génes codant les ESs, donc de confirmer la
virulence des souches isolées. L’avantage de ces techniques réside dans leur capacité a
couvrir la totalité des génes es connus permettant ainsi d’avoir des informations sur une
potentielle présence des ESs autres que les 5 détectables en routine. Ces données sont
systématiqguement transmises aux autorités compétentes afin de statuer sur I'innocuité de
I'aliment, et donc de mettre en place les actions adéquates pour protéger la population.
Cependant, cette démarche devient inapplicable dans le cas ou les souches de
staphylocoques sont éliminées, lors de la cuisson par exemple.
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Dans la littérature, la majorité des méthodes utilisées pour I’étude des ESs, sont basées sur
le principe ELISA qui utilise des anticorps spécifiques (AC). Les différentes études
disponibles dans la littérature ont démontré que les méthodes ELISA sont les plus sensibles
pour la détection des ESs notamment dans des matrices complexes comme les aliments.
De plus, ces méthodes sont rapides, simples et faciles a mettre en place en laboratoire. Les
auteurs ont donc mis en place des ELISA qui ont permis de réaliser des avancées
importantes dans I'étude des ESs, de leur toxicité et de leur implication dans des épisodes
de TIACs. Cependant, chaque travail publié se limite a I'étude d’un nombre restreint d’ESs
sans proposer d’analyses multiplexes. Aussi, la méthode ELISA est suseptible d’étre
impactée par des réactions croisées des anticorps entre les differents types d’ESs. A
I'opposé, les ES possedent de nombreux variants qui ne sont souvent pas pris en compte
lors du developpement des méthodes ELISA, alors qu’ils pourraient induire des résultats
faux négatifs. Enfin, il est a noter que les réactifs spécifiques a ces méthodes ELISA, y
compris les AC n’ont jamais été commercialisés ou rendus disponibles pour la communauté
scientifique.

Avec I'augmentation du nombre des ESs décrites chaque année (ainsi 10 nouveaux types
d’ESs ont été décrites lors des cing dernieres années) et le manque de réactifs spécifiques
disponibles permettant la mise en place de méthodes sensibles type ELISA, Ia
spectrométrie de masse représente une alternative pertinente. Cette technique est utilisée
en couplage en ligne avec une chaine de chromatographie en phase liquide (CL-MS). La LC-
MS est de plus en plus employée pour la détection, la quantification et la caractérisation
des ESs. Elle apporte une grande spécificité d’analyse pour distinguer des séquences
homologues au sein de milieux complexes, et une capacité élevée de multiplexage des
analyses. Un des avantages majeurs de la LC-MS concerne la possibilité de la prise en
compte des nombreux variants de séquence au sein de chaque type d’ES lors de la mise en
place de la méthode. Cet aspect semble étre négligé dans les études publiées.

Malgré les nombreux avantages que la MS propose, cet outil n’a été pour le moment
appliqué que principalement aux types SEA et SEB dans des matrices alimentaires. Par
ailleurs, si la spécificité des méthodes basées sur la MS pour I'analyse de protéines en mode
ciblé est reconnue, les travaux publiés montrent que ces méthodes restent moins sensibles
que les méthodes ELISA (qui peuvent atteindre des concentrations de I'ordre du pg/ml).
Cette différence est liée en partie a I'étape d’extraction des toxines avant analyse, les
méthodes immunochimiques étant beaucoup moins exigeantes en termes de pureté de
I’extrait que la spectrométrie de masse (en lien avec les phénoménes de suppression de
I'ionisation et d’effets matrices). Le principal défie est donc de disposer de protocoles
d’extractions et de purifications performants permettant d’améliorer la sensibilité de cette
technique de MS. Un autre aspect concerne les nombreux variants de séquence au sein de
chaque type de SE, dont I'impact sur les méthodes de détection par anticorps ou
spectrométrie de masse semble insuffisamment pris en considération dans la littérature.
Au niveau de la spectrométrie de masse ciblée, le choix des peptides protéotypiques et leur
spécificité vis-a-vis des variants de séquence apparait critique pour assurer une détection
robuste. Par exemple, il faut prendre en compte le risque de résultats faux négatifs si la
séquence du ou des peptides suivis est modifiée. L’analyse en protéomique top-down a
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émergé ces derniéres années et apporte une vision globale des protéines analysées. Cette
vue d’ensemble pourrait aider a détecter et identifier la présence de nouveaux variants.
Toutefois, cette approche reste moins sensible que le bottom-up pour des protéines de la
masse moléculaire des ESs (dispersion du signal sous de multiples états de charge,
chromatographie) et est encore peu appliquée a la quantification absolue.

Afin de confirmer un épisode de TIAC a SCP et de répondre aux problématiques liées a la
complexité des matrices alimentaires, aux risques de faux positifs ou négatifs des méthodes
actuelles, a la disponibilité des anticorps pour les nouvelles ESs, aux nombreux variants de
séquence et enfin a la disponibilité des anticorps, il est nécessaire de développer de
nouvelles approches analytiques. Nous avons tenté de répondre a ces questions au cours
de cette thése par l'utilisation de la spectrométrie de masse combinée ou non a
I'immunocapture, et par le développement d’approches bottom-up et top-down. Nous
distinguerons trois objectifs :

1- Mise en place d’une méthode LC-MS sensible pour la détection et la quantification
de 8 ESs : dans un premier temps, mon travail a porté sur la mise au point d’une
méthode d’analyse quantitative des 8 premiéres ESs (SEA-SEE, SEG-SEI) dans des
matrices alimentaires. Dans cette partie, nous avons exploité |'affinité des anticorps
disponibles pour extraire, de la maniére la plus sélective possible, les ES des matrices
alimentaires complexes. Ainsi, ce protocole nous a permis de disposer rapidement
d’une premiére méthode multiplexe pour SEA a SEl et d’atteindre une sensibilité la
plus proche possible de celle des méthodes type ELISA. Lors de cette étude les
séquences des variants ont été prises en considération aussi bien lors de
I'optimisation du protocole de I'immunocapture que lors du choix des peptides
prototypiques. Cette méthode LC-MS a été testée sur des matrices alimentaires
naturellement contaminés par des ESs. Ce travail est décrit dans le Chapitre 2A de la
thése, et a donné lieu a la publication d’un article dans Journal of Agricultural and
Food Chemistry Lefebvre et al 202139,

2- Analyse des variants par une approche top-down: la seconde partie de ce travail de
thése a été dédiée a l'identification et a la quantification des variants de séquences
protéiques, de maniére a compléter les données génomiques issues du WGS. Nous
avons mis au point une méthode de quantification absolue des 4 variants de SEA par
une approche top-down. Nous avons ainsi réussi a quantifier des variants issus de
13 souches de S. aureus, et a comparer nos résultats avec la méthode décrite au
chapitre 2A, avec I'ELISA et le séquencage génomique WGS. Ce travail est décrit dans
le Chapitre 2B de la thése et a également donné lieu a la rédaction d’un article,
soumis a Journal of Proteome Research.
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3- Mise en place d’'une méthode LC-MS permettant une détection et quantification
large spectre des ES produites par les souches S. aureus : finalement, mon travail
s’est orienté vers la détection d’un panel de 24 ESs, c’est-a-dire celles pour lesquelles
il n'existe pas encore d’anticorps spécifiques. Nous avons donc développé une
méthode LC-MS pour I'analyse d’une large gamme de toxines en utilisant une
préparation d’échantillons basée sur la précipitation acide des protéines. Cette
méthode a été optimisée pour I'analyse des surnageants de culture dans un premier
temps et a permis de détecter les 24 ESs puis de les quantifier via la méthode Hi3
« label free ». Dans cette étude, les peptides protéotypiques des 24 ESs et des 162
variants ont été identifiés en mode non ciblé (DDA) puis confirmés en mode ciblé
(PRM). Cette approche a permis de quantifier 24 types d’ESs dans des surnageant de
culture de 49 souches de S. aureus. Ce travail est décrit dans le Chapitre 2C de la
these, et a également donné lieu a la rédaction d’un manuscrit, en cours de
soumission au journal Toxins. Enfin a I'aide de cette méthode, nous avons étudié les
cinétiques de production des ESs par le S. aureus en milieu BHI afin de mieux
comprendre la capacité des souches a produire simultanément les ESs et de pouvoir
comparer les niveaux de concentrations entre les différentes ESs produites.
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Il.ARésultats partie A: Détection et quantification des
ESs dans les matrices alimentaires par
immunocapture par protéomique bottom-up
multiplexe

[I.LA.1 Introduction partie A

Nous avons vu lors de l'introduction de cette these I'importance des toxines protéiques
bactériennes, telles que les entérotoxines de Staphylococcus aureus (S. aureus) dans le
domaine de la sécurité alimentaire'?’. Les effets sur la santé causés par les entérotoxines
peuvent étre observés a de trés faibles doses (20-100 ng/g)*?® provoquant : nausées,
vomissements et diarrhées. Ces symptomes sont généralement assez légers chez les adultes
en bonne santé alors que pour les jeunes enfants, les personnes agées et les personnes
immunodéprimées, ils peuvent étre dans certains cas mortels3%. Le développement de
méthodes pour I'analyse des ESs (35 répertoriées a ce jour) afin d’identifier la source de la
contamination est donc une question importante. Il existe des approches immunologiques,
parmi elles les méthodes immunoenzymatiques comprenant le dosage ELISA et le dosage
fluorescent enzymatique (ELFA)'34. Pour ces méthodes, des kits commerciaux sont
disponibles, ils permettent la détection et la confirmation de la présence des 5 premiéres ESs
a des niveaux faibles et inférieurs au ng/g via la norme NF EN ISO 19020 (Vidas / SET
Ridascreen)'23124 Cette norme NF EN I1SO 19020 utilise une préparation d’échantillons basée
sur une premiere étape d’acidification. L’acidification permet la précipitation sélective des
protéines : les ESs vont rester en solution car elles sont particulierement résistantes a de
faibles niveaux de pH 3 la différence d’autres protéines de I’échantillon*, Elle est suivie d’une
étape de dialyse - concentration utilisant du Polyéthyléene glycol (PEG), étape que nous avons
adaptée a notre protocole de spectrométrie de masse. Outre les problématiques de
disponibilité des anticorps, les méthodes basées sur la réaction anticorps-antigéne peuvent
souffrir d'interférences avec des molécules ayant des propriétés similaires a celles de I'analyte
cible, ce qui entraine un manque potentiel de spécificité. Ce probleme est accentué par la

107 Jussi la

complexité des échantillons et la grande diversité des matrices alimentaires
nécessité de développer de nouvelles méthodes basées sur des principes d’analyse différents
se justifie. A cette fin, la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en
tandem apparait comme une bonne alternative, avec plusieurs développements réussis dans
les matrices alimentaires rapportés (cf paragraphe I.C.5). A noter cependant que les méthodes
de spectrométrie de masse dans les aliments ne se focalisent le plus souvent que sur les
toxines SEA, SEB et SED. Différentes stratégies de préparation d'échantillons ont été
appliquées dans ces études en utilisant des matrices alimentaires de complexités variables. Il
apparait que lI'immunocapture!®>?43 apporte une sensibilité améliorée avec un seuil de
détection inférieur au ng/g de matrice, comparé aux analyses utilisant des précipitations ou

des filtrations. De méme, la détection par spectrométrie de masse ciblée des peptides
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protéotypiques apres une étape de digestion par la trypsine (bottom-up) est la plus courante
et la plus sensible.

L'immunocapture a montré une sensibilité nettement supérieure aux autres méthodes et
apparait comme la seule méthode de la littérature capable d’atteindre des niveaux de
sensibilité inférieurs au ng/g, concentrations des ESs retrouvées dans les échantillons issus de
TIACs. Les matrices alimentaires impliquées dans des TIACs a SCP sont riches en protéines,
élément essentiel pour le développement du S. aureus. Il est donc compliqué d’isoler une
protéine minoritaire de I'ordre du ng dans un milieu riche en protéines de I'ordre du gramme.
Des méthodes de filtration, précipitation ou méme d’électrophorese de protéines, peuvent
étre optimisées pour analyser les ESs dans certaines matrices alimentaires « moins
complexes » comme les jus de pomme et d’orange3®*. Mais ces méthodes seront d’utilité
limitée pour une autre matrice plus complexe. A l'inverse, les méthodes basées sur
I'immunocapture semblent moins impactées par les modifications de matricel6>243301 | eg
problémes de spécificité liés aux anticorps éventuellement rencontrés avec I'ELISA ne sont pas
présents ici car la spécificité repose sur la combinaison de la reconnaissance par I'anticorps et
de l'identification protéomique par spectrométrie de masse. Seule la présence de variants de
séquence pourrait altérer le fonctionnement de I'approche via la mutation de I'épitope ou
du/des peptides protéotypiques, ce qui conduirait a un faux négatif.

Dans ce travail, les 5 premiéres toxines de SEA-SEE ont pu étre analysées via une méthode de
préparation d’échantillons utilisant I'immunocapture, étant donné la disponibilité des
anticorps dans le commerce, disponibilité qui apparait comme le principal frein a I'extension
de la méthode. Afin d’élargir le nombre de toxines étudiées, trois autres ESs (SEG, SEH, SEl)
ont été inclues suite au développement d’anticorps par le Laboratoire d'Etudes et Recherches
en Immunoanalyse (CEA/LERI). Durant cette collaboration, des anticorps ont été produits pour
5 ESs (SEA, SEB, SEG, SEH, SEI)*3*, Dans un premier temps, des versions recombinantes de
chaque ESs ont été produites par la bactérie E. coli. Ensuite ces protéines ont été injectées a
des souris lors de I’étape d'immunisation, ces souris sont sacrifiées et les splénocytes (cellules
productrices d’anticorps) sont isolées pour étre hybridées avec des cellules de myélome
appelées cellules immortelles. Ensuite, une longue étape de criblage a permis d’isoler les
hybridomes spécifiques a I'ES injectée. Enfin des tests de sélection des clones permettent
d’identifier les « meilleurs » anticorps ou couple d’anticorps dans le cas des ELISA. C'est ce
couple d’anticorps qui a également été sélectionné pour I'étape d’immunocapture. Afin
d’augmenter la sensibilité de la méthode, une étape préalable de purification et de
concentration a été réalisée suivant le protocole de préparation d’échantillons de la norme
NF EN ISO 19020 qui permet de concentrer les toxines a partir de 25 g de matrice.?3

305 publié dans Journal of Agricultural and Food Chemistry, a

L’objectif de ce premier article
été d’évaluer la capacité de la spectrométrie de masse pour la détection et la quantification
de 8 ESs simultanément dans des échantillons issus de TIAC, en exploitant la configuration
analytique la plus sensible et la plus spécifique d’apres la littérature : une immunocapture
suivi d’'une analyse bottom-up en mode ciblé sur un appareil a haute résolution (mode PRM).
Dans cet article, nous avons exposé nos travaux sur I'optimisation analytique : le choix des

peptides, le mode d’acquisition et les conditions de I'immunocapture, notamment dans le cas
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de la présence de variants de séquence. Un autre intérét de la spectrométrie est la possibilité
de multiplexer les analyses, méme en utilisant 'immunocapture. En effet, il est possible de
mixer les billes magnétiques couplées a des anticorps pour cibler des types d’ESs différents
simultanément. La rapidité de I'analyse LC-MS nous a permis apres optimisation de quantifier
36 peptides au total avec leur version marquée, pour les 8 toxines. Nous avons ensuite
caractérisé les performances de la méthode quantitative. La quantification repose a la fois sur
I'ajout des peptides alourdis aux échantillons (étalons internes) pour compenser les
fluctuations d’ionisation et sur une gamme d’étalonnage externe réalisée a I'aide de 8 étalons
protéiques. La gamme d’étalonnage prend en compte toutes les étapes de préparation
d’échantillons y compris le rendement de digestion a l'inverse d’un étalonnage purement
peptidique. Cependant les effets matrices ne peuvent pas étre pris totalement en compte car
méme si la gamme est réalisée dans une matrice trés proche, les matrices alimentaires
présentes des variations parfois importantes (en termes de composés et de concentration).
Seules les protéines marquées PSAQ auraient permis de prendre en compte I'ensemble du
processus de préparation d’échantillons, mais les PSAQ ont un co(t de développement élevé
et sont donc peu utilisés pour les ESs. La méthode a finalement été confrontée a de réels
échantillons issus d’autocontréle déja caractérisés par les méthodes d’ELISA et de PCR.

[I.A.2 Article 1: Quantitative Determination of Staphylococcus aureus
Enterotoxins Types A to | and Variants in Dairy Food Products by
Multiplex Immuno-LC-MS/MS.

https://doi.org/10.1021/acs.jafc.0c07545
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ABSTRACT: Staphylococcal enterotoxins (SEs) are responsible for frequent food poisoning outbreaks worldwide. Specific
identification of SEs is crucial for confirmation of food poisoning, tracking of the incriminated foods or food ingredients, and
removal from the food chain. Here, we report on a new food testing protocol addressing the challenge of low abundance of SEs in
contaminated food and high sequence heterogeneity. Multiplex ability of targeted high-resolution mass spectrometry was succesfully
applied to the simultaneous and quantitative determination of the eight most frequent SEs including sequence variants. In this aim,
between three and eight proteotypic peptides of each SE were selected by carefully considering amino acid variations within each
type, and sequence homology between types. Quantification of trace levels of SEs directly in food samples was reached by
immunoafhinity enrichment and optimized analytical conditions. The assay was validated in dairy food products with a lower limit of
quantification down to 0.1 ng/g (in milk), and quantification of SEs was successfully demonstrated in real-life samples collected
during staphylococcal food poisoning outbreaks. Importantly, the ability of the method to detect diverse sequence variants was also
illustrated. By enabling for the first time the simultaneous quantification of the eight most frequent SEs, the new mass spectrometry-
based assay would facilitate the laboratory confirmation of positive samples in situation of food poisoning outbreaks.

KEYWORDS: mass spectrometry, enterotoxins, food, immunocapture, quantification

B INTRODUCTION

Food poisoning outbreaks (FPO) represent major public
health and economic issues worldwide. In Europe, around 15—

Currently, immunoassay-based detection of SEs is the most
commonly used approach for foodborne outbreak investiga-
. i 12 . . .
tions in suspected samples.  In this way, an international

20% of FPO are due to bacterial toxins." Staphylococcal
enterotoxins (SEs) produced by Staphylococcus aureus are
identified as the causative agents in half of these cases.
Staphylococcal enterotoxins exhibit high stability in food
matrices,” even under acidic (pH > 3.5) or at high
temperatures (121.1 °C, 15 min) conditions,’ resulting in
frequent occurrence of these intoxications even after ingestion
of heated meals.

A diversity of SE types has been listed, from the classical SEs
(SEA—SEE) initially reported up to the newly described SEs,
amounting to a total of 27 currently identified toxin types.”
Superantigenic activity has been observed for all 27 SEs,
whereas emetic activity was demonstrated for the five classical
SEs and a large part of the SEs described afterward.>® Evidence
was recently provided that the newly described enterotoxins,
notably SEG, SEH, and SEI, were responsible for food
poisoning outbreaks and must be considered during food
analysis.” The diversity of SEs is further increased by genetic
variations within each type, referred to as toxin variants.*” '
Identification of SE-contaminated food products requires the
detection of as many types and variants as possible to prevent
false-negative results. Also, sequence homology between types,
e.g, SEA and SEE which share 81% homology, should be
considered for accurate detection of the SE type.''
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protocol allowing qualitative detection of the five classical
SEA—SEE toxins was published in 2017."* Immnunoassays are
also commercially available for classical enterotoxins, and
ELISA methods were recently reported for detection of novel
SEs, e.g, SEG, SEH, or SEL' Immunoassays have high
sensitivity for detection of SEs at trace levels, but on the
downside, antibodies could be influenced by matrix effects in
food samples, cross-reactions, and occurrence of sequence
variants."> For these reasons, implementation of confirmatory
methods based on a different technical approach is
recommended.'® As an alternative to immunoassays, bacterial
identification approaches involving culture-based counting or
polymerase chain reaction (PCR) highlight the presence of a
pathogenic strain and SE-coding genes, but none is able to
confirm food poisoning outbreaks since they do not provide
direct evidence of the presence of toxins. It is therefore crucial
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Figure 1. Workflow for absolute quantification of the eight main SEs: (1—2) initial acid precipitation of food samples while SEs remained in soluble
state, (3) dialysis, and (4—5) immunocapture to enrich SEs from the acid supernatant, (6) before trypsin digestion, and (7) bottom-up analysis by

LC-MS/MS (PRM mode).

to implement new alternatives that are able to identify the
diversity of SEs in food matrices.

Mass spectrometry (MS) offers hiégh specificity and
multiplex quantitative analysis of toxins.'®™"? Mass spectrom-
etry provides direct measurements and characterization of the
protein sequence for unambiguous differentiation of toxin
types or variants,”’ addressing potential specificity issues of
immunoassays. Up to now, MS was mostly reported for
quantification of SEA, SEB, or SED in food matrices with LOD
above 2.5 ng/ g.m’21 Immunoaffinity enrichment of SEA and
SEB from food matrices was proposed for higher sensitiv-
ity }72

In this work, considering the limitation of current methods
for identification of SEs, we report a new MS-based assay for
multiplex identification including new SEs and sequence
variants. Specific peptide monitoring by targeted high-
resolution MS was combined with immunoaftinity enrichment
for higher detection sensitivity (Figure 1). Multiplex ability of
the assay was improved by thorough optimization of the
sample preparation and MS acquisition protocols. We achieved
specific quantification of eight classical and novel SEs, ie.,
SEA—SEI, at trace levels in contaminated dairy products, in
line with the low symptomatic doses.”® At least three
proteotypic peptides of each SE were selected by considering
amino acid variations within each type, and sequence
homology between types. Relevance of the assay was
established by successful SEs quantification, including a large
panel of variants of SEI, in the context of foodborne outbreak
investigations.

B EXPERIMENTAL SECTION

Chemicals and Reagents. Phosphate-buffered saline (PBS),
phosphate-buffered saline Tween 10X (PBST 10X), sodium
phosphate monobasic and dibasic, ammonium bicarbonate (AB),
sodium acetate, bovine serum albumin (BSA), dithiothreitol (DTT),
iodoacetamide (IAA), analytical grade formic acid, hydrochloric acid
(HCI), sodium hydroxide, disodium hydrogen phosphate, sodium
chloride, acetonitrile, poly(ethylene glycol) 20000 (PEG), and
endoproteinase sequencing-grade Glu-C were from Sigma Chemical
Co (St Louis, MO). RapiGest SF was from Waters Corporation
(Milford, MA). Ultrapure water was obtained from a Milli-Q Plus
purifier (Millipore, Bedford, MA). Dynabeads M-280 tosylactivated
magnetic beads were obtained from Thermo Fisher Scientific,
Waltham. Dialysis membrane MWCO: 6000—8000 Da (Spectra/
Porl, Spectrum, New Brunswick) and sequencing-grade-modified
trypsin were from Promega (Fitchburg, WI). Mouse monoclonal
antibodies SEAS, SEA7, SEB26, SEB27, SEG27, SEG41, SEHI,
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SEH19, SEI26, and SEI27 were produced in house (CEA-LERI) as
reported previously.24 SEA, SEB, SEC, SED, and SEE native toxins
were obtained from Toxin Technology (Sarasota), as well as goat
polyclonal antibodies SLCI111, SLDI303, and SLEI404 directed
against SEC, SED, and SEE toxins, respectively. rSEA, rSEG, rSEH,
and rSEI recombinant toxins were produced in house (CEA-LERI)
(Figure S1). Synthetic heavy peptides with labeled Lys [3Cg; "°N,]
(+8 Da) and Arg [PCg N,] (+10 Da) were synthesized by Thermo
Scientific (Bremen, Germany) in Pepotec grade. Sequences of
peptides are provided in Table S1. Semiskimmed milk, Morbier
cheese, and Tomme cheese were purchased from local stores.
Naturally contaminated food, i.e., French cheese (Morbier, Tomme),
raw sheep milk, and raw cow milk samples, were obtained from Anses
(Maison-Alfort, France).

Safety Precaution. Due to the high toxicity of SEs, experiments
were performed with strict adherence to safety rules for the handling
of toxic substances and using personal protection equipment. SE-
contaminated solutions and consumables were inactivated overnight
with 2 M NaOH.

Protein Sequence Information. The Uniprot (http://www.
uniprot.org) sequence entries of native SEA, SEB, SEC, SED, and SEE
from Toxin Technology were POAOL2, P01552, P34071, P20723, and
P12993, respectively. The sequence of recombinant rSEA, rSEG,
rSEH, and rSEI is indicated in Figure S1. Recombinant proteins were
produced with N-terminal His-tag.

SE Characterization. The purity of the standards was checked by
SDS-PAGE analyses. The sequence was confirmed by bottom-up
mass spectrometry analyses using trypsin or Glu-C and data-
dependent acquisition on a Q-Exactive (Thermo) instrument as
described in Figure S1. Concentrations of SEA, SEB, SEC, SED, SEE,
SEG, SEH, and SEI standards were determined by UV absorption at
280 nm.

Production of Doped Food Matrices and Quality Control
Samples. Calibration samples and quality control samples (QCs)
were prepared in semiskimmed milk and cheese. A mixture of eight
SEs was spiked in standard matrices (milk) at 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5,
5, and 10 ng/g and in two cheese matrices (Morbier, Tomme) at 0, 1,
and S ng/g. Incubation for 1 day at 4 °C was performed after spiking
to obtain a good distribution of SEs in the matrix.

SEs Extraction from Food Matrices. The extraction procedure
was based on the EN ISO 19020 protocol for food contaminated with
Staphylococcus species.”” A 25 + 0.1 g portion of the food matrix was
weighed. For cheese, grinding was applied followed by the addition of
40 mL water. The matrix was acidified with HCI to a pH between 3.5
and 4.0. After centrifugation at 3130g for 15 min at 4 °C, the
supernatant was neutralized with sodium hydroxide to a pH between
7.4 and 7.6. A second centrifugation step at 3130g for 15 min at 4 °C
was then carried out. The supernatant was dialyzed (6—8 kD)
overnight in 30% (w/v) PEG solution. The protein in the dialysis
membrane was recovered with S mL of PBS.

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c07545
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Multiplex Immunocapture of SEs. Each antibody was coupled
to Dynabeads M-280 tosylactivated magnetic'”** beads with a ratio of
4 uL (30 mg/mL) of beads to 1 ug of antibody and incubated
overnight in PBS. The mixture of magnetic beads (11 xL) separately
coated with the 13 antibodies was used for immunocapture,
containing 2 ug of each polyclonal antibody and 0.5 ug of each
monoclonal antibody. Incubation and washing steps were performed
on a King Fisher Duo Prime robot (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Germany). Incubation with the beads was done in 900 uL of
food extract and 100 uL of PBS-Tween 10X for 1 h at RT. Successive
bead washing steps with PBS-Tween 1X, PBS, and pure water were
performed before final washing elution in 300 wL of ultrapure
water.'””® The dry beads were then resuspended in 20 uL of
RapiGest SF (0.05% in S0 mM ammonium bicarbonate buffer pH 8)
before on-beads digestion.

On-Beads Digestion of SEs. DTT (10 uL, 20 mM) was added to
the beads and subsequently heated for 15 min at 95 °C to induce
toxin denaturation. Then, 10 uL of 45 mM IAA was added and
incubated for 45 min in the dark at room temperature. Digestion was
performed with 0.5 ug of trypsin for 2 h at 37 °C. After incubation,
the digestion was stopped with S yL of 1 M HCI and 10 uL of the
mixture of 29 labeled peptides was added to the samples. Twenty
microliters were injected into the LC-MS system.

Liquid Chromatography—Mass Spectrometry for Quantifi-
cation. LC-MS/MS experiments were performed using an Ultimate
3000 chromatography system coupled to a Q-Exactive (Quadrupole-
Orbitrap) mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf,
France). Peptide separation was performed on an Aeris peptide XB-
C18 reverse-phase column (150 mm X 2.1 mm; 1.7 gm; 100 A;
Phenomex, Torrance) at 60 °C for 30 min. The mobile phases
consisted of water with 0.1% formic acid (A) and ACN with 0.1%
formic acid (B). An isocratic step at 5% phase B was followed by a
gradient from S to 40% phase B in 20 min with a mobile phase flow
rate of 0.5 mL/min, before equilibration for 5 min. Eluted peptides
were introduced into the Q-Exactive instrument by an electrospray
ionization (ESI) source. Data were acquired in the positive-ion mode,
and the instrument was operated in the parallel reaction monitoring
(PRM) mode. The capillary voltage and temperature were set at 4 kV
and 320 °C, respectively. Precursor ions from unlabeled and internal
standard peptides were selected in the quadrupole. The isolation mass
window was fixed at 6 Da, meaning that isotopologue pairs of light
and heavy peptides were isolated together by the broad-band mode.*®
Optimized collision energies of all peptides in the HCD cell are
reported in Table S1. All fragment ions were introduced into the
Orbitrap. The AGC target was constantly set at 1 X 105, fill time was
adjusted at 128 ms, and Orbitrap resolution was set at 35 000 at m/z
400 (FWHM) to reach at least 10 acquisition points per
chromatographic peak. Conditions of the data-dependent acquisition
for sequence characterization of SEs are described in the Supporting
Information.

Data Analysis and Quantification Protocol. PRM data were
processed with Xcalibur 2.2 software according to an optimized
processing method.'” The most intense and noninterfered y-ion
fragments were selected for peptide identification and quantification.
Selected fragments were verified with Skyline version 19.1. Signals of
selected fragments were summed, and the resulting extracted-ion
chromatogram (XIC) was used for quantification. Co-elution (0.2
min) between labeled and unlabeled peptides was verified for each
selected peptide. Quantification was based on external calibration
curves prepared in milk spiked with each SE protein standards. To
overcome the impact of partial recovery or stability during SE
extraction or trypsin digestion, the calibration curves were processed
similarly and simultaneously to the dairy food samples.

Method Evaluation. A seven-point calibration curve was
generated for each SE from 0.1 to 10 ng/g in milk. Quality control
(QC) samples at concentrations of 1 and S ng/g SE were prepared
and analyzed in seven replicates for each matrix, i.e., milk and the two
cheese types. The ratio between the XIC peak area of unlabeled
peptides and the XIC peak area of heavy peptides was determined in
each sample. A linear regression with 1/x weighting was applied to
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generate the standard curve. Coeflicient of variation (CV%) of the
QC samples was determined.

Genomic Methods for Identification of Enterotoxins Genes.
Whole-genome sequencing (WGS) was performed as described
previously."' Briefly, an in-house genomic tool (NAuRA) was used to
identify staphylococcal enterotoxin genes in the S. aureus strains used
in this study.

Detection of SE genes by PCR was performed according to Roussel
et al?’ Briefly, the method allows the detection of 11 SE genes (sea,
seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, selj, sep, ser). Primers were synthesized
by Eurofins (MWG Operon, France). The reaction mixture (25 uL)
contained 1 U Fast Start Tag DNA polymerase from Roche,
Diagnostics (Meylan, France), 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 1X
PCR buffer, and 0.2 uM of DNA primer for all SE genes, except for
sec/ser and sed, which used 0.8 and 0.6 M DNA primer,
respectively. A Veriti PCR cycler (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France) was used. The thermal cycle was at 94 °C for 3 min at the
beginning, followed by 35 cycles at 94 °C 305, then at 56 °C 40 s, and
finally at 72 °C for 1 min 30 s, and 72 °C for 7 min for the last cycle.

Obtaining Naturally Produced Toxins from Isolated Strains.
A total of 12 strains were isolated from Staphylococcal food poisoning
outbreaks (SFPO) samples or from reference strains. The strains were
incubated 24 h at 37 °C on Plate Count Agar Milk. The bacterial
colonies were then injected in 40 mL of BHI (brain heart infusion) at
37 °C for 18 h. Centrifugation at 8000 rpm 15 min was performed to
eliminate the bacterial pellet. The supernatant was filtered through a
20 mL syringe with a 0.2 #m diameter filter before analysis.28

ELISA Assay for SEA, SEB, SEC, SED, SEE. An in-house enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) was used for quantification of
SEs in the contaminated dairy matrices. Briefly, double-sandwich
ELISA assays were used for SEA, SEC, SED, and SEE, whereas a
single-sandwich assay was used for SEB. Commercially available
antibodies (Toxin Technology, Sarasota, Florida) were used as
coating (catalogue numbers SLAI101, SLBI 202, SLCI 111, SLDI
303, SLEI 404) and probing antibodies (catalogue numbers LAI101,
LBC 202, LCI 111, LDI 303, and LEI 404). Immunoglobulins
coupled to horseradish peroxidase (goat-anti-rabbit antibodies
coupled to peroxidase) was used for detection by a colorimetric
measurement at 405/630 nm (Exc/Em) after addition of the substrate
ABTS—H,0, (KPL).

B RESULTS AND DISCUSSION

Sequence Characterization of Toxin Standards and
Selection of Proteotypic Peptides. Amino acid sequences
of native, i.e., SEA—SEE, and recombinant, i.e., SEG-SEI,
toxins were investigated by bottom-up proteomics using two
proteolytic enzymes used in parallel, ie., trypsin and Glu-C,
and data-dependent acquisition (DDA). The total sequence
coverage was between 46.3 and 91.7% depending on the toxin
and the enzyme considered (Figure S1). Minor parts of the
sequences were not identified due to too small peptide sizes.
Best coverage was obtained with trypsin, between 77.8 and
91.7% (Figure S1), which was selected for further quantitative
experiments.

Identification of specific representative peptides of each SE
is crucial for targeted detection”” in view of the high sequence
homology between SEs, such as SEA and SEE with 82%
identity. Selected peptides should also ensure detection of all
SEs within each type, avoiding positions in the sequence where
mutations were reported.” Selection of proteotypic peptides for
each toxin was based on sequence alignments performed with
all sequences available in the ANSES repository (around 411
sequences in total for SEA—SEI toxins)'' and the Uniprot
database (http://www.uniprot.org, downloaded on March 11,
2019). Although a single unique tryptic peptide would be in
theory enough to identify each SE, monitoring several peptides
generally increases assay specificity.'” A minimum of three

https7//dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c07545
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Table 1. Detection and Quantification of SEI Toxin Produced by Distinct Strains”

Canonic peptides

Variant-specific peptides

QGDIGVGNLR LVTAQEIDVK | VLFHLNNEK  VLFHLNDEK Yvég::\g:;( Yv(:g:fvvlr(;-l( IPINLWVNGK  IPINLWINGK
Strains Ratio SD Ratio SD Ratio SD Ratio SD Ratio SD Ratio SD Ratio SD Ratio SD
05CEB51 0.12
05CEB52 0.2
12CEB446 0.14
16SBCL899 0.01 0.12
12CEB512 0.19
14SBCL770 0.09 0.06
15SBCL1438 0.33
16SBCL1204 0.04
17SBCL25 0.11
18SBCL855 0.02
19SBCL464 0.05
09CEB329

rSEl standard

“Twelve strains were analyzed, corresponding to 11 SEI variants and 1 strain not containing SEI (as negative). The recombinant SEI standard was
also included. The ratio of mean peak area (and S.D.) of each detected peptide, divided by peak area of reference peptide LVTAQEIDVK (n = 2),
is illustrated. Green color indicates a match between the LC-MS/MS results and the predicted protein sequence by WGS. ND = not detected. *:
Signal of peptide IPINLWVNGK not detected due to the low SEI level produced by this strain.
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Figure 2. Extracted-ion chromatogram (XIC) of the 29 proteotypic peptides corresponding to SEA to SEI, obtained by spiking all heavy peptides.

peptides per SE were therefore selected for detection of toxins
SEA to SEH to avoid false positives or negatives (Table S1),
also considering that new sequence variants are continuously
discovered. Regarding SEI toxin, 11 distinct sequences were
listed in the repository (Figure S2) and a combination of 2
canonic peptides and 6 variant-specific peptides was required
to reach the set of 3 peptides (Table 1).

Additional criteria for peptides inclusion were based on the
recommendations for targeted proteomics regarding size and
amino acid composition, i.e., lack of amino acid prone to
chemical modification like methionine or cysteine.”” In
addition, LC-MS/MS detectability of each selected peptide
was confirmed by DDA experiments performed on trypsin-
digested SEs as described above (Figure S1).
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Optimization of Targeted LC-HRMS Acquisition. Most
methods for toxin quantification are based on selected reaction
monitoring (SRM) using a triple-quadrupole instrument.*’
The recently developed parallel reaction mode (PRM) has the
advantages of easier method development and much higher
MS/MS  selectivity thanks to the high resolution of the
Orbitrap mass analyzer.”"”*> Several ion fragments can be
monitored simultaneously to increase the specificity of peptide
detection. A PRM method was implemented to target the 29
selected peptides all eluting within 11 min (Table S1),
following optimization of peptide separation on the CI8
column, as shown in Figure 2. To have enough data acquisition
points for quantification while maintaining assay sensitivity,
sequential data acquisition with a narrow RT window of 0.4

https//dx.doi.org/10.1021/acs jafc.0c07545
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min was implemented. PRM acquisition parameters were also
optimized. In the first setting, a maximum fill time of 64 ms
was found compatible with the LC peak width, resulting in
around 10 data acquisition points when analyzing S0 pmol of
the most co-eluted peptide, i.e., FGLYNSDSEGGK from SEE
(Figure 3A). Faster acquisition speed together with higher fill

50 pmol 5 pmol
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Figure 3. Optimization of PRM acquisition parameters: representa-
tive results obtained at S and 50 pmol of peptide FGLYNSDSFGGK
(SEE) eluting at 8.35 min. (A) Acquisition in simplex mode: fill time,
64 ms; resolution, 17 500; window, 2 Da; MSX 1. (B) Acquisition in
broad-band mode: fill time, 128 ms; resolution, 35000; window, 6
Da; MSX 1. (C) Acquisition in multiplex mode of light and heavy
peptides: fill time, 128 ms; resolution, 35 000; window 2 Da; MSX 2.

time was developed, either by the multiplex mode or by the so-
called broad-band mode,**** where quadrupole isolates
simultaneously isotopologue pairs of light and heavy peptides.
As illustrated in Figure 3B, best results regarding peak area and
number of acquisition points for peptide FGLYNSDSFGGK
were obtained with the broad-band mode, fill time set at 128
ms, and resolution of 35000. No improvement of peak area
was observed when using the multiplex mode, which improved
the resolution but not the fill time (Figure 3C).

Sample Preparation Optimization for SE Quantifica-
tion in Food Matrices. Sample preparation is essential to
improve the sensitivity of the mass spectrometry detection.
Protocols based on immunocapture are among the most
efficient for protein toxin detection in complex food matrices,*
including SEA and SEB.'”** To reach high sensitivity for
detection of the eight SEs, a multiplex enrichment protocol
was optimized and combined with an eflicient sample
preparation step upstream of the immunocapture (Figure 1).
The early step homogenizes the cheese samples and
preconcentrates large volume of food samples by acid
precipitation and dialysis (Figure 1).> The SE enrichment
factor at this early phase was found at 250%, as measured by
spiking a mix of SEs before and after the acidification/dialysis
step. The subsequent immunocapture step of SEs could be
impacted by potential sequence variants, especially for SEA,
SEB, SEG, SEH, and SEI where monoclonal antibodies are
involved. For instance, we observed that SEA antibody A7 did
not bind the SEA variant uniprot AOA068A244 having only a
difference of two amino acids compared to the SEA POAOL2
variant, which was efficiently immunocaptured (Table S2). A
mixture of two monoclonal antibodies per SE having different
epitopes, as shown by ELISA sandwich experiments, was
therefore selected for SEA, SEB, SEG, SEH, and SEIL The
quantity of each antibody was then optimized to reach a
linearity of 2 log, i.e., between 0.1 and 10 ng/g (Figure S3).
Under these conditions, efficient capture yields were observed
in milk at 45, 40, 50, 40, 69, 62, 43, and 67% for SEA, SEB,
SEC, SED, SEE, SEG, SEH, and SEI, respectively, in line with

SEA: QNTVPLETVK SEB: IEVYLTTK SEC: NLYEFNSSPYETGYIK SED: LYNNDTLGGK
251 R2 = 0.9964 20 R2=0.9972 "1 R2 = 0.9904 201R? = 0.9977
204 Y = 0.2162*X - 0.04348 15| Y =0.1584*X - 0.04490 Y =0.07600*X - 0.01658 , ,|Y =0.1797"X - 0.00517
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Figure 4. Representative linear standard curves of each SEs (weighing 1/x). SEs were spiked in milk at seven concentrations in duplicate ranging
from 0.1 to 10 ng/g. Peak area of extracted-ion chromatograms (XIC) was used for quantification after normalization with peak area of the

corresponding heavy peptide.
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previous works.'”** The capture efficiency of recombinant and
native toxins was evaluated, when both are available,
considering that possible protein conformation differences
might affect antibody binding. Similar yields of 42 and 45% (n
= 2) for recombinant and native SEAs, respectively (Table S3),
confirmed that both protein toxins behave the same.

Performance of the Method for SE and Variant
Quantification. The method was then evaluated in terms of
linearity, reproducibility, and sensitivity. Experiments were
done in milk as a complex protein-rich matrix regularly
involved in SFPO. A seven-point standard curve was
performed in duplicate, together with 7 quality control (QC)
spiked at two levels of SEs, ie, 1 and 5 ng/g, to evaluate
method reproducibility. Reproducibility on two different days,
measured at 1 and $ ng/g, indicated a CV% of less than 20%
for all selected peptides and an accuracy of 80—120% as
specified in the recommendations for bioanalytical method
validation (Table $4).3¢ A linear response was obtained for all
SEs from 0.1 to 10 ng/g, with R* > 0.985 (Figure 4). The lower
limit of quantification (LLOQ) was determined for all selected
peptides, based on bias below 20%. For each SE, we observed
at least two best peptides showing LLOQ at or below 0.5 ng/g
(Table S1). The LLOQ of each SE was determined in the 0.1—
0.5 ng/g range depending on the toxin (Figure 4), based on
those two best responding peptides. At LLOQ, the third
selected peptides were detected, even though the measured
bias did not meet the 20% criteria. Sensitivity of the assay
matched with SE levels greviously reported in dairy products
by ELISA during SFPO.

Importantly, the method was also applied to naturally
produced toxins containing sequence variants. In this objective,
12 strains of S. aureus containing single or multiple SE-coding
genes covering the eight SEs were grown under conditions
favoring toxin production.”® The sequence of the SE-coding
genes was characterized by whole-genome sequencing (WGS)
in all strains before the new MS assay was applied to the 12
supernatants (Table SS). Up to four SEs were detected by MS
in these strains, with concentrations found above the LLOQ
(Table SS). Notably, all SEA to SEI types predicted by
genomic were successfully identified at the protein level and
their respective concentration levels were estimated based on
the two best proteotypic peptides (Table S5).

Regarding SEI, the 11 strains with genes coding for SEI
contained 11 distinct sequences at the protein level. The 8
peptides selected by sequence alignment to cover known SEI
variants were experimentally confirmed (Table 1), and SEI was
identified in all 11 strains with a minimum of 3 peptides,
including the 2 canonic peptides that were detected in all
strains. The peak area of each peptide was normalized with the
corresponding labeled standard allowing the quantification of
SEI (Table SS). In addition, relative abundance of each
peptide to the common peptide LVTAQEIDVK was generally
similar between strains, showing no predictable impact of the
protein sequence of SE variants on peptide release by trypsin
(Table 1). Globally, selected proteotypic peptides and the
sample preparation conditions allowed successful identification
of all types and variants included in the study, which is most
important in view of the diversity of SEs. The MS method has
therefore proven eflicient for quantification of SEA to SEI
toxins, including variants, in milk.

Quantification of SEs in Naturally Contaminated
Dairy Matrices. The method developed in this work is
intended to be used for investigations of SFPO or in the frame
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of food industry’s own check and official control. French
cheese samples (Tomme, Morbier, and raw sheep’s milk
cheese) and raw cow milk were tested here. In this aim, two
levels of QC samples at 1 and 5 ng/g were spiked in cheese
(Tomme and Morbier) to identify any potential matrix effects
in cheese in comparison to milk (Table $6). The bias observed
in Morbier at S ng/g was related to the difficulty of spiking
solid matrices (Table S6). Globally, the results indicated a
weak influence of the cheese matrix showing the reliability of
our extraction protocol. This result should be confirmed
further in a dedicated validation study performed using a wider
range of food matrices. The assay was then applied to naturally
contaminated samples originating from the dairy industry, in
parallel to PCR and ELISA testing. Parallel evaluation by PCR
identified the SED and SER-coding genes in Tomme
(08BACS554) and Morbier (08BACS53), whereas ELISA
indicated the presence of SED at 1.1 and 12 ng/g in
Tomme and Morbier, respectively. The new MS method
detected SED at 0.7 and 1.0 ng/g in Tomme and Morbier,
respectively, in agreement with the ELISA assay (Table S7).
Another own-check sample, raw cow milk (19SBCLO1), was
found positive by PCR for SED-, SEJ-, and SER-coding genes.
ELISA indicated the presence of SED toxin at 11.5 ng/g, and
the MS method also identified the SED at 10.1 ng/g (Table
S7). Sample (19SBCL380) was from raw sheep milk cheese,
where the SEC-coding genes were detected by PCR test.
ELISA indicated the presence of SEC toxin at 1.1 ng/g, and
the new method also identified the presence of SEC at 1.4 ng/
g. In the four incurred samples studied, the combination of
multiplex antibody enrichment and quantitative MS success-
fully identified the incriminated toxins in agreement with PCR
results and gave concentration in good agreement with the
ELISA method (Table S7).

In conclusion, we have successfully developed a multiplex
MS-based assay to identify and quantify simultaneously eight
SEs at low levels in milk and cheese samples, covering the
concentration range found in SFPO samples. The selection of
multiple proteotypic peptides by sequence alignment and the
use of a panel of antibodies for a more efficient and broad-
spectrum immunoenrichment of SEs avoided false-negative
samples due to toxin heterogeneity, as illustrated with strains
containing 11 distinct SEI sequences. The newly established
assay constitutes a complementary approach to current
immunoassay protocols, avoiding potential false-positive
results due to cross-reaction of antibodies or false-negative
results related to SE variants. The assay is intended to be
implemented in food testing laboratory for characterization or
confirmation of the SFPO sample by alternative technical
approaches. Further assay evaluation would be required by
testing the method on various food matrices and a larger
diversity of toxin variants in a dedicated method validation
study. The multiplex ability of the method could be further
increased to the whole superfamily of SEs. Indeed, only
genomic tests (PCR, WGS) can detect the presence of
enterotoxin-coding genes other than SEA—SEI, but none is
able to confirm food poisoning outbreaks since they do not
provide direct evidence of the presence of toxins. Detection by
MS of all SEs could be implemented by antibody-free
extraction protocols depending on the required sensitivity or
the availability of suitable antibodies.
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Figure S1: SEs sequence coverage and selected peptides. Uniprot database for SEA SEB SEC SED SEE were
POAOL2, P01552, P34071, P20723, P12993 respectively. Amino-acid sequence of rSEA rSEG rSEH rSEI
recombinant toxins is indicated. Identified peptides by data-dependent MS/MS acquisitions after trypsin

digestion are marked in green, targeted peptides by PRM mode are indicated in red. Sequence coverage was
the following for trypsin: SEA 89.3%, SEB 86.2%, SEC 91.2%, SED 86.7%, SEE 86.2%, rSEA 87.2%, rSEG 91.7%,

rSEH 77.8%, rSEI 84.1% and for Glu-C: SEA 67.0%, SEB 53.6%, SEC 46.4%, SED 64.2%, SEE 70.8%, rSEG 46.3%,

rSEH 60.6%, rSEl 58.2%
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Figure S3: Optimization of antibody amount for higher assay linearity. Representative result for SEC peptide
NLYEFNSSPYETGYIK is illustrated, A) 0.1 pg of antibody coated on beads and B) 0.5 ug coated on beads.
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Table S1: peptides selected for quantification of the 8 SEs. Mass to charge ratio (monoisotopic), charge (z),
retention time (RT), colision energy (CE), lower limit of quantification (LLOQ) in milk and selected fragments for
quantification are indicated.

SE Peptide m/z z (nI::;w) I:; )E (;Lg(;:) Fragments
SEA | NVTVQELDLQAR 695.8749 2 8.2 21 0.5 Yi', Ye'. Yo', Vio*
SEA | YNLYNSDVFDGK 719.834 2 8.7 18 0.5 ys*, Yo', Y10
SEA | QNTVPLETVK 566.8202 2 6.0 21 0.25 Ye', Y74, V&'

SEB | VLYDDNHVSAINVK 530.9463 3 6.9 15 01 Vit Yoot Yot
SEB | VTAQELDYLTR 657.3454 2 8.4 18 0.25 ¥s*, Y6', Y7, Yo©
SEB | IEVYLTTK 485.7825 2 78| 18 0.1 Ys*, Ye', Y7

SEC | NTISFEVQTDK 643.3233 2 7.0 18 1 Y75 Y8 Y10
SEC | FLAHDLIYNISDK 518.2758 3 9.7 18 0.25 ¥s*, Yo', Yt
SEC | NLYEFNSSPYETGYIK 964.9554 2 10.0 15 0.25 ys*, Yo', Y10, Y11*) Y12
SED | STGDQFLENTLLYK 816.9156 2 11.0 21 1 Y+, ¥Ya' Yo'

SED | IPINLWINGVQK 699.915 2 12.0 21 0.25 Y7, Yio' Yt
SED | LYNNDTLGGK 549.7811 2 4.1 18 0.25 Y7, Ya', Yo'

SEE | FGLYNSDSFGGK 648.3049 2 8.3 21 0.25 Vs, Yo', Y11©
SEE | EVTVQELDLQAR 703.3747 2 8.4 21 0.5 Ye' Y7 Ve'

SEE | QTTVPIDK 453.2567 2 39 21 0.25 Y2', Va', Ye'

SEG | FLNIYGDNK 544.2807 2 7.8 18 0.25 Ya*, ¥s', Ye'

SEG | QFLSHDLIFPIEYK 585.3142 3 124 18 0.1 Yer, Vet Ve
SEG | NNTSFWFDLFPK 760.3706 2 14.9 18 0.25 Yo', ¥7', Y8', Yo'
SEH | SDDISHIDVNLYTK 541.9376 3 9.2 18 0.1 Vag™, Var'h Y™, Yia ™
SEH | NVTLQELDIK 588.8333 2 9.0 18 0.25 Yo', Y7', Vs

SEH | FATADLAQK 484.7621 2 5.2 18 0.1 ¥s*, Y6, Y7', Vs
SElI | QGDIGVGNLR 517.2799 2 5.7 21 ND Ya', ¥s*, Ye'

SEl | LVTAQEIDVK 560.3226 2 6.6 18 0.5 g T g

SEI' | IPINLWVNGK 579.3436 2 10.6 21 25 Y75, Ys', Yo'

SEI' [ IPINLWINGK 586.3515 2 114 21 ND Y75, Y8, Yo'

SEl | VLFHLNNEK 373.2089 3 6.1 15 0.25 Y v e
SEl | VLFHLNDEK 373.5369 3 6.5 15 ND Ys', ¥7, Vet
SElI | YLQEEYNIYGHNNNGK 653.9700 3 6.0 15 ND Y12+, Y13t Yia*™
SEl | YLQEEYNIYGHNNTGK 649.6382 3 6.2 18 0.5 Vai™ Vaa Vaa™
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Table S2: Impact of SEA variants as illustrated with strain 16SBCL899 and 14SBCL770 (sequence determined by
WGS) on immuno-enrichment by SEA antibodies A5 and A7 or both. Experiment was performed by using
magnetic coated beads as described in the Methods.

. . . Antibod
Strains Antibody A5 | Antibody A7 AS+ A7y
Standard_SEA| Detected Detected Detected
16SBCL899 Detected Detected
14SBCL770 Detected Detected Detected

Table S3: Immunocapture efficiency of the antibody pair AS A7, measured by the 3 proteotypic peptides of SEA,
as a function of native or recombinant SEA spiked in milk.

Immunocapture recovery (n=2)
Peptides (SEA) QNTVPLETVK | NVTVQELDLQAR | YNLYNSDVFDGK | Mean
Native SEA 45.1% 49.5% 40.9% 45.1%
Recombinant rSEA 43.6% 43.7% 40.0% 42.3%

Table S4: Reproducibility (CV%) and accuracy (Bias%) of SE quantification in milk, determined with 7 QC spiked
at 1 and 5 ng/g in milk. Results of the representative best peptides of each toxin is illustrated.

QC 1 ng/g (Milk) QC 5 ng/g (Milk)

CV% Bias% CV% Bias%

SEA: QNTV 5.5% 4.8% 7.80% 6.9%
SEB: IEVY 4.0% 3.4% 9.80% 7.8%

SEC: NLYE 8.1% 8.6% 19.20% 15.7%
SED: LYNN 8.3% 6.6% 13% 11.2%
SEE: QTTV 5.8% 7.5% 8.80% 7.4%
SEG: QFLS 5.7% 16.4% 17.10% 16.4%
SEH: SDDI 5.0% 4.5% 10.50% 7.6%
SEl: LVTA 8.0% 6.0% 5% 4.1%
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Table S5: Quantitative analysis of native toxin SEA-SEI produced by strains of staphylococcus aureus possessing
different enterotoxin-coding genes.

Strain z e Location of | Genes
Auriiber Species Origin Date fsotation (WGS) SEA SEB SEC SED SEE SEG SEH SEI
s sec, seg, >10 14 >10 1.9
05CEB51 S. aureus | SFPO:riz | 2005 | France " ne/e nefe | nase | ness
SFPO: seb, seg, >10 5.0 1.2
05CEB52 S. aureus chisasa 2005 | France . ng/g ng/e ng/g
SFPO: sec, seg, 7.8 3.8 4.0
12CEB446 S. aureus chiken 2012 | France sai ng/g ng/g ng/g
165BCL899 | 5. aureus | > O | 2016 | France sl B e N
meat sei ng/g ng/g ng/g
SFPO: : 3.8 2.8
12CEB512 S. aureus chissse 2012 | France seg, sei na/g na/g
SFPO: sea, seg, >10 2.7 1.5
14SBCL770 | S. aureus pork 2014 | France col ne/g ng/g ne/g
15SBCL1438 | S. aureus e 2015 | France sec, sei i s
cheese ng/g ng/g
SFPO: . 3.0 3.0
16SBCL1204 | S. aureus cHiken 2016 | France seg, sei ng/g ne/g
SFPO: ; >10 0.4
17SBCL25 S. aureus chikan 2017 | France seb, sei ne/g ng/e
SFPO: sed, seg, >10 5.8 6.1
18SBCL855 | S. aureus SR 2018 | France o ng/e ng/e ngle
SFPO: " 0.4 33
19SBCL464 | S. aureus st 2019 | France seg, sei ng/g ng/g
09CEB329 S. aureus SEEEK 2009 | France see 24D
cheese ng/g
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Table S6: Matrix effect in different cheese matrices compared to milk. QCs at 1 and 5 ng/g were spiked in milk,
Morbier and Tomme and determined against a calibration curve prepared in milk. Measured concentrations in
QCs are indicated.

QC SEA QNTV 1 ng/g (n=2) QC SEA QNTV 5 ng/g (n=2)
Measured concentration Ccv Measured concentration cv MB?:Sn
Milk 1ng/g 1.1% 5ng/g 5.4% 0%
Morbier 1.6 ng/g 8.8% 9.2 ng/g 13.3% | 72%
Tomme 1.0 ng/g 6.2% 4.5 ng/g 0.7% 5%

Table S7: Summary of analysis performed in naturally contaminated dairy matrices

sample NAifii .SE-cc?d_ing genes SE concentration by | SE concentration by
identified by PCR ELISA (ng/g) LC-MS (ng/g)
08BAC554 Tomme cheese sed, ser 1.1 (SED) 0.7 (SED)
08BAC553 | Morbier cheese sed, ser 1.2 (SED) 1.0 (SED)
19SBCLO1 | Cow milk sed, sej, ser 11.5 (SED) 10.1 (SED)
19SBCL380 |Sheep cheese sec 1.1 (SEC) 1.4 (SEC)
Supplementary methods

Characterization of SE standards by DDA

Characterization of toxin standards was performed by DDA (data dependent acquisition) (Top 5) with a resolution
of 70’000 (Full MS) or 17’500 (ddMS2) at m/z 200 (FWHM), and normalized collision energy fixed to 18%. The
AGC target was constantly set at 1 x 106, fill time was adjusted at 128 ms. Data analyses was performed using
Proteome Discoverer version 1.3 (Thermo Fisher Scientific).
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[1.A.3 Conclusion et discussion de I'article 1

Dans cet article, nous avons développé une méthode multiplexe basée sur I'immunocapture
et la spectrométrie de masse ciblée pour I'analyse de 8 ESs par LC-MS. Cette méthode a permis
d’obtenir des limites de détection comprises en 0.1 et 0.5 ng/g de lait, matrice alimentaire
complexe étant donné sa forte concentration en protéines.

La méthode développée a pris en compte les problématiques liées aux homologies de
séquences entre types d’ESs en sélectionnant des peptides spécifiques de chaque type. Elle
permet aussi I'identification de I'ensemble des variants de séquences connues a ce jour, mais
ne peut pas les discriminer. En effet, les peptides ont été choisis pour étre représentatifs de
I’ensemble des variants identifiés. Dans les cas les plus extrémes, comme décrit pour SEl,
plusieurs peptides complémentaires ont été sélectionnés afin d’obtenir un minimum de trois
peptides par variant. Dans la méme logique, et de maniére a détecter I'ensemble des variants,
I’étape d’immunocapture que nous avons développé utilise deux anticorps spécifiques de
chaque type avec des épitopes différents (dans le cas des monoclonaux). Pour répondre a la
question de la différenciation des variants, une approche top-down sera développée au
chapitre 2.

Nous nous sommes intéressés dans ce travail aux matrices alimentaires laitiéres car il s’agit
d’une matrice régulierement impliquée dans des épisodes de TIACs ou d’autocontroles. En
effet, comme expliqué précédemment, cette matrice riche en protéines est un milieu propice
au développement du S. aureus et peut étre contaminée facilement lors d’infections de type
mammite. De plus, les études sur I'analyse des ESs en matrices alimentaires par spectrométrie
de masse, utilisant du lait de vache comme matrice de référence sont nombreuses!6>229,236,302
et nos résultats peuvent donc étre comparés. Ainsi, nous avons obtenu une bien meilleure
sensibilité par rapport a celles rapportées précédemment (les LOD étaient établies entre 10-
100 ng/mL pour les méthodes sans immunocapture, cf paragraphe 1.C.5.4), malgré le suivi de
8 toxines en paralléle. Seule la méthode publiée par Dupré et al,’®> en 2015 posséde une
sensibilité satisfaisante, avec une LOD de 0,25 ng/mL dans du lait proche de celle de notre
méthode (article 1 tableau S1). Mais les deux protocoles sont en fait similaires, la nouvelle
méthode pouvant étre présentée comme une version multiplexe de l'article publié par le
Laboratoire d’Etude du Métabolisme des Médicaments (CEA/LEMM) en 2015, avec l'ajout de
I’étape de dialyse — concentration.

Un des objectifs de cette étude étant d’obtenir un outil pour I'analyse des échantillons réels
provenant de TIACs ou d’autocontréles, des tests ont été réalisés sur de vrais échantillons
provenant du laboratoire de santé des aliments de I’ANSES. Il s’agit de 4 autocontroles, dont
les deux premiers sont des fromages Tomme et Morbier (08BAC554 et 08BAC553) provenant
du méme industriel, les prélevements avaient été effectués en 2008. Suite aux résultats
positifs de la méthode officielle, I'industriel a di détruire entre 100-200 kg de fromage et le
laboratoire de santé des aliments a pu conserver plusieurs kg de fromage pour des analyses
de stabilité dans ces échantillons réels ou pour évaluer de nouvelles méthodes comme celle
présentée ici. Les résultats des tests PCR indiquent pour les deux fromages la présence des
geénes codant pour les toxines SED et SER, I'ELISA SED a permis d’obtenir des concentrations
de 1,1 ng/g et 1,2 ng/g, trés proches de celles mesurées par la méthode LC-MS qui étaient de
0,7 ng/g et 1,0 ng/g. Cependant aucun outil n’a permis d’identifier la présence de la toxine
SER dans le fromage étant donné la non disponibilité dans le commerce des anticorps pour
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cette toxine. Le troisieme autocontrdle a été du lait cru de vache (19SBCLO1) ou les toxines
SED, SEJ et SER ont été identifiées par tests PCR, la SED a été identifiée par ELISA a la
concentration de 11,5 ng/g et en LC-MS a une concentration de 10,1 ng/g soit une différence
inférieure a 15%. Enfin le quatrieme autocontrole a été du lait cru de chévre (19SBCL380), le
géne codant pour la toxine SEC a pu étre identifié, la méthode ELISA a permis d’obtenir une
concentration de 1,1 ng/g et la méthode LC-MS une concentration de 1,4 ng/g. Ainsi la
méthode LC-MS semble détecter, identifier et quantifier efficacement des ESs dans des
échantillons réels et pourrait corroborer les résultats des autres méthodes (PCR, ELISA). En
effet, il est possible lors des analyses d’échantillons de TIACs que les résultats des tests PCR et
de I'ELISA soient discordants, si le gene n’est pas exprimé ou si une interférence liée a la
matrice alimentaire impacte I'ELISA. La méthode LC-MS représente donc une méthode
complémentaire de confirmation. Cette méthode LC-MS sera utilisée a I’ANSES en cas
d’épisodes de TIACs, apres une validation analytique exhaustive. En perspective, cette
méthode sera donc évaluée sur d’autres matrices alimentaires régulierement impliquées dans
des épisodes de TIACs. La norme NF EN ISO 16140-2 indique quel type de matrice doit étre
utilisé pour la validation d’'une méthode (qualitative ou quantitative), il s’agit de produits
carnés, de produits de la mer, de desserts, de produits laitiers et de plats préparés.

II.LA.4 Etudes complémentaires en lien avec I'article 1

Des expériences complémentaires ont été réalisées concernant I'analyse des 8 premieres ESs
mais n’ont pas ou peu été décrites dans I’article 1. La nouvelle méthode utilise des anticorps
monoclonaux (SEA, SEB, SEG, SEH, SEI) ou polyclonaux (SEC, SED, SEE). Nous présenterons des
résultats concernant I’affinité de ces anticorps vis-a-vis des différents types ou variants d’ESs,
puis nous discuterons les données obtenues lors de I'analyse d’échantillons additionnels
provenant de TIACs.

II.LA.4.1 Affinité des anticorps monoclonaux et cas des variants de séquence

Comme observé dans I'article 1 tableau S2, aucun signal LC-MS n’a été obtenu pour SEA lors
de la capture du variant SEA4 produit par la souche 14SBCL766 avec |'anticorps « SEA_7 » seul,
contrairement a la méme expérience réalisée avec le second anticorps « SEA_5 ». Le variant
SEAs de la souche 18SBCL850 a bien été détecté dans les mémes conditions (une erreur sur le
nom des souches a été relevé dans les « supplementary data », et sera corrigé). L’affinité des
anticorps monoclonaux semble donc étre impactée par la présence de variants de séquence,
probablement lorsque la modification de séquence se produit sur I'épitope.

Afin d’étudier plus globalement I'impact des variants de séquence sur notre méthode utilisant
des anticorps monoclonaux, des tests de détection ont été réalisés sur des surnageants de
culture de souche de S. aureus porteuse de génes codant pour divers ESs et variants. Les
souches ont été incubées dans du milieu BHI pendant 16h a 37°C (comme décrit dans I'article
1) pour produire les ESs. Plus de 500 souches de S. aureus avec des origines diverses (TIACs,
autocontréles, souches de références) ont été séquencées au laboratoire de santé des
aliments de I’ANSES par la méthode « Whole Genome Sequencing » (WGS). Les genes codant
pour les ESs ont été recherchés via |'outil bio-informatique NAuRA. Via cet outil, de nombreux
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variants ont été identifiés en interne pour les 5 ESs concernées par une capture par des
anticorps monoclonaux dans notre méthode (SEA, SEB, SEG, SEH, SEl). Les 4 variants de SEA

SEA, MKKRKTAFILTLCIVIMLVTS PLVNGSEKSEEIKEKDLHKKSELQGVALDNLRQIYYHNG 60

SEA, ——MKKTAFTLLLFTALTLTTSPLVNGSEKSEEINEKDLRKKSELQGTALGNLKQIYYYNE 58

SEA; ——MKKTAFILLLFTALTWTTSPLVNGSEKSEEINEKDLRKKSELQGAATL.GNLKQIYYYNE 58

SERA, ——MKKTAFILLLFTALTWTTSPLVNGSEKSEEINEKDLRKKSELQGTALGNLKQIYYYNE 58

skkk A K ok Kk : Lk ok ok ko ok Ak ok ok ok k gk ok k kg kok ok ok k ok k| kg ko k ok n ok

SEA, KATTENKESDNQF LQHT TLFNGF FTDHEWYNDLLVDF DSKVMLADKYKGKKVDLYGAY YGY 120

SEA; KAKTENKESHDQFLQHTILFKGEF FTDHSWYNDLLVDEDSKDIVDKYKGKKVDLYGAYYGY 118

SEA; KAKTENKESHDQFLOHT ILFKGE FTNHSWYNDLLVDEDSKDIVDKYRKGKKVDLYGAYYGY 118

SERA, KAKTENKESHDQFLOQHT ILFKGFFTNHSWYNDLLVDFDSKDIVDKYKGKKVDLYGAYYGY 118
Sk kkokkkok gk kkokkk ok k ks kA gk K kkokkkkkkkkdk 3 kok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok

SEA, QCAGGTPNKTACMYGGVTLHDNNRLTEEKKVPINLWLDGKONTVPLETVKTNKKEVTVQE 180

SEA; QCAGGTPNKTACMYGGVTLHDNNRLTEEKKVPINLWLDGEQNTVPLETVKTNKENVTVQE 178

SEA; QCAGGTPNKTACMYGGVTLHDNNRLTEEKKVPINLWLDGKONTVPLETVKTNKKNVTVQE 178

SER, QCAGGTPNKTACMYGGVTLHDNNRLTEEKKVPINLWLDGKQNTVPLETVKTNKEKNVTVQE 178
Sk ke ko ke ok ok ok e ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko k ke ko kg ok ok ok

SEA, LDLOQARHYLHGKYNLYNSDIFDGKVQRGLIVFHTSTEPSVNYDLFGAQGQYSNTLLRIYR 240

SEA; LDLQARRYLQEKYNLYNSDVEFDGKVQRGLIVEFHTSTEPSVNYDLFGAQGQYSNTLLRIYR 238

SEA; LDLQARRYLOQEKYNLYNSDVFDGKVQRGLIVFHTSTEPSVNYDLFGAQGONSNTLLRIYR 238

SERA, LDLOARRYLOEKYNLYNSDVFDGKVQRGLIVFHTSTEPSVNYDLFGAQGONSNTLLRIYR 238
ok kk ok g kok sk ok ok Kk k| Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ko ko ok ok ok kb k ok k kK ok ok ko ok

SEA, DNKTINSENMHIDIYLYTT 259

SEA; DNKTINSENMHIDIYLYTS 257

SEA; DNKTINSENMHIDIYLYTS 257

SER, DNKTINSENMHIDIYLYTS 257

Sk ok ok ok ke ok ke k ok ko ke

Figure 46 Alignement de séquence des 4 variants de SEA par le logiciel Clustal Omega version
1.2.4. Le peptide signal est en surlignage jaune, les mutations par rapport au variant de
référence SEAs sont en bleu. Les * indiquent une homologie, les autres symboles indiquent une
absence d’homologie.

identifiés et séquencés sont par exemple représentées Figure 46. Au total, 38 souches de S.
aureus ont été sélectionnées pour ce test parmi les 500 disponibles, afin d’obtenir le plus
grand nombre possible de variants pour les 5 ESs ciblées (SEA, SEB, SEG, SEH et SEI).

Les 38 souches ont permis de produire les 4/4 variants de la SEA, 4/4 variants de la SEB, 8/13
variants de la SEG, 4/5 variants de la SEH et 14/17 variants de la SEl (hombre de variants
produits / nombre de variants identifiés par WGS dans le souchier de I’ANSES). Les 38 souches
ont été analysées avec la méthode LC-MS décrite dans l'article 1, et en paralléle par des ELISA,
utilisant le méme couple d’anticorps monoclonaux que celui utilisé pour I'immunocapture
(SEA_5-SEA_7, SEB_26-SEB_27, SEG_27-SEG_41, SEH_1-SEH_19, SEI_26-SEl_27), et décrits
dans Feraudet-Tarisse et al, 202134, Ainsi la méthode ELISA ne détectera pas un variant si au
moins un des deux anticorps subit une perte d’affinité, par contre notre méthode basée sur
un double anticorps de capture ne devrait pas étre impactée.
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Tableau 10 Détection des variants pour les toxines SEA, SEB, SEG, SEH et SEI provenant de
38 souches (colonne de gauche) avec les méthodes ELISA monoclonaux (colonne du milieu) et
Immunocapture LC-MS (colonne de droite). Le numéro indique la présence du gene et la
réféerence du variant, la couleur verte indique que la méthode a identifié la toxine et le rouge la
non détection.

ELISA ABGHI IC LCMS ABGH
Souches sea seb seg seh sei sea seb seg seh sei

05CEB51
05CEB52
06CEB196

08CEB393 [ | = 3

09CEB231

09CEB89
10CEB282
11CEB110
12CEB294
12CEB304
12CEB368

12CEB446

12CEB496
12CEB512
13CEB437
14SBCL1004
14SBCL766
14SBCL770
15SBCL1151
15SBCL1438
15SBCL452
16SBCL1204
16SBCL1368
16SBCL246
16SBCL899
17SBCL25
17SBCL330
17SBCL693 .
18SBCL601

18SBCL669
18SBCL850
18SBCL855
19SBCL1059
195BCL464
19secso1  |HEH |
20SBCLO8
337E
352

Ainsi, la méthode ELISA détecte bien le variant SEA3, il s’agit du variant de référence d’Uniprot
(POAOL2) utilisé pour la sélection du couple d’anticorps. Les variants SEA12,4 n’ont par contre
pas été détectés, comme indiqué Tableau 10, alors que les analyses LC-MS identifient
I’ensemble des variants de la SEA. Le variant SEA; a une identité de séquence de 91.4% par
rapport a SEAs3 (voir Figure 46) soit 21 acides aminés de différence. Cette grande différence
de séquences peut expliquer la mauvaise affinité d’'un des anticorps pour le variant SEA;, en
lien avec une modification affectant I'épitope (non connu). Cependant, les variants SEA; et
SEA4 ont une identité de séquence de 98.7% et 99.1% respectivement, soit une différence de
seulement 3 et 2 acides aminés. Les variants SEA1 et SEA4 ont 2 mutations en commun sur les
acides aminés D60N et Y205N, le variant SEA1 a une mutation supplémentaire en T21A (la
premiere lettre correspond a I'acide aminé sans mutation, le nombre correspond au numéro
de I'acide aminé et la derniére lettre correspond a I’acide aminé aprés mutation) (voir Figure
46). Nous pouvons faire I’'hypothése que I'une ou l'autre des deux mutations communes a
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SEA; et SEA; serait localisée sur I'épitope d’'un des deux anticorps, plus probablement
I"anticorps SEA_7 d’apreés le résultat présenté dans le tableau S2 de I'article. En perspective, Il
serait intéressant d’identifier quelle est la mutation responsable de la perte d’affinité soit par
épitope mapping par MS3%7, ou en produisant une SEA recombinant avec une seule des deux
mutations.

Il est possible d’estimer la proportion de ces variants, pour évaluer le risque de résultats faux
négatifs, avec une technique comme I'ELISA monoclonal. Dans le souchier de 'ANSES, Ia
proportion des variants de la SEA n’est pas équivalente entre eux. En effet, sur les 173 souches
porteuses du géne codant pour la toxine SEA, 74.6% porte le variant SEAs pour seulement
4.6% portant SEA1, 5.7% portant SEA; et 5.7% portant SEA4. Cette répartition au sein du
souchier n’est pas forcement représentative des variants retrouvés naturellement, mais
semble indiquer que le variant SEA3 (de référence) est reconnu par les ELISA et est largement
majoritaire.

De méme pour la détection de la toxine SEB, le variant SEB, n’a pas été identifié par la méthode
ELISA, mais la combinaison des deux anticorps assure la capture de ce variant pour la détection
par LC-MS. Un résultat similaire a été observé pour le variant SEl1s.

Nos résultats illustrent I'impact potentiel des variants sur les méthodes de détection des ESs
selon les anticorps sélectionnés, avec un risque de résultats faux négatifs par seulement
qguelques acides aminés modifiés. Ce probléme a déja été identifié pour la toxine botulique ol

I'impact des variations de séquences, dénommées « sous type », a été plus étudié3®®

que pour
les ESs. En effet, une perte d’affinité des anticorps monoclonaux a été observée en fonction

du sous type de la toxine botulique3°®-312,

Afin de limiter I'impact des variants de séquence et de la « trop forte spécificité » des anticorps
monoclonaux, deux anticorps/type ont été utilisés lors de I'étape d’immunocapture comme
décrit dans l'article 1. Cette méme approche avait également été réalisée pour la toxine
botulique par Kalb et al,®* en 2015. Les tests réalisés sur les 38 surnageants de culture
démontrent bien I'intérét de notre approche pour détecter I'ensemble des variants de SEA-
SEI (voir Tableau 10). Tous les variants ont bien été détectés par la méthode immunocapture
LC-MS, mais I'impact sur la quantification absolue n’a pas été évalué au cours de ce travail.
Comment la capture par un seul anticorps (au lieu de deux) modifie la mesure de la
concentration du variant? Il faudrait pour cela disposer d’étalons protéiques pour chacun des
variants et comparer les signaux générés par la méthode avec chacune des protéines. A noter
gue ces anticorps trés spécifiques pourraient permettre de discriminer des variants entre eux
et compléter le travail réalisé au chapitre 2.

[I.LA.4.2 Affinité des anticorps polyclonaux et cas des types, extension de la
méthode a la toxine SEP

Les homologies de séquence entre les ESs ont été décrites de nombreuses fois dans la
littérature®>12°, Le seuil de 84% d’homologie décrit par Merda et al,3® 2020 permet de fixer la
limite entre les type d’ESs si I’homologie est inférieure a ce seuil, et d’identifier les variants si
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elle est supérieure a ce seuil. Dans le Tableau 11, une matrice d’identité sur les 26 ESs a été
réalisée a partir des données d’Uniprot ce qui a permis d’identifier des pourcentages
d’identité entre les types d’ESs.

Tableau 11 Matrice d’identité de 26 types d’ESs avec des séquences provenant d’Uniprot,
rouge >84%, bleu entre 70-84%, vert entre 60-70%, marron entre 50-60%, blanc <50%
d’identité.

SET SEY SEX SEG SER SEI27 SEZ SEU SEB SEC SEQ SEI26 SEL SEK SEI SEM SEV SEH SED SEJ SEP SEA SEE SEO SEN SES

39.1 13.7 152 140 196 202 17.6 19.7 19.0 20.8 19.0 253 20.2 20.2 19.0 179 184 225 214 225 231 225 155 188 212
155 155 178 156 19.8 196 183 219 20.8 189 194 192 19.8 19.1 227 21.2 20.1 234 245 250 180 19.7 227
SEX 13.7 20.0 182 19.2 184 179 194 174 179 171 128 145 185 173 186 182 213 188 21.0 193 180 151 17.0
SEG 15.2 155 20.0 42.7 43.8 321 299 301 303 295 29.0 284 313 27.7 309 323 295 300 350 319 36.6
SER 140 155 16.0 .8 45.9 .1 455 321 294 311 323 30.0 30.0 32.0 30.8 309 304 327 327 300 369 343 347
SEI27 19.6 17.8 18.2 27.0 259 284 269 249 282 274 275 293 30.8 293 288 29.7 33.6 284 333
SEZ 20.2 156 19.2 414 23.8 237 27.2 278 248 262 242 264 25.0 279 26.8 264 264 333 267 321
SEU 17.6 19.8 184 42.7 314 30.2 33.7 344 315 36.8 333 327 347 357 347 352 338 385 322 330
SEB 19.7 19.6 179 474 315 273 325 30.8 281 324 303 33.0 357 342 353 362 344 368 326 341
SEC 19.0 183 19.4 438 3 31.8 29.2 31.8 28,6 242 30.8 27.1 27.7 324 288 293 293 30.7 344 275 300
SEQ 208 219 174 321 323 345 350 355 37.0 350 337 289 359
SEI26 19.0 20.8 17.9 299 294 259 23.7 302 273 30.1 333 358 348 353 348 33.0 278 357
SEL 253 189 17.1 30.1 31.1 284 27.2 33.7 325 30.3 340 340 320 340 350 347 290 343
SEK 20.2 194 12.8 303 323 269 27.8 344 3038 31.0 33.2 346 347 327 342 318 286 33.0
SEI 20.2 19.2 145 295 300 249 248 315 281 325 327 378 365 374 369 329 301 345
SEM 19.0 19.8 185 29.0 30.0 282 26.2 36.8 324 355 346 31.8 332 322 291 282 297
SEV 179 191 173 284 320 274 242 333 303 32.8 37.8 333 358 333 320 303 327
SEH 184 22,7 186 313 308 275 264 327 33.0 E . 385 36.1 376 385 39.0 363 39.4 379
SED 225 21.2 182 27.7 309 293 250 347 357 324 345 333 340 332 327 355 40.7 40.6 43.1
SEJ 214 20.1 213 309 304 30.8 279 357 342 288 35.0 358 340 346 37.8 346 378 44,7 39.7 40.0
SEP 225 234 188 323 327 293 26.8 347 353 293 355 348 320 347 365 31.8 333 41.6 429 40.0
SEA 231 245 21.0 295 32.7 288 264 352 362 293 370 353 340 327 374 332 358 415 40.0
SEE 225 250 193 30.0 30.0 29.7 264 33.8 344 30.7 350 348 350 342 369 322 333 41.1 39.6
SEO 155 180 180 350 369 33.6 333 385 368 344 337 33.0 347 318 329 291 320 3 3 . 43.8 46.5
SEN 18.8 19.7 151 319 343 284 26.7 322 326 275 289 278 29.0 286 30.1 282 303 394 40.6 39.7 429 415 . X 49.6
SES 21.2 227 17.0 36.6 347 333 321 33.0 341 30.0 359 357 343 33.0 345 29.7 327 379 43.1 40.0 40.0 40.0

SET
SEY

Sont représentées en rouge les toxines avec une homologie de séquence supérieure a 84%
d’identité ; En bleu, les toxines comprises entre 70 et 84% d’identité soit un groupe
comprenant SEI, SEM, SEV (71-81% d’identité) et un autre groupe comprenant SEA, SEE, SEP
(78-82% identité). On observe également que 15 toxines partagent au moins 60% d’identité
avec une autre toxine (en vert) et plus de 19 toxines si le seuil descend a 50% (en marron).

Ono et al,'?® ont montré en 2018 les réactions croisées qui peuvent se produire avec un
anticorps polyclonal anti-SEA lors de la révélation en western blot des bandes des toxines SEA,
SEE, SEP. La méme expérience, mais avec une analyse ELISA, a été réalisée lors de ma these
avec des anticorps polyclonaux anti-SEA et anti-SEE. Nous avons détecté les protéines
recombinantes SEA et SEE et des souches productrices de toxines SEA, SEE et SEP avec les
ELISA, comme indiqué dans le Tableau 12. Le protocole des ELISA est similaire a celui décrit
dans I'article 1 de la thése. Les anticorps polyclonaux proviennent de Toxin Technology et la
révélation colorimétrique a été réalisée a 405/630 nm (Exc/Em) aprés addition du substrat
ABTS-H202 (KLP).
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Tableau 12 Analyse ELISA des réactions croisées des anticorps polyclonaux anti-SEA et anti-
SEE contre les toxines SEA, SEE et SEP. Standard concentré a 20 ng/mL.

Souche Geénes Variants ELISA SEA ELISA SEE
Polyclonaux Polyclonaux
14SBCL766 a, x SEA, Détection Détection
18SBCL850 a, X SEA, Détection Détection
46A e, q SEE, Détection Détection
09CEB329 e, X SEE, Détection Détection
16SBCL259 e, X SEE, Détection Détection
16SBCL1038 P, X SEP, Détection Détection
08CEB402 T- X,y pas de signal  pas de signal
07CEB132 T- d,jrx pas de signal pas de signal
Standard SEA T+ SEA, Détection Détection
Standard SEE T+ SEE, Détection Détection

Les résultats de I’analyse ELISA sont concordants avec les observations de Ono et al, 201828
comme décrit dans le Tableau 12. Ainsi, nous observons également une réaction croisée des
anticorps anti-SEA avec SEE et SEP. De plus I'ELISA anti-SEE indique également une réaction
croisée avec SEA et SEP. Dans les deux ELISA polyclonaux, I’ensemble des variants testés ont
été détectés. De méme, les protéines recombinantes utilisées comme témoins positifs ont
également montré des réactions croisées. Cependant, la toxine SED (souche 07CEB132), la
plus proche en terme d’homologie de séquence (51-54% d’identité) des 3 toxines SEA, SEE et
SEP, n’a pas été détectée par les ELISA, illustrant I'absence de réaction croisée avec ce type
(voir Tableau 12).

Il est donc possible de détecter des entérotoxines qui ne possédent pas d’anticorps
spécifigues comme pour SEP, en exploitant les réactions croisées. Cependant avec la
technique ELISA, il est impossible d’identifier quelle toxine a été détectée. L'utilisation de
I'immunocapture en amont d’'une méthode LC-MS permettrait de fixer les toxines avec une
homologie de séquence proche via l'utilisation de ces anticorps polyclonaux et de les détecter
par spectrométrie de masse. Ainsi, cette méthode se baserait sur la « semi » spécificité des
anticorps polyclonaux ou des réactions croisées et la spécificité de I'analyse LC-MS. Le
paragraphe suivant présente les développements analytiques réalisés en ce sens.

L'optimisation de la méthode LC-MS pour la détection de la toxine SEP a été réalisée en
I’'absence de protéine recombinante dédiée, indisponible dans le commerce. Pour identifier
les peptides protéotypiques, la séquence des variants de SEP a été obtenue par analyse WGS
de 44 souches puis un alignement de séquences a été réalisé, présenté en annexe 1. La
séquence est tres conservée entre les 6 variants de SEP identifiés, proche de 99% d’identité
et il n"est donc pas compliqué d’identifier des peptides communs. Cependant la forte
homologie de séquence avec les toxines SEA et SEE (voir Tableau 11), comprise entre 78.1%
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et 79%, doit étre prise en compte, afin que les peptides permettent I'identification spécifique
de la SEP. 7 peptides répondant aux critéres de spécificité précédemment décrits et aux
criteres décrits dans la partie « introduction : choix des peptides pour la quantification » (sans
méthionine/cystéine, entre 6-20 acides aminés...) ont été choisis, ils sont reportés Tableau 13.
Des peptides alourdis aux isotopes stables ont été obtenus pour les 7 peptides identifiés de
SEP (marquage de Lysine/Ariginine, Pepotec, Thermo). Ces peptides marqués ont permis la
mise en place de la méthode LC-MS. Nous avons repris la méthode chromatographique
présentée dans l'article 1 et l'identification des temps de rétention a été réalisée par
acquisition PRM sur une large fenétre de temps de rétention de 2-20 min. Les états de charge
majoritaires ont été sélectionnés, avant optimisation de la fragmentation HCD pour chacun
des 7 peptides (voir Tableau 13).

Tableau 13 Résultat de la sélection et de [’optimisation des peptides de SEP.

Peptides RT (min) EC (%) charge m/z m/z alourdi
SELQGTALSNLR 9.2 21 2+ 644.8464 649.8505
QTYYHNGSAIIENK 6.5 18 2+ 819.3995 823.4066
ESNDQFLK 6.2 18 2+ 490.7378 494.7449
NTILFNDFFTGHQWYNDLLVDLGSK 18.5 18 2+ 1479.2271 1483.2342
DTANIYK 3.7 18 2+ 412.7111 416.7182
QNTVPLGTVK 7.4 21 2+ 528.806 532.8131
HYLHETYNLYNTDAFNGK 9.2 18 2+ 1100.5083 1104.5154

Les peptides SELQGTALSNLR, ESNDQFLK, DTANIYK et QNTVPLGTVK de la toxine SEP ont été
incorporés a la méthode proposée dans I'article 1, car ils possedent la meilleure intensité. Afin
d’identifier quels anticorps sont capables de fixer la SEP, une immunocapture a été réalisée
en utilisant soit chacun des anticorps polyclonaux pour la toxine SEA appelés SLAI101 et
LAI101, soit chacun des anticorps polyclonaux pour la toxine SEE appelés SLEI404 et LEI404
(Toxin Technology). En paralléle, un contréle négatif a été réalisé avec le couple d’anticorps
monoclonaux anti-SEA comme décrit dans I'article 1. Les concentrations de billes magnétiques
et d’anticorps utilisés sont les mémes que celles décrites dans I'article 1 (cf. anticorps
polyclonaux SEE) et les souches étudiées sont les mémes que celles utilisées au Tableau 12.
Les résultats, reportés Tableau 14, indiquent que comme pour les ELISA, les toxines SEA, SEE
et SEP ont toutes été fixées par I'ensemble des 4 anticorps polyclonaux. De plus, grace a la
spécificité de I'analyse LC-MS, les ESs ont pu étre identifiées comme étant SEA, SEE ou SEP
dans I’ensemble des 6 souches et des 3 témoins positifs (protéines SEA et SEE). Ainsi via cette
méthode utilisant des anticorps polyclonaux « semi » spécifiques, il est possible de détecter
et d’identifier de nouvelles toxines comme SEP. Dans I'article 1 nous utilisons uniquement
I’anticorps SLEI404 anti-SEE, c’est donc cet anticorps qui sera conservé pour I'analyse de la SEP
dans la méthode multiplexe. Enfin nous confirmons la trés forte spécificité du couple
d’anticorps monoclonaux anti-SEA car aucun signal n’a été détecté pour les souches porteuses
de SEE ou SEP (voir Tableau 14). Il est important de noter que cette méthode permet
d’identifier le type de toxines mais ne permet pas d’identifier le variant produit par la souche
de S. aureus.
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Tableau 14 Analyse LC-MS des réactions croisées des anticorps polyclonaux anti-SEA et anti-
SEE contre les toxines SEA, SEE et SEP. Etalon concentré a 20 ng/mL. Si détection positive, la
toxine identifiée est indiquée.

SLAI101 LAI101 SLEI404 LEI404  SEA_5 et SEA 7

Souche Genes Variants polyclonal polyclonal polyclonal polyclonal monoclonaux
anti-SEA  anti-SEA  anti-SEE anti-SEE anti-SEA
14SBCL766 a, x SEA4 +SEA +SEA +SEA +SEA +SEA
18SBCL850 a, x SEAs +SEA +SEA +SEA +SEA +SEA
46A e q SEE; +SEE +SEE +SEE +SEE -
09CEB329 e, X SEE; +SEE +SEE +SEE +SEE -
16SBCL259 e, X SEE4 +SEE +SEE +SEE +SEE -
16SBCL1038 p, X SEP3 +SEP +SEP +SEP +SEP R
08CEB402 T- X, ¥ - - - - - -
07CEB132T-  d,j,r, x - - - - - -
Etalon SEA T+ SEA; +SEA +SEA +SEA +SEA +SEA
Etalon SEE T+ SEE; +SEE +SEE +SEE +SEE -
Etalon SEE/SEA SEAs/SEE; +SEA/+SEE +SEA/+SEE +SEA/+SEE +SEA/+SEE +SEA

Cette méthode, basée sur les réactions croisées des anticorps, pourrait étre utilisée pour
détecter et identifier d’autres nouvelles toxines si I’homologie de séquence le permet.
Cependant le manque d’anticorps polyclonaux commmerciaux ciblant un groupe de toxines
ne permet pas d’étendre la recherche. En paralléle, une recherche d’anticorps commerciaux
possédant une faible spécificité vis-a-vis des types d’ESs a permis d’identifier un anticorps
monoclonal (My BioSource) décrit comme ayant une affinité pour les 5 premiéres ESs de 65%,
100%, 82%, 49% et 24% pour respectivement SEA, SEB, SEC, SED et SEE. Cet anticorps
MBS211928 a été testé pour I'étape d’'immunocapture. Les concentrations sélectionnées en
billes magnétiques et en anticorps sont les mémes que pour les anticorps polyclonaux, c.a.d.
les concentrations les plus importantes. L'analyse a été réalisée sur chacune des 8 toxines
(SEA-SEI) individuellement a une concentration de 20 ng/mL. En paralléle, la méthode avec les
anticorps de I'article 1 a été appliguée de maniere individuelle pour chaque toxine.

Tableau 15 Analyse par immunocapture LC-MS des réactions croisées de [’anticorps
commercial monoclonal MBS211928 anti-SEA a SEE, avec les pourcentages d’affinité indiqués
par le fabricant par rapport a SEB. Ac Spé SEB et SEI sont les anticorps speécifiques de la
méthode de l’article 1. En vert la détection des toxines, en vert claire la détection des toxines
avec peu d’intensité. Les 8 étalons sont surchargés a 20 ng/mL

SEA SEB SEC SED SEE SEG SEH SEI
MBS211928|  65% 100% 82% 49% 24%

Ac Spé SEB
Ac Spé SEI -

Les résultats, Tableau 15, indiquent que I'anticorps MBS211928 ne fixe que la SEB et la SEI
dans nos conditions contrairement aux indications du fournisseur. Etonnamment, nous
observons une réaction croisée avec les toxines SEB et SElI possédant une homologie de
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séquence relativement éloignée, de 28.1%. Au contraire la SEC a une homologie a 68.2% avec
SEB, mais n’a pas été détectée. Cependant, I'intensité du signal pour ces deux toxines était
nettement inférieure (environ 10 fois moins) a l'intensité obtenue avec les anticorps
« classiques » de la méthode de I'article 1. Cela indiquerait une plus faible affinité globale de
cet anticorps et donc une sensibilité moins importante.

Etant donné I'absence d’anticorps spécifique pour toutes les nouvelles ESs, I'approche par
réaction croisée semble prometteuse. Cependant, il faudrait disposer d’anticorps polyclonaux
« semi » spécifiques pour étendre la détection au-dela de la SEP. Il est envisageable a plus long
terme que plusieurs toxines soient utilisées pour activer la réponse immunitaire lors de la
conception des anticorps monoclonaux ou polyclonaux dans I'objectif d’obtenir des anticorps
polyclonaux « semi » spécifiques ou dans I'idéal un anticorps monoclonal « semi » spécifique.
Cette approche permettrait potentiellement de fixer des groupes avec des homologies de
séguence assez élevées tel que : SEB, SEC, SEI27, SEZ et SEU avec 50-68% d’identité ; SEQ,
SEI26, SEK, SEI, SEM, SEV avec 55-82% d’identité ; SEA, SED, SEE, SEJ et SEP avec 51-82%
d’identité.

Nous avons pu constater au cours de cette section que les anticorps monoclonaux et
polyclonaux ont des avantages et des inconvénients. En effet, de par leur trop forte spécificité,
les anticorps monoclonaux peuvent induire des faux négatifs avec certains variants de
séquence, méme avec seulement 2-3 modifications d’acides aminés. Ce travail montre
I'intérét de combiner 2 anticorps lors de I'étape d’immnocapture pour limiter I'impact des
variants dans la détection LC-MS. Au contraire, les anticorps polyclonaux générent des
réactions croisées entre différents types d’ESs avec une forte homologie de séquence.
Cependant, cet « inconvénient » s’avere étre un avantage en immunocapture LC-MS pour la
détection et I'identification de nouvelles toxines. La méthode proposée dans I'article 1 permet
maintenant la détection de 9 entérotoxines (SEP), mais sans la possibilité de quantifier la
toxine SEP étant donné 'absence d’étalon.

II.LA.4.3 Analyse d’échantillons réels

Dans cette partie nous verrons les applications réelles de la méthode développée dans l'article
1. La méthode n’étant pas encore validée pour I'ensemble des matrices, seules les TIACs et
autocontroles avec suffisamment de quantités de matrice pour I'ensemble des analyses (NF
EN 1SO 19020, ELISA, dénombrement) ont pu étre analysés. De plus la pandémie liée au SARS-
CoV-2 a limité la restauration collective et donc le nombre de TIACs durant les deux années
2020 et 2021 (chiffres qui ne sont pas encore disponibles). Durant cette thése, 7 TIACs et 5
autocontroéles ont pu étre analysés par la méthode de I'article 1.

II.LA.4.3.1 Echantillons issus d’autocontréles

Quatre autocontréles ont déja été décrits dans I'article 1, le cinquieme est issu du fromage
bleu de Gex (08BAC552) provenant du méme industriel que les échantillons 08BAC553 et
08BAC554. De méme, la souche contient les genes codant pour les toxines SED et SER, la
méthode ELISA a permis d’identifier la présence de SED a une concentration de 0,2 ng/g. Des
traces de SED dans I"échantillon 08BAC552 ont été identifiées par la méthode LC-MS mais
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n’ont pas pu étre quantifiées car la LOD pour la toxine SED est de 0,25 ng/g. L'ensemble des
résultats pour les autocontroles est résumé dans le Tableau 16. On peut constater que les
résultats pour I'ensemble des 4 méthodes (PCR, NF EN ISO 19020, ELISA, LC-MS) sont en
adéquation.

Tableau 16 Résumé des résultats obtenus sur les autocontroles avec les différentes méthodes :
dénombrement, PCR, ELISA, et LC-MS.

5,3 . . Dénombrement EN ISO

N° échantillon Matrice UFC/g PCR 19020 ELISA LC-MS
Lait h ositif

19 SBCL 01 ait cru de vache 1013 sed, sej,ser PO SED11.5ng/g SED10.1ng/g
maturée
fromage au lait £1AA positif

19SBCL380 LR 1.8%10%6 sec SEC1.1ng/g SEC1.4ng/g

08 BAC 552 fromage bleu gex 100*10/3 sed, ser positif  SED 0.2 ng/g SED <LOD

08 BAC 553 fromage morbier 100*1073 sed, ser positif SED1.2ng/g  SED 1.0 ng/g

08 BAC 554 fromage Tomme 100*1073 sed, ser positif SED 1.1 ng/g SED 0.7 ng/g

II.LA.4.3.2 Echantillons issus de TIACs

La partie suivante décrit les analyses réalisées sur des échantillons issus de 7 TIACs différentes.
Les informations de contexte (hombre de cas, d’hospitalisation) des TIACs ne sont pas toujours
transmises lors de I’analyse, cependant nous avons pu obtenir des informations plus
complétes pour 3 des 7 TIACs. Pour I'ensemble des TIACs la méthode officielle (NF EN ISO
19020) a été positive, ainsi le résultat officiel indique que ces 7 TIACs sont dues au S. aureus.

La TIAC 19SBCL601 provient d’une Paella de restaurant (nombre de cas inconnu), la présence
de S. aureus a été déterminée et des analyses PCR ont permis d’identifier les genes codant
pour les toxines SEA et SEC. Une analyse ELISA a permis d’identifier et de quantifier les toxines
SEA et SEC a 1,1 ng/g et 0,04 ng/g respectivement. La méthode LC-MS a pu identifier la
présence de la toxine SEA a une concentration de 1,9 ng/g mais n’a pas détecté la présence
de SEC. Cela est d{i a la LOD pour la méthode LC-MS indiquée a 0,25 ng/g pour la toxine SEC.
Cette LOD a été décrite dans une matrice laitiére mais n’a pas été vérifiée pour des matrices
de plats préparés de type paella. Il est intéressant de constater que la méthode pour le
moment validé uniquement en matrice laitiére, permet de quantifier la SEA dans une paella
avec un résultat proche de I'ELISA.

La TIAC 19SBCL590 a eu lieu dans un camping de I'Hérault et provient de tranches de jambon
non conservées au froid apres le repas du midi et qui ont été consommées a nouveau le soir
par 3 personnes dont un enfant. Ces personnes ont été hospitalisées suite a des symptémes
classiques de vomissement, diarrhée, et nausée. La présence de S. aureus a été déterminée et
des analyses PCR ont permis d’identifier les génes codant pour les toxines SEA et SEH. Une
analyse ELISA a permis d’identifier et de quantifier les toxines SEA et SEH a 0,7 ng/g et 0,08
ng/g respectivement. La méthode LC-MS a pu identifier la présence de la toxine SEA a une
concentration de 2,7 ng/g, mais n’a pas pu identifier la présence de la toxine SEH étant donné
une trop faible concentration, la LOD de la méthode LC-MS pour la toxine SEH étant de 0,1
ng/g. De plus la matrice jambon semble avoir un impact sur la quantification car une
concentration pres de 4 fois supérieure a été identifiée par la méthode LC-MS pour la SEA par
rapport a la méthode ELISA. Des tests de validation sur les produits carnés pourraient
expliquer cette différence.
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La TIAC 16SBCL1220 a eu lieu dans I’Ain durant un mariage, les aliments incriminés sont des
choux a la créme patissiére. Aprés enquéte, la cause provoquant la TIAC a pu étre identifiée,
le patissier a 'origine de la piece montée de choux a la créeme l'avait réalisé la veille du
mariage. La piece montée étant trop imposante, elle ne pouvait plus rentrer dans la chambre
froide, le patissier a alors pris la décision de la garder a température ambiante dans la cuisine
jusqu’au mariage. 26 cas sur les 80 consommateurs, dont cing enfants et une femme enceinte,
se sont plaints de douleurs abdominales suivies de nausées et vomissements. Suite a cela,
trois personnes ont été hospitalisées dont une personne ayant fait un malaise. L’analyse de
I'aliment a permis d’identifier la présence de S. aureus et les tests PCR ont détecté les genes
codant pour la toxine SEA. La méthode ELISA a permis d’identifier la présence de la SEAa 17,9
ng/g mais également la présence de la toxine SEC a une concentration de 0,9 ng/g. La présence
de la toxine SEC sans la présence du géne codant pour SEC indique une divergence des
résultats sans la possibilité de confirmer I'une ou I'autre des méthodes. La méthode LC-MS a
permis d’identifier la présence de la toxine SEA a une concentration supérieure a 10 ng/g (pas
de quantification exacte car il n’y avait plus assez d’échantillons pour faire des dilutions), mais
n’a pas détectée la toxine SEC en accord avec la méthode PCR alors que la LOD de la méthode
LC-MS pour la toxine SEC (0,25 ng/g) est nettement inférieure a la concentration de 0,9 ng/g
indiqué par I'ELISA. Il est possible d’avoir des réactions croisées avec des ELISA utilisant des
anticorps polyclonaux comme vu précédemment ce qui explique la divergence de résultat,
ainsi La LC-MS a permis de confirmer le résultat de la PCR et de lever I'ambiguité. La LC-MS a
permis de confirmer le résultat de la PCR et de lever I'ambiguité.

La TIAC 18SBCL551 a eu lieu dans un restaurant de Seine-et-Marne, le plat incriminé était une
paélla, 49 cas sur les 75 clients du restaurant ont eu des vomissements, diarrhées, et nausées,
mais aucune hospitalisation. L’analyse de I'aliment a permis d’identifier la présence de S.
aureus et les tests PCR ont détecté les genes codant pour SEA et SEH. L’analyse ELISA a permis
de détecter une trés forte concentration a 62,6 ng/g de SEA, mais pas la toxine SEH.
Egalement, la méthode LC-MS a identifié une trés forte concentration de SEA 31,5 ng/g.
Cependant, et contrairement a I'ELISA, la SEH a pu étre identifiée a une concentration de 3,8
ng/g en accord avec les résultats de tests PCR. Les ELISA monoclonaux anti-SEH n’ont pas
permis d’identifier la SEH, cela peut étre d( a la présence d’un variant de séquence, modifiant
I’épitope retrouvé sur I'anticorps empéchant sa fixation. L'utilisation du couple d’anticorps
pour I'immunocapture a permis la détection de la toxine en LC-MS.

Les TIACs 19SBCL628 et 19SBCL622 n’ont pas de donnée épidémiologique disponible, les deux
aliments incriminés sont du poulet et des sandwichs. Du S. aureus en faible quantité a pu étre
retrouvé sur les deux aliments et les analyses PCR ont indiqué la présence des génes codant
pour les toxines SEA, SEB, SEG, SEH et SEl. Comme décrit précédemment la méthode officielle
(NF EN 1SO 19020) a indiqué la présence de toxines, cependant ni la méthode ELISA ni la
méthode LC-MS n’ont détecté la toxine dans I'aliment. Cela pourrait s’expliquer par une trop
faible concentration des toxines et par le fait qu’une analyse multiplexe comme celle utilisée
par la méthode officielle pourrait sommer les signaux de différentes toxines permettant ainsi
de détecter un signal sans différencier les toxines présentes, ou cela peut encore étre dii a un
effet matrice empéchant la fixation des anticorps durant I'ELISA et I'immunocapture.

La TIAC 19SBCL867 n’a pas de donnée épidémiologique disponible, la TIAC provient d’Italie et
a été envoyée en confirmation dans le cadre du LRUE (laboratoire de référence européen). La
matrice incriminée est du steak haché, aucune souche de S. aureus n’a été retrouvée dans
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I'aliment donc aucun test PCR n’a été réalisé, cette absence est surement en lien avec la
cuisson du steak qui a détruit les bactéries. Cependant, comme décrit précédemment, les ESs
sont particulierement résistantes a la température’, ainsi les analyses ELISA ont permis
d’identifier la présence de SEA et de SEH a 6,5 ng/g et 6,6 ng/g respectivement. De méme
I’analyse LC-MS a pu identifier les toxines SEA et SEH a 9,1 ng/g et 5,5 ng/g respectivement.
Les deux méthodes ELISA et LC-MS ont permis de confirmer avec certitude la présence de
deux toxines lors de la TIAC, méme en absence de données de culture et génomiques.

[I.LA.5 Conclusion et perspective partie A

Comme le montre le Tableau 17, les résultats obtenus avec la nouvelle méthode LC-MS ont
permis de confirmer des résultats parfois divergents entre les méthodes PCR et ELISA la ou
aucune réponse claire ne pouvait étre apporté auparavant, illustrant ainsi I'intérét de disposer
d’une approche analytique complémentaire. Cependant, nous avons pu constater dans
certains cas un manque de sensibilité, pouvant provoquer des faux négatifs. Ainsi, un travail
pour améliorer la sensibilité pourra étre réalisé afin de mieux approcher les LOD observées
avec les méthodes ELISA. Soit par une optimisation de la méthode sur d’autres matrices
alimentaires que le lait, soit par une optimisation de la préparation d’échantillons ou des
changements techniques au niveau de l'instrumentation. Des possibilités seront présentées
en perspective a la fin de ce chapitre.

Tableau 17 Résumé des résultats obtenus pour les échantillons de TIACs avec les différentes
méthodes dénombrement, PCR, ELISA, et LC-MS.

N° Dénombrement EN ISO
i EL LC-
échantillon Matrice UFC/g 19020 PCR ISA C-MS
positif SEA1.1ng/g SEA19ng/g
% A
19 SBCL 601 Paella 75*1076 sea, sec SEC 0.04 ng/g SEC ND
positif SEA 0.7 ng/g SEA 2.7 ng/g
*10A
19 SBCL 590 Jambon 140*1076 sea, seh SEH 0.08 ng/g SEH ND
. . positif
16 SBCL Choux a la creme 15%1076 sea SEA17.9ng/g SEA>10ng/g
1220 patissiere SEC 0.9 ng/g SECND
Paélla riz cuit *1 N positif SEA 62.6 ng/g SEA 31.5 ng/g
LS S avec viande Lol AU e, Sl SEH NR SEH 3.8 ng/g
ositif
19 SBCL 628 Poulet 28%1043 postt sea, seb, ND ND
seh, seg, sei
itif
19 SBCL 622 Club sandwich 4.2*¥1073 S sea, seb, ND ND
seh, seg, sei
Steak haché positif Pas de SEA6.5ng/g SEA9.1ng/g
19 SBCL
9 SBCL 867 (Italie) Pas de souches souches SEH 6.6 ng/g  SEH 5.5 ng/g

Concernant la validation de la méthode, elle sera réalisée aprés ma thése au laboratoire
ANSES. Le choix des matrices a une importance cruciale car la variété des aliments doit étre
représentée par un minimum de matrices. La validation doit étre faite sur les 5 familles de
matrices incriminées dans les TIACs a SCP soit : plats préparés, produits de la mer, desserts,
produits laitiers et produits carnés. La norme EN ISO 16140 partie 2 est une norme de
validation des méthodes biologiques et chimiques et sera utilisée pour valider la nouvelle
méthode LC-MS.
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Afin d’améliorer la sensibilité, il est possible d’ajouter des étapes de préparation de
I’échantillon de sorte a purifier ou a concentrer I'analyte. Ainsi, une séparation sur gel SDS-
PAGE aprés immunocapture, permet de reconcentrer I'échantillon. Cette méthode a été
réalisée par Dupuis et al, 2008242, Les auteurs ont utilisé une immunocapture pour extraire la
toxine SEA de la matrice alimentaire suivie d’une reconcentration par gel SDS- PAGE. L’objectif
n’étant pas de faire migrer sur le gel les protéines pour les séparer entres elles mais juste de
concentrer la toxine sur la premiére partie du gel appelée « gel de stacking », ainsi les auteurs
ont fait un « short-run » en gel SDS- PAGE e suivi d’une digestion enzymatique des ESs sur gel.
De plus le SDS permet une forte dénaturation des toxines et pourrait permettre une meilleure
digestion par la trypsine. Cependant cette étape allonge fortement le protocole, des tests
préliminaires permettraient d’évaluer si le bénéfice est suffisant par rapport au temps de
manipulation.

Au niveau instrumentation, la question se pose de l'intérét de transférer la méthode sur un
appareil de type triple quadripéle. Cependant la sensibilité ne semble pas étre améliorée
comme décrit par Ronsein et al, 201532, ol les auteurs ont comparé les modes SRM et PRM
pour I'analyse quantitative de peptides du HLD (High-density lipoprotein). Leur conclusion
indique qu’outre la complexité de mise en place d’'une méthode SRM (optimisation de chaque
transition SRM), cette méthode n’apporte pas de bénéfice concret concernant la sensibilité.
Plus récemment, Millet et al,3'3 ont comparé en 2021 le Q Exactive+ au Qtrap 6500 pour la
qguantification d’un anticorps (Nivolumab) en protéomique bottom-up ciblée. La limite de
détection obtenue en mode PRM (LC-MS/HRMS) a été de 2 pug/mL et en mode SRM de 5
ug/mL. Ainsi I'appareil de type orbitrap semble avoir une meilleure sensibilité, cependant les
auteurs ont utilisé une génération d’Orbitrap plus récente que celle utilisée au laboratoire. Il
est également possible d’utiliser une chaine nano-LC pour améliorer la sensibilité de la
méthode. Olkowicz et al,3** en 2014 ont comparé une chaine micro-LC (diamétre de 1 mm) et
une chaine nano-LC (diamétre de 0.075 mm) en termes de sensibilité sur des peptides issus
de la protéine troponin T, la micro-LC permet d’obtenir une LLOQ de 0.05 pg/uL et la nano-LC
une LLOQ de 0.00025 pg/uL soit un gain multiplié par 200 en tampon. A titre de comparaison,
la colonne utilisée dans l'article 1 a pour diametre 2.1 mm. Cette sensibilité, si elle est
conservée aprés immunocapture de matrices alimentaires, pourrait nous permettre
d’atteindre les sensibilités des méthodes ELISA.

Le principal inconvénient de la méthode développée dans I'article 1 est I'utilisation d’anticorps
pour la préparation d’échantillons, et donc leur disponibilité. Afin d’éviter I'utilisation
d’anticorps pour I'analyse des ESs dans les matrices alimentaires, des tests préliminaires sans
anticorps ont été réalisés au cours de ma thése. Pour cela, des gels SDS- PAGE ont été utilisés
afin de concentrer les ESs et de les séparer des autres protéines en fonction de leurs tailles.
Ce travail préliminaire est résumé en annexe 2.

En conclusion de ce chapitre, nous avons donc réussi a développer une nouvelle méthode par
spectrométrie de masse pour la détection, I'identification et la quantification des toxines SEA
a SEl. Des optimisations analytiques ont été réalisées pour détecter de maniere simultanée
ces 8 premiers types d’ESs et limiter I'impact des variants de séquence lors de |'utilisation
d’anticorps tres ou « trop » spécifiques dans certains cas. Combiner 'immunocapture avec la
spectrométrie de masse ciblée nous a permis d’atteindre des limites de détection en accord
avec les concentrations relevées dans les échantillons de TIACs. C’est I'approche analytique la
plus sensible développée jusqu’a aujourd’hui en protéomique/spectrométrie de masse,
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d’apres la littérature. Elle reste cependant encore limitée dans quelques TIACs ou des
concentrations inférieures a 0.1 ng/mL ont été relevées. Des améliorations méthodologiques
sont envisageables comme ['utilisation de la nano-chromatographie. Au final, la LC-MS
apporte en I'état, par rapport aux méthodes de la norme NF EN ISO 19020, de I'ELISA et de la
PCR, une confirmation lors de résultats discordants pour incriminer avec certitude une TIAC a
SCP. Elle devra donc étre validée dans une diversité de matrices avant implémentation dans
des laboratoires de contréle alimentaire.

Nous avons mis en évidence I'impact potentiel des variants sur la détection des ESs, illustrant
I'intérét de déterminer quel variant est présent dans I’échantillon pour mieux comprendre un
éventuel résultat discordant. Notre méthode LC-MS ne permet pas de discriminer le variant
présent. Seules les analyses génomiques par WGS ont cette capacité, mais sans aucune
indication quant a son expression. Une analyse des ESs sous forme de protéine entiére (top-
down) sera proposée au chapitre suivant.
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II.B Résultat partie B : Analyse top-down des
entérotoxines staphylococciques

[1.B.1 Introduction partie B

Depuis I'essor des outils de séquencage génomique, de nombreuses ESs émergentes ont été
identifiées et décrites dans la littérature, avec jusqu’a 35 types identifiés a ce jour?®. Les outils
génomiques ont permis également d’identifier la présence de mutations parmi des types
d’ESs, les protéines mutées sont appelées des variants*. Un variant a généralement de 1 a 30
acides aminés de différence avec la toxine de référence et, dans certains cas, cela peut aller
jusqu’a 60 acides aminés comme pour des variants de SEN3®, || 3 été proposé par Merda et al,
202036 de fixer un seuil de 84% d’identité au-dessus duquel les toxines pourront étre
identifiées comme variant, et non comme nouveau type.

L’étude des variants peut aider a comprendre des résultats incohérents entre les différentes
méthodes d’analyse. Ainsi, I'apparition de mutations sur les sites de fixation des amorces PCR
pourrait engendrer un résultat faux négatif pour cette technique comme cela a pu étre le cas
avec des RT-PCR pour détecter le SARS-CoV-23%. Il en est de méme avec les tests ELISA, si une
mutation modifie I'épitope reconnu par un des anticorps utilisés comme vu précédemment
(cf paragraphe 11.A.4.1). La méthode LC-MS développée chapitre Il.A pourrait aussi étre
impactée par la présence de variants si la séquence des peptides sélectionnés était modifiée.
C’est une des raisons pour lesquelles nous avons sélectionné un minimum de 3 peptides. Nous
avons également utilisé un mélange de deux anticorps lors de I'étape d’'immunocapture,
comme discuté au chapitre Il.A.4.1.

Identifier les variants les plus couramment incriminés dans les TIACs pourrait aussi permettre
de faciliter les investigations nécessaires pour remonter a la source de contamination, en
utilisant des outils davantage ciblés sur tel ou tel variant. Pour ce type d’étude, les outils
génomiques pourraient apporter une partie de la réponse sans pour autant confirmer la
présence du variant dans I'aliment incriminé. En effet, afin d’avoir une certitude de la présence
d’un variant dans l'aliment, il faut rechercher directement la toxine et non la présence des
génes. D’autant plus que la bactérie peut étre dégradée durant la préparation de I'aliment,
comme lors de la TIAC 19SBCL867 présentée au chapitre I1.A.4.3.2, et il n’est alors plus possible
d’obtenir le génome. D’autre part, les méthodes de PCR ne permettent pas d’identifier la
mutation et donc de discriminer des variants car seules les mutations localisées sur le site de
fixation des amorces impactent la méthode et I'identification du géne. Les méthodes WGS
informent sur la présence et la nature des mutations au niveau génomique, mais rien ne
permet d’indiquer si le géne porteur de la mutation est viable et s’il est capable de produire
la toxine. Quant aux méthodes immunologiques comme I'ELISA ne permettent pas de
distinguer les variants présents, sauf si une mutation est ciblée par un anticorps monoclonal
trés spécifique d’une région, comme cela a pu étre présenté dans le chapitre I1l.A.4.1, ou seul
le variant SEA3 était détecté par I'ELISA anti-SEA avec des anticorps monoclonaux. |l serait
également possible en théorie de développer des anticorps spécifiques de chacune des
mutations connues. Dans un autre contexte, Ercan-Herbst et al,3® en 2019 ont ainsi testé 32
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anticorps monoclonaux différents ciblant la protéine Tau pour identifier des anticorps
spécifiques de protéoformes. Il serait ainsi possible de discriminer I'ensemble des variants
connus via des anticorps spécifiques, mais cela prendrait beaucoup de temps et de ressources
financieres tout en ne permettant pas la détection de nouveaux variants.

La spectrométrie de masse semble étre une méthode adaptée pour la discrimination de
variants étant donné sa spécificité et sa capacité a identifier les modifications post-
traductionnelles®’. La protéomique bottom-up décrit dans la partie 1 des résultats pourrait
étre adaptée a l'identification de peptides spécifiques de chaque variant. Comme décrit dans
I'article 1, certains peptides de SEI sont spécifiques d’un groupe de variants, et sont appelés
« variant-specific peptides » (Article 1, Table 1). Il est ainsi possible de rechercher des peptides
spécifiques possédant la ou les variations de séquence en mode d’acquisition ciblé ou non
(DDA ou DIA). Dans un contexte d’analyse de biomarqueurs, Simon et al,>’2 ont étudié en 2012
la protéine apolipoprotéine E (ApoE) qui possede des isoformes : ApoE2, ApoE3, ApoE4 qui
différent par 1 ou 2 acides aminés. L'isoforme ApoE4 est un facteur de risque pour la maladie
d’Alzheimer, son identification permet donc de poser un diagnostic et les auteurs ont donc
recherché de maniére spécifique le peptide possédant la mutation. Cependant les variations
peuvent étre localisées dans des zones non analysables, si par exemple le peptide est trop
petit ou trop grand apreés digestion trypsique (il est alors soit non ou trop retenu sur la colonne
de chromatographie) ou s’il se trouve dans des zones de « miss cleavage ».

Une autre alternative est d’analyser en spectrométrie de masse la protéine entiere sans
digestion par protéomique « top-down ». L'avantage de cette technique par rapport au
« bottom-up » est I'observation et l'identification globale de la protéine. En effet, il est
possible d’analyser, avec un appareil a haute résolution, des protéines entieres dont la masse
est comprise entre 25 et 30 kDa (masse des ESs) avec une erreur de masse inférieure a 20
ppm?38, Ainsi une variation de masse due a une mutation sera facilement identifiable. De plus,
il est possible de fragmenter la protéine avec une analyse en mode MS/MS (cf paragraphe
1.C.2.1.2), pour séquencer tout ou partie de la protéine3'232°, Cependant, la protéomique
« top-down » reste moins sensible que le « bottom-up », notamment en raison de la dispersion
du signal sous de multiples états de charge!®. La quantification absolue est limitée par la
disponibilité d’étalons internes entierement marqués comme des PSAQ, solution idéale pour
la quantification « top-down » et utilisée récemment par Lanshoeft et al,?’> 2017 pour des
anticorps monoclonaux.

L’objectif de cet article 2 a été d’apporter une nouvelle approche d’identification des variants
a I'aide de la protéomique « top-down », tout en proposant des solutions pour atteindre une
guantification absolue et sensible. La toxine SEA a été utilisée dans cette étude comme preuve
de concept, I'idée étant d’étendre la méthode aux autres ESs ultérieurement. Une étape
d’'immunocapture a été réalisée afin d’extraire la toxine de la matrice. Suite a cela, une
méthode protéomique « top-down » a été développée afin de déterminer la masse
moléculaire de la toxine et donc d’identifier la présence de variants. Elle a été suivie d’une
seconde analyse de la toxine avec fragmentation HCD générant des fragments MS/MS
communs (dans un objectif de quantification) et spécifiques (confirmation de séquence) de
chaque variant. Une quantification absolue des variants a été développée a I'aide du mode
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d’acquisition ciblé PRM et en exploitant le signal des fragments communs. Pour pallier
I'indisponibilité d’étalon interne, nous avons utilisé un variant particulier de la SEA (variant
SEA;). Ce variant SEA; a la caractéristique d’étre rare car il n’a été retrouvé qu’une seule fois
parmiles 160 souches contenant des génes codant pour la toxine SEA et disponibles a I’ANSES.
De plus ce variant est fortement muté avec seulement 91.4% d’identité et il ne possede ainsi
aucun fragment MS/MS commun avec les autres variants de SEA. Il est ainsi possible de le
distinguer des autres variants lors de I'acquisition PRM. Aussi, il répond aux critéres de
sélection d’un étalon interne, tant par sa fixation a I'anticorps lors de I'immunocapture que
par un temps de rétention identique aux autres variants de SEA2%2, Aprés mise au point de la
méthode, nous avons comparé en termes de sensibilité et de précision, d’'une part I'analyse
sans fragmentation en mode d’acquisition non ciblée (full HRMS) avec traitement des données
par déconvolution ou par suivi des trois états de charges majoritaires, et d’autre part I'analyse
avec fragmentation HCD en mode ciblée (PRM). Notre travail présenté dans I'article suivant
montre la complémentarité entre ces deux modes d’acquisition pour la détection,
I'identification et la quantification absolue des variants. Ainsi, la quantification par top-down
a été évaluée par rapport a I'ELISA et a la méthode « bottom-up » présentée a 'article 1.

11.B.2 Article 2 Top-down mass spectrometry for trace level
guantification of enterotoxin variants.

https://doi.org/10.1021/acs.jproteome.1c00886
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& recently olserved by genome sequencing, and are continuously
o described, resulting in modifications of a few amino ackds at
so distant positions in the protein sequence ™

31 Conhdent sdentibeation of SEs is eructal for confirmation of
s food poisoning. Characterization of the sequence of all
i3 potential vamants s essential to prevent falie-negative sesults,
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for sowrce tracking in an FPO, or to asgist in studies on the
virulence of Staphvlococcus aureus isolates. The high homology 5
between sequence variants” consfitutes a major challenge for 5
analytical methods. Only whole genome sequencing (WGS) .
allows identification of all possible sequence variants,” albeit .,
with uncertainty in gene u]:!rzﬂ-iﬁn.b Conventional antibody- 4
based methods, such as ELISA, provide direct and quantitative =0
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SEA; sexseeiffexolfxseodpipilorvdpffolrexsesfioroar rdferrro 60
SEA: SEKSEEINEKDLRKK SELQGTALGNLKQI YYYNEXAKTENKESEDQFLQHETILFKGEETD 60
SEA; SEKSEEINEKDLRKRSELQGRALGNLEQT wmmwxzsuogmurn.rxer:l 60
SEA4 SEKSEE INEKDLRKK SELQGTALGNLKQL YY YNEKAKTENKESHDQFLQHT ILEKGE' 60

....‘.l:“l':-.ll‘.‘.l..lﬁ:.‘ll:. LR ] .l...l.:....‘..l.:....:
SEA; dfpraoLevoroscfforyrcxrvoryearyeyocacerenkracuycevTLEDNNRLT 120
SEA; HSWYNDLLVDFDSKD IVDKYKGKKVDLYGAYYGYQCAGGT PNKTACMYGGYTLEDNNRLT 120
SEA; HSWYNDLLVDFDSKD IVDKYKGKKVDLYGAYYGYQUAGGT PNKTACMYGGVTLEDNNRLT 120
SEA4 HSWYNDLLVDFDSKD IVDKYKGKKVDLYGAYYGYQUAGGT PRETACMYGGVTLEDNNRLY 120
IR S R R R R :.Qi"t'i'i"l.."i'.'.Q'.Qﬂ".'."'ﬁl"i""
SEA: EEKKVPINLWLDGKNTVPLETVRTNKvTvesLoioar]rffexavs mesclfeoaivg 180
SEA; EEKKVPINLWLDGKONTVFLE TVKTINKKNVTVQELDLOARRY LOQEXYNLYNSCVFDGKVQ 180
SEA; EEKKVPINLWLDGKQNTVPLE TVKTNKKNVTVQELDLQARRY LOEKYNLYNSDVEDGKVQ 180
SEA, EEKKVP INLWLDGKGNTVELE TV TNKINVTVOELULOARRY LOEKYNLYNSDVFDGRVQ 180
't"l.i'."."""‘.".lﬁ'..:l'l'..ﬁ."':‘l: .."ﬂ""...“l
SEA; RGLIVFHTSTEPSVNYDLFGAQGQYSNTLLRIYRONKTINSENMHIDIYLYT] 233
SEA; RGLIVFHTSTEPSVNYDLEGAQGQYSNTLLRIYRONKTINSENMHIDIYLYTS 233
SEA; RGLIVFHTSTEPSYN Y DLEFGAQGUESNT LLRIYRDNKT INSENME IDIYLYTS 233
SEA, RGLIVFHTSTEPSVNYDLEGRA NTLLRIYRDNKTINSENMHIDIYLYTS 233

Figure 1. Sequence alignment of the 4 SEA varants of SEA. Amino acids highlighted in red are mutations with regard to the consensus sequence

SEA,

a1 evidence of the presence of the toxin during FPOs,” but are
52 unable to discriminate between variants.

st Mass spectrometry-based methods using the bottom-up
&4+ strategy, in which the protem is digested into proteotypic
45 peptides by trypsin,”~'* are commonly employed for reliable
4 quantification of bacterial toxins."* ™" In this way, we recently
47 reported the detection and quantification of several types of
sk SEs by monitoring canonic peptides representative of the
@ toxin." Although the bottom-up assay was able to detect all
50 reported sequence variants, identification and discrimination of
51 the variant involved in the FPO was not achieved. Bottom-up
52 assays are indeed not well suited for discrimination between
st sequence variants due to only partial sequence coverage and
54 loss of information on sequence modifications.'”

55 Asan alternative, top-down or intact protein analysis delivers
55 the most comprehensive information on the protein
57 sequence’® by direct measurement of the whole protein,
s¢ revealing unexpected modifications, e.g., sequence variants or
59 post-translational modifications. Also, avoiding the digestion
60 by trypsin results in faster analytical protocols, a relevant
61 consideration for poisonous biological toxing requiring eardy
62 identification. Although improved performance of HRMS
o3 (high-resolution mass spectrometry) instruments has expanded
o4 the scope of applications,' ~** top-down analysis is less
s sensitive when applied to medium-sized proteins with
66 molecular weights of 25-30 kDa or above, due to signal
67 dilution by multiple charging or strong ionization suppression
6% in complex matrices.”" Also, internal standard approaches to
o9 achieve absolute quantification are limited.”’ Consequently,
70 the top-down approach has rarely been applied to absolute
71 quantification of trace level proteins and was never reported for
72 SE.

7v  Considering top-down mass spectrometry most attractive for
74 quantitative identification of toxins and sequence variants, we
75 report on the development of such a method for SEA, the SE
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most frequently involved in food-bome outbreaks. Keeping the 75
aforesaid challenges in mind, top-down sensitivity was =7
dramatically increased by combining optimized acquisition 7s
conditions on a high-resolution Orbitrap with prior affinity ™
enrichment of the toxin. Following addition of a protein so
internal standard to the workflow, top-down quantification of &1
SEA vanants at trace level, down to 2.5 ng/mlL, was achieved s:
in culture supernatant or milk. Performance of the top-down s
assay was compared with conventional assays such as s¢
WGS, ELISA, and bottom-up mass spectrometry, using a panel s
of enterotoxin-producing straing isolated from food involved in ss
SFPO. The results showed that the top-down assay was able to &7
identify which variant was produced among all reported ss
sequences of SEA and also achieved absolute quantification. &9

B METHODS %

Chemicals and Reagents 9

Phosphate-buffered saline (PBS), phosphate-buffered saline o:
Tween 10X, sodium phosphate monobasic and dibasic, oy
ammonium bicarbonate, sodium acetate, bovine serum o
albumin, dithiothreitol, iodoacetamide, analytical grade formic 95
acid, hydrochloric acid, sodium hydroxide, disodium hydrogen 9

, sodium chloride, and acetonitrile were from Sigma o7
Chemical Co. (St. Louis, MO). RapiGest SF was from Waters g
Corporation (Milford, MA). Ultrapure water was obtained 9
using a Milli-Q Plus purifier (Millipore, Bedford, MA). 1w
Dynabeads M-280 tosylactivated magnetic beads were from 101
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA). Sequencing grade 1
modified trypsin was from Promega (Fit WI). Murine 103
monoclonal antibodies (ab) ab_SEAS and ab_SEA7 were 104
produced in-house (CEA-LERI) as reported previously.” SEA 105
toxin standard was obtained from Toxin Technology (Sarasota, 106
FL) and previously characterized.” Brain heart infusion (BHI) 1
medium was from Oxoid Thermo Fisher Scientific (Waltham, 1
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e MA). BHI was processed on 02 ym flters 16534K from
110 Sartorius (Gittingen, Germany).
111 Safety Precaution

112 Experiments were performed with strct adherence to safety
11t rules for the handling of toxic substances and using personal
i protecion equipment. SEA contaminated solution: and
115 consumables were inactivated overnight with 2 M NaOH.

16 SEA Sequence Information

117 The Uniprot (hitp://www. uniprot.org) sequence entry of the
11 SEA standard obtained from Toxin Technology was POAQL2
e (SEA,), corresponding to the consensus sequence. The
120 sequences of addiional SEA vadants produced dusing ths
121 study by overnight culture (SEA,, SEA, and SEA,) are
122 indicated in Frgure 1. The molecular weights, e, mono-
123 isotopic and average masges, are indicated in Table 51

124 Calibration and Quality Control Samples

123 Range and quality control samples (QCs) were prepared in
126 BHL SEA, standard (weight of 27 091 Da) was spiked in BHI
127 at 0, 2.5, 5, 10, 25, and 100 ng/mL (comresponding to 923,
12 185, 369, 923, and 3692 fmol/mLl) in duplicate for the
120 calibration samples. Fove (QCs were obtained by spiking SEA,
130 at 25 ng/ml. SEA, was also spiked in quintuplet in
i3 semiskimmed milk at 35 ng/ml.

112 Immunocapture

1 Ab_SEAS and Ab_SEAT antibodses were coupled separately to
114 Dynabeads M-280 tosylactivated magnetic beads™ with 16
135 fL (30 mg/mL) of beads for 4 ug of antibody and incubated
136 overnight in PBS. Incubation and washing steps were
137 performed on a KingFisher Duo Prime robot (Thermo Fisher
138 Scientific, Bremen, Germany). Incubation with the mix of
130 beads was performed for 1 b at BT in 600 gl of BHI or milk
140 samples, 300 pl. of BHI supermatant from strain 13CEBIY as
141 intermal standard and 100 gl of PBS-Tween 100 Successive
142 bead washing with PBS-Tween 1%, PBS, and pure water was
143 performed before a Anal washing step with 300 gl of ultrapure
144 water. The dry beads were then resuspended in 20 gl of the
145 elution solution consisting of BO/20 water/acetonitrile
146 containing 1% HCOOOH and 0.002% bovine serum albumin,
147 and mixed for 10 min at 1100 rpm.

148 Liquid Chromatography—Mass Spectrometry for

142 Top-Down Quantification

150 LOC-MS was performed with an Ultimate 3000 chromato

151 system coupled to a Q-Exactive (Quadropole-Orbitrap) mass
151 spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France ).
151 Protein separation was done on an ACQUITY UPLC Protein
154 BEH C4 reverse-phase column (3004, 1.7 gm, 21 mm x 150
155 mm, Waters Corporation Milford) maintained at 50 “C using a
156 15 min gradient. The mobile phages consisted of water with
157 0.1% formie acid (A) and ACH with 0.1% formic acid (B). An
158 isocratic step at 5% phaze B was followed by a gradient from 5
159 to 50% phase B in 10 min with a mobile phase flow rate of 0.5
150 mL/min, before equilibration for 5 min. Eluted SEA varants
161 were  introduced into the Q-Exactive instrument by an
162 electrospray ionization source. The capillary voltage and
163 bernperature were set at 4 KV and 320 °C, respectively. Data
184 were acquired in the positive-ion mede, and the instrument
185 was operated successively in full-scan HRMS mode and then in
166 targeted PRM. Eight microliters were injected into the LC-MS
17 system for both acquisttions. In the full-scan HRMS modde, the
168 AGC target was set at 1 > 10% 1l time at 256 ms and Orbitrap

resolution at 17 500 at w,/z 200 (full width at halfmaximuem, &
fwhm). The PRM mode targeted the three most abundant 170
charge states (30+, 31+, 32+) at m/z 9014150, 8T23700, and 171
B45.1400, respectively (Table 52). The isolation mads window 172
wis fixed at 8§ pif/z units for the simultaneous wolation of the 173
SEA variants. The AGC target was set at 1 3 10°, 60 time at 174
170 ms for each charge state, and Orbitrap resolution at 175
140 000 at me/z 200 (fwhm). Collision energies in the HCD 17
cell were set at 18%. 177

Data Analysis 178

Anabysis of the HEMS data was based first on intensity of the 17
deconveluted signal. The signal from S3EA was deconvoluted 1m0
by Protein Deconvolution software v4.0 (Thermo Fisher 1n
Scientific, USA, Waltham) using 10 charge states and a mass 152
tolerance of 20 The rativ with the intenstty of the i
internal standard (SEA,) was then determined. Alternatively, 15
the second processing method was pedormed wsing Kealibur 163
1.2 {Thermo Ficher Scientific, USA, Waltham) and based on 18
the peak area of extracted-ion chromatogram (XIC) of the 3 1
most intense charge states (304, 31+, 32+) of each variant 15
using 3 mass extraction window of 02 m/z. The m/z values 12
used are reported in Table 51 A ratio with area of the internal 190
standard (SEA;) was calculated. Regarding the PRM i
acquisition, the XIC signals of 4 fragments (b,,*, b*, e
byt by ) common to SEA, . variants, inclading the three 19
main isotopes, were surmmed to increase the M3 signal (Figure 19
51). Peak area ratio with the XIC signal of the internal 19
standard [SEA.) was caleulated. Quantification was baszed on 196
external calibration curves prepared in BHI spiked with w0
increasing concentrations of the SEA, standard and constant 19
concentration of internal standard [SEAL). 1

ldentification of Genes Coding for Enterotoxin in 5. aureus
Strains ol

WGS was performed as deseribed previously in Merda et al,
2020.* Briefly, an in-house genomic tool (MAuRA] was wed to
identify staphylococcal enterotoxin genes in the 5 oeréws
strains wsed in this study.

Production of Toxins from Isolated 5. aureus Strains

A total of 15 straing were solated fom food mvolved m
staphylococcal food poisoning outbreaks (SFPOs) or from the
reference strain collecton (Table 53). The straing were
incubated 24 h at 37 “C on plate count agar milk. The
bacterial colonies were then transferred into 40 mL of BHI at
37 °C for 18 h Centrifugation at B000 pm 15 min was
performed to eliminate the bactedal pellet. The supernatant
was filtered through a 20 mL syringe with a 0.2 gm diameter 214
filter before analyss. 115
ELISA and Bottom-Up Methods 216
The bBottom-up analysis was Eﬂum-fum-ed a3 previowsly deseribed 217
by Lefebwre et al, 2021.° Briefly, after immunoafhinity s
enrichment, SEA was digested by trypsin and 3 peptides zi0
from SEA were detected by PRM. The ELISA protocol was
abio reported in Lefebvre et al, 2021.° m
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B RESULTS AND DISCUSSION i

Development of the Top-Down Assay for SEA Variants
SEA, the most common SE recovered from SFPOs, was 2
selected for development of the top-down method. SEA i 135
typical of a medium-sized protein with a molecular weight of 116
about 27 kDo Eleven accession numbers are reported for the 0
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Figure 2. Full scan HRMS and PRM analysis of SEA; with SEA, spiked

states 30°/317/32°, B2: summed signal

Reterson time (min)

as internal standard and data analysis. Signaks corresponded to 23 ng/mlL of
SEA; and SEA,. Al: raw full scan HRMS spectrum, A2: deconvoluted signal for SEA, and SEA,, Bl: raw full-scan HRMS, zoom on the main charge

after the XIC processing approach for SEA; and SEA,, Cl: raw PRM spectrum at CE 18%, C2: summed
signal of common fragments bl 1**/b18* /b19% /b20* for SEA, and SEA,.

128 SEA protein in the Uniprot database with sequence homology
19 between 98 and 100% (Table S1). Excluding the signal
130 peptide, differences in amino acids are located on positions 21,
131 60, 208, and 233, resulting in 4 distinct sequences (Figure S2).
132 In order to detect all variants, the method was evaluated using
234 one representative variant from each sequence. Thus, the
134 consensus sequence, ie, POAOLY and named SEA, in this
235 study, was obtained commercially as analytical standard. In
136 addition, we produced by ovemight culture of SEA-producing
137 strains supplementary SEA sequences corresponding to the D
232 — N and Y — N amino acd substitutions at position 60 and
1w 205, respectively (named SEA,) and the T — A substitution at
10 position 21 (named SEA,), as shown in Figure S2. Only the
141 sequence corresponding to the substitution at position 257 was
142 not available in our strain collection. An additional variant,
14y named SEA, and isolated by our group in a stran originating
244 from an outbreak that occurred in 2013 (Table S2, Figure S2)
245 was also included. The sequence homology of SEA, was 98.7%,
246 91.0%, 99.1% with SEA,, SEA,, SEA,, respectively (Table S1).
247 The SEA, variant has the lowest sequence homology with
248 SEA,, with up to 20 amino acids substitutions (Figure 1). In
149 comparison, the SEA, variant has a difference of only three
150 amino acids, and the SEA, variant has a difference of two
251 amino acids at the N-terminal and C-terminal, respectively.

152 Enrichment of SEA prior to mass spectrometry using specific
253 antibodies was considered as the most appropriate procedure

135

to reach low toxin amounts in bacteria culture medium or food 254
samples. Conditions were similar to those of our previous 235
work” using immunoaffinity enrichment by two specific 26
antibodies coated on magnetic beads. A mixture of monoclonal 257
antibodies with different epitopes was shown to be beneficial 238
for efficient capture of sequence variants” and this was verified 25
here by the detection of the four SEA variants in the culture a0
supernatant (Figure S3, Table §3). After capture and washing, 261
SEA was eluted from the beads by an optimized mixture of 2a
water/acetonitrile (80/20) containing 1% HCOOH and 2
0.002% bovine serum albumin (Figure S4). 264
Full-scan HRMS intact protein analysis of the four SEA 245
variants after immunoaffinity enrichment identified four 26
distinct signals (Figure 2A Figure S5). The average mass of 271
each variant as determined by signal deconvolution matched s
the sequence predicted by WGS (Figure S3). PRM analysis 26
was then performed on the 3 most intense charge states (Le, 2 1
= 30+, 31+, 32+, Figure 2B). Most of MS/MS fragments 17
observed in the PRM spectrum of the four vanants were
attributed to b-ion fragments with some identical cleavage sites 273
corresponding to by, by, by, by, fragment ions (Figure 2C, 274
Figure S1, Table 54). SEA, 4, variants have similar N-terminal 275
sequences and produced by, by, byy, by, fragment ions with 27
the same m/z (Figure S1), and differed from the SEA, variant 277
by mutations at positions 8 and 13. Fragment y,, was detected 7
in SEA, and SEA, (Table 54), but not in SEA, and SEA, even v

Hoaseo org' 10 302 1 e proteome. | CODENS.
1 Profecme Rew X0UC, XXX, 0K XX



Journal of Proteome Research pubs.acs.org/jpr | Technical Note |
A
A\l o 1 00 4
1 warom 2 3 %01
A A N msw
15 00 4
2 ‘0 0 mllea 2
- 599 2001 3 a o
ol A ssn0m2 | 9359 sec0000 sed vem R
100 0-
0 1 H
3 spgnne M mim 3 4 03 .
2 1 & N1 455542 gpemon | i vses X
£ 0. ¥ o,
o
4 s ’rJ s 012 ”,1.&, 2 3 g 20
- B
§ NAsmuny 03T wpn e i,
= 263 032
bt euoam ’“{‘" 'I'z a B
e o e
: 1)) oo o030 A sakoose 3
1 1 120+
ey smoser w;v;m\ -.vo';rs
6 « /2 3 4 0]
u A /\
o128 138 | 260 w0 69 2293 L 3 ! 579 0671 R
1 wagmp TR 2 %0,
0 1 i 3 ; 5
7 % l A o a o3 smoms
40200 A 55 3041 70 0688 & /\
: 200 5300531
5
“ ]
ST0 Q8 3
tess  see0 e seba e e oo £ 57006
e
B
Filltime  Isolation Duty cyte
Conditions Charge state (2) Resoluticn {ms) fdow [ava) MSX (ms)
1 30+ 35,000 128 2 1 512
2 30« 70,000 256 B 1 256
3 30+ 140,000 512 8 1 512
4 30+, 31+, 32+ 35,000 128 8 1 384
5 30+, 314,32+ 70,000 256 70 1 256
6 30+, 31+, 32+ 140,000 512 70 1 512
7 304,31+, 32+ 70,000 80*3 8 3 256
8 304, 314,32+ 140,000 170*3 B 3 512

Figure 3. Optimization of acquisiion parameters for PRM acquisition: {A) Representative results obtained with 235 ng/mlL of SEA, for the b,
fragment. The maximum value corresponds to a signal intensity of 2.2 X 10”. Isotope number is indicated in red. The right frame is a zoom on the
fifth isotope of the b,,** fragment. Optimized conditions are indicated in (B).

150 though the signal intensity of the precursor ion was higher.
11 HCD dissociation uced the additional MS/MS fragments
wm by, b, and by, (Figure S6, Table §4) containing the N-
14 terminal differences in amino acids between SEA,/SEA, and
14 SEA,/SEA,, agreeing with the WGS results. Other fragmenta-
215 tion techniques such as electron transfer dissociation and
16 infrared multiphoton dissociation, which are known to produce
157 more informative MS/MS spectra,” " could be beneficial for
15 amino acid sequence confirmation of the SEA, variant.

19 Optimization of Acquisition Conditions for Intact SEA

190 Conditions of MS acquisition in the full-scan HRMS and PRM
191 modes were optimized for greater assay sensitivity. Orbitrap
w2 resolution was modified for the full scan HRMS acquisition
293 mode with the aim of obtaining the best signal with a sufficient

136

number of data points per peak. Resolutions at 17 500, 35 000 x4
and 70 000 at 200 m/z were tested at a low concentration, ie., 5
25 ng/mL of the SEA, standard spiked in BHI. A higher signal- x
to-noise ratio was observed on our instrument at the lowest »n
resolution (Figure 57) and the resolution was fixed at 17 500. xs

Considering the higher specificity offered by MS/MS 2
fragmentation, PRM acquisition was then optimized. b,,*, s
by*, by*", and by** fragments common to all reported SEA 3
variants, the rare SEA, variant excepted, were monitored In s
order to increase the signal-to-noise ratio, several acquisition 3o
conditions were tested by modifying the Orbitrap resolution 504
and C-trap fll time, the width of the precussor ion isolation s
window, acquisition in multiplex (MSX) or simplex mode, and 3
isolation of the main charge state, ie., = = 30, or the three main w7 0
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e charge states, ie, = = 30 o = = 32 (Figure 3B). The
e representative signal of the by* fragment is illustrated under
se0 the eight evaluated conditions in Figure 34 In condition 1, the
s quadrupole was isolating one precursor of miberest at a time:
12 the main charge state of each vasiant at = = 30, The four
13 precursor jons corresponding to each variant {Table 52) were
e4 sequentially isolated, which required a resolation of 35 000 and
us Al time of 128 ms to cope with the requirement for the
s number of acquisition points. A broad isolation (8 m/z units)
17 was employed in conditions 2 and 3 for concomitant isolation
sig of the four precursor ions, thus allowing a longer Alling time
s and a higher resolution under the same duty cypcle time
120 between conditions 1 and 3. The minor isotope of by, (isotope
11 number 5] was detected with the longer flling time of 512 ms
12 (Figure 3, condition 3). Increasing the resolution up to 70 000
11 or even 140000 was also beneficial for ascay specificity and
14 allowed discrimination of isobaric MS/MS fragments (Figure
12 3, conditions 1 to 3). In condition 4, three main charge states,
16 Le, = = 30 o z = 32, of the four variants were sequentially
17 izolated. Signaks of the fragment ions were surmmed during data
e processing as each chasge state produced intense signals of the
129 four commen fragments (Figure 58). Condition 4 resulted in a
10 higher intensity compared to condition | with the similar 11
1 time and resolution, as proven by the signal detected for
1 isotope number 4 (Figure 3, conditions 1 and 4). In conditions
13 5 and &, the solation window was broadened further at 70 m/z
L4 units for concomitant solation of the three main charge states
15 of the four vadants. Concomitant isclation of three charge
16 gtates resulted in a higher mtensity of the fagments in
17 comparison to the former sequential isolation (Figure 3,
1& conditions 5 and &), most probably due to the subsequent
ww increase in All time. However, the broadband selection of the
wo precursors contributed to higher signal intederence (Figure 3
w1 conditions 5 and 6) and may bead to C-trap saturation. As an
w1 alternative, the generated fragment fons were combined in one
141 single Orbitrap scan using the multiplex meode, after sequential
144 isolation at & m/z units of the three main charge states {Figure
1 3, conditions 7 and 8). Thede two last conditions gave a similar
w6 fragment intensity to conditions 5 and & while showing less
w7 interference (Figure 3, conditions 7 and 8). Condition 8, with
1g the highest resolution and A1l time, was selected.

19 Finally, an internal standard is necessary to compensate for
150 analytical variations in any guantitative method. Spiking the
151 internal standard before sample preparation is ideal in
w1 compensating for partial recovery during immunocapture or
151 elution. We selected the SEA, variant which was captured by
154 the enrchment antibodies and eluted at the same retention
i time as the other varants in owr LC conditions. A fixed
156 amount of SEA, was distributed in all samples before
157 immunocapture and top-down mass spectrometry for assay
18 standardmzation.

15% Performance of the Method for Absolute Quantification of
1w SEA

11 The method was then evaluvated in terms of linearity,
11 reproducibility and sensitivity using the SEA, standard.
161 Experiments were performed first in BHI culture mediom, a
w4 protein-rich complex matrix. ™ A $-point standard curve, ie.,
ws 25, 5, 10, 25, and 100 ng/mL in duplicate, as well as five QCs
6 spiked at 25 ng/ml, were analyzed wing the full-scan HRMS
17 and PRM modes to evaluate hnearity and reproducibility. Diata
e processing of the full-scan HRMS acquisition was based either
19 on signal deconvolution of the multicharged MS spectra, Le,
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the 10 charge states around the most abundant (Figure 24), or
on the summed XIC peak area of the three most abundant
charge states {z = 30, 31, 32, Figure IB), as suggested
previously.” For the latter, a mass extraction window of 0.2 m)/
2 units was used to reduce signal interference (Figure 2B). The 7
method wing the XIC peak area approach after full-scan 57
HEMS scquigition was not linear below 10 ng/mL, and bias of 57
the QC at 25 ng/mL was found at 33.4% (CV: 6.6%) (Figure 37
44, Table 55), which could be explained here by the residual
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Figure 4. Representative linear standard curves for SEA,. SEA, wa
spibnd. in BEHI at 3 concentrations in ﬂuplica]:e {black), ranging from
15 to 100 ng/mL and 5EA; (internal standard) was :F\:ik.cd at a
constant concentration in each sample. Five quality contrals (red) at
25 ng/mL were analyzed. Signals were normalized with SEA,. (A}
Standard curves obtiined by full-scan HEMSE XIC processi

approach. (B) Standard curve obtained by full-scan HRMS, sign

deconvalution approach. (C) Standard carve obtained by PRM

acquisition.

signal interference observed in our conditions. Signal
deconvolution was more efficient and allowed quantification
of the intact toxin down to 5 ng/mL and bias of the CHC was
9.7% (CV: 7.8%) (Figure 4B). This result contrast with that of e
Lanshosft et al, 2017, where signal deconvolution was the
least accurate approach for immunoglobulin quantification. s
However, the best results were obtained with the multiplex s
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Table 1. Identification of SEA Variants from 12 8 eurens Straing by Top-Down, Using Full-Scan HRMS and PRM”

shralim shrain 1 stealm 1 giwain 3 stralm 4 Siredn 5 stralm & @Eain T sbrain B steais 9 gtrsdn 10 steads L] sbesin 12

yasiant SEA, SEA; SEA; SEA,
Full-scam HEMS and  Accussc =221 775 =107 =775
Deconvalution {ppm
Varlant common PRM DL (b ) X X X X
fragenenis
[ Cuangification |
L8 (b, X A X A
9 [by,) X X X X
G20 (b} X X X X
Wariant specific PRM T21 [by,) X X X X
fragenenis
[ Idemtification)
T21A (by,)
T21,/ D0 X X A X
(b}
T21/Da0M
(b}
Traf
D
(b
V205N
':].'.n'l

SEA&y SEA, SEA, SEA, SEA, SEA, SEA, SEA,
=037 o =333 ik =997 =40 =111 703
A X X A X X X A
A X X A X X X A
X X X X X X X X
A X X A X X X A

X X A X X X
A A

X X X X

NI N

A A
A X A A

“Molecular weight determined by signal deconvelution of the full scan HRMS spectrum and recalibration with the internal standard was miatched
{mass acouracy in ppm) with the sequence predicted by whole genome sequencing (WGS). X indicates detection of the PRM fragments in
agreement with the amino acid changes predicted by WGS. NI not detected.

s PRM maode showing linearity down to 2.5 ng/mL and QC bias
ur of 5.5% (CV: 5.8%) (Figure 4C, Table 53], in line with the
e recommendations for the validation of bioanalytical methods "
we In this mode, the PRM signals of by >, by*, b*, and by,*
wo fragments, which are common to the SEA, ;. vadants, were
wi summed to increase the signal.

wr Interestingly, we determined the relative abundance of the 4
wa common fragment fons b, >, b *, b %, and by, ¥ in all the
s calibration and QC samples (Table 58). Variation of the
ws relative abendance of the 4 commaon fragments was low, at or
it below 20% (Table 56). Relative abundance of the fragment
w7 obtained could therefore be used for specificity evaluation, by
we similarty with bottom-up qunnﬁﬁcaliun_u

e Further evaluation of the method was conducted with the
400 reference matrix milk, which is regulady involved in SFPOs.
41 For this purpode, negative controls and Bve OQCs spiked at 25
4oz ngd'g with purthed SEA; were analyzed in milk. No gignal was
4o detected in the blank milk, except with the full-scan HRMS/
4 XIC approach showing signal mtederence, as previously
45 observed in BHI medium (Table 55). Satisfactory CV% were
406 determined, at 5.3% and 6.7% with the full-scan HRMS/
47 deconvolution mode and the PRM mode, respectively. CV%
408 was higher (19.5%) with full-scan HRMS/XIC. Mo significant
o0 matrx effect was observed with milk and BHI, with baas of
40 between 14% and 18% in the QC in milk, compared to the QC
st in BHI, whatever the acquisition mode (Table S3).
411 Interestingly, fragment ion abundances determined by the
413 PREM mode in milk were similar to those in the BHI medium,
414 showing no impact of the matrix (Table 56). The top-down
415 M5 method was therefore successfully evaluated for absohste
416 quantification of SEA in BHI medium and milk. PEM was two
417 times more sensitive than full-scan HRMS with deconvalution.
4ig Also, monitoring fragment ion abundance by PEM could be
4 wded to confirm identification of SEA. The PREM mode was
420 therefore selected for specific absolute quantification, while
421 full-sean HRMS acquisition was nevertheless pedormed in

138

parallel for determination of the exact molecular weight of the s
SEA wvariant. 4

Identification, Differentiation, and Absolute
Quantification of SEA Variants by Top-Down M5, in
Parallel to WG5S, ELISA, and Bottom-Up M5

The intact method running successively with the full-scan a1
HEMS and the PEM acquisstion was further evaluated for s
identification, differentiotion and absolute guantifcation of s
SEA vartants produced by strains of 5 weres (Table 53). an
Twelve SEA-producing strains izolated from SFPO samples s
were included, a8 well as the commercially available reference sw
strain 42A. WGS combined with NAuRA® identified the four a1
SEA variants, ie, SEA, ;¢ in the SEA-producing straing. The s
SEA; variant was found in eight strains while the SEA, and 41
SEA, wariants were found in twe strains. Only strain e
13CEB193 contained SEA,. Straing producing other types of
enterotoxing with high homology to SEA, ie, SEE (accedsion s
number P12993, B37% homology) and SEP (accession aw
number AQADTSMACT, 79.0% homology) (Figure 59), were a0
abio tested as negative controls to evaluate method specificity. 241

SEA was detected in all strains using the full-scan HRMS s
and PRM maodes (Table 1). SEE and SEP were not detected a5 43
expected, which confirmed method specificity. (Table 57). In a4
all strains, the method confirmed at the protein level the s
sequence of the SEA variant produced. First, signal s
deconvolution after full-sean HEMS acquisiion was in w2
agreement with the molecular weight predicted by WGS a5 ws
illustrated by mass accuracies between 0 and 12 ppm (Table 40
1). Second, PRM acquisition identified the variant-specific s
fragments, ie., the informative fragments of the amino acid
changes in variants {Table 1) (Figure 510). N-terminal by, and 152
by fragments were detected in all strains, except in strains with a5
varant SEA, where fagment by, with the single D — N 42
substitution was not identified. Similardy, fFagment v, was not 43
detected in strains with the N — Y amino acid substitution. s
Globally, exact molecular measurement and PEM provided a0

414
453

418
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e complementary  information for varant identification, in
450 agreement with WGS

w0 The commercially available SEA; standard was wed for
41 preparation of external calibration standards in the objective of
451 absolute quantification. Sequence differences between SEA
453 variants could mmpact onzation or immunocapture efficiency.
454 High purity standard of each SEA variants would be necessary
45 bo further evaluate bonization and mmmunocapture efficiency.
456 Mevertheless, the top-down assay using the PRM mode
47 provided SEA concentrations in agreement with a bottom-up
sse proteomic workflow previously reported in Lefebvre et al,
o 2021," and an ELISA assay. A good linear correlation was
470 observed either with the peptide-based quantification or ELISA
¢ with an #value of 089 and 0,90, respectively, and p-values
g1 below 0UD001 I:Fi.:gu:rt A Slopes were respectively 118 and
41 101, showing perfect agreement with ELISA {Figure 5A), and
+14 SEA concentrations were lightly higher when measured by the
473 bottom-up method. Nonethebess, all SEA concentrations were
6 located within the 95% limits of agreement (from —41.1 to
477 580 ng/ml, with a mean at 843 ng/mL) between both

A 250- Bottom up f Top down
Ri=iLED .
w2004 Penoooi ~ d_,,--". .
£ ¥=1.177*%-0.373 I o
o b T
5 'E 150- F T
a h - i i
? [= ._,-I." &
o ELISA / Top-dawn
o 50)- e Rim. %0
a,-?."p“ Pe, 0001
Y ¥=1.014%%+3.280
B ] ] 1 ]
0 50 100 150 200
B 100- Top-down [SEA ng/ml)
:
: ............................... rll-‘: L ]
1 % :
2 LI P, e
| - - o . i
gz " ~£- : oL
z 3 T
5= A R
B -50-
£
£ -100 . : : :
@ 0 50 100 150 200

Top-down [SEA ng/mL)

Figure 5. Comparizon of the top-down quantification with ELISA and
bottom-up in 12 SEA-producing strains. (A} Correlations obtained
between bottomeap (@), ELISA (&), and top-down for guantifica-
tion of SEA with b regression (dashed |:||=|:E and r:dlﬂu 1- (B}
Mean of difference betwesn the three methods using the Bland—
Altman test. The difference in values (y-axis) obtained by the two
methods was plotted according to the value measured by the top-
down method: comparison of top-down to bottomeup (W) and
ELISA [ &). The 953% limits af agreement by the Bland—Alman test
are shown [dashed blue lines, mean +£1.96 standard deviation). All
samiples were analyzed in duplicate {r = 24 in total).
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methods (Figure 3B). We therefore assumed efficient sm
quantihcation by top-down using the commercially available sm
SEA; standard for calibration and S5EA, as internal standard, s
despite potential vamation of immunocapture recovery and sel
electrospray ionization between sequence varants. It should be se
noted that the use of the SEA, variant as mternal standard m ss3
the study precluded quantification of this variant. 282
Relative fragment ion abundances were determined by PRM 285
acquisition in all straing (Table 53). Most importantly, sis
fragment abundances were conserved between the diferent se
SEA, 4. varants with variability below 208, and at a similar s
level to the SEA, standard (Table 56). This result further s
shows the relevance of fragment abundances as identification s
critera in top-down analyzis of SEA, n addition to alignment ss
of retention time (Figure 511) with the internal standard and
exact fragment ion mass measurement. Globally, with the panel
of SEA-producing 5. aureus straing we confirmed the relevance
of the intact protein assay wsing PRM acquuition for specific
and sensitive absolute quantification, in agreement with
bottom-up and ELISA method: Identifications by full-scan
HEMS and variant-specihc PRM fragments were in agreement
with the WGS result. The results show the complementarity
between the full-scan HRMS and PRM acquisitions for both
identification and absolute gquantification of SEA vadanis.

% E

EEEERE R E

B CONCLUSION

We have developed a top-down mass spectrometry assay so
providing both identification of the vadant produced, among
all reported sequences of SEA, and precise determmation of so
the toxin level at low ng/mL in complex matrices. Optimized
full-scan HRMS and PRM acquizition modes were evaluated
on a panel of variants representative of the sequence diversity
reported in Uniprot for SEA. The method could be also
applied to variants with much lower sequence homology such ;
as the SEA, variant, which was used as internal standard in the ;
study. Indeed, a mixture of 2 monoclonal antibodies was used ;
for efficient capture of diverse sequence variants, incuding :
SEA;. The targeted acquiition by PREM can be easily adjusted ;
depending on amino acid substitutions, notably m the N- 50
terminal sequence at position 20 or below. In thiz study, we
showed that full-scan HREMS and PREM acquisition mesdes 500
deliver complementary information for identification, differ- s1s
entiation, and absolute guantifcation of SEA varants m 10
unknown samples. Full-scan HRMS acquisition with signal 5
deconvelution provided the exact molecular weight of the su
varant, in line with the predicted sequence by WGS, while su
PEM produeced fragment ions: informative of the vasant s
sequences. [dentihcation of the vartant involved in SFPOs is an 524
additional value of the top-down method, which confirma at s
the protein level the presence of a new sequence variant and
ensures detection of all potential variants. The method could
abio support tracking of the incriminated food. Up to now, enly
WS identifies mutations i the @ genes, but WGS does not
provide direct evidence of the presence of the tosin In
addition to varant identifbcation and differentiation, the new
top-down assay provided absolute quantification of the toxm
level. In thi aim, the multiplex PRM mode was the most
sensitive and accurate acquisition mode. Moreover, an i
additional level of specificity was obtained by monitoring the 31
relative abundance of the PRM fragment ions. Repeatability of s
the top-down assay was in line with the recommendation for s
quantitative bisanalytical methods, and measured concen- 2w
trations matched with conventional bottom-up mass spec- 3w
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s40 trometry and ELISA. Importantly, the absence of digestion by
41 trypsin increased the assay throughput for a fast answer on the
s41 presence of the toxin in a sample. In the end, we have
sy illustrated with enterotoxin-producing strains isolated from
s44 SFPO the analytical benefit of the top-down mass spectrom-
45 etry over conventional WGS, ELISA, or bottom-up assay,
s46 allowing variant identification and precise quantification at the
347 same time. Top-down MS was developed here for SEA as a
s46 proof-of-concept study and could be extended to the other SE
s types. A full analytical validation would be needed before
550 implementation in food analysis laboratories to support SE
551 identification and quantification in SFPO samples, as an
55 alternative or complementary approach to WGS and ELISA.
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Table 51 Description of all the accession number available in Uniprot, comparison of sequence
homology with the consensus sequence POADL2.

% homology % homology vs Corresponding

Accession

number in ws POADLZ, POADLE, Average MMonoisotopic variant, as
Uniprot signal peptide  without signal  mass (MH*')  mass (MH*) named in the

included peptide study
POADLZ 100 100 270925109  27075.5544 SEA;
POADLL 100 100 270925109  27075.5544 SEA;
FEW3IWE 100 100 270925109  27075.5544 SEA;
ADATFUTEZEL 100 100 270925109  27075.5544 SEA;
ADALX9HOBD 100 100 270925109  27075.5544 SEA;
ADAAYBRATED 98.0 Q8.7 26925.3484  26508.5074
BEYEC1 98.4 Q8.7 27012.4271  26555.5394 SEA,
ADADELXANG 98.0 Q8.7 27012.4271  26555.5394 SEA,
ADEXD9 98.0 Q8.7 27012.4271  26555.5394 SEA,
ADAOHIAKHME 98.0 Q8.7 27012.4271  26555.5394 SEA,
ADADBEAZAA 98.4 95.1 27042.4535  27025.5500 SEA,
SEAy 98.0 Q8.7 27012.4271  26555.5394
SEA; 88.3 91.0 26936.3309  26519.4546
SEA: 100 100 270925109  27075.5544
SEAy 98.4 95.1 27042.4535  27025.5500
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Table 52 m/z of the main charge states of SEA1-4 (top) and mass extraction window (m/z) used
for the XIC processing approach (bottom).

2
charge state SEA, SEA, SEA, SEA,
i 901.3881 E9R_E515 S04 0575 02 3E9
31+ 872.343% EbD. ERER B74.5260 B733121
32+ B45.1143 E42 Ti63 BAT 6169 BAGDS26

30+ |+~ 0.2) 901.1BE81-901.5EE1 BUE.A515-899.0515 O03.ES75-904.2575 DO2.1E50-902.5890
31+ (+~-0.2) B72.1435-872.5435 BLO.GEEE-B70.0888 E74.7I69-B75.1269 ETIN121-873S5121
32+ (+/-0.2) B44.9143-845.3143 BA2.5363-B429363 E4T4169-BAT.B16D B4S.ES26-B46.2526
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Figure S1 Fragments selected for quantification by PRM. A) MS/MS spectrum of the 4
variants, B) isotope pattern of b11?* fragment C) sequence alignment of the 4 SEA variants
(N-terminal sequence).
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Table 53 Staphylococcus aureus strains used in the study.

Strain Eataly Lol Strain origin e Tﬂ:::e::ll::m e nflt:l:ll:r
lscation variant immunocapture
nurmber

06CEB196 France SFPO SEA; POADL2 ok Strain_1
DSCEB231 France SFPO SEA; POADL2 ok Strain_l_

10CEBA01 France SFPO SEAS POADL2 ok Strain_3
13CEB193 France SFPO SEA; ok Strain_13
1458CL1004 France SFPO SEA; POADL2 ok Strain_4 |

145BCL770 France SFPO SEA, ADADH3KHNE ok Strain_5

1558CL452 France SFPO SEA; POADL2 ok Strain_6
165BCL1368 France SFPO %EA;  ADADGRAZ244 ok Strain_?_

1658CLESS France SFPO SEA,  ADADGEA244 ok Strain_8

1758CLA6S3 France SFPO SEA; POADL2 ok Strain_9
195BCL591 Franmce SFRO SEA; POADL2 ok 5tmin_1l:]
349E unknown SFPO SEAS POAOL2 ok Strain_11
[(12A/FRIS6  unknown Hesrfrfﬂm SEA, ADAOH3KHNS ak Srrain 12
Reference Strain_14

SellEsn Tt Strain____ SEE P12993 no )

185BCLESS France SFPO SEP  ADADTSMACT no Strain_15

In bold: strains used for method development
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2EA_2 ek 2 0N 2 SRR St Waias o A SR & K
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AOATU7E281 ~-MEETAPTLLULETALI LTS PLWNGS X SEEINPE DLRRE SELOGTALNLACI Y Y YNE 59
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POAGL2 FARTENEESHDIFLONTT LITGY 7 DU WV NTELVDFDIRD I VDR VEGREVDLYGAYYGY 118
POAOLL FARTENRESHDCPLOHTT LY GPPT D W NDLLVD DX DIVDE YRGRFVDLYGAYYGY 118
TOVING FAR7 ENEEINDOFLANTT LI%GE P2 DR W N DL VDFDaR D VER VRS REVDLYGAYYGY 110
ACATUTE281 FARTENEESHDCELGHTT LEY 0F P2 DS SWYNDLLVEPDaX DI VDA YEGREVDLYGAY YOY 118
9EA 3 FARTENRESHDOFLANTT LIRGE PT0E W (NDLL VD FOOR DI VDR YRGRAVDLYGATYGY 118
AORIXSHOBO FRRTENEESHOCFLON? L LEY CF BT D SN YNDLLVE FOARD I VER YR OREVDLYSAYYOY 118
ACRAYEATEE FARTENRESHDCFLOHTTLER SWNDLLVDEDAX DIVDRYEGERVDLYGAYYGY 117
E R FARTENE L SHOCSLONTI LT M YNOLLVDEDAE DI VDR YESREVDLYGAY YGY 118
ROADEOAZ44 FARTENEESHDSFLOHTT LIRS AW CNDLLVD 20X DIVEEYRSEXVDLYGAY YOY 118
ACAOE LXANE FARTENRESHDSELONTTLEY. W YHLLLVDFDARDIVDEYEGEEVOLYGAYYGY 118
2EA_1 FARTENEESHOCELOHTTLEN D EWNDLLVDEOSX DI VERY RABRVDLYGAY YOY 118
AlEx0S EARTENEESHDOSLONTILEY SR YN L LV DR DIVDEYEGERVDLYGAYTYGY 118
AOAOH NS FARTENE L SHOCELONTTL EWYNCLLVDEDARDI VDR Y BSERYDLYSAY YGY 118
néyact FAXTENEESHDQELQHTIL VDFDARDIVOEYEGELVDLYGRYYGY 118
- O.‘.... !.‘..‘...‘:..'. :. R R R s ..OIOICOOOQQ'QIOIA
sz 2 QCAGGT PNETACHY G VT LU DNNALTE ZER Y PT NLNLDGR TV FLET vReNEsvTvge 180
POADL2 COAGET PNRTACK G VT LIDRNRLTERE LV TNIMLOGE GNTVPLETVETNERNVTVOR 170
POALLL GCAGET PNETACHY GS VT LA NN AL TE R XV P T NI L DG G TV P LET T RTNERNVIVGE 178
rOVIne COAGETPNETACML GG VT LIDNNRL TEER VP T NIMLDGK QN TVPLET VETNERNVIVAE 170
AGATUIESBL CCAGET PNETACKI GE VT LADNNRL TR K VST RIMLDGK ONTV P LETVETNE RN VTVGE 178
3EA_3 CORGETPNETACMY GG VT LADNNRLTEER RV TNIMLOGE ONTVELET VERNE RVIVGE 179
ACAIXSHOBO CCAGUTINESACMYGIVTLHDNNNLTEER R VET NUKLDGR CN TV FLETVEINRINVOVGE 173
AOA4YEATRE CCAGETENETACMY GV LADNNRL TEER RV EINIMLDGK ONTVELET VETNEINVIVGE 177
sEA ¢ CCAGTTINETACHY COVTLHDNMILTE SRV PT RURLOGE ON TV PLETY LSRR INVIVGE 173
AOADGAAZ 44 OCAGUTENEIACMIGIVT LHDNNRLTEER R VP INLMLOGH ONTV ELETVEINEINVIVGE 178
ACAOE LXANE COAGOT INETACHY GS YT LN AL T EE RV PI NLNLOGE G TV P LET Y ETNE RN VTVGE 173
SEA 1 CCAGUTENETACHY GIVTLUDNNALTEZER K VI NURLDOR CN TV FLETVETNR NV IVGE 173
AlEX0S COAG G P NETACKI GE VT LN DN AL T ERE VP INIM DGR ONTVRLET VETNEINVTV E 178
AOROHIREND COAGTTINETACMY COVTLUDNMILTE R RV PI RURLOGE. O TV FLETY TN R INVIVGE 178
nAysct COAGGI FNETACKY GE VT LN NN AL T LR R VP I NIMLDGE QN TVRLET VETREINVTVGE 178
‘.l..‘..“.‘h‘-‘."‘l..‘4C.h‘.O...‘.‘l‘..l‘.hil‘bl.‘l‘:‘.‘0‘
ara_2 ol fiiron e frocry oReL I VN T ST E P SN Y DL GAGCOY ANTLIRTYR 240
POAOL2 LOLOARRY IR N L Y RIDVI DGV ORGL I VRN T 7R P IVNY TLIGACGIY SNTLLATYR 230
PCACLL L GAR R Y L TN L Y R DV DGRV QR I VEN T ST E P SVN T DL GAGGOY SNTLLAIYR 238
FOVING LOLOARRYICER INL Y RIDVFOGEY QRGE T VINTITEPAVNY TLPGACGOY SNTLLATYR 230
ACATUEZOL LOLgARR Y LS N L Y N DV DG EVRGLI VEN T AT EPIVNY DLIGAQGOY ANTLLATIYR 238
3EA_3 LOLOARRYICER NL YN SDVEDGEV ORGL I VEH P ITE PAVN Y DLAGACGOY SWTLLETYR 238
AOATXINO00 LOLOARRYLORK YL TMSOVYDGKVORGT VINT 97K P SVHTILAGACGON SWTLLATYR 238
AOA4YEATEE
IFA_4
ROROEBAZ 44
ACACELXANG
8EA_1
AOEXDS
ROAHIRENE
nayact
‘.A.b‘.‘b. LR R ..ll‘l.4..‘.‘..0.".‘.‘.!.“.‘ Ahsar i
sER 2 DaxT INEZMesIDIYLYT]) 255
POACL2 CART INSEROLI DI VLTS 237
PORLLL AT INSEROSIDIYLYTS 257
FOVING DERTINSEROIIDIVLYTS 237
RAATUIEZHL DAXT INSEIBOSIDIYLYTS 259
3eA_3 DHRT INSENME T DI YLYTE 237
AGAIXSNO00 CART INSTIOE IDT YLATS 2%
AIR4YEATEE DERT INZENMEIDI VLY 233
SFA_4 DARTINSEROII DI VLATS 257
AOAOGAAZ 44 DNST INSENME ] DI YLYTS 257
AOADELXANG DERT INSENME DI VLATS 237
SER_1 DAY INSEN T DT YLYTS 257
AOEX0Y DRET INZENME DI TLYTS 257
ACROM3RsNE DART INS RN I DI YL TS 257
BOYEDL DAST INSENME I DI YLYTS 2357

D

Figure S2 Sequence alignment between all accession number available in Uniprot,
signal peptides are highlighted in yellow and mutations relative to POAOL2 are
highlighted in red.
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Figure 53 Deconvoluted signal of the 4 SEA variants after full-scan HRMS acquisition (with re-
calibration). Theoretical average molecular weights of each SEA variant and mass accuracies
are illustrated. The supernatants of strains 1,5,7 and 13 were mixed at equivalent volume to
obtain a solution containing the 4 variants.

*Orbitrap resclution was set at 17500 for maximum sensitivity in full-scan HRMS acquisition. At this resolution,
isotopic patterns were not resolved. Average masses were thus determined.
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Figure S4 Workflow for absolute quantification of SEA and variants: immunoaffinity
enrichment and removal of non-specifically bound proteins was followed by elution of SEA
and intact MS quantification using either full-scan HRMS or PRM acquisition.
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Figure 55 Full-HRMS spectrum before deconvolution of strain 145BCL770 (SEA1) and
165BCL1368 (SEA4).
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Table 54 Fragments identified for each SEA variant following PRM acquisition.

SEfa SEAz SEfa SEfs
536.7853** |baa*" 535.5378%" [bua*" 536.7853*  [bua** 536.7853%" [bua*"
568.7999"" [baa*® 563.0498"" [bie~Hz0** |56E.7999"" [bue*® 568.7999"" [bua**
583.0553"" |bao* 567.5524* |byo** E&3.05534 bz** 583.0553" | bao**
600.8146°* [by,** SB1.8078"" |bayg* 603.8146°°  |byy,-H,0**  |608.3172* | by, ™
636.2911°7 |by,-H,0" 5995761 |a5,* 6063172 |byy* 64529647 | by, *?
&45.2964%7 [baay*? G02.0722% [baa-Hz0** |621.5739%°  |bzz-Hz0** 9474635 |yas*"
701.8385°" [baa*? 606.5749"" (b2 ** 626.0765°"  |baa**

T70.EB837"Y | Bya-Ha0*? 6243341 | g ** 6452964 by, *?
767.0960" " |bes” " 643.3172%7 |byy-H;0*7 [715.3780°°  |bus™’

874.4392°7 [byy*” 652.3224*7 |by,*? 788.3045°" | bye-H,0*""
947 4635 |yas*" 690.2941 |be 790.1955*  |bgs*'®
9E1.4899"" |baa-MH;*" 713. 7146 [Baa*? g03.9670"" |[be*?
9B83.6182*" |bga*" 7443795 | bey~-NH,** |B10.7539%° bz *?
74650787 [y *" B17.6940%°  |bzg*”
756.4008%° h;*’ B34.4329*° h;*’

775.4079% [byp*? 875.9913%%  |bgg-MH;*"
BOB.4307*" [z *? B77.8831*"  |bga*”
BE0.4349"7 |Bey=H0*" |084. 85684  |Bgg***
B53.0079*7 [bay*” 066.8438%7  |bza*”
- 979.6603°" |bg "

985364277 |Bgg-NH,'® |
987.4926%"  |[bgs*"
511
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Figure 56 PRM spectrum of SEA; standard with assignment of fragment ions (SEA; at 25
ng/mL).
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Figure 57 Full-scan HRMS spectrum of SEA3 at 10 ng/g and internal standard at resolution R
of 17,500 and 35,000. No signal was detected at R 70,000.
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Figure S8 The 4 common PRM fragment ions used for quantification were identified from
each of the three most abundant charge states.
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Table 55 Method evaluation in BHI and milk. CV, bias, and signal in blank samples are
illustrated.

Full-scan HEMS

Targeted Full-scan HRBAS with

PRM with XiC

deconvolution

Bias % BHI 55 8.7 334

CV % BHI 5.8 7.8 6.6
Blank BHI MO MND Loww signal detected

CW % milk 6.4 5.3 18.5
Blank milk MO MND Loww signal detected

515

156



Table S6 Relative abundance of the fragment ions observed for each variant, in various spiked
concentrations, different strains in milk and BHI, and variations (CV3%).

C/OC level variant  ratio bi8/b11 ratio b19/b11 ratio b19/b11
QC BHI 25 ng/mL SEA_3 0066 ne5 Cve72 0293 ne5; CVe57 0061 neb; CWel(.d
QC Milk 25 ng/mlL SEA 3 0066 me5 Cve?.? 0291 ne5; Cved 3 0064 ne5; CVego0
C BHI 100 ng/mL SEA_3 0.061 0.297 0.060
C BHI 25 ng/mL SEA_3 0.059 0.287 0.055
C BHI 10 ng/miL SEA_3 0.050 0.2B8 0.038
C BHI S ng/mL SEA_3 0.036 0.279 0.034
C BHI 2.5 ng/mL SEA_3 0061 0152 0.050
Mean / CV% in BHI SEA_3 0,056 n=15; CW=19.7 0.266 n=15; CV=21.0 0.050 n=15; C\W=22.3

Strains variant ratio b18/b11 ratio b19/b11 ratio b19/b11

14S5BCLTTO SEA_1 0.054 ne2; CWelb.3 0276 ne2; Cyel2 3 0.070 ne2; CVelD
424 SEA 1 0064 mned; CWedgs 0338 ne?; Cveld 0082 n=2;Cvel7.A
0&CEB19G SEA_3 0.056 ne2; Cve3 8 0292 ne2;Cve2d 0058 neZ;Cve3dl
0SCEB231 SEA 3 0059 ne2; CWe35 0304 npe2; Cved5 0063 ne2; CWel2
10CEBRAD] SEA 3 0062 ne2; CVWeld 0299 ne2; Cve09 0061 ne2; CWe59
14SBCLA004 SEA_3 0.056 ne2; Cveld 0298 ne2;Cvedl 0063 neZ; CWe3 2
155BLCLAS2 SEA_3 0.059 ne2; Cved 1l 0312 ne2; CWe81 0.063 neZ; CWe?2 2
17SBLCLES3 SEA_3 0062 ne2; CWeB 8 02B6 ne2; CWe27 0066 neZ; CVed 7
19SBLCLES1 SEA_3 0061 ne2; CWe52 0304 ne2;CWel 2 0068 neZ; Cved 3
349E SEA 3 0065 ned; Cve9E 0303 ned; Cve2 3 0066 ne2; CWed s
16SBCL13GE SEA_4 0056 ne=2; CWel7.9 0286 ne2; CWe53 0070 ne2; CWs=19.0
16S5BCLEIS 5EA=-I 0.056 ne2; CWel7.2 0274 ne2; CWel2 0060 ne2;Cved 3
Mean / CV% Strains 0,059 n=26; CWV=5.9 0.298 n=26; CW=5.8 0.066 n=26; CW=9.5
13CER193 SEA_2 0693 ne2; CWeld 9 3014 mne2;CWeBd 1283 ne2; CWe92
hMean / CV% total
SEﬁm 0,058 n=44; CW=11.7 0.287 n=44; CV=12.5 0.061 n=4d; CW=17.9

QC: quality control

C: calibrator
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Table 57 Quantitative analysis of SEA toxin in supernatants of 13 SEA-producing 5. aureus
strains where four variants were identified by WGS, and two SEE- or SEP- producing strains.
SEA concentration are reported (in ng/mL).

5EA  Top-down by Bottom-up

Strains variant _targeted PRM protecmics ELISA
DBCEBR1SE SEA; 92.0 109 873
D9CER231 SEA; 188 165 191
10CEBADL SEA; 128 146 170
145BCL1004 SEA, 170 1590 165
1458CL770  SEA, 19.0 29.8 12.5
1558CL452  SEA4 142 200 158
165BCL1368 SEA, 32.7 298 115
165BCL899  SEA, 365 35.8 25.2
175BCLGS3  SEA, 140 198 113
195BCL591  SEA; 91.5 119 113
349E SEA, 157 211 121
424 SEA, 46.9 38.3 39.2
13CER1S3 SEAz MR 35.1 19.6
A4bA SEE ND ND MND
185801855 SEP MWD ND MND
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SEA3: SEKSEEINEKDLRKKSELQ LGNLKQIYYYNEKAKTENKESHDQFLOQHTILFKGFFTD
SEA1: SEKSEEINEKDLRKKSELQ LGNLKQIYYYNEKAKTENKESHDQFLOHTILFKGFF
SEA«: SEKSEEINEKDLRKKSELQ LGNLKQIYYYNEKAKTENKESHDQFLOQHTILFKGEFF

Figure S10 A1) zoom on targeted PRM fragment b20+4 and A2) zoom on targeted PRM
fragment b21+4. B) Sequence alignment between variants showing the mutation at amino
acid 21 of the SEA1 variant.
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Figure 511 XIC Signal of fragments b112+/b184+/b194+/b204+ from SEAl1-4 following
multiplex PRM acquisition.
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[1.B.3 Conclusion et discussion de I'article 2

Dans cet article, nous avons développé une méthode de détection et de quantification des
variants de la toxine SEA par protéomique « top-down ». L’optimisation du mode d’acquisition
non ciblé (full HRMS) a permis de discriminer les quatre variants de la SEA. Ce mode
d’acquisition non ciblé offre la possibilité a terme de détecter la présence de nouveaux
variants de la SEA. En paralléle, I'acquisition ciblée PRM, apres optimisation, est la méthode
la plus sensible (LOQ a 2.5 ng/mL de SEA) et la plus spécifique (via le suivi de I'abondance
relative des ions fragments) pour la quantification absolue.

Dans un premier temps, nous avons optimisé la préparation de I’échantillon. Cela a consisté a
reprendre les conditions d'immunocapture proposées dans I'article 1 mais en augmentant les
concentrations de billes et d’anticorps (par un facteur huit) tout en conservant un méme ratio.
L'immuno-enrichissement a été suivi d’une étape d’élution pour séparer la toxine des
anticorps. L'optimisation de cette étape d’élution n’a pas été décrite dans I'article 2 mais sera
présentée a la page suivante. Nous avons ensuite optimisé les conditions d’acquisition par
spectrométrie de masse. Pour le mode d’acquisition full HRMS, deux méthodes de traitement
des données ont été proposées : soit par déconvolution du signal, soit par extraction du signal
des 3 principaux états de charge (XIC). L'avantage de la méthode par déconvolution est de
pouvoir détecter la présence de n’importe quel variant de SEA, méme s’il est encore inconnu,
par la mesure de la masse moléculaire. L’analyse de souches productrices des 4 variants de
SEA avec cette approche a permis de confirmer la détection et I'identification des variants
avec une erreur de mesure de masse inférieure a 15 ppm. L'analyse des variants en mode
d’acquisition PRM a mis en évidence des fragments communs (b1, bis, big, bo) permettant
ainsi la quantification absolue mais aussi des fragments spécifiques (b21, bes, Yyag) pour
confirmer la présence de mutations. Le mode d’acquisition PRM a été optimisé au travers de
différentes conditions : les états de charge ciblés, la résolution de I’Orbitrap, le « fill time », la
fenétre d’isolation et le multiplexage ; ce mode apparait au final comme le plus sensible avec
une LOQ de 2.5 ng/mL dans le milieu BHI. L'acquisition PRM a aussi détecté et quantifié la
présence de la toxine SEA dans du lait. Enfin, des analyses de souches productrices des toxines
SEE et SEP n’ont généré aucun signal, confirmant la forte spécificité de cette méthode. Une
étude de corrélation a été réalisée entre les résultats obtenus par protéomique top-down
(acquisition PRM) et ceux obtenus par bottom-up (article 1) ou par ELISA. Avec des pentes de
la droite de corrélation (y=Ax+B) observées a A=1.177 avec le bottom-up et A=1.014 avec
I’ELISA, nous confirmons la tres forte corrélation entre la quantification par top-down et les
deux autres méthodes.

Avec cette nouvelle méthode, il est désormais possible de détecter et de discriminer des
variants de SEA connus ou non avec une technique autre que les outils génomiques classiques
(WGS), et de confirmer leur production. De plus, il est possible d’atteindre une quantification
absolue en milieu de culture BHI mais aussi dans une matrice alimentaire comme le lait.

En perspective, et dans I'optique d’obtenir une meilleure sensibilité de la méthode, il sera
possible d’utiliser des boudins de dialyse lors de I'extraction de la toxine de la matrice (cf
article 1). Cette dialyse concentration a pour effet de concentrer I'échantillon a partir de
grands volumes (25 mL) avant I'étape d’'immunocapture. Un gain d’un facteur 2 a 3 a pu étre
ainsi observé suite a I'utilisation de cette méthode lors des analyses par protéomique bottom-
up. Il est donc tout a fait envisageable d’obtenir ce méme gain pour la méthode top-down.
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Une autre solution pour accroitre la sensibilité de la méthode serait I'utilisation d’une chaine
nano-LC, comme déja proposé en perspective a l'article 1. Mohr et al,3?! en 2010 ont testé
deux types de chaines : une micro-LC (diametre de colonne 1 mm) et une nano-LC (0.1 mm),
pour des analyses top-down sur plusieurs protéines de différentes tailles et avec un analyseur
Orbitrap. Ainsi, la LOD est descendue de 206 fmol en micro-LC a 8.1 fmol en nano-LC, soit un
gain d’un facteur 25 environ, pour la protéine carbonic anhydrase dont la masse est la plus
proche de celles des ESs (29006.68 Da). La colonne utilisée dans l'article 2 posséde un
diametre de 2.1 mm, il est donc envisageable d’obtenir un gain important de sensibilité en
passant par une chaine nano-LC.

Afin de répondre a la problématique de temps et de rapidité de rendu des résultats en période
d’analyse de TIAC, il faudra regrouper en une seule analyse, avec et sans fragmentation, les
acquisitions full HRMS et PRM. En effet le pic chromatographique étant d’environ 20
secondes, il y aurait suffisamment de temps pour multiplexer les deux acquisitions sans perdre
de signal (nous réalisons 2 injections consécutives pour le moment).

Cette méthode pourrait ensuite étre étendue aux variants des autres toxines (SE A, B, C, D, E,
G, H, I). Nous avons notamment montré la capacité du Q Exactive a détecter et caractériser
en mode d’acquisition full HRMS ou PRM ces différentes toxines sous forme intacte (travail
décrit a la suite).

Cette approche top-down pourrait étre mise en place dans les laboratoires de controle des
aliments pour confirmer les analyses génomiques. En effet, un géne codant pour un variant
pourrait ne pas étre exprimé par le S. aureus, le variant doit donc étre détecté au niveau
protéique. De plus, il arrive que S. aureus ne soit pas retrouvé lors d’une TIAC a SCP aprées
chauffage de I'aliment, ainsi I'analyse génomique WGS ne pourra pas identifier le variant
incriminé. Pour le moment, notre approche top-down permet de détecter des nouveaux
variants, mais pas de caractériser leur séquence. |l s’agit donc d’un outil complémentaire aux
analyses génomiques. En effet, les données générées par notre méthode top-down ne
permettent pas seules de remonter a la séquence protéique et donc a l'identification des
mutations du variant. Cependant, I'utilisation d’une cellule de collision plus adaptée au
séquencage protéique, telle que 'ETD*? ou I'IRMPD**® avec I'aide d’un logiciel de séquencage
de novo, pourrait permettre de caractériser de maniere plus exhaustive la séquence des
nouveaux variants, sous réserve d’'une sensibilité suffisante. A plus long terme, cela
permettrait d’avoir un outil de caractérisation des variants pour mieux comprendre la biologie
des ESs, comme par exemple I'impact des mutations observées dans la toxicité du variant.

11.B.4 Etudes complémentaires en lien avec I'article 2

II.B.4.1 Optimisation de I’élution des toxines

Lors des analyses par protéomique bottom-up, décrites dans l'article 1, aucune étape
d’élution n’était nécessaire car la digestion enzymatique était réalisée directement sur le
complexe bille - anticorps - toxine de maniére a libérer rapidement les peptides du complexe.
Cependant, les analyses protéomique top-down ne contiennent pas d’étape de digestion et
nous devions donc éluer la toxine pour la libérer du complexe formé avec I'anticorps. Adrait
et al,?*! ont réalisé en 2012 une élution de SEA par I'acide formique a 0.5%. Le risque avec
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cette approche est d’avoir un phénomene d’accrochage aux parois du tube d’élution ou au
cone de pipette si la protéine est en trop faible concentration, ceci malgré I'utilisation de
plastique « low bind ». Pour limiter ce phénomeéne, il est possible d’augmenter la
concentration en protéines dans le milieu avec I'ajout de BSA et/ou d’augmenter
I’hydrophobicité du milieu en ajoutant un solvant comme I'acétonitrile de maniere a réduire
les fixations hydrophobes des protéines aux parois.

Dans l'article 2, nous avons proposé un protocole pour éluer la toxine, ce protocole a été
optimisé au niveau de la concentration en acide formique, en BSA et en acétonitrile afin de
limiter le phénomeéne d’accrochage. Six conditions au total ont été testées, regroupées
Tableau 18, avec une acquisition en mode full HRMS (conditions de l'article 2) et a une
concentration de SEA a 100 ng/g dans du BHI.

Tableau 18 Résultats et conditions de [’optimisation de [’élution de la SEA apres
immunocapture.

Parametres Résultats
Condition  Acide Formique BSA Acétonitrile Intensité CV % Résultat en %
1 0.1% 0.01% 10% 39049114 17.6 78.7
2 0.1% 0.01% 20% 43935230 2.5 88.5
3 1% 0.002% 10% 38403740 12.8 77.4
4 0.1% 0% 20% 44192938 0.4 89.1
5 1% 0.002% 20% 49626954 6.0 100.0
6 1% 0.01% 20% 25010304 0.7 50.4

L'intensité du signal a été mesurée aprés déconvolution, le résultat exprimé en % est un ratio
avec la plus forte intensité observée (100%). Pour les 6 conditions, les CV sont inférieurs a 20%
donc interprétables. On peut observer que le pourcentage de BSA a 0.01% semble impacter
I'intensité du signal, probablement par effet matrice (condition 6). Le CV% est inférieur a 10%
lorsque le pourcentage d’acétonitrile est augmenté a 20%, limitant certainement la variabilité
liée aux phénomenes d’accrochage. La condition 5 avec 20% d’acétonitrile et 0.002% de BSA
a été retenue car elle propose la plus forte intensité, méme si I’écart d’intensité est faible avec
la condition 4 sans ajout de BSA. Nous avons préféré conservé un faible pourcentage de BSA,
sans impact négatif observé sur le signal, pour limiter un éventuel accrochage a des
concentrations inférieures a 100 ng/g de SEA

[1.B.4.2 Analyse par protéomique top-down des protéines SE A, B, C, D, E et rA,
rG, rH, rl en tampon.

Durant cette thése, 9 protéines correspondant a différentes ESs étaient disponibles : 5 (SE A,
B, C, D, E) provenant de Toxin Technology (TT) sous forme de protéines natives issues de S.
aureus et 4 (SE rA, rG, rH, rl) produites au CEA/LERI sous forme de protéines recombinantes.
Afin de caractériser ces protéines de maniére globale, une analyse top-down a été réalisée
avec l'acquisition full HRMS pour confirmer la masse de la protéine et observer de potentielles
modifications de séquence. Puis I'acquisition PRM a permis de fragmenter les toxines dans le
but de confirmer les parties N-terminales et C-terminales. Les deux acquisitions sont basées
sur le protocole décrit dans I’article 2 mais avec une concentration en toxines de 20 pg/mL et
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sans I'étape d'immunocapture. Les résultats de chaque toxine seront décrits dans un premier
temps de maniere individuelle puis ils seront suivis d’une analyse comparative. Il est important
de noter que les toxines ont toutes un pont disulfure dans leur séquence (sauf SEl), pris en
compte lors du calcul de la masse moléculaire théorique (analyses réalisées en conditions non-
réductrices).

La toxine SEA provenant de TT a été largement décrite précédemment dans I'article 2, aussi
elle ne sera pas développée de maniére individuelle dans cette partie.

La toxine SEB provenant de TT est décrite par le fournisseur avec la séquence de référence
d’Uniprot P01552. L’analyse full HRMS suivie d’une déconvolution a permis d’identifier une
masse de 28365.19 Da soit une différence de 1.08 Da (38.1 ppm) par rapport a la masse
théorique moyennée de 28366.27 Da. L'analyse en mode d’acquisition PRM a permis de
confirmer la partie Nter avec la présence de 7 ions b allant de b5 a b44 et de confirmer la
partie Cter avec la présence de 10 ions y allant de y5 a y41 comme décrit Figure 47. Les
résultats top-down confirment la séquence théorique décrite dans uniprot.

8L 29 e
ESQPOPKPDE LHKSSKFTGL MENMKVLYDD NHVSAINVKS IDQFLYFDLI YSIKDTKLGN
YDNVRVEFKN KDLADKYKDK YVDVFGANYY YQCYFSKKTN DINSHQTDKR KTCMYGGVTE
HNGNQLDKYR SITVRVFEDG KNLLSFDVQT NKKKVTAQEL DYLTRHYLVK NKKLYEFNNS
PYETGYIKFI ENENSFWYDM| MPAPGDKFDQ SKYLMMYNDN KMVHSKQV%F EVYLTTKKK
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Figure 47 Séquence de la toxine SEB (Uniprot P01552) avec la position des fragments b et y
observés.

Concernant la toxine SEC native (P34071), les résultats full HRMS concordent avec la séquence
proposée d’Uniprot avec une différence de 1.32 Da (47.8 ppm). L'analyse PRM a permis
d’identifier des ions b (4 ions de b5 a b44) et des ions y (10 ions y5 a y43) confirmant ainsi les
parties Nter et Cter de la toxine SEC comme décrit Figure 48.

88 3 g
ESQPDP[TPDE LHKSSEFTGT MGNMKYLYDD HYVSATKVMS VDKFLAHDLI YNISDKKLKN
YDKVKTELLN EDLAKKYKDE VVDVYGSNYY VNCYFSSKDN VGKVTGGKTC MYGGITKHEG
NHFDNGNLQN VLIRVYENKR NTISFEVQTD KKSVTAQELD IKARNFLINK KNLYEFNSSP
YETGYIKFIE NNGNTRWYDM MPAPGDKFDQ SKYLMMYNDN KTVDSKSVKI EVHLTTKNG
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Figure 48 Séquence de la toxine SEC (Uniprot P34071) avec la position des fragments b et y
observés.

La toxine SED provenant de TT est décrite par le fournisseur avec la séquence de référence
d’Uniprot de P20723. L’analyse full HRMS suivie d’une déconvolution a permis d’identifier une
masse de 26957.39 Da soit une différence importante de 16.84 Da (625.1 ppm) par rapport a
la masse théorigue moyenne de 26940.55 Da. Cependant, I'analyse PRM confirme les
séquences Nter avec la présence de 5 ions b allant de b32 a b47 et Cter avec la présence de 6
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ions y allant de y3 a y42 comme décrit Figure 49. Suite a ce résultat aberrant, les séquences
de SED provenant du souchier de ’ANSES ont été comparées a la masse mesurée. Le variant
SED3s(variant 3) a une masse théorique (26958.57 Da) correspondant a la masse mesurée avec
une différence de 1.18 Da (43.8 ppm). La séquence de SEDs et celle proposée par TT divergent
sur deux positions, non couverte par les fragments b et y observés : P89A et R103K comme
décrit a la Figure 49. Une analyse par protéomique bottom-up (acquisition DDA) de la toxine
TT a identifié les deux peptides avec les mutations de SED3 (NVDVYAIR et YSINCYGGEIDK), ce
qui va dans le sens d’une erreur dans la séquence proposée par TT. Ainsi, notre analyse top-
down a mis en évidence une erreur dans la séquence protéique transmise par le fournisseur,
résultat confirmé par bottom-up.

SED UnlprotP §38 UnlprotRb,\

NIDSVKEK ELHKKSELSS TALNNMKHSY AD|K|\|PI|IGEN KSTGD(]FlLEN TLLYKKFFTD
%NFEDLLIN FNSKEMAQHF KSKNVDWAI RYSINCYGGE IDKTACTYGG VTPHEGNKLK
ERKKIPINLW INGVQKEVSL DKVQTDKKNV TVQELDAQAR RYLQKDLKLY NNDTLGGKIQ
RGKIEFDSSD E|SKVSYDLFD|VKGDFPEKQL RIYSI]NK]TLS TEHLHIDIYL | YEK

%, 4
\-’ S % % o

Figure 49 Séquence de la toxine SEDs (provenant du souchier de I’ANSES) avec la position
des fragments b et y observés.

La toxine SEE provenant de TT est décrite par le fournisseur avec la séquence de référence
d’Uniprot de P12993. L’analyse full HRMS suivie d’une déconvolution a permis d’identifier une
masse de 26767.20 Da soit une différence de 342.43 Da (12958 ppm) par rapport a la masse
théorique moyennée de 26424.77 Da. Suite a ce résultat aberrant, d’autres séquences de SEE
provenant du souchier de I’ANSES ont été comparées a la masse analysée, sans succes. De
plus I'analyse PRM permet d’identifier des fragments y mais pas de fragment b. Apres
comparaison entre les séquences de SEA et SEE qui présentent une homologie de 82% (voir
Tableau 11), le peptide signal proposé par TT parait plus long de trois acides aminés par
rapport a celui de SEA. Une prédiction in silico du peptide signal a donc été réalisée, Figure 50,
pour la séquence de SEE en utilisant le logiciel SignalP version 4.1. Ce logiciel permet de
prédire la position du peptide signal3?2.

SignalP-4.1 prediction

C-score
S-score
Y-score

08 r

06 ¢

Score
(=]
s

0.2

o0 FHEETERRDEREERETERTTENT

MERTAF I LLLFIALT LTT SPLVNGHEKSEE] NEKDLAKKS ELGRNALSHLAGIYYYNEKA | T ENKESDDG

Peptidesignal | . ) .
4] 10 20 30 40 50 60 70

Position

Figure 50 Graphique de prédiction du peptide signal de la toxine SEE par le logiciel SignalP
version 4.1. Le C-score permet de distinguer les sites de clivage du peptide signal, le Y-score
indique les potentielles positions de fin du peptide, le S-score est une prédiction lissée du site
de clivage provenant du C-score brut.
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Cette prédiction a permis de corroborer I'hypothese d’un méme peptide signal pour SEE et
SEA, avec I'ajout de trois acides aminés « SEK » supplémentaires a la séquence SEE proposée
par Uniprot (P12993). Avec I'ajout de ces trois acides aminés, la masse théorique obtenue est
de 26768.15 Da soit une différence de 0.95 Da (35.5 ppm) en accord avec la masse mesurée.
L’analyse PRM a permis de confirmer la partie Nter avec 'identification cette fois-ci de 9 ions
b allant de b11 a b47 comme décrit dans la Figure 51. L’identification de ces ions b confirme
la présence de trois acides aminés supplémentaires comparés a la séquence de référence
proposée par Uniprot. De plus une analyse bottom-up (DDA) a identifié le peptide
« SEKSEEINEK », grace a une position « miss-cleaved » sur la premiére lysine.

Uniprot absent
° L Fo88

¢ < 3 < 93
SEKSEEINEK DILRKKSELQR NALSNLROIY | YYNEKATITEN KESDDQFLEN TLLFKGFFTG
HPWYNDLLVD LGSKDATNKY KGKKVDLYGA YYGYQCAGGT PNKTACMYGG VTLHDNNRLT
EEKKVPINLW IDGKQTTVPI DKVKTSKKEV TVQELDLQAR HYLHGKFGLY NSDSFGGKVQ
RGLIVFHSSE GSTVSYDLFD AQGQYPDTLL RIYRDNKTIN SENLHIDLYL|YTT “
=) = 4

P > v

Figure 51 Séquence de la toxine SEE (Uniprot P12993 + SEK) avec la position des fragments
b ety observés.

Les 4 prochaines toxines ont été produites de maniére recombinante, elles n’ont donc pas une
séquence similaire aux protéines natives. En effet, elles possédent toutes au niveau Nter une
méthionine pour initier la transcription et un tag histidine (...LEHHHHHH) en Cter pour la
purification de la protéine via des colonnes d’affinité de nickel.

La toxine rSEA provenant du CEA/LERI est décrite avec la séquence de référence Uniprot de
POAOL2. L’analyse full HRMS suivie d’une déconvolution, Figure 52, génére 5 masses et aucune
d’entre elles ne correspond a la masse théorique de 28287.85 Da (en vert dans la Figure 52).
Nous observons cependant un écart constant entre les masses d’environ 183 Da (voir Figure
52). Cet écart de masse correspond exactement a la masse d’'une molécule utilisée pour
inhiber les protéases, 'AEBFS, afin de protéger les protéines de la protéolyse. Cependant,
apres un long temps de stockage, cette molécule peut aussi interagir avec la protéine
d’intérét3?3, Retirer 183 Da aux masses observées ne permet cependant aucune
correspondance avec la masse théorique. Nous avons fait I'hypothése que la premiere
méthionine a été supprimée, ainsi nous avons soustrait la masse de la méthionine pour
aboutir a une masse théorique de 28157.02 Da (en bleu Figure 52), correspondant a une des
masses observées en tenant compte de la masse de I’AEBFS (28340.02 Da), différence de 0.36
Da (12.8 ppm). Actuellement aucune explication n’a pu étre donnée concernant les masses
observées a 28219.76 Da, 28403.24 Da et 28586.79 Da. Il pourrait s’agir de la rSEA avec une
autre modification non identifiée.

z 80 ns M 2834002

£o 183 Da

232-5:& 183 Da :*‘“U“ 183 Da
‘ 183 Da >
|

: |
i |31 Da (Met) ’l\
y | — \

28100 28150 2620 2840

0 22?‘53’ ?3,“&6 1”:;:'3
Masse théorique: 28287.85 Da

Figure 52 Déconvolution du signal de rSEA et schéma de la molécule AEBFS.
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L’hypothése de la perte d’'une méthionine a été confirmée, Figure 53, par I'attribution de 5
fragments b spécifiques de la partie Nter sur la séquence sans méthionine, allant de b11 a
b22. De plus, 11 fragments y compris entre y8 et y50 confirment la partie Cter avec le tag
histidine.
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HSWYNDLLVD FDSKDIVDKY KGKKVDLYGA YYGYQCAGGT PNKTACMYGG VTLHDNNRLT
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Figure 53 Séquence de la toxine rSEA (Uniprot POAOL2 + tag his) avec la position des
fragments b et y observés.

La toxine rSEG provenant du CEA/ LERI est décrite avec la séquence de référence d’Uniprot de
POAOL8. L’analyse full HRMS suivie d’une déconvolution a permis d’identifier une masse de
28234.66 Da soit une différence de 0.55 Da (19.5 ppm) par rapport a la masse théorique
moyennée de 28235.21 Da. Aucune masse correspondant a un gain de 183 Da pour la
molécule AEBFS n’a été identifiée, cela pourrait étre di a une conformation de la protéine
limitant les sites de fixation de la molécule AEBFS. L’analyse PRM a permis de confirmer la
partie Nter avec la présence de 5 ions b allant de b25 a b29 et de confirmer la partie Cter avec
la présence de 8 ions y allant de y11 a y49 comme décrit Figure 54. Les résultats top-down
confirment la séquence théorique décrite.

MQPDPKLDEL NKVSDYKNNK GTMGI\NMN|L|Y TSPPVEGRGV INSRQFLSHD LIFPIEYKSY
NEVKTELENT ELANNYKDKK VDIFGVPYFY TCIIPKSEPD INQNFGGCCM YGGLTFNSSE
NERDKLITVQ VTIDNRQSLG FTITTNKNMV TIQELDYKAR HWLTKEKKLY EFDGSAFESG

YIKFTEKNNT SFMFDLFPKK ELV|PF\4PYKF LN]]Y|GIJNKW D|SKSIKMEVF L|NTHLEHHHHHH

% % % % <

Figure 54 Séquence de la toxine rSEG (Uniprot POAOL8 + met + tag his) avec la position des
fragments b et y observés.

La toxine rSEH provenant du CEA/LERI est décrite avec la séquence de référence Uniprot
Q6VAMS. L'analyse full HRMS suivie d’une déconvolution révele 3 masses, comme le montre
la Figure 55, et aucune d’entre elles ne correspond a la masse théorique de 26310.72 Da. Une
différence de masse de 183 Da a pu étre identifiée entre les trois masses, correspondant a la
molécule AEBFS.

Aucun fragment y n’ayant pu étre identifié, nous avons fait ’hypothése d’une dégradation
d’une partie du tag histidine.
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Figure 55 Déconvolution du signal de rSEH et schéma de la molécule AEBFS.

En effet, I'élimination des 6 histidines en Cter permet d’obtenir une masse théorique de
25487.85 Da équivalente a celle analysée (25486.76 Da) avec une différence de masse de 1.09
Da (42.8 ppm). De plus, la perte des 6 histidines en Cter a été confirmée par I'attribution de
12 fragments y allant de y12 a y52, décrits Figure 56, sur la séquence ne comportant pas les 6
histidines. De méme, 7 fragments b compris entre b12 et b18 confirment la partie Nter avec
la présence de la méthionine.
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Figure 56 Séquence de la toxine rSEH (Uniprot Q6VAMS + met + sans tag his) avec la position
des fragments b et y observés.

La toxine rSEI provenant du CEA/LERI est décrite avec la séquence de référence d’Uniprot de
Q7X0E6. L'analyse full HRMS suivie d’'une déconvolution révele deux masses, Figure 57, et
aucune des deux ne correspond a la masse théorique de 26116.47 Da. Une différence de
masse de 183 Da a pu étre identifiée entre les deux masses correspondant a la molécule
AEBFS. Une différence de 33.76 Da est encore présente entre la masse théorique et la masse
analysée la plus proche, ce qui pourrait correspondre a une di-oxidation sur une alanine.
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Figure 57 Déconvolution du signal de rSEH et schéma de la molécule AEBFS.

En effet, le recouvrement de séquence par protéomique bottom-up (en bleu sur la Figure 58)
n’est pas total avec des portions de séquences non couvertes et possédant des alanines ou
des arginines. Enfin, I'analyse PRM a permis de confirmer la partie Nter comportant une
méthionine avec 6 ions b allant de b23 a b29, et de confirmer la partie Cter incorporant le tag
his avec 5 ions y allant de y9 a y26, comme décrit dans la Figure 58.
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Figure 58 Séquence de la toxine rSEI (Uniprot Q7X0E6 + met + tag his) avec la position des
fragments b et y observés et en bleu le recouvrement de séquence en analyse bottom-up (par
digestion trypsique).

A noter gqu’une erreur de masse systématiquement proche de +1 Da est observée pour
I’ensemble des analyses full HRMS réalisées sur les 9 protéines, conduisant a des écarts de
masse de I'ordre de 30-40 ppm, écart supérieur a ce qui est indiqué dans la littérature avec un
analyseur Orbitrap3!8. Aucune explication n’a pu étre trouvée. Dans l'article 2 nous avons
utilisé la masse mesurée pour I'étalon interne SEA; afin de recalibrer les spectres, ce qui
explique pourquoi les écarts de masse sont inférieurs a 15 ppm.

La fragmentation HCD réalisée lors de I'acquisition PRM a permis dans la plupart des cas de
confirmer les parties Nter et Cter des 9 standards, avec l'identification de plusieurs ions
fragments b et y majoritaires. Il est intéressant de rechercher une explication a la présence de
ces fragments majoritaires. Ives et al,3?* ont récemment décrit en 2020 I'existence de sites de
fragmentation préférentiels lors d’une fragmentation HCD, selon I'état natif ou dénaturé de
la protéine (Figure 59). Dans notre cas, nous sommes entre |'état natif et I’état dénaturé. En
effet, les entérotoxines sont analysées en milieu non réducteur et possedent donc toujours
leur pont disulfure (sauf pour SEI). D’autre part, les conditions de solvant et de température
de la source d’ionisation tendent a dénaturer la toxine (conditions non natives). Nous pouvons
tout de méme faire un lien avec les observations de Ives et al, 2020324,

L’acide aminé D (acide aspartique) est celui qui possede de loin la plus forte probabilité d’étre
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Figure 59 Probabilité d’observer les fragments b en fonction de [’acide aminé précédent,
d’apres Ives et al 2020.

a I'origine d’une fragmentation d’aprés leurs travaux, comme le montre la Figure 59. Il est
intéressant de constater que 7 des 9 toxines que nous avons analysées possedent des
fragments b majoritaires aprés un acide aspartigue. Comme par exemple avec la toxine SEB,
Figure 60, ou I'on peut observer la présence d’un fragment b intense au niveau d’un acide
aspartique (b5). D’apres la Figure 59 les acides aminés A, D, E, |, K, L et V sont ceux qui ont la
plus forte probabilité d’étre a I'origine d’une fragmentation, et nous retrouvons 58% des
fragments b (29/50 fragments) possédant un de ces acides aminés en derniére position.
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Figure 60 Spectre de fragmentation de la toxine SEB, identification des fragments majoritaires

Ives et al,32* 2020 ont également étudié la fragmentation en partie Cter produisant des ions y,
la probabilité d’observer les fragments y est illustrée Figure 61.
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Figure 61 Probabilité d’observer les fragments y en fonction de [’acide aminé précédent,
d’apres Ives et al 2020.

Average % of total intensity

L’acide aminé P (proline) serait celui qui posséde la plus forte probabilité d’étre a 'origine
d’une fragmentation. Cela est confirmé par nos analyses. Sur les 11 prolines retrouvées en
partie Cter de nos toxines, 8 sont a |'origine d’une fragmentation soit environ 81% de
probabilité de fragmentation, score proche de celui proposé par Ives et al 2020324, Toujours
pour la toxine SEB, Figure 60, nous observons deux fragments intenses apres des prolines (y36
et y38).

Il est intéressant de noter que les fragments b observés avec la SEA native issue de TT et la
rSEA sont en partie équivalents (b11, b18, b19, b20, b22), notamment l'ion b11, comme
illustré Figure 62, nettement majoritaire dans les deux cas (voir également article 2 Figure
1.C1). Cette observation s’explique probablement par la présence de I'acide aspartique en
position 11, site de fragmentation préférentiel en Nter comme suggéré par Ives et al 2020324,
A noter que la SEA de TT n’a pas généré d’ion y comparé a la rSEA, les histidines chargées
positivement devant favoriser la détection des fragments en Cter.
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Figure 62 Spectre de fragmentation de la toxine rSEA, identification du fragment b11

11.B.5 Conclusion et perspective partie B

En conclusion, nous avons pu caractériser |I'ensemble des protéines (sauf rSEl) par
proteomique top-down. Ce type d’analyse a permis de mettre en évidence dans certains cas
des écarts de masse notables par rapport aux séquences de références proposées d’Uniprot,
dds soit a une séquence protéique erronée ou soit a une erreur d’identification du peptide
signal. Pour les protéines recombinantes, il a régulierement été retrouvé la présence de
AEBFS, une molécule inhibitrice des protéases, utilisée pour conserver les protéines
recombinantes, induisant un écart de masse de 183 Da. Dans le cas de la rSEA, nous avons pu
identifier une perte de la premiere méthionine, confirmée par les ions fragments b.
Concernant la toxine rSEH, la perte du tag histidine a pu étre identifiée puis confirmée par les
ions fragments y. Pour la toxine rSEl une interrogation reste sur sa séquence ou des pistes ont
pu étre proposées mais par manque de temps non explorées. Enfin, les ions fragments
majoritaires y et b identifiés pour I'’ensemble des protéines permettront de développer dans
le futur une méthode multiplexe d’identification et de quantification par protéomique top-
down de I'’ensemble de ces 8 toxines, comme proposé dans l'article 2.
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II.C Résultats partie C : Détection et quantification d’un
large panel d’entérotoxines sans |'utilisation
d’anticorps, et applications.

[1.C.1 Introduction partie C

A ce jour, 35 types d’entérotoxines staphylocoques sont décrites dans la littérature dont 20
types possédent wune activité émétique démontrée®11827.404L75  Comme  décrit
précédemment, la norme NF EN ISO 19020 ne permet de détecter que les cing premiéres ESs,
les « classiques »'23124, La méthode LC-MS développée dans I'article 1 permet la détection et
la quantification des 8 premieres ESs dans les matrices alimentaires. Dans la littérature, des
auteurs ont proposé des méthodes ELISA simplexe permettant la détection de 11
entérotoxines autres que les classiques (SEG, SEH, SEI, SElJ, SEK, SEM, SEP, SEQ, SER, SEY et
SEO02) (cf paragraphe I.B.2.2). Cependant, ces méthodes ELISA ont pour la plupart du temps
été développées dans le cadre d’une étude précise et ne sont donc pas disponibles dans le
commerce. De plus, assurer le maintien a long terme de la production d’anticorps pour un
large panel d’ESs est la contrainte principale rencontrée lors de la mise en place des méthodes
ELISA. La solution consisterait a proposer un nouvel outil d’analyse utilisant des réactifs
disponibles dans le commerce. Afin de couvrir une large gamme d’entérotoxines, cet outil doit
étre multiplexe, spécifique et suffisamment sensible pour pouvoir détecter les faibles
concentrations d’ESs dans des matrices complexes.

La spectrométrie de masse apparait comme une alternative intéressante aux méthodes
immuno-enzymatiques. Nous avons illustré dans I'article 1 l'intérét de la protéomique
bottom-up : sensibilité (aprés immunocapture), spécificité et quantification multiplexe. Nous
avons vu l'apport de l'immunocapture pour la sensibilité, néanmoins la préparation
d’échantillons avant analyse par spectrométrie de masse ne nécessite pas forcément
I"utilisation d’anticorps. Il est néanmoins nécessaire de connaitre la séquence en acides
aminés des entérotoxines et des variants pour identifier les peptides protéotypiques et
proposer une méthode LC-MS ciblée.

Malgré l'intérét de la LC-MS pour la caractérisation des ESs, peu d’études ont été publiées sur
la détection multiplexe des ESs par LC-MS. Les études se sont principalement concentrées sur
la détection des 5 ESs classiques (SEA-SEE). Seulement quelques méthodes ont été publiées
sur la détection de 7 ESs émétiques par LC-MS: SEG, SEH, SEI, SEK, SEL, SEM, SEN, SEQ?24231,289-
295,305 Aucune étude robuste dédiée a la détection des 16 autres ESs par LC-MS n'a été décrite.
De plus, la détection de ces nouvelles ESs a le plus souvent été réalisée dans le cadre
d’analyses non ciblées (DDA) du protéome secrété par S. aureus. Ainsi, la spécificité de ces
méthodes pour la détection des ESs n'a pas été évaluée. Enfin, il n'existe pas de base de
données peptidiques établie (i.e. peptides protéotypiques) utilisable pour I'analyse LC-MS et
couvrant un grand nombre d’ESs et de leurs variants.

Un autre point concerne I'absence d’étalon de haute pureté et certifié, ceci pour un grand
nombre d’ESs, rendant la mise en ceuvre de méthodes quantitatives difficile. En effet, seuls

173



des étalons pour les 5 ESs classiques sont disponibles dans le commerce. Il est néanmoins
possible de proposer une méthode de quantification absolue par spectrométrie dans ces
conditions. Ainsi, la méthode dite "Hi3" présentée au chapitre | permettrait de s’affranchir de
I’absence d’étalon dédié comme décrit par Silva et al, 2006%%. En effet, cette méthode permet
une semi-quantification en utilisant I’étalon d’une protéine autre que celle recherchée. Pour
ce faire, la moyenne des signaux des trois « best » peptides des protéines recherchées est
comparée a celle des signaux des trois « best » peptides d’un étalon protéique commun.

Le premier objectif de ce chapitre est de proposer une méthode LC-MS permettant la
détection d’une large gamme d’entérotoxines sans utiliser d’anticorps, et d’estimer la
concentration des ESs sans étalon dédié. La méthode LC-MS a d’abord été optimisée en
utilisant des entérotoxines naturellement produites dans un milieu de culture par des souches
de S. aureus. Pour ce faire, 49 souches de S. aureus ont été sélectionnées parmi les 500
souches disponibles a I’ANSES. Ces souches ont été précédemment séquencées et
caractérisées par WGS, notamment au niveau des génes codant les entérotoxines
staphylococciques. Les souches ont été sélectionnées pour couvrir a la fois I’ensemble des ESs
disponibles (soit 24) et leurs variants associés (soit 162 variants). L'extraction des ESs
produites par les souches de S. aureus a été réalisée par précipitation des protéines en
acidifiant le milieu de culture. Dans un premier temps, une analyse en mode non ciblé (DDA)
nous a permis d’identifier les peptides générés par digestion a la trypsine des ESs et
détectables par LC-MS. Au total, 207 peptides ont été identifiés. Une méthode ciblée PRM a
ensuite été développée pour accroitre la sensibilité de détection, et aussi confirmer les
« best » peptides parmi ces 207 peptides, c’est-a-dire les peptides prototypiques générant les
signaux les plus intenses en LC-MS. Concrétement, au moins trois peptides spécifiques pour
chaque type d’ES ont été sélectionnés. Comme décrit dans l'article 1 pour la toxine SElI,
augmenter le nombre de peptides par toxine permet de couvrir chaque variant. Ainsi, 93
peptides spécifiques ont été sélectionnés pour les 24 entérotoxines ciblées, et ont été inclus
dans la méthode PRM finale puis utilisés pour la quantification Hi3. Nous avons réalisé la
guantification Hi3 a partir d’'une gamme d’étalonnage moyenne issue des 5 solutions étalons
disponibles pour les entérotoxines SEA a SEE. Nous avons évalué ce protocole par le biais
calculé entre la quantification Hi3 et la quantification a partir des étalons dédiés (i.e. gammes
d’étalonnage individuelles de SEA a SEE). Enfin, la base de données peptidiques générée sur
un large panel d’entérotoxines sera mise a la disposition de la communauté scientifique
(article 3) et constitue un autre résultat de I'étude.
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11.C.2 Article 3: Multiplex detection of 24 staphylococcal enterotoxins
in culture supernatant using Liquid Chromatography coupled to
High Resolution Mass Spectrometry (LC-MS)

Donatien Lefebvre 12, Kevin Blanco-Valle 1, Jacques-Antoine Hennekinne *, Francois Fenaille 2,
Francois Becher 2, and Yacine Nia 1*
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Abstract: Staphylococcal food poisoning outbreaks are caused by the ingestion of food con-
taminated with staphylococcal enterotoxins (SEs). Among the 27 SEs described in the litera-
ture, only few enterotoxins can be detected using immuno-enzymatic based methods which
implementation depends strongly on the availability of antibodies. Liquid chromatography
coupled to mass spectrometry (LC-MS) was proposed but for detection of a limited number of
enterotoxins. In this work, LC-MS was developed for the detection and quantification of 24
SEs in culture supernatant. A database of 93 specific signature peptides and LC-MS parameters
were optimized using sequences of 24 SEs including their 162 variants. A Label-free quantifi-
cation protocol was established to overcome the absence of calibration standards. The LC-MS
method showed high performance in terms of specificity, sensitivity and accuracy. It was suc-
cessfully applied on 49 samples of culture supernatant naturally contaminated with SEs. SEs
concentration measured depends both on SEs type and on the S.aureus strains. This study
indicates that LC-MS is an alternative and complementary tool to ELISA methods mainly used
for SEs detection. LC-MS advantage clearly lies both in the multiplex analysis of a large number

of SEs, and in the automation of the analysis of a large number of samples.

Keywords: Staphylococcus aureus; Staphylococcal enterotoxins; Mass Spectrometry; signa-

ture peptides
Key Contribution: A database of 93 specific signature peptides and LC-MS parameters were

optimized using sequences of 24 SEs including their 162 variants. SEs expression by S.aureus

in culture supernatant strains depends both on SEs type and on the S. aureus strains.
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1. Introduction

Staphylococcus enterotoxins (SEs) are potent gastrointestinal exotoxins produced by Coagu-
lase Positive Staphylococci (CPS) including Staphylococcus aureus (S.aureus). They are re-
sistant to conditions (heat treatment, low pH) that easily destroy CPS, and to proteolytic en-
zymes, hence retaining their activity in the digestive tract after ingestion [1]. Consumption of
food contaminated by a few nanograms of SEs induce rapidly and abruptly symptoms such as
nausea, copious vomiting, abdominal cramps and diarrhea. Reported dose levels of SE in-
volved with foodborne outbreak are scarce and varying. The lowest suspected dose was esti-
mated for the type SEA at 0.06 ng of SEA /g [2]. Since 2011, the annual zoonotic reports of the
European Food Safety Authority [3] have highlighted SEs as a serious causative agent of food-
borne outbreaks. Thus, SEs are assumed a threat to public health.

SEs constitute a family of more than 27 different serological types sharing similarities in struc-
ture, function and sequences. However, emetic activity has only been demonstrated for 20
SEs (SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SES, SET,
SEY)[4-8]. SEs types SElJ, SEIU, SEIV, SEIW, SEIX, SEIZ, SEI26, SEI27 have not yet tested for their
emetic activity [9-12]. The genes encoding the different SEs are located on accessory genetic
elements, i.e., prophages, plasmids, pathogenicity, islands (SaPls), enterotoxin gene clusters
(egc) and the staphylococcal cassette chromosome (SCC). Recently, the implementation of
Whole Genome Sequencing tools showed that one S. aureus strain could contain between 1
and 11 types of staphylococcal enterotoxin genes (se) that can express SEs simultaneously.
Indeed, studies carried out on the investigation of Staphylococcal Food Poisoning Outbreak
demonstrated that one S. aureus strain is able to produce at least two types of SEs in the
contaminated food [13,14]. Moreover, the divergence of SEs is further increased by genetic
and amino-acid variations within each types, referred to as toxin variants [15]. For example,
17 variants were reported for the type SEI.

Present detection methods for SEs include bio-assays, Mass-Spectrometry (MS) and immuno-
enzymatic assays. This last one is the most often used. Currently, only the so called classical
enterotoxins (SEA, SEB, SEC, SED, and SEE) can be detected using commercially available de-
tection kits. For SEB, due to its potential dual use, more than 17 commercial kits are available
[16]. In food matrices, the five classical SEs can be analyzed according to the EN ISO 19020
using two validated commercial kits, Vidas SET2 (Biomerieu®) and Ridascreen SET Total (Rbio-

pharm®).
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Today, there are no commercially available reagents or kits allowing detection of the other
SEs having emetic activity (SEG, SEH, SEI, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SES, SET,
SEY). In fact, very limited studies were published on the detection of these SEs [17-24]. In
these studies, authors mainly focused on the development of ELISA methods using in-house
produced anti-SEs antibodies, which is the major drawbacks that have prevented these meth-
ods from being implemented on a large scale.

Mass spectrometry (MS) method is an interesting alternative to immunoassay. This technique
has the advantage of being sensitive, specific and allowing multiplex protein detection. MS
method can be optimized for multiplex analysis, once the sequences of the SE are character-
ized. Unlike ELISA methods, LC-MS can be implemented without the need of specific reagents,
which allows overcoming the need of antibodies. Moreover, LC-MS can be extended to the
newly described enterotoxins.

Only few studies were published on multiplex SE detection by MS technique. Among the 27
SEs described, studies mainly focused on the detection of the five classical SEs (SEA-SEE) in
order to overcome the lack of specificity of immuno-enzymatic assays. Few studies have been
published on the detection of the other 7 emetic SEs by LC-MS (SEG, SEH, SEI, SEK, SEL, SEM,
SEN, SEQ) [25—-33]. However, no studies have been published on a multiplex detection of all
emetic SEs.

Studies dedicated to the implementation of enzyme-linked immunosorbent assays and MS
methods for the detection of SEs have not taken into account the diversity of the sequence
variants of SEs, which may have an impact on their specificity. Only Lefebvre et al, 2021 used
sequences of 8 SEs (SEA to SEE, SEG, SEH and SEIl) and their variants for development of MS
method [34]. Last but not least, only the SEA, SEB, SEC, SED and SEE standards can be pur-
chased in lyophilized form and then reconstituted in the laboratory which can induce a signif-
icant bias. Thus, the lack of SEs calibration solution for all SEs prevents the implementation of
guantitative methods. To overcome this issue, the so-called “Hi3” using a proven label-free
guantification method can be implemented [35]. It has been described that the concentration
of a protein in a complex mixture can be estimated using the signal of the three most intense
peptides obtained from standard solution. This approach was used in different studies for the
analysis of the cytoplasm of various mutants of S. aureus and B. subtilis allowing an absolute

guantification of several proteins of the cytosolic proteome [36,37].

In this study, a label and antibody-free LC-MS method based on the bottom up proteomics

approach was optimized for the multiplex quantification of the 24 SE types in medium culture
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i.e. SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SElJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SES,
SET, SEIU, SEIX, SEY, SEIZ, TSST1. In order to overcome the lack of antibodies for the new de-
scribed SEs, a quick acid precipitation protocol was developed. A 93 signatures peptides data-
base was established for 24 SEs types taking into account 162 variants. The LC-MS method
was tested on 24 SEs produced in medium culture by a panel of 49 representative S.aureus
strains characterized by WGS tool for their content on se genes. The LC-MS method was eval-
uated in term of specificity, sensitivity and accuracy. Finally, SE quantification was performed
by the label free Hi3 method in order to overcome the absence of SEs standard solution. Types
of SEs and their concentrations secreted by each S.aureus strain were estimated, showing the
ability of each strain to produce simultaneously several types of SEs and at different concen-

tration levels depending on the type of SE.

2. Results and discussion

2.1.  Se genes characterization

Reference of S. aureus strains, types of se genes and their variants were presented in (Table
1). More detailed information on S. aureus strains were reported in Supplementary Materials

(Supplementary data origin of strains).

Among the 49 S. aureus strains. 45 strains (92%) were isolated from food samples mainly in-
volved in food poisoning outbreaks indicating their ability to express SEs. They were se-
guenced and analyzed using NAURA [15] genomic tool. Results showed that each S. aureus
strain harbors between two and 11 se genes. 11 se genes contain between two and five vari-
ants: sea (4), seb (4), sed (4), see (3), seh (4), sej (4), sep (3), seq (5), ser (4), ses (2), sez (4).
Eight enterotoxins contain between six and ten variants: seg (6), sec (10), sek (8), sem (9), sen
(9), seu (10), sey (6), and tsst1 (6). The four se enterotoxin sel, sei, seo and sex contains 11, 12,
13 and 20 variants, respectively. Finally, SET type has no variants. The sev, sew, sel26 and sel27
genes were not detected in the strains analyzed in this work. This may be explained by the
rarity of presence of these genes [15]. In total, 24 se genes and their 162 variants were har-
bored by the 49 S.aureus strains which were used to prepare SEs naturally contaminated me-

dium samples.

2.2.  Establishment of signature peptides database for each enterotoxin types:

178



The contaminated Brain Heart Infusion Broth (BHI) samples by SEs were prepared for each
S.aureus strain and then were submitted to the acid precipitation protocol, tryptic digestion
and LC-MS analysis as described in Figure 1.

SEs peptides obtained in contaminated BHI samples were analyzed by LC-MS in DDA mode
(non-targeted analysis) and were processed by X!TandemPipeline 0.4.3 [38] using both ge-
nomic sequences obtained by NAuRA genomic software [15] and DDA data. This step allows
to determine all peptides and their corresponding retention times (RT). In total, for the 24 SEs
and their variants, a first large list of 207 peptides was established (Supplementary data list of
207 peptides). Between four to 13 peptides were detected for each ES type (number of pep-
tides): SEA (12), SEB (12), SEC (14), SED (9), SEE (8), SEG (7), SEH (10), SEI (10), SElJ (6), SEK
(10), SEL (8), SEM (7), SEN (6) , SEO (8) , SEP (5), SEQ (13), SER (11), SES (7), SET (9), SEIU (4),
SEIX (9), SEY (8), SEIZ (5) and TSST1 (9). These 207 peptides were fragmented with 3 different
collision energies 15, 18, and 21% CE. The best collision energy was selected on the Extracted-
ion chromatogram (XIC) of the three most intense fragments for each peptide. Fragment se-
lection was performed using Skyline version 21.1 software [39], only the y ions were analyzed.
The fragmentation energies and the selected fragments for further quantification are shown
in Supplementary data (list of 207 peptides). An example of optimized collusion energy for

SEA is shown in Table 2.

These 207 peptides were analyzed in PRM mode for identification of the best responder pep-
tides as described in Lefebvre et al, 2021 [34]. Among these best peptides, the most intense
and non-interfered y-ion fragments were selected for peptide detection and quantification.
At least three specific peptides were selected for each type of enterotoxin taking into account
SEs variants. Therefore, 93 specific signature peptides covering the 24 SEs and their variants
were selected and included in a signature peptide database. Enterotoxins (and their number
of specific peptides) are: SEA (5), SEB (3), SEC (4), SED (3), SEE (4), SEG (5), SEH (4), SEI (5), SElJ
(4), SEK (4), SEL (4), SEM (4), SEN (3), SEO (3), SEP (4), SEQ.(3), SER (3), SES (4), SET (3), SEIU
(4), SEIX (4), SEY (4), SEIZ (5) and TSST1 (4) (see Supplementary Materials). An example of the
optimization and identification of specific peptides for enterotoxin SEA is described in Table
2. Only one common specific peptide (QNTVPLETVK, m/z = 564.8166) was detected in the four
variants. In order to avoid negative deviation, this result highlight the importance to optimize

several specific peptides for each type of SEs taking into account sequence variants.
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All peptides reported for SEA to SED in the literature were also detected in in the list of 207
peptides [40-44]. For enterotoxins SEA, SEB and SED, authors determined between two to
four specific peptides that we confirmed in this study [40—44]. Muratovic et al [40] reported a
set of eight peptides for SEA and eight peptides for SEB. These SEB peptides were identified
in our set of peptides. For SEA, six over eight peptides were available in our set of peptides.

There is no published work on the signature peptides representative of a larger set of SEs as
performed in this work. Moreover, for the first time, genomic data related to SEs variants were
taken into account for the selection of specific signature peptides. Thus, the established list of
the 93 specific signature peptides can be considered as a reference database for further works
on the detection of SEs using LC-MS method, and could be used for further applications in

food matrices.
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Figure 1: Workflow for detection and quantification novels SEs: 1-2) Production of SEs by S.
aureus, 3) elimination of S. aureus by centrifugation, 4) concentration of SEs by acid precipita-
tion, 5-6) tryptic digestion and addition of heavy pep-tides, 7) DDA analysis for peptide identi-
fication, 8) optimization of PRM for identified peptides by DDA and 9) method for analyzing
and quantifying SEs.

180



Table 1: identification of genes coding for enterotoxins with the NAuRA tool in 49 strains. Each number corresponds to a variant coding for an enterotoxin.

Strain sea seb sec sed see seg seh sei sej sek sel sem sen seo sep seq ser ses set seu sex sey sez tsstl
05CEB51 1 1 1 1 1 1 1 19 17 17
05CEB52 2 2 2 2 2 2 2 4 2 2
05CEB53 3 3 3 5 3 3 3 5
06CEB196 3 5 1 5 4 1 45
06CEB83 8 6 4 2
08CEB393 3 4 3 15 3 3 2 1 3 9
08CEB402 36 7
09CEB231 3 1 1 5
09CEB303 2 2 1 1
09CEB314 2 12
10CEB282 3 4 6 3 3 9
10CEB401 3 4 2 4 2 5
11CEB110 7 4 4 7 6 5 34 6
12CEB137 2 2 14 4
12CEB368 1 3 1 15 3
12CEB496 3 3 3 16
12CEB512 5 6 4 5 3 4 10 1
13CEB193 2 2 2 7 2
13CEB437 3 3 3 10 3 3 3 6
14A / FRI361 3 1 3 3 1 5 8 3 3 1 5
145BCL1004 3 10 4 5
14SBCL770 1 4 10 5 4 4 1 3
155BCL1151 1 3 4 7 4 3 3 5 9
155BCL1428 3 4 4 3 3 4 10 1
155BCL1438 7 11 1 6 5 9 22 4 1 5
15SBCL452 3 3 4 1 4 3 3 4 9
16SBCL1028 3 1
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165BCL1204
165BCL1368
165BCL246
165BCL259
165BCL899
175BCL25
17SBCL330
175BCL693
18SBCL601
185BCL855
19SBCL1059
19SBCL591
20SBCLO08
337E
349E
352E
356E
42A / FRIS6
43A / FRI137
44A / FRI1230
45A / FRI1151M
46A / FRI326

11

13

12

13

15

12

10

11

Number of
variants

10

12

11

13

10

20

182



Table 2: Optimization and identification of best peptides for SEA: Each peptide was identified by DDA analysis. Optimization for retention time (RT), charge
(z) / mass (m/z), fragmentation energy (EC%), and fragment ion. WGS result for the representativeness of the peptide.

. RT o a @ Not common Specific
SEA Peptide m/z z (min) EC% Fragments®") Detected detected® SEs®  peptide®
GLIVFHTSTEPSVNYDLFGAQGQYSNTLLR 1109.8930 3+ 14.9 18 vyo' yio*,yi2t 2,3 1,4 X
NVTVQELDLQAR 693.3728 2+ 95 21  yo',ys',yiot 1,34 2 X
QNTVPLETVK 564.8166 2+ 7.3 18 y&',ys',ys" 1,2,3,4 X
SELQGTALGNLK 615.8381 2+ 85 21 s, yo', yio© 3,4 1,2
YNLYNSDVFDGK 717.8304 2+ 10 18  ys', yo', yio© 1,34 2 X
GFFTDHSWYNDLLVDFDSK 769.3515 3+ 159 18  ys5',y6', y7' 3 1,2,4
QIYYYNEK 560.7691 2+ 6.0 18  vyi',ys', Vs 1,34 2 SEEgl' 2
SELQGAALGNLK 600.8328 2+ 85 18 s, ys", Yo' 1 2,3,4
GLIVFHTSTEPSVNYDLFGAQGQNSNTLLR 1093.5529 3+ 144 18 yg', yio', yio© 1,4 2,3
GFFTNHSWYNDLLVDFDSK 769.0235 3+ 154 18  ys', ye, vt 1,4 2,3
EVTVQELDLQAR 700.8726 2+ 9.8 18 &',y ve' 2 1,3, 4 SEEsl, 2, «
SELQGVALDNLR 657.8542 2+ 10.1 18  ys', ye', ys' 2 1,3,4

@) fragments selected for detection

() peptide was detected in variant number x (number of variant is available in Table 1)

() peptide was not detected in variant number x (number of variant is available in Table 1)

(4) peptide detected in another type of SEs

() five specific signature peptides ware selected for the detection of type SEA, taking into account the four variants
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2.3 Assessment of qualitative performance

Sensitivity, specificity ad accuracy of the developped LC-MS method were calculated for each
type of SEs based on the analysis of the contaminated BHI samples. Qualitative performances

obtained for each type of SEs were reported in Table 3.

LC-MS Specificity

Specificity describes the ability to obtain a negative result for a sample that does not contain
SEs whatever the SEs type and the variant analyzed (blank sample). In this work, specificity
was determined by confrontation of the signal detected by PRM to the WGS results.
Therefore, absence of PRM signal was expected when se gene was not detected by genomic

tool. It was calculated as follows:

Specificity (%) = Number of samples correctly analysed as negative for type x % 100
pectficity (%) = Number of blank BHI samples

Where number of blank BHI samples is the culture sample prepared with S.aureus strain
negative for the targeted se gene. For example, when SEA type is analyzed, blank sample must
be negative for sea gene even it contain other type of se genes. Specificity calculated was
100% whatever the type of the SEs meaning the absence of positive deviation. This highlighted
the absence of interference between different enterotoxin types. In fact, results obtained

were negative for the targeted enterotoxin despit the presence of other SEs types.

LC-MS Sensitivity

Sensitivity describes the ability to detect the correct type of SE for a sample that does contain
the SE type analyzed. In this work, sensitivity was calculated assuming that all se genes,
detected by genomic tool, expressed the corresponding SEs in BHI supernatant. For example,
If S. aureus strain added and incubated in the sampe contain sea gene, the enterotoxin SEA
must be detected by LC-MS, even this S. aureus was able to produce several types of SEs.

Therefore, sensitivity for the LC-MS method was calculated as follows:
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Sensitivity (%) = Number of SEs type correctly detected 100
ensitivity L) = Number of BHI samples containing the type of se targeted

The LC-MS method had a sensitivity of 100% for 20 SEs. However, for types SEL, SEN, SEO and
SEIU, sensitivity of the method was 93.8% (15/16), 76.0% (19/25), 88.5% (23/26) and 90.0%
(18/20), respectively. For SEN, SEO and SEIU types, negative deviations observed could be due
to the very low amount of enterotoxins expressed by egc operon. In fact, this operon is
harboring five types of SEs, SEG, SEl, SEM, SEN, SEO and SEIU. Even the sensitivity of the
method was 100% for types SEG, SEl and SEM. The measured concentrations were the lowest
and were close to the limited of detection (1 ng/mL), Table 5. This observation was reported
by Schwendimann et al, 2021 [45] that confirmed the expression of egc enterotoxins at very
low concentration comparing with the rest of SEs types. Finally, for type SEL, only one negative
deviation was observed (15/16) and could be due to a lack of expression of the sel gene by

this strain or to the very low amount produced in the BHI.

It is also possible to evaluate a global sensitivity for the 24 SEs. In fact, in the 49 BHI samples
analyzed, 335 enterotoxins were expected to be detected assuming that all se genes express
their corresponding SEs in the BHI supernatant. LC-MS method detected 323 SEs among them

giving a global sensitivity of 96.3%.

Sensitivity values obtained in our study can be considered as satisfactory taking into account
the multiplex detection of 24 SEs types and the bias that can be introduced by the non-

expression of se genes.

LC-MS accuracy

Accuracy combine specificity and sensitivity performances. It describes the ability to obtain a
correct result for samples negative for SEs and for samples that contain SEs. It was calculated

as follows:

2 %) Number of SE types correctly detected or not detected 100
= X
couracy Lh Total number of analysis
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Where the number of SE types correctly detected or not detected is the sum of number of
correct positive results when SE was expected to be detected and the number of correct
negative results when the SE was expected to be not detected, and Total number of analysis
corresponds to the sum of number of strains containing the targeted se genes and number of

strains negative for the targeted se gene (see Table 3).

LC-MS method developed in this study showed a 100% of accuracy for 20 SE types. For SEL,
SEN, SEO and SEIU types, LC-MS accuracy was 98.0% (48/49), 87.7% (43/49), 93.9% (46/49)
and 95.9% (47/49), respectively. As explained above, egc enterotoxins expression is the only

identified source of this deviation.

A global accuracy of LC-MS method can be calculated for the multiplex detection of 24 SEs.
Therefore, 1164 correct analysis were obtained in the 49 BHI samples over the 1176 analysis

carried out. Therefore, the global accuracy for the multiplex LC-MS method was 99.0%.

Qualitative performance criteria highlighted the high specificity of the optimized LC-MS
method dedicated to the detection of 24 SEs. Specificity, sensitivity and accuracy values can
be considered as satisfactory regarding the large number of targeted enterotoxins. In the
literature, such qualitative performance criteria were mainly reported for ELISA methods and
for very limited number of SEs. Nia et al, 2021 [17] calculated performance criteria for the
standard EN ISO 19020 for five classical enterotoxins SEA, SEB, SEC, SED and SEE in five
categories of food matrices. Specificity varied between 90 and 100% and sensitivity between
87 and 100% for the two most efficient immuno-enzymatic assays. Féraudet-Tarisse et al 2021
[46] developed immuno enzymatic tests for enterotoxins types SEA, SEG, SEH and SEl in
medium and evaluated the specificity on only eight S.aureus strains. Results showed absence
of cross reactions and were not interpreted in term of specificity, sensitivity and accuracy. For
LC-MS methods, specificity and sensitivity was evaluated only in case of three types of SEs,
SEA, SEB and SED. In this work, performance criteria were calculated using data obtained from
a large set of 24 SEs and their variants naturally produced in medium. This work is the first

comprehensive evaluation of LC-MS performance for detection of 24 SEs in medium culture.
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Table 3 qualitative performance of LC-MS method for the 24 enterotoxins

Toxins SEA SEB SEC SED SEE SEG SEH SEI SEIJ SEK SEL SEM SEN SEO SEP SEQ SER SES SET SEIU SEIX SEY SEIZ TSST1 Total
Strains Cogt;]'g"”g these 1, 7 47 & 3 23 6 26 9 8 16 24 25 2 5 9 9 2 1 20 42 10 6 9 323
Strains negative for
targeted se gene 35 42 32 43 46 26 43 23 40 41 33 25 24 23 44 40 40 47 48 29 7 39 43 40 853
Corresponding 14 7 17 6 3 23 6 26 9 8 15 24 19 23 5 9 9 2 1 18 42 10 6 9 311
enterotoxin detected
Positive deviation 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12
Negative deviation 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 6 3 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
Specificity (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Sensitivity (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 938 100 760 885 100 100 100 100 100 90.0 100 100 100 100  96.3
Accuracy (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 980 100 877 939 100 100 100 100 100 959 100 100 100 100  99.0
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2.4.  SEs quantification in BHI culture supernatant

Only five purified SEs standards are available in the market (SEA, SEB, SEC, SED and SEE). In
order to estimate concentration levels of the 24 SEs produced in the BHI and to overcome the
absence SEs standard solutions, an unlabeled quantification method according to Silva et al,
2006 [35] "Hi3" was used. Briefly, protein concentration can be estimated by the MS signal of
the sum of the three most reactive peptides of each protein compared to the best three pep-

tides of a standard at a known concentration [36,37].

In this study, a mixture of five SEs standard solutions (SEA to SEE) was spiked in 12 BHI samples
to obtain a calibration curve covering 12 concentrations: 0, 4, 10, 20, 40, 100, 200, 400, 1 000,
2 000, 4 000, 10 000, 20 000 fmol/mL (corresponding to 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50,
100, 250, 500 ng/mL at 25 kDa, respectively). Three best quantitative peptides of each SE
standard were used for quantification. For signal normalization, a set of 28 heavy peptides

was added at the same concentration in each sample and used as external standard.

The calibration curve, established according to Hi3 procedure, was tested individually for each
type of SEs standard solutions at the 12 concentrations in duplicat. Then, bias were calculated
and reported in Table 4.

The R? of each range is above 0.95 and the CV of replicates were below 20%. Calculated bias
can be interpreted as follow:

- At very low concentrations, (10 and 20 fMol): over the 10 calculated bias, 6 values were
> 30%.

- Between 40 and 20 000 fMol: SEA showed bias between 3.6 and 22.6%, excepted at
40 fMol, 37.9%. For SEB, bias varied between 0.5 and 28.6%. For SED, varied between -7.5 and
-37.8%. For SEE, bias varied between 12.2 and 35.9%. Finally, SEC showed a high bias compar-
ing to SEA, SEB, SED and SEE where values varied between 28.1 and 36.5%, excepted at con-
centration 40 fMol, -1.5%. Finally, among the 45 bias values calculated in this range of stand-
ard curve, 10 values varied between 30% and 40%. However, among these 10 bias values, 6
were obtained only for SEC.

In conclusion, the calibration curve obtained according to Hi3 procedure can be concidered as
representative for the four SEs types SEA, SEB, SED and SEE. For SEC, the calibration curve can

be used as semi quantitative due to the considerable bias observed.
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The limit of quantification (LOQ) was determined the five SE, based on bias below 20%. For
each SE, we observed at least two best peptides showing LOQ at 40 fMol corresponding to 1
ng/ml. (Figure 2).

In the absence of standard solution for 19 SEs studied in this work, it is difficult to extrapolate
the observations obtained for the 5 SEs (SEA to SEE) to the 19 SEs. However, we assume that
the standard curve obtained according to Hi3 can be implemented to obtain a semi-quantita-

tive SEs concentration in BHI medium.

Table 4: Bias (%) calculated for SEA, SEB, SEC, SED and SEE at the 12 concentrations of the

calibration curve, established according to Hi3 procedure

fMol 10 20 40 100 200 400 1000 2000 4000 10000 20000
SEA -79.7 -494 -379 -226 -130 -9.0 -126 -105 -9.0 -12.6 -3.6
SEB -536 -265 -286 -186 -11.8 -37 -83 -85 -64 -10.0 0.5
SEC -433 246 -15 281 294 349 339 319 326 320 365
SED -905 -476 -37.8 -352 -26.7 -20.1 -23.0 -21.5 -20.1 -187 -75
SEE -267 -44 178 261 273 359 325 278 245 157 122
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Figure 2 : Calibration range of SEA®, SEB ®, SEC ®, SED ® and SEE ® toxins. Mean of the five
ranges used for quantification (dotted line) and mean + 40% (dashed line). A/ Range up to
20,000 fmol/mL. B/ Range zoom up to 2,000. C/ Range zoom up to 200.
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2.5.  Application of LC-MS method for multiplex analysis of 24 enterotoxins produced by

S.aureus strains in culture supernatant

SEs were analyzed in the 49 BHI samples prepared for each S.aureus strain by LC-MS method
using the signature peptides data base and the Hi3 calibration curve implemented in this
study. Measured concentrations and median obtained for each type of SEs were reported in
Table 5.

Results obtained showed that one strain was able to produce between two to 11 SEs. Meas-
ured concentrations varied between LOQ (< 1ng/g) and 21943.4 ng/g. Among 335 enterotox-
ins that were expected to be produced by strains in supernatant, 323 enterotoxins (96%) were
detected by LC-MS. Among them, 215 (67%) were quantified and 108 (33%) were detected
bellow the LOQ (<1 ng/g) (Table 5). However, concentration levels depend strongly on the
type of SEs. Therefore, four SEs groups can be distinguished depending on their concentration
expressed by S.aureus strains:

- Very low level: SEG, SEI, SEN, SEM, SEO and SEIU, expressed by the genomic cluster
egc, were detected at very low level comparing to other SEs. Their concentrations were below
1 ng/g excepted for SEM (median 2.4 ng/g, n = 24). Also, SElJ was produced at very low con-
centration.

- Low level: the six enterotoxins SEL, SEP, SES, SEIX, SEY and SEIZ were weakly produced
with median between 5.0 ng/g (SEY, n = 10) and 11.6 ng/g (SEIX, n = 42). It should be noted
that the type SES was analyzed only twice at 6 and 18 ng/g. In this group, concentration meas-
ured depended also on the strain.

- Medium level: SEA, SED, SEE, SEH, SEK, SEQ, SER, SET, and TSST1 were produced at
relatively similar concentrations with a median between 29.6 ng/g (SER, n=9) and 60.5 ng/g
(SEA, n=14). SET was very rarely detected and was analyzed only in one sample at 65.6 ng/g.
For these nine enterotoxins, concentration could vary depending on the strain. For example,
for 14 strains, SEA concentration varied between 13.7 ng/g and 124.1 ng/g, with median 60.5
ng/g.

- High level: very high concentration were obtained for only SEB and SEC types with a
median 1731.3 (n = 17) and 3285.9 ng/g (n = 7), respectively. For SEB, concentrations varied
between 710.8 and 21943.1 ng/g, excepted for strain 337E (20.2 ng/g). For SEC, concentra-
tions varied between 65.2 and 8364.9 ng/g, excepted for strain 15SBCL1438 (2.2 ng/g).
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The total amount of SEs produced by each strain were reported in table 5. The lowest value
was 3.4 ng/g and a maximum of 22103 ng/g. Generally, strains containing SEB or SEC types
were the most toxin producing strains. However, strain containing only egc operon se genes
seemed to be the less producing enterotoxin. This was observed by several authors who con-

cluded that egc enterotoxins were less expressed than the classical enterotoxins [45-48].

The five types SEH, SEK, SEQ, SER, SET exhibited concentration levels comparable to classical
enterotoxins SEA, SED and SEE. The type SEH was reported only one time as involved in food
poisoning outbreak due to consumption of contaminated mashed potatoes. However, SEK,
SEQ, SER, SET were never detected in the frame of food poisoning outbreak investigations due
to the lack of methods targeting these enterotoxins [49]. Therefore, the present work showed
that SEK, SEQ, SER and SET should be studied for their toxicity and their possible involvement
in SFPO.

Even the set of 24 SEs was naturally expressed in the culture supernatant and quantified using

a semi-quantitative procedure. Results obtained highlighted the need of specific and sensitive

tools targeting a large number of SEs to properly investigate food borne outbreaks.
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Table 5: SEs concentrations measured in the 49 contaminated BHI samples using LC-MS method, the signature peptides database and Hi3 procedure.
LOQ = 1 ng/mL ; ¥ blank box: se gene note detected by genomic analysis and SEs was not detected by LC-MS ; ?) < 1: below LOQ ; ?) ND: se gene detected
by genomic analysis but corresponding SE was not detected by LC-MS

BHI sample Concnetration of staphylococcal enterotoxins type Total
contaminated SE]

With strain- B c Db E G H I I K L M N O P Q R S T IU IX Y IZ TSSTL inthesample
16SBCL1204 @ o <1 <1 NDO® <1 <1 14 20 <1 3.4
10CEB282 <1 <1 23 <1 <1 15 3.9
15SBCL1428 <1 <1 12 <1 <1 <l <1 61 7.3
08CEB402 51 28 7.9
08CEB393 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 46 6.0 19 125
11CEB110 13 <1 38 <1 <1 16 <1 65 13.2
19SBCL1059 <1 <1 38 <1 <1 54 8.9 18.0
356E 11 <1 52 <1 <1 29 91 5.0 23.2
16SBCL1028 8.0 17.1 25.1
16SBCL246 11 <1 5.7 <1 27 170 26.6
337E 20.2 <1 <1 25 <1 <1 <l 72 29.9
15SBCL1438 2.2 <1 10.0 ND ND <1 <1 44 112 2.9 30.7
14SBCL770 13.7 <1 <1 <l ND <1 <1 28.7 424
12CEB512 <1 <1 42 <1 <1 15 320 5.0 42.8
18SBCL601 60.0 135 735
09CEB231 26.8 284 <1 17.1 4.5 76.8
16SBCL899 18.6 <1 <1 <1 ND ND <1 59.6 78.2
16SBCL259 44.5 46.8 91.3
09CEB314 23.0 70.1 93.1
45A 80.1 <1 15.2 2.1 97.4
12CEB137 65.2 10.1 1.7 38.2 115.1
18SBCL855 57.7 1.2 <1l <1 47 <1 <1 119 29.6 15.1 120.2
09CEB303 7.0 21.2 18.0 65.6 18.1 129.9
46A 106.1 27.7 36.9 170.7
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15SBCL452 98.1 <1 <1l <1 43 <1 <1 30.5 384 171.3
349E 824 62.2 <1 314 4.6 180.7
352E 116.1 <1 6.4 ND ND ND <1 37 56 730 204.8
06CEB196 39.9 67.4 <1 270 400 332 12.2 219.7
19SBCL591 56.5 62.6 324 69.7 259 247.1
43A 218.4 <1 1219 <1 302 <1 <1 <1 ND 11.0 381.5
20SBCLO08 393.7 1.9 4.6 189 72 13 <1 42 326 464.4
17SBCL693 76.5 157.4 324 49.2 103 112.4 311 469.3
16SBCL1368 28.2 167.2 111 45.7 386.9 639.2
44A 550.5 37.8 <1 614 9.7 5.9 665.4
05CEB52 710.8 2.6 1.3 23 <1 20 31 525 354 36 813.7
05CEB53 1731.3 <1 <1 34 18 <1 <1 1.0 1737.5
15SBCL1151 2434.4 3.6 6.9 41.3 126 14 27 95.8 62.1 2660.7
13CEB193 66.0 2592.1 6.9 <1 460.5 31255
12CEB368 3285.9 321 41.0 15 74 3367.9
17SBCL330 3371.7 <1 <1 72 27 <1 <1 1.4 25.1 3408.2
06CEB83 3323.9 79.5 6.5 129.0 3538.9
05CEB51 4341.8 <1 521 <1 125 <1 ND <1 <1 338 4440.3
17SBCL25 5154.5 <1 1.0 <1 <1 <1 46.2 5201.7
13CEB437 5524.9 <1 <1 ND 26 <1 <1 15 5529.0
12CEB496 1241 5651.8 45.9 29.5 5851.2
10CEB401 64.4 6238.2 205 135 445 9.5 6390.7
14A 7798.6 30.1 <1 <1l <1 79 20 <1 <1 47.1 <1 7885.7
14SBCL1004 941 8364.9 17.7 16.3 8493.0
42A 43.7 21943.4 354 59.8 20.9 22103.2
Median 60.5 3285.9 17313 600 445 <1 560 <1 <1 339 103 24 <1 <1 54 598 296 120 656 <1 116 50 58 596
max 124.1 219434 83649 80.1 1061 36 1219 69 7.0 492 795 126 14 27 119 1124 471 180 656 4.2 70.1 354 369 4605
min 13.7 20.2 22 284 230 <1 324 <1 <1 205 34 <1 <1 <1 <1 277 46 6.0 656 <1 <1 20 <1 2.9
SE number 14 7 17 6 3 23 6 26 9 8 16 24 25 26 5 9 9 2 1 20 42 10 6 9
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3. Conclusions

This work highlight the interest of LC-MS method for SEs multiplex analysis without need of
specific reagents such in the case of immuno-enzymatic assays. Highly specific and sensitive
LC-MS method was developed for multiplex detection of 24 SEs types in culture medium. The
protocol was based on acid precipitation and enzymatic digestion followed by specific peptide
detection. To enhance the accuracy of the method, a database of 93 signature peptides was
optimized using the complete sequences of the 24 SEs including their 162 variants available in

supplementary data.

The LC-MS method was successfully tested on 49 naturally contaminated BHI samples. Hi3
procedure was adopted to overcome the absence of SEs standard solution for 19 SEs. Results
showed the ability of S. aureus strains to produce simultaneously between one and 11 types
of SEs. However, the concentrations expressed depend strongly on the type of SEs. The lowest
concentrations were obtained for enterotoxins SEG, SEI, SEM, SEN, SEO, SEIU expressed by
egc operon (< 1 ng/g). SEB and SEC were expressed at very high concentration and achieved

the pg/g level.

The present study indicates that the newly described SEs should be taken into consideration
during food borne outbreak investigation, as S.aureus strain is able to express simultaneously
several SEs including these new SEs. The LC-MS is a promising method for multiplexes detec-
tion of SEs and deserves more development to be applied to food.

4, Materials and Methods

4.1.  Chemicals and Reagents.

Ammonium bicarbonate (AB), brain heart infusion (BHI), dithiothreitol (DTT), iodo-acetamide
(IAA), analytical grade formic acid, hydrochloric acid (HCI), trichloroacetic acid (TCA) were pur-
chased from Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA), RapiGest SF from Waters Corporation
(Milford, MA), Ultrapure water from a Milli-Q plus purifier (Millipore, Bedford, MA). Sequenc-
ing grade-modified trypsin was purchased from Promega (Fitchburg, WI, USA).

Highly purified freezedried SEs were purchased from Toxin Technology, Sarasota, FL, USA
(batch 120794A for SEA, 61499B1 for SEB, 113094C2 for SEC, 12802D for SED and no 70595E

for SEE) and were rehydrated according to the manufacturer’s instructions to obtain stock
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solutions. Briefly, 1 mL of osmosed water was added to 1 mg of SE powder to obtain a theo-
retical concentration equal to 1 mg/mL. The Uniprot (http://www.uniprot.org) sequence en-
tries were POAOL2, P01552, P34071, P20723, and P12993, respectively. Synthetic heavy pep-
tides with labeled Lys [13C6; 15N2] (+8 Da) and Arg [13C6; 15N4] (+10 Da) were synthesized
by Thermo scientific (Bremen, Germany) in Pepotec grade (supplementary data list of 207
peptides).

Safety Precaution: due to the high toxicity of SE, experiments were performed in accordance
to safety rules for the handling of toxic substances and using personal protection equipment.
SE contaminated solutions and consumables were inactivated overnight with 2 M NaOH be-

fore elimination.

4.2. S. aureus strains and enterotoxins sequences

49 S. aureus strains were used in this study: 6 reference strains obtained from Pasteur Institute
collection (France) and 43 S. aureus strains from Anses collection including 40 strains isolated
from different types of foods involved in Staphylococcus Food Poisoning Outbreaks and three
strains isolated from own check. The origin of the strains are detailed in Supplementary data.
The enterotoxin genes profiles were analysed for their staphylococcal enterotoxins genes us-
ing the genomic tool NAuURA (https://github.com/afelten-Anses/NAuURA). The screening of the
enterotoxins was performed using the gene sequence and their relative protein sequence of
the already described 27 SE and the estimated parameters of Blast in Merda et al. Alignment

of sequences is detailed in Supplementary data.

4.3. SE expression in culture supernatant and sample preparation.

Strains were incubated for 24 hours at 37°C on Plate Count Agar Milk. Colonies were then
transferred in 40 mL of BHI at 37 °C for 18 hours and centrifuged at 3,000 g during 15 min to
discard the bacterial pellet. The supernatant was filtered through 0.2 um filter before SE anal-
ysis [34] (Lefebvre et al, 2021). 1.2 mL of the filtered supernatant was centrifuged at 15,000 g
during 10 min to discard residues. Then, 1 mL was recovered and mixed with 50 pL of TCA
100% during 5 min and toxins were precipitated by centrifugation at 15,000 g during 10 min.
The supernatant was removed and the protein pellet was resuspended with 20 uL of RapiGest
0.05% in AB500 (Ammonium bicarbonate 500 mM). Ten microliters of 20 mM DTT were added
and heated for 15 min at 95 °C to induce proteins denaturation. Then, 10 pyL of 45 mM IAA
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was added and incubated for 30 min in the dark at room temperature. Digestion was per-
formed with 1 pg trypsin for 3 h at 37 °C. After incubation, digestion was stopped with 5 uL of
1 M HCl and 10 pL of the mixture of labeled peptides was added to the samples. Ten micro-

liters were sampled for LC-MS analysis.

4.4.  Liquid Chromatography—Mass Spectrometry analysis.

LC-MS analysis were performed using an Ultimate 3000 chromatography system coupled to a
Q-Exactive (Quadrupole-Orbitrap) mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf,
France). Peptide separation was performed on an Aeris peptide XB-C18 reverse phase column
(150 mm x 2.1 mm; 1.7 um; 100 A; Phenomex, Torrance, USA) at 60 °C during 30 min. The
mobile phases were prepared in water with 0.1% formic acid (A) and ACN with 0.1% formic
acid (B). Following an isocratic step at 5% phase B, followed by a gradient from 5 to 40% phase
B in 20 min was realized at a mobile phase flow rate of 0.5 mL/min, before equilibration during
5 min. Eluted peptides were introduced into the Q-Exactive instrument by an electrospray
ionization (ESI) source. Data was acquired in the positive ion mode, capillary voltage was set
at 4 kV and temperature at 320 °C.

DDA mode (Data Dependent Acquisition) (Top 5) was performed with a resolution of 70’000
(Full MS) or 17°500 (ddMS2) at m/z 200 (FWHM), and normalized collision energy fixed to 18%.
The automatic gain control (AGC) target was constantly set at 1 x 108, fill time was adjusted at
128 ms. For PRM mode (parallel reaction monitoring), the isolation mass window was fixed at
1.2 Da. Collision energy was optimized in the HCD for each peptide as showed in Supplemen-
tary data. The AGC target was constantly set at 1 x 106, fill time was adjusted at 128 ms and
an Orbitrap resolution set at 35’000 at m/z 200 (FWHM) to reach at least 10 acquisition points

per chromatographic peak.

Supplementary Data: Annexe 3 de la these.
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[1.C.3 Conclusion et discussion de I’article 3

Dans ce chapitre de thése, nous présentons une méthode LC-MS permettant I'analyse de 24
entérotoxines staphylococciques produites naturellement dans un milieu de culture. Le
principe est basé sur une extraction par précipitation acide, suivi par une digestion trypsique
puis par une détection multiplexe des peptides protéotypiques par LC-MS en mode PRM.
Ainsi, cette méthode permet de s’affranchir des contraintes liées a la disponibilité des
anticorps, et donc d’augmenter le nombre des entérotoxines détectables. Cette méthode a
été développée et optimisée avec des entérotoxines produites naturellement dans un milieu
de culture, a I'aide du panel de 49 souches de S. aureus. Au final, un minimum de 3 peptides
spécifiques pour chaque entérotoxine a été sélectionné en prenant en compte leur présence
dans les variants et I'intensité de leur signal en LC-MS, soit un total de 93 peptides spécifiques
ou protéotypiques retenus pour I'analyse des 24 ESs.

En termes de performances analytiques qualitatives, la spécificité, la sensibilité et I'exactitude
de la méthode ont été calculées pour chaque type d’entérotoxine en se basant sur les données
WGS. Ainsi, un gene identifié par WGS signifie que la détection par LC-MS de I'entérotoxine
est attendue dans I’échantillon, et vice versa. Dans tous les cas étudiés, les analyses LC-MS ont
donné un résultat négatif (non détection de I'entérotoxine) quand le gene correspondant était
absent. Tous les types d’entérotoxines ont été détectés quand le géne correspondant a été
identifié en WGS, sauf pour quelques cas comme les types SEL, SEN, SEO et SEIU ou le gene a
été identifié par WGS, mais non détecté par la méthode LC-MS. Ceci peut étre di soit (i) a la
sensibilité de la méthode LC-MS optimisée, ou (ii) peut signifier que I’entérotoxine n’a pas été
exprimée. A ce jour, nous n’avons pas les moyens de vérifier ces deux hypothéses. De maniére
général, la méthode WGS et la méthode LC-MS (gene détecté-entérotoxine détectée) ont été
en cohérence dans 323/335 analyses, soit une sensibilité de 96,3%. Ces performances
obtenues sont comparables a celles publiées pour les méthodes ELISA, réputées les plus
sensibles?>. Cependant, la méthode LC-MS est plus avantageuse vu le nombre important
d’entérotoxines détectées en une seule analyse. Nos résultats montrent que la méthode LC-
MS optimisée est sensible et spécifique pour la détection des 24 entérotoxines dans le milieu
de culture BHI.

Cette méthode LC-MS a été appliquée a I'analyse et a la quantification des 24 entérotoxines
produites par les souches de S. aureus dans le milieu de culture BHI, aprés 16 heures
d’incubation. Pour ce faire, nous avons opté pour I'approche Hi3 afin de s’affranchir de
I’absence d’étalon pour 19 des 24 entérotoxines analysées. Des biais ont été calculés entre les
points de gammes de chacun des cing standards et la gamme de quantification en Hi3. De
maniére générale, les biais sont inférieurs a 25% sauf pour quelques points de gammes ou le
biais a été calculé entre 25 et 40% pour les 5 étalons (SEA-SEE). Ne possédant pas d’étalon
pour les autres entérotoxines, une projection de ces biais a été proposée pour I'ensemble des
autres ESs avec un biais maximum de 40%. Pour cela, notre méthode est considérée comme
semi-quantitative.

Une fois la méthode ainsi développée et évaluée, nous avons exploité les résultats obtenus
sur les 49 souches pour obtenir une premiere estimation des niveaux d’expression des

200



différentes toxines, données jusque-la inaccessibles pour I'ensemble des entérotoxines avec
les techniques précédemment développées. L’analyse des 24 entérotoxines produites par les
49 souches de S. aureus dans le milieu de culture aprés 16 heures d’incubation a permis de
distinguer 4 groupes d’ESs avec des niveaux de concentrations différents : un niveau de
production trés faible avoisinant la limite de détection, un niveau faible, un niveau moyen et
un niveau élevé, comme décrit dans I'article 3.

En termes d’'impact et de perspective, I'analyse des concentrations calculées pour chaque
toxine dans I'ensemble des souches peut conduire a quatre observations majeures :

- Les deux entérotoxines SEB et SEC sont les plus fortement produites. Ces deux
entérotoxines posseédent une homologie de séquence de 68,2% et leurs genes peuvent
étre positionnés sur des plasmides bactériens®.

- Les entérotoxines de Il'opéron egc sont les plus faiblement produites. Cette
observation met en question la toxicité des souches qui possedent uniquement les
génes de I'opéron egc. Le seuil de toxicité chez 'Homme pour chacune des ESs
présente dans I’egc n’est pas connu, de plus leurs effets pourraient étre cumulatifs.
Ainsi, il serait intéressant de vérifier la capacité de ce type de souche a produire
suffisamment de quantité de toxines cumulée pour déclencher les symptomes d’une
toxi-infection alimentaire.

- Les concentrations obtenues pour les entérotoxines SEH, SEK, SEQ, SER, SET sont
comparables a celles obtenues pour des entérotoxines classiques SEA, SED et SEE, qui
sont couvertes par les méthodes officielles et normalisées. Ce résultat montre la
nécessité de développer des outils pour détecter ces nouvelles entérotoxines, de plus
ces entérotoxines possedent une activité émétique démontrée.

- La mise en place d’une détection multiplexe a permis de confirmer la capacité des S.
aureus a produire simultanément jusqu’a 11 entérotoxines. Ce résultat signifie que
dans une matrice alimentaire, la toxicité d’une souche doit étre évaluée sur sa capacité
a exprimer la totalité des genes qu’elle posséde, et éviter de se focaliser uniquement
sur les entérotoxines classiques.

Cependant, ces observations ne concernent que les mesures des concentrations des
entérotoxines aprés 16 heures d’incubation, donc une analyse a un point fixe. De plus les
concentrations sont seulement estimées par notre méthode. Il est envisageable par la suite
de produire pour I'ensemble des 19 autres ESs, des étalons de calibration permettant de
passer d’une estimation de la concentration a une quantification absolue.

En conclusion, l'utilisation d’une préparation de I’échantillon sans anticorps préalable a
I’analyse par spectrométrie de masse et le panel de 49 souches de S. aureus caractérisé par le
WGS ont permis (i) d’établir une base de données de peptides protéotypiques pour les 24
entérotoxines staphylococciques et (ii) de mettre en place une méthode LC-MS ciblée et
multiplexe. Cette méthode sensible et spécifique a été appliquée avec succes pour détecter
et estimer le niveau d’expression des 24 types d’entérotoxines dans un milieu de culture. Les
résultats obtenus montrent qu’une souche de S. aureus est capable de produire jusqu’a 11
types d’entérotoxines simultanément. Dans cette étude, les concentrations des entérotoxines
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ont été mesurées apres 16 heures d’incubation. La connaissance des cinétiques d’expression
des différentes ESs par les souches de S. aureus, pourrait permettre d’identifier les ESs les plus
produites et de savoir a quel moment une dose toxique peut étre atteinte. Cela permettrait
de déterminer les points critiques des préléevements a effectuer dans les industries de
fabrication des aliments afin de prouver I'innocuité des lots a commercialiser. Ainsi, nous
proposons d’approfondir cette étude en réalisant des cinétiques d’expression des 24 types
d’entérotoxines sur une durée allant d’une heure jusqu’a 24 heures.

1.C.4 Etude cinétique d’expression des ESs dans du milieu de culture
BHI

Cette étude a pour objectif d’apporter des connaissances sur les profils d’expression des
différents types d’ESs par des souches de S. aureus. Ces informations permettraient de vérifier
a quel stade de leur croissance les souches de S. aureus expriment le plus d’ESs, quelles ESs
sont produites en premier et en quelles quantités. Cette étude permettrait également
d’identifier parmi les nouvelles entérotoxines celles qui peuvent étre ciblées en priorité lors
de linvestigation des TIACs. Cela permettrait donc de gagner un temps précieux lors de
I'analyse des échantillons incriminés. Par ailleurs, comprendre les phases critiques de la
production des différents types d’ESs par le S. aureus pourrait aider a anticiper leur expression
dans les aliments, et donc a adapter la procédure de recherche et d’identification d’ESs
pendant la fabrication des aliments.

Dans la littérature, de par le manque de méthodes analytiques, I'étude de I'expression des ESs
est souvent réalisée sur un nombre trés réduit d’ESs. Seules les ESs « classiques »%%3% et les
types SEG et SEl ont été étudiés3?®.

Le travail réalisé par Schwendimann en 2021 au cours de sa thése a permis d’étudier
I’expression des différents génes de I'opéron egc (seg, sei, sem, sen, seo et selu) a différentes
étapes de la cinétique de croissance des souches de S. aureus par quantification des ARNm.
Cependant, seulement deux entérotoxines, SEG et SEI, ont été quantifiées pendant les étapes
de croissances des souches de S. aureus. Les résultats de cette étude montrent que les ESs
sont exprimées a la moitié de la phase exponentielle de croissance de la bactérie, puis leur
expression semble s’arréter a la fin de cette croissance exponentielle. Derzelle et al, 2009%
ont également suivi par RT-PCR la production de 'ARNm de 18 génes codant pour des ESs,
afin de mieux comprendre leur expression. Les auteurs ont identifié 4 profils d’expression des
génes codant pour les ESs en fonction du stade de croissance du S. aureus. Cependant, la
guantification des entérotoxines produites par les différentes souches étudiées n’a pas été
réalisée par manque d’outils analytiques.

Durant le stage de M2 de Nina AVEILLA que j'ai encadré pendant 6 mois, nous avons utilisé la
méthode LC-MS décrite dans la partie 1.C.2 pour étudier la cinétique de production de 23
types d’ESs provenant de 6 différentes souches de staphylocoques (TSST1 n’a pas été testé).
Les souches utilisées dans cette étude sont pour la plupart a I'origine de TIAC.
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I1.C.4.1 Protocole de cinétique de production des ESs.

Les cinétiques de production des ESs ont été réalisées en incubant durant 24 h les souches S.
aureus dans un milieu de culture BHI (Brain Heart Infusion) en conditions de croissance
optimales, soit a une température de 37°C, en aérobie et sans sel. La croissance des S. aureus
a été suivie via la réalisation des mesures de densité optique (DO) a une longueur d’onde de
600 nm326-328_ Dans un premier temps, les colonies de S. aureus ont été mises en pré-culture
durant 12 h dans 5 mL de BHI. La DO de cette pré-culture a été ensuite mesurée. Une étape
de centrifugation a été effectuée afin d’éliminer les ESs potentiellement produites durant la
phase de pré-culture, le culot bactérien a été re-suspendu avec 5 mL de BHI propre. Ensuite,
les bactéries ont été introduites dans un flacon contenant 100 mL de BHI et mises sous
agitation a 200 rpm (rotation par minute) dans une étuve. Afin de s’assurer de toujours
démarrer les cinétiques avec la méme quantité de bactérie, il a été prélevé un volume calculé
de sorte que la DO soit égale a 0,020 au moment de départ de la cinétique (t0). A chaque
heure de la cinétique, 3 mL de culture ont été prélevés, leur DO a été mesurée puis la culture
a été centrifugée a 3000 g (= 5175 rpm) pendant 5 min afin d’éliminer le culot bactérien. 1,2
mL de surnageant en duplicat ont ensuite été récupérés puis utilisés pour I'analyse en LC-MS
suivant le protocole décrit dans I'article 3.

[1.C.4.2 Sélection des souches de S. aureus

Une sélection représentative de souches a été réalisée en se basant sur les données
génomiques disponibles au laboratoire de I’ANSES. De plus, I'analyse des souches dans I’article
3 a permis de mesurer la quantité d’ES exprimée aprés 16 heures de croissance bactérienne.
Les résultats de cette étude nous ont permis de sélectionner six souches, décrites en fonction
des types d’ESs qu’elles produisent Tableau 19. Comme la méthode développée en LC-MS
permet d’analyser 24 ESs, un ensemble de souches permettant de recouvrir ces 23 ESs a été
retenu (sauf TSST1). Le choix de ces souches a aussi été effectué en fonction des quantités
d’ESs produites, en effet, les souches produisant une quantité élevée d’ESs ont été
sélectionnées pour cette étude.

Tableau 19 Souches sélectionnées avec les genes des ESs identifiés par WGS

Souches Genes es (WGS)

09CEB303  sej, ser, ses, set, sex

05CEB52 seb, seg, sei, sem, sen, seo, seu, sex, sey, sez
15SBCL1151 seb, seg, sei, sek, sem, sen, seo, seq, sex
17SBCL693  seaq, sec, seh, sek, sel, seq, sex

18SBCL855  sed, seg, sei, sej, sem, sen, seo, sep, ser, sex
46A see, seq, sez
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[1.C.4.3 Résultat de la croissance bactérienne

La croissance des différentes souches de S. aureus sélectionnées a été suivie par mesure de la
densité optique (DO) a une longueur d’onde de 600 nm. Afin de vérifier la répétabilité, les
mesures de DO ont été effectuées a deux reprises pour un point de la cinétique et sur deux
colonies provenant de la méme souche, ce qui représente un duplicat biologique.
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Figure 63 Graphique logarithmique représentant la cinétique de croissance bactérienne des 6
souches étudiées par la densité optique (DO) sur 24h.

Les courbes du graphique, Figure 63, représentent la moyenne des résultats obtenus pour les
réplicats sur différents jours. Le suivi de la croissance des souches de S. aureus a montré un
profil similaire pour cing souches au cours des 24 heures de cinétique. En effet, trois étapes
peuvent étre distinguées :

- Une premiere étape de croissance exponentielle, est appelée phase exponentielle
(entre 0 et 4 heures),

- Une seconde étape correspondant a la fin de la croissance exponentielle (entre 4 et 7
heures)

- Et enfin une phase dite stationnaire (de 7 a 24 h) comme le montre la Figure 63.

Concernant la souche 18SBCL855, un profil inhabituel a pu étre observé. Durant les
manipulations réalisées sur cette souche, il a été noté que les bactéries précipitaient entre le
pointa 3 h et le point a4 h de la cinétique. Cette observation pourrait donc expliquer pourquoi
les mesures de DO ne sont pas cohérentes avec ce qui est observé dans les autres souches.
Les bactéries ayant précipitées, un amas bactérien a été formé et n’a donc pas été pris en
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compte lors de la mesure de la DO. Ce phénomeéne entraine une sous-estimation du nombre
de staphylocoques. En paralléle une recherche sur la présence de genes codant pour la
création de biofilms dans les souches étudiées a été effectuée. Ces recherches n’ont pas
donné de résultat probant car il a été démontré que I'ensemble des 6 souches contenaient
des génes codant pour la création de biofilms. Néanmoins, la croissance de cette souche
reprend a partir du point a t5h de la cinétique. Une des hypothéses qui pourrait étre envisagée
pour expliquer ce phénomene est que des colonies de bactéries se sont potentiellement
détachées du biofilm et ont pu poursuivre leur croissance dans le BHI. Concernant les cing
autres souches, le profil de croissance observé était bien celui attendu. En effet, des résultats
similaires ont été obtenus dans différentes études publiées sur la croissance de souches de S.

aureus. 3267328,

II.C.4.4 Résultats des cinétiques de production des ESs

La croissance de la souche 05CEB52 ainsi que les ESs quantifiées aux différents points de la
cinétique sont représentés Figure 64 Cinétique de production des ESs par la souche 05CEB52,
I’axe vertical de droite représente la concentration des ESs en ng/mL de BHI et I’axe vertical
de gauche représente la DO a 600nm avec une échelle logarithmique. Le cadre noir représente
le zoom du deuxiéme graphique. L’expression des ESs a été mesurée a I'aide de la méthode
présentée dans I'article 3. De maniere générale, les résultats obtenus montrent que différents
profils de cinétique d’expression des ESs peuvent étre identifiés selon la phase de production
et la vitesse de production. Les profils des autres souches et entérotoxines (dont la SEQ) sont
disponibles en annexe 4.

En effet 3 profils ont pu étre identifiés :

Un premier profil indique une production continue des entérotoxines sans atteindre
de limite jusque 24 heures (SEB, SEC, SED, SET et SEIX).

Un second profil indique une production rapide au début et qui semble s’atténuer au
moment de la phase stationnaire de la bactérie (SEQ, SEA, SEE, SEH, SEK, SEL, SES, SElJ, SEY,
SEP et SER).

Un troisieme profil indique une production trés tot dans la cinétique et atteint un
plateau a la fin de la phase exponentielle de la bactérie (SEG, SEI, SEM, SEN, SEO, SEIU et SE|Z).
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Figure 64 Cinétique de production des ESs par la souche 05CEBS52, [’axe vertical de
droite représente la concentration des ESs en ng/mL de BHI et [’axe vertical de gauche
représente la DO a 600nm avec une échelle logarithmique. Le cadre noir représente le
zoom du deuxiéme graphique.
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Figure 65 Représentation graphique de la quantité d’ESs produites au cours de la cinétique
par type de profils. Figure A comparaison entre deux souches productrices de SEB représentant
le premier profil, Figure B comparaison entre deux souches productrices de SEQ représentant
le second profil.
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A titre d’exemple, les résultats reportés en Figure 65 (A) montrent que le profil de production
de la SEB est similaire pour les deux souches étudiées. La SEB, représentant le premier profil,
commence a étre produite dés t4h et sa quantité de production croit en continu pour
atteindre des concentrations tres élevées : 1750 et 2200 ng/mL a t24h pour les souches
05CEB52 et 15SBCL1151, respectivement. Concernant la Figure 65 (B) pour la SEQ, le profil
d’expression augmente de maniére plus lente comparé a la SEB et atteint un plateau vers tSh
—t10h. De plus, sa production débute a t3h donc plus tot que pour la toxine SEB, représentant
le second profil.
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Figure 66 Figure A production de SEG, SEI et SEM par la souche 15SBCL1151, Figure B
production de SEG, SEI et SEM par la souche 05CEB52. Représentant le troisieme profil.

Le troisieme profil représenté ici par les ES G, | et M en Figure 66 décrit une production des
ESs dés t3h, en atteignant un plateau trés to6t a t4h, ainsi, il semblerait y avoir un arrét de la
production de ces ESs a partir de ce moment de la cinétique. Ces profils ont été obtenus pour

DO 600nm

SEB, SEC, SED,
SET, SEX

SEQ, SEA, SEE, SEH, SEK,
SEL, SES, SEJ, SEY, SEP, SER

Concentration théorique

SEG, SEl, SEM,
SEN, SEO, SEU, SEZ

Figure 67 Graphique théorique representant les trois profils identifiés pour la production des
ESs, et en noir la production de S. aureus
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les deux souches 15SBCL1151 (Figure 66 A) et 05CEB52 (Figure 66 B). Cependant, des
différences en termes de concentration des ESs ont été remarquées. En effet, La souche
05CEB52 produit les ESs (SEG/SEI/SEM) en faible concentration : entre 1,2 ng/mL (SEG) jusqu’a
8,4 ng/mL (SEM) contrairement a la souche 15SBCL1151 qui produit les mémes ESs a des
concentrations plus élevées : jusqu’a 55 ng/mL pour la SEM au point t6h. Il est également
intéressant de noter que I'ES qui présente le plus fort taux d’expression pour les deux souches
est la SEM, suivie de la SEI et enfin la SEG. Cet ordre de concentration est conservé dans ces
deux souches et ces genes sont issus du méme opéron (egc).

En conclusion trois profils d’expression, Figure 67 Graphique théorique représentant les trois
profils identifiés pour la production des ESs, et en noir la production de S. aureus , ont pu étre
identifiés en fonction de la croissance bactérienne. En effet, un profil (Figure 67 Graphique
théorique représentant les trois profils identifiés pour la production des ESs, et en noir la
production de S. aureus en bleu) montre une expression d’ES continue, débutant vers la fin
de la croissance exponentielle de la bactérie et atteignant des concentrations de I'ordre du
ug/mL (cas typique de SEB). Pour un autre profil (Figure 67 Graphique théorique représentant
les trois profils identifiés pour la production des ESs, et en noir la production de S. aureus en
rouge), I'expression d’ES a débuté au milieu de la croissance exponentielle de la bactérie puis
a atteint un plateau au milieu de la cinétique (cas typique de SEQ). Enfin, un dernier profil
(Figure 67 Graphique théorique représentant les trois profils identifiés pour la production des
ESs, et en noir la production de S. aureus en vert) semble se dessiner avec un début
d’expression a la moitié de la phase exponentielle de croissance de la bactérie qui se stabilise
et atteint un plateau au méme moment que la croissance bactérienne (cas typiques de SEG,
SEl, SEM). Ces trois profils ont été représentés schématiquement sur la Figure 67 Graphique
théorique représentant les trois profils identifiés pour la production des ESs, et en noir la
production de S. aureus et I’'ensemble des données est accessible en annexe 4.

Derzelle et al 2009°° ont proposé quatre profils d’expression des ESs. Cependant, le quatriéme
profil décrit est un mélange entre le profil de la SEQ (Figure 67 Graphique théorique
représentant les trois profils identifiés pour la production des ESs, et en noir la production de
S. aureus en rouge) et le profil de la SEB (Figure 67 Graphique théorigue représentant les trois
profils identifiés pour la production des ESs, et en noir la production de S. aureus en bleu). De
plus leurs travaux n’étaient pas basés sur I'analyse des entérotoxines mais seulement sur
I’expression des genes déterminés par RT-PCR. Ainsi ils n’ont pu obtenir aucune information
sur la réelle expression des toxines lors de leur cinétique.

Cette étude nous a permis d’acquérir de nouvelles connaissances sur I'expression des ESs par
les souches de S. aureus. Nous avons pu identifier les entérotoxines produites en premier, leur
quantité exprimée et leur profil d’expression. Certaines ESs avec une activité émétique
démontrée et actuellement non recherchées lors de TIAC mériteraient plus d’attention. Il
s'agit des entérotoxines SEH, SEK, SEQ, SER et SET dont le profil d’expression et les
concentrations produites sont similaires aux cing types des ESs les plus étudiées depuis 1950,
SEA a SEE (cf article 3). Ces nouvelles entérotoxines émergentes devraient étre plus
particulierement prises en considération lors d’épisodes de TIACs. Cependant, cette étude a
été réalisée en milieu de culture BHI et les profils pourraient étre différents en matrice
alimentaire. Il serait donc intéressant de mimer les conditions de productions naturelles des
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ESs dans des aliments en réalisant des cinétiques dans des matrices alimentaires propices pour
le développement du staphylocoque. Ce projet aurait donc pour objectif de comprendre
comment les souches expriment les ESs dans les denrées alimentaires, et ainsi a plus long
terme contribuer a la définition des étapes critiques de la production de I'aliment pendant
laquelle le contréle des ESs doit étre effectuée.

Le temps dédié a cette action n’a permis d’étudier que six souches. Il serait nécessaire de
confirmer les résultats de cette étude sur un plus grand nombre de souches. Il serait pertinent
également d’étudier des souches issues de TIACs d’origines différentes et qui possédent une
variabilité génétique, c.a.d. exprimant différents variants d’ESs.

11.C.5 Conclusion et perspective partie C

Dans cette partie nous avons proposé une méthode permettant I’analyse des entérotoxines
sans l'utilisation d’anticorps. Ainsi, pour la premiére fois, 24 entérotoxines ont pu étre
détectées et quantifiées dans du milieu de culture BHI en prenant en compte 162 variants. Ce
travail a permis la mise en place d’une base de données de 93 peptides protéotypiques « best
peptides » de chaque ES en prenant en compte les variants de séquence. Malgré les limites
de I'approche de quantification Hi3, sans étalon dédié, nous avons obtenu de nouvelles
données sur le processus d’expression des ESs par le S. aureus. Nous avons ainsi mis en
évidence trois profils d’expression des ESs qui sont produites a des quantités différentes. Ces
résultats, qui doivent étre confirmés sur un plus grand nombre de souches, donnent une
premiére orientation sur les nouvelles ESs a rechercher en priorité lors d’épisodes de TIACs.
En termes de perspective analytique, le protocole de préparation de |’échantillon sans
anticorps devra étre évalué sur des matrices alimentaires de complexité croissante,
notamment des aliments riches en protéines comme les matrices laitiéres. Il sera alors
certainement nécessaire de réaliser des optimisations pour atteindre une sensibilité
compatible avec les concentrations des ESs observées dans les TIACs, par exemple a 'aide
d’un fractionnement au niveau peptidique comme décrit dans I'état de I'art (cf paragraphe
[.C.3.2). Une autre alternative serait le développement d’anticorps semi-spécifiques comme
proposé a la suite de I'article 1.

209



Il Conclusion

210



Chaque année, seulement environ 10% des TIACs a staphylocoques sont considérées comme
confirmées « strong évidence », faute de disponibilité d’outils analytiques permettant la
confirmation de la présence de toutes les ESs. En effet, lors des analyses des échantillons
prélevés lors des épisodes de TIACs, les laboratoires agréés et les laboratoires de référence
mettent en place la méthode officielle préconisée dans le reglement européen (CE n°
2073/2005 modifié). Cette méthode (norme NF EN ISO 19020), basée sur le principe ELISA,
peut détecter cing ESs « classiques SEA-SEE», sans les discriminer, ni les quantifier. A ce jour,
aucune méthode alternative n’est disponible pour détecter I'ensemble des ESs. Au total, 35
ESs ont été décrites dans la littérature dont 20 ESs pour lesquelles une activité émétique a été
démontrée. Chacune de ces ESs posseéde entre 1 jusqu’a quelques dizaines de variants
protéiques. Par ailleurs, lors de linvestigation de nombreux foyers humains, il arrive
régulierement qu’aucune ES de type SEA-SEE ne soit retrouvée alors qu’une symptomatologie
typique d’intoxication a staphylocoques a été identifiée, et que des souches, possédant
d’autres génes codant les ESs, ont été isolées de produits suspectés étre a I'origine de TIACs.
Il est donc impératif de disposer d’un outil d’analyse et de confirmation rapide et capable de
viser une plus large gamme de toxines. Cet outil permettrait de mieux contréler les
contaminations en ES dans les chaines alimentaires en détectant les ESs émergentes, et donc
mieux protéger le consommateur.

L’état de I'art de ce travail de thése montre que la communauté scientifique s’est focalisée sur
le développement des méthodes de détection des ESs basées sur le principe ELISA, car elles
sont réputées pour leur grande sensibilité et sont faciles a mettre en place. L’augmentation
du nombre des nouvelles ESs décrites (10 nouvelles ESs lors des cing derniéres années) a mis
en évidence la limite majeure de ce type de méthodes : la difficulté de couvrir la totalité des
ESs décrites, liée notamment a I'indisponibilité des réactifs spécifiques tels que les anticorps.
A cet effet, la spectrométrie de masse, apparait comme une proposition pertinente étant
donné son apport pour les analyses protéomiques : spécificité d’identification de protéines en
matrices complexes, robustesse de la quantification, analyses multiplexes, la possibilité de
s’affranchir des anticorps. Cependant, les travaux réalisés sur la LC-MS se sont limités a ce jour
a I'étude d’'un nombre tres restreint d’ESs, rarement dans les aliments et sans prendre en
compte la présence de variants.

Dans ce projet, nous avons souhaité exploiter les capacités de la spectrométrie de masse pour
la détection, la quantification et la caractérisation des ESs dans les aliments et dans des
surnageants de culture. Nos avancées par rapport a I'état de l'art nous ont permis de
répondre a trois questions majeures :

- La spectrométrie de masse en mode ciblé combinée a une immunocapture offre-t-elle
une sensibilité suffisante pour la détection des ESs dans les aliments régulierement
impliqués dans des épisodes de TIACs ? En effet, de tres faibles concentrations d’ESs
sont souvent retrouvées (inférieures au ng/g). Globalement, quelle serait I'apport
d’une telle approche pour I'analyse des échantillons issus de TIAC ?
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- D’autre part, comment pouvons-nous envisager I'extension de la spectrométrie de
masse a 'ensemble des ESs, notamment celles pour lesquelles des anticorps ne sont
pas disponibles ?

- Etant donné le grand nombre de variants caractérisés par la génomique, quelle est la
valeur ajoutée de la spectrométrie de masse pour identifier les variants et limiter leur
impact sur les méthodes de détection des ESs ?

La spectrométrie de masse en mode ciblé combinée a une immunocapture offre-t-elle une
sensibilité suffisante pour la détection des ES dans les aliments régulierement impliquées
dans des épisodes de TIACs ? Globalement, quelle serait ’apport d’une telle approche pour
I’analyse des échantillons issus de TIAC ?

Dans un premier temps, nous avons répertorié les protocoles les plus sensibles pour
I’extraction et I'analyse des ESs par LC-MS dans les matrices alimentaires. L'approche
protéomique bottom-up en mode ciblé combinée a I’extraction par immunocapture a été
choisie car elle offre la meilleure sensibilité, et a donc été retenue en premier lieu pour évaluer
les performances de la LC-MS dans des conditions optimisées. Le protocole mis en place a
permis l'identification et la quantification simultanée de huit ESs (SEA-SEE et SEG-SEI) dans
des matrices alimentaires. L'acquisition en mode ciblé (PRM) a atteint des limites de
quantification comprises entre 0,1 — 0,5 ng/g, soit de I'ordre des concentrations retrouvées
dans des échantillons impliqués dans des TIACs. Nous avons également montré comment
notre méthode permet de quantifier 'ensemble des variants connus, sans les discriminer,
pour limiter le risque de résultat faux-négatif. Les analyses d’échantillons issus de TIACs
réalisées a partir de cette méthode ont permis de confirmer l'identification de I'ES impliquée
et sa concentration.

Pour certains échantillons naturellement contaminés, la confrontation des résultats obtenus
par la LC-MS d’une part, par des ELISA et par des PCR (pour la détection des génes se) d’autres
part a montré quelques divergences liées, soit a un manque de sensibilité de la LC-MS, soit a
une probable déviation positive des ELISA. Cette méthode LC-MS a ainsi montré son potentiel
et sa complémentarité, dans le cadre de la confirmation d’une TIAC a SCP, par rapport aux
deux techniques précédentes.

En termes de perspective, cette méthode LC-MS pourrait nécessiter une optimisation
supplémentaire afin d’améliorer la sensibilité et atteindre les niveaux pg/g. Pour ce faire,
I'utilisation de techniques de séparation performantes en amont (nano-LC) est un facteur a
prendre en compte.

Par ailleurs, la méthode LC-MS a été évaluée dans des matrices laitiéres au cours de cette
thése. Elle doit maintenant étre testée et validée sur d’autres catégories de matrices
alimentaires, afin d’identifier la sensibilité, la spécificité et la précision pour chaque ES dans
chaque catégorie de matrice alimentaire. A ce jour, il n’existe aucun référentiel ISO dédié a la
validation des méthodes d’analyse des toxines bactériennes dans les aliments. Afin de
caractériser les performances de la méthode développée, nous recommandons de s’inspirer
de la norme NF V03-110 Mai 2010 (Analyse des produits agricoles et alimentaires - Protocole
de caractérisation en vue de la validation d'une méthode d'analyse quantitative par
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construction du profil d'exactitude) ou de la norme ISO 16140-2:2016 Microbiologie de la
chaine alimentaire — Validation des méthodes — Partie 2: Protocole pour la validation de
méthodes alternatives (commerciales) par rapport a une méthode de référence.

Apreés validation, la méthode pourra étre déployée pour les analyses de routine au laboratoire
de référence national francais et au laboratoire de référence de I'union européenne tous deux
dirigés par I’ANSES.

Quelle est la valeur ajoutée de la spectrométrie de masse pour identifier les variants et
limiter leur impact sur les méthodes de détection des ESs ?

Les analyses génomiques par séquencage haut débit de S. aureus ont permis d’identifier de
nombreux variants de séquence pour chaque type d’entérotoxines. Nous avons observé
I'impact potentiel de ces variants, en termes de déviation négative, sur les méthodes de
détection basées sur des anticorps monoclonaux ou des peptides protéotypiques. Nous avons
pris en compte ce probleme lors du développement analytique des méthodes bottom-up, en
sélectionnant plusieurs peptides représentatifs de I'ensemble des variants et plusieurs
anticorps monoclonaux de capture pour chaque type. Cependant, I'approche bottom-up ne
permet pas d’identifier ou de discriminer le variant de séquence présent dans I'échantillon.
Les variants des ESs sont pour le moment peu étudiés, probablement car seul le séquencage
génomique permet de les identifier. Ces variants pourraient avoir une influence sur I'effet
émétique ou super-antigénique des ESs de par leur modification de séquence. Pour cette
raison, et aussi pour prévenir leur impact sur les méthodes de détection, une partie de ce
travail de theése a été orienté vers le développement d’'une méthode rapide d’identification
des variants protéiques. Pour cela, une approche protéomique top-down couplée a une
extraction par immunocapture a été mise au point. Le top-down permet d’analyser les
protéines dans leur globalité et donc d’observer, en théorie, I'’ensemble des modifications de
séquences. L'utilisation d’un variant rare (SEA;) comme étalon interne a permis de proposer
une quantification absolue. La méthode a été confrontée avec succeés au séquencage
génomique sur un panel de 13 souches de S. aureus productrices de quatre variants de SEA. Il
est aussi désormais possible avec cet outil de détecter un nouveau variant de SEA via
I"acquisition non ciblée, et de confirmer son expression. Cette méthode nécessitera d’étre
étendue a lI'ensemble des ESs, au moins les 8 premieres pour lesquelles nous disposons
d’anticorps, et d’améliorer la couverture de séquence par MS/MS pour bien caractériser les
nouveaux variants.

A noter I'intérét de cette approche pour vérifier le type de variant présent en cas d’incapacité
d’extraire le génome pour le WGS (souche absente, suite a un traitement thermique par
exemple). En effet, en cas de TIAC d’ampleur, les analyses génétiques par WGS permettent
souvent d’établir le lien entre les souches isolées dans des régions géographiques différentes
et/ou chez différents hotes. Cependant, si I'ES est produite, I'approche développée ici
permettrait de comparer non seulement le type de I'ES, mais aussi le variant associé. Ceci peut
apporter une information non négligeable pour les autorités compétentes dans la gestion des
litiges.
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Comment envisager l'extension de la spectrométrie de masse a I'ensemble des ESs,
notamment celles pour lesquelles des anticorps ne sont pas disponibles ?

Afin d’élargir la gamme de toxines analysables par spectrométrie de masse, nous avons
développé une méthode de quantification LC-MS « label-free » et sans anticorps. En effet,
I’extension du protocole basé sur 'immunocapture ne peut étre retenue car nous n’avons pas
a disposition ni des solutions étalons ni des anticorps couvrant tous les types des ESs.

Une préparation d’échantillons appuyée sur la précipitation acide des protéines a donc été
optimisée puis appliquée dans un premier temps a des surnageants de culture de S. aureus
pour I'analyse de 24 types d’ESs. La quantification absolue a I'aide d’étalon étant impossible,
nous avons proposé une méthode semi-quantitative fondée sur le principe Hi3 permettant
une estimation de la concentration via un standard protéique différent. Une approche
combinée LC-MS et WGS a été mise en place dans cette partie de travail afin de prendre en
compte non seulement les 24 types des ESs, mais aussi les séquences de leur variants. Nous
avons donc identifié 207 peptides parmi lesquels, 93 ont été confirmés comme « peptides
signatures » ou « best peptides » et représentatifs de I'ensemble des variants décrits dans la
littérature. Cette liste de 93 peptides constitue la premiere banque de données peptidiques
des 24 ESs, obtenue par une approche combinée LC-MS et WGS. Elle peut étre utilisée pour le
développement de futures méthodes ciblées par approche bottom-up dans des matrices
complexes. Par exemple quand des anticorps spécifiques seront disponibles pour les 24 ESs.
Cette approche d’analyse multiplexe de 24 ESs a été mise en place pour quantifier toutes les
ESs exprimées dans des surnageants de culture de souches de S. aureus (i) apres 18 h
d’incubation dans du BHI et (ii) en réalisant des cinétiques de suivi de production des 24 ESs
pendant 24 h a des conditions optimales. Cette étude nous a permis de :

- Constater qu’aprés 18 h d’incubation, tous les génes disponibles dans une souche de
S. aureus expriment la totalité de leurs ESs. Pour certaines souches, jusqu’a 11 ESs ont
été quantifiées a la fin de I'incubation.

- Repertorier quatre niveaux de concentrations : tres faible, faible, moyenne et tres
forte concentration. Cependant, la quantité des ESs exprimée dépend principalement
du type de I'ES.

- ldentifier via les cinétiques d’expression (entre O h et 24 h), les premiéres ESs produites
ou celles produites en fortes quantités, donc les ESs les plus a risque d’étre impliquées
dans des TIACs. En plus des ESs classiques, des ESs émergentes et trés peu étudiées
telles que la SEK, SEQ, SER, SET ont été répertoriées.

Les résultats de cette partie de these sont originaux et constituent une avancée considérable
non seulement dans la mise en place de la LC-MS pour I'étude des ESs, mais aussi dans I'étude
de la production des ESs émergentes par des souches de S. aureus.

Pour consolider cette étude, une plus large gamme de souches devra étre étudiée afin
d’approfondir et de confirmer ces résultats. De méme, il serait intéressant d’étudier des
cinétiques de production des ESs dans des matrices alimentaires riches en protéines
rencontrées régulierement lors de TIACs. Les cinétiques quantitatives de production des ESs
dans ces matrices pourraient permettre de déterminer les points critiques des prélevements
a effectuer dans les industries de fabrication des aliments afin de prouver I'innocuité des lots
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a commercialiser.

En termes de perspective, les conclusions de cette étude peuvent étre utilisées pour
déterminer les types des ESs émergentes a prioriser lors du développement de méthodes
analytiques (par exemple, pour la production d’anticorps et d’étalons de quantification). Dans
les études de toxicité des souches S. aureus, ces résultats montrent qu’il est trés important de
prendre en compte la totalité des ESs produites par la souche, et d’éviter de se focaliser sur
un seul type d’ES ou un groupe d’ESs lié a un opéron donné.

Au-dela de ces trois conclusions majeures, ce travail de thése montre que la quantification
absolue (ou semi quantitative pour le Hi3) reste un élément clé dans I'étude des ESs et leurs
impacts en termes de sécurité des aliments. En effet, la quantification de I’expression des ESs
nous a permis d’identifier des ESs qui sont plus exprimées que d’autres. Si certains facteurs
comme la « dose toxique » ou « LODso » doivent étre pris en compte, la quantification et les
effets cumulatifs issus de coproduction d’ESs par une méme souche de S. aureus semblent
étre indispensables pour déterminer les ESs a risque, comme cela a pu étre décrit par Umeda
et al 20213?° sur I'opéron egc.

Actuellement, la détection d’une seule des ESs, lors des analyses des produits avant leur mise
sur le marché par les industriels, conduit a la destruction du lot incriminé. A terme, une étude
quantitative des seuils « bénéfice/risque » permettrait de limiter la destruction de lots
d’aliments qui seraient considérés comme propres a la consommation (méme ¢s’ils
contiennent une quantité d’ESs jugée non toxique) et d’obtenir des retombées économiques
importantes dans le secteur alimentaire et pour la société en limitant les hospitalisations.

La mise en place du projet commun ANSES — CEA « EStaph » sous forme de thése, a partir de
novembre 2021, est le fruit de cette premiére collaboration réussie. L’objectif est de pouvoir
cibler au final une vingtaine d’ESs en mettant en place, a I'aide de nouveaux anticorps, un
dispositif de screening rapide (type ELISA rapide et/ou Lateral Flow immunoAssay LFA) et un
protocole d’extraction par immunocapture couplé a la technique LC-MS, permettant ainsi une
caractérisation fine des intoxications alimentaires au sein des réseaux du Laboratoire National
de Référence, et du Laboratoire de Référence de I’'Union Européenne. Dans cet objectif, des
toxines recombinantes et des anticorps monoclonaux seront produits.

Impacts du travail de these
Deux points peuvent étre détaillés comme impacts de ce travail de thése a I'échelle
nationale, européenne et internationale

A I’échelle nationale et européenne :

Disposer d’outils analytiques capables de détecter et quantifier 'ensemble des types ESs et
leurs variants est un enjeu majeur pour une meilleure compréhension et/ou caractérisation
des TIACs a SCP. Nous avons montré la complémentarité de la configuration la plus sensible,
I'immunocapture couplée a une acquisition en mode ciblé, pour I'analyse d’ échantillons réels
issus de TIACs ou nous avons atteint une sensibilité proche de celle des ELISA. La méthode LC-
MS proposée dans ce travail peut étre utilisée comme alternative et complément lors de la
caractérisation d’épisodes toxiques liés a la consommation d’aliments contaminés par des ESs.
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Son association avec les méthodes ELISA, PFGE, PCR et WGS va apporter des informations clés
lors de I’analyse des aliments et des souches dans des épisodes de TIACs. L’ANSES en tant que
Laboratoire National de Référence et Laboratoire de Référence de I’'Union Européenne pour
les Staphylocoques a planifié la validation de cette méthode pour la mettre en place en
routine. La documentation nécessaire pour l'intégrer dans le systeme de management de la
qualité (ISO 17025) est en cours de rédaction. Cette méthode sera donc utilisée pour apporter
des informations nécessaires a la prise de décision par les autorités compétentes.

A I’échelle internationale :

En plus de I'article publié dans un journal international et les 2 articles en cours de soumission,
un processus de normalisation au niveau international (ISO/TC34/SC9/WG30) de la méthode
développée a débuté, cette normalisation est portée par un groupe d’experts internationaux
pour I’évaluation des résultats de cette validation.
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Annexe 1

SEP
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YQCTGGTPFKTACMYGGVTLHDNNQLEEEKKVPINLWIDGKONTVPLGTVKTNKKEVTVQ
YQCTGGTPFKTACMYGGVTLHDNNQLEEEKKVPINLWIDGKONTVPLGTVKTNKKEVTVQ
YQCTGGTPFKTACMYGGVTLHDNNQLEEEKKVPINLWIDGKONTVPLGTVKTNKKEVTVQ
YQCTGGTPFKTACMYGGVTLHDNNQLEEEKKVPINLWIDGKONTVPLGTVKTNKKEVTVQ
YQCTGGTPFKTACMYGGVTLHDNNQLEEEKKVPINLWIDGKONTVPLGTVKTNKKEVTVQ
YQCTGGTPFKTACMYGGVTLHDNNQLEEEKKVPINLWIDGKONTVPLGTVKTNKKEVTVQ
YOCTGGTPFKTACMYGGVTLHDNNQLEEEKKVPINLWIDGKONTVPLGTVKTNKKEVTVQ
YOCTGGTPFKTACMYGGVTLHDNNQLEEEKKVPINLWIDGKONTVPLGTVKTNKKEVTVQ

KK A KA KA KA KKK AR A KA KKK KKK KKK KKK KKK KK KK KK KKK KKK KKK KKK

ELDLQSRHYLHETYNLYNTDAFNGKIQRGLIEFHPSSGDSVGYDLFGAQGQYPDTQLRIY
ELDLQSRHYLHETYNLYNTDAFNGKIQRGLIEFHPSSGDSVGYDLFGAQGQYPDTQLRIY
ELDLQSIHYLHETYNLYNTDAFNGKIQRGLIEFHPSSGDSVGYDLFGAQGQYPDTQLRIY
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ELDLQSRHYLHETYNLYNTDAFNGKIQRGLIEFHPSSGDSVGYDLFGAQGQYPDTQLRIY
ELDLQSRHYLHETYNLYNTDAFNGKIQRGLIEFHPSSGDSVGYDLFGAQGQYPDTQLRIY
ELDLQSRHYLHETYNLYNTDAFNGKIQRGLIEFHPSSGDSVGYDLFGAQGQYPDTQLRIY
ELDLOSRHYLHETYNLYNTDAFNGKIQRGLIEFHPSSGDSVGYDLFGAQGQYPDTQLRIY
ELDLOSRHYLHETYNLYNTDAFNGKIQRGLIEFHPSSGDSVGYDLFGAQGQYPDTQLRIY
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RDNKTIKSKNMHIDIYLYTT-- 260
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Annexe 2

Développement préliminaire d'une méthode par gel SDS-PAGE pour I'analyse des ESs en

matrice alimentaire

Une précipitation acide suivie d’un gel SDS- PAGE a donc été proposé, afin de concentrer les
ESs et de les séparer des autres protéines. Pour cela un protocole a été optimisé durant le
stage de master 2 de Mohamed Amine BERKAL que j'ai encadré a I’ANSES durant 6 mois. Des
tests de sensibilité sur la matrice lait ont été réalisés, suivis de tests sur une plus large gamme
de matrices alimentaires.

Protocole de la méthode par gel SDS-PAGE

La précipitation des ESs a été réalisée grace a |'utilisation du TCA (acide trichloracétique). Tout
d’abord une extraction de la toxine a été réalisée, comme décrite dans I'article 1, par dialyse
et concentration puis suivie d’une précipitation au TCA, comme décrit dans I'article 3. Le culot
récupéré lors de I'étape de précipitation protéique a été solubilisé dans 20 pl d’une solution
Laemmli 4X (BIORAD)/tampon bicarbonate d’ammonium (50/50). Ensuite, ces 20 pl ont été
chargés dans les puits d’un gel SDS-PAGE (Thermo Fisher, 12%) immergés préalablement dans
du tampon de migration Sodium Dodecyl Sulfate (SDS, novex®, BoltTM, USA). Une tension de
150 Volt a été appliquée et maintenue pendant 1h15 min. Aprés migration, la bande protéique
contenant les ESs n’est pas visible sur le gel, méme aprés coloration au bleu de Coomassie, car
les concentrations en ESs sont trop faibles. Pour localiser les ESs, un marqueur de poids
moléculaire (BIORAD, USA) a donc été utilisé, la bande de gel située entre les marqueurs de
masse 22 et 29 kDa (contenant les ES) a ainsi été découpée au scalpel. Cette bande a ensuite
été découpée en morceaux pour faciliter I'étape de digestion enzymatique. Les étapes du
protocole de digestion enzymatique sont décrites Figure 68 :

lére étape, nettoyage du gel : cette étape consiste a nettoyer les morceaux de gel contenant
les ESs par des lavages avec une solution de 60 pL d’acétonitrile/ammonium bicarbonate
50mM (50/50) puis une incubation de 15 minutes a RT. Ce lavage a été réalisé deux fois, suivi
d’un lavage a I'acétonitrile et d’'un séchage a 37°C durant 10 min.

2éme étape, réduction des ponts disulfures : afin d’obtenir une digestion enzymatique
efficace, les protéines doivent avoir les ponts disulfures réduits. Pour cela, 60 ul de DTT 20
mM ont été ajoutés aux morceaux de gel et le tout a été incubé pendant 30 minutes a 46 °C.

3eme étape, alkylation : cette étape permet de maintenir les cystéines sous forme réduite.
Pour cela, 60 pl IAA 45 mM ont été ajoutés aux morceaux de gel puis incubés pendant 30
minutes a 37 °C dans |'obscurité.

4éme étape, lavage : 60 pl d’acétonitrile/ ammonium bicarbonate 50mM (50/50) ont été
ajoutés aux morceaux de gels et incubés pendant 15 min a RT, suivi d’un lavage a I’acétonitrile
et d’un séchage a 37°C durant 10 min.

5éme étape, digestion trypsique : Afin de digérer les ESs imprégnées dans le gel de
polyacrylamide, 30 ul de la solution de trypsine a 40 ng/uL ont été ajoutés aux morceaux de
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gel puis incubés pendant 20 minutes a 4 °C. Finalement, 40 pl d’ammonium bicarbonate
50mM ont été ajoutés et le tout a été incubé sur une nuit a 37 °C.

Au cours de la digestion enzymatique des toxines, les peptides produits diffusent de la phase
solide (gel) vers la phase liquide (solution de digestion). Afin de récupérer tous les peptides,
les morceaux de gel ont été lavés a I'acétonitrile, séchés et éliminés. Une fois les peptides fixés
au fond du tube, ils sont alors re-suspendus par ajout de 40 plL acétonitrile/eau (5/95) suivi
d’une sonication durant 5 min. Finalement, 10 puL d’une solution de peptides alourdis de
toxines SEA-SEI (heavy peptide) a été ajoutée avant injection en LC-MS.

- Agent de précipitation
- Concentration d’A.P
- Temps et température
d’incubation

2. Précipitation par
———— acidification

3. Dialyse
concentration

X

4. Précipitation
*
oy
“% }"3
Standard ISO A ¥ %o

protéiq%
EN 19020 * K W
- Optimisation
5. Séparation de la découpe - Optimisation de I'extraction
en SDS-PAGE Optimisation 8. Heavy peptides S
dela
digestion

Fﬁ-ulmm !‘;j = \

1 i ‘ e

-

Mix de toxines (SEA-
SEl), [C] =5 ng/g

Analyse LC-MS/MS

QExactive en mode PRM

Temps d’analyse : 30 min

UHPLC, Aeris C18 peptide
150*2.1mm

1-8:différentes conditions
PM : marqueur de poids moléculaire
Découpes entre 22 and 29 kDa

Figure 68 : Protocole d’extraction des ESs sans anticorps (AP agent précipitant)

Résultat de I'analyse des protéines recombinantes SEA a SEl en matrices alimentaires

L’analyse des ESs via cette méthode a été testée dans du lait demi écrémé. Les 8 standards
ont été surchargés dans la matrice a des concentrations de 0.1-1 ng/mL afin d’identifier la
limite de détection. Dans la Figure 69: Résultat des gammes de sensibilité des 8 ESs dans le lait
par la méthode gel SDS- PAGE, des gammes de chaque ES avec le peptide possédant le signal
le plus intence ont été réalisées. On observe qu’il est possible de détécter les 8 ESs avec des
concentrations comprises entre 0.5-1 ng/mL de lait. Ces LOD sont dans la gamme de
concentration des ESs retrouvées lors d’épisodes de TIACs a SCP. Le probléme majeur de cette
méthode été la reproductibilité, en effet I'étape de découpage des gels basée uniquement sur
I'indication des marqueurs de poids moléculaire induisait des résultats non reproductibles un
jour sur I'autre et/ou dépendait de I'expérimentateur.
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Figure 69: Résultat des gammes de sensibilité des 8 ESs dans le lait par la méthode gel SDS-
PAGE

Conclusion des tests par la méthode gel SDS-PAGE

Cette méthode a donné des résultats intéressant pour la détection des nouvelles ESs dans le
lait avec des LOD légerement supérieures a celles obtenues par immunopcature. Cependant,
des optimisations pour obtenir une reproductibilité acceptable est obligatoire pour une
application a la caractérisation de TIAC. De plus, une étape supplémentaire a ce protocole déja
long devra étre mise en place pour déterminer la quantité de protéines déposée dans les gels
SDS-PAGE (afin de d’éviter une saturation) apres extraction d’autres matrices alimentaires.
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Annexe 3
Supporting information Article 3

S1: Sequence alignment of variants for the 24 enterotoxins

MKKRKTAFILTLCIVIMLVTSPLVNGSEKSEEIKEKDLHKKSELQGVALDNLRQIYYHNG
——MKKTAFTLLLFIALTLTTSPLVNGSEKSEEINEKDLRKKSELQGTALGNLKQIYYYNE
——-MKKTAFILLLFIALTWTTSPLVNGSEKSEEINEKDLRKKSELQGAALGNLKQIYYYNE
——MKKTAFILLLFIALTWTTSPLVNGSEKSEEINEKDLRKKSELQGTALGNLKQIYYYNE

ekKkKkAk Kk ok k. hhkhkhkhkhhkhhkhkhkhhkhehkhkhhkoehkhhhkhkhkhk hk Khkokhkhhkok

KAITENKESDNQFLOHTILENGFFTDHPWYNDLLVDEFDSKVLADKYKGKKVDLYGAYYGY
KAKTENKESHDQFLOHTILFKGFEFTDHSWYNDLLVDEDSKDIVDKYKGKKVDLYGAYYGY
KAKTENKESHDQFLOHTILFKGFFTNHSWYNDLLVDEFDSKDIVDKYKGKKVDLYGAYYGY
KAKTENKESHDQFLOHTILFKGFEFTNHSWYNDLLVDEDSKDIVDKYKGKKVDLYGAYYGY

khk hkkkkhkhkk ek khkhkkhkhhkkhkkoekhkhkokhk hhkrhhkkhkhkhhkrkhhkh o dhrxkkhkrkhhkrkhkkhkhkhkhkxk

QCAGGTPNKTACMYGGVTLHDNNRLTEEKKVPINLWLDGKONTVPLETVKTNKKEVTVQE
QCAGGTPNKTACMYGGVTLHDNNRLTEEKKVPINLWLDGKONTVPLETVKTNKKNVTVQE
QCAGGTPNKTACMYGGVTLHDNNRLTEEKKVPINLWLDGKONTVPLETVKTNKKNVTVQE
QCAGGTPNKTACMYGGVTLHDNNRLTEEKKVPINLWLDGKONTVPLETVKTNKKNVTVQE

Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkrhhkhhhkhhkhhhkhhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhkhkhk o« khkkxk

LDLOQARHYLHGKYNLYNSDTFDGKVQRGLIVFHTSTEPSVNYDLEFGAQGQYSNTLLRIYR
LDLOARRYLQEKYNLYNSDVEDGKVOQRGLIVFHTSTEPSVNYDLFGAQGQYSNTLLRIYR
LDLOQARRYLQEKYNLYNSDVFDGKVQRGLIVFHTSTEPSVNYDLEFGAQGONSNTLLRIYR
LDLOQARRYLQEKYNLYNSDVFDGKVQRGLIVFHTSTEPSVNYDLEFGAQGONSNTLLRIYR

KAk KKk KhK o KKk o KAKkAKAXKAA, KAAAAAAAKRAXAAAAA AR AR AR A A XA AR A A A, *AhA kA khhkkh %k

DNKTINSENMHIDIYLYTT 259
DNKTINSENMHIDIYLYTS 257
DNKTINSENMHIDIYLYTS 257
DNKTINSENMHIDIYLYTS 257

KAk KAkAk kA Ak Ak kA XA Ak kKo

MYNRLFVSRVILIFALILVIYTPNVLAESQPDPKPDELHKASKFTGLMENMKVLYDDNHV
MYKRLFISHVILIFALILVISTPNVLAESQPDPKPDELHKSSKFTGLMENMKVLYDDNHV
MYKRLFISHVILIFVLILVISTPNVLAESQPDPKPDELHKASKFTVLMENMKVLYDDNHV
MYKRLFISHVILIFVLILVISTPNVLAESQPDPKPDELHKASKFTGLMENMKVLYDDNHV

hhkokhkhkkoekohkhhkhdx Khhhkhkhk dhhkhhkhkhrhhkrhhkhhhkrkhhkkoehkhkhdx hxhhkrhkhkhhkrxkxx

SAINVKSIDQFLYFDLIYSIKDTKLGNYDNVRVEFKNKDLADKYKDKYVDVEFGANYYYQC
SAINVKSIDQFLYFDLIYSIKDTKLGNYDNVRVEFKNKDLADKYKDKYVDVEGANYYYQC
SAINVKSIDQFLYFDLIYSIKDTKLGNYDNVRVEFKNKDLADKYKDKYVDVEGANYYYQC
SAINVKSIDQFLYFDLIYSIKDTKLGNYDNVRVEFKNKDLADKYKDKYVDVEGANYYYQC

KA KA AR AR A A A A I A AR AR A A I A AR AR A A I A A NI A A A A A A AR A A A Ak A kA A kA k kKK

YFSKKTNDINSHQTDKRKTCMYGGVTEHNGNHLDKYRSITVRVFEDGKNLLSEDVQTNKK
YESKKTNDINSHQTDKRKTCMYGGVTEHNGNQLDKYRSITVRVFEDGKNLLSEDVQTNKK
YEFSKKTNDINSHQTDKRKTCMYGGVTEHNGNQLDKYRSITVRVFEDGKNLLSEFDVQTNKK
YESKKTNDINSHQTDKRKTCMYGGVTEHNGNQLDKYRSITVRVFEDGKNLLSEDVQTNKK

KA KA AR AR A A A A AN A KR AR A A I A AN A R A KA KR e A A A A A A A A AR A A I A A AR AR Ak kKK

KVTAQELDYLTRHYLVKNKKLYEFNNSPYETGYIKFIESENSFWYDMMPAPGDKEDQSKY
KVTAQELDYLTRHYLVKNKKLYEFNNSPYETGYIKFIENENSFWYDMMPAPGDKEDQSKY
KVTAQELDYLTRHYLVKNKKLYEFNNSPYETGYIKFIESENSFWYDMMPAPGDKEDQSKY
KVTAQELDYLTRHYLVKNKKLYEFNNSPYETGYIKFIESENSFWYDMMPAPGDKEDQSKY

KA KK AR AR A A A A A KA A AL A AA AR A KA AA A A A KA I AA XA A hA Ak A A I kA Ak A A Ak ko kK

LMMYNDNKLVDSKDVKIEVYLTTKKK 266
LMMYNDNKMVDSKDVKIEVYLTTKKK 266
LMMYNDNKLVDSKDVKIEVYLTTKKK 266
LMMYNDNKLVDSKDVKIEVYLTTKKK 266

kAhkhkkhkkhkhkkhkoehhkhk kA h Ak Ak hkkhk*k*k
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MNKSRFISCVILIFALILVLETPNVLAESQPDPTPDELHKSSEFTGTMGNMKYLYDDHYV
MYKRLFISRVILIFALILVISTPNVLAESQPDPMPDDLHKSSEFTGTMGNMKYLYDDHYV
MNKSRFISCVILIFALILVLETPNVLAESQPDPTPDELHKSSEFTGTMGNMKYLYDDHYV
MNKSRFISCVILIFALILVLETPNVLAESQPDPTPDELHKSSEFTGTMGNMKYLYDDHYV
MNKSRFISCVILIFALILVLETPNVLAESQPDPTPDELHKSSEFTGTMGNMKYLYDDHYV
MNKSRFISCVILIFSLILVLEFTPNVLAESQPDPTPDELHKASKFTGLMENMKVLYDDRYV
MNKSRFISCVILIFALILVLETPNVLAESQPDPTPDELHKASKFTGLMENMKVLYDDHYV
MNKSRFISCVILIFALILVLEFTPNVLAESQPDPTPDELHKASKFTGLMENMKVLYDDRYV
MNKSRFISCVILIFALILVLETPNVLAESQPDPTPDELHKASKFTGLMENMKVLYDDRYV
MNKSRFISCVILIFALILVLEFTPNVLAESQPDPTPDELHKASKFTGLMENMKVLYDDRYV

* K kkhkk hAhkkKhkKk o kkkhKk o KAKNAAKAkKAXAKRAA KKk ehkkhhkeokehkhkk * *hkk, K Khkhkkok%k

SATKVMSVDKFLAHDLIYNISDKKLKNYDIVKTELLNEDLAKKYKDEVVDVYGSNYYVNC
SATKVKSVDKFLAHDLIYNISDKKLKNYDKVKTELLNEDLAKKYKDEVVDVYGSNYYVNC
SATKVKSVDKFLAHDLIYNISDKKLKNYDKVKTELLNEDLAKKYKDEVVDVYGSNYYVNC
SATKVMSVDKFLAHDLIYNISDKKLKNYDKVKTELLNEDLAKKYKDEVVDVYGSNYYVNC
SATKVMSVDKFLAHDLIYNISDKKLKNYDIVKTELLNEDLAKKYKDEVVDVYGSNYYVNC
SATKVKSVDKFLAHDLIYNISDKKLKNYDKVKTELLNEDLAKKYKDEVVDVYGSNYYVNC
SATKVKSVDKFLAHDLIYNISDKKLKNYDKVKTELLNEGLAKKYKDEVVDVYGSNYYVNC
SATKVKSVDKFLAHDLIYNISDKKLKNYDKVKTELLNEDLAKKYKDEVVDVYGSNYYVNC
SATKVKSVDKFLAHDLIYNISDKKLKNYDKVKTELLNEDLAKKYKDEVVDVYGSNYYVNC
SATKVKSVDKFLAHDLIYNISDKKLKNYDKVKTELLNEDLAKKYKDEVVDVYGSNYYVNC

khkhkkhkk hAhhkhkhkkhkhkhkkhkrhkhkrhhkrhkhkhkkhhhkhk hhkhkhhkrkhkkx Khrhkhkrhkhkhkhhkrkhkrhkhkrxkhkkxk*k

YFSSKDNVGKVTGGKTCMYGGITKHEGNHFDNGNLONVLIRVYENKRNTISFEVQTDKKS
YFSSKDNVGKVTGGKTCMYGGITKHEGNHEDNGNLONVLVRVYENKRNTISFEVQTDKKS
YFSSKDNVGKVTGGKTCMYGGITKHEGNHFDNGNLONVLIRVYENKRNTISFEVQTDKKS
YFSSKDNVGKVTGGKTCMYGGITKHEGNHEDNGNLONVLIRVYENKRNTISFEVQTDKKS
YFSSKDNVGKVTGGKTCMYGGITKHEGNHFDNGNLONVLIRVYENKRNTISFEVQTDKKS
CFSSKDNVGKVTGGKTCMYGGITKHEGNHEDNGNLONVLIRVYENKRNTISFEVQTDKKS
YFSSKDNVGKVTGGKTCMYGGITKHEGNHFDNGNLONVLIRVYENKRNTISFEVQTDKKS
YFSSKDNVGKVTGGKTCMYGGITKHEGNHEDNGKLONVLIRVYENKRNTISFEVQTDKKS
YFSSKDNVGKVTGGKTCMYGGITKHEGNHFDNGKLONVLIRVYENKRNTISFEVQTDKKS
YFSSKDNVGKVTGGKTCMYGGITKHEGNHEDNGNLONVLIRVYENKRNTISFEVQTDKKS

hhkrkhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhkhkrhhkhhhkhkhkhhkhrhkhkrkoehkhhkhkhkehkhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhxhkhkxkhkx

VTAQELDIKARNFLINKKNLYEFNSSPYETGYIKFIENNGNTEFWYDMMPAPGDKEDQSKY
VTAQELDIKARNEFLINKKNLYEFNSSPYETGYIKFIENNGNTEWYDMMPAPGDKEDQSKY
VTAQELDIKARNFLINKKNLYEFNSSPYETGYIKFIENNGNTEFWYDMMPAPGDKEFDQSKY
VTAQELDIKARNEFLINKKNLYEFNSSPYETGYIKFIENNGNTEWYDMMPAPGDKEDQSKY
VTAQELDIKARNFLINKKNLYEFNSSPYETGYIKFIENNGNTEFWYDMMPAPGDKEDQSKY
VTAQELDIKARSFLINKKNLYEFNSSPYETGYIKFIENNGNTEFWYDMMPAPGDKEDQSKY
VTAQELDIKARNFLINKKNLYEFNSSPYETGYIKFIENNGNTFWYDMMPAPGDKEDQSKY
VTAQELDIKARNFLINKKNLYEFNSSPYETGYIKFIENNGNTEFWYDMMPAPGDKFEQSKY
VTAQELDIKARNEFLINKKNLYEFNSSPYETGYIKFIENNGNTEWYDMMPAPGDKEDQSKY
VTAQELDIKARNFLINKKNLYEFNSSPYETGYIKFIENNGNTFWYDMMPAPGDKEFDQSKY

AKhkhkhAkkhhhkkhhhkh AAAAhA A A d A A A A hAhdA kA A A A Ak hk kA A A dA Ak hk Ak hk kA hk Ak hkhhkkk« kA k%

LMMYNDNKTVDSTQFHLDVEISKR-- 264
LMMYNDNKTVDSKSVKIEVHLTTKNG 266
LMMYNDNKTVDSKRVKIEVHLTTKNG 266
LMMYNDNKTVDSKSVKIEVHLTTKNG 266
LMMYNDNKTVDSKSVKIEVHLTTKNG 266
LMMYNDNKTVDSKSVKIEVHLTTKNG 266
LMMYNDNKTVDSKSVKIEVHLTTKNG 266
LMMYNDNKTVDSKSVKIEVHLTTKNG 266
LMMYNDNKTVDSKSVKIEVHLTTKNG 266
LMMYNDNKTVDSKSVKIEVHLTTKNG 266

Kk khkkkkhkkkkkkk o e ook

MKKENILIALLFFTSLVISPLNVKANENIDSVKEKELHKKSELSSTALNNMKHSYADKNP
MKKENILIALLFFTSLVISPLNVKANENIDSVKEKELHKKSELSSTALNNMKHSYADKNP
MKKENILIALLFFTSLVISPLNVKANENIDSVKEKELHKKSELSSTALNNMKHSYADKNP
MKKENILIALLFFTSLVISPLNVKANENIDSVKEKELHKKSELSSTALNNMKHSYADKNP

KA A A AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A IR A A A A A KNI A A A A A AN AR AR A AR A A AR A A AR kKK
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IIGENKSTGDQFLENTLLYKNFFTDLINFEDLLINEFNSKEMAQHFKSKNVDVYAIRYSIN
IIGENKSTGDQFLENTLLYKKFFTDLINFEDLLINEFNSKEMAQHFKSKNVDVYAIRYSIN
IIGENKSTGDQFLENTLLYKKFEFTDLINFEDLLINEFNSKEMAQHFKSKNVDVYAIRYSIN
IIGENKSTGDQFLENTLLYKKFFTDLINFEDLLINFNSKEMAQHFKSKNVDVYAIRYSIN

KA KK AR A A A A A A AR A AAIAAK e« A AR A A A A A A AR A A A AN A A A A AR A A AR A AR A A XA XK KK

CYGGEIDKTACTYGGVTPHEGNKLKERKKIPINLWINGVQKEVSLDKVQTDKKNVTVQEL
CYGGEIDKTACTYGGVTPHEGNKLKERKKIPINLWINGVQKEVSLDKVQTDKKNVTVQEL
CYGGEIDKTACTYGGVTPHEGNKLKERKKIPINLWINGVQKEVSLDKVQTDKKNVTVQEL
CYGGEIDRTACTYGGVTPHEGNKLKERKKIPINLWINGVQKEVSLDKVQTDKKNVTVQEL

KAKKAKNK ¢« KA XK A KA A A A A A A KA AR A I A A A A A KNI A A A A A AN AR AR A A IR A AR A A XA A K kK

DAQARRYLOKDLKLYNNDTLGGKIQRGKIEFDSSDGSKVSYDLFDVKGDFPEKQLRIYSD
DAQARRYLOKDLKLYNNDTLGGKIQRGKIEFDSSDESKVSYDLEFDVKGDFPEKQLRIYSD
DAQARRYLOKDLKLYNNDTLGGKIQRGKIEFDSSDGSKVSYDLEFDVKGDFPEKQLRIYSD
DAQARRYLOKDLKLYNNDTLGGKIQRGKIEFDSSDGSKVSYDLEFDVKGDFPEKQLRIYSD

Ak hkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkkh *hkhkhkhhkhkkhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhkxkxx

NKTLSTEHLHIDIYLYEK 258
NKTLSTEHLHIDIYLYEK 258
NKTLSTEHLHIDIYLYEK 258
NKTLSTEHLHIDIYLYEK 258

khkkhkkkkkkkkkkhkkkkxk

MKKTAFILLLFIALTLTTSPLVNGSEKSEEINEKDLRKKSELQRNALSNLRQIYYYNEKA
MKKTAFILLLEFIALTLTTSPLVNGSEKSEEINEKDLRKKSELQGIALSNLRQIYYYNEKA
MKKTAFILLLFIALTLTTSPLVNGSEKSEEINEKDLRKKSELQGTALSNLRQIYYYNEKA

Ak rhkhkhk kA hkkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkrhhkrhkhhkhkhhkhkxkkxk * ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

ITENKESDDQFLENTLLFKGFFTGHPWYNDLLVDLGSKDATNKYKGKKVDLYGAYYGYQC
ITENKESDDQFLENTLLFKDFFTGHPWYNDLLVDLGSKDATNKYKGKKVDLYGAYYGYQC
ITENKESDDQFLENTLLFKDFFTGHPWYNDLLVDLGSKDATNKYKGKKVDLYGAYYGYQC

KAKXKAKRKAAKAAXAAAKRAAKAAKXN AR A KR A IAAAAA AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR ARk Ak kK

AGGTPNKTACMYGGVTLHDNNRLTEEKKVPINLWIDGKQTTVPIDKVKTSKKEVTVQELD
AGGTPNKTACMYGGVTLHDNNRLTEEKKVPINLWIDGKQTTVPIDKVKTSKKEVTVQELD
AGGTPNKTACMYGGVTLHDNNRLTEEKKVPINLWIDGKQTTVPIDKVKTSKKEVTVQELD

hhkhhkhkhkhhkhk Ak hhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhkhkhkhxhkxk

LOARHYLHGKFGLYNSDSFGGKVQRGLIVFHSSEGSTVSYDLEFDAQGQYPDTLLRIYRDN
LOARHYLHEKFGLYNSDSEFGGKVQRGLIVFHPSEGSTVSYDLFDAQGQYPDTLLRIYRDN
LOARHYLHEKFGLYNSDSFGGKVQRGLIVFHSSEGSTVSYDLEFDAQGQYPDTLLRIYRDN

KAKRKAAKNA K, AAKAIAKRAAKAAAAXAKRA KA IAAA XA, A h A A XA AR A AR A A A AR A AR A A XAk Ak kK

KTINSENLHIDLYLYTT 257
KTINSENLHIDLYLYTT 257
KTINSENLHIDLYLYTT 257
*Ahkhkkhkkhkhkhkhkkhkhkkkkhkkkx
T Fo—=YTA-——————————— ATTITLLCLIXGNVMNLYTSPPVE

MKKLSTVIIILILEIVLYNIKYANAQPDPKLDELNKVSDYKINKGTMGNVMNLYMSPPVE
MKKLSTVIIILILEIVEFHNMNYVNAQPDPKLDELNKVSDYKNNKGTMGNVMNLYTSPPVE
MKKLSTVIIILILEIVFHNMNYVNAQPDPKLDELNKVSDYKNNKGTMGNVMNLYTSPPVE
MKKLSTVIIILILEIVFHNINYANALPDPKIDELNKVSDYKSNKGTMGNVMNLYMSPPVE
MKKLSTVIIILILEIVEFHNINYANAQPDPKIDELNKVSDYKSNKGTMGNVMNLYMSPPVE
MKKLSTVIIILILEIVFHNINYANSQPDPKIDELNKVSDYKSNKGTMGNVMNLYMSPPVE

* . * KAk kkhkKhkk Kk KkKk Kk

GRGVINSRQFLSHDLIFPIEYKSYNEVKTELENTELANNYKDKKVDIFGVPYFYTCIIPK
GRGVVNSRQFLSHDLIFPIEYKSYNEVKTELKNTELANNYKGKKVDIFGVPYFYTCIIPK
GRGVINSRQFLSHDLIFPIEYKSYNEVKTELENTELANNYKDKKVDIFGVPYFYTCIIPK
GRGVINSRQFLSHDLIFPIEYKSYNEVKTELENTELANNYKDKKVDIFGVPYFYTCIIPK
GRGVINSRQFLSHDLIFPIEYKSYNEVKTELENIELANNYKGKKVDIFGVPYFYTCIIPK
GRGVINSRQFLSHDLIFPIEYKSYNEVKTELENTELANNYKGKKVDIFGVPYFYTCIIPK
GRGVINSRQFLSHDLIFPIEYKSYNEVKTELENTELANNYKGKKVDIFGVPYFYTCIIPK

KAKK e A AAKAKAAAAAAKNAXAAXAA XA AR AR AKX ok KA XA XAk KA X AI A A XA A I AR A A XA K
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SEPDINQONFGGCCMYGGLTEN-—=====———— VOQVTIDNROQSLGFTITTNKNMVTIQELD
HEPDINONEFGGCCMYGGLTLNSSENERDKLITVQVTIDNRQSLGEFTITTNKNMVTIQELD
SEPDINQONFGGCCMYGGLTENSSENERDKLITVQVTIDNRQSLGFTITTNKNMVTIQELD
SEPDINQNFGDCCMYGGLTENSSENERDKLITVQVTIDNRQSLGFTITTNKNMVTIQELD
SEPDINQONFGGCCMYGGLTENSSENERDKLITVQVTIDNRQSLGFTITTNKNMVTIQELD
SEPDINQNFGGCCMYGGLTENSSENERDKLITVQVTIDNRQSLGFTITTNKNMVTIQELD
SEPDINQONFGGCCMYGGLTENSSENERDKLITVQVTIDNRQSLGFTITTNKNMVTIQELD

khkrkhkkhkhkkhkkx Kkhkhkhkkkxk ok khkhkkhkrkhkkrhkkhkhkhkhkkhxkhkhkhkhkkhhkhkkkkhkkx

YKARHWLTKEKKLYEFDGSAFESGYIKFTEKNNTSFWFDLFPKKELVPFVPYKFLNIYGD
YKARHWLTKEKKLYEFDGSAFESGYIKFTEKNKASIWEDLEPKKELVPEVPYKFLNIYGD
YKARHWLTKEKKLYEFDGSAFESGYIKFTEKNNTSEFWEDLEPKKELVPEVPYKFLNIYGD
YKARHWLTKEKKLYEFDGSAFESGYIKFTEKNNTSFWFDLFPKKELVPFVPYKFLNIYGD
YKARHWLTKEKKLYEFDGSAFESGYIKFTEKNNTSEFWEDLEPKKELVPEVPYKEFLNIYGD
YKARHWLTKEKKLYEFDGSAFESGYIKFTEKNNTSFWFDLFPKKELVPFVPYKFLNIYGD
YKARHWLTKEKKLYEFDGSAFESGYIKFTEKNNTSEFWEDLEPKKELVPEFVPYKEFLNIYGD

kA hkkhkhkhkhhhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkhkhhkhkhkhkhAhkkhkrhkhe ekeokhkhhhhkhkrhhkhkhhkrhkhxhkhkhkhkkxkhk*k

NKVVDSKSIKXL---NTH 215
NKVVDSKSIKMEVFLNTH 258
NKVVDSKSIKMEVEFLNTH 258
NKVVDSKSIKMEVFLNTH 258
NKVVDSKSIKMEVEFLNTH 258
NKVVDSKSIKMEVFLNTH 258
NKVVDSKSIKMEVEFLNTH 258
Ak kk Kk kK Kk kK * K Kk

MINKIKILFSFLALLLSEFTSYAKAEDLHDKSELTDLALANAYGQYNHPFIKENIKSDEIS
MINKIKILFSFLALLLSFTSYAKAEDLHDKSELTDLALANAYGQYNHPFIKENIKSDEIS
MINKIKILFSFLALLLSEFTSYAKAEDLHDKSELTDLALANAYGQYNHPFIKENIKSDEIS
MINKIKILFSFLALLLSFTSYAKAEDLHDKSELTDLALANAYGQYNHPFIKENIKSDEIS

Ak hkhkhkhkhhkhkkhk A hhkhhhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkhkhxkxk

GEKDLIFRNQGDSGNDLRVKFATADLAQKFKNKSVDIYGASEFYYKCEKISENISECLYGG
GEKDLIFRNQGDSGNDLRVKFATADLAQKFKNKNVDIYGASEFYYKCEKISENISECLYGG
GEKDLIFRNQGDSGNDLRVKFATADLAQKFKNKNVDIYGASFYYKCEKISENISECLYGG
GEKDLIFRNQGDSGNDLRVKFATADLAQKFKNKNVDIYGASEFYYKCEKISENISECLYGG

hhkhhkhkhkhkhkhkhkhhhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhhkrhkkhkrkhk hhkrkhkhkhkkhkrhkhkrhkhkrhhkrkhhkhdxhkxk

TTLNSEKLAQERVIGANVWVDGIQKETELIRTNKKNVTLOELDIKIRKILSDKYKIYYKD
TILNSEKLAQERVIGANVWVDGIQKETELIRTNKKNVTLOQELDIKIRKILSDKYKIYYKD
TTLNSEKLAQERVIGANVWVDGIQKETELIRTNKKNVTLOELDIKIRKILSDKYKIYYKD
TTLNSEKLAQERAIGANVWVDGIQKETELIRTNKKNVTLOQELDIKIRKILSDKYKIYYKD

Kk kkkhkhkhkhkkhkhk Ak khkrhhkhkkhhkhkhhhhrhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhhkrhkkhkrhhkrhkkhkhkhhkxk

SEISKGLIEFDMKTPRDYSEFDIYDLKGENDYEIDKIYEDNKTLKSDDISHIDVNLYTKKS
SEISKGLIEFDMKTPRDYSEFDIYDLKGENDYEIDKIYEDNKTLKSDDISHIDVNLYTKKK
SEISKGLIEFDMKTPRDYSEFDIYDLKGENDYEIDKIYEDNKTLKSDDISHIDVNLYTKKK
SEISKGLIEFDMKTPRDYSEFDIYDLKGENDYEIDKIYEDNKTLKSDDISHIDVNLYTKKK

R R I b b b I 2h S b S db S b e S S b b b R I Ih b b e Sh b b Sb S b b Sb b b 2b b db b db b 2h S 2b b Sb b3

IINENEF 246

Ve 241
Ve 241
Ve 241

MKKFKYSFIVVEILFFNVNDESYAQGDIGVGNLRNFYTKHDYIDLKGLIDKNLPSANQLE
MKKFKYSFIVVEILFFNVNDESYAQGDIGVGNLRNFYTKHDYIDLKGLIDKNLPSANQLE
MKKFKYSFILVEFILLENIKDLTYAQGDIGVGNLRNFYTKHDYIDLKGVTDKNLPIANQLE
MKKFKYSFILVEILLENIKDLTYAQGDIGVGNLRNFYTKHDYIDLKGVTDKNLPIANQLE
MKKFKYSFILVEILLENIKDLTYAQGDIGVGNLRNEFYTKHDYIDLKGVTDKNLPIANQLE
MKKFKYSFILVEFILLENIKDLTYAQGDIGVGNLRNFYTKHDYIDLKGVTDKNLPIANQLE
MKKFKYSFIVVEILFEFNVYDLSYAQGDIGVGNLRNEYTKYDYIDLKGVTDKNLPTANQLE
MKKFKYSFIVVEILFFNVYDLSYAQGDIGVGNLRNFYTKYDYIDLKGVTDKNLPTANQLE
MKKFKYSFIVVEILFENVNDLSYAQGDIGVGNLRNEYTKYDYIDLKGVTDKNLPIANQLE
MKKFKYSFIVVEILFFNVDDLSYAQGDIGVGNLRNFYTKYDYIDLKGVTDKNLPIANQLE
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sej 4
sej 2
sej 1
sej 3

MKKIKYSFILVEFILFEFNIKDLSYAQGDIGVGNLRNEFYTKYDYIDLKGVTDKNLPIANQLE
MKKIKYSFILVEILFFNIKDLSYAQGDIGVGNLRNFYTKYDYIDLKGVTDKNLPIANQLE
MKKIKYSFILFFILFFNIKDLSYAQGDIGVGNLRNEFYTKYDYIDLKGVTDKNLPIANQLE

KAk e kkhkhke Fhhkkeoehkhe Khookhhhhhhkhhhhhhkhhkhhk ek hkhkrhkhke *khkhkk *krkk

FSTGINDLISESNNWDEISKFKGKKLDIFGIDYNGPCKSKYMYGGATLSGQYLNSARKIP
FSTGINDLISESNNWDEISKFKGKKLDIFGIDYNGPCKSKYMYGGATLSGQYLNSARKIP
FSTGTNDLISESNNWDEISKFKGKKLDIFGIDYNGPCKSKYMYGGATLSGQYLNSARKIP
FSTGTNDLISESNNWDEISKFKGKKLDIFGIDYNGPCKSKYMYGGATLSGQYLNSARKIP
FSTGTNDLISESNNWDEISKFKGKKLDIFGIDYNGPCKSKYMFGGATLSGQYLNSARKIP
FSTGTNDLISESNNWDEISKFKGKKLDIFGIDYNGPCKSKYMYGGATLSGQYLNSARKIP
FSTGPNDLISESNNWDEISKEFKGKKLDIFGIDYNGPCKSKYMYGGATLSGQYLNSARKIP
FSTGPNDLISESNNWDEISKFKGKKLDIFGIDYNGPCKSKYMYGGAALSGQYLNSARKIP
FSTATNDLISESNNWDEISKFKGKKLDIFGIDYNGPCKSKYMYGGATLSGQYLNSARKIP
FSTGTNDLISESNNWDEISKFKGKKLDIFGIDYNGPCKSKYMYGGATLSGQYLNSARKIP
FSTGTNDLISESNNWDEISKEFKGKKLDIFGIDYNGPCKSKYMYGGVTLSGQYLNSARKIP
FSTGTNDLISESNNWDEISKFKGKKMDIFGIDYNGPCKTKYMYGGATLSGQYLNSARKIP
FSTGTNDLISESNNWDEISKEFKGKKMDIFGIDYNGPCKTKYMYGGATLSGQYLNSARKIP

* % % Ak hkhkhkhkhk A hkkhkrhkhkhhkhkrhkhkhk ek hhkrhkhkhkhhkhkhkohhkhohrhk ohhkhkkhhkhkrkhkrxkhkk

INLWVNGKHKTISTDKISTNKKLVTAQEIDVKLRRYLOQEEYNIYGHNSTGKGKEYGYKSK
INLLVNGKHKTISTDKISTNKKLVTAQEIDVKLRRYLQEEYNIYGHNSTGKGKEYGYKSK
INLWVNGKHKTISTDKIATNKKLVTAQEIDVKLRRYLOQEEYNIYG-----—-——————-—-——
INLWVNGKHKTISTDKIATNKKLVTAQEIDVKLRRYLOQEEYNIYGHNNTGKGKEYGYKSK
INLWVNGKHKTISTDKIATNKKLVTAQEIDVKLRRYLOQEEYNIYGHNNTGKGKEYGYKSK
INLWVNGKHKTISTDKIATNKKLVTAQEIDVKLRRYLOQEEYNIYGHNNTGKGKEYGYKSK
INLWVNGKHKTISTDKIATNKKLVTAQEIDVKLRRYLOQEEYNIYGHNNTGKGKEYGYKSK
INLWVNGKHKTISTDKIATNKKLVTAQEIDVKLRRYLOQEEYNIYGHNNTGKGKEYGYKSK
INLWVNGKHKTISTDKIATNKKLVTAQEIDVKLRRYLOQEEYNIYGHNNTGKGKEYGYKSK
INLWVNGKHKTISTDKIATNKKLVTAQEIDVKLRRYLOQEEYNIYGHNNTGKGKEYGYKSK
INLWVNGKHKTISTDKIATNKKLVTAQEIDVKLRRYLOQEEYNIYGHNNTGKGKEYGYKSK
INLWINGKHKTISTDKIATNKKLVTAQEIDVKLRRYLOQEEYNIYGHNNNGKGKEYGYKSK
INLWINGKHKTISTDKIATNKKLVTAQEIDVKLRRYLOQEEYNIYGHNNNGKGKEYGYKSK

* Kk Kk e Ak KA AKAAKA KA KR e KA KA KA I A A XA AN A XA A XA A A KA XK kXK

FYSGENKGKVLFHLNDEKSEFSYDLEYTGDGVPVSFLKIYEDNKIIESEKFHLDVEISYVD
FYSGENKGKVLFHLNDEKSEFSYDLEYTGDGVPVSFLKIYEDNKIIESEKFHLDVEISYVD
——————————————————————————— GDGLPVSFLKIYEDNKITIESEKFHLDVEISYVD
FYSGENNGKVLEFHLNNEKSEFSYDLEYTGDGLPVSFMKIYEDNKIIESEKFHLDVEISYVD
FYSGFNNGKVLFHLNNEKSFSYDLEFYTGDGLPVSFLKIYEDNKIIESEKFHLDVEISYVD
FYSGENNGKVLFHLNNEKSEFSYDLEYTGDGLPVSFLKIYEDNKIIESEKFHLDVEISYVD
FYSGFNKGKVLFHLNDEKSFSYDLEFYTGDGVPVSFLKIYEDNKIIESEKFHLDVEISYVD
FYSGENKGKVLFHLNDEKSEFSYDLEYTGDGVPVSFLKIYEDNKIIESEKFHLDVEISYVD
FYSGFNKGKVLFHLNDEKSFSYDLEFYTGDGVPVSFLKIYEDNKIIESEKFHLDVEISYVD
FYSGENKGKVLEFHLNDEKSESYDLEYTGDGVPVSFLKIYEDNKIIESEKFHLDVEISYVD
FYSGFNKGKVLFHLNDEKSFSYDLEFYTGDGLPVSFLKIYEDNKIIESEKFHLDVEISYVD
FYSGENKGKVLFHLNDEKSEFSYDLEYTGDGLPVSFLKIYEDNKIIESEKFHLDVEISYVD
FYSGFNKGKVLFHLNDEKSFSYDLEFYTGDGLPVSFLKIYEDNKIIESEKFHLDVEISYVD

KAkKk o hkhkk ko kA AAkAkAAKAAk AR AN A A AR A AKX XX *k

SNK 243
SNK 243
SN- 200
SN- 242
SN- 242
SN- 242
SN- 242
SN- 242
SN- 242
SN- 242
SN- 242
SN- 242
SN- 242

* *

MKKTIFILIFSLTLTLLITPLVYSDSKNETIKEKNLHKKSELSSITLNNLRHIYFFNEKG
MKKRIFILIFSLTLTLLITPLVYSDSKNETIKEKNLHKKSELSSITLNNLRHIYFFNEKG
MKKTIFILIFSLTLTLLITPLVYSDSKNETIKEKNLHKKSELSSITLNNLRHIYFFNEKG
MKKTIFILIFSLTLTLLITPLVYSDSKNETIKEKNLHKKSELSSITLNNLRHIYFFNEKG
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KAK AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR AR A A A A A KNI I A A A A AN A R AR A A A A AR A Ak kK

ISEKIMTEDQFLDYTLLFKSFFISHSQYNDLLVQEDSKETVNKEFKGKQVDLYGSYYGEQC
ISEKIMTEDQFLDYTLLFKSFFISHSQYNDLLVQEFDSKETVNKFKGKQVDLYGSYYGFEFQC
ISEKIMTEDQFLDYTLLFKSFFISHSQYNDLLVQEFDSKETVNKEFKGKQVDLYGSYYGEFQC
ISEKIMTEDQFLDYTLLFKSFEFISHSQYNDLLVQEFDSKETVNKFKGKQVDLYGSYYGFEFQC

KA AR AR AR A A A A AR AR A A A A AR A KA IR A A A A AR A A A A A A AN A R AR A A IR A AR A A ARk kK

SGGKSNKTACMYGGVTLHENNQLYDTKKIPINLWIDSIRTVVPLDIVKTNKKKVTIQELD
SGGKPNKTACMYGGVTLHENNQLYDTKKIPINLWIDSIRTVVPLDIVKTNKKKVTIQELD
SGGKPNKTACMYGGVTLHENNQLYDTKKIPINLWIDSIRTVVPLDIVKTNKKKVTIQELD
SGGKPNKTACMYGGVTLHENNQLYDTKKIPINLWIDSIRTVVPLDIVKTNKKKVTIQELD

hhkhkhk hkhkhkhkkhhkhkhk A hkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhdkhkhkrhkkrhkrkhkkhkkhkxkxk

LOARYYLHKQYNLYNPSTFDGKIQKGLIVFHTSKEPLVSYDLENVIGQYPDKLLKIYQDN
LOARYYLHKQYNLYNPSTEFGGKIQKGLIVFHTSKEPLVSYDLEFNVIGQYPDKLLKIYQDN
LOARYYLHKQYNLYNPSTFDGKIQKGLIVFHTSKEPLVSYDLENVIGQYPDKLLKIYQDN
LOARYYLHKQYNLYNPSTEFGGKIQKGLIVFHTSKEPLVSYDLEFNVIGQYPDKLLKIYQDN

Ak hkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhrhkkhkrkhk hhkhkhhhkhkrhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrhkkhhkhkhkxk

KIIESENMHIDIYLYTSLIVLISLPLVL 268
KIIESENMHIDIYLYTSLIVLISLPLVL 268
KIIESENMHIDIYLYTSLIVLISLPLVL 268
KIIESENMHIDIYLYTSLIVLISLPLVL 268

hhkrkhkhkhkhkhkhkkrhkkhkrhkhkrxkhkkhkkhkkhkxkkx

MKKLISILLINIIILGVSNNASAQGDIGIDNLRNEFYTKKDEINLKDVKDNDTPIANQLQF
MKKLISILLINIIILGVSNNASAQGDIGIDNLRNFYTKKDEFINLKDVKDNDTPIANQLQF
MKKLIVIILINIITLSVSNSASAQGDIGIDNLRNEFYTKKDEVDLKDVKDNDTPIANQLQF
MKKLISILLINIIILGVSNSASAQGDIGIDNLRNFYTKKDEFIDLKDVKDNDTPIANQLQF
MKKLISILLINIIILGVSNSASAQGDIGIDNLRNEFYTKKDEVDLKDVKDNDTPIANQLQF
MKKLISILLINIIILGVSNSASAQGDIGIDNLRNFYTKKDEVDLKDVKDNDTPIANQLQF
MKKLISILLINIIILGVSNNASAQGDIGIDNLRNEFYTKKDEVDLKDVKDNDTPIANQLQF
MKKLISILLINIIILGVSNNASAQGDIGIDNLRNFYTKKDEVDLKDVKDNDTPIANQLQF

KAk Kkkh Kekkhkhkkhkk K* KAk FAAAKAAIAAAAKAAKRKAIAAA AT A KK e e kAKX KA XA I A A XX XX kK

SNESYDLISESKDENKFSNEFKGKKLDVEGISYNGOQCNTKYIYGGITATNEYLDKPRNIPI
SNESYDLISESKDENKFSNEFKGKKLDVEGISYNGQCNTKYIYGGITATNEYLDKPRNIPI
SNESYDLISESKDENKLSNEFKGKKLDVEGISYNGQCNNKYIYGGVTATNEYLDKPRNIPI
SNESYDLISESKDENKFSNEFKGKKLDVEGISYNGQCNTKYIYGGVTATNEYLDKSRNIPI
SNESYDLISESKDENKFSNEKGKKLDVEGISYNGOQCNTKYIYGGVTATNEYLDKSRNIPI
SNESYDLISESKDENKFSNEFKGKKLDVEGISYNGQCNTKYIYGGVTATNEYLDKSRNIPI
SNESYDLISESKDENKFSNEFKGKKLDVEGISYNGOQCNTKYIYGGVTATNEYLDKSRNIPI
SNESYDLISESKDENKFSNEFKGKKLDVEGISYNGQCNTKYIYGGVTATNEYLDKSRNIPI

hhkhhkhkhkhhkhkhhhkhkrkhkhkohhhhhkhhkhhhrhkhkrhkhkhhhkdx dhkhkhkhkehkkhkrhhkrkhkhkx *hkxk

NIWINGNHKTISTNKVSTNKKEVTAQEIDIKLRRYLOQEEYNIYGHNGTKKGEEYGHKSKE
NIWINGNHKTISTNKVSTNKKEVTAQEIDIKLRRYLOQEEYNIYGHNGTKKGEEYGHKSKE
NIWINGNHKTISTNKVSTNKKEVTAQEIDVKLRKYLOQEEYNIYGHNGTKKGEEYGHKSKE
NIWINGNHKTISTNKVSTNKKEVTAQEIDVKLRKYLQEEYNIYGHNGTKKGEEYGHKSKE
NIWINGNHKTISTNKVSTNKKEVTAQEIDVKLRKYLQEEYNIYGHNGTKKGEEYGHKSKE
NIWINGNHKTISTNKVSTNKKEVAAQEIDVKLRKYLQEEYNIYGHNGTKKGEEYGHKSKE
NIWINGNHKTISTNKVSTNKKLVTAQEIDVKLRKYLQEEYNIYGHNGTKKGEEYGHKSKE
NIWINGNHKTISTNKVSTNKKLVTAQEIDVKLRKYLQEEYNIYGHNGTKKGEEYGHKSKE

hhkrhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhhkrhhkhkhekhkehkhhhhoehhkhkohkhkhhkhhhkdrhhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkkhkxk

YSGEFNIGKVTFHLNNNDTFSYDLEFYTGDDGLPKSFLKIYEDNKTVESEKFHLDVDISYKE
YSGEFNIGKVTFHSNNNDTFSYDLEYTGDDGLPKSFLKIYEDNKTVESEKFHLDVDISYKE
YSGEFNIGKVTFHLNNNDTFSYDLEYTGDDGLPKSFLKIYEDNKTVESEKFHLDVDISYKE
YSGEFNIGKVTFHLNNNDTFSYDLEYTGDDGLPKSFLKIYEDNKTVESEKFHLDVDISYKE
YSGEFNIGKVTFHLNNNDTFSYDLEYTGDDGLPKSFLKIYEDNKTVESEKFHLDVDISYKE
YSGEFNIGKVTFHLNNNDTFSYDLEYTGDDGLPKSFLKIYEDNKTVESEKFHLDVDISYKE
YSGEFNIGKVTFHLNNNDTFSYDLEYTGDDGLPKSFLKIYEDNKTVESEKFHLDVDISYKE
YSGEFNIGKVTFHLNNNDTFSYGLEYTGDDGLPKSFLKIYEDNKTVESEKFHLDVDISYKE

KAKKAAKNIAKAKXAA KAAKAAIAA AKX A KA I AAIAAA A AIAAA A A AN A AR A AR A A AR A A XA, Kk K
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MKKRLLEVIVITLFIFSSNHTVLSNGDVGPGNLRNFYTKYEYVNLKNIKDKNSPESHRLE
MKKRLLEVIVITLFIFSSNHTVLSNGDVGPGNLRNFYTKYEYVNLKNVKDKNSPESHRLE
MKKRLLEVIVITLFIFSSNHTVLSNGDVGPGNLRNFYTKYEYVNLKNVKDKNSPESHRLE
MKKRLLEVIVITLFIFSSNHTVLSNGDVGPGNLRNFYTKYEYVNLKNVKDKNSPESHRLE
MKKRLLEVIVITLFIFSSNHTVLSNGDVGPGNLRNFYTKYEYVNLKNVKDKNSPESHRLE
MKKRLLEVIVITLFIFSSNHTVLSNGDVGPGNLRNFYTKYEYVNLKNVKDKNSPESHRLE
MKKRLLEVIVITLFIFSSNHTVLSNGDVGPGNLRNEFYTKYEYVNLKNVKDKNSPESHRLE
MKKRLLEVIVITLFIFSSNHTVLSNGDVGPGNLRNFYTKYEYVNLKNVKDKNSPESHRLE
MKKRLLEVIVITLFIFSSNHTVLSNGDVGPGNLRNFYTKYEYVNLKNVKDKNSPESHRLE
MKKRLLEFVIVITLFIFSSNHTVLSNGDVGTGNLRNFYTKYEYVNLKNVKDKNSPESHRLE
—————————————————————————————————————————— MNLKNVKDKNSPESHRLE

ek kkk o kkkhkkkokkkkkk

YSYKNDTLYAEFDNEYITSDLKGKNVDVEGISYKYGYNSRTIYGGVTKAENNKLDSPRIT
YSYKNDTLYAEFDNEYITSDLKGKNVDIFGISYKYGSNSRTIYGGVTKAENNKLGSPRIT
YSYKNDTLYAEFDNEYITSDLKGKNVDVEGISYKYGSNSRTIYGGVTKAENNKLDSPRIT
YSYKNDTLYAEFDNEYITSDLKGKNVDIFGISYKYGSNSRTIYGGVTKAENNKLDSPRII
YSYKNDTLYAEFDNEYITSDLKGKNVDVEGISYKYGSNSRTIYGGVTKAENNKLDSPRIT
YSYKNDTLYAEFENEYITSDLKGKNVDVFGISYKYGSNSRTIYGGVTKAENNKLDSPRII
YSYKNDTLYAEFDNEYITSDLKGKNVDVEGISYKYGSNSRTIYGGVTKAENNKLDSPRIT
YSYKNDTLYAEFDNEYITSDLKGKNVDVFGISYKYGSNSRTIYGGVTKAENNKLDSPRII
YSYKNDTLYAEFDNEYITSDLKGKNVDVEGISYKYGYNSRTIYGGVTKAENNKLDSPRIT
YSYKNDTLYAEFDNEYITSDLKGKNVDVFGISYKYGSNSRTIYGGVTKAENNKLDSPRII
YSYKNDTLYAEFDNEYITSDLKGKNVDVEGISYKYGSNSRTIYGGVTKAENNKLDSPRIT

khkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkohkkhkrhkhkhhhkhhkhkhkhhoehkrhhkrhkhkdx *hkhhkhkkhkrhkhkrhkhkrkhkrhkhk *kxk*k

PINLIINGKHQTVTTKSVSTDKKMVTAQEIDVKLRKYLODEFNIYGHNDTGKGKEYGTSS
PINLIINGKHQTVTTKSVSTDKKMVTAQEIDVKLRKYLODEFNIYGHNDTGKGKEYGTSS
PINLIINGKHQTVTTKSVSTDKKMVTAQEIDVKLRKYLODEFNIYGHNDTGKGKEYGTSS
PINLIINGKHQTVTTKSVSTDKKMVTAQEIDVKLRKYLODEFNIYGHNDTGKGKEYGTSS
PINLIINGKHQTVTTKSVSTDKKMVTAQEIDVKLRKYLODEFNIYGHNDTGKGKEYGTSS
PINLIINGKHQTVTTKSVSTDKKMVTAQEIDVKLRKYLODEFNIYGHNDTGKGKEYGTSS
PINLIINGKHQTVTTKCVSTDKKMVTAQEIDVKLRKYLODEFNIYGHNDTGKGKEYGTSS
PINLIINGKHQTVTTKSVSTDKKMVTAQEIDVKLRKYLODEFNIYGHNDTGKGKEYGTSS
PINLIINGKHQTVTTKSVSTDKKMVTAQEIDVKLRKYLODEFNIYGHNDTGKGKEYGTSS
PINLIINGKHQTVTTKSVSTDKKMVTAQEIDVKLRKYLODEFNIYGHNDTGKGKEYGTSS

PINLIINGKHQTVTTKSVSTDKKMVTAQEIDVKLRKYLODEFNIYGHNDTGKGKEYGTSS
R R R

KFYSGEFDKGSVVFHMNDGSNFSYDLFYTGYGLPESFLKIYKDNKTVDSTQFHLDVEISKR
KFYSGEFDKGSVVFHMNDGSNEFSYDLEFYTGYGLPESFLKIYKDNKTVDSTQFHLDVEISKR
KFYSGFDKGSVVFHINDGSNFSYDLFYTGYGLPESFLKIYKDNKTVDSTQFHLDVEISKR
KFYSGEFDKGSVVEFHMNDGSNEFSYDLEFYTGYGLPESFLKIYKDNKTVDSTQFHLDVEISKR
KFYSGFDKGSVVLHMNDGSNFSYDLFYTGYGLPESFLKIYKDNKTVDSTQFHLDVEISKR
KFYSGEFDKGSVVEFHMNDGSNEFSYDLEFYTGYGLPESFLKIYKDNKTVDSTQFHLDVEISKR
KFYSGFDKGSVVFHMNDGSNFSYDLFYTGYGLPESFLKIYKDNKTVDSTQFHLDVEISKR
KEFYSGEFDKGSVVEFHMNDGSNEFSYDLEFYTGYGLPESFLKIYKDNKTVDSTQFHLDVEISKR
KFYSGFDKGSVVFHMNDGSNFSYDLEFYTGYGLPESFLKIYKDNKTVDSTQFHLDVEISKR
KFYSGEFDKGSVVEFHMNDGSNEFSYDLEFYTGYGLPESFLKIYKDNKTVGSTQFHLDVEISKR
KFYSGFDKGSVVFHMNDGSNFSYDLFYTGYGLPESFLKIYKDNKTVGSTQFHLDVEISKR

KAk kA A AAAhK A hkokokhkhAkhAkAhAAdAA A A A A A A Ak h kA A A A hA A kA, Ak h A Ak h kA kxk*k

MKRILIIVVLLECYSQNHIATADVGVLNLRNYYGSYPIEDHQSINPENNHLSHQLVESMD
MKRILITIVVLLECYSQONHIATADVGVLNLRNYYGSYPIEDHQSINPENNHLSHQLVESMD
MKRILIIVVLLEFCYSOQNHIATADVGVLNLRNYYGSYPIEDHQSINPENNHLSHQLVESMD
MKRILITIVVLLECYSQONHIATADVGVLNLRNYYGSYPIEDHQSINPENNHLSHQLVESMD
MKRILIIVVLLECYSQONHIATADVGVLNLRNYYGSYPIEDHQSINPENNHLSHQLVESMD
MKRILITIVVLLECYSQONHIATADVGVLNLRNYYGSYPIESHONINPDNNSLSHQLVESKD
MKRILIIVVLLEFCYSOQNHIATADVGVLNLRNYYGSYPIEDHQONINPDNNRLSHQLVESKD
MKRILITIVVLLECYSQONHIATADVGVLNLRNYYGSYPIEDHONINPDNNRLSHQLVESMD
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MKRILIIVVLLEFCYSQONHIATADVGVLNLRNYYGSYPIEDHQONINPDNNRLSHQLVESMD
MKRILITIVVLLECYSQONHIATADVGVLNLRNYYGSYPIEDHQONINPDNNRLSHQLVESMD

KAKAKAAAKAA KA IAAA AL A KNI XA AA A A AN A R AR A A XA A KA XA, kAKk K Khkkoekk *kkhkkhkkhkhkkkx *

NSSITAEFKNVDDVKKFKNHAVDVYGLSYSGYCLKNKYIYGGVTLAGDYLEKSRCIPINL
NSTITAEFKNVDDVKKFKNHAVDVYGLSYSGYCLKNKYIYGGVTLAGDYLEKSRCIPINL
NSTVTAEFKNVDDVKKFKNHAVDVYGLSYSGYCLKNKYIYGGVTLAGDYLEKSRRIPINL
NSTVTAEFKNVDDVKKFKNHAVDVYGLSYSGYCLKNKYIYGGVTLAGDYLEKSRRIPINL
NSTVTAEFKNVDDVKKFKNHAVDVYGLSYSGYCLKNKYIYGGVTLAGDYLEKSRRIPINL
NSTVTAEFKNVEDVKKFKNRAVDVYGLSYSGYCLKNKYMYGGVTLAGDYLEKSRCIPINL
NSTVTAEFKNVEDVKKFKNRAVDVYGLSYSGYCLKNKYMYGGVTLAGDYLEKSRCIPINL
NSTVTAEFKNVEDVKKFKNRAVDVYGLSYSGYCLKNKYMYGGVTLAGDYLEKSRCIPINL
NSTVTAEFKNVDDVKKFKNRAVDVYGLSYSGYCLKNKYMYGGVTLAGDYLEKSKYIPINL
NSTVTAEFKNVDDVKKFKNRAVDVYGLSYSGYCLKNKYMYGGVTLAGDYLEKSKYIPINL

KK e e khkhkhhhkhkehhhk Ak ke hkhhkhkhhhAhkhk Ak bk hkhk ke kb hkhk Ak kb khk e *hkrk*k

WVNGEHQTISTDKVSTNKKLVTAQEIDTKLRRYLOEEYNIYGENDTNKGRNYGNKSKESS
WVNGEHQTISTDKVSTNKKLVTAQEIDTKLRRYLOEEYNIYGENDTNKGRNYGNKSKESS
WVNGEHQTISTDKVSTNKKLVTAQEIDTKLRRYLOQEEYNIYGENDTNKVRNYGNKSKESS
WVNGEHQTISTDKVSTNKKLVTAQEIDTKLRRYLOQEEYNIYGENDTNKGRNYGNKSKESS
WVNGEHQTISTDKVSTNKKLVTAQEIDTKLRRYLOQEEYNIYGENDTNKGRNYGNKSKESS
WVNGNHKTISTDKVSTNKKIVTAQEIDTKLRRYLOEEYNIYGENDTNKGRNYGTKSKEE'S
WVNGNLKTISTDKVSTNKKIVTAQEIDTKLRRYLOQEEYNIYGENDTNKGRNYGTKSKEE'S
WVNGEHQTISTEKVSTNKKIVTAQEIDTKLRRYLOEEYNIYGENDTNKGRNYGTKSKESS
WVNSEHQTISTEKVSTNKKIVTAQEIDTKLRRYLOQEEYNIYGENDTNKGRNYGTKSKESS
WVNSEHQTISTEKVSTNKKIVTAQEIDTKLRRYLOEEYNIYGENDTNKGRNYGTKSKESS

khkk o ekkhkkekhkkhk A hkhk ko hkhhhkhkhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhkhkhkhkkhkrhkkhkrkh *kxkx *kk*x *

GFNAGKILFHLNDGSSEFSYDLFDTGTGQAESFLKIYNDNKTVETEKFHLDVEISYKDES
GEFNAGKILFHLNDGSSESYDLEDTGTGQAESFLKIYNDNKTVETEKFHLDVEISYKDES
GFNAGKILFHLNDGSSFEFSYDLFDTGTGQAESFLKIYNDNKTVETEKFHLDVEISYKDES
GEFNAGKILFHLNDGSSESYDLEDTGTGQAESFLKIYNDNKTVETEKFHLDVEISYKDES
GFNAGKILFHLNDSSSEFSYDLEFDTGTGQAESFLKIYNDNKTVETEKFHLDVEISYKDES
GENTGKISFHLNDGTSESYDLEDTGTGQAESFLKIYNDNKTVETDKFHLDVEISYKDES
GFNTGKISFHLNDGTSEFSYDLFDTGTGQAESFLKIYNDNKTVETDKFHLDVEISYKDES
GENTGKISFHLNDGSSESYDLEDTGTGQAESFLKIYNDNKTVETDKFHLDVEISYKDES
GENTGKVSFHLNDGSSESYDLEDTGTGQAESFLKIYNDNKTVETDKFHLDVEISYKDES
GFNTGKISFHLNDGSSEFSYDLEFDTGTGQAESFLKIYNDNKTVETDKFHLDVEISYKDES

kkk o KKk oo * Kk Kk kK e AR KA AR KA AR A KR KA A A AR AR A AR AR A AR ARk e kA A A AR A AR A XKk, K

MRLFCIAAITIITLLCLINNNYVNADVDKNDLKKKSDIDSSKLENLTSYYTDITWQLDESN
———————————— MKCLINNNYVNAEVDKKDLKKKSDLDSSKLENLTSYYTDITWQLDESN
MRLEYIAAITIITLLCLINNNYVNAEVDKKDLKKKSDLDSSKLENLTSYYTDITWQLDESN
MRLEFYIAAITIITLLCLINNNYVNAEVDKKDLKKKSDLDSSKLENLTSYYTDITWQLDESN
MRLEYIAVIIITLLCLINNNYVNAEVDKKVLKKKSDIDSSK—-——-- CYYTDITWQLDESN
MRLEYIAVIIITLLCLINNKYVNAEVDKKVLKKKSDIDSSNLENLTSYYTDITWQLDESN
MRLEYIAVIIITLLCLINNNYVNAEVDKKVLKKKSDIDSSNLENLTSYYTDITWQLDESN
MRLEYIAVIIITLLCLINNNYVNAEVDKKVLKKKSDIDSSKLENLTSYYTDITWQLDESN
———————————— MLCFLNNNYVNADVNKNNLKKKSELDSSKLENLANYYTDVTWQLEKSN
MRLEYIALIIITLLCLINNNYVNADVDKNDLKKKSDLDSSKLENLTSYYTDITWQLEKSN

ke ohkkehkhhkkokhkeoeke hhkhkkhkookkhko hhkxk o khkkk o o kk

KISTDOQLLNNTIILKDIDISVLKTSSLKVEFNSSDLANQFKGKNIDIYGLYYGNKCVGLT
KISTDQLLNNTIILKNIDISVLKTSSLKVEFNSSDLANQFKGKNIDIYGLYFGNKCVGLT
KISTDOQLLNNTIILKNIDISVLKTSSLKVEFNSSDLANQFKGKNIDIYGLYFGNKCVGLT
KISTDQLLNNTIILKNIDISVLKTSSLKVEFNSSDLANQFKGKNIDIYGLYFGNKCVGLT
KISTDOQLLNNTIILKNIDISVLKTSSLKVEFNSADLANQFKGKNIDIYGLYYGNKCVGLT
KISTDQLLNNTIILKNIDISVLKTSSLKVEFNSADLANQFKGKNIDIYGLYYGNKCVGLT
KISTDOQLLNNTIILKNIDISVLKTSSLKVEFNSADLANQFKGKNIDIYGLYYGNKCVGLT
KISTDQLLNNTIILKNIDISVLKTSSLKVEFNSADLANQFKGKNIDIYGLYYGNKCVGLT
VISSDOQLLNNTIIFKNIVISVLNTSSLKVEFNSLDLANQYKGRNVDIFGLYYGNKCIGLH
VISSDOQLLNNTIIFKNIVIAELNTSSLKVEENSLDLANQYKGSNVDIFGLYYGNKCVGLH

Ak e khkhkhkhkhkhkhkk ok ok Ko Kekkhkhkhkhkhkhkhk *hkkhkkohkk K*eoekhkkohkhkohkhkkkhkokk

EEKTSCLYGGVTIYDGNQLDEERVIGVNVFKDGIQQEGFVIKTKKAKVTVQELDTKVRFEFK
EEKTSCLYGGVTIHDGNQLDEEKVIGVNVFKDGVQQOEGFVIKTKKAKVTVQELDTKVRFEK
EEKTSCLYGGVTIHDGNQLDEEKVIGVNVEFKDGVQQOEGFVIKTKKAKVIVQELDTKVREK
EEKTSCLYGGVTIHDGNQLDEERVIGVNVFKDGVQQOEGEFVIKTKKAKVTVQELDTKVRFEFK
EEKTSCLYGGVTIHDGNQLDEEKVIGVNVEFKDGVQQOEGFVIKTKKAKVIVQELDTKVREK

229

60
60

120
120
120
120
120
120
120
120
120
120

180
180
180
180
180
180
180
180
180
180

239
239
239
239
239
239
239
239
239
239

60
48
60
60
55
60
60
60
48
60

120
108
120
120
115
120
120
120
108
120

180
168
180
180
175



S8 B3B8 383833853

S B8B3BB3 83358383

%)
L
O

OO0 O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0

OO0 O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0

OO0 OO0 OO0 O0O0

O NRF Oy JWw o

w

O NRF Oy JWw o B

w

O W N JIN R O DN O

N R N R B A e R B AN
W NN RO N O

RN
N RO N O

(@]

e

I

[

e

N

(@]

Ne

EEKTSCLNGGVTIHDGNQLDEEKVIGVNVFKDGVQQOEGFVIKTKKAKVTIVQELDTKVREK
EEKTSCLYGGVTIHDGNQLDEEKVIGVNVFKDGVQQOEGFVIKTKKAKVTVQELDTKVRFEFK
EEKTSCLYGGVTIHDGNQLDEEKVIGVNVEFKDGVQQEGEFVIKTKKAKVTVQELDTKVRFEFK
GEKTSCLYGGVTIHDGNQLDEERVIGVNVFKDDAQQEGFVIKTKKAKVTVQELDTKVREFK
GEKTSCLYGGVTIHDGNQLDEERVIGVNVEFKDDAQQEGEFVIKTKKAKVTVQELDTKVREK

khkhkhkkk hAhkkhkhkk ok hkkrhhkhkhkkh o kkhkkrkhkkx kxkhkkhkrkhkkrhkkhkhkhkhkkhkkhkhxkhkkxkkxk

LENLYKIYNKDTGNIQKGCIFFHSNNHONQSFYYDLYNIKGSVGAEFFQFYSDNRTVSSS
LENLYKIYNKDTGNIQKGCIFFHSHNHQDQSFYYDLYNVKGSVGAEFFQFYSDNRTVSSS
LENLYKIYNKDTGNIQKGCIFFHSHNHQODQOSFYYDLYNVKGSVGAEFFQFYSDNRTVSSS
LENLYKIYNKDTGNIQKGCIFFHSHNHQDQSFYYDLYNVKGSVGAEFFQFYSDNRTVSSS
LENLYKIYNKDTGNIQKGCIFFHSHNQQDQSFYYDLYNIKGSVGAEFFQFYSDNRTVSSS
LENLYKIYNKDTGNIQKGCIFFHSHNHQODQOSFYYDLYNIKGSVGAEFFQFYSDNRTVSSS
LENLYKIYNKDTGNIQKGCIFFHSHNHQDQSFYYDLYNIKGSVGAEFFQFYSDNRTVSSS
LENLYKIYNKDTGNIQKGCIFFHSHNQODQOSFYYDLYNIKGSVGAEFFQFYSDNRTVSSS
LENLYKIYNKDTGNIQKGCIFFHSHNNQDHSFYYDLYNIKGSVGAEFFQFYGDNRTVNSS
LENLYKIYNKDTGNIQKGCIFFHSHNNQDHSFYYDLYNIKGSVGAEFFQFYGDNRTVNSS

KAKAAAAKAA KNI AAAAA A KNI AARA A A K e ke ko e khAAkhAhhk e kAR Ak A XA AR A Adk *hkkhkk k%
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NYHIDVFLYKD 251
NYHIDVEFLYKD 239
NYHIDVFLYKD 251

kkkk Kk Kk kK kKK

MLNVILLIINLIAICNVNNAYANEENPKIEDLCKKSSVDPIALHNIEKDYVNNRFTIDKS
MLNVLLLIINLIAICSVNNAYANEEKPKIEDLCKKSSVDPIALHNIEKDYVNNRFTIDKS
MLNVLLLIINLIATICSVNNAYANEENPKIEDLCKKSSVDDIALHNIDKDYMTNRFTINES
MLNVLLLIIYLIAICSVNNAYANEENPKIEDLCKKSSVDDIALHNIDKDYMTNRFTINES
MLNVLLLIIYLIATICSVNNAYANEENPKIEDLCKKSSVDDIALHNIDKDYMTNRFIINES
MLNVLLLIIYLIAICSVNNAYANEENPKIEDLCKKSSVDDIALHNIDKDYMTNRFIINES
MLNVLLLILNLIATICSVNNAYANEEDPKIESLCKKSSVDPIALHNINDDYINNRFTTVKS
MLNVLLLIIYLIAICSVNNAYANEENPKIEDLCKKSSVDSTALHNINDDYINNRFTTVKS
MLNVLLLIIYLIATICSVNNAYANEENPKIEDLCKKSSVDSTALHNINDDYINNRFTTVKS
MLNVLLLILNLIATICSVNNAYANEEDPKIESLCKKSSVDPTIALHNINDDYINNRFTTVKS
MLNVLLLILNLIATICSVNNAYANEEDPKIESLCKKSSVDPIDLHNINDDYINNRFTTVKS
MLNVLLLILNLIATICSVNNAYANEEDPKIESLCKKSSVDPIALHNINDDYINNRFTTVKS
MLNVLLLILNLIATICSVNNAYANEEDPKIESLCKKSSVDPIALHNINDDYINNRFTTVKS

khkkhkkhkokkhkkeo Khkhkhk hhkhkhkkhkrkhkhkx ,hkk K*hkkkxkhkkx kxkkk o kko Kkkx .k

PVSTTEKFLDFDLLEFKNFTWLDGKSAEFKDLKVEFSSSEISKEYFGKTVDIYGVYYKAHC
PVSTTEKFLDFDLLEFKNFTWLDGKSAEFKDLKVEFSSSEISKEYFGKTVDIYGVYYKAHC
TVLTTEKFLDIDLLFKNFTWLDGKSAEFKDLKVEFSSSEISKEYFGKTVDIYGVYYKAHC
PVLTTEKFLDFDLLEFKNFTWLDGKSAEFKDLKVEFSSSEISKEYFGKTVDIYGVYYKAHC
PVLTTKKFLDFDLLFKNFTWLDGKSAEFKDLKVEFSSSEISKEYFGKTVDIYGVYYKAHC
PVLTTEKFLDFDLLEFKNFTWLDGKSAEFKDLKVEFSSSEISKEYFGKTVDIYGVYYKAHC
IVSTTEKFLDFDLLFKSINWLDGISAEFKDLKVEFSSSAISKEFLGKTVDIYGVYYKAHC
IVSTTEKFLDFDLLFKSINWLDGKSAEFKDLKVEFSSSEISKEYFGKTVDIYGVYYKAHC
IVSTTEKFLDFDLLFKSINWLDGKSAEFKDLKVEFSSSEISKEYFGKTVDIYGVYYKAHC
IVSTTEKFLDFDLLFKSINWLDGISAKFKDLKVEFSSSAISKEFLGKTVDIYGVYYKAHC
IVSTTEKFLDFDLLFKSINWLDGISAEFKDLKVEFSSSAISKEFLGKTVDIYGVYYKAHC
IVSTTEKFLDFDLLFKSINWLDGISAEFKDLKVEFSSSAISKEFLGKTVDIYGVYYKAHC
IVSTTEKFLDFDLLFKSINWLDGISAKFKDLKVEFSSSAISKEFLGKTVDIYGVYYKAHC

*k kK ekkhkkhkk o kk XKk K . KAk Kk Kk ekkhhkkhkhkhkAhhkkhkhkk *hkkhkoohkhkhkhkhkhkkhkhkk kA khhk*k

HGEHQVKTACTYGGITSHENNKLSEPKNIGVAVYKDNVNVNTFIVTTDKKKVTAQELDIK
HGEHQVKTACTYGGITSHENNKLSEPKNIGVAVYKDNVNVNTFIVTTDKKKVTAQELDIK
HGEHQVKTACTYGGVTPHENNKLSEPKEIGVAVYKDNVNVNTFIVTTDKKKVTAQELDIK
HGEHQVKTACTYGGVTPHENNKLNEPKEIGVAVYKDNVNVNTFIVTTDKKKVTAQELDIK
HGEHQVKTACTYGGVTPHENNKLNEPKEIGVAVYKDNVNVNTFIVTTDKKKVTAQELDIK
HGEHQVKTACTYGGVTPHENNKLNEPKEIGVAVYKDNVNVNTFIVTTDKKKVTAQELDIK
HGEHQVDTACTYGGVTPHENNKLSEPKNIGVAVYKDNVNVNTFIVTTDKKKVTAQELDIK
HGEHQMNTACTYGGVTPHENNKLSEPKNIGVAVYKDNVNVNTEFIVTTDKKKVTAQELDIK
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180

240
228
240
240
235
240
240
240
228
240
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60
60
60
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YGEHQMNTACTYGGVTPHENNKLSEPKNIGVAVYKDNVNVNTFIVTTDKKKVTAQELDIK
HGEHQVDTACTYGGVTPHENNKLSEPKNIGVAVYKDNVNVNTFIVTTDKKKVTAQELDIK
HGEHQVDTACTYGGVTPHENNKLSEPKNIGVAVYKDNVNVNTEFIVTTDKKKVTAQELDIK
HGEHQVDTACTYGGVTPHENNKLSEPKNIGVAVYKDNVNVNTFIVTTDKKKVTAQELDIK
HGEHQVDTACTYGGVTPHENNKLSEPKNIGVAVYKDNVNVNTEFIVTTDKKKVTAQELDIK

chkkkk e hhkkhkhkhkkhkk ok hhkhkhkhkk hhkkeoekhkhhhhkhhkhkhkhhhkhkrhkhhrhhkrhkhhkhkhhkkrxkhkkxk

VRTKLNNEYKLYDRMTSDVQKGY IKFHSHSEQKESFYYDLEFYIKGNLPDQYLQIYNDNKT
VRTKLNNEYKLYDRMTSDVQKGYIKFHSHSEQKESFYYDLEYIKGNLPDQYLQIYNDNKT
VRTKLNNVYKLYDRMTSDVQKGY IKFHSHSEHKESFYYDLEYIKGNLPDQYLQIYNDNKT
VRTKLNNVYKLYDRMTSDVQKGYIKFHSHSEHKESFYYDLEYIKGNLPDQCLQIYNDNKT
VRTKLNNVYKLYDRMTSDVQKGY IKFHSHSEHKESFYYDLEYIKGNLPDQYLQIYNDNKT
VRTKLNNVYKLYDRMTSDVQKGY IKFHSHSEHKESFYYDLEYIKGNLPDQYLQIYNDNKT
VRTKLNNAYKLYDRMTSDVQKGYIKFHSHSEHKESFYYDLYNVKGSVGAEFFQFYSDNRT
VRTKLNNAYKLYDRMTSDVQKGY IKFHSHSEHKESFYYDLEFYIKGNLPDQYLQIYNDNKT
VRTKLNNAYKLYDRMTSDVQKGYIKFHSHSEHKESFYYDLEYIKGNLPDQYLQIYNDNKT
VRTKLNNAYKLYDRMTSDVQKGY IKFHSHSEHKESFYYDLEFYIKGNLPDQYLQIYNDNKI
VRTKLNNAYKLYDRMTSDVQKGYIKFHSHSEHKESFYYDLEYIKGNLPDQYLQIYNDNKT
VRTKLNNAYKLYDRMTSDVQKGY IKFHSHSEHKESFYYDLEYIKGNLPDQYLQIYNDNKT
VRTKLNNAYKLYDRMTSDVQKGY IKFHSHSEHKESFYYDLEYIKGNLPDQYLQIYNDNKT

kAR A A kK hhkhkkhkhkkhAhkdhrhdkrhkhkhkhkhkhkkhkekhkkrhkkhkhe okk o o ek ek hk oo

IDSSDYHIDVYLFT- 254
IDSSDYHIDVYLFT- 254
IDSSDYHIDVYLFT- 254
IDSSDYHIDVYLFT- 254
IDSSDYHIDVYLFT- 254
IDSSDYHIDVYLFT- 254
VSSSNYHIDVFELYKD 255
IDSSDYHIDVYLFT- 254
IDSSDYHIDVYLFT- 254
IDSSDYHIDVYLFT- 254
IDSSDYHIDVYLFT- 254
IDSSDYHIDVYLFT- 254
IDSSDYHIDVYLFT- 254

. Kk e khkhkkhk o ko

MSKIKKTTFILLSFIALTLITSPFVNCSEKSEEINGKDLOKKSELQGTALSNLRQTYYHN
MSKIKKTTFILLSFIALTLITSPEVNCSEKSEEINGKDLOKKSELQGTALSNLRQTYYHN
MSKIKKITFILLSFIALTLITSPEFVNCSEKSEEINGKDLOKKSELQGTALSNLRQTYYHN

KAKKAKN *AAAAKA AR A AR A AR AR AR AR A A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A AR A AR Ak kK

GSAIIENKESNDQFLKNTILENDFEFTGHQWYNDLLVDLGSKDTANIYKGKKVDLYGVYYG
GSAIIENKESNDQFLKNTILEFNDFEFTGHQWYNDLLVDLGSKDTANIYKGKKVDLYGVYYG
GSAIIENKESNDQFLKNTILENDFEFTGHQWYNDLLVDLGSKDTANIYKGKKVDLYGVYYG

hhkhhkhkhkhhkhkhkhhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrhkhkrkhkhkhdxhkxk

YOCTGGTPFKTACMYGGVTLHDNNQLEEEKKVPINLWIDGKONTVPLGTVKTNKKEVTVQ
YOCTGGTPFKTACMYGGVTLHDNNQLEEEKKVPINLWIDGKONTVPLGTVKTNKKEVTVQ
YOCTGGTPFKTACMYGGVTLHDNNQLEEEKKVPINLWIDGKONTVPLGTVKTNKKEVTVQ

R R I b b b b 2h S b b S b S R b Sh S S S e b b I Sh b S b Sb b b Sh I S b b b b S b b Sh b b Sb S b b db b S b S 4

ELELQSRHYLHETYNLYNTDAFNGKIQRGLIEFHPSSGDSVGYDLEFGAQGQYPDTQLRIY
ELDLOSRHYLHETYNLYNTDAFNGKIQRGLIEFHPSSGDSVGYDLEFGAQGQYPDTQLRIY
ELDLOSRHYLHETYNLYNTDAFNGKIQRGLIEFHPSSGDSVGYDLEFGAQGQYPDTQLRIY

R RIS b b b b 2h S b b S b S 2R S S S Sb e S R I Sh b b b b Sb b b Sb S S e b b b 2R e S b b Sb b S 2b I 2b b S b b S

RDNKTIKSKNMHIDIYLYTT 260
RDNKTIKSKNMHIDIYLYTT 260
RDNKTIKSKNMHIDIYLYTT 260

khkrxhkkkhkhkrkhkhkkhkhkxkkx

MNKIFRILTVSLEFFTFLIKNNLAYADVGVINLRNEFYANYEPEKLQGVSSGNEFSTSHQLE
MNKIFRVLTVSLEFFTFLIKNNLAYADVGVINLRNEYTNYQPETLOGVSSGNESTSHQLE
MNKIFRVLTVSLEFFTFLIKNNLAYADVGVINLRNEFYANYQPEKLQGVSSGNEFSTSHQLE
MNKIFRILTVSLEFFTFLIKNNLAYADVGVINLRNEYANYEPEKLOGVSSGNESTSHQLE
MNKIFRILTVSLEFFTFLIKNNLAYADVGVINLRNEFYANYEPEKLQGVSSGNEFSTSHQLE
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180
180
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KAKKAAK o KA XA A A KA KA A XA A I KA KA RAA A A A KA I A XK e hkk ok k kA I A A A AR A A XA Xk kK

YIDGKYTLYSQFHNEYEAKRLKDHKVDIFGISYSGLCNTKYMYGGITLANOQNLDKPRNIP
YIDGKYTLYSQFHNEYEAKRLKDHKVDIFGISYSGLCNTKYMYGGITLANQNLDKPRNIP
YIDGKYTLYSQFHNEYEAKRLKDHKVDIFGISYSGLCNTKYMYGGITLANOQNLDKPRNIP
YIDGKYTLYSQFHNEYEAKRLKDHKVDIFGISYSGLCNTKYMYGGITLANQNLDKPRNIP
YIDGKYTLYSQFHNEYEAKRLKDHKVDIFGISYSGLCNTKYMYGGITLANOQNLDKPRNIP

hhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhhhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrhkkhkkhdrkxk

INLWVNGKONTISTDKVSTQKKEVTAQEIDIKLRKYLONEYNIYGEFNKTKKGQEYGYQSK
INLWVNGKONTISTDEVSTQKKEVTAQEIDIKLRKYLONEYNIYGEFNKTKKGQEYGYQSK
INLWVNGKONTISTDKVSTQKKEVTAQEIDIKLRKYLONEYNIYGEFNKTKKGQEYGYKSK
INLWVNGKONTISTDKVSTQKKEVTAQEIDIKLRKYLONEYNIYGEFNKTKKGQEYGYQSK
INLWVNGKONTISTDKVSTQKKEVTAQEIDIKLRKYLONEYNIYGENKTKKGQEYGYQSK

Ak hkhkhkhkhhkhkkhhhkhhkh e khhkhhhkhhkhkhhhhkhk A hhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkhkhkkx o k%

FNSGFNKGKITFHLNNEPSFTYDLEFYTGTGQAESFLKIYEDNKTVESEKFHLDVDISYKE
FNSGEFNKGKITFHLNNETSEFTYDLEYTGTGQAESFLKIYNDNKTIDAENFHLDVEISYEK
FNSGFNKGKITFHLNNEPSFTYDLEFYTGTGQAESFLKIYNDNKTIDAENFHLDVEISYEK
FNSGEFNKGKITFHLNNEPSEFTYDLEYTGTGQAESFLKIYDDNKTIDTENFHLDVEISYEK
FNSGFNKGKITFHLNNEPSFTYDLEFYTGTGQAESFLKIYNDNKTIDAENFHLDVEISYEK

Kok ok ok ok k ok ok ok Kk ok ok ok kk  kokk ok k ok ok ok kkkk ok kkkkkkok s kkkok s s sk e kkhhhk s kkke s
TI 242
TE 242
TE 242
TE 242
TE 242

*

MLNKILLLLEFSVTEFMLLFFSLHSVSAKPDPRPGELNRVSDYKKNKGTMGNVESLYKDKAV
MLNKILLLLLSVTFMLLFFSLHSVSAKPDPRPGELNRVSDYKKNKGTMGNVESLYKDKAV
MLNKILLLLLSVTFMLLFFSLHSVSAKPDPRPGELNRVSDYKKNKGTMGNVESLYKDKAV
MLNKILLLLLSVTFMLLFFSLHSVSAKPDPRPGELNRVSDYKKNKGTMGNVESLYKDKAV

KAKKAKRKAKAK e A A A KA A KA A KA AR AR A I A A A KA AR A AR A A A AR AR A A A A AR A A AR A A XK Ak kK

IAENVKNTRQFLGHDLIFPIPYSEYKEVKSEFINKKTADKEFKDKRLDVEGIPYFYTCLVP
IAENVKNTRQFLGHDLIFPIPYSEYKEVKSEFINKKTADKFKDKRLDVEFGIPYFYTCLVP
IAENVKNTRQFLGHDLIFPIPYSEYKEVKSEFINKKTADKEFKDKRLDVEGIPYFYTCLVP
IAENVKNTRQFLGHDLIFPILYSEYKEVKSEFINKKTADKFKDKRLDVEFGIPYFYTCLVP

KAKXKAKRKAIAKAAXAKAAKRAAKAKAAA KAA KR A I A A A KA AR A IA A A A A AR AR A AR A IR AR A AR AR A AR KK

KNESREEFIFDGVCIYGGVTMHSTADSISKNIIVPVTVDNKQQFSFTISTNKKTVIVQEL
KNESREEFIFDGVCIYGGVTMHSTADSISKNIIVPVTVDNKQQFSFTISTNKKTVIVQEL
KNESREEFIFDGVCIYGGVTMHSTADSISKNIIVPVTVDNKQQOFSFTISTNKKTVIVQEL
KNESREEFIFDGVCIYGGVTMHSTADSISKNIIVPVTVDNKQQFSFTISTNKKTVIVQEL

hhkhhkhkhkhhkhkhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhhkhkhxhkxk

DYKVRNWLTNNKKLYEFDGSAYETGYIKFIEENKDSFWYDLEFPKKDLVPFIPYKEFVNIYG
DYKVRNWLTNNKKLYEFDGSSYETGYIKFIEENKDSFWYDLEFPKKDLVPFIPYKFVNIYG
DYKVRNWLTNNKKLYEFDGSAYETGYIKFIEENKDSFWYDLEFPKKDLVPFIPYKEFVNIYG
DYKVRNWLTNNKKLYEFDGSAYETGYIKFIEENKDSFWYDLEFPKKDLVPFIPYKEFVNIYG

KA A KA KR AR AR AR AR AR AR AR e kAR A A AR AR AR AR AR AR AR ARk A kA kA kA kA kA kA kxkxk

DNKTIDASSVKIEVHLTTM 259
DNKTIDASSVKIEVHLTTT 259
DNKTIDASSVKIEVHLTTT 259
DNKTIDASSVKIEVHLTTT 259

khkrxhkkhkkhkkhkkkkhkkkkxk

MNYSKITVSLIIILLCTFSFEFSENRFVOADESRPKIESLKKKSELDSTALYNIKTSYSQ
MNYSKITVTLIIILLCTFSFEFSENRFVOQADESRPKIESLKKKSELDSTALYNIKTSYSQ

KA Ak Ak hkh ko hhkhA Ak hhhkh A hA A hAhhd kA hAk Ak b hhdh kA h A dAhhkhhkhkhrkhk Ak rhkhkd kA hk Ak hk k%

DNITILDIKNKTNSTQLLSNDLIFDDITLKEWNKNSLKTEFNSSEIANHFKGKKVDIEFGIY
DNITILDIKNKTNSTQLLSNDLIFDDITLKEWNKNSLKTEFNSSEIANHFKGKKVDIEFGIY

R R I b S b b 2h S b b S b S SR S S S S e S b I Sh b b b Sb b b Sh e S db b b b b 2R e S b b Sb b S b b 2h b S b b S

232
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120
120
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180
180
180
180
180
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240
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s 3 YGANCIGEVSKRTGCIYGGITLHEEEKIDQKNSIGVNVEFKDGSQOKGFMITTDKKEPTIQ 180
s 1 YGANCIGEVSKRTGCIYGGITLHEEEKIDQKNSIGVNVFKDGSQOKGFMITTDKKEPTIQ 180
ok ok kK kK kK ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok k ok ko ok ok ok ok k k% ko ok ok ok kK kK ok ok ok ok ok ok kK K Kk kK ok
s 3 ELDLKTRKVIQNQYKIYNSETGNIQKGYMEFHSNSSSFYYDLENFKGKYSVDEFLKEFYNDN 240
s 1 ELDLKTRKVIQONQYKIYNSETGNIQKGYMEFHSNSSSFYYDLENFKGKYSVDEFLKEFYNDN 240
ok ok kK kK kK ok ok ok ok kK kK K ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok k kK ok ok ok ok kX kK K ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok
s 3 KTINSSNLHIDVYLYSQ 257
s 1 KTINSSNLHIDVYLYSQ 257

KAk Ak hk Ak Ak Ak Ak kK Kk kK

SET

>t 1
MKKCILFIFSIILLVSISTLFIPNAKSDSREGLKDFYSKKIDVYTNKKINEKDKYSVDIEVDNYVYRINTLDDKILNQEFKVGD
YVDAWGHIINNKPIGKVIKFYDGDISKHSPLDKPTNISYRINLFKEQKQTEVTPEKELEIGNRYLTMKQIDYRIKSYLVKKQQ
LYTEFYNGKIEISMLDGKKHFIDLSTYYYDPSNFTLDYTKISHEFDIYMEK

SEU
u 11 MKLFAFLFICVKSCSLLFMLNDNPKPEQLNKASEFTGLMDNMRYLYDDKHVSETNIKAQE 60
u 18 MKLFAFLFICVKSCSLLFMLNDNPKPEQLNKASEFTGLMDNMRYLYDDKHVSETNIKAQE 60
u 6 MKLFAFIFICVKSCSLLFMLNGNPKPEQLNKASEFTGLMDNMRYLYDDKHVSETNIKSQE 60
u 4 MKLFAFIFICVKSCSLLFMLNGNPKPEQLNKASEFTGLMDNMRYLYDDKHVSETNIKSQE 60
u 5 MKLFAFIFICVKSCSLLFMLNGNPKPEQLNKASEFTGLMDNMRYLYDDKHVSETNIKSQE 60
ul MKLFAFIFICVKSCSLLFMLNGNPKPEQLNKASEFTGLMDNMRYLYDDKHVSEINIKAQE 60
u 7 MKLFAFIFICVKSCSLLFMLNGNPRPEQLNKASEFSGLMDNMRYLYDDKHVSETNIKVQE 60
u 17 MKLFAFIFICVKSCSLLFMLNGNPRPEQLNKASEFSGLMDNMRYLYDDKHVSETNIKAQE 60
u 9 MKLFAFIFICVKSCSLLFMLNGNPRPEQLNKASEFTGLMDNMRYLYDDKHVSETNIKAQE 60
u 2 MKLFAFIFICVKSCSLLFMLNGNPRPEQLNKASEFTGLMDNMRYLYDDKHVSETNIKAQE 60
u 10 MKLFAFIFICVKSCSLLFMLNGNPRPEQLNKASEFTGLMDNMRYLYDDKHVSETNIKAQE 60
******:**************-**:**********:***************** * Kk Kk Kk
u 11 KFLOHDLLFKINR-—-——— SKILKTEFNNKSLSDKYKNKNVDLEGTNYYNQCYFSSDNMEL 115
u 18 KFLOHDLLFKING-—-—--- SKILKTEFNNKSLSDKYKNKNVDLFGTNYYNQCYFSADNMEL 115
u 6 KFLOHDLLFEING-—-—-—-— SKILKTEFNNKSLSDKYKNKNVDLEGTNYYNQCYFSSDNMEL 115
u 4 KFLOHDLLFKING-—-—--- SKILKTEFNNKSLSDKYKNKNVDLEFGTNYYNQCYFSLDNMEL 115
u 5 KFLOHDLLEFKING-—-—-—— SKILKTEFNNKSLSDKYKNKNVDLEGTNYYNQCYFSSDNMEL 115
ul KFLOHDLLFKINGSKIDGSKILKTEFNNNSLSDKYKNKNIDLEGTNYYYQCYFSADNMEL 120
u 7 KFLOHDLLFKINGSKIDGSKILKTEFNNKSLSDKYKNKNVDLEGTNYYNQCYFSADNMEL 120
u 17 KFLOHDLLFKINGSKIDGSKILKTEFNNKSLSDKYKNKNVDLEGTNYYNQCYFSADNMEL 120
u 9 KFLOHDLLFKINGSKIDGSKILKTEFNNKSLSDKYKNKNVDLEGTNYYNQCYFSADNMEL 120
u 2 KFLOHDLLFKINGSKIDGSKILKTEFNNKSLSDKYKNKNVDLEGTNYYNQCNESADNMEL 120
u 10 KFLOHDLLFKINGSKIDGSKILKTEFNNKSLSDKYKNKNVDLEGTNYYNQCYFSADNMEL 120
KKKk KKK KK kK KA K AKX K KK e kAXKKARK KK e kKKK KAX Kk KKk KKK kR
u 11 NDGILIEKTCMYGGVTEHDGNQIDKNNSTDNSHNILIKVYENERNSLSEDIPTNKKNITA 175
u 18 NDGILIGKTCMYGGVTEHDGNQIDKNNSTDNSHNILIKVYENERNSLSEDIPTNKKNITA 175
u 6 NDGRLIEKTCMYGGVTEHDGNQIDKNNSTDNSHNILIKVYENERNSLSEDIPTNKKNITA 175
u 4 NDGRLIEKTCMYGGVTEHDGNQIDKNNSTDNSHNILIKVYENERNSLSEDIPTNKKNITA 175
u 5 NDGRLIEKTCMYGGVTEHDGNQIDKNNSTDNSHNILIKVYENERNSLSEDIPTNKKNITA 175
ul NDGRLIEKTCMYGGVTEHDGNQIDKNNSTDNSHNILIKVFENERNSLSEDIPTNKKNITA 180
u 7 NDGRLIEKTCMYGGVTEHDGNQIDKNNLTDNSHNILIKVYENERNTLSEDISTNMKNITA 180
u 17 NDGRLIEKTCMYGGVTEHDGNQIDKNNLTDNSHNILIKVYENERNTLSEDISTNMKNITA 180
u 9 NDGRLIEKTCMYGGVTEHDGNQIDKNNLTDNSHNILIKVYENERNTLSEDISTNKKNITA 180
u 2 NDGRLIEKTCMYGGVTEHDGNQIDKNNLTDNSHNILIKVYENERNTLSEDISTNKKNITA 180
u 10 NDGRLIEKTCMYGGVTEHDGNQIDKNNLTDNSHNILIKVYENERNTLSEDISTNKKNITA 180
kkhkk kkhk Khkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkkh kKK ***********:*****:***** *k Kkkkk*k
u 11 QEIDYKVRNYLLKHKDLYEFNSSPYETGYIKFIEGNGNTFWYDMMPESGEKEFYPTKYLLI 235
u 18 QEIDYKVRNYLLKHKDLYEFNSSPYETGYIKFIEGNGNTFWYDMMPESGEKEFYPTKYLLT 235
u 6 QEIDYKVRNYLLKHKNLYEFNSSPYETGYIKFIEGSGHSFWYDLMPESGKKEYPTKYLLI 235
u 4 QEIDYKVRNYLLKHKNLYEFNSSPYETGYIKFIEGSGHSFWYDLMPESGKKEYPTKYLLI 235
u 5 QEIDYKVRNYLLKHKNLYEFNSSPYETGYIKFIEGSGHSFWYDLMPESGKKEYPTKYLLI 235
ul QEIDYKVRNYLLKHKNLYEFNSSPYETGYIKFIEGNGHSFWYDMMPESGEKEFYPTKYLLI 240
u 7 QEIDYKVRNYLLKHKNLYEFNSSPYESGYIKFIEGNGHSFWYDMMPESGEKEFYPTKYLLI 240
u 17 QEIDYKVRNYLLKHKNLYEFNSSPYESGYIKFIEGNGHSFWYDMMPESGEKEFYPTKYLLI 240
u 9 QEIDYKVRNYLLKHKNLYEFNSSPYETGYIKFIEGNSHSFWYDMMPESGEKEYPTKYLLT 240

233
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QEIDYKVRNYLLKHKNLYKFNSSPYETGY IKFIEGNGHSFWYDMMPESGEKEFYPTKYLLI
QEIDYKVRNYLLKHKNLYKFNSSPYETGYIKFIEGNGHSFWYDMMPESGEKEFYPTKYLLI

KAKAAAKAAKNAIAAXA AKX ek ke khA A A Ak e kAKX Ak kK e e kKA kK e hkhkhkhk ke kA kA XA kXX k%K

YNDNKTVDSQSVNVEVHLTKK 256
YNDNKTVDSQSVNVEVHLTKK 256
YNDNKTVESKSINVEVHLTKK 256
YNDNKTVESKSINVEVHLTKK 256
YNDNKTVESKSINVEVHLTKK 256
YNDNKTVESKSINVEVHLTKK 2601
YNDNKTVESKSINVEVHLTKK 2601
YNDNKTVESKSINVEVHLTKK 261
YNDNKTVESKSINVEVHLTKK 2601
YNDNKTVESKSINVEVHLTKK 2601
YNDNKTVESKSINVEVHLTKK 2601

KAk AkA KAk oekokeoekhkhAkhkkkkkk

MEFKKHHSKNSIVLKSILSLGIIYSGIFGINSKADASIQDSSSVHDKQLLKVKEVPNNSEK
MEFKKHHSKNSIVLKSILSLGIIYSGIFGINSKADASIQDSSSVHDKQLLKVEEVPNNSEK
MEFKKHHSKNSIVLKSILSLGIIYSGIFGINSKADASIQDSSSVHDKQFQKVEEVPNNSEK
MEFKKHHSKNSILLKSILSLGIIYSGSFGIYSKANASTONSSSVHDKQLOKVEEVPNNSEK
MEFKKHHSKNSILLKSILSLGIIYSGSFGIYSKANASTONSSSVHDKQLOKVEEVPNNSEK
MEFKKNDSKNSILLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSPSVQDKQFQKVEEVPNNSEK
MEKKNDSKNSILLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSPSVQDKQFQKVEEVPNNSEK
MEFKKYGSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQDKQFOKVEEVPNNSEK
MEFKKYDSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQDKQFQKVEEVPNNSEK
MEFKKYDSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQDKQFQOKVEEVPNNSEK
MEFKKNDSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQDKQLOKVEEVPNNSEK
MEFKKHHSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQDKQLOKVEEVPNNSEK
MEFKKNDSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQDKQLOKVEEVPNNSEK
MEFKKYDSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQDKQFQOKVEEVPNNSEK
MEFKKYDSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQDKQFQKVEEVPNNSEK
MEFKKYDSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQODKQFQKVEEVPNNSEK
MEFKKHHSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQDKQFQKVEEVPNNSEK
MEFKKYDSKNSIVLKSILSLGTIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQODKQLOKVEEVPNNSEK
MEFKKYDSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQDKQLOKVEEVPNNSEK
MEFKKYDSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQDKQLOKVEEVPNNSEK
MEFKKYDSKNSIVLKSILSLGIIYSGSFGIYPKADASTONSSSVQODKQLOKVEEVPNNSEK
MEFKKYDSKNSILLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQDKQLOKVEEVPNNSEK
MEFKKYDSKNSIVLKSILSLGIIYGGTFGIYPKADASTONSSSVQODKQLOKVEEVPNNSEK

* Kk Kk Kk khkkhkkekkhkhkkhkhkhkk kx *Kk * Kkkxk%k Kk ekk Kkek Kkekkko Kk e kkkkKkk kK

ALVKKLYDRYSONTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSONTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSKNTINGKSNKSRNWVYSERPLNGNQVRINLEGTYRVADRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSKNTINGKSNKSRNWVYSERPLNGNQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSONTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRINLEGTYRVADRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSONTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRINLEGTYRVADRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSONTINGKSNKARNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYRVADRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSONTINGKSNKARNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYRVADRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSONTINGKSNKARNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYRVADRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSONTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYRVADRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYRVADRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYRVADRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSONTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSONTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYTVADRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSONTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYTVADRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSKNTINGKSNKSRNWVYSERPLNGNQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYTVADRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITL
ALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITL

khkkhkhkkhkhkhkkhhhkhke e khkhkhkkhhkhkkhehkhkhkkhhhhhkhddk *hkhkhkhehkhkhkkhk *k *hkkhhkkhkrkhxd*k

NKEVVTLKELDHITRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKDRENVK
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NKEVVTLKELDHIVRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVE
NKEVVTLKELDHIVRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVE
NKEVVTLKELDHITIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVVTLKELDHITRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVVTLKELDHITIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVVTLKELDHITRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVVTLKELDHITIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKNRGNVE
NKEVVTLKELDHITRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKNRENVE
NKEVVTLKELDHITIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKNRENVE
NKEIVTLKELDHITRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVVTLKELDHITIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVVTLKELDHITIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVVTLKELDHITRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVVTLKELDHITIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVITLKELDHITRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVVTLKELDHITIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKNRENVE
NKEVVTLKELDHITRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVVTLKELDHITIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVVTLKELDHITRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVK
NKEVVTLKELDHITIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKNRENVE
NKEVVTLKELDHITRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKNRENVE
NKEVVTLKELDHITIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKNGGKYTLESHKELQKNRENVE

khkkoohkhkhhkhhkhhkohkhhhhhhkrhhkhhhhhkrhhkrhhkrhkhhk ek hkhkrhhkhkhhkrhkhhkh ok Kk

INTDDIKNVTFELVKSVNDIEQA 203
INTADIKNVTFELVKSVNDIEQA 203
INTADIKNVTFELVKSVNDIEQA 203
INTADIKNVTFKLVKSVNDIEQV 203
INTDDIKNVTFELVKSVNDIEQV 203
INTADIKNVTFKLVKSVNDIEQV 203
INTTDIKNVTFKLVKSVNDIEQV 203
INTDDIKNVTFELVKSVNDIEQV 203
INTDDIKNVTFELVKSVNDIEQV 203
INTDDIKNVTFELVKSVNDIGQV 203
INTDDIKNVTFELVKSVNDIEQV 203
INTDDIKNVTFELVKSVNDIEQV 203
INTDDIKNVTFELVKSVNDIEQV 203
IKTDDIKNVTFELVKRVNDIEQV 203
NNTDDIKNVTFELVKSVNDIEQV 203
INTDDIKNVTFELVKSVNDIEQV 203
INTADVENVTEFDLVKSVNDIEQV 203
INTADIKNVTFKLVKSVNDIEQV 203
INTADIKNVTFKLVKSVNDIEQV 203
INTADIKNVTFKLVKSVNDIEQV 20

INTDDIKNVTFELVKSVNDIEQV 203
INTDDIKNVTFELVKSVNDIEQV 203
INTDDIKNVTFELVKSVNDIEQV 203

ek ke ekkhkk Khkk kkrkk *x

MKAKLWELLTTLAFLIAVMGSIGIAEVGAKTTGLITENSNDSLKEHYAQKFEVYTNKEVT
MKAKLWFLLTTLAFLIAVMGSIGIAEVEAKTTGLITENSNDSLKEHYAQKFEVYTNKEVT
MKAKLCFLLTTLAFLIAVTGSIGIAEVKAKTTGLITENSNDSLKEHYAQKFEVYTNKEVT
MKAKLWFLLTTLAFLIAVTGSIGIAEVKAKTTGLITENSNDSLKEHYAQKFEVYTNKEIT
MKAKLWELLTTLAFLIAVTGSIGIAEVKAKTTGLITENSNDSLKEHYAQKFEVYTNKEVT
MKAKLWFLLTTLAFLIAVTGSIGIAEVKAKTTGLITENSNDSLKEHYAQKFEVYTNKEVT
MKAKLWEFLLTTLAFLIAVTGSIGIAEVKAKTTGLITENSNDSLKEHYAQKFEVYTNKEVT
MKAKLWFLLTTLAFLIAVTESIGIAEVKAKTTGLITENSNDSLKEHYAQKFEVYTNKEVT

khkkhkkk KAhkhkkkhkkk kK khk Kk khkkhkhkkhkkhk hAhkhhAkhrAAhhkkhhkhkkhhAhkhAkhrkhkhkhhkrkhkrxkhkhkhkhhkx ok

GVGENYIDAKVDTYNVRTVLYNTDYLKQFKNKDKVNIWGTLYENQQOSKVYRGTVVKYDPI
GVGENYIDAKVDTYNVRTVLYNTDYLKQFKNKDKVNIWGTLYENQQOSKVYRGTVVKYDPI
GVGENYIDAKVDTYNVRTVLYNTDYLKQFKNQDKVNIWGTLYENQQOSKVYRGTVVKYDPI
GVGENYIDAKVDTYNVRTVLYNTDYLKQFKNQDKVNIWGTLYENKQSKVYRGTVVKYDPI
GVGENYIDAKVDTYNVRTVLYNTDYLKQFKNQDKVNIWGTLYENQOSKVYRGTVVKYDPI
GVGENYIDVKVDTYNVRTVLYNTDYLKQFKNQDKVNIWGTLYENQQSKVYRGTVVKYDPI
GVGENYIDTKVDTYNVRTVLYNTDYLKQFKNQDKVNIWGTLYENQOQSKVYRGTVVKYDPI
GVGENYIDTKVDTYNVRTVLYNTDYLKQFKNQDKVNIWGTLYENQOSKVYRGTVVKYDPI

KAKKAKAIAA AKX AAAAAAAKARAIAAIAAA IR A I A I A K e AA KA XA A XA A I A Kk e Ak A A XA A AR A A XA K
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TSST1

TSST1 6
TSST1 1
TSST1 3
TSST1 5
TSST1 2
TSST1 4

TSST1 6
TSST1 1
TSST1 3
TSST1 5
TSST1 2
TSST1 4

SKVTNLSYRMNLEVNGHQTKVNPDSLLEVKNKQISLKETDFRIRKYLLEKEHLYSNYNSG
SKVTNLSYRMNLEVNGHQTKVNPDSLLEVKNKQISLKETDFRIRKYLLEKEHLYSNYNSG
SKVTNLSYRMNLEVNGHQTKVNPDSLLEVKNKQISLKETDFRIRKYLLEKEHLYSNYNSG
SKVTNLSYRMNLEVNGHQTKVNPDSLLEVKNKQISLKETDFRIRKYLLEKEHLYSNYNSG
SKVTNLSYRMNLEVNGHQTKVNPDSLLEVKNKQISLKETDFRIRKYLLEKEHLYSNYNSG
SKVTNLSYRMNLEVNGHQTKVNPDSLLEVKNKQISLKETDFRIRKYLLEKEHLYSNYNSG
SKVTNLSYRMNLEVNGHQTKVNPDSLLEVKNKQISLKETDFRIRKYLLEKEHLYSNYNSG
SKVTNLSYRMNLEVNGHQTKVNPDSLLEVKNKQISLKETDFRIRKYLLEKEHLYSNYNSG

khkhkkhkhkhkhkhhhkhkhhkhkhkrhkhkhhkhkrhhkhkhhAhhkrhkhkhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkkxhkkhkrxkhkkxk*k

ELITEMKNGTRHKIDLGDILSDSQEKTFDEFDNISHIDIYMK 221
ELITEMKNGTRHKIDLGDILSDSQEKTFDFDNISHIDIYMK 221
ELIVEMKNGARHKIDLGDILSDSQEKTEDEFDNISHIDIYMK 221
ELITEMKNGARHKIDLGDILSDSQEKTFDFDNISHIDIYMK 221
ELITEMKNGARHKIDLGDILSDSQEKTFDFDNISHIDIYMK 221
ELITEMKNGARHKIDLGDILSDSQEKTFDFDNISHIDIYMK 221
ELITEMKNGARHKIDLGDILSDSQEKTFDEFDNISHIDIYMK 221
ELITEMKNGARHKIDLGDILSDSQEKTFDFDNISHIDIYMK 221

KAk o kA KAA Kk o kAKX XA AKRAXAAIAAA XA AN A A A A XA AKX XA kKK

MRKVFILITLLEFGYSSYSLLQAKAETQONDPNISELNKSSQYTGSWHNIWYLYNSDPVNAK
MRKVEFILITLLEFGYSSYSLLEARAETQNDPNISELNKSSQYTGSWHNIWYLYNSDPVNAK
MRKIFILITLLFGYSSYSLLEARAETQNDPNISELNKSSQYTGSWHNIWYLYNSDPVNAK
MRKVEFILITLLEFGYSSYSLLEARAETQNDPNISELNKSSQYTGSWHNIWYLYNSDPVNAK

hhkkoehkhkhhkhkhhhhkhhhkrhhhk ek ohkhkhhbhhkrhhkhhhkrhkhkhhkdAhkhkrhkhkhkhhkrhkkhkhkhkhkxk

KIKLSDKFLSHDFIVPINSPGHYDYVKTELKDSTMASSFDGKEVDIFGVNYFDQCYFSNE
KIKLSDKFLSHDFIVPINNPGHYDYVKTELKDSTMASSEFDGKEVDIFGVNYFDQCYFSNE
KIKLSDKFLSHDFIVPINNPGHYDYVKTELKDSTMASSFDGKEVDIFGVNYFDQCYFSNE
KIKLSDKFLSHDFIVPINNPGHYDYVKTELKDSTMASSEFDGKEVDIFGVNYFDQCYFSNE

hhkhhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhhkrkh hhhkhkhhkhkhrhkkhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhhkhkdxhkxk

NIQCDSNQGAGSKKTCMYGGITLNENNTNNRIQPIVVKVYENDSVTLSFDINIDKETVTI
NIQCDSNQGAGSKKTCMYGGITLNENNTNNRIQPIVVKVYENDSVTLSFDINIDKETVTI
NIQCDSNQGGGSKKTCMYGGITLNENNTNNRIQPIVVKVYENDSVTLSFDINIDKETVTI
NIQCDSNQGGGSKKTCMYGGITLNENNTNNRIQPIVVKVYENDSVTLSFDINIDKETVTI

hhkhkhkhkhkkhhkd Ahkhrhkhkrhhkhhhkhhkhhhrhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhhkrhkkhkrhhkrkhhkhkkhkxk

QELDYKVRNKLISKINLYHLGGTSYETGYIKFIENGNRYYWYDMMPDPGFTQSKYLMIYR
QELDYKVRNKLISKINLYHLGGTSYETGYIKFIENGNRYYWYDMMPDPGFTQSKYLMIYR
QELDYKVRNKLISKINLYHLGGTSYETGYIKFIENGNRYYWYDMMPDPGFTQSKYLMIYR
QELDYKVRNKLISKINLYHLGGTSYETGYIKFIENGNRYYWYDMMPDPGFTQSKYLMIYR

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR A KR A A A A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A XA Ak kK

GNETVESAKTEIEVHLTKK 259
GNETVESAKTEIEVHLTKK 259
GNETVESAKTEIEVHLTKK 259
GNETVESAKTEIEVHLTKK 259

KAk AkAhkhkkhk kA Ak hkk Kk kK kK

MNKKLLMNFFIVSPLLLATIATDFTPVPLSSNQITIKTAKASTNDNIKDLLDWYSSGSDTFE
MNKKLLMNFFIVSPLLLATIATDFTPVPLSSNQITKTAKASTNDNIKDLLDWYSSGSDTEFE
MNKKLLMNFFIVSPLLLATIATDFTPVPLLSNQITIKTAKASTNDNIKDLLDWYSSGSDTEFE
MNKKLLMKFFIVSPLLLATIATGFTPVPLSSNQITKTAKASTNDNIKDLLDWYSSGSDAF
MNKKLLMKFFIVSPLLLATIATGFTPVPLSSNQITIKTAKASTNDNIKDLLDWYSSGSDAF
MNKKLLMKFFIVSPLLLATIATGFTPVPLSSNQITKTAKASTNDNIKDLLDWYSSGSDAF

hhkhhkhkhkkhkoehkkhhkhkhkrhkhkrhhkhkhk hhkhkhhkh *hhhkhhkrkhkhhhrhkhkrhkhkrhhkrhkhkrhkhkrk ok

TNSEVLDNSLGSMRIKNTDGSISLIIFPSPYYSPAFTKGGKVDLNTKRTKKSQHTSEGTY
TNSEVLDNSLGSMRIKNTDGSISLIIFPSPYYSPAFTKGEKVDLNTKRTKKSQHTSEGTY
TNSEVLDNSLGSMRIKNTDGSISLIIFPSPYYSPAFTKGEKVDLNTKRTKKSQHTSEGTY
TNSEVLDNSLGSMRIKNTDGSISLIIFPSPYYSPTFSKGEKVDLNTKRTKKSQHTSEGTW
TNSEVLDNSLGSMRIKNTDGSISLIIFPSPYYSPTFSKGEKVDLNTKRIKKSQHTSEGTW
TNSEVLDNSLGSMRIKNTDGSISLIIFPSPYYSPTFSKGEKVDLNTKRIKKSQHTSEGTW

KAKKAAKRAKRAAAA AN AKRA R A A KA AN AAAA A A I A AR e ke khk kA hAXAAXh kA KA XAk AAh K)o
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TSST1 6
TSST1 1
TSST1 3
TSST1 5
TSST1 2
TSST1 4

TSST1 6
TSST1 1
TSST1 3
TSST1 5
TSST1 2
TSST1 4

IHFQISGVTNTEKLPTPIELPLKVKVHGKDSPLKYWPKFDKKQLAISTLDFEIRHQLTQI
IHFQISGVTNTEKLPTPIELPLKVKVHGKDSPLKYWPKFDKKQLAISTLDFEIRHQLTQI
IHFQISGVTNTEKLPTPIELPLKVKVHGKDSPLKYWPKFDKKQLAISTLDFEIRHQLTQI
IHFQISGVTNTEKLPTPIELPLKVKVHGKDSPLKYWPKFDKKQLAISTLDFEIRHQLTQI
IHFQISGVTNTEKLPTPIELPLKVKVHGKDSPLKYWPKFDKKQLAISTLDEFKIRHQLTQT
IHFQISGVTINTEKLPTPIELPLKVKVHGKNSPLKYWPKFDKKQLAISTLDEFKIRHQLTQT

kA hkhkhkhkhhkhkkhhkhkrhkhkrhhkhkhhkhhkrhkhrkhoehhhkhkhhkhkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkh o« xhkkxkkx

HGLYRSSDKTGGYWKITMNDGSTYQSDLSKKFEYNTEKPPINIDEIKTIEAEIN 234
HGLYRSSDKTGGYWKITMNDGSTYQSDLSKKFEYNTEKPPINIDEIKTIEAEIN 234
HGLYRSSDKTGGYWKITMNDGSTYQSDLSKKFEYNTEKPPINIDEIKTIEAEIN 234
HGLYRSSDKTGGYWKITMNDGSTYQSDLSKKFEYNTEKPPINIDEIKTIEAEIN 234
HGLYRSSDKTGGYWKITMNDGSTYQSDLSKKFEYNTEKPPINIDEIKTIEAEIN 234
HGLYRSSDKTGGYWKITMNDGSTYQSDLSKKFEYNTEKPPINIDEIKTIEAEIN 234

KA KA AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak kK

Peptide signal surligné en jaune pour les 8 ESs (SEA-SEI)

237

180
180
180
180
180
180



S2 : Data bases of optimization and identification of best peptides for each enterotoxins: Each peptide was identified by DDA analysis. Characterization by
PRM mode for retention time (RT), charge (z) / mass (m/z), fragmentation energy (EC%), and fragment ion. WGS result for the representativeness of the
peptide.

Toxin Peptide m/z z (r::;]) EC% Fragments Variant present Variant absent Common SE fa\i;ﬁ iﬂg:it;: pll(:):i\;ye
SEA GLIVFHTSTEPSVNYDLFGAQGQYSNTLLR 1109.893 3+ 14.9 18 ys*, y1o*, y12* 2,3 1,4 18.28 X

SEA NVTVQELDLQAR 693.3728 2+ 95 21 yo',ys!, yio* 1,34 2 9.65 X X
SEA QNTVPLETVK 564.8166 2+ 7.3 18 v, Y6, ys* 1,2,3,4 0.00 X X
SEA SELQGTALGNLK 615.8381 2+ 85 21 ys', ys*, yio* 3,4 1,2 3.46

SEA YNLYNSDVFDGK 717.8304 2+ 10 18 ys*, yo*, 10" 1,3,4 2 8.34 X X
SEA GFFTDHSWYNDLLVDFDSK 769.3515 3+ 15.9 18  ys', y6', y7* 3 1,2,4 0.00

SEA QIYYYNEK 560.7691 2+ 6 18 ya*, ys*, ye© 1,3,4 2 SEE1, 2,3 17.08

SEA SELQGAALGNLK 600.8328 2+ 85 18  ye', ys', yo* 1 2,3,4 0.00

SEA GLIVFHTSTEPSVNYDLFGAQGQNSNTLLR 1093.5529 3+ 14.4 18 ys*, y1ot, y12* 1,4 2,3 16.19

SEA GFFTNHSWYNDLLVDFDSK 769.0235 3+ 154 18  ys', y6', y7* 1,4 2,3 120.85

SEA EVTVQELDLQAR 700.8726 2+ 9.8 18 ve*, y7*, ys* 2 1,3,4 SEE1, 2,3 0.00 X

SEA SELQGVALDNLR 657.8542 2+ 10.1 18 ys*, ye', ys* 2 1,3,4 0.00

SEB  ESQPDPKPDELHK 507.2511 3+ 3.2 15 ', ys™, yot 1,2,3,4 19.06

SEB FIENENSFWYDMMPAPGDK 764.331 3+ 143 18  ya*, y6', y1o* 1 2,3,4 13.03

SEB FTGLMENMK 535.7541 2+ 89 18 ys*, y7*, ys* 1,34 2 SEC1,2,7,8,13 1.01

SEB IEVYLTTK 483.779 2+ 8.4 18  ys', y6', y7* 1,234 0.00 X X
SEB LGNYDNVR 475.7381 2+ 41 21 va*, ye*, y7* 1,2,3,4 7.17

SEB NLLSFDVQTNK 639.8381 2+ 10.7 15  y7', ys, yo* 1,234 2.71

SEB SIDQFLYFDLIYSIK 932.9902 2+ 18.1 18  ys', o', yio* 1,234 17.40

SEB  VLYDDNHVSAINVK 529.6106 3+ 8.3 15 yu*, yn't vyt 1,2,3,4 10.63 X X
SEB VTAQELDYLTR 654.8433 2+ 9.7 21 ye', vt yst 1,234 1.04 X X
SEB  YLMMYNDNK 596.2623 2+ 8 18 ys, ye', Y7t 1,2,3,4 i(E)c 11i'21'33 4578 57,

SEB  LYEFNNSPYETGYIK 919.4358 2+ 10.8 21 s, yet, yurt 1,2,3,4 0.01

SEB  FTVLMENMK 556.7776 2+ 10.4 18 ys, ye', Y7t 2 1,3,4 2.70
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1,2,3,4,7,8, 10,11,

SEC  ESQPDPTPDELHK 4982353 3+ 5.4 A S T A 5 0.00
SEC  FLAHDLIYNISDK 516.9401 3+ 11.1 15 ys* yst, vet 1’12’12’4’5’ 7,810, 13.67
SEC  IEVHLTTK 314.1869 3+ 6.2 18 ys*, yet, yitt 132 345781 4, 10.80
SEC  NLYEFNSSPYETGYIK 962.9518 2+ 11.3 21 yet, vy, vt 1’12’13"4’5’ 7,810, SEIU1,4,5,6,9 7.03
SEC  NTISFEVQTDK 641.3197 2+ 8.4 18 vy, ys', yo' 1’12'12’4’ > 7,810, 1.20
SEC  SSEFTGTMGNMK 4305215 3+ 7.2 18 ya, vy, yst 3,4,5,11 1,2,7,8,10,13 15.25
SEC  SVTAQELDIK 552.3008 2+ 7.8 18 ye', y7', ys' 1’12’13’4’ > 7,810, 3.01
SEC  TELLNEDLAK 573.3061 2+ 8.6 18 v,y vt 133 457,810,118, 18.15
SEC  YLMMYNDNK 596.2623 2+ 8 18 s, ye', yit 1’12’12'4' > 7,810, SEB1,2,3,4 0.31
SEC  YLYDDHYVSATK 4922331 3+ 7.3 15 ye*, ywo*, yutt 3,4,5,11 1,2,7,8,10,13 0.04
SEC  FTGLMENMK 5357541 2+ 8.9 18 ys', yrt ys* 1,2,7,8,13 3,4,5,10,11 4.72
SEC  LQNVLIR 4282742 2+ 8 21 ys', yat st 132 34,7,810,11, ¢ SEB1,3,4 5.30
SEC  VLYDDHYVSATK 470.9015 3+ 6.9 18  ys™, yio™, yutt 1 133 457,810, 11, 1.68
SEC  TELLNEGLAK 5443033 2+ 83 18 v,y vt 1 133 45,7, 10,11, 4.37
SED  IPINLWINGVQK 697.9114 2+ 13.2 21yt ety 1,2,3,5 13.16
SED  LYNNDTLGGK 547.7775 2+ 5.2 18 y7, s, yet 1,2,3,5 0.00
SED  NVDVYAIR 4752587 2+ 8 18 ya', ys' ye' 1,2,3,5 1.51
SED  NVTVQELDAQAR 672.3493 2+ 7.7 21yt s, yaot 1,2,3,5 1.12
SED  STGDQFLENTLLYK 814.912 2+ 123 21y, s, et 1,2,3,5 3.12
SED  VSYDLFDVK 5432793 2+ 11.3 18 v,y vt 1,2,3,5 12.29
SED  NPIIGENK 4427454 2+ 4.2 18 vat, yst, vt 1,2,3,5 10.26
SED  IEFDSSDESK 578.7539 2+ 5.3 21y, ys', et 3 1,2,5 13.72
SED  IEFDSSDGSK 542.7433 2+ 5 18  ys', ys', Yo' 1,2,5 3 11.79
SEE  ESDDQFLENTLLFK 849.9147 2+ 14.2 18 y7, s, yet 1,2,3 11.57
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SEE  EVTVQELDLQAR 700.8726 2+ 9.8 21 ye, v v 1,2,3 SEA 2 13.38
SEE  FGLYNSDSFGGK 646.3013 2+ 9.7 21y, vyt 1,2,3 0.00
SEE  GFFTGHPWYNDLLVDLGSK 722.6933 3+ 156 15 ye, vyt 1 2,3 18.59
SEE  GLIVFHSSEGSTVSYDLFDAQGQYPDTLLR ~ 1105.8771 3+ 15.2 21 ye, o', yiot 1,3 2 0.36
SEE  QIYYYNEK 560.7691 2+ 6.1 18 vit, vt s 1,2,3 SEA1,3,4 13.32
SEE  QTTVPIDK 451.2531 2+ 5 21 v,y ye 1,2,3 15.40
SEE  SELQGIALSNLR 650.8646 2+ 9.8 21 ys, ye, vt 2 1,3 11.77
SEG  ELVPFVPYK 546.3104 2+ 12.2 18 yi*, ¥, ye 1,2,3,4,5,7 16.41
SEG  FLNIYGDNK 5422771 2+ 9.1 21y, ysth it 1,2,3,4,5,7 13.29
SEG  NMVTIQELDYK 677.3396 2+ 10.2 21 ye, v, et 1,2,3,4,5,7 3.78
SEG  QFLSHDLIFPIEYK 583.9785 3+ 13.7 18 ys', ys™, ye' 1,2,3,4,5,7 17.47
SEG  QSLGFTITTNK 6053273 2+ 93 21 e, ve, vt 1,2,3,4,5,7 0.00
SEG  GTMGNVMNLYTSPPVEGR 961.9586 2+ 115 21 e, yet, yiot 3,7 1,2,4,5 6.47
SEG  LYEFDGSAFESGYIK 863.404 2+ 123 18 vy, yu', vyt 1,2,3,4,57 14.82
SEH  VIGANVWVDGIQK 699.8906 2+ 11.2 21y, e, yart 1,2,4 3 7.95
SEH  DYSFDIYDLK 639.7981 2+ 12.7 15 ye', 7, vs* 1,2,3,4 2.25
SEH  ETELIR 380.7136 2+ 4.7 15 yi, vt yst 1,2,3,4 9.22
SEH  FATADLAQK 482.7585 2+ 6.5 18y, yr, ye' 1,2,3,4 3.43
SEH  GLIEFDMK 476.7441 2+ 11 15 yo, ys', ye' 1,2,3,4 15.76
SEH  NVDIYGASFYYK 7203457 2+ 11 15y, ys", yio* 2,3,4 1 81.21
SEH  SVDIYGASFYYK 706.8403 2+ 11.1 18 v/, ys", yio* 1 2,3,4 46.56
SEH  NVTLQELDIK 586.8297 2+ 10.3 15 ye', 7, vs* 1,2,3,4 27.18
SEH  SDDISHIDVNLYTK 540.6019 3+ 9.8 15 yio*, yu™ vy 1,2,3,4 0.00
SEH  SELTDLALANAYGQYNHPFIK 789.0656 3+ 13 18 yis™, yis™, yi 1,2,3,4 14.94
SEl  LVTAQEIDVK 558.319 2+ 8 18 y&, yi', v 1121213512 8 10, SEK 5, 8 0.00
SEl  SFSYDLFYTGDGLPVSFLK 719.3577 3+ 17.2 18 yé',y6 yi©  1,3,4,5,10 2,6,8,11,12,13,15 15.85
SEl  VLFHLNNEK 371.8732 3+ 7.6 15y, v yst 3,4,15 12212 6.8 10,11, 19.46
SEl  VLFHLNDEK 3722012 3+ 7.9 15 vy e 22681011 3,4,15 10.72

12,13
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SEI YLQEEYNIYGHNNTGK 648.3025 3+ 7.6 18 s, yu™, vyt 1,3,4,6,8 11,13,15 2,5,10,12 16.21
SEI YLQEEYNIYGHNNNGK 653.9700 3+ 7.4 15  yu*, yis*t, yit 5,10 1'32'13'4'6' 811,12, 8.06
SEI HDYIDLK 4522322 2+ 6.7 21yt st ye' 2,3,4,6,12, 15 1,5,8,10, 11,13 11.31
T 1,2,3,4,5,6,8, 10,
SEI QGDIGVGNLR 514.7778 2+ 7.1 21 yat,ysh, ¥e 11,12,13, 15 13.24
SEI IPINLWVNGK 579.3436 2+ 11.6 21 7t yst, ye't 1’52' 3.4,6,8,11,13, 5,10, 12 11.75
SEI IPINLWINGK 586.3515 2+ 12.4 21 y7t, yst, yett 5,10 1'32'13'4'6' 811,12, 12.69
SElJ  SFFISHSQYNDLLVQFDSK 759.0392 3+ 14 18 vye', y7t, vt 1,2,3,4 25.71
SElJ  IMTEDQFLDYTLLFK 626.3182 3+ 16.5 18  ye', 7, ys* 1,2,3,4 2.08
SElJ  TVVPLDIVK 4923104 2+ 11.3 21 ye', vt yrt 1,2,3,4 35.15
SElJ  QYNLYNPSTFGGK 744.8595 2+ 9.6 18  ys, ye', yu* 2,3 1,4 1.52
SEI)  SELSSITLNNLR 673.8673 2+ 10.8 18  ya', y6', yo' 1,2,3,4 0.00
SElJ  VTIQELDLQAR 643.3592 2+ 10.1 18  ye', vy, ys" 1,2,3,4 11.44
SEK  DFVDLK 368.6974 2+ 8.4 18  ya',ys', ya" 1,3,5,7,8 2,4,9 1.81
SEK  DNDTPIANQLQFSNESYDLISESK 910.091 3+ 134 18 ys', yis™, yo™  1,2,3,4,57,8,9 15.76
SEK  FYSGFNIGK 516.7611 2+ 9.5 18  ye', y7, ys" 1,2,3,4,57,89 0.00
SEK  NIPINIWINGNHK 766.9202 2+ 116 21y yut,yutt 1,2,3,4,5,7,8,9 3.37
SEK  QGDIGIDNLR 550.7884 2+ 8.2 21y, st Ve 1,2,3,4,57,8,9 7.52
SEK  VTFHLNNNDTFSYDLFYTGDDGLPK 965.1154 3+ 14.4 18 ys', yo', yio* 1,2,3,4,57 8,9 14.11
SEK  YLQEEYNIYGHNGTK 610.2882 3+ 7.6 18 7ty yt  1,2,3,4,57,8,9 15.72
SEK  FVTAQEIDVK 575.3111 2+ 85 18  ye', vy, ys* 1,4,7 2,3,5,8,9 331
SEI1,2,3,4,5,6,8,
SEK  LVTAQEIDVK 558.319 2+ 8 18  ye, y7', ye' 5,8 1,2,3,4,7,9 10, 11, 12, 13, 15, 5.14
17
SEK  FVTAQEIDIK 582.319 2+ 9.4 18  ye', y7', ys' 2,9 1,3,4,5,7,8 24.52
P 1,2,4,5,6,7,8,9,
SEL  FYSGFDK 4322003 2+ 6.7 21y, ysh s 10,12, 13 1.51
e 1,2,4,5,6,7,8,9,
SEL  IIPINLIINGK 604.3923 2+ 14 15 y7*, yo', ys 10,12, 13 9.07
SEL  MVTAQEIDVK 567.2972 2+ 7.7 18  ye', y7t st 1’02'12’ 2’36’ 789, 12.32
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1,2,4,56,7,8,9,

SEL  NVDVFGISYK 571.298 2+ 11.1 15 e, y7, Vs 10,1213 15.18
SEL  YEYVNLK 4647424 2+ 7.4 18y, yst, yet 1221: >67,839, 10 0.00
SEL  YLQDEFNIYGHNDTGK 638.627 3+ 94 15 eyt yut 245 67,89, 18.91
10, 12,13
e 1,2,4,56,7,8,9,
SEL  TIVGGVTK 419.7371 2+ 4.7 15 ys',ye', v 10,1213 1.74
SEL  NVDIFGISYK 578.3059 2+ 12.1 18 ys', ye", ys* 8,12 1’32’4’5’6’ 7,910, 5.34
SEM  DVGVLNLR 4432613 2+ 9.8 18 3", vt yet 1,2,3,4,5,6,8,9,15 0.00
SEM  ILFHLNDGSSFSYDLFDTGTGQAESFLK 1037.1645 3+ 16.2 18 vyg,yutyst  3,4,8,15 1,2,5,6,9 18.46
SEM  LVTAQEIDTK 559.3086 2+ 6.5 18 e, 7t yst 3,4,6,8,15 1,2,5,9 2.98
SEM  IVTAQEIDTK 559.3086 2+ 6.3 21 e,y et 1,2,5,9 3,4,6,8,15 0.22
SEM  YLQEEYNIYGFNDTNK 1005.9576 2+ 10.8 21yt st vt 1,2,3,4,5,6,8,9,15 4.11
SEM  YIYGGVTLAGDYLEK 831.4247 2+ 12.2 18  yo',yutyt  3,4,6,8,15 1,2,5,9 13.32
SEM  YMYGGVTLAGDYLEK 840.4029 2+ 11.9 18 yo',yn'yst  1,2,59 3,4,6,8,15 23.85
SEN  DGVQQEGFVIK 610.3195 2+ 9 18 ye', yr, vs' 1,2,3,56,7,8 4,9 8.70
SEN  GSVGAEFFQFYSDNR 862.3892 2+ 12.8 21 ys', ye', yao* 1,2,3,4,5,6,7,8 9 3.94
SEN  ISTDQLLNNTIILK 793.4616 2+ 13.3 18yt s, vt 1,2,3,4,5,6,7,8 9 25.87
SEN  NIDISVLK 4512713 2+ 102 15 ya*, ys* ye' 1,2,3,5,6,7,8 4,9 3.79
SEN  NIDIYGLYFGNK 708.8615 2+ 13.2 18 7', ys", yio* 3,57 1,2,4,6,8,9 20.30
SEN  VTVQELDTK 516.7822 2+ 6.4 18 ye', yr, vs' 1,2,3,4,5,6,7,8,9 0.00
T 1,2,3,56,7,8,9,
SEO  FLDFDLLFK 579.3157 2+ 16.7 18 ye',y7, Vs 14,19, 21 4 128.25
SEO  GNLPDQYLQIYNDNK 598.9601 3+ 11.05 18  ys',ys', yn't 152'2?4'6’ 7,914, 5 g 3.52
SEO  SSVDPIALHNINDDYINNR 724.0223 3+ 104 21 yst vy, yist 3,6,8,21 1,2,4,5,7,9,14,19 2.71
T 1,2,3,4,5,6,7,8,9,
SEO  TVDIYGVYYK 610.8135 2+ 10 18 e, y7', Vs 14,19, 21 0.00
e 1,2,3,4,56,7,8,9,
SEO  VTAQELDIK 508.7848 2+ 7.3 18 ye', ys', Vs 14,19, 21 42.96
SEO  SINWLDGISAK 602.322 2+ 118 18y, va', yot 6,21 1,2,345789, 99.54
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1,2,4,56,7,9,19,

SEO  SINWLDGISAEFK 7403775 2+ 147 21 ye, e, yart 3,8,14 o 90.40
SEO  ESFYYDLFYIK 7443583 2+ 148 18 y&, i, v 14213‘2‘15 67,9, 8 141.42
SEP  ESNDQFLK 490.7378 2+ 5.4 18 yo,ys, ye' 2,3,4 0.13
SEP  EVTVQELDLQSR 708.8701 2+ 9.4 21 ye, v, v 2,3 4 4.40 X
SEP  GLIEFHPSSGDSVGYDLFGAQGQYPDTQLR ~ 1085.5178 3+ 14 18y, ys', yi* 2,3,4 0.55 x
SEP  QNTVPLGTVK 528.806 2+ 7 21 ye, v, v 2,3,4 0.00 X
SEP  SELQGTALSNLR 644.8464 2+ 8.7 18 ya',ys", yo' 2,3,4 SEE 3 7.47 x
SEQ  DVGVINLR 4432613 2+ 93 15 v,y ye' 1,2,3,4,5 2.74 X
SEQ  EVTAQEIDIK 5733061 2+ 7.7 18 ys',ye', ye' 1,2,3,4,5 0.00 X
SEQ  FNSGFNK 407.1981 2+ 3.6 18y, ys, ye' 1,2,3,4,5 6.16
SEQ  ITFHLNNETSFTYDLFYTGTGQAESFLK 1082.1873 3+ 16.2 18 yid*, yir, yo'* 5 1,2,3,4 16.10
SEQ  ITFHLNNEPSFTYDLFYTGTGQAESFLK 1080.8557 3+ 16.2 18y yut, vyt 1,2,3,4 5 18.50
SEQ  NFYTNYQPETLQGVSSGNFSTSHQLEYIDGK ~881.9115 4+ 12.2 18 yir*, yis™, yao't 5 1,2,3,4 0.87
SEQ  NIPINLWVNGK 6343615 2+ 125 15 v/, ys', st 1,2,3,4,5 7.98 X
SEQ  QNTISTDEVSTQK 725.8546 2+ 5.2 21 yg, yet, yort 5 1,2,3,4 0.04
SEQ  YLQNEYNIYGFNK 833.399 2+ 104 21 ysh, ya, yao® 1,2,3,4,5 3.47
SEQ  YMYGGITLANQNLDKPR 651.9999 3+ 9.9 15 yir*, v, yist 1,2,3,4,5 5.12
SEQ  YTLYSQFHNEYEAK 896.9125 2+ 8.6 21 ys, yet, yio 1,2,3,4,5 2.22
SEQ  LQGVSSGNFSTSHQLEYIDGK 756.3695 3+ 9.6 18 yie™, yir, v 1,2,3,4 5 1.24
SEQ  NFYANYQPEK 637.296 2+ 7.2 18 vy, y7t, st 2 1,3,4,5 1.94
SER  DLVPFIPYK 546.3104 2+ 136 18 yi', ye", ver 1,2,4,5 4.10
SER  FVNIYGDNK 535.2693 2+ 7.7 18 ya,ys, yrt 1,2,4,5 1.96 x
SER  GTMGNVESLYK 599.7923 2+ 83 18 ys',ys',ys' 1,2,4,5 141.42
SER  NIIVPVTVDNK 606.3533 2+ 10.1 15 y7*, e, yot 1,2,4,5 8.19
SER  QFLGHDLIFPIPYSEYK 689.691 3+ 1447 18 ye',yet, ys' 1,2,5 4 48.26
SER  TVTVQELDYK 5983139 2+ 8.1 18 y&, yi', v 1,2,4,5 9.17 X
SER  QQFSFTISTNK 650.8302 2+ 9.7 18 yat, ve', ys* 1,2,4,5 20.94
SER  SEFINK 369.1951 2+ 3.3 18 v, ys", yat 1,2,4,5 0.00
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SER  TIDASSVK 4107242 2+ 2.8 15 ys', yet, yott 1,2,4,5 27.23
SER  AVIAENVK 4222504 2+ 4.8 15 ya',ys, v 1,2,4,5 3.47
SER  NWLTNNK 44523 2+ 5.9 18 vy, ys', yet 1,2,4,5 2.73
SES  EPTIQELDLK 593.3217 2+ 9.8 18 ys',ys, v 1,3 16.79
SES  GFMITTDK 4567284 2+ 7.9 18 vy, st yet 1,3 11.35
SES  NSIGVNVFK 489.2744 2+ 9.1 18 vty it 1,3 0.19
SES  SELDSTALYNIK 677.3485 2+ 9.9 18 ys', ys', yio* 1,3 0.00
SES  TNSTQLLSNDLIFDDITLK 717.7108 3+ 155 18 ye', y7, vs' 1,3 0.05
SES  TSYSQDNIILDIK 755.3934 2+ 113 21 ys', ys', yao* 1,3 4.69
SES  YSVDFLK 4362316 2+ 9.9 18 ya',ys, ye' 1,3 2.35
SET  EGLKDFYSK 362.8537 3+ 7 15 ity yst 1 NR
SET  FYDGDISK 472.7216 2+ 6 18 ys', ye", yrt 1 NR
SET  INTLDDKILNQFK 521.291 3+ 109 15 o', yut, ynt 1 NR
SET  ISHFDIYMEK 4282094 3+ 9 15 ysh, yat, yort 1 NR
SET  IDVYTNK 4267267 2+ 4.4 15 ya',ys', ye' 1 NR
SET  ELEIGNR 415.722 2+ 5.1 18 ys', v, y6™ 1 NR
SET  INTLDDK 409.7163 2+ 2.5 18 ya', ys', ¥e' 1 NR
SET  HSPLDKPTNISYR 509.9353 3+ 6.7 18 yst,yu™, y™t 1 NR
SET  VGDYVDAWGHIINNKPIGK 699.369 3+ 114 18  yu*, yis™, yis™ 1 NR
SEIU  ASEFTGLMDNMR 686.3052 2+ 10.6 18 ys', yr, ys' 1,2,4,56,9,10,11 7,17 0.84
SEIU  FLQHDLLFK 387.5536 3+ 10.3 18 yit, v, vs' 1’72’4’5’7’9’ 1011, ¢ 9.01
SEIU  NITAQEIDYK 597.8037 2+ 7.3 18 ye', y7, vs' 1121‘; >6,7,9,10, 2.59
SEIU  YLLIYNDNK 578.3059 2+ 9.4 18 ys', ye', y7t 1121‘; >6,7,9,10, 0.00
1,3,4,5,7,9,10, 12,
SEIX  GNIVINTK 429.7558 2+ 5.4 18 ya',ys, ¥ 14, 15, 16, 17, 22, 24, 3.11
25, 28, 34, 36, 41, 45
SEIX  NVTFELVK 4752713 2+ 9.8 18 ya', ys', ve' 1.4,7,12,14, 17,22, 5 5 g 10, 15, 16, 45 3.93

24, 25,28, 34, 36, 41
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1,4,5,7,9,12, 14,

SEIX  INLEGTYR 4832562 2+ 7 18 ya*,ys', ye' 3,10, 16 15, 17, 22, 24, 25, 28, 7.15
34, 36, 41, 45
e 1,4,5,15,24,25,28, 3,7,9,10,12,14, 16,
SEIX  IHLEGTYTVAGR 4395701 3+ 7.6 18 yst, ya*, ys 24 45 19, 22 36,41 15.36
1,3,4,5,7,9,10,12,
SEIX  EVVTLK 344.7156 2+ 5.2 18  yo',y3', ya' 14, 15, 16, 22, 24,25, 17,41 1.86
28, 34, 36, 45
1,3,4,5,7,9,12, 14,
SEIX  NWVYSERPLNENQVR 6353185 3+ 85 18 yu*, vt yist 16, 17,22, 24,2528, 10, 34 2.57
36, 41, 45
1,3,4,5,7,9,10, 12,
SEIX  ELDHIIR 299.1714 3+ 6.4 18 ys', yat, yst 14, 15, 16, 17, 22, 24, 28 2.73
25, 34, 36, 41, 45
1,4,7,12, 14, 15, 16,
SEIX  INTADIK 387.7214 2+ 3.6 18 yvit,yst ye' 3,5,9, 10, 28, 45 17, 22, 24, 25, 34, 36, 9.03
41
1,3,4,5,7,9, 10,12,
SEIX  NITLNK 351.7109 2+ 3.3 18  yo',y3', ya' 14, 15, 16, 17, 22, 24, 0.00
25, 28, 34, 36, 41, 45
SEY  TVLYNTDYLK 6153243 2+ 9.4 18  ye', y7', ys' 1,2,3,4,6,7 4.99
SEY  VNPDSLLEVK 557.3111 2+ 10.1 18  ys' ys™, yo't 1,2,3,4,6,7 2.03
SEY  EVTGVGENYIDVK 711.8592 2+ 9.1 18 vy, ys', yiot 6 1,2,3,4,7 1.44
SEY  YDPISK 361.6896 2+ 3.4 21 yst, ya', yatt 1,2,3,4,6,7 0.29
SEY  VDTYNVR 433.722 2+ 3.3 21 ysh s, ye' 1,2,3,4,6,7 0.00
SEY  MNLFVNGHQTK 430.2204 3+ 7.2 18y, vt yet 1,2,3,4,6,7 3.79
SEY  TFDFDNISHIDIYMK 620.2942 3+ 13.8 18y, yi*, vt 1,2,3,4,6,7 19.21
SEY  VTNLSYR 4267323 2+ 43 18  y3*,ys', ye' 1,2,3,4,6,7 2.16
SEIZ  SSQYTGSWHNIWYLYNSDPVNAK 910.7576 3+ 12.9 18 s, ys', yo* 1,2,3,5 1.35
SEIZ  YLMIYR 429.7307 2+ 9.1 15 y3*, ya',ys' 1,2,3,5 3.55
SEIZ  IQPIVVK 398.7682 2+ 7.5 15 yo*, yst yat 1,2,3,5 0.00
SEIZ  INLYHLGGTSYETGYIK 643.6633 3+ 10.9 18  y&, yis, yiet  1,2,3,5 0.80
SEIZ  YYWYDMMPDPGFTQSK 1014.929 2+ 14.1 18y, Yo', yaot 1,2,3,5 11.57
TSST1 HQLTQIHGLYR 4559177 3+ 8 18 vyt ys', yo*t 1,3,5,6 2,4 6.05
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TSST1
TSST1
TSST1
TSST1
TSST1
TSST1
TSST1
TSST1

LPTPIELPLK

ITMNDGSTYQSDLSK
NTDGSISLIIFPSPYYSPAFTK
QLAISTLDFEIR

QLAISTLDFK
DLLDWYSSGSDAFTNSEVLDNSLGSMR
FEYNTEKPPINIDEIK

HQLTQTHGLYR

560.8524
830.3802
1209.615
703.3879
568.3215
993.7819
650.6667
451.9056

2+
2+
2+
2+
2+
3+
3+
3+

13
7.6
16.5
13.7
11.6
16.6
10.96
4.2

21
21
18
18
18
18
18
18

V7t Yt ystt
y10*, y11*, y12*
ys*, yiut, yi2*
ys*, yo*, y10*
ys', Ve, Y7©
ys*, yo*, y10*
Yo', y13**, yia**

ya', yo*t, yio**

1,2,3,4
1,2,3,4
1,3,6
1,3,5,6
2,4
2,4,5
1,2,3,4
2,4

15,6

,5,6

15,6
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2,4,5
2,4
1,3,5,6
1,3,6

1,356

18.63
0.00
6.79

10.82
4.72
8.31
6.51
8.13



S3: Table origin of 49 strains of S. aureus

Strain Accession sample origin Bacteria count Related publication SE de.ttjzcted in food .Date.of Geographical Strain origin
no. (cfu/g) (official method) isolation location

05CEB51 Rice No food sample / No food sample 2005 France SFPO
05CEB52 ERS4338875 unknown No food sample Merda et al, 2020 No food sample 2005 France SFPO
05CEB53 unknown No food sample / No food sample 2005 France SFPO
06CEB196 Coconut beads NR / Vidas: positive 2006 France SFPO
06CEB83 Cheese NR / Vidas: positive 2006 France Own Check
08CEB393 Wrap salmon NR / Vidas: positive 2008 France SFPO
08CEB402 Blood sausage NR / Vidas: positive 2008 France SFPO
09CEB231 Fruit tart on pastry cream NR / Vidas: positive 2009 France SFPO
09CEB303 ERS4338887 unknown NR Merda et al, 2020 NR 2009 Japan SFPO
09CEB314 ERS4338888 Cheese NR Merda et al, 2020 Vidas: positive 2009 France SFPO
10CEB282 Steak NR / Vidas: positive 2010 France SFPO
10CEB401 Chicken NR / Vidas: positive 2010 France SFPO
11CEB110 Merguez NR / Vidas: positive 2011 France SFPO
12CEB137 Sheep's cheese NR / Vidas: positive 2012 France SFPO
12CEB368 Semi-cooked foie gras NR / Vidas: positive 2012 France SFPO
12CEB496 Chicken Sandwich NR / Vidas: positive 2012 France SFPO
12CEB512 Cottage cheese NR / Ridascreen: negative 2012 France SFPO
13CEB193 ERS4338917 Matured cheese NR Merda et al, 2020 Vidas: positive 2013 France SFPO
13CEB437 Sausage Sandwich NR / Ridascreen: negative 2013 France SFPO
14A / FRI361 ERS4338950 Meat NR Merda et al, 2020 NR 1962 United Kingdom  Reference Strain
14SBCL1004 Ham NR / Vidas: positive 2014 France SFPO
14SBCL770 Pork stir-fry NR / Ridascreen: negative 2014 France SFPO
15SBCL1151 Cream puff 1.80E+08 / Vidas: positive 2015 France SFPO
15SBCL1428 ERS4338968 Cheese 6.40E+05 Merda et al, 2020 NR 2015 France SFPO
15SBCL1438 ERS4338971 Cheese 1.00E+06 Merda et al, 2020 NR 2015 France SFPO
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15SBCL452 Paélla 1.60E+06 / Vidas: positive 2015 France SFPO
16SBCL1028 Coriander Turkey No food sample / No food sample 2016 France SFPO
16SBCL1204 Chicken - rice 1.00E+04 / Ridascreen: negative 2016 France SFPO
16SBCL1368 Beef Bourguignon No food sample / No food sample 2016 France SFPO
16SBCL246 Marinated salmon 1.10E+03 / NR 2016 France SFPO
16SBCL259 Kitchen tool No food sample / No food sample 2016 France SFPO
16SBCL899 Semolina couscous NR / Vidas: positive 2016 France SFPO
17SBCL25 Chicken 3.30E+05 / i d\:s(ii;';fiaet;‘;‘:ive 2017 France SFPO
17SBCL330 vegetable No food sample / NR 2017 France SFPO
17SBCL693 Cream cake 1.50E+08 / Vidas: positive 2017 France SFPO
18SBCL601 Paella with meat 1.10E+09 / Vidas: positive 2018 France SFPO
18SBCL855 sandwich <400 / Vidas: negative 2018 France SFPO
19SBCL1059 Raw sheep milk 1.00E+07 / Vidas: positive 2019 France Own Check
19SBCL591 Ham 1.40E+08 / Vidas : positive 2019 France SFPO
20SBCLO8 Raw milk cheese 1.00E+06 / Vidas : positive 2020 France Own Check
337E Pasteurized milk cheese NR Letertre et al 2003b NR unknown unknown SFPO

349E ribs NR Letertre et al 2003a NR unknown unknown SFPO

352E fresh cheese NR Letertre et al 2003a NR unknown unknown SFPO

356E cheese NR Letertre et al 2003a NR unknown unknown SFPO
42A / FRIS6 ERS4339010 unknown NR Merda et al, 2020 NR 2001 unknown Reference Strain
43A / FRI137 ERS4339011 Abscess NR Merda et al, 2020 NR 2001 unknown Reference Strain
44A / FRI1230 ERS4339012 Breast milk NR Merda et al, 2020 NR 2001 unknown Reference Strain
::lilpiiSlM ERS4339013 unknown NR Merda et al, 2020 NR 2001 unknown Reference Strain
46A / FRI326 ERS4339014 Chicken tetrazzini NR Merda et al, 2020 NR 2001 unknown Reference Strain
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Cinétique de production des ESs par les souches de S. aureus.
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Cinétique de production des ESs de la souche 17CEB693
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