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ldentification des micro-organismes
pathogénes par spectrométrie de masse de
type MALDI-TOF en microbiologie médicale
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Depuis dix ans environ, l'identification des micro-organismes responsables de maladies infectieuses a été nettement
améliorée par |'utilisation de la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization-
time of flight). Cette technique améliore la prise en charge des patients puisque les résultats sont connus environ
24 heures avant ceux obtenus par les méthodes biochimiques.

1. Contexte

L'identification des micro-organismes (bactéries, virus, champignons microscopiques et autres parasites eucaryotes)
responsables d’infections est le role principal des laboratoires de microbiologie médicale. Cette documentation permet de faire
le diagnostic d’infection et d’adapter le traitement anti-infectieux en fonction des résistances naturelles et acquises des micro-
organismes isolés a partir des prélévements des malades. Ces derniéres années, les laboratoires de biologie médicale vivent une
véritable révolution avec I'utilisation de milieux de culture de plus en plus performants (meilleure sensibilité dans la détection des
bactéries, mise au point de milieux chromogeénes[1] et sélectifs permettant d’isoler un micro-organisme recherché), une
importante informatisation et automatisation des taches effectuées (pour la réalisation d’antibiogrammes ou, plus récemment,
pour I'ensemencement des prélévements) ainsi que le développement important des techniques de biologie moléculaire.

Pour l'identification des bactéries, les techniques conventionnelles utilisant les caractéristiques biochimiques des souches
(galeries Api ou automates d’identification biochimique) ont été remplacées par la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (
matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight; en frangais, désorption-ionisation laser assistée par matrice). Cette
technologie est également déployée dans les laboratoires vétérinaires et certains laboratoires agroalimentaires (recherche et
développement, contrdle qualité pour la recherche de pathogénes alimentaires).

2. Principe de la spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse physico-chimique permettant de détecter, d’identifier et de quantifier
des molécules d’intérét par mesure de leur masse. Son principe réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules
chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Le spectromeétre de masse se compose d’'une chambre
d’ionisation, d'un analyseur permettant la séparation des ions et d'un détecteur d’ions. Il existe de nombreux procédés
d’ionisation et de séparation choisis en fonction de divers facteurs: volatilité, thermostabilité, capacité d’ionisation, taille,
quantité et état physique (gaz, solide, liquide) des molécules a étudier.

Mise au point en 1912, la spectrométrie de masse a d’abord été utilisée pour la séparation de petites molécules avec de
nombreuses applications (en chimie organique et inorganique par exemple). En 1975, une étude montre que cette technologie
est potentiellement applicable a I'identification des bactéries [1]. Par la suite, I'optimisation de cette technique par réalisation
d’une ionisation douce de I’échantillon (MALDI et ionisation par électronébulisation [electrospray en anglais]) a permis I'étude des
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macromolécules (jusqu’a 100 kDa) dont les protéines et a contribué a son essor dans les laboratoires de recherche [2]. Cette
découverte a été honorée par le prix Nobel de chimie en 2002. Il a suivi une étape importante de standardisation (conditions
expérimentales, conditions de culture) ayant permis d’améliorer la robustesse de la méthode et I'utilisation en routine pour
I'identification des micro-organismes[2] dans les laboratoires médicaux. Celle-ci est couramment employée dans les laboratoires
de biologie médicale depuis une dizaine d’années.

3. Utilisation de la spectrométrie de masse MALDI-TOF en
microbiologie médicale

Les prélévements des patients sont généralement ensemencés sur divers milieux de culture dans différentes atmospheéres
(aérobie, anaérobie, 5 % COz) a 35 °C pendant un a plusieurs jours.

L’identification MALDI-TOF est réalisée sur les colonies d’intérét isolées a partir des milieux de culture. La colonie a identifier est
prélevée a I'aide d’'un cone et déposée sur une plague en métal ou en plastique (comprenant plusieurs emplacements, appelés
spots). Le dépdt, fin et régulier, est ensuite séché.

Une premiére étape cruciale et indispensable au procédé d’identification est celle de désorption/ionisation douce des protéines
de I'échantillon. Cette étape, effectuée a 'aide d’'une matrice et d’'un laser se nomme MALDI (matrix-assisted laser desorption
ionization). Une matrice photosensible (par exemple I'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique) est reconstituée dans un mélange
composé généralement d’eau, d’un solvant organique (acétonitrile) et d’acide trifluoroacétique. Elle est ensuite déposée sur le
spot et va cocristalliser avec |’échantillon sous |'effet de I'évaporation. La plaque est introduite dans le spectrométre ou un laser
(généralement laser a azote de longueur d’'onde 337 nm) va exciter les molécules de la matrice photosensible entrainant une
ionisation généralement par transfert d’'un proton depuis la matrice vers I'échantillon et une désorption (passage en phase
gazeuse) de I'échantillon (Figure 1).
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Figure 1 - Principe de la désorption-ionisation laser assistée par matrice

A. Cocristallisation de I’échantillon et d’'une matrice photosensible sur la plaque MALDI.
B. Excitation des molécules photosensibles de la matrice par un laser.

C. lonisation et désorption de I’échantillon.

Auteur(s)/Autrice(s) : Emilie Cardot Martin - Licence : CC-BY
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Le spectrométre de masse comprend une chambre
d’introduction de la cible (target chamber), un laser, une
caméra, un tube de vol permettant la migration des
fragments protéiques ionisés (flight tube), un détecteur (
detector unit). Les principaux spectromeétres de masse

actuellement utilisés sont les automates Microflex
(Bruker, Allemagne) et Vitek-MS (BioMérieux, France).
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La technique d’ionisation MALDI est associée a la technologie TOF (time of flight en anglais ou temps de vol). Dans une zone
d’accélération, une impulsion électrique (10 a 30 kiloélectronvolts) par application d’'une différence de potentiel accélere les
fragments ionisés jusqu’a I'entrée d’'un tube de vol. Ceux-ci sont principalement mono-chargés et arrivent en méme temps a
I'entrée du tube de vol. lls sont ensuite « lachés » dans le tube de vol dans un vide poussé (évitant les collisions avec I'air) et se
déplacent jusqu’au niveau d'un détecteur (multiplicateur d’électrons). Le temps de vol de chaque fragment est déterminé. Plus la
masse des fragments ionisés est élevée, plus le temps de vol est long. Le spectre obtenu correspond a un signal exprimé en
temps de vol, qui est ensuite usuellement traduit en spectre de masse (m/z) (avec z = 1 dans le cas présent[3]). L'intensité des
pics est proportionnelle au nombre d’ions détectés a un temps donné et donc également a la quantité de fragments protéiques
ionisés du dépot.

Relation fondamentale entre le rapport (m/z) et temps de vol t des analyseurs a TOF linéaires [3]

Au début de la phase d’accélération, les ions sont soumis a une différence de potentiel U et acquierent une énergie
correspondant principalement a une énergie potentielle E_ = zeU avec z = nombre de charge d'un ion (z = 1 pour les
applications du MALDI-TOF en microbiologie), e = charge élémentaire de I'électron et U = tension totale.

A I'entrée du tube de vol, cette énergie potentielle est convertie en une énergie cinétique selon la relation :
Ec =zeU="2mv2

avec m = masse en kg, v = vitesse en m/s.

Le temps de vol t d’un ion dans le tube de vol de longueur L correspond at=L/v

En remplacant dans I'expression précédente, on obtient : m/z = (2eU/L2) t2

Ainsi, il est possible de convertir un temps de vol t en rapport masse/charge.
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Figure 3 - Principe de fonctionnement de la technologie MALDI-TOF
En haut : Les analytes ionisés présentent, en fonction de leur masse, des temps de vol différents (ou time of flight, TOF) dans le
tube de vol. En bas : Les spectres des temps de vol sont traduits en spectre de masse/charge.

Auteur(s)/Autrice(s) : Emilie Cardot Martin - Licence : CC-BY

La catégorie de molécules ionisées dépend du type d’ionisation (positive ou négative), de la gamme de mesure de masse et
surtout de la matrice utilisée. Par exemple, l'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique utilisé dans l'identification des micro-
organismes favorise tres fortement lionisation des peptides et petites protéines bactériens (0,7 a 20 kDa). Certains
spectrométres MALDI-TOF permettent également de travailler en ionisation négative avec utilisation d’'une matrice différente (par
exemple acide dihydroxybenzoique) favorisant fortement l'ionisation et I'étude des lipides bactériens [4].

Dans le cadre de l'identification bactérienne, les protéines étudiées sont principalement des protéines ribosomales mais
également d’autres protéines (cold shock proteins par exemple) [5]. Le spectre du micro-organisme d’intérét est comparé aux
spectres de référence d’'une base de données selon un algorithme statistique, ce qui permet son identification. Par exemple, la
base de données principale Biotyper version 8 (Bruker Daltonics) comprend 7712 spectres de référence de 2665 espéces
différentes (bactéries et levures) permettant une identification facile de la quasi-totalité des espéces bactériennes impliquées en
pathologie humaine. Le résultat est accompagné d’un score de confiance qui permet aux microbiologistes d’apprécier la fiabilité
de l'identification du micro-organisme.
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Figure 4 - Exemples de spectres obtenus par MALDI-TOF

A. Spectre de Pseudomonas aeruginosa. B. Spectre de Staphylococcus aureus. Ces spectres ont été obtenus avec le MALDI-TOF
Biotyper Microflex LT (Bruker). En ordonnées, l'intensité, exprimée en unité arbitraire, correspond a nombre d’ions détectés a un
temps donné.

Auteur(s)/Autrice(s) : Emilie Cardot Martin - Licence : CC-BY

Lorsque l'identification ne donne pas un score satisfaisant ou dans le cas de micro-organismes ayant une paroi épaisse (par
exemple pour les champignons microscopiques, qui ont une paroi composée de chitine et glucanes[4]), il peut étre nécessaire
de réaliser une extraction protéique soit directement sur la plague MALDI-TOF ou en milieu liquide par mise en contact du micro-
organisme a identifier avec, par exemple, de I'acide formique ou un mélange acide formique/acétonitrile entrainant une meilleure
libération des protéines cellulaires.

Les spectres obtenus peuvent varier en fonction des conditions expérimentales et également parfois en fonction des sous-
espéces ou des souches étudiées a l'intérieur d’'une méme espéce. Les conditions expérimentales influant sur la qualité des
spectres sont le délai de culture, le milieu de culture utilisé, le type et la qualité du dépot et/ou de I'extraction protéique et
I'appareil MALDI-TOF utilisé [6,7]. L'utilisation de protocoles expérimentaux standardisés et la conception des bases de données
de spectres de référence permettent de minimiser I'impact de ces facteurs sur les résultats d’identification. Les bases de
données commercialisées sont construites avec des souches de collection et des souches identifiées au préalable par biologie
moléculaire (séquengage de I’ADNr 16S et si besoin d’autres cibles : rpoB, sodA, recA). Les spectres de référence sont créés a
partir de pics communs et reproductibles obtenus a partir de plusieurs passages des souches dans différentes conditions
expérimentales. De plus, plusieurs souches d’'une méme espéce sont généralement représentées dans les bases de données.
Pour une espéce donnée, le nombre de souches présentes dans les bases de données commercialisées dépend généralement de
I'intérét diagnostique que représente cette espéce, de sa diversité intraspécifique et de la disponibilité des différentes souches.
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Figure 5 - Les étapes de l'identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF

A. Prélevement de la colonie bactérienne avec un cone

B. Dépot de la colonie sur le spot de la plaque et ajout de la matrice sur chaque spot. La plaque comprend plusieurs spots
permettant d’identifier séquentiellement plusieurs échantillons.

C. Insertion de la plaque dans le spectrométre de masse.

D. Lecture des résultats (ici, c’est I'espéce Staphylococcus aureus qui avait été prélevée en A) sur le poste de travail informatique
associé au spectrometre et envoi informatisé des résultats au systéme informatique du laboratoire.

Auteur(s)/Autrice(s) : Emilie Cardot Martin - Licence : CC-BY

4. Avantages

L'intérét majeur de la spectrométrie de masse est la diminution du temps d’identification des micro-organismes. Ce temps, réduit
a moins d'une heure, est beaucoup plus court que celui nécessaire aux techniques biochimiques conventionnelles qui imposaient
la croissance des micro-organismes en présence de divers substrats. L'utilisation de la spectrométrie de masse de type MALDI-
TOF permet ainsi le rendu des résultats d’identification 24 h plus tot et améliore la prise en charge des malades (modification de
|’antibiothérapie, compréhension d’'une pathologie infectieuse). Cet apport clinique est notamment démontré dans le rendu des
résultats d’hémocultures (mises en culture de prélévements sanguins en milieu liquide incubé a 35 °C). Celles-ci permettent de
faire le diagnostic de bactériémie ou fongémie (présence de bactéries ou levures/champignons dans le sang, normalement
stérile) a I'origine de sepsis ou de choc septique[5], pathologies grevées d’'une mortalité élevée [8]. La gravité clinique impose
donc une prise en charge urgente des hémocultures. Lorsque celles-ci sont positives (flacon détecté positif par un automate
pour hémocultures), il est possible d’identifier trés rapidement la bactérie impliquée par MALDI-TOF et d'y associer des tests
rapides de détection de résistance aux antibiotiques, générant une meilleure prise en charge des malades (antibiothérapie plus
adaptée, moins d’hospitalisation en soins intensifs, baisse de la mortalité). L'impact clinique des tests rapides (identification,
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résistance) est généralement plus significatif lorsqu’il est associé a un conseil en antibiothérapie (par un médecin infectiologue
par exemple) [9-11].

L'identification par MALDI-TOF présente d’autres avantages : elle ne prend que quelques minutes, est facile a mettre en ceuvre et
ne nécessite pas une formation longue des techniciens de laboratoire. De nombreux travaux montrent que cette technique
présente de trés bonnes performances d’identification par rapport aux techniques conventionnelles et permet méme d’identifier
des germes nécessitant sinon |'utilisation de techniques longues de biologie moléculaire. Par exemple, le MALDI-TOF remplace
I'identification longue des mycobactéries habituellement réalisée par séquencage du géne hsp65 ou par des techniques
d’hybridation de I'espace intergénique 16S-23S [12-14].

Les rares erreurs ou les absences d’identification sont en général attribuées au caractére incomplet des bases de données.
Celles-ci sont cependant de plus en plus exhaustives car mises a jour régulierement par les fabricants de spectrométres. Il est
également possible d’alimenter les bases de données MALDI-TOF avec des spectres pour obtenir des bases de données
« maison », ce qui peut présenter un intérét diagnostique, par exemple pour identifier des pathogénes émergents et/ou non
représentés dans la base de données [15,16]. De telles espéces doivent au préalable avoir été identifiées par séquencage de
|’ADNr 16S ou d’autres cibles plus pertinentes en fonction de I'espéce bactérienne étudiée [17].

Le spectrométre de masse MALDI-TOF présente un colt d’achat non négligeable (155 000 a 170 000 euros hors taxes) mais cet
investissement est finalement rentabilisé par un colt au test faible (15 a8 30 centimes d’euros hors taxes par identification) [18].

Ces différents avantages font que la technique a rapidement été adoptée par les laboratoires de microbiologie pour une
utilisation en routine.

Le diagnostic mycologique est également amélioré par I'utilisation de la technologie MALDI-TOF qui permet une identification
précise des champignons, ce qui est fondamental pour utiliser les antifongiques adaptés. Cette technique supplante ainsi les
examens microscopiques et macroscopiques, peu discriminants, ainsi que, dans de nombreux cas, l'identification par
séquencage moléculaire, généralement long (séquencage des régions ITS de I’ADN ribosomal par exemple) [19,20]. Récemment,
|'utilisation d’un nouveau milieu de culture nommé ID-FUNGI plate facilitant le préléevement du champignon a partir de la gélose
pour dépét sur le spot de la plague MALDI a amélioré les résultats d’identification des champignons [21,22].

5. Limites

Le principal désavantage de la technique est la nécessité d’avoir un inoculum bactérien ou fongique important a déposer sur le
spot de la plaque MALDI-TOF. Cette nécessité exclut la réalisation possible d'un MALDI-TOF directement sur le prélévement
clinique a l'exception de certains prélévements (urine par exemple) pouvant présenter d’emblée une charge bactérienne
importante (>1O5 unités formant colonies/mL) [23]. Dans de nombreux cas, I'étape de mise en culture du prélévement est donc
toujours nécessaire.

Les performances analytiques, globalement satisfaisantes, dépendent toutefois de I'exhaustivité des bases de données qui sont
mises a jour régulierement. De plus, la technique ne différencie pas ou mal certaines espéces phylogénétiquement proches telles
que Escherichia coli et Shigella spp, Streptococcus pneumoniae et Streptococcus mitis ou encore Mycobacterium intracellulare
et Mycobacterium chimaera. Cependant des améliorations techniques des appareils ainsi que de l'interprétation des spectres
pourraient permettre, dans certains cas, une analyse de plus en plus fine [24].

6. Perspectives

L’amélioration de I'exhaustivité des bases de données par les fabricants de spectrométres est continuelle. L’amélioration des
derniers spectrométres disponibles vise également a I'obtention de cadences améliorées, ce qui est intéressant pour les grands
laboratoires.

Pour certaines espéces bactériennes, cette technique pourrait permettre du typage de micro-organismes c’est-a-dire la

permet également de comparer différents isolats retrouvés en clinique et/ou dans I'environnement dans le cadre d’études
épidémiologiques. A ce jour, le typage par spectrométrie de masse MALDI-TOF doit é&tre amélioré (discrimination,



reproductibilité) afin de rendre possible une éventuelle utilisation en microbiologie médicale [25,26].

La spectrométrie de masse MALDI-TOF peut permettre également de détecter certaines résistances aux antibiotiques et
antifongiques par des approches différentes : mise en évidence de profils de pics caractéristiques de sous-types bactériens
résistants, détection de I'hydrolyse enzymatique d’un antibiotique ou détection de la croissance bactérienne en
présence/absence d’antibiotique. Le délai de rendu varie entre une heure et quelques heures en fonction des techniques et
permet |'obtention de résultats de résistance bien avant I'antibiogramme conventionnel [27-29]. A titre d’exemple, la détection
de la dégradation enzymatique d’un antibiotique se réalise en incubant la bactérie a étudier en présence d’un antibiotique puis
en observant par MALDI-TOF la disparition ou non du pic correspondant a I'antibiotique et |I'apparition du pic correspondant au
produit de dégradation de I'antibiotique. Des tests commercialisés utilisant cette approche permettent de détecter la résistance
des entérobactéries aux béta-lactamines (céfotaxime, imipénéme) par production de béta-lactamases. D'autres tests prometteurs
sont en cours de développement [4]. A ce jour, les laboratoires utilisent souvent d’autres tests rapides disponibles (biologie
moléculaire, méthodes immuno-chromatographiques ou colorimétriques) pour détecter de maniére rapide la résistance
bactérienne.

Depuis quelques années, la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF est donc un outil indispensable pour I'identification des
microorganismes dans les laboratoires de microbiologie médicale.
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NOTES

Un milieu de culture chromogeéne contient un substrat qui, en présence de I'enzyme adaptée, est transformé en produit coloré.
De tels milieux permettent ainsi de repérer visuellement les especes et souches possédant une certaine activité enzymatique.

La spectrométrie de masse MALDI-TOF permet ainsi I'identification des bactéries et des champignons. Pour les virus,

I'identification par PCR reste la technique la plus employée. Pour les parasites eucaryotes, la reconnaissance des espéces se fait
essentiellement par microscopie, parfois associée a une identification par PCR.

D’autres techniques d’ionisation par électronébulisation permettent d’obtenir des molécules multichargées.
Les glucanes sont des polysaccharides composés uniquement de monomeéres de glucose.

Un sepsis est une dysfonction d’organe (poumon, rein, systéeme nerveux central par exemple) secondaire a une réponse
inappropriée de I’h6te a une infection. Le choc septique, plus grave, est un sepsis associé une hypotension persistante et a une
concentration de lactate sérique supérieure a 2 mmol/L. En état de choc, I'accumulation de lactate dans le sang est la
conséquence de modifications du métabolisme cellulaire telles que I'activation de la fermentation lactique par exemple.
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