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Objectifs du laboratoire de
Microbiologie clinique




ldentification bacterienne )

Strategie classique

A partir d'une culture sur milieu solide:

e C(olorationde Gram

® Testsrapides: oxydase,
catalase...

® Tests phénotypiques

e (aracteresbiochimiques




ldentification bacterienne (2

Strategie classique

® Strictement empirique et reservee aux
especes les plus frequentes

® Pas parfaitement coherente avec la
taxonomie microbiologique actuelle

® Necessite une préselection pour la réalisation
de tests appropries

® Necessite une incubation de plusieurs heures
avant résultat




Identification bacterienne )

Biologie moleculaire

A partir d'une culture sur milieu
solide ou du prelevement
primaire:

e PCR

» Manipulations
complexes

= Multiples analyses
d'espece ou de genre a
réaliser en paralléle

= Analyse coUteuse

® Microarrays

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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Spectrometrie de masse MALDI-TOF
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MALDI-TOF MS: Historique

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization
Time-Of-Flight Mass Spectrometry

Développé en 1980 par Karas & Hillenkamp and Tanaka et al.

Protein and Polymer Analyses up to m/z 100 000
Anal. Chem. 1988, 60, 2301-2303 by Laser Ionization Time-of-flight Mass

Laser Desorption lonization of Proteins with Molecular Masses Spectrometry

Exceeding 10 000 Daltons . Koichi Tanaka’, Hiroaki Waki, Yutaka Ido, Satoshi Akita, Yoshikazu Yoshida
g Mmha.el Karas* and Tamio Yoshida
Franz Hlllenkamp Shimadzu Corporation, Nishinokyo-Kuwabaracho, Nakagyo-ku, Kyoto 604, Japan

RAPID COMMUNICATIONS IN MASS SPECTROMETRY, VOL. 2, NO. 8, 1988 151

e Premier appareil commercial en 1991

e Prix Nobel de Chimie a K. Tanaka en 2002




Spectrometrie de masse

Principe:

Déterminer a l'aide d'un spectrometre de masse la
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Spectromeétrie de masse
MALDI-TOF @)

MALDI: Matrix Assisted Laser Desorption/lonization
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Spectromeétrie de masse
MALDI-TOF (2

MALDI-TOF (Time of Flight)
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Choix de la matrice

HCCA:

Cristallisation réguliere

Spectre de qualité en peu de tirs
Spectres de 80-150 signaux

Peu de signaux dont m/z > 10kDa

DHB:

Cristallisation irréguliére

Nombreux tirs de laser pour un
spectre de qualité

Spectres de100-200 signaux

Beaucoup de signaux dont m/z >
10kDa



Cellules entieres/intactes:
composants cellulaires détectes

® Quels sont les composants cellulaires detectes?

Principalement des proteines, mais aussi des lipides
et des polysaccharides

e Quelles protéines sont détectées?

Les proteines extractibles, solubles, moderement
hydrophiliques, stables et abondantes

e De quoi depend l'intensite du signal?

Un signal de haute intensité est favorisé par
I'abondance de la protéine, sa stabilité et sa
composition en acides aminés (Arg et Lys)



Principe de l'identification
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Empreinte spectrale variable

entre les microorganismes ’ M Escherichia coli

’ l Hafnia alvei
I I l Leclercia adecarboxylata
Ay I. [y A

IebS|eIIa pneumoniae
N L

P|CS SpéCIfIqUES de genre, ‘ Enterobacter aerogenes
d‘espece ou de sous-espece —
| ’ ’ “ Proteus mirabilis

3000 5000 7000 m/z 9000 11000 13000

Spectres reproductibles




Banque de donnees de spectres

e Fournie parlafirme.

e Bruker:3995 spectres d'organismes cellulaires (367g9bactérieset 316
champignons)

e Comparaisondu spectre obtenu avec les spectres présents dans la banque de
données

e Scoresd'appariementet identification bacterienne la plus plausible.
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Au laboratoire ()

Analyse de culture bactérienne sur gélose

Premiere identification
en moins de 2 minutes!



Preparation des
echantillons
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Au laboratoire (2)

Analyse de microorganismes apres extraction

e Culturesde:
® Levures
e Champignons filamenteux
e Mycobacteries

e Hemocultures positives

e Echantillons primaires:
e Urines



Hemocultures

e Prelevementle plus significatif pour le diagnostic
des infections bacteriennes aigués severes.

e Mortalitéréduite si antibiotique adapté précoce*

e MALDI-TOF: Identification bactérienne le jour de
positivité du flacon d’hémoculture.

e Sélection de I'antibiotique le plus adéquat en se
basant sur les données épidémiologiques locales et
de I'hopital.
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Autres applications

e Etudesepidemiologiques
® Miseen evidence de clones
e Dendrogrammes

> Détection de marqueurs de
mecanismes de résistance aux
antibiotiques: distinction
MRSA-MSSA

> Détection de marqueurs de
virulence: toxine PVL
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Mai 2009: MALDI Biotyper (Bruker)

1. Evaluation de la base de données en parallele des
methodes classiques pendant 2 mois

Algorithme décisionnel:

MS Score > 2.3: Identification excellente

MS Score = 2.0 et < 2.3 et 3 premiers résultats
identiques:

MS Score > 1.7 et < 2.0 et 3 premiers resultats identiques:
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418 microorganismes testes

e Total: 322 identifications sur 418 soit 77%

® Pas de mauvaisesidentifications
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2. Evaluation par groupes bactériens

Passage de x souches de chaque espece
frequente:

— Pas de discordance decelee *
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3. Depuis juillet 2009:

Identification bactérienne de premiere
ligne:

Microflex MALDI-TOF MS
(Bruker Daltonics)

Acceptationdes identifications sur base des

scoresd’appariementselon un algorithme
defini.

Méthode d'identification de seconde ligne si
nécessaire:meéthodes phénotypiques
classiques
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Evaluation: Février 2010
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Levures

® |dentification directe: mauvais résultats si on utilise
I'algorithme choisi

e Extraction liquide a l'acide formique: peu contributive
ettrop longue en routine

— Extraction directe a I'acide formique et double dépot

Algorithme adapte:

MS Score > 1.4 et 3 premiers résultats identiques et
aspect des colonies sur gelose coherent avec
Iidentification: Identif 1 ac -
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Developpements en cours:

e Identification directe des bacteries presentes dans
les hemocultures positives

® A partirdesflaconsd’hémoculture anaérobie BacT/Alert
(BioMeérieux) sans charbon

e Différents protocoles testeés
e Centrifugationsdifferentielles
® Lysealasaponine
e MALDISepsityperKit (Bruker)



MALDI Sepsityper kit @ruken
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Développements en cours:

® |dentification de:

e Champignons

® Projetinternational Bruker: Champignons
filamenteux

® Anaerobies

e Mycobacteéries



Bruker VS Shimadzu

-1 &

Service commercial efficace ® Service commercial peu
satisfaisant

Interlocuteur francophone

Service apres-vente excellent:
Helpdesk, technicien belge tres
disponible




Discussion ()
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Discussion (2)

Avantages
e |dentification fiable

e |dentification rapide

e Délaid’'identification réduit d'une journée: traitement
antibiotique presomptif ajusté en fonction des
données epidemiologiqueslocales et de I'hopital.
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Discussion 3)

Avantages

® Faible coUt des
consommables
(" coUt de la machine)

e Utilisation simple

® Integration possible dans
un systeme automatise
global de bacteriologie



Discussion ()
Inconvénients

e Croissance bactérienne sur milieu solide
necessaire a I'exception des hemocultures et des
echantillons urinaires

e Bacteries difficilement differenciables:
® £.colivs Shigella sp.
® S. pneumoniaevs S. mitis/oralis
e N. meningitidisvs N. flava/perflava



Conclusion

Spectromeétrie de masse MALDI-TOF:



