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Spectrometrie de masse MALDI-TOF
Methode

|
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Dépbt d’'une colonie
et de l[a matrice
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Comparaison a la ~ Génération d'un spectre :
base de données spectrale liste de pics = masses et intensités
de protéines


http://www.bestfreewaredownload.com/freeware/t-free-bacteria-pairs-freeware-hhzditgs.html

Spectrometrie de masse MALDI-TOF
Avantages

» Simple
» Pas de test préalable (Gram, ...)
= Pas d’inoculum nécessaire

S > Rapide

= Résultats en quelques minutes

> Universel

= Bactéries cliniques, vétérinaires et
environnementales

= Champignons (levures, filamenteux)

> Fiable

= Analyse moléculaire
= |D des sous-especes

» Economique
= Codt du test : quelgues centimes




Ferme

» Base de données MS-ID => 586 especes
= 508 bactériennes et 78 fongiques

» Algorithme ASC (Advanced Spectra Classifier)

= présence et absence de pics spécifiques, pondérées

» Rendu / Interpretation des résultats

VITEK VIS
Prep Station

Niveau de confiance

Nombre especes

%

proposées probabilité
Bon g 1 60-99,9
Faible discrimination é 2-4 >60 Test complementaires
Absence d’ID NA NA Absence de spectre

~

correspondant dans la base

+ messages « spectres de mauvaise qualité »



Evaluation des performances du VITEK MS vi.0

‘\

Essai clinique prospectif européen multi-centrique
=> demande de marquage CE-IVD

colonies de bactéries (levures et filamenteux)
geéloses au sang & chocolat, incubation de 18 a 72h
en microbiologie clinique (différents services et prélevements)

en terme de % d’identifications (ID) correctes
= proposition de I'ID correcte = faibles discriminations incluses




Méthodes

Station Compacte Satellite

Cartes GN, GP, ANC, NH et YST

=> especes revendiguées

1 dépbt par isolat

2.3 Moléculaires | . .
il wmm »»mﬁ

1ul matrice HCCA |

| = especes non revendiquées par Vitek2

Séchage / ' = discordances, no ID, faible discri. Vitek2

Cristallisation | .

| Sequencage _16S RNA

| — sodA (Staph. et Strepto./Enterocoques.)



Résultats globaux

T

50 genres
124 especes
767 isolats

ID incorrectes No ID
1.3%, n=10 2.5%, =19




Absence d’'ID n=19, 2.5%

0

Especes absentes
de la base de données

Staphylococcus aureus OK Acinetobacter sp ! No ID
Staphylococcus haemolyticus No ID Staphylococcus pasteuri No ID
Enterococcus faecium OK Staphylococcus condimenti No ID
Enterobacter cloacae OK : _ (?orynebacterlum No ID
o (E. cloacae/asburiae ) fastidiosum/segmentosum
Proteus mirabilis OK Corynebacterium macginley No ID
Alcaligenes faecalis OK .

Haemonphilus influenzae OK Clostridium celerecrescens No ID
Helicobacter pylori Prevotella nanceiensis No ID
Helicobacter pylori Prevotella nigrescens No ID
Helicobacter pylori :

Anaerococcus hydrogenalis No ID

* résultat d’'un second dépoét
1Acinetobacter sans nom d’espéce dans les banques de données génomiques



Bonne ID et faibles discriminations

\

1.3% n=10

Faible discri Retester I'isolat
[genre]

Faible discri [espéce]

\

ID incorrectes No ID
1.3%, n=10 2.5%, =1

1.5% n=11
Faible discri
[sous-espece]
86.7%
> n= 665
D

[espece]

TOTAL




ID incorrectes n=10, 1.3%

i

Igella tlexneri
Shigella flexneri

Escherichia coli(99.9)
Escherichia coli(99.9

Aggregatibacter segnis Haemophilus influenzae(99.4) OK
Campylobacter jejuni Citrobacter braakii (84.4) OK
Neisseria mucosa Neisseria subflava (99.9) N. subflava
Lactobacillus rhamnosus  Propionibacterium avidum(99.3) OK
Streptococcus australis Str.parasanguinis (99.9 S. parasanguinis

Streptococcus canis Str. dys. dysgalactiae(99.9) Str. dys. equisimilis (99.9) Str. equi equi(99.9) No ID

Espéces absentes
de la base de données

(%, valeurs de confiance)



Résultats globaux

‘\

50 genres ID incorrectes No ID
124 especes
767 isolats 1.3%, n=10 2.5%, =19
Bonne ID VITEK MS Etudes antérieures
Autres systemes MALDI-TOF
[genre] 95,2 %* 87 -98,8%
[espece] 86,5% 72,9-952 %

* LD [genre] exclus



Résultats par groupe bactérien

—_

At the species | Atthe genus LD at the
avpl* av/a | ** gen A/

Staphylococcus and related

Streptococcus and related

Enterococcus

Enterobacteriaceae

Nonfermentative Gram negative rods

Haemophilus
5 9  Other Gram negative rods : 8 1
4 5 Neisseria 4 _
2 4  Campylobacter 3 1

3 Helicobacter pylori 3 _

2 Legionella pneumophila

> Bonne ID des Gram +

» Bonne ID des S. pneumoniae (19) et autres Strepto gp Mitis (12)



Conclusion

"

Les Positifs

> Spécificité de I'algorithme : ‘No ID’
» Un seul spot

> Bonne ID des Gram +

» Différenciation pneumocoques
et especes proches ?7?

Les Néqgatifs

» Faible discrimination [genre]

» Mauvaise ID des Shigella

> Faible discrimination
ex « Enterobacter cloacae/asburiae »

> Base de données a étoffer

(Anaérobies, Corynéformes)

Cf versions ultérieures



2¢me dyaluation

ID de S. pneumoniae
et des streptocoques alpha/non hémolytiques

\

» 334 S. pneumoniae (22 sérogroupes)

= 300 isolats de 'ORP Midi-Pyrénées 2009

= QOrigine clinique
= 58% hémocultures = 11% respiratoires = 5% pleuraux
= 17% OMA = 8% LCR

» 369 non-S. pneumoniae (isolés consécutivement)

= 45%  autres gp Mitis = 8,8% gp Bovis

= 30% gp Anginosus = 0,5% gp Mutans

= 10,5% gp Salivarius = 5,2% genres apparentes
(Abiotrophia, Granulicatella,

Gemella, Aerococcus,
Helcococcus, Facklamia)



ID streptocoques Méthodes

.

ID de référence

ID SM MALDI-TOF

Pneumocoques
> 1 dépot + relecture Sensibilité optochine (CO,)
> 2nd depot + solubilité bile ou sérotypage

> (extraction + 1 dépot) _ )
Autres Streptococci et apparentés

RapidID32 Strep

Résultats discordants + optochine (gp Mitis)
ou Faibles discriminations

. 2

ID de référence => séguencaqge

Pneumocoques et especes proches recA
Autres Streptococci SodA
Genres apparentes 16S rDNA



ID streptocoques Résultats

\
~ IDS.pneumoniae (n=334)

Sensibilite 99.1% Specificité 100%

II‘ Caractéristiques de 8 souches particulieres

IDréférence Sensibi.lité Solubilité Pgiizjﬁggr:j
basée sur recA IDVITEK MS optochine bile Serotypage :
CO, (0y) psaA | MFP ply lytA
S. pneumoniae Soluble + + +
S. pneumoniae Soluble +
S. pneumoniae S. mitis/oralis Non Soluble + + +
S. mitis/oralis Non Soluble + +
S. mitis/oralis Non Soluble + +
S. pseudopneumoniae Non Soluble - ND + +
S. pseudopneumoniae S. pseudopneumoniae Non Soluble - ND + +
S. pseudopneumoniae Non Soluble - ND

ND: non déterminé

22 isolats mugueux de S. pneumoniae :
17 ID apres 1 dép6t => 22 ID apres extraction




ID streptocoques RéSU ItatS

; ) 5 gp Mitis
5.7% ID moléculaires — 9 gp Anginosus

\ 5 gp Bovis
non-concluantes [espece] 1 Granulicatella et 1 Gemella

2.4% ID incorrectes — ‘\
[espéce] 1.1% No ID
= \ <=> espece absente
1 de la base de données

5 gp Mitis
1 gp Anginosus
3 gp Bovis

8.1% ID correctes
[groupe]

S. massiliensis, Aerococcus sanguinicola,
Facklamia tabacinasalis, Facklamia ignava



ID streptocoques Conclusion (1)

» Corroboree par 2 études Bruker  => colonies, AVEC extraction

= Analyse manuelle,
7 pics déterminants => 6 profils de pics
Différenciation de 14 S. pneumoniae / 13 S. psp /10 S. mitis/ 10 S. oralis

Werno AM et al, J Clin Microbiol, 2012

= 4 algorithmes différents
3 pics déterminants
Sensibilité et spécificité ~ 100%, 25 S. pneumoniae / 34 S. mitis / 3 S. oralis

Ikryannikova LN et al, Clin Microbiol Infect, 2012



ID streptocoques CO NC I us | on (2)

\

» Confirmée par 2 études Vitek MS  =>colonies, SANS extraction, 1 dépot

= 51 S. pneumoniae / 70 autres gp Mitis
=> 2 S. pneumoniae non identifiés
=> 5 S. mitis/oralis, 3 S. sanguinis :  faibles discriminations ou non identifiés

Rychert J et al, J Clin Microbiol, 2013

= 05 S. pneumoniae / 116 autres gp Mitis (93 S. mitis/oralis, 3 S. psp)
=>1 S. infantis ? : S. pneumoniae
=> 1 S. pneumoniae non identifié
=> 7 non-S. pneumo : faibles discriminations

Branda JA et al, J Clin Microbiol, 2013
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