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Résumé Depuis quelques années, la spectrométrie de masse
de type MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/
lonization Time-Of-Flight) se développe dans les laboratoires
de microbiologie clinique. Cette technologie, initialement
réservée au domaine de la recherche, permet au laboratoire
I’identification rapide et précise des principaux micro-
organismes isolés en routine. Ces derniers sont identifiés a
partir de colonies obtenues en cultures sur milieu solide, ou
encore directement a partir de certains prélévements (hémo-
cultures, urines). D’autres applications sont en cours de déve-
loppement comme le typage des souches, la recherche de fac-
teurs de virulence ou encore de marqueurs de résistance aux
antimicrobiens.

Mots clés Identification microbienne - Prélévement
clinique - Spectrométrie de masse - MALDI-TOF-MS

Abstract Mass spectrometry (MS) has emerged as a parti-
cularly powerful tool for analysis and characterization of
proteins in research for twenty years. More recently, matrix
assisted laser desorption/ionisation time-of-flight mass spec-
trometry (MALDI-TOF-MS) has been introduced in clinical
laboratories for routine identification. This method is reliable
and safe for the identification of bacteria, yeasts, filamentous
fungi, and dermatophytes isolated from clinical samples by
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intact cell mass spectrometry or directly from positive blood
culture or urines. Other applications are currently in deve-
lopment, including bacterial typing, detection of antibiotic
resistance, and identification of virulent strains.

Keywords Microbial identification - Clinical sample - Mass
spectrometry - MALDI-TOF-MS

Introduction

La prise en charge de patients suspectés d’infection fait inter-
venir d’une part le service clinique et les cliniciens, et d’autre
part le laboratoire de microbiologie. Cette concertation vise a
mettre en évidence un agent pathogeéne au site d’infection, a
étudier sa sensibilité aux différentes molécules antimicro-
biennes pour adapter secondairement le traitement probabi-
liste initi¢ dans un premier temps afin de limiter 1’utilisation
de molécules a large spectre. Dans certains cas, le laboratoire
peut étre sollicité afin de rechercher des facteurs de virulence
ou pour comparer différentes souches afin d’établir un lien
de clonalité, notamment en cas d’épidémies. Pour répondre a
toutes ces questions, il est bien souvent nécessaire de mettre
en ceuvre différentes techniques dont certaines sont lourdes
et coliteuses. De nombreuses études ont démontré qu’un trai-
tement antibiotique débuté précocement et adapté a la sensi-
bilité du germe en cause réduit la morbidité ainsi que la mor-
talit¢ [1]. Les laboratoires de microbiologie sont donc
confrontés a un besoin de « gagner du temps » sur 1’identi-
fication et I’étude de la sensibilité aux antimicrobiens par
rapport aux techniques classiquement utilisées. Actuelle-
ment, ’identification et 1’étude de la sensibilité des microor-
ganismes nécessitent plusieurs étapes qui reposent principa-
lement sur la détection des caractéristiques phénotypiques
du germe étudié. L'utilisation de coloration (coloration de
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Gram par exemple), la morphologie des colonies, I’examen
au microscope, I’isolement en culture sur différents milieux,
les tests biochimiques, qu’ils soient réalisés manuellement ou
par des automates, sont les principes mémes de la classifica-
tion et de I’identification des microorganismes. Ces appro-
ches, utilisées depuis de nombreuses années, permettent le
rendu des résultats dans un laps de temps compris entre
24 heures et 72 heures ; mais elles nécessitent, condition sine
qua non, que les microorganismes présentent un métabolisme
actif, ce qui est heureusement le cas la plupart du temps.

Pour les microorganismes dits « fastidieux », dont la
croissance est lente ou difficile ou pour lesquels les tests
phénotypiques classiquement utilisés ne sont pas perfor-
mants, I’identification par ces techniques usuelles est impos-
sible. L’identification par biologie moléculaire (amplifica-
tion puis séquengage des génes codant pour les ARN 16S,
rpoB, sodA etc.) est alors une alternative [2,3]. Ces tech-
niques nécessitent une certaine expertise et les délais de
rendus ainsi que les colts sont augmentés.

L’identification des microorganismes par spectrométrie
de masse de type MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time-Of-Flight) représente une vraie
révolution technologique pour la microbiologie. La question
est de savoir si la spectrométrie de masse peut aider la prise
en charge des patients admis en réanimation. Cette technique
permet d’obtenir en quelques secondes un spectre de masses
moléculaires des différentes protéines (empreinte spectrale)
présentes dans un échantillon, cet échantillon pouvant étre
les bactéries obtenues en culture. En comparant les emprein-
tes spectrales obtenues aux spectres spécifiques des microor-
ganismes de référence inclus dans les banques de données, il
est alors possible d’obtenir en quelques minutes une identi-
fication précise pour un cott d’utilisation inférieur aux tests
classiques. Par ailleurs, cette technologie peut étre utilisée
directement a partir des flacons d’hémoculture détectés posi-
tifs ou d’urines.

Principe du MALDI-TOF MS

Le principe général de la spectrométrie de masse repose sur
la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions)
en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Ceci donne
lieu a la caractérisation sous forme d’un « spectre » des mas-
ses moléculaires des différents composés présents dans un
échantillon. Pour aboutir a ce spectre, la transformation de
molécules présentes dans 1’échantillon est nécessaire. Elles
doivent passer de leur état naturel a celui d’ions au cours
d’un processus de désorption-ionisation. Une fois I’échantil-
lon séché sur la plaque cible, il est recouvert par la matrice
dont la nature est adaptée au type d’analyse que I’on souhaite
réaliser. Grace aux propriétés intrinséques de la matrice,
I’ensemble cristallise a température ambiante lors de 1’éva-
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poration des solvants contenus dans le mélange : c’est la
co-cristallisation. La matrice, qui est choisie pour absorber
a la longueur d’onde du laser (A : 337 nm), absorbe 1’énergie
photonique de celui-ci. L’étape suivante, appelée désorption,
correspond a I’expansion en phase gazeuse du mélange
matrice-échantillon. Elle s’explique par le fait que 1’énergie
absorbée par la matrice provoque la rupture des liaisons
intermoléculaires a I’origine de la cohésion du cristal. Apres
cette étape, les molécules présentes dans 1’échantillon sont
transformées en ions au cours du processus d’ionisation. Au
cours de ce processus, 1’ionisation des molécules se fait par
transfert de protons H+ (formation d’ions positifs) ou d’élec-
trons (formation d’ions négatifs) provenant de la matrice
ionisée vers les molécules de I’échantillon. Les protons a
’origine de I’ionisation sont issus de groupements carboxy-
liques ou hydroxyliques de la matrice ou des molécules
d’échantillon elles-mémes. Une fois formés, ces ions de
masse et de charges différentes sont soumis a un champ élec-
trique. Ils « volent » ensuite jusqu’a un détecteur situé a
I’extrémité du tube de vol et la distance parcourue en un
temps donné (« Time-Of-Flight ») est fonction du rapport
de leur masse sur la charge (m/z). Le temps de vol des ions
est inversement proportionnel a leur masse. Ainsi les ions
ayant une masse ¢levée atteindront le détecteur moins rapi-
dement que les ions ayant une masse plus faible. Leur arrivée
au bout du tube de vol est détectée et enregistrée par un
multiplicateur d’électrons et le signal obtenu est traité infor-
matiquement. Chaque molécule détectée est caractérisée par :
la masse moléculaire (m), la charge (z), le rapport masse/
charge (m/z) et I’intensité relative du signal. La grande majo-
rité des ions formés étant monochargés en MALDI-TOF, le
rapport (m/z) correspond en fait a la masse de la molécule.
L’intensité relative permet une approche quantitative corres-
pondant a la représentation de la molécule dans 1’échantillon
étudié. Les informations essentielles utilisées pour I’identifi-
cation sont donc contenues dans une liste de pics contenant
les rapports m/z et les intensités relatives de chaque pic,
I’ensemble de ces données caractérisant 1’empreinte spec-
trale de 1’échantillon. Les applications de la spectrométrie
de masse sont trés vastes et concernent principalement
I’identification de peptides ou de protéines, I’analyse de leur
séquence en acides aminés ou encore la mise en évidence de
modifications post-traductionnelles.

L’identification bactérienne par MALDI-TOF-MS repose
sur le principe détaillé précédemment. Les microorganismes
a identifier sont obtenus a partir de colonies sur milieux soli-
des, on parle alors d’acquisition sur bactéries intactes. Cette
méthode de préparation de I’échantillon est simple et trés
rapide, pouvant étre réalisée par du personnel non spécialisé
en spectrométrie de masse. Les bactéries obtenues en culture
sont déposées directement sur une plaque métallique sup-
port. Dans cette application, aucune étape complexe de puri-
fication de 1’échantillon n’est nécessaire. L’obtention d’un
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spectre de qualité dépend essentiellement de la qualité du
dépot effectué.

Spectrométrie de masse par MALDI-TOF
et identification bactérienne

Historique

Les premiéres tentatives d’identification bactérienne par spec-
trométrie de masse furent menées par Fenselau et Anhalt en
1975. Apreés traitement des bactéries par la chaleur, les résidus
obtenus étaient analysés en spectrométrie de masse par impact
électronique [4]. L’émergence de techniques d’ionisation
douce comme le MALDI-TOF et I’ESI (Electrospray Ioniza-
tion) [5,6] a permis d’augmenter les rendements d’ionisation
et d’aboutir ainsi a la caractérisation de macromolécules,
parmi lesquelles les protéines. En effet, avec les autres tech-
niques d’ionisation, les macromolécules ne sont pas assez
volatiles ni stables pour résister au processus d’ionisation.
De ces deux techniques, le MALDI-TOF s’est avéré étre le
plus performant et le plus adapté pour I’identification bacté-
rienne. En effet, il permet la détection de macromolécules
dans des mélanges complexes sans purification préalable
des échantillons directement a partir des colonies.

Holland et al. sont les premiers a proposer une approche
fondée sur I’analyse MALDI-TOF de bactéries intactes [7].
A la différence des études précédentes, les bactéries ne

subissent aucun traitement avant 1’analyse par MALDI-
TOF et restent sous forme de cellule entiere. Cette nouvelle
approche sur bactérie intacte représente un gain de temps
considérable, car elle s’affranchit de 1’étape de préparation
de Dextrait protéique jusque-la effectuée avant I’analyse
MALDI-TOF. Le temps estimé est inférieur a une minute
par échantillon. Le nombre de publications concernant
I’identification bactérienne, mais aussi 1’identification des
champignons augmente de fagon exponentielle. A I’heure
actuelle, on peut affirmer que des empreintes spectrales de
toutes les espéces bactériennes cultivables ont été obtenues,
mais I’identification de certaines espéces reste d’interpréta-
tion difficile : c’est le cas, par exemple, des espéces génomi-
quement proches (Streptococcus pneumoniae et Streptococ-
cus mitis ou Escherichia coli et Shigella sp.), ainsi que de
certains bacilles a Gram positif, dont les empreintes spectra-
les contiennent peu de pics et sont donc peu discriminants
(Propionibacterium acnes) [8].

Analyse des ions du spectre MALDI-TOF

L’identification par cette technique repose sur le fait que le
spectre obtenu varie d’un genre a l’autre, d’une espéce a
I’autre, voire d’une sous-espéce a I’autre, permettant ainsi
de discriminer les microorganismes entre eux (Figs. 1,2).
La réalisation de banques de données repose sur ces consta-
tations, et méme si plusieurs stratégies existent, elles consis-
tent toutes a sélectionner les plus spécifiques, parmi tous ces
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Fig. 1 Empreintes spectrales obtenues a partir de colonies enticres de cinq espéces bactériennes différentes (matrice a-CHCA)
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Fig. 2 Empreintes spectrales obtenues a partir de colonies entiéres de cinq staphylocoques d’espéces différentes (matrice a-CHCA)

pics, afin d’obtenir I’identification avec la plus grande certi-
tude. Avant méme la sélection de ces pics, il est important de
rappeler que la premicre étape consiste a maitriser les diffé-
rents parametres expérimentaux qui jouent un role important
sur la qualité et la spécificité des spectres, afin d’obtenir la
plus grande reproductibilité d’une acquisition a 1’autre.

Emonet et al. ont récemment publié une revue détaillant
les principes des trois principales banques de données dispo-
nible sur le march¢ (MALDI Biotyper Bruker, SARAMIS
Anagnostec BioMérieux, ANDROMAS) [9]. L’identifica-
tion du microorganisme étudié repose sur la comparaison
du spectre obtenu ceux de référence contenus dans la base
de données. Comme pour les analyses des séquences nucléo-
tidiques par BLAST ou FASTA, la plus forte concordance
(« matches ») est retenue et les résultats sont rendus avec
un coefficient de similarité.

Les progrés réalisés dans le domaine de la génomique,
avec I’augmentation du nombre de génomes séquencés dis-
ponibles, ont permis d’identifier certains pics au sein des
empreintes spectrales. Il est maintenant établi que la grande
majorité des pics détectés entre 2 et 20 kDa correspond aux
protéines ribosomales et a des protéines des genes de
ménage (house keeping gene) ce qui explique en partie le
caractére spécifique et constant des spectres par espéce mal-
gré les variations rencontrées lors des différentes acquisi-
tions. Ces données laissent envisager le développement de
stratégies permettant, au méme titre que le MLST, de typer
les bactéries et de réaliser des comparaisons phylogénéti-
ques. Parmi les autres protéines identifiées, on retrouve des
protéines de choc thermique (cold shock proteins), des DNA
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(deoxyribonucleic acid) binding proteins ou encore des
« ARN (acide ribonucléique) chaperones » [10].

Afin d’obtenir des identifications fiables, il est important
de maitriser les différents parametres expérimentaux qui
influencent la qualité des spectres. En effet, une fois la majo-
rité des paramétres standardisés, la reproductibilité et la pré-
cision des identifications sont parfaitement fiables au sein
d’un laboratoire et d’un laboratoire a I’autre [11]. La produc-
tion d’ions par MALDI-TOF dépend de la bonne préparation
du matériau composite, constitué de la matrice et du biop-
olymeére analysé. De nombreuses études ont montré que la
qualité des spectres de masse dépend de certains facteurs liés
a la préparation de 1’échantillon : i) la méthode de prépara-
tion des cristaux ; ii) la sélection et la nature de la matrice ;
iil) les caractéristiques intrinséques de ’analyte (milieux et
temps de culture bactérienne) ; iiii) le pH, la concentration en
NaCl et la nature des tampons utilisés ainsi que les solvants
utilisés.

Pour Vaidyanathan et al., le mode de dépot utilisé joue un
role dans les empreintes spectrales obtenues [12]. Ainsi, le
mode de dépot dit en « bottom layer » ou « couche mince »,
consistant a déposer la suspension bactérienne sur la plaque
dans un premier temps puis la matrice dans un second temps,
permettrait de mieux caractériser les protéines de faible
masse moléculaire. En revanche, le mode de dépdt dit en
« goutte seche » ou « dried droplet », consistant a déposer
ensemble le mélange matrice-échantillon, permettrait de
mieux caractériser les protéines de haute masse moléculaire.
Pour Keys et al., le mode de dép6t dit en « bottom layer » est
le plus simple et donne des résultats plus reproductibles [13].
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Le mode de dépét dit en « sandwich », ou I’échantillon est
placé entre deux couches de matrice, engendre un nombre
d’ions inférieur. Des protocoles plus complexes ont été pro-
posés afin d’augmenter la qualité des empreintes spectrales,
mais dans la grande majorité des cas, ils ne sont pas néces-
saires pour une utilisation de routine [14]. En revanche, pour
certains microorganismes comme les levures ou les myco-
bactéries, certains auteurs préconisent de réaliser auparavant
une étape d’extraction [15].

A coté de ces paramétres, les conditions de culture jouent
également un rdle. La technique du MALDI-TOF repose sur
I’analyse de composants bactériens dont certains sont varia-
bles en fonction des milieux de culture et des temps d’incu-
bation utilisés. Plusieurs études se sont intéressées a 1I’impact
des milieux de culture sur le spectre (milieux gélosé ou
liquide, milieux Muller-Hinton ou gélose au sang) [11,16],
et toutes ont constaté des variations dans les empreintes
spectrales obtenues. Le temps d’incubation de la culture
bactérienne influence aussi la qualité des spectres [13].

La nature de la matrice utilisée est aussi un parameétre de
premiére importance car elle influe sur la qualité des spectres
obtenus en termes de nombre de pics et d’intensités relatives
des pics (Fig. 3). Il existe un certain nombre de matrices
disponibles pour I’analyse MALDI-TOF. Elles doivent tou-
tes avoir des caractéristiques physicochimiques requises
pour absorber la longueur d’onde du laser. Elles doivent de
plus permettre un bon rendement d’ionisation et étre suffi-
samment inertes pour ne pas interférer dans le spectre de

masses de 1’échantillon étudié. L’utilisation des différentes
matrices est fonction de la nature de I’échantillon étudié et de
la nature des molécules a analyser. Les matrices les plus uti-
lisées sont I’acide 2,5 dihydroxybenzoique (ou acide genti-
sique ou DHB), ’acide trans-3,5-diméthyloxy-4-hydroxy-
cinnamique (ou acide sinapinique ou SA) et I’acide a-
cyano-4-hydroxy-cinnamique (a-CHCA). Elles permettent
entre autre 1’analyse de substrats peptidiques, glycopeptidi-
ques et lipidiques. Actuellement, ’a-CHCA est largement
utilisé pour les identifications de routine. En effet, la cristal-
lisation obtenue est homogene, contrairement au DHB,
permettant une utilisation automatique des acquisitions par
le spectrométre avec une excellente qualité de spectres.

Pour une méme souche bactérienne, la figure 3 illustre,
d’une part les variations que 1’on observe lors de deux acqui-
sitions différentes avec la méme matrice, et d’autre part les
variations en fonction de la matrice utilisée. Malgré ces
variations, la majorit¢ des pics est présente et seules les
intensités relatives présentent des différences significatives.

La composition des solvants, la concentration en NaCl et
le pH des tampons utilisés influencent aussi la qualité des
spectres en modifiant la cristallisation de 1’échantillon avec
la matrice et, par conséquent, I’efficacité d’ionisation des
molécules testées.

Comme nous venons de le voir, I’influence des conditions
expérimentales est importante et il est donc indispensable
d’harmoniser ces différents paramétres pour obtenir les condi-
tions optimales de reproductibilité. Ainsi, lorsque ceux-ci sont
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controlés, la technique est trés reproductible [13]. Malgré ces
différences liées aux parameétres expérimentaux, la majorité
des pics est retrouvée, et seules les intensités relatives présen-
tent des différences significatives : 1’identification reste donc
toujours possible. En effet, la construction des banques de
données pour I’identification microbiologique repose sur des
pics spécifiques, constants et communs aux différentes acqui-
sitions, a savoir des pics dont I’intensité relative est élevée et
par conséquent, non sujets a d’importantes variations.

Applications pratiques du MALDI-TOF-MS
en microbiologie

La spectrométrie devient un outil majeur en routine de
microbiologie clinique pour essentiellement deux raisons :
d’une part, il est maintenant possible de travailler directe-
ment sur des bactéries cultivables intactes et d’autre part,
les bases de données permettant de comparer les spectres
de masse sont disponibles pour ’ensemble des pathogénes
isolés en routine (Fig. 4).

Cette méthode permet en quelques minutes, par une
approche technique simple et peu colteuse (hors achat de
I’appareil), d’obtenir une identification précise et fiable, et
au final d’optimiser la prise en charge des patients. Aprés un
début plutét « timide » avec moins de 10 laboratoires équi-
pés en France en 2009, le MALDI-TOF s’implante rapide-
ment maintenant, aussi bien dans les laboratoires hospitaliers
que dans les laboratoires d’analyses médicales.

Dépot des échantillons

Transfert des données au

systéme informatique du laboratoire

Acquisition des spectres

Seng et al. sont parmi les premiers a avoir utilisé cette
technologie en routine sur bactéries intactes a partir de prélé-
vements cliniques [8]. Leur étude, qui concerne un nombre
important de souches (1660 souches réparties sur 45 genres),
évalue la performance d’identification, le délai pour le rendu
des résultats et le colit en comparaison aux techniques classi-
quement utilisées. L’ensemble des résultats de cette étude et
des principales publications sont résumés dans le Tableau 1
[8,17-25]. Pour I’ensemble de ces études, les identifications
obtenues au genre et a I’espece varient de 95 % a 98 % et de
85 % a 95 % respectivement. Ces excellents résultats ont été
obtenus aussi bien avec le systéme Biotyper Bruker qu’avec
SARAMIS Anagnostec BioMérieux e¢ ANDROMAS. Une
seule étude a comparé les deux systémes commercialisés
(Bruker Biotyper et Shimadzu/Anagnostec) pour une utilisa-
tion en routine [26]. Les résultats d’identification correcte a
I’espéce sont de 93,6 % et 88,3 % pour Bruker et Shimadzu
respectivement.

Ces résultats fort encourageants ne doivent pas masquer
certaines difficultés rencontrées par tous ces systémes, dont
certaines sont majeures, en particulier avec les bactéries a
Gram positif.

A I’heure actuelle, il est difficile de distinguer les strepto-
coques du groupe mitis/oralis et les Streptococcus pneumo-
niae. Des tests complémentaires conventionnels sont recom-
mandés par les constructeurs, comme la recherche de la
sensibilité a I’optochine. Cette recherche peut étre menée
conjointement a la réalisation de ’antibiogramme, ce qui
permet de confirmer 1’identification avec certitude en méme

Analyse des spectres

Banque de données

|dentification
_ A1 Klebsiella pneumoniae
A2 : Staphylococcus saprophyticus
A3:etc.....

Fig. 4 Principales étapes de 1’identification par MALDI-TOF a partir de colonies. Le temps nécessaire pour I’ensemble de ces étapes est

de I’ordre d’une vingtaine de minutes
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temps que la sensibilité de la souche aux antibiotiques. Cette
difficult¢ n’est pas propre a la spectrométrie de masse
MALDI-TOF, certaines techniques d’identification par
PCR (polymerase chain reaction)/séquence peinent aussi a
donner une identification fiable [27]. Par contre, les strepto-
coques béta-hémolytiques comme S. pyogenes (SGA),
S. agalactiae (SGB) ou S. dysgalactiae ne présentent pas
de difficult¢ majeure d’identification comme le montre une
étude récente [28]. Les entérobactéries sont correctement
identifiées dans 97 a 99 % des cas. Mais il est impossible
actuellement de différencier par cette technique Shigella sp.
d’Escherichia coli.

Les difficultés rencontrées pour [I’identification des
microorganismes varient en fonction des études (Tableau 1).
Une explication peut étre la qualit¢ du dépot qui est plus
difficile a partir de certains type de colonies, comme par
exemple les espéces muqueuses de Pseudomonas aerugi-
nosa, ou des colonies incrustées d’Eikenella corrodens, mais
aussi, parce que certains genres bactériens produisent natu-
rellement peu de pics (Nocardia sp., Propionibacterium sp.).
L’identification des mycobactéries est plus délicate, et
I’obtention de spectre de qualité correcte nécessite des pro-
tocoles de préparation particuliers [29,30]. Les résultats
dépendent a la fois des protocoles de préparation, mais aussi
des méthodes de comparaisons des spectres obtenus, de la
qualité et du nombre d’espéces représentées dans les bases
de données.

Une autre application de cette technologie est son utili-
sation pour identifier les microorganismes directement a
partir des prélévements, soit a partir de flacons d’hémocul-
tures détectés positifs [31-37] soit a partir des urines [38].
Le gain de temps est alors trés important pour la mise en
route d’une antibiothérapie. Concernant les hémocultures,
les résultats sont obtenus avec les protocoles les plus rapi-
des en une vingtaine de minutes aprés quelques étapes
intermédiaires qui permettent la séparation des globules
blancs des hématies. Les pourcentages d’identification cor-
recte au genre varient de 72 a 98 % selon les études
(Tableau 2). On retrouve les mémes difficultés d’identifi-
cation que pour celles réalisées directement a partir des
colonies. Dans le cas des hémocultures polymicrobiennes,
les spectres obtenus sont plus difficiles a interpréter et,
dans le meilleur des cas, le germe prédominant est identifié.
La qualité des milieux de cultures contenues dans les fla-
cons, et particulierement la présence de charbon, rend
I’identification plus difficile, spécialement celle des cocci
a Gram positif [39,40]. Pour les urines, les résultats sont
trés encourageants a condition d’avoir un inoculum bacté-
rien supérieur a 10° CFU/mL [38].

Afin d’améliorer les résultats, certains auteurs préconi-
sent de réaliser une étape d’extraction protéique lors de la
préparation des échantillons a analyser. Ceci peut se justi-
fier pour certaines espéces comme nous 1’avons déja
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signalé (mycobactéries, corynébactéries), ou en cas de plus
faible inoculum comme c’est parfois le cas avec les hémo-
cultures [21,41,42]. Bien évidemment, ces approches
toutes récentes doivent étre perfectionnées, notamment en
testant différents prélévements (ascite, LCR...) et en amé-
liorant I’identification de certains genres bactériens. Une
autre problématique concerne le couplage identification/
étude de la résistance. En effet, méme si 1’identification
est obtenue plus rapidement, I’antibiogramme réalisé¢ en
paralléle reste nécessaire.

Perspectives

Cette nouvelle technique d’identification bactérienne offre
de nombreuses applications comme la possibilité¢ de diag-
nostics rapides d’infections bactériennes ou fongiques, mais
aussi la détection des bactéries de I’air, de 1’eau, des ali-
ments, la détection des agents pathogénes impliqués dans
le bioterrorisme. En dehors de I’approche d’identification
microbiologique fondée sur la confrontation du spectre de
masse d’une souche donnée a ceux d’une banque de données
d’empreintes spectrales, il existe d’autres perspectives
comme la mise en évidence de facteurs de virulence, de
résistance aux antibiotiques ou la détection de toxines.

La recherche et la détection de souches particulierement
virulentes préoccupent a juste titre les cliniciens. Tout
comme la résistance aux antibiotiques, il est intéressant de
rechercher dans les spectres d’éventuels marqueurs de viru-
lence. Plusieurs études ont tenté de mettre en évidence direc-
tement a partir des colonies, la présence de la Leucocidine de
Panton-Valentine (PVL) chez Staphylococcus aureus. Les
résultats sont contradictoires [43-45]. Devant la présence
de pic pouvant faire évoquer un facteur de virulence, il est
donc important de chercher & I’identifier afin de pouvoir
I’incriminer avec certitude. D’autres se sont intéressés a
I’identification des pics permettant de prédire précocement,
lors de I’identification, la résistance a certains antibiotiques.
Camara et al. ont ainsi pu différencier des souches d’E. coli
sensibles a I’ampicilline de souches résistantes sur la pré-
sence de pics spécifiques [46]. La distinction entre les sou-
ches de S. aureus sensibles a la méticilline et des souches
résistantes a fait I’objet de différents travaux. Dans 1I’ensem-
ble de ces études, la présence d’un nombre important de faux
positifs et de faux négatifs ne permet pas une utilisation de
ces résultats en routine [16,47,48]. Récemment, une nouvelle
approche a donné des résultats intéressants. Il s’agit de mettre
en évidence une activité enzymatique a partir d’une culture
bactérienne. L’activité des carbapénémases a ainsi pu étre
mise en évidence en étudiant la dégradation des carbapéne-
mes introduites dans une culture bactérienne produisant cette
enzyme. En étudiant les variations au niveau des spectres
engendrés par 1’hydrolyse de I’antibiotique (méropéneme,



359

Réanimation (2012) 21:351-361

Jmsod weln : o Jredou wein ‘ND

S9}0Q1I00 SUOTJBITIIUSPI “ds pjjagnovy % 9°99 : dD % 9°99 : dD
% 9°L6 - TW/NID 0T< 102 'F 'ds sno2000495uq % 9'%6 1 ND % 9°€6 1 ND (0zT =u) [8€] o10C
TW/NAD (01< 99AL S}RYNSI SINI[[N “ds sn200003da.s3g % LT6 % 816 soAnsod saurin ouLin ‘Te 19 BITOIID]
% 68 - dD
"ds sn20020)dydig % 116 * ND (zes =w) [o€] o10T
dnoi3 sy snoo0203do.ug pu % 0°06 soAnIsod soImnoowdy Sueg  ‘[e 10 TNOBSSNON
sna.unp sn22020]ydnig % LG9 1 dD % 8°1€ : dD
"ds snooodojdydois % 9°96 1 ND % €°€8 1 ND (00¢ =) [sel ot0T
suuarqoxdrwAjod aIyno ap sed subjnut s1220203da.A1g % 9L % 9°TY saAnisod sarnynoowgHy Sueg ‘Te 12 BIIOIIR ]
+ WeID S9 99AE juanboxy
snjd ‘saLi91oLq Op JuBSLINSUL dIQUIOU UN,P (LLT =w) [v€l o102
JUD)[NSYI UOLIBOPTIUIPL, P SINILIIP ST do % 0°S6 % Y6 saAnisod sarnynoowdH Sueg HEREREL i)
oprder so1 opOIIN "QITIUPT SEDd SIp sy
yrednd e] suep 3o jueurwopaad swdsd of adnoid np snoo0203do.zg (Z1€) soouowasud suodel]  ($89 =u) [ec]l o10T
‘ouuarqoorwiA[od armynoowey,p sed ug  aviuownaud sni2020jda.j§ % 0°86 % 068 (88¢€) seantsod sermynoowoy Sueg ‘Te 10 TUOIId ]
Sauop wn1i23onqoULdodJ
syt (€¢) spouowasud suode[]  (Z[7 =) [z€l 6002
adnoi3 np snoo0003da.3§ % 708 % 708 (6L1) seanisod sarmnoowdy Sueg ‘T 39 UOSUQAJS
susrqootwAjod suof[rueydy (665 =1) [1€] 600
“ds §1200001d2.43§ % 0°9L % 0°9L saAnsod sanjnoowdy Sueg ‘Te 12 ©]00S ®]
avtuownaud Yy
‘ovzuangfur "Iy ‘aviownaud -
soL19Joeq so] Inod uonesyNUSPL,p % 6°CL * dD % 9°IL * dD
xney aqrey snid 9o Jonbrjdxo “ds snooodojdydols % 168 1 ND % 1°68 : ND (9z1 =U) (L€l o10T
anaed uo nad onsdeds sun,p 2oudsid e dnoid synu sn220003daa1g % L‘SL % SLL saAnisod sarmnoowdH Sueg ‘[e 32 woy, poid
SIITEIUIWO0)) smaIyIp sdednurig Iuwdd ne pf  3dsy [ & pI suo[[yueydy sIndIny

syuowaAR[1d sap amed € Judwo)oIp (P]) QUULLIORq uonedynuapl, | mnod JOL-IATVIA 9] uesinn sopmig sojediounid sop quinsgy ¢ nedjqel,

pringer

As



360

Réanimation (2012) 21:351-361

imipénéme ou encore ertapéneéme) et en suivant 1’apparition
des produits de dégradation, il a été possible de mettre en
évidence chez certaines entérobactéries (E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae,
Serratia marcescens) ou chez Pseudomonas aeruginosa, la
présence de carbapénémases (par exemple : VIM, IMP, KPC,
NDM1) [49,50]. Ces résultats encourageants devront étres
confirmés et adaptés pour une utilisation en routine.

Conclusions

Cette nouvelle technique apporte un gain pour la micro-
biologie ce qui explique I’essor et le développement du
MALDI-TOF dans les laboratoires de microbiologie. Il est
maintenant établi qu’un laboratoire peut réaliser I’ensemble
de ses identifications par spectrométriec de masse de type
MALDI-TOF, en tout cas aussi bien sinon mieux qu’avec
les méthodes dites conventionnelles. Des mises a jour régu-
lires des banques de données sont nécessaires afin d’inté-
grer les évolutions taxonomiques qui expliquent en partie les
discordances rencontrées et de prendre en compte les clones
circulants isolés en clinique. L’achat et 1’entretien d’un tel
systéme peuvent apparaitre onéreux mais la balance a long
terme est trés en faveur du MALDI-TOF. En effet, obtenir
une identification rapidement et avec précision directement a
partir des prélévements permet une optimisation de la prise
en charge du patient. Ceci se traduit par une réduction de la
prescription empirique d’anti-infectieux a large spectre dont
les conséquences sont multiples : Iutte contre I’émergence
des résistances, diminution du coit des traitements, diminu-
tion des journées d’hospitalisation. D’autres applications
sont en cours d’étude et suggerent la possibilité, a partir
des spectres, d’obtenir d’autres informations comme le
typage de souches, la recherche de facteurs de virulence,
ou encore de marqueurs de résistance aux antimicrobiens.

Conflit d’intérét : E. Carbonnelle et X. Nassif déclarent
avoir une participation financiére dans le capital de 1’entre-
prise Andromas
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