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Collection de l’échantillon 

Analyse de  
l’échantillon:  
présence de  
pathogènes 

Identification 

Prise en charge 
optimale du 

patient 

Le plus rapide et le  
moins coûteux possible!! 

Sensibilité aux antibiotiques 
 

 !!!  Dialogue        
clinicien / biologiste  !!! 
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Unique évolution au cours 
des années:  

     Automatisation et 
miniaturisation 
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Spectrométrie de masse MALDI-TOF  

PRINCIPE 
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1.  L’échantillon est mélangé à 
de la matrice en excès et 
séché sur la cible MALDI. 

2.  Le laser ionise les 
molecules de matrice. 

3.  Les molécules 
d’échantillons  sont ionisées 
par transfert de protons à 
partir de la matrice:  

 MH+ + A  M + AH+. 
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1. Différence de 
potentiel 

Accélération des ions 

2. Séparation  dans                      
le tube de vol 

• Les petits ions 
atteignent plus vite 
le détecteur que les 
gros 

•  Mesure du temps 
mis par les ions 
pour atteindre le 
détecteur 8 
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9 



1. Identifications bactériennes et fongiques 

2. Typage 

3. Détection de résistance aux antibiotiques 

APPLICATIONS EN MICROBIOLOGIE 
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Microflex (Bruker Daltonics)                        Axima (Shimadzu)  Axima (bioMérieux) 
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direct 

culture 
suspension 

(McFarland 1-2) 

suspension 
in 25% 

formic acid 

optional: 
on-target extraction 

with 25% formic acid 

addition of 
0.5 µL matrix solution 

solvent evaporation 
at room temperature 

automated 
MS analysis 

MALDI target 

La préparation des échantillons est facile... 
 
....mais nécessite 
 - de l‘entraînement 
 - un poste de travail adapté 
 - une main calme 
 - de l‘équipement approprié 
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DHB (2, 5-dihydroxybenzoic) : 

Cristallisation irrégulière 

Nombreux tirs de laser pour un 

spectre de qualité 

Spectres de100-200 signaux 

Beaucoup de signaux dont m/z > 

10kDa 

HCCA (α-Cyano-4-

hydroxycinnamic acid) : 

Cristallisation régulière 

Spectre de qualité en peu de tirs 

Spectres de 80-150 signaux 

Peu de signaux dont m/z > 10kDa 
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3000 5000 7000 9000 11000 13000m/z

Escherichia coli

Hafnia alvei

Leclercia adecarboxylata

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

 Enterobacter aerogenes

Détection de larges molécules comme des protéines (1000 – 300000 Da) 
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Base de données de spectres 

• Possibilité d’enrichir la base de données 

– Par la firme: mises à jour fréquentes 

– Par l’utilisateur: à l’aide de souches bien caractérisées 

(séquençage) 

 

• !!! Attention: Mauvaise discrimination des 

bactéries aux profils protéiques similaires. Par 

exemple: 

– Escherichia coli et Shigella sp. 

– Streptococcus pneumoniae et Streptococcus mitis 

group 
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MS Score ≥ 2.3: Identification 

excellente  

 

MS Score ≥ 2.0 et < 2.3 et 3 

premiers résultats identiques: 

Bonne identification  

 

MS Score ≥ 1.7 et < 2.0 et 3 

premiers résultats identiques: 

Identification acceptable  
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Cas clinique 1 

• Entérobactérie isolée d’un prélèvement 

respiratoire chez un patient hospitalisé aux SI. 

• Identification MALDI-TOF MS: 
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Cas clinique 1 

• Mauvaise discrimination des espèces au 

sein du complexe E.cloacae 

 → Rendre E.cloacae complex pour les 

espèces suivantes: E. asburiae      E. cloacae   

       E. hormaechei    E. kobei   

                   E. ludwigii      E. minipressuralis 

 

• Idem pour d’autres groupes bactériens.              

Ex: Acinetobacter baumanii-calcoaceticus 

complex 
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Cas clinique 2 

• ♂ 64 ans 

• Se présente aux urgences avec: 

– Douleurs lombaires irradiées dans l’abdomen 

– Pyrexie 

• Laboratoire: 

– CRP 121 mg/l (0-6) 

– Urine et hémocultures prélevées 

• Imagerie 

– Aspect de spondylodiscite D10-D11 
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Cas clinique 2 

• 2 HC + après 60h d’incubation (flacon aérobie) 

• Coloration GRAM: Coccobacille Gram variable 

• Culture: Petites colonies sur gélose au sang 

• Identification MALDI-TOF MS: 
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Cas clinique 2 

• Patient d’origine turque 

• Base de données « Bio-terrorisme »: 

Brucellose en Europe 
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Cas clinique 2 

 → Fusionner les 2 bases de données 

« classique » et « bio-terrorisme » 

Retirer les Shigella sp. !! 
 

 

Prudence lorsque                   

E.coli lactose négatif     

isolée d’une selle 

26 



Cas clinique 3 

• Haemophilus sp. humains: 

– H. influenzae (capsulated types a-f) 

– H. parainfluenzae 

– H. haemolyticus 

– H. parahaemolyticus 

– H. aphrophilus 

– H. paraphrophilus 

– H. parahaemolyticus 

– H. segnis 

– H. ducreyi 

Absents de 

l’ancienne version 

de la DB Bruker 
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Cas clinique 3 

• H. haemolyticus → identifié comme H.influenzae 

par MALDI-TOF MS 

• H. haemolyticus ne possède pas le pouvoir 

pathogène de H.influenzae                                        

→ surdiagnostic 

• Identification phénotypique difficile: 
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Cas clinique 3 

• Ajout avec succès de spectres de 

référence par un laboratoire                              
(Regional Laboratory of Public Health – Haarlem) 

 

H. haemolyticus 

H. influenzae 
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Cas clinique 3 

• CHULg: Création de 2 spectres de 

référence à partir de souches séquencées 

• Intégration de ces spectres à la DB Bruker 

• Analyse des échantillons de routine: 
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Cas clinique 3 

• Contrôle de similarité des spectres à l’aide 

d’un dendrogramme: 

 

 

H. haemolyticus 

H. influenzae 
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Cas clinique 3 

• Conclusion: spectres introduits trop similaires 

pour permettre une distinction par MALDI-TOF 

MS 

 → Vérifier la bonne distinction des genres et 

espèces après introduction d’un nouveau 

spectre dans la DB 

  

 → Attendre une mise au point de la Database 

par Bruker:  

 OK dans la dernière version de la DB. 
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Cas clinique 4 

• ♂ 44 ans 

• Abcès amygdalien droit 

• Culture anaérobie positive après 11 jours 

d’incubation  

• Gram: Coccobacilles Gram positif 

 

 

 

 

 

33 



Cas clinique 4 

• MALDI-TOF MS: 

– Dépôt direct: No peak found 

– Extraction Ethanol - Ac. formique: 
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Cas clinique 4 

• Score bas et 1 seule proposition 

• Identification identique lors de réanalyses 

• Compatible avec la clinique 

 

• Séquençage: 

– Identification bactérienne 16s sur culture 

bactérienne:                                              

Actinomyces israelii 99.6% sur 1020pb 
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Cas clinique 4 

→ Identification difficile des bactéries à 

croissance lente. 

→ Extraction Ethanol-Ac.formique permet 

d’améliorer le résultat. 

→ Répéter les identifications sur plusieurs 

extraits. 

→ Confirmer par séquençage si score bas. 
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Identifications par MALDI-TOF MS: 

Autres applications 

• Levures 

• Champignons filamenteux 

• Identifications < flacon d’hémoculture 

• Mycobactéries 

• Prélèvements environnementaux 
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Pourcentage d’identifications 

directes 

Sepsityper kit Lyse à la saponine 

Gram négatif (40) 82.5% 90% p = 0.4497 

Gram positif (67) 58% 52% p = 0.5563 
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Mycobactéries 

• Nouveau protocole avec billes de silices 

• Applicable à partir de BACTEC™ MGIT™ et milieu Lowenstein-

Jensen 

• Pas de distinction à l’intérieur du M.tuberculosis complex 
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Mycobactéries 

 

• Validation  

– de la technique d’extraction 

– de la base de données fournie par Bruker 

 

• Mycobactéries atypiques 

– 17 souches cliniques caractérisées par INNO-LIPA ou 

séquençage 

– 2 souches contrôles distribuées par l’ISP 
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Mycobactéries 

47 



Mycobactéries 

• Protocole d’inactivation/extraction efficace et facile à mettre en 

oeuvre 

• Analyse manuelle des spectres (tirs manuels + réglage laser) time 

consuming 

• Multiplication des dépôts (3) pour résultats optimaux 

• Résultats équivalents pour les deux milieux : MGIT plus intéressant 

 

• Proposition de nouveaux critères d’acceptation de l’identification : 

  -Cut-off >1,400 

  -les 3 premiers spectres identiques 

 

Aucune erreur d’identification observé lors de l’évaluation 
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Prélèvements environnementaux 

• Contrôle de la contamination de l’air 

– Aspiration 

– Sédimentation 

• Contrôle des surfaces 

– Milieux RODAC 

– Ecouvillonnage 

 



Prélèvements environnementaux 

• Contrôle de la contamination de l’eau 

– Ensemencement direct 

– Filtration membranaire 

 



Stratégie de surveillance (1) 

• Définir un calendrier pour la réalisation 

des prélèvements de contrôle 

 

• Pour chaque site prélevé: 

– Définir des seuils d’acceptabilité et d’alerte 

– Définir des actions correctives 

 



Stratégie de surveillance (2) 

     Prélèvements d’air/surface  

 

• En général, les standards exigent uniquement 

un comptage des microorganismes. 

• L’identification n’est pas exigée 

      

     MAIS… 

 L’identification peut être informative pour 

détecter un problème plus rapidement, avant 

que le seuil d’alerte soit atteint. 



Exemple: dans l’industrie (1) 

• Unité de production 1 

• Contrôle journalier de  

– 2 points de surface 

– 1 point d’air 

• Seuil d’acceptabilité pour les contrôles de 

surface:           ≤ 2 CFU/milieu 

Points 
critiques 

Janvier 2015           -           CFU/milieu 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

S1 0 0 1 2 0 1 2 2 2 0 1 1 

S2                         

A1                         

→ OK, pas d’alerte 



Exemple: dans l’industrie (2) 

• Récurrence de Candida albicans 

• C.alb., réservoir = peau-muqueuse humaine/animale 

→ suggère une contamination d’origine humaine, 
probablement une mauvaise application des règles 
d’hygiène par un membre de l’équipe. 

Points 
critiques 

Janvier 2015           -           CFU/milieu 

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                         

A1                         

Candida 

albicans 

C. alb.  

+ CNS 

C. alb.    

+ 

Bacillus 

sp. 

Bacillus 

sp. 

C. alb.+ 

Micrococ

- cus sp. 

CNS C. alb. Bacillus 

sp. ID des microorg.: 



Exemple: dans l’industrie (3) 

• Action corrective/préventive: quels étaient les 

membres (M) de l’équipe impliqués ? 

Critical 
points 

January 2015           -           CFU/plate 

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                         

A1                         

M 2 

Candida 

albicans 

C. alb.  

+ CNS 

C. alb.    

+ 

Bacillus 

sp. 

Bacillus 

sp. 

C. alb.+ 

Microc- 

cus sp. 

CNS C. alb. Bacillus 

sp. 

M 2 M 2 M 2 M 2 M 1 M 1 M 1 

C.alb lié à M 2 → Actions correctives: 

• Protection des lésions cutanées 

• Nouvelles formations 



Que suggèrent-ils? 

• Staphylococcus spp 

– Contamination d’origine humaine 

 Vérifier l’adéquation des vestiaires, par ex. 

 

• Bacillus spp 

– Contamination environnementale 

 Vérifier les modes d’entrée des équipement dans 

les salles blanches, par ex. 



Prélèvements environnementaux 

• Avant MALDI Biotyper: 
– Méthodes biochimiques 

– Pour les microorg. non cliniques: 
 ID au genre quand possible ou 

 Apparence du Gram uniquement 

 → Frustrant!! 

 

• Avec MALDI Biotyper:  
– ID performante des microorg. de l’environnement 

→ Monitoring de la contamination par ces µorg devenu 
possible 

→ Plans d’action plus spécifiques et efficaces 

• Pseudomonas sp. 

• Bacilles Gram 

négatif non 

fermentants 

• Bacillus sp. 

• B+ 

• C+ 

• … 



Prélèvements environnementaux 

ID biochimique ID par MALDI Biotyper  

Pseudomonas sp. Pseudomonas brenneri 

… 

Non fermenting Gram negative bacilli Sphingomonas parapaucimobilis 

Delftia acidovorans 

… 

Bacillus sp. Paenibacillus glucanolyticus 

… 

Gram positive bacilli Exiguobacterium aurantiacum 

Brevibacterium casei 

… 

Gram positive cocci Kocuria rhizophila 

Dermacoccus nishinomiyaensis 

… 

… … 

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 

1, Exiguobacterium aurantiacum, ++, 2.27313856836564  

2, Candida_sorbosa[ana] -, 1.30206855546366  

3, Lactobacillus fermentum, -, 1.28610535195844  

4, Vibrio cholerae, -, 1.25284481101925  

5, Streptomyces lavendulae, -, 1.25130160993391  

6, neimen, Neisseria meningitidis, -, 1.24558194887587  

7, Bacillus clausii, -, 1.24028751882365  

8, cankru, Candida_krusei[ana]# -, 1.2402561524003  

9, Streptomyces hirsutus, -, 1.21369371778937  

10, Lactobacillus mali, -, 1.20138524528512 

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 
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Streptococcus 

agalactiae             

(groupe B): 

 

Comparaison des 

souches de la 

mère et du 

nouveau-né 
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Streptococcus 

agalactiae (groupe B): 

 

Identification des 

souches ST-17: 

 

Pic à m/z 7625 à la 

place de m/z  7650 

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.  61 



Etudes épidémiologiques 

• Identification de souches spécifiques  

– Mise au point d’un prototype de détection 

Streptococcus 

agalactiae (groupe B): 

 

Identification des 

souches ST-17: 

 

Pic à m/z 7625 à la 

place de m/z  7650 
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MSBL assay (mass spectrometric β-

lactamase assay) 

Que cherche-t-on? 

• Produits de dégradation des antibiotiques 

par les béta-lactamases 
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MSBL assay (mass spectrometric β-

lactamase assay) 

Comment? 

 

65 



MSBL assay (mass spectrometric β-

lactamase assay) 

Cinétique d’hydrolyse de l’ertapénème par un K.pneumoniae KPC 

(Détection des carbapénémases OXA-48: incubation de min. 4h) 66 



MSBL assay (mass spectrometric β-

lactamase assay) 

Logiciel développé pour l’analyse automatique des données 
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MBT-RESIST 
(resistance test with stable isotope labeled 

amino acids) 

• Incorporation d’isotopes stables d’acides aminés 

dans les protéines nouvellement synthétisées 

 

• Incubation de la bactérie à 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 
(resistance test with stable isotope labeled 

amino acids) 

• Testé pour: 
– Détection du MRSA 

 oxacilline  

 cefoxitine 

– Détection de 

résistance du 

Pseudomonas 

aeruginosa 

 ciprofloxacine 

 méropénème 

 tobramycine 
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CONCLUSIONS 
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MALDI-TOF MS Identifications 
phénotypiques par 

caractères 
biochimiques 

Biologie 
moléculaire 

Dépôt direct                 Extraction 

Durée de 
préparation 

  5 minutes                      20 minutes 1 à 20 minutes 60 minutes 

Durée 
d’identification 

  2 minutes                       2 minutes 5 à 48 heures 45 minutes à 48 heures 

Coût 
(consommables) 

  0,1 €/éch                          0,5 €/éch 
 

Sepsityper kit: 4 €/éch 

5 €/éch 30-50 €/éch 

Identifications 
possibles 

Bactéries aérobies/anaérobies 
Levures 

                                         Mycobactéries 
                                         Champignons  
                                         filamenteux                                                                   

Espèces les plus 
fréquentes d’intérêt 

clinique 

Toutes théoriquement 

Compétence 
requise 

Basique Modérée Elevée 
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MALDI-TOF MS : Avantages 

• Identification fiable pour les bactéries et levures 

• Identification rapide 

• Faible coût des consommables                                       

(!! coût de la machine et des mises à jour) 

• Utilisation simple 

• Intégration possible dans un système 

automatisé global de bactériologie 

• Possibilités de typage rapide 
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MALDI-TOF MS : Faiblesses 

• Croissance bactérienne sur milieu solide 
nécessaire dans la plupart des cas. 

• Bactéries difficilement différenciables si profils 
protéiques similaires 

• Identification plus difficile des bactéries et 
champignons à croissance lente. 

• Développements encore nécessaires pour 
l’identification des champignons filamenteux. 

• Procédure de détection des résistances aux 
antibiotiques à standardiser. 
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Technique d’identification bactérienne  
incontournable dans un laboratoire de routine 

bactériologique 
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