P-12
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INTRODUCTION
La méthode d'identification bactérienne par spectrométrie de masse MALDI-TOF a été adapté avec

RESULTATS

Au total de 500 179 isolats ont étés analysés au cours de 11 derniéres années. Nous avons identifié 459
especes bactériennes par les 1¢r tests phénotypiques (CPI; MALDI-TOF). 1 951 isolats ont été ré-

succes pour l'identification de routine des microorganismes dans les laboratoires de microbiologie \
identifiés par la 2¢me test phénotypique ( 670 isolats) et par la biologie moléculaire (1 273) [tableau 11].

clinique au cours des dix dernieres années [1, 2]. Cette technique révolutionnaire permet de faire le

Tableau 1: Résumé de 11 ans d'identifications bactériennes dans notre laboratoire

diagnostic plus facilement et plus rapidement des agents pathogenes avec la fiabilité, et la

N° d'isolats N° d'isolats mal % mauvaise

identifiés par

N° d'isolats

identifiés par

N° d'isolats

identifiés par 1e

N° d'isolats

clonaux

Nombre
total

Période
d'étude

Technique d'identification
(période d'étude)

N° d'especes N° d'especes

rentabilité incontestable par rapport aux méthodes d'identification phénotypique conventionnel et identifiées par 1+ identifies identifiés par 1= identification

(mois)  d'analyse test phénotypique  test phénotypique /an 2éme test biologie moléculaire  test phénotypique
d'identification par moléculaires [3]. phénotypique
Période de CPI
91 322 291 175 999 174 636 336 44 620 743 1363 0,77%
(1-Jan-02 au 30-Aoiit-09)
Le MALDI-TOF a été utilisé dans le diagnostic clinique de routine pour identifier des especes, des =, . .
(1-Sep-09 30-Dec-12) 40 177 888 110 843 110 263 382 112 50 530 580 0,52%
\ /. ’ . . /7 . ’ -Sep- au -Dec-
sous-especes [3, 4], des clones épidémiques et des toxines des bactéries [5-7]. Recemment, MALDI- P
TOF a été utilisé pour détecter les agents pathogenes précédemment mal-identifiés [8-13]. putortex 15 52695 34839 34 497 264 211 32 310 342 0,98%
(1-Sep-09 au30-Nov-10)
Quelques études de détection des résistances aux antibiotiques par MALDI-TOF ont été rapportées MicroFlex
(1-Dec-10 au 31-Dec- 25 125 193 76 004 75 766 340 163 18 220 238 0,31%
chez les Staphylococcus aureus [14-21)], Acinetobacter baumannii [26], Escherichia coli et autres 12)
Totale 131 500 179 286 842 284 899 459 42 670 1273 1951 0,68%

entérobactéries [22-24]. Plusieurs nouvelles espéces bactériennes émergeant en pathogeénes

humains ont été identifiées utilisant MALDI-TOF [25-34]. On observe une augmentation de la capacité d'analyse de 46 079 isolats en 2002 a 66 989 en 2012

[figure 1] et de nombre d'espece bactérienne identifiée (163 en 2002 et 340 en 2012) [figure 2]
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Dans cet étude nous évaluons en analysant nos expériences de 11 derniéres années, la performance
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MATERIELS & METHO DES % ;;g; ;gg; ;;g; ZYSg; ;;8:; Zg;; ;gé; ;gg; ;gir) ;gi; Zgi; e Species of single bacterium 2106?32 2106043 2109094 220(?25 220(?06 2207067 2;‘;8 230;39 2306120 2302121 2304102
= Etude rétrospective, du ler janvier 2002 au 31 décembre 2012 (% 11 ans)

e Species well-identified by PID* 160 158 159 150 182 192 202 240 240 274 278
Total of misidentified species by PID* 3 6 40 52 18 84 146 143 122 48 62
e \isidentified species, confirmed by
another PID*
= Misidentified species, confirmed by
molecular ID¥*

e All analysis 46079 | 48343 | 48978 | 32119 | 32516 | 33808 | 48272 | 48022 | 39292 | 55761 | 66989

e Clonal isolates 20737 | 21725 | 20754 | 21048 | 21179 | 22717 | 28368 | 29978 | 25983 | 34024 | 40329
Isolates well-identified by PID* 20655 | 21598 | 20577 | 20874 | 21083 | 22544 | 28013 | 29674 | 25757 | 33942 | 40182

|ssmmTotal of misidentified isolates by PID* 82 127 177 174 96 173 355 304 226 82 147

3 2 2 3 2 2 4 5 5 1 9

0 4 38 49 16 82 142 138 117 47 53

= Prélevements cliniques : hémocultures, liquide céphalo-rachidien, plaies, abces, prélevements

Figure 1: Nombre total des isolats testés, des isolats clonaux testés,

des isolats clonaux identifiés par 1¢ test phénotypique. Figure 2: Nombre total des especes bactériennes identifiées, des espéces identifiées et mal-

identifiées par 1°" test phénotypique conventionnel et par biologie moléculaire.

respiratoires, génito-urinaires, ostéo-articulaires et digestifs. , .y . L , , . ,
Nous avons identifié 128 especes des bactéries rarement rapportées en étant pathogene chez I'homme,

dont 48 par les techniques phénotypiques (22 par CPI, 37 par MALDI-TOF) et 75 par biologie
moléculaire.

= lére Tdentification bactérienne par des méthodes phénotypiques :

» Période de CPI (90 mois): Coloration de Gram, détermination par catalase et oxydase, Vitek
2 (BioMérieux) et gallérie APT 20A. API Coryne, APT Campy, API 20E, APT 20NE, API
Strep, API Staph, API NH, and APT Listeria (BioMérieux)

> Période de MALDI-TOF (40 mois): 2 dépots sur 4 d'un isolate sont analysés

- AutoFlex du 1¢" septembre 2009 au 30 novembre 2010
- MicroFlex : 1¢r décembre 2010 au 31 décembre 2012
- Base de donné de MALDI-TOF: contient 6 213 microorganisme = Banque de Briiker (3
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Figure 3: les 10 genres bactériens mal identifiées par MALDI-TOF

MALDI-TOF a réduit le temps requis pour une identification d'un isolat de 55 fois par rapport a
Iidentification phénotypique conventionnelle, et de 169 fois par rapport a l'identification moléculaire.
MALDI-TOF MS réduit le colt par 5 fois a l'identification phénotypique conventionnelle et 169 fois par
rapport a l'identification moléculaire.

Parmi 516 isolats de 196 espéces souvent mal-identifiées par
MALDI-TOF, 365 isolats (71%) représente par 10 genres qui
sollicitaient souvent l'identification par la biologie moléculaire

993 microorganisme) + 2 220 autres microorganismes nouvellement créés dans notre
laboratoire (souches types, souches bien caractérisées par biologie moléculaire).
Tableau 2: Comparaison le délais et le coiit des différents techniques d'identification bactérienne dans notre laboratoire

= 2¢me Tdentification bactérienne par des méthodes phénotypiques:
» Période de CPT (90 mois): Répétition de CPI

Technique d'identification Temps pour l'identification d'un isolat Coiit (Euros) d' une identification d'un isolat Niveau d'entrainement de techniciens

Coloration de Gram 6 min 0,6 Moyen - Avancé
> Période de MALDI-TOF: sile score < 1,9 = tester 2 autres dépots. En cas de non- Gallérie d'APT (BioMérieux) 18 - 48 h 4,6 - 6 Moyen
. .. . . r A Identification par Vitek 2 (BioMérieux) 5-8h 5,9 -8,23 Moyen
identification ou discordance: on analyse 4 autres dépots (nouvel run) R ,
Identification par Biologie Moléculaire (16S rRNA, rpoB) 24 h 137,7 Moyen - Avancé

= TIdentification par biologie moléculaire (PCR de 16S rRNA, rpoB): en cas d'absence MALDI-TOF par AutoFlex IT (Briker Daltonik) 6 - 8 min 30 sec 1,43 Débutant - Moyen

MALDI-TOF par MicroFlex (Briikker Daltonik) 1 min 46 sec 1,35 Débutant - Moyen

d'identification par la 2¢me Identification bactérienne par des méthodes phénotypiques.

= Définition des rares especes bactériennes= de ¢ 10 publications dans la base de donné de PubMed DISCUSSION & CONCLUSION

comme un agent pathogene chez 'homme. La capacité d'identification bactérienne dans notre laboratoire est augmentée au cours des 11 derniéres

années, on pourrait expliqué par : 1. L'arrivé d'un laboratoire de CHU Nord de Marseille, 2. La création

d'un laboratoire d'anaérobie, 3. L'arrivé de l'outil révolutionnaire d'identification bactérienne qui est
MALDI-TOF.

= Délai d'identification d'un isolat clinique: dépot de colonie - Résultat d'identification
= Colt d'identification d'un isolat clinique= co(it de I'appareil amorti sur 5 ans + salaire de

techniciens de laboratoire + colit des réactifs et de la matrice + colit de témoins positifs.
En 2008, nous avons évalué la performance de MALDI-TOF dans l'identification bactérienne de routine
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laboratoires de microbiologie clinique. La capacité de MALDI-TOF a identifier des bactéries rarement
décrites chez I'homme nous aideront a étudier |'émergence de ces espéces en pathologie humaine.
MALDI-TOF peuvent tre considérés une alternative aux méthodes moléculaires dans les laboratoires
cliniques dans l'avenir proche.
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