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Objectifs du laboratoire de
Microbiologie clinique

Collection de I’echantillon %
Prise en charge ()

optimale du

_ Analyse de
patient

I'eéchantillon:
présence de
pathogenes

Identification <£'

Sensibilité aux antibiotiques

!I! Dialogue
clinicien / biologiste !!!

Le plus rapide et |e
moins coUteux possible!!




ldentification bacterienne @)

Strategie classique

A partir d'une culture sur milieu solide:

® C(Colorationde Gram

® Testsrapides: oxydase,
catalase...

® Tests phénotypiques

® Caracteres biochimiques

Unique évolution au cours
des années:
Automatisation et
miniaturisation




ldentification bacterienne ()

Strategie classique

® Strictement empirique et réservée aux
especes les plus frequentes

® Pas parfaitement cohérente avec la
taxonomie microbiologique actuelle

® Neécessite une présélection pour la realisation
de tests appropries

® Necessite une incubation de plusieurs heures
avant resultat



ldentification bacterienne )

Biologie moleéculaire

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

e PCR

e Manipulations
complexes

o Multiples analyses
d’‘espece ou de genre a
réaliser en parallele

o Analyse colteuse

® Microarrays

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

1 minut 94 °C

%Q‘H‘W«ﬂ‘wm % . Step | : denaturation|

Il 1T N3 Step 2 : annealing g
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forward and reverse
5 primers !!!
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ldentification bacterienne )

Spectrometrie de masse MALDI-TOF

Microflex MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics) Axima (Shimadzu)



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. 1888, 60, 2301-2303 by Laser Ionization Time-of-flight Mass

Laser Desorption Ionization of Proteins with Molecular Masses Spectrometry

. P R . . . . . Y .
Exceeding 10 000 Daltons . Koichi Tanaka®, Hiroaki Waki, Yutaka Ido, Satoshi AKita, Yoshikazu Yoshida
g Michael 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

® Prix Nobel de Chimie a K. Tanaka en 2002



Spectrometrie de masse

Principe:

Déterminer a I'aide d'un spectrometre de masse |a
masse moléculaire d'ions libres

Introduction
de

I’echantillon

: | | . : | Traitement
Source d’ions Analyseur Detection
du signal

Spectre de
masse



Spectrometrie de masse
MALDI-TOF )

MALDI: Matrix Assisted Laser Desorption/lonization

1. L'echantillon est mélange a

laser

analyte/matrix spot  DEAM de la matrice en exces et
/ A séché sur la cible MALDI.
0e® / o
1+ iy 2. Le laserionise les
® + :
o © molecules de matrice.
+

3. Les molecules

i d'échantillons sont ionisées
\ o par transfert de protons a

[ cation / partir de la matrice:

sample plate axtraction  focussing
gira [Ens
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Spectrometrie de masse

MALDI-TOF (Time of Flight)

1. Différence de
potentiel

Accéleration des ions

lon Source

2. Separation dans
le tube de vol

e Lespetitsions
atteignent plus vite
le détecteur que les
gros

e Mesure du temps
mis par les ions

20-25 kV

MALDI-TOF (2

Flight Tube

‘ Detector

i
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lon Source |
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20-25 kV

Flight Tube

’ Detector
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Spectrometrie de masse
MALDI-TOF )

detection :
B ion detector m 2eU ,
, . e o = ~ = > t
sé ion _
> ® @ field-free L
drift range
_ ® ® _ m: masse
accélération grid electrode 2: charge
U: voltage
i onisation acceleration L: longueur du tube
Zzone t: temps
désorption e: charge élémentaire

matrix/analyte
crystals

template



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 detectés

® Quels sont les composants cellulaires detectes?

Principalement des protéines, mais aussi des lipides
et des polysaccharides

® Quelles protéines sont detectées?

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

® De quoi depend l'intensite du signal?

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



Principe de I'identification

Détection de larges molécules comme des protéines (1000 — 300000 Da)

® Empreinte spectrale variable

entre les microorganismes l || ||| | | | Escherichia col

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

L Klebsiella pneumoniae

[ ) PICS 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

Fournie par la firme.

® Bruker: 3995 spectres d'organismes cellulaires (3679bactéries et 316
champignons)

Comparaison du spectre obtenu avec les spectres présents dans la banque de
données

Scores d’appariement et identification bactérienne la plus plausible.

ot Ielarchid Patteimn

Scorn
Meaning of Score Values (Qualio) e e
“_:_” Cheatridum pedsingens B 1968_HOTS 3110 BCS - 1508
Range Description Syvmbols | Color fare) Fheatridum perfigens B 1051 NCTC 4964 BG5S - 2
2 300 3 00 ( 4 ) 0 ('j_r] Cleatridum perfimpans B 1971_ATOC 3628 _BOG - 1500
4 Clostridiem periiingens A 1087_HOTC 8237 BOG - ITPEE
2.000 ... 2.299 (++) | green R
(3) Clastridian perfingens D 2130_WCTC £346_EOG - 107219
1.700 ... 1.999 probable genus identification (+) | vellow .
P Clastodsm pecimgeos < 1041_HCTC 10020_BCG - i)
| ﬂ‘wn ks 1.699 ( = ) lﬁi [_?] Crmamonis testeateron DS 50244 HANM i}
. Listeria grosn moeves DER 30586 DERL 1841
u ngm V4 7 . u Y (-
Possibilite d’enrichir la base de donneées ; P B -
o Chostridum beijerincki |072_ATCC 25752 B - L5210

1T Attention: Mauvaise discrimination des bactéries aux profils protéiques
similaires
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Au laboratoire )

Analyse de culture bactérienne sur gélose

Dépot direct sur la
cible
. Ajout de la matrice

Séchage
. Introduction dans le
spectrometre
Premiere identification & /. 'L IJH‘ J "
en moins de 2 minutes! e o s e e T
B o [Pt ea]
ol oG land | (Rt | [ ke ][] o wemciin |




Preparation des
echantillons

: La préparation des échantillons est facile...
suspension

- optional:
P N 25 °.d on-target extraction mais nécessite
ormicac with 25% formicacid """ N
- de I'entrainement
» - un poste de travail adapteé
addition of P . | P
0.5 UL matrix solution " Uls r’nal.n el .
- de I'équipement approprié
direct solvent evaporation
—> I — at room temperature

MALDI target

culture
suspension

(McFarland 1-2) I_M_I

automated
MS analysis




Au laboratoire (2)

Analyse de microorganismes apres extraction

e Cultures de:
® Levures
e Champignons filamenteux
e Mycobactéries

® Hémocultures positives

e Echantillons primaires:
® Urines




Hemocultures

e Prélevement le plus significatif pour le diagnostic
des infections bactériennes aigues severes.

e Mortalité réduite si antibiotique adapté précoce*

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

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

* Joan Barenfanger et al, Decreased mortality associated with prompt
Gram staining of blood cultures, Am J Clin Pathol 2008;130:870-876




Autres applications

Dendrogram |Z”E|E|
Edit  iew
MSP Dendrogram

e Etudes épidémiologiques

Listeria monacytogenes serdB ATCC 19115 THL

. M lse e n éV I d e n Ce d e C | 0 n e S Listeria monocytogenes Mbh19348 1 CHB

Listeria innocua DS 20649_D3SM

Listeria welshimeri DS 20650_DSM

. D e n d rog ra m m e S Listeria monocytogenes DS 20600_DSh
Listeria seeligeri DSM 20751_DSh
4|j[ Listeria ivanovii ssp londoniensis DSM 12491_DESM
Listeria ivanovii ssp ivanovii DSM 20750_DSh

1000 800 GO0 400 200 0
Distance Level

? Detection de marqueurs de
meécanismes de résistance aux
antibiotiques: distinction
MRSA-MSSA

> Detection de marqueurs de
virulence: toxine PVL

* Rapid identification and typing of listeria species by matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass
spectrometry. Apll Environ Microbiol, 2008, 74, 5402-5407

* Rapid discrimination of Legionella by matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry.
Microbiol Res, 2010, Mar 25




Microbiologie medicale -
CHU Llége (1)

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:



Microbiologie medicale -
CHU Llége (2)

418 microorganismes testes

Nombre En accord avec la
méthode de
référence

90 100%

Bonnes 190 100%
identifications

Identifications 42 100%
acceptables

36

60

e Total: 322 identifications sur 418 soit 77%

® Pas de mauvaises identifications



Microbiologie medicale -
CHU Liege @)

2. Evaluation par groupes bacteériens

Passage de x souches de chaque espece
frequente:

— Pas de discordance decelee *



Microbiologie medicale -
CHU Llége (4)

3. Depuis juillet 2009:

Identification bactérienne de premiere
ligne:

Microflex MALDI-TOF MS
(Bruker Daltonics)

Acceptation des identifications sur base des

scores d’appariement selon un algorithme
défini.

Methode d’identification de seconde ligne si

nécessaire: méthodes phénotypiques
classiques



Microbiologie meédicale -
CHU Liege ()

Evaluation: Fevrier 2010

Groupe bactérien | Nombre de Identifications
souches testées acceptées selon
I'algorithme (%)

Entérobactéries 541 08,7
Non fermentants 207 95,6
Staphylocoques 83 97,5
Streptocoques 110 89
Haemophilus / 42 97,6
Moraxella

Neisseria sp. 4 100
Campylobacter sp. 5 100
Anaérobies 21 05,2



Levures

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

® Extraction liquide a I'acide formique: peu contributive
et trop longue en routine

— Extraction directe a |'acide formique et double depot

Algorithme adapte:

MS Score = 1.4 et 3 premiers résultats identiques et
aspect des colonies sur gelose coherent avec
I'identification:



Microbiologie medicale -
CHU Liege ()

Deéveloppements en cours:

e |dentification directe des bactéries presentes dans
les hémocultures positives

® A partir des flacons d’hemoculture anaerobie BacT/Alert
(BioMeérieux) sans charbon

e Différents protocoles testés
e Centrifugations differentielles | o 7 f

® Lysealasaponine - @
e MALDI Sepsityper Kit (Bruker) t ,"‘E{
f ?'_""l == .



MALDI Sepsityper kit ruken

Nombre de souches testées | Identifications acceptées
en fonction de l'algorithme

(%)
___
K. pneumoniae 4 (100%)
P. rettgeri 1 1 (100%)
S. marcescens 2 2 (100%)
E. cloacae 1 1 (100%)
E. coli 4 (100%)

S. aureus 3 (100%)

S. epidermidis 5 4 (80%)

S. hominis 1 o (0%)

S. capitis 2 2 (100%)

E. faecium 1 1 (100%)

S. pneumoniae 0 (0%) (Pas de culot)

R YO



Microbiologie Médicale-
CHU Liege

Developpements en cours :

® |dentification de:

e Champignons

® Projetinternational Bruker: Champignons
filamenteux

1 ’T \ J

' " E "'L.\%\
® Anaerobies I A7
L gt

e Mycobacteries




Bruker VS Shimadzu

“* Bases de donnees fiables
¢ Facilites d'utilisation comparables

¢+ CoUts comparables

® Service commercial efficace ® Service commercial peu
satisfaisant

® Interlocuteur francophone

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




Discussion ()

Comparaison spectrométrie de masse MALDI-TOF vs autres méthodes d’identification

MALDI-TOF MS Identifications Biologie
phénotypiques par moléculaire

caracteres
biochimiques

Dépot direct Extraction

Durée de 5 minutes 20 minutes 1a 20 minutes 60 minutes
préparation

Durée m 5 a 48 heures 45 minutes a 48 heures

d’identification

Colt 0,5 €/éch 5 €/éch 30-50 €/éch

(consommables)

Sepsityper kit: 4 €/éch

Identifications Bactéries aérobies/anaérobies Especes les plus Toutes théoriquement
possibles Levures fréquentes d'intérét
Mycobactéries clinique
Champignons
ilamenteux

Compétence Modérée Elevée

requise



Discussion (2)

Avantages
® |dentification fiable

e |dentification rapide

e Deélai d’identification reduit d'une journee: traitement
antibiotique présomptif ajusté en fonction des
données epidemiologiques locales et de I’'hdpital.

Evolution des taux de sensibilité aux antibictiques
SANG 2007 2008 2009
Organismes Antiblotiques n=31) (A=21) [n=27)
I nt ra n et d U C H U Acinetobacter baumannii Amikacina 8436 TE% 81%
T . T AmoxicillinefAc.clav. % r

Hygiene hospitaliere S e W%
Ceftazidime 19% 24%  26%
Ciprofioxacine BE% 43% 52%

Colistine 100%  100%
Gentamicine 80% B7% B3%

Imipénéme 50% 100%
B . . I Méropéné 100% 100% 100%
* Decreased mortality associated with prompt Gram staining of blood iy S e e
cultures. Am J Clin Pathol 2008;130:870-876 s v
Triméthoprimedsulfa, B7% 80% 96%




Discussion (3)

Avantages

® Faible colt des
consommables
(! coUt de la machine)

e Utilisation simple

® Integration possible dans
un systeme automatise - '
global de bactériologie L



Discussion ()
Inconvénients

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

® Bactéries difficilement differenciables:
® E. colivs Shigella sp.
® S. pneumoniae vs S. mitis/oralis
® N. meningitidis vs N. flava/perflava



Conclusion

Spectrométrie de masse MALDI-TOF:

Technique d’identification bacterienne
incontournable dans un laboratoire de routine
bacteriologique



