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CH. Objectifs du laboratoire de
L Microbiologie clinique

Collection de I'échantillon i
Prise en charge (

optimale du
patient

Analyse de
I'echantillon:
présence de
pathogenes

1! Dialogue Identification @

clinicien / biologiste !!! Sensibilité aux antibiotiques

Rapide, fiable
et coUt-efficace
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Cdeuége Identification bactérienne (1)

Stratégie classique

A partir d’'une culture sur milieu
solide:

 Coloration de Gram

« Tests rapides: oxydase,
catalase...

« Tests phénotypiques

— Caracteres biochimiques

Unique évolution au cours
des années:
Automatisation et
miniaturisation




Cﬂiége Identification bactérienne (2)

Stratégie classique

® Strictement empirique et réservée aux
especes les plus frequentes

® Pas parfaitement cohérente avec la
taxonomie microbiologique actuelle

® Nécessite une présélection pour la
realisation de tests appropriés

® Nécessite une incubation de plusieurs
heures avant resultat



C'!Z’L,-ége Identification bactérienne (3)

Biologie moléculaire

A partir d’une culture sur

milieu solide ou du
prelevement primaire:

PCR

® Manipulations
complexes

® Multiples analyses

d’espece ou de genre
a réaliser en parallele

® Analyse couteuse

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

%«\\U‘Wbﬂ' mwmm% Step-l : dena.tu‘ration

1 minut 94 °C
Wmm | | | | T] Step 2 : annealing

45 seconds 54 °C

forward and reverse
W primers !!!

AT A e o _
o ,l ~ - | 34“ WL 5 Step 3 : extension
~ e - 7
PN N P \l l/\/ 2 minutes 72 °C
FW”"H (13 ol ly dNTP's
MLL“UM" { | Iy g




Cdeuége Identification bactérienne (4)

Biologie moléculaire

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

* PCR toutes bactéries

— Amplification de 'ADN codant
pour 'ARN 16s

— Reégion conservée chez
toutes les bacteries

— Seéquencage si positif
@ Faible sensibilité
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deLicge |dentification bactérienne (5)

Sample
Injection

Biologie moléculaire

Water
Injection
Port

DNA/RNA
Purification

A partir du prélevement ”
primaire: P /

* Panels/Microarray
— Panel méningite/encéphalite

— Panel gastro-intestinal

FilmArray
\/ F I L 4 I Meningitis / Encephalitis (ME) Panel - IVD ~ B'C g2 FIRE
aclie a realiser
~ Run Summary
@ CO u t + + + Sample ID: 13-171206-5238 Run Date: 06 Dec 2017
9:31 PM
Detected: Enterovirus Controls: Passed
Result y
Bacteria
Not Detected Escherichia coli K1
Not Detected Haemophilus influenzae
Not Detected Listeria monocytogenes
Not Detected Neisseria meningitidis
Not Detected Streptococcus agalactiae
Not Detected Streptococcus pneumoniae
Viruses
Not Detected Cytomegalovirus
« Detected Enterovirus
Not Detected Herpes simplex virus 1
Not Detected Herpes simplex virus 2
Not Detected Human herpesvirus 6
Not Detected Human parechovirus
Not Detected Varicella zoster virus
Yeast
Not Detected Crypfe neoformans/gattii
Run Details
Pouch: ME Panel v1.4 Protocol: CSFv3.0
Run Status: Completed Operator: assistant assistant (assistant)
Serial No.: 10175879 Instrument: 2FA02104
Lot No.: 578217
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Spectrometrie de masse MALDI-TOF

PRINCIPE



CH.  MALDI-TOF MS (1)

de Liege

MALDI: Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization

| 1. L'echantillon est melange a
aser

analyte/matrix spot  D€aM de la matrice en exces et
seche surla cible MALDI.

2. Le laserionise les
molecules de matrice.

;
—P%pectrometer ,
3. Les molecules
d‘échantillons sontionisées
par transfert de protons a
caion /A partir de la matrice:
sample plate extraction  focussing
o ._

MH*+A 2> M + AH". 9
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de Lié}ge

MALDI-TOF MS (2)

MALDI-TOF (Time of Flight)

1. Difféerence de
potentiel

Accéleration des ions

2. Separation dans
le tube de vol

* Lespetitsions
atteignent plus vite
le détecteur que les
gros

e Mesure du temps
mis par les ions
pour atteindre le
détecteur

Flight Tube

Detector

4

Detector

20-25 kV ‘
lon Source ’l ‘ g
e®. §
Flight Tube
20-25 kV ‘

* N
lon Source | . .§
s | ¢ N

/
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de Liege

détection

sep ion

acceleration

ionisation

désorption

MALDI-TOF MS (3)

aiiy

N o cetcotor

.
0
.,

|
AL

field-free
drift range

grid electrode

acceleration
zone

matrix/analyte
crystals

template

m 2eU
= t2
Z L2
m: masse
z: charge
U: voltage

L: longueur du tube
t: temps
e: charge élémentaire

11



CHY/

de Liége

Spectrometrie de masse MALDI-TOF

APPLICATIONS EN MICROBIOLOGIE

1. Identifications bactériennes et fongiques
2. Typage
3. Deétection de résistance aux antibiotiques

12



CHY/

de Liége

Spectrometrie de masse MALDI-TOF

APPLICATIONS EN MICROBIOLOGIE

1. ldentifications bactériennes et fongiques
2. Typage
3. Deétection de résistance aux antibiotiques

13



CcH./ :
ceLicge  Actuellement sur le marche

Intens Sum: Cursor
[arb] Single

8000 -

6000 |

4000

0.

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
e

Microflex (Bruker Daltonics) Axima (Shimadzu) Axima (bioMérieux)
14
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Cdeuége Preparation des echantillons

: La préparation des échantillons est facile...
suspension

in 25%
formic acid

optional:
on-target extraction
with 25% formic acid

- de I'entrainement
. - un poste de travail adapteé
addition of P . | P
0.5 ML matrix solution -une |:na|.n calme .
- de I'équipement approprié
solvent evaporation
at room temperature

culture
suspension
(McFarland 1-2) I_M_I

...mais nécessite

MALDI target

automated
MS analysis

15



CH Choix de la matrice

de l_iége

HCCA (a-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid) :

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

Peu de signaux dont m/z > 10kDa

DHB (2, 5-dihydroxybenzoic) :
Cristallisation irréguliere

Nombreux tirs de laser pour un
spectre de qualité

Spectres de100-200 signaux

Beaucoup de signaux dont m/z >
10kDa

16



CH

Cellules entieres/intactes:

cetieee composants cellulaires detectes

Quels sont les composants cellulaires détectés?

Principalement des protéines, mais aussi des lipides
et des polysaccharides

Quelles protéines sont détectées?

Les protéines extractibles, solubles, modérément
hydrophiliques, stables et abondantes

De quoi dépend l‘intensité 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)

17



o Principe de I’identification

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

 Empreinte spectrale o
Variable entre IeS \‘LL__.JJ\MJ\L scherichia coli

microorganismes ’ |
i .
L L s ’ I . Lecler(‘:ia adecarboxylata
« Spectres T
reproductibles RO T O T URYY ii
o ) l \ Enterobacter aerogenes
. PiCS SpéCifiqueS de “_“—LL’L_HL—_LL_LL“_‘J Proteus mirabilis

genre, d,eS péce ou 000 so00 000 miz 9000 nooo 13000
de sous-espece

18



de Liege

Base de données de spectres

« Comparaison du spectre obtenu avec les spectres
présents dans une base de données

« Scores d’appariement et identification bactérienne la plus
plausible.

Meaning of Score Values

‘ Range
2.300 ... 3.000
2.000 ... 2.299

' 1.700 ... 1.999

10.000 ... 1.699

Description

probable genus identification

Symbols | Color
(+++) | green
(++) | green
(+) |yellow

(-)

red

Marched Pavem

Clestiidum pesfiingens B 1968_HCTC 3110 BOG

Clostridium perfingsns B 1038_FCTS 4964_BOC

Cleatndum perfiingans B 15T1_ATOC 363_BOG

Clostrdin parfimgens & 1037_HCTC 2257 _BOG

Clostridioam parfringens D 2130_WCTC 2M6_ECG

Clastodum padmgens © 1041 _HCTC 10020_ECGE

Cramainonis testesteron DEM 50244 HAM

Listeria grogimere DEM 20596 TS

EBacilus atrophases TG 675 DEM

Clastrdum beteomckn 1072_ATCC 25752 BOG

|| R
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Cdeuége Base de données de spectres

« Possibilité d’enrichir la base de données
— Par la firme: mises a jour frequentes

— Par l'utilisateur: a 'aide de souches bien caractérisees
(sequencage)

« Il Attention: Mauvaise discrimination des
bactéries aux profils protéigues similaires. Par
exemple:

— Escherichia coli et Shigella sp.
— Streptococcus pneumoniae et Streptococcus mitis
group

20



Cﬂfége CHULg: Microflex Bruker

4 )
Depuis juillet 2009:

Identification bactérienne de premiere
ligne:

(Bruker Daltonics)

\_ J

Sur base des scores d'appariement et de

RS =

criteres décisionnels définis: MS Score > 2.3 Identification

excellente

—  Acceptation des identifications
MS Score22.0et<23et3

, .. . ) ) premiers résultats identiques:
—  Meéthode d’identification de seconde ligne si

nécessaire: méthodes phénotypiques
classiques MS Score 21.7et<2.0 et 3
premiers résultats identiques:
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Cdeuége Bases de données Bruker

—>7000 spectres dans la base de donnees classique
actuelle
« >2000 especes differentes
« Large gamme de microorganismes de I'environnement.

— Base de données bio-terrorisme

— Base de données champignons filamenteux

— Base de données mycobacteries

22
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de Liéée

Base de données publique:
Microbenet (CDC)

* Qutil web pour I'identification des microorganismes

pathogenes

— Sur base de leurs propriétés génotypigues, proteéomiques et

phénotypiques

* Nouvelle application pour la comparaison de spectres

MALDI-TOF :

— DB en ligne
— Enrichissement continu

Task Result

1

e

+ sampie2 a a
+ sampie3 a c
+ =1 =}
>hwas
Clickona+
to see

3aalfd7-28¢5-41a7-9403-7031d51b-
4 Samples
* D NAME POSITION

4bc3

10 best matches

Search...
= NEW TASK/TASK UST

Best match & score
4 2

-
-Yev' 1 Next

Library where the best
match comes from

View peak list
as a stick
graph

23



CHY/ Cas clinique 1

de Liége

« Entéerobacterie isolee d’'un prélevement
respiratoire chez un patient hospitalisé aux Sl.

e |dentification MALDI-TOF MS:

Detected Species Log[5core

Enterobacter cloacas 13153 1 CHE

&)  Enterobacter azburiae DSM 17506T DSM 21589
&  Enterobacter kobei DS 13645T DSk 2,145
&  Enterobacter cloacae ME11506 1 CHE 2020
(' Enterobacter hormaechei s:p hormaechei DS 124097 DSHM | 1,960
(' Enterobacter ludwigii DSM 16688T DS 1.945
('  Enterobacter cloacae DS 30062 DSk 1,341
() Enterobacter cloacae 20105 2 CHE 1.8849
£ | Citrobacter koseri 9553 1 CHE 1.856
() Enterobacter cloacae DS 46348 DSk 1,843

24



CcH Cas clinique 1

de Liéege

» Mauvaise discrimination des especes au
sein du complexe E.cloacae

— Rendre E.cloacae complex pour les
espéces Sulvantes: e. asburiae  E. cloacae

E. hormaechei E. kobei
E. ludwigii E. minipressuralis

* |[dem pour d'autres groupes bacteriens.
Ex: Acinetobacter baumanii-calcoaceticus
complex

25



CcH Cas clinique 2

de Liege

« 464 ans

« Se présente aux urgences avec:
— Douleurs lombaires irradiees dans I'abdomen
— Pyrexie
* Laboratoire:
— CRP 121 mg/l (0-6)
— Urine et hemocultures prélevées
* Imagerie
— Aspect de spondylodiscite D10-D11

26



CcH./ Cas clinique 2

de Liéée

e 2 HC + aprés 60h d’'incubation (flacon aérobie)
* Coloration GRAM: coccobacille Gram variable

e Culture: petites colonies sur gélose au sang

* |dentification MALDI-TOF MS:

Detected Species Log[Score

¢ | Microbacteriurn saperdas IMET 11076T HEJ
@ Delftia acidovarans DSM 29T HAM

@ Pandoraea nonimbergensiz DS 11628T Hak 1,277
@ | Proteus vulganis [F) 22086129 MLD 1,276
@ | Thauera mechemichensis T MPE 1,225
@ Lactobacilluz avianius s3p avianius DSM 20654 DS 1,207
@ | Acidovorax avenae szp avenae DSM 72277 HamM 1175
@ Comnebacterium glucuronalticurn DS 441 20T DS 1174
@ | Ochrobactrum tritici DSk 133407 Hak 1,164

@ | Delftia acidovorans CCM 283 CCM 1.131




CcH./ Cas clinique 2

de Liéée

» Patient d’'origine turque
» Base de données « Bio-terrorisme »:

Detected Species Log[5core

- Brucella melitensiz BFEY

Brucella melitensis 6273 2240
Brucela melitensiz 5520 2,138
Brucela melitensziz 6073 2038
Brucela melitensziz 6074 2,030
Brucela melitensiz HERY 1.936
Shigella dvzenteriae 5-42 1.074
Shigella dvzenteriae 5-35 0842
Bacilluz anthraciz 5444 0,334
Shigella dvzenteriae 15-57 0,808

Brucellose en Europe

eeeeO0O000




CHY Cas clinique 2

de l_iége

— Fusionner les 2 bases de données
« classique » et « bio-terrorisme »

Load Msp Library

Mame Drezcription Creation [ ate

Liztena containg 11 M5Ps | 16722007 154,
E coli |zabele Bruker izolate 4/01/20171 15:45...
Staph doré PYL Bruker izolate 4/01/20171 15:47...
Bruker + SR Taxononmy 50120171 17:09...
Strepto B 240342011 15:0...
Champignonz filamenteus + levures 00342012 8:37..
BDAL caontaing 4613 0. | 25072013 20:0...

Bruker + SR Tawonomy [sams Shigellal | |[17/08/20123 100,

] l [ Cancel ] [ Help




CcH:

de Liége

« Haemophilus sp. humains:

. Influenzae (capsulated types a-f)
. parainfluenzae

. haemolyticus

. parahaemolyticus
. aphrophilus

. paraphrophilus

. parahaemolyticus
. Segnis

. ducreyi

Cas clinique 3

Absents de
I’ancienne version
de |la DB Bruker

30
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de Liege

Cas clinique 3

* H. haemolyticus — identifie comme H.influenzae

par MALDI-TOF MS

* H. haemolyticus ne possede pas le pouvoir

H. influenzae

+

+

nathogene de H.influenzae
— surdiagnostic

« |ldentification phéenotypique difficile:

H. haemolyticus

+

+

+

H. ducreyi

H. parainfluenzae

H. parahaemolvticus

*® Haemophilus haemolyticus
31



de Liége

» Ajout avec succes de spectres de

reference par un laboratoire

(Regional Laboratory of Public Health — Haarlem)

MSP Dendrogram

Haemophilus influenz ae DN193 SLH
Haemophilus influenz ae DNO22 SLH
— Haemophilus influenz ae DN583 SLH
Haemophilus influenz ae DN332 SLH
~ Haemophilus influenz ae DN023 SLH
Haemophilus influenz ae DNS04 SLH
Haemophilus influenz ae DN169 SLH
— Haemophilus influenz ae DN455 SLH
Haemophilus influenz ae DNOD4 SLH
~ Haemophilus influenz ae DNETS SLH
Haemophilus influenz ae DN47S SLH
Haemophilus influenz ae DNE14 SLH
Haemophilus influenz ae HI_ATCC 49766 SLH
Haemophilus influenz ae DNO43 SLH
Haemophilus influenz ae DNEF1 SLH
Haemoohilus influenz ae DNO02 SLH
P TIURDTINLE
I Haesmophilus haemaolyticus DN121 SLH
|_|: H Haemophilus haemolyticus DNE36 SLH
H Haemophilus hasmolyticus DN105 SLH
Haemophilus haemolyticus DN108 SLH
Haemophilus haemolyticus DNOTS SLH
Haemophilus haemolyticus HH_ATCC 33390
Haemophilus hasmolyticus DN140 SLH
Haemophilus hasmolyticus DN136 SLH
Haemophilus haemolyticus DNB2S SLH

H Haemophilus haemolyticus DNDS2 SLH
Haemophilus haemolyticus DN181 SLH
Haemophilus hasmolyticus DMNO73 SLH
Haemophilus hasmolyticus DMNO0S SLH
H Haemophilus haemolyticus HH_AMC 2030823 SLH
H Haemophilus haemolyticus DN726 SLH
H Haemophilus haemolyticus DNDE2 SLH
H Haemophilus haemolyticus DNO37 SLH
H Haemophilus haemolyticus DNOOE SLH
H Haemophilus haemolyticus DNE24 SLH
H Haemophilus haemolyticus DNS11 SLH

1 I 1 1 1 [ 1 1
1000 300 aon 700 600 500 400 aoo 200 100 ]
Distance Level

Cas clinique 3

H. influenzae

Haemophilus haemaolyticus DMNESE SLH _/_>

H. haemolyticus

32



CH\ Cas clinique 4

de Liege

¢ 444 ans
» Abces amygdalien droit

« Culture anaérobie positive apres 11 jours
d’incubation

. Gram' Coccobacilles Gram positif

3 * N
RN Mok 3¢
\\‘,I ;\ | 3 o
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CcH' Cas clinique 4

* MALDI-TOF MS:

— Deépot direct: No peak found
— Extraction Ethanol - Ac. formique:

Detected Species Log[Score
* | Actinomwees izraeli DSM 433207 DSM
@  Fropionibacterium avidum 339 ALT 1,378
@  Aromatoleurn anaerobicus LuFRes1 MPE 1.297
@ Providencia rettgen 20837 2 CHE 1.259
@  Agromyces italicus HEI 225 DS 16338T HEJ 1,179
@ Lactobacilluz curvatus DSH 20496 DS 1176
@ P:eudomonas ovzihabitans DS GR3IET Hik 1.174
@ | Arthrobacter citrews DS 201337 DSM 1.171
@  Lactobacilluz malefermentans DSk 20570 DSk 1,162
@  Steptomyces avidini B190 UFL 1,164




CcH Cas clinique 4

de Liege

* Score bas et 1 seule proposition
* |dentification identique lors de réanalyses
« Compatible avec la clinique

« Séquencage:
— Identification bactérienne 16s sur culture

bactérienne:
Actinomyces israelii 99.6% sur 1020pb

35



CcH Cas clinique 4

de Liéege

— ldentification difficile des bactéries a
croissance lente.

— Extraction Ethanol-Ac.formique permet
d’ameéliorer le résultat.

— Repéeter les identifications sur plusieurs
extraits.

— Confirmer par séquencgage si score bas.

36



CH

deLi

ege

ldentifications par MALDI-TOF MS:
Autres applications

e Levures

« Champignons filamenteux

* |dentifications < flacon d’hémoculture
« Mycobacteries

* Prélevements environnementaux

37



C-!:!_iége LeVU reS

* Identification directe
— mauvais resultats si on utilise I'algorithme choisi

« Extraction liquide a lI'acide formique
— peu contributive et trop longue en routine

— Extraction directe a I'acide formique et double déepdt

Algorithme adapté au CHU Liege:

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

38



seLicge  Champignons filamenteux

Experience du CHU Liege:
— Participation au projet international Bruker
« Filamentous fungi »

= Evaluation de difféerentes techniques
d'extraction

= Contribution a la création de la base de
données complémentaire

39



wLeze Champignons filamenteux

— Enrichissement de la base de données

» Avec des souches de références
* Avec des souches cliniques bien

caractérisées

MSP Dendrogram

1

| | | | | | | | | |
1000 900 800 700 GO0 500 400 300 200 100
Distance Level

0

Trichophyton soudanense D2 3437
Trichophyton soudanense D2 6430
Trichophyton equinum D4 3J37
Trichophyton equinum D4 BJ37
Trichophyton interdigitale DB 3J30
Trichophyton interdigitale D3 330
Trichophyton mentagrophytes 4265 3437
Trichophyton mentagrophytes 10342 3430
Trichophyton mentagrophytes 4203 3430
Trichophyton violaceurn D8 BJ37
Trichophyton ajelloi D 6J30
Microsparum gypseum D15 BJ30
Microsparum audouinii var. langeronii D13 BJ30,
Microsparum audouinii 2214 330
Microsparum audouinii 2758 3J30

40



C'!Z'L,-ége Champignons filamenteux

— Extraction éthanol/ac.formique a partir d’'une
culture solide ou liquide

Oou
— Dépdt direct: parfois difficile

« Le controle microscopiqgue demeure essentiel !
« Le séquencage permet une identification définitive, si N

41



CH\ ) ID directe < flacons
Gl oge d’hémoculture positifs

Hémocultures = Mise en culture du sang circulant
pour diagnostiquer une bactériémie

— Différents automates sur le marché

—y

I,
if5
/v'

42


https://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjqyav23-HaAhWRMewKHSd6DHQQjRx6BAgBEAU&url=https%3A%2F%2Fwww.geisingermedicallabs.com%2Fcatalog%2Fcontainer_view.cfm%3Fcont_itn%3D90&psig=AOvVaw3mtWcOgxYMkAq8mk1i9nRN&ust=1525169131713897
http://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwi7zM-D4OHaAhVIDewKHa2qDuoQjRx6BAgBEAU&url=http%3A%2F%2Fwww.biomerieux-usa.com%2Fclinical%2Fbact-alert-3d-healthcare&psig=AOvVaw3mtWcOgxYMkAq8mk1i9nRN&ust=1525169131713897
https://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiux-mR4OHaAhXQ66QKHdPlBV0QjRx6BAgBEAU&url=https%3A%2F%2Fwww.dufortlavigne.com%2Fproduit%2FBEC442192&psig=AOvVaw3Z3OK-zeikSkiGG-AwT7B_&ust=1525169187956422
https://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjMuf2v4OHaAhXPDOwKHXDgCDwQjRx6BAgBEAU&url=https%3A%2F%2Fwww.blockscientificstore.com%2Fbd-bactec-9240-blood-culture-system-p%2Fbactec-9240.htm&psig=AOvVaw3Z3OK-zeikSkiGG-AwT7B_&ust=1525169187956422
https://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiux-mR4OHaAhXQ66QKHdPlBV0QjRx6BAgBEAU&url=https://www.dufortlavigne.com/produit/BEC442192&psig=AOvVaw3Z3OK-zeikSkiGG-AwT7B_&ust=1525169187956422

T, ID directe < flacons
de Lisge d’hémoculture positifs

* En cas de croissance bactérienne dans le
flacon: mode opératoire classique

M‘X“

Incubation 4 — 18h ID MALDI

r

Staphylococcus
epidermidis

>

(ou plus) 5 minutes

Mise en culture sur gélose

Identification compléete
en 4h (bacilles Gram -)
a 18h, voire plus.

Coloration de Gram 43
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http://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiR2_ub4uHaAhWBohQKHXf7BToQjRx6BAgBEAU&url=http%3A%2F%2Fwww.thinkstockphotos.fr%2Fimage%2Fphoto-bacterial-colonies%2F133970968&psig=AOvVaw2xNKTenhnfprcJWhTVt8Y8&ust=1525169714400398

|
¢ y 4

de Liege

ID directe < flacons
d’hémoculture positifs

« MALDI-TOF MS technique directe

Positive Blood Culture Bottle

C

oloration de Gram

{ £ ¢ € { ¢

1 ml de sang dans un
tube eppendorf — 1 min

Ajouter un réactif de lyse
des GR - 10 sec ‘

e

Centrifuger 2 min, éliminer .

le surnageant — 2 min ‘

Ajouter 1 ml de tampon — .
1.5 min

Centrifuger 1 min, éliminer
le surnageant — 1 min

Extraction
éthanol/ac.formique — 10 min

|dentification complete
en moins de 20 minutes!!
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T, ID directe < flacons
datiggn d’hémoculture positifs

Expérience du CHU Liege:
— Différents protocoles d’extraction testes

= MALDI Sepsityper ® Kit (Bruker)
= Lyse a la saponine (5%)

Direct identification of bacteria from
BacT/ALERT anaerobic positive blood cultures
by MALDI-TOF MS: MALDI Sepsityper kit versus
an in-house saponin method for bacterial
extraction

Cécile Meex, Florence Neuville, Julie Descy, Pascale Huynen,
Marie-Pierre Hayette, Patrick De Mol and Pierrette Melin

Medical Microbiclogy, University Hospital of Liége, Ligge, Belgium

Joumal of Medical Microbiology (2012), 81, 1511-1516
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I ID directe < flacons
seticee  d’hémoculture positifs

Critere décisionnel (défini au CHU Liege)

= Acceptation de l'identification si les 3 premiers
resultats rendus sont identiques, quel que soit le
score obtenu.

Méthode de référence

» Methode conventionnelle : identification par
MALDI-TOF apres ensemencement et
croissance sur gelose.
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CH. ID directe < flacons
seticee  ’hémoculture positifs

Hémocultures monomicrobiennes

Gram négatif (40) 82.5% 90% p = 0.4497
Gram positif (67) 58% 52% p = 0.5563

Aucune discordance avec la méthode de référence

Hémocultures polymicrobiennes:
— 1 seul microorganisme identifié par technique directe
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de Liéée

* Nouveau protocole avec billes de silices

» Applicable a partir de BACTEC™ MGIT™ et milieu Lowenstein-

Jensen

Mycobacteries

» Pas de distinction a l'intérieur du M.tuberculosis complex

Optimized method using silica beads

Biomass of mycobacteria in 75% ethanol,
centrifugation

Washing step, 500 pl water

Resuspend pellet in 50 ul of water, 30 min heating 95C
Addition of 1,2 ml ice cold ethanol
Centrifugation, discard supernatant
Suspend dried pellet in acetonitrile
Addition of silica beads (0.5 mm)

Vortex for 1 min

Addition of 70% formic acid

Vortex for 10 sec

Centrifugation

1 pl of supernatant on a MALDI target

Mycobacteria Library

. abscessus ssp abscessus
. abscessus ssp bolletii
agri

alvei

arosiense

arupense

asiaticum

aurum

austroafricanum

avium subsp. avium
avium subsp. paratuberculosis
. avium subsp. silvaticum
boenickei

bohemicum

botniense

bovis

branderi

brumae

brisbanense
canariasense

celatum

chelonae subsp. chelonae
chimaera

chitae

. chlorophenolicum

HEEHHEHEHHHEHEHEHE

B EHE EHEEEE B EE R

. colombiense

. conceptionense
. confluentis

. conspicuum

. cosmeticum

. diernhoferi

. elephantis

. farcinogenes

. florentinum

fortuitum subsp. acetamidolyticum
fortuitum subsp. fortuitum
gastri

gilvum

goodii

gordonae

haemophilum

hassiacum
heckeshornense
heidelbergense

hiberniae

hodleri

houstonense
immunogenum

insubricum

interjectum

ZTTTXZZTTZTXZZZTTXZT222R2=2EX

. intermedium
. intracellulare
. kansasii

kumamotonense
lacus

. lentiflavum

. mageritense

. malmoense

. mante nii

. marinum

. monacense

. montefiorense
. mucogenicum
.neoaurum

neworleansense
nonchromogenicum

. novocastrense

parafortuitum

. parascrofulaceum
. paraseoulense

. parmense

. peregrinum

. phlei

. phocaicum

. porcinum

B EECECEEREEEREREEERERE

. pseudoshottsii

. pulveris

. rhodesiae
saskatchewanense
scrofulaceum

. senegalense

senuense

. seoulense
. septicum
. setense

. shimoidei
. shottsii

. simiae

smegmatis
szulgai
thermoresistibile
tokaiense

. triplex

tuberculosis
vaccae

. wolinskyi
. Xenopi
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CcH Mycobactéries

de Liege

« Validation
— de la technique d’extraction
— de la base de donnees fournie par Bruker

 Mycobactéries atypiques
— 17 souches clinigues caractérisees par INNO-LIPA ou
séquencage
— 2 souches contréles distribuees par I'lSP
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-H

/

e Liege

Mycobacteries

Pourcentage

100%

90%%

80%

T0%

60%

50%

30%

20%

10%

Pourcentage des souches identifiées en fonction du Cut-off

Milieu liquide Milieu solide

Cut-off
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CcH Mycobactéries

de Liege

* Protocole d’inactivation/extraction efficace et facile a mettre en
oeuvre

» Analyse manuelle des spectres (tirs manuels + réglage laser) =»time
consuming

« Multiplication des depots (3) pour résultats optimaux
» Reésultats equivalents pour les deux milieux : MGIT plus intéressant

* Proposition de nouveaux criteres d’acceptation de l'identification :
-Cut-off >1,400

-les 3 premiers spectres identiques

=» Aucune erreur d’identification observeé lors de I'évaluation
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C-H\/ Prélévements environnementaux

de Liege

 Controle de la contamination de ’air
— Aspiration
— Sedimentation
 Controle des surfaces

— Milieux RODAC
— Ecouvillonnage




C‘H\/ Prélévements environnementaux

de Liege

« Controle de la contamination de I’eau
— Ensemencement direct
— Filtration membranaire




CHY Stratégie de surveillance (1)

de Liége

» Definir un calendrier pour la realisation
des prélevements de controle

* Pour chaque site prelevé:
— Définir des seuils d’acceptabilité et d’alerte
— Définir des actions correctives



CcH Stratégie de surveillance (2)

de Liege

Prélevements d’air/surface

* En général, les standards exigent uniguement
un comptage des microorganismes.

« L’identification n’est pas exigée

MAIS...

L’identification peut étre informative pour
détecter un probleme plus rapidement, avant
gue le seuil d’alerte soit atteint.



CH

de Liege

Exemple: dans l'industrie (1)

* Unité de production 1
« Controle journalier de

— 2 points de surface

— 1 point d’air
* Seull d’'acceptabillite pour les controles de
surface: <2 CFU/milieu
Points Janvier 2015 CFU/milieu

critiques | 1 2

3

4

5

6

8

9

10

11

12

S1 0 0

1

2

0

1

2

2

0

=

S2

Al

- OK, pas d’alerte



CH\ Exemple: dans I'industrie (2)

de Liege
Points Janvier 2015 - CFU/milieu
citiques || 5 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8| 9 |10 11| 12
s1 0 o 1 20 o 1 2 4 1 o 2 1
52
Al
v v vV VvV Vv v v v
ID des mICrOOrg ;E?C(ggg S.Calllbs. Escillus S, alb. C. alb. CNS ;:AIC?EDC;C SB;Ci”US
Bacillus - cus sp.

sp.

« Récurrence de Candida albicans
« C.alb., réservoir = peau-muqueuse humaine/animale

— suggere une contamination d'origine humaine,
probablement une mauvaise application des regles
d’hygiene par un membre de I'equipe.



CH\ Exemple: dans I'industrie (3)

de Liege

 Action corrective/préventive: quels etaient les
membres (M) de I'equipe impliques ?

Critical January 2015 - CFU/plate
int
POIES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
S1 0 0 1 2 0 1 2 1 1 0 2 1
S2
Al
v \ 4 \ 4 \ 4 v \ 4 \ 4 v
Candida C. alb. Bacillus C. alb. C.alb. CNS C. alb.+ Bacillus
albicans  + CNS sp. + Microc- sp.
Bacillus cus sp.
sp.
M 2 M 2 M1 M 2 M 2 M1 M 2 M1

> C.alb lié a M 2 — Actions correctives:
 Protection des lésions cutanées
* Nouvelles formations



CcH Que suggerent-ils?

de Liege

« Staphylococcus spp

— Contamination d’'origine humaine
= Verifier 'adéquation des vestiaires, par ex.

« Bacillus spp

— Contamination environnementale

= Veérifier les modes d’entrée des equipement dans
les salles blanches, par ex.



CcHo Prélevements environnementaux

de Liege

« Avant MALDI Biotyper:

— Méthodes biochimiques - Pseudomonas sp.
— Pour les microorg. non cliniques: il
: négatif non
= |D au genre quand possible ou FaFp Hre s
= Apparence du Gram uniguement - Bacillus sp.
- Frustrant!! o

« Avec MALDI Biotyper:

— |D performante des microorg. de I'environnement

— Monitoring de la contamination par ces porg devenu
possible

— Plans d’action plus spécifiques et efficaces



C‘Hu Prélévements environnementaux

de Liege

1, Sphingomonas parapaucimobilis, ++, 2.22249083480005

2, Sphingomonas pseudosanguinis, +, 1.87024376503824

3, psepau, Sphingomonas paucimobilis, +, 1.83687465754116
4, Sphingomonas sanguinis, +, 1.77894953404709

5, psepau, Sphingomonas paucimobilis, +, 1.71784723534006
6, Sphingomonas sanguinis, -, 1.39996763663569

7, Sphingomonas yabuuchiae, -, 1.38643478386013

8, psespe, Pseudomonas extremorientalis, -, 1.34813786587527
9, psepau, Sphingomonas paucimobilis, -, 1.19291842484405
10, neimen, Neisseria meningitidis, -, 1.17275990650255

Pseudomonas brenneri

Sphingomonas parapaucimobilis
Delftia acidovorans

aenibacillus glucanolyticus

1, Exiguobacterium aurantiacum, ++, 2.27313856836564
2, Candida_sorbosalana] -, 1.30206855546366

3, Lactobacillus fermentum, -, 1.28610535195844

4, Vibrio cholerae, -, 1.25284481101925

5, Streptomyces lavendulae, -, 1.25130160993391

1, Dermacoccus nishinomiyaensis, +++, 2.34699159530819

2, Dermacoccus nishinomiyaensis, ++, 2.21234456189358

3, Dermacoccus nishinomiyaensis, ++, 2.19597245695734

4, dernis, Dermacoccus nishinomiyaensis, +, 1.83187074187804
5, Lactobacillus crispatus, -, 1.40777636813167

6, psespe, Pseudomonas brassicacearum, -, 1.31255333250293
7, Arthrobacter creatinolyticus, -, 1.30801819401156

8, Arthrobacter parietis, -, 1.3052652806702

9, Microbacterium liquefaciens, -, 1.28138057509926

10, Enterococcus devriesei, -, 1.28055838185214

Exiguobacterium aurantiacum
Brevibacterium casei

Kocuria rhizophila
Dermacoccus nishinomiyaensis



CHY/

de Liége

Spectrometrie de masse MALDI-TOF

APPLICATIONS EN MICROBIOLOGIE

1. Identifications bactériennes et fongiques
2. Typage
3. Deétection de résistance aux antibiotiques

62



C'!i,.ége Etudes ép

idéemiologiques

* Mise en évidence de souches liées

— Dendrogrammes

ooooooooooooo

Streptococcus
agalactiae
(groupe B):

Comparaison des
souches de la
mere et du
nouveau-née

eeeeeeeeeeeee

63



CY  Etudes épidémiologiques

 |ldentification de souches spécifiques

B
Streptococcus \
agalactiae (groupe B): .
” v
7 L:
|dentification des : |

souches ST-17:
3- l

Pic a m/z 7625 a la Y \ /AN ,
place de m/z 7650 N . T Y A /A WU\ S
7200 7300 7400 D’ij()(] 7600 7700 7800 7900

Rapid detection of "highly virulent” Group B Streptococcus ST-17 and emerging ST-1 clones by MALDI-TOF mass spectrometry. Lartigue MF et al. J Microbiol
Methods. 2011 Aug:86(2):262-5. 64



CH\ Etudes épidémiologiques

de Liege

 |dentification de souches spécifigues
— Mise au point d’'un prototype de détection

Streptococcus
agalactiae (groupe B): .| =—— ——

|dentification des
souches ST-17: o — =

Picam/z 7625 a la
place de m/z 7650
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CHY/

de Liége

Spectrometrie de masse MALDI-TOF

APPLICATIONS EN MICROBIOLOGIE

1. Identifications bactériennes et fongiques
2. Typage
3. Deétection de résistance aux antibiotiques
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./ MSBL assay (mass spectrometric -
de Liege lactamase assay)

Que cherche-t-on?

» Produits de degradation des antibiotiques
par les béeta-lactamases

R. O R. O
YHH Yl;ll;l \flj

? S-S i
f-Lactamase CHs _co, - | Ch;
/,.P—N HN CHj HN CHs,
o + 18 Da H H -44 Da H
OH OH

O O
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CH./

MSBL assay (mass spectrometric 8-

de Liege lactamase assay)
Comment?
o
ove ) s
0 00 1pl-loop filled ) Incubatlon e W
©° withbacteria o\ sion 1-2h,37° C -
in antibiotic centrifugation supernatant
Culture
plate

Data output

solution l

Target
preparation

Spectra analysis MALDI Biotyper
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=/ MSBL assay (mass spectrometric -
de Liege lactamase assay)

Cinétique d’hydrolyse de I’ertapéneme par un K.pneumoniae KPC

Carbapenem resistant strain

Carbapenem susceptible strain

x104 x104
20 15
' 0 min 0
05 !k i & =
x10* = ¥ E i
4 e L £ £t
5 min
El El
& =,
g x g
I 3
= = 5
4 3
10 min L
2
3
10% ]
4 7
3 3
E 30 min 5 3
= APBA ]
= i
E 5 LLJM Jeinn 0 ]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
440 460 480 500 520 540 440 480 480 500 520 540 -

miz

(Détection des carbapénémases OXA-48: incubation de min. 4h)
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=/ MSBL assay (mass spectrometric 8-
de Liege lactamase assay)

Logiciel développé pour I'analyse automatique des données

Ertapenem Hydrolyzed
|
—
1.0 — —_—
05 —
e
o
[#)]
o
00 —
——
05 — | l
_
| T T
LAt @ v LA [ ] W [y
89 89 89 59 89 g4 Non-
=3 - ~8 <8 —e o8 Hydrolyzed
g gg 5 5o Ty gg ydroly
[y =] — Q0 [ == ] Ll == | Q [=]



MBT-RESIST
C-!;'ué 4 (resistance test with stable isotope labeled
) amino acids)

 |ncorporation d’isotopes stables d’acides amines
dans les protéines nouvellement synthetisées

* |ncubation de la bactérie a tester dans un milieu
de culture supplémenté avec aa « normal » ou
« lourd »

« Quantité d’aa « lourd » incorporé en présence
d’'un AB détermine si souche est « sensible » ou
« résistante »
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. MBT-RESIST

()
oy
il} /:,«

o/ (resistance test with stable isotope labeled
de Liege : :
amino acids)

V4

 Teste pour:
[ ]

Fig. 1 A representative peak Intens. [a.u.]

shift in the matrix-assisted laser 4

. 10
— Détection du MRSA &t T
flight mass spectrometry 31
(MALDI-TOF MS) spectrum of

] oxaC| I I | n e Pseudomonas aeruginosa: a

P aeruginosa grown in a medium
containing native lysine; b

- CefOXitI n e P aeruginosa grown for25hina 2]
medium containing *C-"*N-
labelled lysine. The incorporation

— Deétection de e el el ;
resistance du e
Pseudomonas Ty
aeruginosa 1251 3003

5212
24 <

_ ) 100 52?2 5244
= ciprofloxacine : ,
= meéropéneme 0.75]
= tobramycine 050
0.25 ]
0.00 == L T — — : T — ! — —
5100 5150 5200 5250 5300 5350 5400

miz



—,—' W4

de Liéée

Spectrometrie de masse MALDI-TOF

CONCLUSIONS
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=214/ Comparaison spectrométrie de masse MALDI-TOF
vs autres méthodes d’identification

de Liege
Dépot direct Extraction
Durée de 5 minutes 20 minutes
préparation
Durée 2 minutes 2 minutes
d’identification
Colt 0,1 €/éch 0,5 €/éch

(consommables)

Identifications
possibles

Compétence
requise

Sepsityper kit: 4 €/éch

Bactéries aérobies/anaérobies
Levures
Mycobactéries
Champignons
filamenteux

Basique

14 20 minutes

5 a 48 heures

5 €/éch

Especes les plus
fréquentes d'intérét
clinique

Modérée

60 minutes

45 minutes a 48 heures

30-50 €/éch

Toutes théoriquement

Elevée
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cH MALDI-TOF MS : Avantages

de Liege

« |dentification fiable pour les bactéries et levures
* |dentification rapide

« Faible colt des consommables
(!! colt de la machine et des mises a jour)

Utilisation simple

Intégration possible dans un systeme
automatisé global de bactériologie

Possibilites de typage rapide
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H MALDI-TOF MS : Faiblesses

de Liéege

 Croissance bactérienne sur milieu solide
necessaire dans la plupart des cas.

« Bactéries difficilement difféerenciables si profils
protéiques similaires

« |dentification plus difficile des bactéries et
champignons a croissance lente.

* Développements encore nécessaires pour
'iIdentification des champignons filamenteux.

 Procédure de détection des résistances aux
antibiotigues a standardiser.
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CH. -
de Lidge Conclusion

Spectrométrie de masse MALDI-TOF:

-
= | = '
L G (i .
- ’ f v

e o

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