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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 <_J/'

Sensibilité aux antibiotiques

!I! Dialogue
clinicien / biologiste !!!

Le plus rapide et le
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 ()

Biologie moleéculaire

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

e PCR

® Microarrays

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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ldentification bacterienne )

Spectrometrie de masse MALDI-TOF

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



Spectrometrie de masse

Determiner a I'aide d'un spectrometre de masse la
masse moléculaire d’ions libres
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Spectrometrie de masse
MALDI-TOF )

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

MALDI-TOF (Time of Flight)
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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 donneées de
spectres

® Fournie par la firme.
® Bruker: 3476 organismes cellulaires (3216 bactéries et 260 champignons)

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

® Scores d'appariement et identification bactérienne la plus plausible.
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11! Attention: Mauvaise discrimination des bacteéries aux profils protéiques
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Au laboratoire )

Analyse de culture bactérienne sur gélose

1. Dépotdirect surlacible
2. Ajout de la matrice
3. Séchage

o

Premiere identification
en moins de 2 minutes!
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Au laboratoire (2)

Analyse de microorganismes apres extraction

® Culturesde:
® |[evures
e Champignons filamenteux
® Mycobactéries

® Heémocultures positives

e Echantillons primaires:
® Urines




Hemocultures

® Prelevement le plus significatif pour le diagnostic des
infections bactériennes aigués severes.

e Mortalité réduite si antibiotique adapté précoce*

® MALDI-TOF: Identification bacterienne le jour de
positivité du flacon d’hémoculture.

® Sclection de 'antibiotique le plus adequat en se
basant sur les donnees epidemiologiques locales et de
I'hopital.

o
\

* Joan Barenfanger et al, Decreased mortality associated with prompt

Gram staining of blood cultures, Am J Clin Pathol 2008;130:870-876
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Autres applications

Dendrogram
Edit  iew

MSP Dendrogram

. . o . . Listeria monocytogenes MB_1601_05 THL

[ ] EtUdes epldem I Olog Iques — Listeria monocytogenes serdB ATCC 19115 THL
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e Détection de marqueurs de
mecanismes de résistance
aux antibiotiques: distinction
MRSA-MSSA

e Détection 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)

Depuis juillet 2009:

Identification bacterienne de premiere
ligne: Microflex MALDI-TOF MS
(Bruker Daltonics)

® Analyse par spectrometrie de toutes les
bactéries destinées a l'identification par
tests phénotypiques.

® Acceptation des identifications sur base
des scores d'appariement selon un
algorithme défini.



Microbiologie meédicale -
CHU Liege (2)

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



Microbiologie medicale -
CHU Liege @)

Développements en cours:

e |dentification directe des bacteéries presentes dans
les hémocultures positives

® |dentification des: 1 !‘" \ :
® Anaerobies X = ¥
2 -
e Champignons TR f\{
® Mycobactéries % \l”




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 13 20 minutes 60 minutes
préparation

Durée 5a 48 heures 45 minutes a 48 heures

d’identification
Cott 5 e/éch 30-50 €féch
(consommables)
Identifications Bactéries aérobies/anaérobies Especes les plus Toutes théoriquement
possibles Levures fréquentes d'intérét

Mycobactéries clinique
Champignons
filamenteux

Compétence Basique 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 Gioima i
Ceftazidime 19% 24%  26%
Ciprofioxacine BE% 43% 52%

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

Imipénéme 50% 100%
. . . . bropéni i
* Decreased mortality associated with prompt Gram staining of blood oy 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



