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ntérét des bouillonsd

REAGENTS
BD Tryptic Soy Broth
Formula** Per Liter Purified \Water

Bacto™ Tryptone (Pancreatic Digest of Casein) 17.0g

Bacto Soytone (Peptic Digest of Soybean Meal) |3.0

Glucose (=Dextrose) 2.5
Sodium Chloride 50
Dipotassium Hydrogen Phosphate 25
pH7.3+0.2

**Adjusted and/or supplemented as required to meet performance criteria.

Simule la croissance
A L L L e A

Permet la détection

Faible quantité de bactéries
Bactéries reprimeées par antibiotiques
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A I'heure actuelle, une étape
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I Jf'l
Hh

Est-il possible de gagner 24H en sautant |'étape de |

culture solide ?

if ?

partir d’un bouillon d’enrichissement posit
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MALDI-TOFMS

ldentification
par

Centrifugation

(13 000 rpm; 2min)

Echantillon
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I-I Tryptone Soya Broth
(Oxoid, Thermo scientific, Dardilly, France)
Rehydraté selon les recommandations du constructeur

Maldi-TOFMS

MicroHex LT platform (Bruker, Daltonik, Bremen, Germany).
Sectred Biotyper 3.0,
database 3.1.2.

Score d cut-off predéfini de 1.8 pour une
identification acceptable jusqu
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Test de sengaibilité

Qulot de
centrifugation

T
gy
| McFams

~ 10,5 McFarland

e Antibiogramme
automatisé
(Phoenix, Becton

Disckinson, Franklin
Lakes, NJ USA)

Antifongigramme

Neo-Sensitabs, Rosco
nostica, Taastrup,
Denmark)

Diffusion

(Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France)

-y
Q

Lecture aprés 18 téries) ou
24h (Champignons) selon les
regl e

Eurapean Society of Clinical

1
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1°" objectif :
Validation de la

procedure
Bouillons négatifs,

Bouillons spikés avec
souches de référence

2eme gbjectif :
Validation des
performances sur

échantillons

cliniques
1iin 2016 > Mai 2017
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14 S

O
-A-i

es de référence A

Enterobacter cloacae NCTC 13406

Enterococcus faecium (ref strain)

Negatifs

SaphylococcuS®hidermidis (ref strain)

coccus ppeumorffae ATOQU %619
FFERHCAaL e
ndlda a ns

Candida krusei ATOC 6258

(&
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2 minutes

ldentifi

par
MALDI-TOFMS

AP MALDI-TOFMS
=)

(Acide formique + Matrice)

4 minu
/ C
_L'UW

Centrifugation
RSy (13000 rpm)
, ®
1 ml de bouillon
. (9 TB positif)

tes

di

nigues
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Résultats Identification

v

Nnc

Souches de ré

100 %
|dentification
par

MALDI-TOFMS
(14/ 14)

Bouillons négatif:

N

100 %

Absence
d

par
MALDI-TOFMS
(15/15)

2min < 4 min

- Choix de la procédure « 2 min de centrifugation »

par facilité

((@

niques
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Resultats Test de sensbilité

Saphylococcus

| antifongigramme a partir de la culture classique et

Correspondance a 100 %S| Rentre

| antifongigramme direct a partir du bouillon
(6 germes/ 6) (36 antifongiques/ 36)

(aureus, epidermidis)

Pénicilline G

Ampicilline

_Oxacilline
Teicoplanine
Vancomycine
Linézolide
Ciprofloxacine
Moxifloxacine
Amikacine
Tobramycine
Gentamicine
Erythromycine
Clindamycine
Triméthoprime-Sulfaméthoxazole

Tétracycline

"Acide fusidique
Mupirocine

Mupirocine (Haute dose)
Rifampicine
Fosfomycine avec G6P

>2

<=0.5
>4
>

>4
>4
>2
>1
>4/76

>2
<=1
==

<=0.25
<=16

AA A A A A A I NI IR

mww—wnunx

f

Pseudomonas aeruginosa

@ seuil

Enterobacteriaceae

(E coli, Kpn, Ent. clo)

Ampicilline

Pipéracilline
Pipéracilline-Tazobactam
Céfuroxime

Céfoxitine

Ceftriaxone

Ceftazidime

Céfépime

Imipénéme

Méropénéme
Témocilline
Lévofloxacine
Ciprofloxacine
Amikacine

Tobramycine
Gentamicine

Colistine

Tigécycline
Amoxicilline-Clavulanate (1)
Ertapenem
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1°" objectif :
Validation de la

procedure
Bouillons négatifs,

Bouillons spikés avec
souches de référence

2¢me gbjectif :
Validation des
performances sur

échantillons

cliniques
Lin 2016 > Mai 2017
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Biopsiesperog
Biopsig

esdiverses (13%)
Joeratoire (1%
2/ llliaque (1%
oie (2%)
anglion (2%
tériel implanté (3%
Drthopédiques (6%
Placenta (1%
Pancreas (1%
Rein (1%
Sein (1%

Origine des prélevements

Abcesthoracique (2%
Amniotique (2%
Articulaire (2%
Ascite (7%
Echantillon ORL (1%
LBA (1%
LCR (36%)
Lavage - spondylodiscite (1%
Liquide - abcésinguinal (1%
Liquide - débridement (pied diabétique) (1%
Liquide - drainage (1%
Liquide - kyste rénal (1%
Liquide per-op (incluant TRH) (3%
Liquide - préservation rein (1%

-

M Tissus solide/matériel

M Liquide
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Résultats Identification

114
TB positif - Qulture négative

104 10
Qubculture du T8 a 24h Qbculture du TB a 24h
monomicrobienne nolymicrobienne

(&
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104
Qulture monomicrobienne
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104
Qulture monomicrobienne

84 (81%) 3 (3%

)

) (

¥sultats ID concordants Resultat

i

17 (16%)

Pas o

(&
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104

Qulture monomicrobienne

(G
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84 (81% 3 (3%
*sultats ID concordants Resultats ID discordants
17 (16%)

Pasc

@




Distribution germes : Qubculture 104

m GrafiEEeif Culture monomicrobienne

Saphylococcusepidermidis(23)
Spahylococcusaureus (3)
Saphylococcuscapitis (8)
Saphylococcuswarneri (4)
Saphylococcuscaprae (1)

Saphylococcushaemolyticus(5) 12/ 104: 12%

Saphylococcuslugdunensis(3) '
Saphylococcuscohnii (2)
Saphylococcushominis (3)

Septococcusagalactiae (1)
Sreptococcusbovisgroup (1)
Sreptococcussanguinisgroup (2)
Sreptococcusmasiliensis(2)
Sreptococcusmitis group (8)
Sreptococcussalivariusgroup (2)
Enterococcusfaecalis (4)
Enterococcusfaecium (1)
Gorynebacteriumstriatum (1)
Gorynebacteriumaccolens (1)
Gorynebacteriumjeikeium (1)
Gorynebacterium mucifaciens (1)

Gorynebacteriumtuberculostearicum (1)
Rothia dentocariosa (1)
Rothia mucilaginosa (1)
Micrococcusluteus (5)
Propionibacterium acnes (4)

dostridium septicum (1)
Locuriarhizophilia( 1)
- '

-

|

Levure

B Gram négatif

Acinetobacter lowfii (1)
Pseudomonasaeruginosa (1)
Klebsiellapneumoniae (2)
Klebsiellaoxytoca (1)
Escherichiacoli (3)
Enterobacter cloacae (1)
Morganellaorganii (1)
dtrobacter koseri (1)
Proteusmirabilis(1)

22
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104
Qulture monomicrobienne

84 (81% 3 (3%

asultats ID concordants Résultats ID di

17 (16%)

Pas o

(&
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Distribution germes: Concordance ID

8/10 Entérobactéries
2/ 10 Non-fermentants

84 (81%)

Résultats ID concordants

43/73 Saphylococcus
12/73 Sreptococcus
5/73 Enterococcus
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84 (81%)

asultats ID concordants

Pas o

104

Rasultat

Qulture monomicrobienne

3 (3%

D

di

17 (16%)

(&
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17 (16%)

Pas d’identification

™ 9/17 - Sanguinolents
// / ” Interférence des GRs ?
4
Utilisation d

Sepsityper ? (Bruker Daltonik, Bremen, Germany)

Autres?

Méme phénomene danslaroutine

Plusieurs spots
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104
Qulture monomicrobienne

84 (81% 3 (3%

asultats ID concordants Résultats ID di

17 (16%)

Pas o

(&
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Biopsie essomac

Velllonella atypica

(Direct) S salivarius

(Subculture)

Tissu granulomateux sublingual

Granulicatella

adiacens o
(Direct) S massiliens's
(Subculture)

Tissu intra-articulaire hanche

Peptoniphilus

S epidermidis

(Subculture)

3 (3%)

Résultats ID discordants

Germes difficilement subcultivables
V. atypica : anaérobe
G. adiacens : streptocoque
déficient

Faux-Posgitifs ?

Peptoniphilus harel : anaerobe

Limite du MALDI-TOF MSpour

Faux-Négatifs ?

polymicrobiennes
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pneumoniae

= Jreptocogue du groupe mitis

= Digtinction entre les streptocoques de ce groupe difficile par MALDI-TOFMS

= Désoxycholate (test de solubilité biliaire) sur le culot de centrifugation

= (oncordance totale entre le désoxycholate « direct » et | optochine sur

subculture v

i

= 9 S mitis Group non pneumoniae B | & = 1
e : Streplocacius

pueumonise
EE:N;IJI itk
.ﬂ'?._'l'_-' _

33
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Resultats Test de sensbilité

Acinetobacter lowfii Saphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa Saphylococcus epidermidis
Klebsiella pneumoniae Saphylococcuswarneri

Klebsiella oxytoca Saphylococcus lugdunensis
Escherichia Qoli Saphylococcus hominis
Enterobacter cloacae Sreptococcus bovis group
‘ Morganella morganii Sreptococcus sanguinisgroup
dtrobacter koseri Sreptococcus mitis group
Proteus mirabilis Enterococcus faecalis
Corynebacterium striatum Enterococcus faecium
CGorynebacterium accolens
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Intérét clinigue ?

58,6%(51/87) des germes identifiés

ont été considérés comme pathogene

par le clinicien




Résultats Identification

114
TB positif - Qulture négative

104 10
Qubculture du T8 a 24h Qubculture du a 24h
monomicrobienne nolymicrobienne
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2

2 mMicro-organismes

10

Culture polymicrobienne

2
3

3 micro-orga

5 > Pasd

ID1m.o/ 2
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Amputation pied droit |:>

Lundi 10/8

-

.

\
Mercredi 12/8

S aureus

(Maldi
subculture)

J
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TVBtrouble - Positif

Mardi 11/8
QGPal

Jeudi 13/8
Antibiogramme
S aureusOXA S

@




Amputation pied droit :>

TVBtrouble > Positif
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Lundi 10/8
— | |
Mardi 11/8
QGPal
18 ) ID directe par MALDI-TOFMS:
Mercredi 12/8 | P /
Antibiogramme : reus
S aureus OXA S Gain de 24h D
LA Gain de 24h
e\ Y,
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Autres études : Identification directe
par MALDI-TOF MS ?

\brok et al., 2015 Soarbier et al., 2012 Verroken et al., 2016
Milieux d Milieux d eémocultures positives
selectifs pour S agalactiae selectifs pour Salmonella

42
diniquesuniversitairesSaint-Luc  Despas Noémie Q




Introduction

Routine - QU3
Matériels et Méthodes
Objectifs
Resultats
Cas pratique

Littérature

Conclusion

Q




1¢re étude appliquée aux bouillonsd
la culture conventionnelle associée est négative

Procedure simple, facile aintégrer dans un laboratoire de routine et
rapide (2min)

Bonnes performances pour |

Bonnes performances pour les antibiogrammes directs : 96 %

Gain de temps de 24H : Identification, antibiogramme et
instauration d

Perspectives : développer la communcation avec le clinicien
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Journal of Microbiological Methods 141 (2017) 32-34

Note

MALDI-TOF MS identification and antimicrobial susceptibility testing @CmssMaIk

Journal of Microbiological Methods

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jmicmeth

Contents lists available at ScienceDirect i

Midkduidladis:

B tHot = 77

v hl{itb #
3 e}

@ :
& .

directly from positive enrichment broth

Tré-Hardy Marie*, Lambert Barbara, Despas Noémie, Bressant Florian, Laurenzano Clémentine,
Rodriguez-Villalobos Hector, Verroken Alexia

Department of Microbiology, Cliniques Universitaires Saint-Luc, Université Catholique de Louvain, Brussels, Belgium

ARTICLE INFO

Keywords:

MALDI-TOF MS identification

NSEB

CSF

Sterile fluid samples
Biopsies

ABSTRACT

A rapid preparation procedure was validated for MALDI-TOF MS identification followed by an antimicrobial
susceptibility testing directly from a non-selective enrichment broth of sterile fluid samples associated with
negative classical cultures. This method can be easily integrated in the laboratory routine allowing precious time
gain for microbe identification and subsequent adequate treatment initiation.

r
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