LISTE DES ABBREVIATIONS

Acb : Acinetobacter cal coaceticus-baumannii

ADN ou DNA : Acide DésoxyriboNucléique

ARN : Acide RiboNucléique

ASB : Aspiration Bronchique

ASC : Advanced Spectra Classifier

AST : Aspiration Trachéale

ATCC : American Type Culture Collection

CE : Communauté Européenne

CHCA : Acidea-Cyano-4-HydroxyCinnamique

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CIP : Collection Institut Pasteur

DSM : Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

HGE : Hépato-Gastro-Entérologie

IVD : In Vitro Diagnosis

JCM : Japan Coleection of Microorganismes

LBA : Lavage Broncho-Alvéolaire

LMG : Laboratory of Microbiology Ghent

LPSN : List of Prokaryotic names with Standing iarhenclature
LUH : Leibniz Universitat Hannover

MALDI-TOF : Matrix-Assisted Laser-Desorption/lonizan Time-Of-Flight
MCO : Médecine, Chirurgie, Obstétrique

MPU : Médecine Post-Urgences

NIPH : Norwegian Institute of Public Health

ORL : Oto-Rhino-Laryngologie

PCR : Polymerase Chain Reaction

RUO : Research Use Only

SARAMIS : Spectral Archive and Microbial Identifib@n System
SSR : Soins de Suite et de Réadaptation
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TRAVAIL DE THESE REDIGE EN FRANCAIS

1 Introduction

Acinetobacter baumannii est un coccobacille a Gram négatif, dont I'impima en
pathologie humaine n'a cessé d'augmenter ces dargieres années (1). Cette bactérie est
aujourd’hui reconnue comme l'un des principaux @gatinfections nosocomiales en
réanimation, ou elle représente environ 10 % diections, alors qu'elle ne représente que
1% des infections hospitalieres tous services cuhfe [Enquéte nationale de prévalence
Francaise de 2006JA. baumannii est principalement a l'origine de pneumopathiess so

ventilation, mais cette bactérie peut égalemert Esponsable d'infections urinaires, et de

facon plus sporadique, de méningites$, d’endocgditede surinfections des plaies d’origine

traumatique ou chirurgicale (2,3). Elle sévit phasticulierement en soins intensifs du fait de
l'utilisation prépondérante des cathéters, sondiesuldation et d'appareils de ventilation
meécanique (4). Ces infections peuvent survenirusumode épidémique, grace au pouvoir
épidémiogene important de la bactérie (2). Enfimd des principales raisons de l'intérét
porté aA. baumannii est sa remarquable capacité a acquérir et accurdake genes de
résistance aux antibiotiques, dont les carbapénéuiestaient jusqu'a récemment considérés
comme le traitement de choix des souches résistami® céphalosporines de troisieme
géneération, ce qui peut conduire a de véritablgmgses thérapeutiques (3).

A. baumannii est également isolé chez des victimes de comftitees ou de catastrophes
naturelles. Dans ces contextes, la bactérie estipalement responsable d'infections des
tissus mous et de la peau ainsi que d'infectiotéoasgiculaires (5,6). En zone tropicale, cette
bactérie est responsable de pneumopathies comnainesutCes pneumopathies sont plus
frégquemment observées chez I'homme de moins dasspréasentant des co-morbidités a type
de diabéte, de broncho-pneumopathie chronique witiste ou d’éthylisme chronique. Le

taux de mortalité de ces infections est élevé,atdre de 40 a 60% (7).

Le genreAcinetobacter a été décrit pour la premiére fois en 1954 pasdriet Prévot, son
caractere immobile le différentiant alors daéshromobacter, mobiles. La taxonomie des
Acinetobacter est en constante évolution, et a ce jour, 30 espent un nom officiel selon

LPSN (List of Prokaryotic names with Standing in mMinclature) Tableau 1)
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Tableau I Liste des especes du geda@netobacter en date de décembre 2013

Nom Souche type Décrit chez I'hnomme Référence
A. baumannii CIP' 7034 Oui Bouvet et Grimont 1986 (8)
A. baylyi CIP 107474 Non Carr et al. 2003 (9)
A. beijerinckii NIPH? 838 Oui Nemec et al. 2009 (10)
A. bereziniae CIP 70.12 Oui Nemec et al. 2010 (11)
A. boissieri LMG? 26959 Non Alvarez-Pérez et al. 2013 (12)
A. bouvetii CIP 107468 Non Carr et al. 2003 (9)
A. brisouii DSM* 18516 Non Anandham et al. 2011 (13)
A. calcoaceticus CiP 81.8 Non Baumann et al. 1968
A. gerneri CIP 107464 Non Carr et al. 2003 (9)
A. grimontii CIP 107470 Non Carr et al 2003 (9)
A. guillouiae CIP 63.46 Oui Nemec et al. 2010 (11)
A. gyllenbergii NIPH 2150 Oui Nemec et al. 2009 (10)
A. haemolyticus CIP 64.3 Oui Bouvet et Grimont 1986 (8)
A. indicus DSM 25388 Non Malhotra et al. 2012 (14)
A. johnsonii CIP 64.6 Oui Bouvet et Grimont 1986 (8)
A. junii CIP 64.5 Oui Bouvet et Grimont 1986 (8)
A. Iwoffii CIP 64.10 Oui Brisou et Prévot 1954
A. nectaris LMG 26958 Non Alvarez-Pérez et al. 2013 (12)
A. nosocomialis ATCC® 17903 Oui Nemec et al. 2011 (15)
A. parvus CIP 108168 Oui Nemec et al. 2003 (16)
A. pittii CIP 70.29 Oui Nemec et al. 2011 (15)
A. radioresistens CIP 103788 Oui Nishimura et al. 1988 (17)
A. rudis LMG 26107 Non Vaz-Moreira et al. 2011 (18)
A. schindleri CIP 107287 Oui Nemec et al. 2001 (19)
A. soli JCM 15062 Oui Kim et al. 2009 (20)
A. tandoii CIP 107469 Non Carr et al. 2003 (9)
A. tjernbergiae CIP 107465 Non Carr et al. 2003 (9)
A. towneri CIP 107472 Non Carr et al. 2003 (9)
A. ursingii NIPH 137 Oui Nemec et al. 2001 (19)
A. venetianus ATCC 31012 Non Vaneechoutte et al. 2009 (21)
DNA group 6 ATCC 17979 Oui Bouvet et Grimont 1986 (8)
DNA group ATCC 17905 Oui Bouvet et Jeanjean 1989 (22),
13BJ/14TU Tjernberg et Using 1989 (23)
DNA group 14BJ LUH 1726 Oui Bouvet et Jeanjean 1989 (22)
DNA group 15BJ LUH 1729 Oui Bouvet et Jeanjean 1289 (
DNA group 15TU LUH 1090 Oui Tjernberg et Using 1923)
DNA group 16 ATCC 17988 Oui Bouvet et Jeanjean 1229 (
DNA group 17 LUH 1736 QOui Bouvet et Jeanjean 1989 (
DNA group LUH 1469 Oui Gerner-Smidt et Tjernberg 1993 (24)
«between 1 and 3 »
DNA group « close LUH 1472 Oui Gerner-Smidt et Tjernberg 1993 (24)

to 13TU »

ICIP : Collection Institut Pasteu?NIPH : Norwegian Institute of Public HealtAL,MG : Laboratory of Microbiology Ghent
: “DSM : Deutsche Sammlung von MikroorganismeRATCC : American Type Culture Collection ®JCM : Japan

Coleection of MicroorganismesLUH : Leibniz Universitat Hannover.
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Les Acinetobacter sont des bactéries aérobies stricts, immobilegfpisacapsulées,
non fermentaires, catalase positive, oxydase négatiavec un contenu en G+C (guanine +
cytosine) compris entre 39 et 47%.

L’identification phénotypique au rang d’espéce dunrg Acinetobacter est difficile.
Les galeries et les systemes automatisés (Vitekh2emix) ne permettent pas d’identifier
I'espéceA. baumannii, mais identifient le complexAcinetobacter cal coaceticus-baumannii
(Acb). Ce complexe regroupe 3 espéces pathogénes ffmmnhe : A. baumannii, A.
nosocomialis (anciennementA. genomospecies 13 TU) €. pittii (anciennementA.
genomospecies 3) ainsi que l'espéce environnerseAtatalcoaceticus. Ces difficultés
d’identification sont a I'origine d’une sous-estitioa de I'implication d’espéces autres 4u’
baumannii en pathologie humaine (25).

L'utilisation d'outils de biologie moléculaire a&gusqu'a présent le meilleur moyen
pour pallier a la mauvaise identification phénoty@ des espécesAtinetobacter. Ainsi,
pour l'identification de I'espécA. baumannii, la méthode la plus utilisée est la détection du
geneblagasi-ikepar PCR en temps ré@6). Ce géne code pour une oxacillinase intringéqu
chromosomique spécifigue de I'espéce. Pour identifes autres especes du genre
Acinetobacter, la technique la plus efficace est le séquencagéepdu génepoB (27,28). Ce
géne code pour la sous-unité béta de 'ARN polysget présente des zones conservées et
hypervariables qui permettent la discrimination k@de plupart des espéces du genre
Acinetobacter.

Depuis quelques années, une nouvelle technigderdification est apparue dans le
domaine de la microbiologie. Il s’agit de la spentétrie de masse couplant une source
d'ionisation laser assistée par matrice et un apalya temps de vol (MALDI-TOF pour
Matrix-Assisted Laser-Desorption/lonization Time-Blight). Elle permet une identification
rapide basée sur la détermination des masses rfatésudes protéines bactériennes, pour la
plupart ribosomales, par la détection du rappodsaaur charge de la protéine. Les résultats
sont présentés sous forme d’un spectre de maskg-cCest caractéristique de chaque espéce
et est comparé aux spectres d'une base de dondéemxge 1. Au laboratoire de
bactériologie du CHU d'Angers, le spectrométre dessa utilisé est le VITEKRMS plus de
bioMérieux (Marcy I'Etoile, France). Il existe 2 des d'utilisation du VITEKMS plus i) un
mode IVD (In Vitro Diagnosis) utilisé en routinepmt la version 2.0 actuelle permet
I'identification de 645 espéces bactériennes et ddiieces fongiques difféerentes. Ce mode
comprend une base de données fermée c’est-a-direnadifiable, mais qui est marquée CE.
i) un mode RUO (Research Use Only), utilisant ésé de données SARAMIS (spectral
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archive and microbial identification system) versié.12. Cette base de données contient
1202 espéces bactériennes et fongiques, elle alifiade, mais elle n'est pas validée dans le
cadre du diagnostic médical. Actuellement, aucues deux méthodes d'utilisation du
VITEK"MS plus (IVD ou RUO) proposées ne permet une ifleation correcte des
différentes especes appartenant au compeke

Le but de ce travail est d'implémenter la basaeldaenées RUO avec des spectres
spécifiqgues pour permettre une identification fabt rapide des trois espéces du complexe

Acb décrites comme étant pathogénes pour I'homme.

2 Matériels et méthodes

2.1 Souches bactériennes

Les souches dcinetobacter utilisées pour la création des super spectresdamsouches
cliniques et environnementales. Parmi les souchegues, certaines sont des souches de
référence, comme les souches CIP 5377, CIP 10£292P 7034 pouA. baumannii, et CIP
7029T pourA. pittii. Les autres souches cliniques proviennent du ddbive de bactériologie
du CHU d’Angers. Les souches environnementale®tnisolées lors d'études réalisées a La
Réunion et au Liban. Les souche®dhetobacter utilisées pour valider les spectres de
référence et les super spectres sont des souchegues isolées au laboratoire de
bactériologie du CHU d’Angers. Toutes les souchéisées ont été conservées en cryobilles
a — 80°C ou en gélose viande-foie a températureaated

La souche @scherichia coli ATCC8739 a été utilisée pour la calibration mateudu

laser et comme contrdle interne.

2.2 Séequencage rpoB

L'identification au rang d’espece de toutes lesckes utilisées dans cette étude a été
confirmée par séquencage partiel du gepeB, selon le schéma proposé par Guetdal.
(23). Brievement, un fragment de 350 pb qui perdeetliscriminer aisément les différentes
especes dcinetobacter est amplifié a l'aide des amorces Ac696F et Ac1098&juences
respectives 5-TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAAG-3' et 5'-
CMACACCYTTGTTMCCRTGA-3’), selon les conditions deCR suivantes : apres une
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activation de I'enzyme (GoTaq DNA polymerase — RegenMadison, USA) a 94 °C pendant
15 min, une étape d’amplification de 'ADN ciblet@galisée sur 40 cycles. Chaque cycle
comprend une phase de dénaturation de 30 sec @,94hé& phase d’hybridation de 30 sec a
55 °C et une phase d’élongation de 1 min a 72 ¥@inEune étape d'élongation finale est
réalisée a 72°C pendant 5 min. L'ADN amplifié egtsugte quantifié avec le
spectrophotometre NanoDrop 1000 (ThermoScienWMidmington, USA), et les amplicons
sont purifiés a l'aide du kit Nucleof8stMacherey Nagel, Diiren, Germany), selon les
recommandations du fournisseur. Puis, la réacters@juence est realisée a l'aide du kit
BigDye Terminator (v3.1. - Applied Biosystems, Fas€ity, USA), selon les conditions de
PCR recommandées par le fournisseur : activatidfedeyme a 96 °C pendant 1 min, étape
d’amplification réalisée sur 25 cycles, chaque ey@mprenant une phase de dénaturation de
10 sec a 96 °C, une phase d’hybridation de 5 $&°& et une phase d’élongation de 4 min a
60 °C. Enfin, apres purification des produits dgusice a l'isopropanol, une électrophorese
est réalisée avec le séquenceur 3130XL Geneticyae® (Applied Biosystems, Foster City,
USA). Les séquences nucléotidiques obtenues saniitenanalysées sur le serveur NCBI
avec le logiciel BlastN (BLAST Basic Local AlignmieSearch Tool.htm). Un isolat est
considéré comme correctement identifié lorsqué&tpence obtenue présente une similarité

98% avec la séquence la plus proche de l'espétérieace donnée par BlastN.

2.3 Spectrometre de masse

Le spectrométre de masse de notre étude est leR/IWES plus de bioMérieux, il est
utilisé en mode RUO. La souch&dtoli ATCC8739 servant a la fois de calibration manuelle
du laser et de contrdle interne est déposée elicatipsur une cible Vitek M% (DS ref.
410893). Les souchesAdinetobacter étudiées dans ce travail sont déposées en duplinat
matrice acidar-cyano-4-hydroxycinnamique (CHCA) est ensuite @eut_es parameétres du
laser sont ceux recommandés par le fournisseurarfpdres par défaut). Les masses
protéigues analysées sont comprises entre 200@0G&02Daltons avec une tolérance de
0.08%.

Dans un premier temps, une calibration manuelléadear est effectuée. Pour cela, un
total de 100 tirs est réalisé sur un dépbt compotia souche &. coli ATCC8739. Les
résultats sont représentés sous forme de spectmpadse. La calibration est validée si

I'intensité des pics correspondant aux massesiqueteest comprise entre 20 et 100 mV, si la

15



somme des intensités des pics est de plus de 300& 5i la résolution des pics principaux
est a au moins 600.

Lorsque la calibration manuelle est validée, leldage a nouveau sur la souch&.d'
coli, celle-ci servant alors de contrdle interne. Ereslies différentes soucheg\dnetobacter
sont analysées, a raison de 100 tirs par spotnElilaser tire une derniére fois sur le
contrdle interne. Lorsque les résultats de ce desont conformes a ceux préconisés par le
fournisseur (identification H. coli avec un degré de confiance >90%), les données
concernant les masses protéiques des souch@ratibbacter sont transférées dans le logiciel

Launchpad puis interprétées a I'aide de la base de donn&RARIS ™.

2.4 Principe de la base de données SARAMIY

La base de données SARAMYScomprend) des "super spectres” qui sont des spectres
obtenus a partir des 40 masses protéiques lesspksfiques et représentées d'une espéece
bactérienne. Brievement, un super spectre estséealipartir des spectres protéiques d'au
moins huit souches d'une méme espéce, chaque saiahé analysée elle-méme dans
différentes conditions. Parmi tous les spectregrmid, ceux retenus pour la réalisation du
super spectre doivent avoir un nombre de massésigues compris entre 70 et 160 et plus
de 65% de masses communes entre eux. Par ailaus,une méme souche analysée sous
différentes conditions de culture, les spectreseidiavoir une homologie de plus de 70%. La
bonne homologie est visualisée a I'aide d'un demdmme;ii) des spectres de référence, ce
sont des spectres de souches bactériennes quieng & compléter la base de données
spectrale. Ces spectres de référence ont servierod la réalisation de super-spectres.

Lorsqu'une souche bactérienne est analysée parapétrie de masse, le spectre obtenu
est dans un premier temps comparé aux super spgrgsents dans la base de données. Si
aucune identification n'est retrouvée, le spedbtermu est comparé aux spectres de référence.

Cette base de données RUO "non figée" a pour ayanpaincipal de permettre a

I'expérimentateur d'incrémenter de nouveaux spebtetériens.
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2.5 Création des super spectres

Dix souches dA. baumannii et d’A. pittii (dont les souches de référence) ainsi que 8
souches dA. nosocomialis ont été utilisées pour la création des super sgdChaque souche
a été ensemencée sur 6 milieux difféerents: 2 gélau sang Oxoid (Thermo Fisher
Scientific, United Kingdom) 2 géloses Chromogenestgpe UTI® Oxoid et 2 géloses
Mueller-Hinton (Bio-Rad Laboratories, Inc., HercsildJSA). Une gélose de chaque type a
été incubée a 29°C et une autre a 37°C, pendahedi&s au total. Pour chaque milieu, des
dépots ont été realisés aprés 24 et 48 heureslloéition, en duplicat. Pour chaque duplicat,
un seul spectre a été sélectionné, il devait ptésen nombre de masses compris entre 70 et
160 et un bon pourcentage d'homologie avec leesagouches de son espece dans le
dendrogramme. Aprés avoir été incrémentés dansada He données SARAMIS comme
spectres de référence dans leur espece respass/epectres ont servi a la création de super
spectres.

Plusieurs étapes ont été nécessaires a la créd®super spectres. Tout d’abord, les
masses protéigues communes a au moins 2 des Fsgfigtérét ont été exclues. Ensuite,
pour chaque espeéce, les 40 masses les plus rejgeseians les spectres de référence ont été
sélectionnées. Un poids plus ou moins importarieaairibué a chacune de ces masses, en
fonction de leur fréquence au sein des différepecses. Enfin, les super spectres obtenus
ont été validés aprés comparaison avec les spedaetoutes les espéces bactériennes
présentes dans la base de données SARAMAENn de s'assurer de leur spécificité d'espéce.
Pour ne pas interférer avec notre étude, les spgmatres dAcinetobacter déja présents dans

la base de données SARAMSont été inactivés.

2.6 Validation des super spectres et des spectres ddéaence

Pour valider les super spectres ainsi que les igsede référence incrémentés dans la
base de données SARAMIY 100 souches du complex&b dont lidentification a été
confirmée par séquencage du gapeB ont été analysées par spectrométrie de masse.
Quatre-vingt onze de ces souches étaient d’origingjue et provenaient du CHU d'Angers
(Annexe 2 et 9 étaient gracieusement données par le labadtioMérieux.

Pour identifier une souche, le logiciel SARAMYScompare d’abord son spectre avec les

super spectres présents dans la base de donnéesédidtats de cette comparaison sont
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présentés avec un code couleur qui correspondifféredts indices de confiance : vert foncé
si le degré de confiance est > 99.9%, vert cldie siegré de confiance est compris entre 90%
et 99.9%, jaune s'il est compris entre 80% et 90%amc s'il est compris entre 75% et 80%
(Figure 1). Si aucune correspondance avec un super spéesteobtenue avec un degré de
confiance d'au moins 75%, la souche est compaielas spectres de référence de la base de
données. Le résultat apparait alors en blanc awvediem « Show details » pour les

identifications proposées et leur indice de cortitan

1. SARAMIS Premium (admin) s i =1
File Options

@ Spectra m,_Resuhs

lentifiedFiles__ For Use Only_ Notfor usein di

| acquisition time name sample family genus species | strain | datacount matrix Impart Spe| delete compare| compare result

(O 11 14or 2014 1607 |BMX_000_0091_1B3[c] ______ r r T [Shoubesis |
P T T AR e — _____ = I B
T3Mar 20141554 BX_000_D0%5 1120c]  Souche test 32 770 Fanily i Mor_ Acineiobacler plﬂu Angers CHw. O [ [
~BMX_000_0091_1C4(c] Souch s e G = piti Angers -w [ [] [
WZMurZDMWEDZ BMX_DDO_DDB3_1BB[C_} Souche test?3-1 83.40 Faml\y\IMo Acmetobude baumar\ml Angers 63 CHCA O [ [

name i Sample um matches matches (%) | referencemas | strain
|BMX_000_009 Souche test 4-1 8 100.00
|BMX_000_00 CHA-1_10 92,10 1 Angers pitii Acineiobacter Family Il

|BMX_000_00 Mad Eva-1 03 0! .10 Angers pittii Acinetobacter Family Il
BMX_000_00 CIP TOZB‘H__DS 92,10 Angers pittii Acinetobacter Fami\'/_\l

2

Ok

Figure 1 Exemple de résultat obtenu par le logiciel SARAMISiprés analyse de souches
par spectrométrie de masse.

3 Reésultats

3.1 Caractéristiques des spectres de référence et desipsr

spectres de notre étude

Un total de 120 spectres sur 240 a été retenu Aobaumannii et A. pittii, et 96
spectres sur 192 pouk. nosocomialis, soit un spectre par souche, milieu de culture,
température d'incubation et durée d'incubation. Spestres ont été incrémentés dans la base
de données SARAMI¥', sous forme de spectres de référence. lls avaienombre médian
de masses de 109 (entre 74 et 158) pobaumannii, 111,5 (entre 73 et 160) podr pittii et
107,5 (entre 73 et 158) poArnosocomialis.

Les super spectres des 3 especes ont été crégtiradea spectres de référence qui

avaient un pourcentage d'’homologie > 70%. Ainsi5 Kpectres de référence ont été
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sélectionnés pouA. baumannii et A. pittii, et 96 spectres poud. nosocomialis. A partir de

ces spectres choisis, les 40 masses protéiquesicpes d'espéce les plus représentées ont
éte sélectionnées. Ces masses ont été sélectiosurdasbase de leur représentativité au sein
des spectres de référence, et de leur spécifigsgpélce. Ainsi, 79 masses protéiques ont été
exclues du choix car elles étaient présentes damsains 2 des 3 espéces d'intérét. La liste
des 40 masses retenues par espece pour la crdatosuper spectres est présentée dans le
tableau Il. La majorité des 40 masses protéiques retenues ghague espéce n'était pas
présente dans tous les spectres de référencespedéeconsidérée. Seule une masse protéique
de 5748,6 Da spécifique A baumannii était retrouvée dans tous les spectres de réianc
cette espece. Concernahtpittii, deux masses protéiques de 3948,9 et de 9923¢&tdimt
présentes dans tous les spectres de référencettdeespece. Enfin pouk. nosocomialis,

deux masses de 3188,4 et 7929,6 Da étaient rersudans tous les spectres de référence de

cette espece.

Tableau Il Masses retenues pour la création des super specégsnasses en gras sont

celles présentes dans tous les spectres de rédéagant servi a la création du super spectre.

Espece du Masses (Da) retenues pour la création des supetrepe
complexeAcb

A. baumannii 3055,6 ; 3106,3; 3122,3; 3162,8; 3177,5; 32513B830,2 ; 3350,4 ;
3635,5; 3727,3; 3741,5; 4243,4; 4251,7 ; 42864B59,4 ; 4463,1 ;
5038,1; 5383,6 ; 5637,2; 5642,4748,6; 5770,6 ; 6043,4; 6159,9 ;
6328,2; 6503,8; 6632,1; 7272,6 ; 7458,2; 7458(458,8 ; 8506,3 ;
8721,2 ; 8905,7 ; 10879,9 ; 11284,6 ; 12319,7

A. pittii 3179,9; 3681,9; 3908,53948,¢; 4286,0; 4309,5; 4411,1; 4430,6;
4438,2 ; 5194,9; 5200,9; 5405,8; 5650,3; 5778979,2; 5797,4;
5800,7 ; 5801,4 ; 5822,4; 5822,7 ; 5924,4 ; 6038467,5; 6256,7 ;
6284,5; 6566,7 ; 6678,2; 6691,9; 6710,7 ; 68226992,2 ; 7459,2 ;
8622,0 ; 8823,9 ; 9068,1923,7; 10811,9 ; 11049,9 ; 11299,3

A. nosocomialis 3130,7 ;3188,¢; 3594,3; 3765,0; 3964,1; 4068,9; 4079,9 ;H447
4280,0 ; 4600,5; 4997,4; 5006,9 ; 5007,0; 50545935,1; 5161,1;
5196,6 ; 5416,9 ; 5431,6; 5649,7 ; 5661,1; 603%225,4; 6246,9 ;
6322,4; 6359,9; 6375,6; 6716,4; 6933,8; 69717929,6 ; 8138,8;
8162,6 ; 8261,0 ; 8548,3 ; 8560,4 ; 8928,5 ; 9994835,0
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Lafigure 2 présente l'allure du super spectre obtenu powedpsced\. baumannii, A. pittii et
A. nosocomialis.

Inte'n§ité rgla?ive A. baumannii
(Unité arbitraire)

42434
5770.6 72726
. S—— = 564 .:1 — o 8506,3 g721, §905.7 412846 anyn 12610,
fos B e PP T-‘%*J Y e [ wos o] i
mase m/z
Intensité relative e A. pittii
(Unité arbitraire)
L5
57574
* kz.* | ‘
o A = 4058 PR ciamEaT 6919 o . 2.7 ] 1123, 12334
oo s fec ot [ Ped T pofigoge: e I 1™ yomsf™ =
mase m/z
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Figure 2 Super spectre A baumannii, A. pitﬂ1 F&F'A. nosocomialis (les fleches représentent

les pics retrouveés dans tous les spectres de méidke I'espéce considérée).
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3.2 Validation des super spectres et des spectres ddaence

Un total de 100 souches appartenant au complési@etobacter calcoaceticus-
baumannii dont 91 étaient d’origine clinique et provenant@dU d'Angers, a été étudié par
MALDI-TOF MS. Les 9 autres souches avaient été igtmement données par bioMérieux.
Les caractéristiques de ces 91 souches cliniqgianies du CHU d'Angers sont présentées
en dans léableau Ill et enannexe 2

Tableau Ill Répartition des souche®Adb étudiées en fonction de la localisation du patent

du type de prélevement

Service MCO* Réanimation SSK Urgences Total

Origin

Respiratoire 4 5 0 0 9
Urine 13 1 6 1 21
Cathéter et 9 0 4 1 14
sang
Peau et tissus 6 2 0 2 10
mous
Ostéoarticulaire 1
Digestive et 4 0 0 0 4
génitale
Dépistage 1 31 0 0 32
Total 38 39 10 4 91

1 MCO : médecine, chirurgie, obstétriqu&SSR : soins de suite et de réadaptation
La majorité des souches était isolée lors de degmstlans les services de réanimation
(31 souches). Les autres services pourvoyeursudess étaient les services de médecine, de
chirurgie et d'obstétrique. Enfin, trés peu de besmnt été isolées de patients hospitalisés en
soins de suite et de réadaptation ou encore awnceg. Les souchesAdb responsables
d’infections sur cathéter ou de bactériémies regmmdsent 15% des souches cliniques et celles
retrouvées dans les urines, 23%.
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Soixante treize des 100 souches ont pu étre itdifiprées comparaison avec les super
spectres créés lors de cette étude. Il s'agigeaB6 souches dA. baumannii, 31 souches
d’A. pittii et 6 souches A. nosocomialis. Parmi ces identifications, 44% avaient un indlee
confiance supérieur a 99.9%.

Les 27 souches non identifiées par un super speatrété comparées aux spectres de
référence de la base de données qui ont permisrdifitr 4 A. baumannii, 18 A. pittii et 4A.
nosocomialis.

Concernant les souches isolées du laboratoire derimogie, sur les 91, 67 ont été
identifiées a I'aide d'un super spectre, et pales,ed7 'ont été avec un degré de confiance de
plus de 90%. Neuf souches ont été identifiees amettegré de confiance compris entre 80%
et 90% et 11 autres souches avec un degré de moafientre 75% et 80%arinexe 3.
Concernant les autres souches du laboratoire, 2£téndentifices a l'aide d'un spectre de
référence dont 9 avec un degré de confiance deda80%, 9 avec un degré de confiance
compris entre 80% et 90%, 3 avec un degré de cwdi@ntre 70% et 80%, et 2 avec un
degré de confiance entre 65% et 70%. Une seulehsauait un indice de confiance de mois
de 65%. Il s'agissait d'une souchA. ¢ittii dont l'indice de confiance obtenu n'était que de
57%. Cette souche avait été identifiée commA.pittii par biologie moléculaire.

Globalement, 90% (36 sur 40) des souch@s lhumannii ont été identifiées grace au
super spectre, alors que pa@upittii, seules 62% (31 sur 50) ont pu étre identifieksde du
super spectre. Une seule souche isolée au laberat@té identifiée commf& nosocomialis,
elle I'a été avec le super spectre. Cette soudieisgblée d'un dépistage pharyngé chez un

patient hospitalisé en réanimation médicale.

3.3 Résultats du séquencage du gempoB et comparaison avec les
résultats obtenus par spectrométrie de masse
Le séquencage du genmB a été réalisé sur les 100 souches de cette dtadeésultats

étaient les suivants : 50 souches ont été ideasifidcomme étanh. pittii, 40 commeA.

baumannii et 10 comm@e\. nosocomialis.

Les identifications obtenues par biologie moléaelataient toutes concordantes avec
celles obtenues par spectrométrie de magabléau V). Au total, 99% des souches ont été

correctement identifiées par spectrométrie de malsaesouche considérée comme non
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identifiée par MALDI-TOF car son indice de confignétait < 65%, a été identifiée comme
un A. pittii par biologie moléculaire. Ce résultat concordecaadui obtenu par MALDI-TOF

pour lequel ’homologie était de 57% avec cette m@&spéece.

Tableau IV Comparaison des identifications bactériennes obepar séquencage du gene
rpoB et par spectrométrie de masse.

Nombre de Nombre de souches Nombre de souches
souches identifiées identifiées par identifiées a I'aide du
par séquencgage MALDI-TOF super spectre
rpoB
A. baumannii 40 40 36
A pittii 50 49 31
A. nosocomialisC 10 10 6

O Neuf des 10 souchesAl’ nosocomialis ont été fournies par bioMérieux et une souche

provient du laboratoire de bactériologie du CHU miy&rs.

4 Discussion

A. baumannii est une bactérie appartenant au comphsoteresponsable d'infections
nosocomiales évoluant sous forme de bouffées émpgés et sa prévalence n'a cessé
d'augmenter ces derniéres années, notamment émadan, ou elle est aujourd’hui reconnue
comme l'un des principaux agents d'infections nosiales (3,29,30). L'identification au
rang d'espéce des bactéries du comphekeest difficile du fait de leur proximité génétique,
ce qui conduirait, d'aprés Higgire al. & une mauvaise identification de pres de 25% des
souches (25). Il est cependant essentiel, a la @is point de vue clinique et
épidémiologique, de pouvoir différencier ces especerrectement. La spectrométrie de
masse de type MALDI-TOF, acquise récemment dansndmbreux laboratoires de
microbiologie, peut répondre a cette problématidtre effet, cette technique est valide pour
I'identification des principales espéces bactérganimouvées en routine dans un laboratoire de
microbiologie (31,32), avec une trés bonne reprodilitd inter laboratoire (33). La
spectrométrie de masse permet également de mientifidr des bactéries exigeantes comme

les bactéries anaérobies (34) ou de mieux diffégerdes sous-espéces comme cela a été
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décrit par exemple par Fangoesal. pour les sous-espéces du complékgobacterium
abcessus (35). De nombreuses études ont par ailleurs mdnttérét de cette technique dans
I'identification de bactéries directement a patr prélévements comme les hémocultures
(36—38) Enfin, des auteurs ont démontré l'intérét de latspmeétrie de masse MALDI-TOF
dans la détection de bactéries résistantes awamambmes (39—-41). Toutefois, la base de
données du VITEKMS plus (IVD ou RUO) est pauvre en ce qui concdeseespéces du
complexeAch, ce qui en fait un outil peu performant pour liiication de ces espéces.
Notre travail a consisté a améliorer cette basdamées, en mode RUO, dans la base de
données SARAMI8". Pour cela, nous avons dans un premier tempsniecr& des spectres
de référence obtenus a partir de souches bientéasges. Dans un second temps, nous avons
utilisé ces spectres pour la réalisation des ssipectres. Ces derniers ont été définis a partir
de masses protéiques sélectionnées et spécifigquebatune des especes. Cette étape a été
rendue délicate car les masses protéiques n'éf@asnsystématiquement présentes dans tous
les spectres de référence pour une espéce corsidash au contraire. Ainsi, PO
baumannii par exemple, seule une masse (a 5748,6 Da) avaitefouvée dans les 120
spectres de référence. Cette masse, que nous séleationnée pour la constitution du super
spectre d\. baumannii, a déja été décrite comme étant spécifique de estiece par Se@b

al. (42), dont le travail reposait sur lidentificaticdes especes du compleReb par
spectrométrie de masse MALDI TOF Bruker Daltonikifizig, Germany).

Dans la littérature, d'autres études ont portélsudifférenciation des especes du
complexe Acb par MALDI-TOF, mais l'appareil utilisé était le wer Daltonik et les
techniques utilisées étaient différentes de laenaine étude a changé la préparation des
échantillons avant dépét sur la matrice (42) et aore a analysé les spectres par
chimiométrie (43) qui est une technique d’analysdtinvariée des données. Ces études
montraient de tres bons résultats, entre 90 et @98entification correcte. Mais a notre
connaissance, aucune étude portant sur I'amébtarate la base de données deb sur
SARAMIS™ n'a été publiée a ce jour.

Préalablement a notre travail, nous avons réah&ecalibration manuelle qui est une
étape préliminaire primordiale avant identificatida souches bactériennes en mode RUO.
Cette étape permet de calibrer le laser, qui pgatlégérement déréglé lors du passage du
spectrometre de masse du mode IVD vers le mode FUfa. calibration n'est pas conforme
aux réesultats attendus, les spectres obtenus aq#prhate peuvent étre de moins bonne

qualité, faussant ainsi l'interprétation des reéssilt
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Nous avons validé notre base de données sur uh ge®4 souches cliniques isolées
lors d'infections ou dans un contexte de colorosathez des patients hospitalisés au CHU
d'Angers. Les résultats ont été concluants puidgubase de données nous a permis
d'identifier correctement 99% de ces souches ag déaspeces et parmi elles, 73% a partir
des super spectres. Ces résultats montrent quamdsses retenues pour la réalisation des
super spectres étaient bien choisies car spécHfides especes considérées.

L'utilisation en routine du spectrometre de masseeanombreux avantages, en
particulier par rapport a la biologie moléculaifeette technique est en effet plus rapide,
I'identification étant obtenue en moins d’une maumnoins chére, et nécessite une formation
moins importante que celle nécessaire pour la dielanoléculaire (32). En effet, pour
pouvoir identifier correctement au rang d'espeseAt@netobacter, le séquencage partiel du
génerpoB est nécessaire, ce qui est consommateur de temipspose l'acquisition d'un

séquenceur.

A. baumannii, qui appartient au complex&ch, est décrite par de nombreux auteurs
comme étant la bactérie la plus pathogene du comple fait notamment de son pouvoir
épidémiogene et de sa facilité a acquérir des n@oas de résistance aux antibiotiques
(44,45). Toutefois, un certain nombre de public&icapportent un réle non négligeable des
autres especes en pathologie humaine, c'est leotasmment d. pittii (46). En effetA. pittii
a été décrit dans des épidémies dans des sendgaéanimation (47,48), mais également dans
des infections de plaies (49). Certaines de cexctioihhs peuvent étre dues a des souches
résistantes aux carpabénemes comme cela a été etetriande (46)A. calcoaceticus étant
une bactérie environnementale et non décrite damgfections chez 'homme, nous n'avons
pas mis au point de spectre pour cette espece (3).

Sur les 91 souches cliniques de notre étude, sdQlesit été identifiées comme étant
desA. baumannii. Ces résultats, concordants avec les résultaitresaétudes (25,46,50-52),
montrent que les infections dues aux autres espliceamplexeAcb sont sous-estimées.
Ainsi, une étude publiée en 2012 aux Etats-Unis) (80 portant sur les bactériémies
nosocomiales aAcinetobacter, montrait que pres d'un tiers des souches isoléasné
représentées pak. nosocomialis et A. pittii. Les auteurs ont rappelé l'importance de la
distinction des espéces darbaumannii est un facteur de mauvais pronostic (50) par rappor
aux autres especes du complédad. Une étude publiée en Norvége en 2011 portant sur
I'identification des bactéries de compledeb responsables de septicémies (47) a montré que
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'espéce la plus fréquemment retrouvée éfaitnosocomialis (49,6%) suivie dA. pittii
(19,5%), et quUA. baumannii ne représentait que 8,8% des isolats. En Allemagdeeicher

et al. ont étudié toutes les souches du compllsie isolées sur une période de 5 ans de
patients hospitalisés dans difféerents hopitaux alys et les résultats ont montré que I'espéce

prédominante étah. pittii, devantA. baumannii (52).

La base de données que nous avons développéee cgdties étude s'applique
uniquement en mode recherche (SARAMYS et ne pourra pas étre transposée a terme dans
la base de données IVD. En effet, les 2 bases deéds fonctionnent sur des algorithmes
différents : la base SARAMI¥' identifie les souches & partir des super spectéss sur la
base de spectres de référence insérés, alors dueséalVD identifie les souches en leur
attribuant des scores selon le nombre de picsuwlasegment du diagramme (explication plus
détaillée enannexe ). Ce travail nécessite donc d’étre approfondi pque les spectres

soient intégrés a la base de données en IVD.

5 Conclusion

A. baumannii, qui appartient au complex&ch, est une bactérie dont le role dans les
infections nosocomiales est important. Toutefaesrdle en pathologie humaine des autres
especes de ce complexe, en particlligpittii et A. nosocomialis, n'est pas a négliger. Ces 3
especes bactériennes doivent pouvoir étre correcteidentifiées, or, actuellement, les outils
dont disposent les microbiologistes ne permetters fous une identification précise. Le
MALDI-TOF VITEK ®MS plus ne permet pas de discriminer ces espéaefadsase de
données SARAMI8" ne comporte pas les spectres nécessaires. Natrailta permis
d'optimiser cette base de données permettant wmifidation fiable et rapide des trois
espéeces. Cette base de données pourra étre une albenmative de la biologie moléculaire
dont les codts et la technicité sont plus impogalhserait intéressant a présent de développer
la base IVD pour permettre l'identification coreediesAcb car cette base est la seule validée

dans le cadre du diagnostic médical.
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Abstract
Acinetobacter baumannii belongs to theAcinetobacter calcoaceticus-baumannii

complex containing 2 other human pathogenic spedespittii and A. nosocomialis.
Identification of species of th&cb complex remains problematic despite the use of AL
TOF mass spectrometry. In this work, we enriched 8ARAMIS™ database of the
VITEK"MS plus (bioMérieux) to improve the identificatiof species of thécb complex.
For this, we incremented in the database 120 meterspectra of. baumannii, andA. pittii

as well as 96 reference spectrafofnosocomialis. Then, for each species, we selected 40
specific masses from reference spectra to cregierSpectra. In a second step, we validated
reference spectra and SuperSpectra with 100 stvaiose identification was confirmed by
rpoB gene sequencing. A total of 99% of strains wereectly identified by the MALDI-
TOF MS and among them, 73 were identified by a 8spectrum. Only 1 strain was not
identified, it was anA. pittii. Our database is promising and may be used fordpal

identification of species of th&cb complex in alternative of molecular biology.
Key words

Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex, MALDI-TOF
identification, VITEX’MS plus, SARAMIS™, SuperSpectrum

28



1 Introduction

The genudAcinetobacter has undergone significant taxonomic modificatiserothe
last ten years and it currently comprises more tB@ngenomic species (LPSN - List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature)hthe most important representative is
Acinetobacter baumannii, an opportunistic pathogen involved in a wide numiod
nosocomialis infections such as ventilator-assedigineumonia, bloodstream, and urinary
tract infections (2,3). This bacterium belongs lie Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
(Acb) complex which includes 2 other human pathogepécies Acinetobacter nosocomialis
(formerly Acinetobacter genomospecies 13 TU) and Acinetobacter pittii  (formerly
Acinetobacter genomospecies 3), as well asAcinetobacter calcoaceticus which is considered
as an environmental species. Unfortunately, phemotiests used in diagnostic laboratories
are unable to differentiate species of Aub complex leading to an underestimation of non-
baumannii Acb in human infections (24).

Molecular biology tools have so far been the besy v0 overcome poor phenotypic
identification of Acinetobacter species. Thus, for identification & baumannii, one of the
reference methods is detection of bhayas1-ikegene by real-time PCR (25). This gene codes
for a species specific chromosomal intrinsic oxeebke. To identify other species of the
genusAcinetobacter, the most effective technique is partial sequenohtherpoB gene, as
developed by La Scokt al.(27, 28).

In recent years, the new identification techniquagrim assisted laser ionization time
of flight mass spectrometry (MALDI-TOF) appearedtime field of microbiology, allowing
rapid identification of bacteria. This techniquebased on the determination of the exact
molecular masses of small proteins, by measuriagihss/charge ratio of the analytes. The
results are displayed as a protein mass spectriimhws characteristic for each species. The
VITEK”MS plus (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) is ookthe spectrometers currently
available. There are 2 ways of using VITEMS plus for bacterial identification i) an In
Vitro Diagnosis (IVD) mode, routinely used in mibiological laboratories, and allowing
identification of 645 bacterial and 110 yeast speciThis mode comprises a non-modifiable
database ii) a Research Use Only (RUO) mode ubimGARAMIS™ (spectral archive and
microbial identification system) version 4.12 datsd. This database contains 1202 species,

29



can be modified, but is not validated in medicagiosis. Currently, none of the two modes
allow correct identification of the species belaongto theAcb complex.

The aim of this work was to complete the RUO dasabto enable rapid and reliable
identification of the three human pathogenic spedielonging to theAcb complex, A.
baumannii, A. pittii andA. nosocomialis.

2 Materials and methods

2.1 Bacterial strains

A first set of strains isolated from human and emvuinental samples as well as reference
strains were used to define the reference specitlatle SuperSpectra: 18 baumannii
strains (CIP 5377, CIP 107292, CIP 7034 and 7 welhtified clinical strains), 1@. pittii
strains (CIP 7029T and 9 well identified clinicatasns clinical strains), &. nosocomialis
strains (well identified environmental strains)s@cond set of strains was used for validation
of the SuperSpectra. One hundred additional strainé. baumannii, A. pittii and A.
nosocomialis were used. Ninety one of them were isolated froméin clinical cases from the
laboratory of bacteriology of the Hospital Univéysiof Angers (France) and 9 were
graciously given from bioMérieux.

Escherichia coli ATCC8739 strain was used for manual calibratiorthef MALDI-TOF

MS as well as for internal control.

2.2 Culture conditions

The strains used to define the reference speculattea SuperSpectra were seeded on
sheep blood agar (Thermo Fisher Scientific, Unikedgdom), Oxoid Chromogenic agar
UTI® type and Mueller Hinton agar (Bio-Rad Laboratariésc., Hercules, USA) and
incubated at 29°C or 37°C for 24 or 48h. Thein&tobacter strains used to validate the
SuperSpectra and. coli ATCC8739 were streaked onto sheep blood agar racubated at
37°C for 24h.
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2.3 rpoB gene sequencing

Identification of all of theAcinetobacter spp. strains used in this study was confirmed at
a species level byrpoB gene sequencing by using the Ac696F (5'-
TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAAG-3) and Acl1093R (5-
CMACACCYTTGTTMCCRTGA-3’) primers, as described byi@li et al. (28). The 350 bp
sequencing product obtained was compared with seggedeposited in the GenBank
database, by using the Basic Local Alignment T&AUAST) program through the National
Centre for Biotechnology Information (NCBI) ser{&LAST Basic Local Alignment Search
Tool.htm). An isolate was considered as correatlgntified when its partiatpoB gene

sequence yielder 98% similarity with the closest bacterial spedeguence in GenBank.

2.4 MALDI TOF MS parameters

Bacterial cells were spotted onto Vitek fM3arget (bioMérieux) followed by the
addition of 1 pl of the chemical matrix-Cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix). Har coli,

3 spots were done while for teinetobacter, strains were spotted on duplicate. Protein mass
fingerprints were obtained using the MALDI-TOF VIRKEMS plus mass spectrometer
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, France), within a massge from 2,000 to 20,000 Da and a
tolerance of 0.08%.

At first, a manual calibration of the laser wasfpened. For this, a minimum of 100
shots were done on the spot contairiagoli ATCC8739. Results were represented as mass
spectra. Calibration was validated when the intgrefithe peaks was comprised between 20
and 100 mV, the amount of the peak intensity wghér than 3,000 mV and if the resolution
of the main peaks was at least 600. After valisathb the manual calibration, the laser shot
100 times on anotheE. coli spot, serving then as an internal control, then toa&
Acinetobacter spots, and finally also on aB. coli spot. When the internal control was
satisfying (identification oE. coli with a confidence level >90%), protein masses &ata
all the Acinetobacter were acquired by Launchpadand processed, then transferred to
SARAMIS™ server and analysed.
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2.5 Selection of reference spectra

One spectrum per strain and per culture conditias selected as reference spectrum.
To be selected, reference spectra must have a muasiser comprised between 70 and 160
and more than 65% of common masses. Moreover, thid®en spectra for a same considered

species must have more than 70% of homology.

2.6 Creation of SuperSpectra

Before creating our own SuperSpectra, those prasetiie SARAMISY database
were inactivated to avoid interferences. Then,dach species (Abaumannii, A. pittii, A.
nosocomialis), a SuperSpectrum was created on the basis dftiseleof 40 proteic masses
specific of the species considered. Thus, all tbe species-specific proteic masses were
excluded. These 40 masses were chosen as to Enfpreshe highest number of reference
spectra. A greater or lesser weigh was assigneéafoh of the 40 selected masses, depending
on the number of reference spectra where the masgwesent. Finally, each SuperSpectrum,
created was compared to all the bacterial speataept in the SARAMIZ" database.
SuperSpectrum was kept in the database if it dicross with other species.

2.7 Validation of reference spectra and SuperSpectra

Reference spectra and SuperSpectra were validgtessting 100 strains belonging to
the Acb complex and well identified bspoB sequencing.

Each spectrum of each of the 100 strains obtainedVIBLDI-TOF MS was first
compared with the SuperSpectra belonging to the AR ™ database. When a spectrum
matched with a SuperSpectrum, the confidence lievehe best matching was given. When
there was no matching with a SuperSpectrum at @ lgfvconfidence of at least 75%, the
spectrum of the tested strain was compared witlereate spectra of the database.
Identification was valid when the level of confidenwas higher than 75% when comparison

with a SuperSpectrum, and higher than 65 % wherpaoson with a reference spectrum.
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3 Results

3.1 Characteristics of reference spectra and SuperSpeaet

One spectrum per medium culture, temperature dondand time of incubation was
selected for each strain, giving a total of 120ctj@efor A. baumannii andA. pittii, and 96
spectra forA. nosocomialis. All the chosen spectra had a median mass of &® 74-max
158) for A. baumannii, 111.5 (73-160) foA. pitti and 107.5 (73-158) foA. nosocomialis.
These spectra were incremented in the SARAMI@atabase, as reference spectra.
SuperSpectra of the 3 species were created froenerefe spectra with a high percentage of
homology. Thus, 115 reference spectra were seldotdshumannii and A. pittii, and 96 for
A. nosocomialis. For each species, the 40 most common and speunifieip masses present in
the reference spectra were then selected. Befatzaton of the Super Spectra, 79 masses
common to at least two of the species were excludée 40 selected masses used for
creation of SuperSpectra are presentethlihe I. Most of them were not present in all the
reference spectra. Thus, f&rbaumannii, only the proteic mass of 5,748.6 Da was present i
all the A. baumannii reference spectra. Concernifgpittii, two proteic masses at 3,948.9 and
9,923.7 Da were found in all the pittii reference spectra. Finally, fét nosocomialis, only
the masses at 3,188.4 and 7,929.6 Da were prasat the reference spectriigure 1

presents the profile of the SuperSpectrum.dfaumannii, A. pittii andA. nosocomialis.
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Table | Proteic masses used for the SuperSpectra cre#tidrold, the masses present in all
the reference spectra of the considered species.

species Masses (Da) selected for the SuperSpeeaon

A. baumannii 3,055.6; 3,106.3; 3,122.3; 3,162.8; 3,177.5; 3258,330.2; 3,350.4;
3,635.5; 3,727.3; 3,741.5; 4,243.4; 4,251.7;, 428@,359.4; 4,463.1,
5,038.1; 5,383.6; 5,637.2; 5,642.8,748.6 5,770.6; 6,043.4; 6,159.9;
6,328.2; 6,503.8; 6,632.1; 7,272.6; 7,458.2; 7458,458.8; 8,506.3;
8,721.2; 8,905.7; 10,879.9; 11,284.6; 12,319.7

A. pittii 3,179.9; 3,681.9; 3,908.1,9489; 4,286.0; 4,309.5; 4,411.1; 4,430.6;
4,438.2; 5,194.9; 5,200.9; 5,405.8; 5,650.3; 59.78,779.2; 5,797.4;
5,800.7; 5,801.4; 5,822.4; 5,822.7; 5,924.4; 6038,167.5; 6,256.7;
6,284.5; 6,566.7; 6,678.2; 6,691.9; 6,710.7; 6828,992.2; 7,459.2;
8,622.0; 8,823.9; 9,068.0;923.7 10,811.9; 11,049.9; 11,299.3

A. nosocomialis  3,130.7; 3,1884; 3,594.3; 3,765.0; 3,964.1; 4,068.9; 4,079.9; 4.87
4,280.0; 4,600.5; 4,997.4; 5,006.9; 5,007.0; 5954,135.1; 5,161.1;
5,196.6; 5,416.9; 5,431.6; 5,649.7; 5,661.1; 603%,225.4; 6,246.9;
6,322.4; 6,359.9; 6,375.6; 6,716.4; 6,933.8; 6@77,929.6 8,138.8;
8,162.6; 8,261.0; 8,548.3; 8,560.4; 8,928.5; 99980,835.0
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3.2 Validation of the reference spectra and SuperSpedr

A total of 100 strains belonging to tiAeinetobacter calcoaceticus-baumannii complex
were studied to test the new SuperSpectra ancereferspectra implemented in SARAMYS
database. Among them, 91 were isolated in our tedsg@iharacteristics of these 91 strains are
presented in supplementary data 1. Seventy-thra;mstwere identified after comparison
with SuperSpectra (at least 75% of common massekjhee identification results were 36
baumannii, 31 A. pittti and 6A. nosocomialis. Among them, 47 had confidence level higher
than 90%, 90 a confidence level comprised betwd¥¥ 8nd 90% and 11 strains with a
confidence level between 75% and 80%. The 27 straon identified with SuperSpectra were
compared to the reference spectra of the dataldse.identification results were A.
baumannii, 18 A. pittii and 4A. nosocomialis. Only one strain could not be identified with
sufficient confidence level. It was a strain that55% of the common masses wAthittii.

In parallel, rpoB gene sequencing was performed on each of thenstised here,
identifying 50 strains asA. pittii, 40 as A. baumannii and 10 asA. nosocomialis.
Identifications obtained bgpoB sequencing were all consistent with those obthlme mass
spectrometry Table II). Altogether, 99% of the strains were correctlgntfied by mass
spectrometry. The strain having 55% of the commassas witlA. pittii was identified a#\.

pittii by molecular biology.

Table 1l Comparison of bacterial identifications obtained fippB gene sequencing and
MALDI-TOF mass spectrometry.

Number of strains  Number of strains Number of strains
identified by rpoB identified by identified with
sequencing MALDI-TOF MS SuperSpectrum
A. baumannii 40 40 36
A. pittii 50 49 31
A. nosocomialisC 10 10 6

O Nine of the 10 strains oA. nosocomialis were provided by bioMérieux and one strain
comes from the bacteriology Iaboratorj of the H@m’lniversity of Angers.

Overall, 90% (36 of 40) of thé\. baumannii strains were identified through the
SuperSpectrum, while foA. pittii, only 62% (31 of 50) were identified using the

SuperSpectrum. One strain isolated in the laboyat@s identified ag\. nosocomialis, it was
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with SuperSpectrum. This strain was isolated fropharyngeal screening in intensive care

unit.

4 Discussion

A. baumannii is an opportunistic pathogen involved in a wide bemof nosocomial
infections and belonging to theb complex, as well as 2 other human pathogenic epéci
pittii and A. nosocomialis, and the environmental bacterium calcoaceticus. Correct
identification of these bacteria at the specieslledifficult with current phenotypic methods
available and this would result in misidentificati@f approximately 25% of the strains
according to Higgingt al. (25). The MALDI-TOF mass spectrometry has beeretigped in
the past 10 years for routine identification allowieasier and faster diagnosis of human
pathogens than conventional phenotypic and moleaddatification methods (53). Thus, in
many cases identification could be possible atdpecies, subspecies, strain and lineage
levels (32). This technique can also been usedl@ottification of fastidious bacteria such as
anaerobic (34). More recently, this technology bagn used for rapid identification of
carbapenem resistance in Enterobacteriacead@netobacter baumannii (39-41).

Concerning identification by MALDI-TOF MS at a spes level of bacteria belonging to
the Acb complex, contradictory results have been obserwath the Bruker mass
spectrometer. For example, a study performed byerdz-Buylla et al. showed a
misidentification at the species level of 48% af Atinetobacter tested (55), whereas Espinal
et al. showed in their study a reliable identification3#.3% of theAcinetobacter tested by
this mass spectrometry. It is however to notice ithd@he latter case, bacteria were identified
after extraction (56). Concerning identificationthvihe bioMérieux mass spectrometer, to our
knowledge, no study has been carried out. Thusisnstudy, we developed the SARAMYS
database of the VITEKMS plus mass spectrometer to improve identificatioh A.
baumannii, A. pittii and A. nosocomialis. To do this, we first incremented mass spectra,
designated as reference spectra, and obtained vrelircharacterized strains cultivated on
different media, temperatures and after differactibation times. It is important to consider
spectra obtained from strains cultivated in différeulture conditions because in clinical
laboratories Acinetobacter strains can be found from various pathogenic sesnpéeded on

different culture media and at different temperasur
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In the next step, we used these reference spentiaente SuperSpectra that were
obtained from selected protein masses, specificraptesentative for each species. To do
this, a list of protein masses common in at least the 3 species was created; these masses
were not taken into account for the SuperSpeceation. The difficulty was then to choose
the 40 best protein masses specific to each oétBespecies. Indeed, considering a species,
not all masses were retrieved in all referencetspeto overcome this, a different weigh was
assigned to each selected protein mass, accordinpet frequency of presence in the
reference spectra. F&: baumannii, among the 40 masses selected, we have foundsaahas
5,748 Da, the only proteic mass present in allAheaumannii reference spectra, and that has
been previously described by Sedo et al. (42) whdked on the identification of thach
complex species of by using the Bruker Daltonik sregsectrometer.

Differentiation of the species @&cb complex was performed in previous studies but
the techniques to achieve it were different fromsoa study changed the sample preparation
before deposition on the matrix (42) and anothardyt analyzed the spectra with
chemometrics (43) which is a technique of multi@eridata analysis. These studies showed
very good results: between 90 and 99% of correstification. But to our knowledge, no
study has so far been performed on the VITEIS plus to improve identification at a species
level of the Acb complex.

Manual calibration is a fundamental step beforiagui®RUO application for bacterial
identification. This step allows good calibratioh tbe laser that can be slightly disturbed
when switching from IVD to RUO application. If thealibration is not congruent, the spectra
obtained by the MALDI-TOF can be of lower qualitgsulting to a wrong interpretation.

We validated our database with a panel of 100 rgyaamong them 91 were clinical
strains isolated during infections or in a contatolonization, in our hospital. Our database
allowed correct identification of 99% of these Btsaat a species level, and among them, 73%
with the SuperSpectra we created. These good sesale confirmed by comparison with the
reference techniquepoB sequencing. They showed that the masses usedatzer our
SuperSpectra were specific and representativeabf @ansidered species.

The database that we have developed in this stpgiea only in research mode
(SARAMIS™) and may not be transposed to the IVD databaseeth the two databases use
different algorithms: the SARAMIY' base identifies strains from Super Spectra creattd
inserted reference spectra, while the IVD dataldesgtifies strains after assignation of scores
according to the number of peaks in a segmenteotithgram. Thus, our work requires to be

improved so that the spectra are integrated ired\ID database.
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5 Conclusion

In conclusion, our work has optimized SARAMYSdatabase to enable rapid and reliable
identification of the three species of theb complex described as pathogenic for humans,
baumannii, A. pittii and A. nosocomialis. This database may be a good alternative to
molecular biology whose cost and technicity areemprportant. It would be interesting now
to develop IVD database to allow correct identiiima of the species of thAcb complex

because this database is the only validated iodhtext of medical diagnosis.

39



=

BIBLIOGRAPHIE

Joly-Guillou M-L. Clinical impact and pathogeity of Acinetobacter. Clin Microbiol
Infect. nov 2005;11(11):86873.

Cisneros JM, Rodriguez-Bano J. Nosocomial Ibectm due to Acinetobacter
baumannii: epidemiology, clinical features and tment. Clin Microbiol Infect.

2002;8(11):68793.

Peleg AY, Seifert H, Paterson DL. Acinetobatt@umannii: Emergence of a Successful

Pathogen. Clin Microbiol Rev. 14 juill 2008;21(33&582.

Gootz TD, Marra A. Acinetobacter baumannii: eanerging multidrug-resistant threat.

Expert Rev Anti Infect Ther. juin 2008;6(3): 3(E25.

Sebeny PJ, Riddle MS, Petersen A€inetobacter baumannii Skin and SoffTissue

Infection Associated with War Trauma. Clin InfeasD15 aolt 2008;47(4):44449.

Wang Y, Hao P, Lu B, Yu H, Huang W, Hou H, ét Gauses of Infection after
Earthquake, China, 2008. Emerg Infect Dis. juin@Q&(6):974975.

Leung W-S, Chu C-M, Tsang K-Y, Lo F-H, Lo K-Rp P-L. Fulminant community-

acquired Acinetobacter baumannii pneumonia astandiglinical syndrome. CHEST J.

2006:129(1):1029.

Bouvet PJM, Grimont PAD. Taxonomy of the GenAasinetobacter with the
Recognition of Acinetobacter baumannii sp. nov.in&tobacter haemolyticus sp. nov.,
Acinetobacter johnsonii sp. nov., and Acinetobagtemii sp. nov. and Emended

Descriptions of Acinetobacter calcoaceticus andnéimbacter Iwoffii. Int J Syst

Bacteriol. 4 janv 1986;36(2):22840.

Carr EL, Kampfer P, Patel BKC, Gdurtler V, SewioRJ. Seven novel species of

Acinetobacter isolated from activated sludge. IntSyst Evol Microbiol. 7 janv

2003:53(4):953963.

40



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Nemec A, Musilek M, Maixnerova M, Baere TD,ijgen TJK van der, Vaneechoutte
M, et al. Acinetobacter beijerinckii sp. nov. andidetobacter gyllenbergii sp. nov.,

haemolytic organisms isolated from humans. Int FtSgvol Microbiol. 1 janv

2009;59(1):118124.

Nemec A, Musilek M, Sedo O, Baere TD, Maixwérd/l, Reijden TJK van der, et al.
Acinetobacter bereziniae sp. nov. and Acinetobapidlouiae sp. nov., to accommodate

Acinetobacter genomic species 10 and 11, respégtivie J Syst Evol Microbiol. 4 janv
2010;60(4):896903.

Alvarez-Perez S, Lievens B, Jacquemyn H, Ha@M. Acinetobacter nectaris sp. nov.
and Acinetobacter boissieri sp. nov., isolated fribonal nectar of wild Mediterranean

insect-pollinated plants. Int J Syst Evol Microbidb¥ aolt 2012;63(Pt 4):153P539.

Anandham R, Weon H-Y, Kim S-J, Kim Y-S, Kim¥B-Kwon S-W. Acinetobacter
brisouii sp. nov., isolated from a wetland in KargaMicrobiol Seoul Korea. févr

2010:48(1):3639.

Malhotra J, Anand S, Jindal S, Rajagopal R, RaAcinetobacter indicus sp. nov.,

isolated from a hexachlorocyclohexane dump sité. JInSyst Evol Microbiol. déc

2012:62(Pt 12):2882890.

Nemec A, Krizova L, Maixnerova M, van der Renn TJK, Deschaght P, Passet V, et al.
Genotypic and phenotypic characterization of theinétobacter calcoaceticus-
Acinetobacter baumannii complex with the propos@alAoinetobacter pittii sp. nov.
(formerly Acinetobacter genomic species 3) and Ambacter nosocomialis sp. nov.
(formerly  Acinetobacter genomic species 13TU). ReMlicrobiol. mai

2011;162(4):393404.

Nemec A, Dijkshoorn L, Cleenwerck I, De Ba&relanssens D, Van Der Reijden TJK,
et al. Acinetobacter parvus sp. nov., a small-cplmmming species isolated from

human clinical specimens. Int J Syst Evol Microbgapt 2003;53(Pt 5):156B8567.

Nishimura Y, Ino T, lizuka H. Acinetobactedmaresistens sp. nov. Isolated from Cotton

and Soil. Int J Syst Bacteriol. 4 janv 1988;38(@%211.

41



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Vaz-Moreira |, Novo A, Hantsis-Zacharov E, ESpAR, Gomila M, Nunes OC, et al.
Acinetobacter rudis sp. nov., isolated from rawknaihd raw wastewater. Int J Syst Evol

Microbiol. 12 janv 2011;61(12):2832843.
Nemec A, De Baere T, Tjernberg |, VaneechoMite#an der Reijden TJ, Dijkshoorn L.
Acinetobacter ursingii sp. nov. and Acinetobactehirsdleri sp. nov., isolated from

human clinical specimens. Int J Syst Evol Microbsapt 2001;51(Pt 5):1891899.

Kim D, Baik KS, Kim MS, Park SC, Kim SS, RhBES, et al. Acinetobacter soli sp.
nov., isolated from forest soil. J Microbiol. 1 4@008;46(4):396401.

Vaneechoutte M, Nemec A, Musilek M, ReijderK Man der, Barselaar M van den,
Tjernberg |, et al. Description of Acinetobactemgganus ex Di Cello et al. 1997 sp.

nov. Int J Syst Evol Microbiol. 6 janv 2009;59(676-1381.

Bouvet PJ, Jeanjean S. Delineation of newepigtic genomic species in the genus
Acinetobacter. Res Microbiol. juin 1989;140(4-5)12299.

Tjernberg 1, Ursing J. Clinical studies of reatbbacter classified By DNA-DNA
hybridization. 1989. APMIS Acta Pathol Microbiol #inunol Scand. mai
2007;115(5):646556; discussion 65658.

Gerner-Smidt P, Tjernberg I. AcinetobacterDienmark: Il. Molecular studies of the
Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumanamplex. APMIS Acta Pathol
Microbiol Immunol Scand. nov 1993;101(11):8382.

Higgins PG, Lehmann M, Wisplinghoff H, Seiferd. gyrB Multiplex PCR To
Differentiate between Acinetobacter calcoacetiaud Acinetobacter Genomic Species
3. J Clin Microbiol. 29 sept 2010;48(12):459394.

Turton JF, Woodford N, Glover J, Yarde S, Kaainn ME, Pitt TL. Identification of
Acinetobacter baumannii by Detection of the blaOXRlike Carbapenemase Gene

Intrinsic to This Species. J Clin Microbiol. 4 ad@t06;44(8):2974976.

42



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

La Scola B, Gundi VAKB, Khamis A, Raoult D. dsencing of the rpoB Gene and
Flanking Spacers for Molecular Identification of iAetobacter Species. J Clin

Microbiol. 3 mars 2006;44(3):82832.

Gundi VAKB, Dijkshoorn L, Burignat S, Raoult, Ra Scola B. Validation of partial

rpoB gene sequence analysis for the identificatibalinically important and emerging

Acinetobacter species. Microbiology. 23 avr 2009(1$:23332341.

Towner KJ. Acinetobacter: an old friend, buthew enemy. J Hosp Infect. déc

2009;73(4):355363.

Dettori M, Piana A, Deriu MG, Lo Curto P, Cos&, Musumeci R, et al. Outbreak of

multidrug-resistant Acinetobacter baumannii in atemsive care unit. New Microbiol.

avr 2014;37(2):185191.

Carbonnelle E, Nassif X. Utilisation en roetindu MALDI-TOF-MS pour

I'identification des pathogenes en microbiologiedinéle. médecine/sciences. 21 oct

2011;27(10):882888.

Seng P, Rolain J-M, Fournier PE, La Scola Banbourt M, Raoult D. MALDI-TOF-

mass spectrometry applications in clinical micrédgy. Future Microbiol. 1 nov

2010;5(11):1733L754.

Mellmann A, Bimet F, Bizet C, Borovskaya ADraRe RR, Eigner U, et al. High
interlaboratory reproducibility of matrix-assistéaser desorption ionization-time of

flight mass spectrometry-based species identiboatif nonfermenting bacteria. J Clin

Microbiol. nov 2009;47(11):3733734.

Nagy E. Matrix-assisted laser desorption/iatian time-of-flight mass spectrometry: a

new possibility for the identification and typin@ anaerobic bacteria. Future Microbiol.

1 févr 2014;9(2):217233.

Fangous M-S, Mougari F, Gouriou S, Calvez Bskihe L, Cambau E, et al. A
classification algorithm for subspecies identificat within the Mycobacterium
abscessus species, based on Matrix-Assisted Las®rption/lonization Time-of-Flight

Mass Spectrometry. J Clin Microbiol. 9 juill 2014;

43



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Christner M, Rohde H, Wolters M, Sobottka le§¥cheider K, Aepfelbacher M. Rapid
identification of bacteria from positive blood auk¢ bottles by use of matrix-assisted

laser desorption-ionization time of flight mass @paemetry fingerprinting. J Clin

Microbiol. mai 2010;48(5):1584.591.

Stevenson LG, Drake SK, Murray PR. Rapid lidieation of Bacteria in Positive Blood
Culture Broths by Matrix-Assisted Laser Desorptiomization-Time of Flight Mass

Spectrometry. J Clin Microbiol. 1 févr 2010;48(244447.

Szabados F, Michels M, Kaase M, Gatermannh8.sEnsitivity of direct identification
from positive BacT/ALERT" (bioMérieux) blood culture bottles by matrix-assts
laser desorption ionization time-of-flight mass cpemetry is low. Clin Microbiol

Infect Off Publ Eur Soc Clin Microbiol Infect Digévr 2011;17(2):192195.

Kempf M, Bakour S, Flaudrops C, Berrazeg Murigd J-M, Drissi M, et al. Rapid
Detection of Carbapenem Resistance in Acinetob&etemannii Using Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass &pemetry. Bereswill S, éditeur.
PLoS ONE. 16 févr 2012;7(2):€31676.

Hrabak J, Chudackova E, Walkova R. Matrix-8&&sl Laser Desorption lonization-
Time of Flight (MALDI-TOF) Mass Spectrometry for Esetion of Antibiotic
Resistance Mechanisms: from Research to Routingnbss. Clin Microbiol Rev. 1

janv 2013;26(1):103L14.
Sparbier K, Schubert S, Weller U, Boogen Cstkzewa M. Matrix-Assisted Laser

Desorption lonization-Time of Flight Mass SpectramdBased Functional Assay for
Rapid Detection of Resistance against -Lactam Aetids. J Clin Microbiol. 1 mars

2012;50(3):927937.

Sedo O, Nemec A,ikova L, Ka&alova M, Zdrahal Z. Improvement of MALDI-TOF

MS profiling for the differentiation of species Wih the Acinetobacter calcoaceticus—

Acinetobacter baumannii complex. Syst Appl Micrdbd#c 2013;36(8):5%578.

Sousa C, Botelho J, Silva L, Grosso F, Nemgtobes J, et al. MALDI-TOF MS and

chemometric based identification of the Acinetobactalcoaceticus-Acinetobacter

44



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

baumannii complex species. Int J Med Microbiol ¢met]. mai 2014 [cité 2 juill 2014];
Disponible sur: http://linkinghub.elsevier.com/reue/pii/S1438422114000502

Lee Y-C, Huang Y-T, Tan C-K, Kuo Y-W, Liao C-Hee P-I, et al. Acinetobacter
baumannii and Acinetobacter genospecies 13TU armh@@eraemia: comparison of

clinical features, prognostic factors and outcom&sAntimicrob Chemother. aout

2011:66(8):18391846.

Park K-H, Shin J-H, Lee SY, Kim SH, Jang MOang§ S-J, et al. The clinical
characteristics, carbapenem resistance, and outcoimécinetobacter bacteremia
according to genospecies. PloS One. 2013;8(6):6502

Boo TW, Walsh F, Crowley B. Molecular charazt#tion of carbapenem-resistant

Acinetobacter species in an Irish university hadpipredominance of Acinetobacter
genomic species 3. J Med Microbiol. févr 2009;5&P209-216.
Yang J, Chen Y, Jia X, Luo Y, Song Q, Zhao ¥, al. Dissemination and

characterization of NDM-1-producing Acinetobactéttiipin an intensive care unit in
China. Clin Microbiol Infect Off Publ Eur Soc CliMicrobiol Infect Dis. déc

2012;18(12):E506513.

Idzenga D, Schouten MA, van Zanten ARH. Owthref Acinetobacter genomic species
3 in a Dutch intensive care unit. J Hosp Infectité?006;63(4):48487.

Molina J, Cisneros JM, Fernandez-Cuenca FriBoez-Bafio J, Ribera A, Beceiro A, et
al. Clinical Features of Infections and Colonizatioy Acinetobacter Genospecies 3. J
Clin Microbiol. 12 janv 2010;48(12):4623626.

Wisplinghoff H, Paulus T, Lugenheim M, Stefafl), Higgins PG, Edmond MB, et al.
Nosocomial bloodstream infections due to Acinettdralsaumannii, Acinetobacter pittii
and Acinetobacter nosocomialis in the United Staldsfect. mars 2012;64(3):28290.
Karah N, Haldorsen B, Hegstad K, Simonsen &f\dsfjord A, Samuelsen @. Species
identification and molecular characterization ofifetobacter spp. blood culture isolates
from Norway. J Antimicrob Chemother. 4 janv 2011866738 744.

Schleicher X, Higgins PG, Wisplinghoff H, Kérblrrgang B, Kresken M, Seifert H.
Molecular epidemiology of Acinetobacter baumanmid gAcinetobacter nosocomialis in

45



53.

4.

55.

56.

Germany over a 5-year period (2005-2009). Clin bhaol Infect Off Publ Eur Soc Clin
Microbiol Infect Dis. aolt 2013;19(8):73742.

Cherkaoui A, Hibbs J, Emonet S, Tangomo MafsdiM, Francois P, et al. Comparison
of Two Matrix-Assisted Laser Desorption lonizatibime of Flight Mass Spectrometry

Methods with Conventional Phenotypic Identificatibor Routine Identification of

Bacteria to the Species Level. J Clin Microbiol.févr 2010;48(4):1169.175.

Mellmann A, Cloud J, Maier T, Keckevoet U, Ramger |, lwen P, et al. Evaluation of
matrix-assisted laser desorption ionization-timdhght mass spectrometry in

comparison to 16S rRNA gene sequencing for spedadification of nonfermenting
bacteria. J Clin Microbiol. juin 2008;46(6):19454.

Alvarez-Buylla A, Culebras E, Picazo JJ. |ifesstion of Acinetobacter species: Is
Bruker biotyper MALDI-TOF mass spectrometry a goalfernative to molecular
techniques? Infect Genet Evol. mars 2012;12(2):348.

Espinal P, Seifert H, Dijkshoorn L, Vila J,¢ol. Rapid and accurate identification of

genomic species from th&cinetobacter baumannii (Ab) group by MALDI-TOF MS:
MALDI-TOF MS identification of Acinetobacter spp. Clin Microbiol Infect. nov

2012;18(11):10971103.

46



LISTE DES FIGURES

Figure 1 Exemple de résultat obtenu par le logi8®RAMIS™ aprés analyse de souches par
SPECITOMELIIE B MASSE. . ..uuuiiiiiiiiieitaee e e e e e e sttt e e eeeeeeeeeeesaaaasssssssenneeeeeaaaaaaeens 18
Figure 2 Super spectreAdbaumannii, A. pittii et A. nosocomialis (les fleches représentent les
pics retrouves dans tous les spectres de réfedmnbespece considérée).........cvvvvvvvvenn. 20
Figure 3 Structure schématisée d'un spectrometraadse de type MALDI TOF (référence
(o101, =T TS D) PP UPPUPUPPR 51
Figure 4 Protocole de dépot (référence DIOMENEUX) ... ...uvvvviriieeeeeeeeeeeeiieeeeeeeee e 52

47



LISTE DES TABLEAUX

Tableau I Liste des espéeces du gékui@etobacter en date de décembre 2013..................... 12
Tableau Il Masses retenues pour la création desr sjgectres. Les masses en gras sont celles
présentes dans tous les spectres de référencesayaind la création du super spectre. ........ 19
Tableau Il Répartition des souchesd étudiées en fonction de la localisation du pategnt

du type de PréleVEMENL ........ccoi i —————— 21
Tableau IV Comparaison des identifications bachém@s obtenues par séquencage du gene

rpOB et par SPECtrOMELNE U MASSE......iiceeeeereeeeeee et e e e e e e eeneeeees 23

Table | Proteic masses used for the SuperSpeaadian. In bold, the masses present in all
the reference spectra of the considered SPECIES. ... uuriiiiieiie e 34
Table II Comparison of bacterial identificationstambed by rpoB gene sequencing and
MALDI-TOF MasS SPECIIOMELIY. ......uuuiiiiitsmmmmm e eeeite e e e e eeei e e e e e eeta e e e e eeessmmaea e e e e eeenennns 36

48



TABLE DES MATIERES

TRAVAIL DE THESE REDIGE EN FRANCAIS .......coii et 11

R 111 {0 To [8 o 1o IO PP PPPPUPUPPPPPPR 11

2 Matériels et MEINOUES .......ccoiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e 14
2.1 SOUCNHES DACENENNES ......uviiiiiiiiiiiiieceeeeeee ittt e e rreree e e e e e e 14
P S 1< o [0 [T g [or= To =T oo = TSP 14
2.3 SPECITOMELIE U MASSE ..ceevviveiiiiiiiiie it i ee e e e e e e e et ettt s s e e e e e e e e e aaeaaeaaaeeeees 15
2.4 Principe de la base de données SARANMIS..........cooioiioeeeeeeeeeeeeeees 16
2.5 Création des SUPEI SPECIIES......uuuuiiiiiereeeeeeiiiiiiiiirrtrreeaeeerrereeaeaeeeeeseeasassseneees 17
2.6 Validation des super spectres et des spectred@emée................coeeoevvrrvivnininnnnns 17

S RESUIALS ...eiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e rr s 18
3.1 Caractéristiques des spectres de référence etiges spectres de notre étude........ 18
3.2 Validation des super spectres et des spectred@emée...............cccceeevvvvvevrenrnnnnns 21

3.3 Reésultats du séquencage du ggmB et comparaison avec les résultats obtenus par

SPECITOMELIIE B MASSE .. .uuuuuiiiiiiiiiitasaaaea e e e e e e e s s e snseebbb bbb e eeeeeeeeeeeaaaaasssssssrsseseneeeees 22
N B 1Yol 1 1S [0 o PSSR 23
SO0 ] o (o3 U1 o PP PPPUPPPPPPPR 26
TRAVAIL DE THESE REDIGE EN ANGLAIS, SOUS FORME D'ARCLE................... 27
A 1011 o o 18 [ox [ o I PRSP 29
2  Materials and MEthOAS .........ouuiiiiiii e e e e e e e e ee e e e e eeeeeaeeene 30
2.1 BaACterial SIraiNS .....cooeiiiiiiiiiiiiii s et e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaree 30
2.2 CUlture CONAITIONS.......coiiiiiiiiiiiit bbbt e e e e e e e e e eenaanneeeees 30
P22 T 0 o) = T o [T g TSI Y= To (U =T o[ [ oo USSP 31
2.4  MALDI TOF MS PAramMetersS .......oieiiiiiiieecemeee e eeeeti e e e eeea e e e enea e eaeees 31
2.5 Selection of referenCe SPECLIA...........euceeemmmieii i i 32
2.6 Creation Of SUPEISPECIIA........ccuvviiiiiiiieieeeeee e et e e e e e e e e aaaaaeaaaeeeaes 32
2.7 Validation of reference spectra and SUPErSPECt A ......uuuiieiieeieeeeeeeeieeeeeniiannn 32
S RBSUILS .t e e e e e e e ————— ittt e e e e e e e e e e e e e e n s 33
3.1 Characteristics of reference spectra and SUPEnBPECT........cccoevvvieeeiiiiiieeeiiiinnns 3.3
3.2 Validation of the reference spectra and SUPerSPECtr............ccoeeeevvvvevveviiiinnnnns 6.3

49



4  Discussion
S O] o o] 017 [0 o RSSO PR
BIBLIOGRAPHIE
LISTE DES FIGURES
LISTE DES TABLEAUX
TABLE DES MATIERES
ANNEXE 1

ANNEXE 2

50



ANNEXE 1

L'identification bactérienne est en pleine évolatidusqu'a récemment, les bactéries
étaient identifiées a partir de leurs caracterestimiques, mais depuis quelques années s'est
développée une nouvelle technique d'identificatb@sée sur l'analyse des protéines par
spectrométrie de masse.

En bactériologie, le spectrometre de masse ukséin MALDI-TOF (matrix assisted
laser desorption/ionisation- time of flight) qui noprend 2 composants : une source
d'ionisation (MALDI) et un analyseur (TOHyigure 3).

détection  sswsmven

Figure 3 Structure schématisée d'un spectrométre de masspaldALDI TOF (réféerence
bioMérieux)

Ce spectrometre de masse permet l'analyse desimm®stéibosomales qui sont
produites en grande quantité par les bactériesieirgluencées par les conditions de culture.
L’échantillon a analyser est placé sur une ciblecayne matrice acide de type CHCA (acide
a-cyano-4-hydroxycinnamiquelrigure 4). L’ensemble échantillon/matrice cristallise pest
ionisé a l'aide d'un faisceau laser. Les ions dorsnés sont soumis a un champ électrique et
entrent dans un tube sous vide au bout duquellast pin détecteur. Les ions sont séparés
selon leur rapport masse/charge par la durée de<lmmps de vol » jusqu’au détecteur. Ces
rapports permettent d'obtenir des spectres qui sosiite comparés a une base de données

fournie avec l'automate.
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Figure 4 Protocole de dépbt (référence bioMérieux)

Au laboratoire de bactériologie du CHU d’Angers, deectrometre utilisé est le
VITEK®MS plus de bioMmérieux. Ce spectrométre de massg pee utilisé pour
I'identification bactérienne en routine grace a lmase de données non modifiable appelée
IVD (in vitro diagnosis) qui contient les spectrd®nviron 800 especes bactériennes et
fongiques. Pour l'identification est utilisé I'algtlhme Advanced Spectra Classifier (ASC) :
les spectres sont séparés en différents « binssegments, selon le nombre de pics contenus
dans un bin et selon son poids pour l'identificat{gpécificité ou non), on obtient un score
qui est ensuite comparé aux scores des spectiaddse de données.

Il existe une autre base de données fournie awdoiate qui est utilisable en
recherche seulement et qui peut étre modifiée edmtse se nomme SARAMIS (spectral
archive and microbial identification system). L'iddication a partir de cette base de données
n'est pas autorisée en routine. Le principe d'idieation est différent : a partir de différents
spectres d’'une espéce dit « spectres de référemmrecrée un « super spectre » qui contient
les masses les plus freqguemment retrouvés dansspexe. L'échantillon a analyser est
d’abord comparé masse a masse a ces « super speetrei aucun résultat n'est obtenu, il
est comparé aux différents spectres de référersepts dans la base de données.

La base de données SARAMIS est une base de doongege c’'est-a-dire qu’elle peut étre
modifiée. De nouveaux spectres de référence ou speetres peuvent étre ajoutés, des super
spectres peuvent étre inactives et des spectnedédience 6tés de la base de données. De plus
cette base permettrait de comparer des souches efles et donc de réaliser des

dendrogrammes.
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L’utilisation en routine du spectrométre de masser identification bactérienne présente de
nombreux avantages.

Il s’agit d’'une technique fiable : l'identificatioest correcte dans plus de 95 % des cas,
rapide : moins d’'une minute par germe, peu cherdaeile d’utilisation. Les erreurs
d’identification sont peu nombreuses, elles somtsde plus souvent a un dép6t de mauvaise

qualité ou a une absence de référence correspendans la base de données.
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Détail des souches cliniques utilisées dans caiteé

ANNEXE 2

Numéro de Date Localisation du patient Site Especes Identification  Indice de confiance
souche d’isolement d’isolement d’ Acinetobacter par
2 31/08/2013 Bloc opératoire _ Liqqide A. pittii spectre de 88.7
articulaire référence !

4 04/10/2013 Chirurgie cathéter A. pittii spectre de 804
référence ’

5 14/10/2013 Oncologie urines A. pittii super spectre 79,8

6 23/10/2013 ssk urines A. pittii super spectre 99,9

7 08/11/2013 Gériatrie urines A. pittii super spectre >909,9

8 13/11/2013 Maladies infectieuses  dépistage rectal. baumannii super spectre 97,2

9 14/01/2013 Hématologie OR(langue) A. pittii spectre de 90
référence

10 04/01/2013 SSR urines A. baumannii super spectre 86,6

11 08/01/2013 Maternité vaginal A. baumannii super spectre >99,9

12 08/01/2013 Néphrologie urines A. pittii spectre de 714
référence ’

13 09/01/2013 Réanimation médicale urines A. pittii super spectre >909,9

14 28/01/2013 Réanimation médicale  dépistage rectah. baumannii super spectre 96,9

15 30/01/2013 Réanimation médicale  dépistage rectah. baumannii spectre de 91.2
référence '

16 09/02/2013 Néphrologie cathéter A. pittii spectre de 823
référence ’

17 11/02/2013 Médecine vaginal A. baumannii super spectre 90,1

18 19/02/2013 Chirurgie bile A. pittii spectre de 96,4
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19

20
21
22

23

24
25

26
27

28
29
30
31

32

33
34
35
36
37

38

19/02/2013

06/03/2013
12/03/2013
14/03/2013

18/03/2013

07/04/2013
09/04/2013

19/04/2013
23/04/2013

29/04/2013
17/05/2013
28/05/2013
18/06/2013

18/06/2013

01/07/2013
02/07/2013
02/07/2013
12/07/2013
16/07/2013

24/07/2013

HGE

Urologie
Réanimation médicale
Réanimation médicale

Pédiatrie

Médecine
Réanimation médiale

SSR
Réanimation médicale

SSR
Réanimation médicale
Réanimation médicale
Réanimation médicale

Réanimation médicale

SSR
Réanimation médicale
Réanimation médicale

SSR
Réanimation médicale

Urgences

ascite A. pittii

urines A. pittii
dépistage rectah. baumannii

respiratoire A. baumannii
ASB*

respiratoire A. pittii
AST®
urines A. baumannii

dépistage A. baumannii
pharyngé

hémocultures A. pittii
dépistage A. pittii
pharyngé

hémocultures A. baumannii
dépistage rectal. baumannii
dépistage rectal. baumannii

dépistage A. baumannii
pharyngé
dépistage rectal A. pittii

hémocultures A. pittii
dépistage rectah. baumannii
dépistage rectal A. pittii

urines A. pittii
dépistage A. baumannii
pharyngé
pus A. pittii

référence

spectre de

référence
super spectre
super spectre

super spectre

spectre de
référence
super spectre
spectre de
référence
super spectre
spectre de
référence
super spectre
super spectre
super spectre

super spectre

spectre de

référence
super spectre
super spectre
super spectre
super spectre

super spectre

spectre de

91,3

96,6
93,6

99,9

87,8
>99,9
86,7
93,2
80,7

76
83,4
99,9

96,7

92,8

93,2
>99,9
83,2
76,5

93,2
93,2

55



39
40
41
42

43
44
45
46

47

48

49
50
51

52

53

54

55
56
57

25/07/2013
26/07/2013
27/07/2013
07/01/2014

29/07/2013
04/08/2013
04/08/2013
05/08/2013

08/08/2013

11/08/2013

18/08/2013
22/08/2013
27/08/2013

30/08/2013

03/09/2013

03/09/2013

15/09/2013
28/09/2013
28/09/2013

Urgences
SSR
Urologie

pus
urines
cicatrice

Réanimation chirurgicale respiratoire

MP®)
Cardiologie
Pédiatrie

LBA®
pus
hémocultures
urines

Réanimation chirurgicale respiratoire

Néphrologie

Réanimation médicale

SSR
Obstétrique
Réanimation médicale

SSR

Réanimation médicale
Pneumologie

HGE
Dermatologie
Oncologie

LBA
urines

dépistage
pharyngé
hémocultures
urines
dépistage
pharyngé
urines

dépistage
pharyngé
respiratoire
ASB
urines
urines

hémocultures

A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii

A. baumannii
A. pittii
A. pittii
A. pittii
A. pittii
A. pittii
A. pittii
A. pittii
A. baumannii
A. pittii
A. pittii
A. pittii
A. pittii

A. baumannii
A. pittii

référence
super spectre
super spectre
super spectre

super spectre

super spectre

super spectre

super spectre
spectre de
référence
spectre de
référence

super spectre

super spectre
super spectre

super spectre

spectre de
référence

super spectre

super spectre

super spectre

super spectre
spectre de
référence

>99,9
>99,9
>99,9

96,8

>99,9
>99,9
>99,9

84,2

56,7

80

>99,9
>99,9

83,4

77,6

>99,9

76,7

96,6
86,7

84,4
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58

59

60
61
62

63
64
65
66

67
68
69
70
71
72
73
74
75

76
77

01/10/2013

01/10/2013

07/10/2013
08/10/2013
08/10/2013

10/10/2013
14/10/2013
15/10/2013
18/10/2013

21/10/2013
22/10/2013
03/11/2013
04/11/2013
06/11/2013
30/12/2013
05/12/2013
10/12/2013
10/12/2013

10/12/2013
17/12/2013

Réanimation médicale
Réanimation médicale

Hématologie
Réanimation médicale
Réanimation médicale

Hématologie
SSR
Réanimation médicale
Réanimation médicale

Médecine
Urgences
Urgences
Hématologie
Pneumologie
Réanimation médicale
Chirurgie
Réanimation médicale

Réanimation médicale

Réanimation médicale
Réanimation médicale

dépistage A. baumannii
pharyngé

dépistage A. pittii
pharyngé
hémocultures A, pittii
dépistage rectah. baumannii

dépistage A. baumannii
pharyngé

cathéter A. pittii

urines A. pittii
dépistage rectal A. pittii

dépistage A. baumannii

pharyngé
urines A. pittii
urines A. baumannii

hémocultures A pittii

hémocultures A, pittii

urines A. baumannii
dépistage rectal. baumannii
plaie A. pittii

dépistage rectal A. pittii
dépistage rectal A. pittii

dépistage rectal. baumannii
respiratoire A. pittii

super spectre

super spectre

super spectre
super spectre

super spectre

super spectre
super spectre
super spectre

super spectre

spectre de
référence
spectre de
référence
spectre de
référence
spectre de
référence
super spectre
super spectre
super spectre
super spectre
spectre de
référence
super spectre
super spectre

76,1

>99,9

>99,9
97

90,3

79,9
83,3
99,9

90

66,7

90

92,7

75,9

99,9

83,4

79,3
>99,9

95,6

90,2
>99,9
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78
79
80
81
82

83
84

85

86
87
88
89
90

101

103

105

17/12/2013
21/01/2014
11/02/2014
03/03/2014
02/01/2014

16/01/2014
20/01/2014

28/01/2014

02/02/2014
08/02/2014
09/02/2014
10/02/2014
11/02/2014

08/03/2014

23/02/2014

16/03/2014

Dialyse
Hématologie
Oncologie
Réanimation médicale

Hématologie
Pneumologie

Réanimation médicale

Réanimation médicale
Réanimation médicale
Réanimation médicale
Réanimation médicale
Réanimation médicale

Pédiatrie
Réanimation médicale

Chirurgie

ASB

Réanimation chirurgicaldépistage rectal A. baumannii

pus A. pittii
hémocultures A. baumannii
hémocultures A. baumannii

respiratoire A. baumannii
AST

urines A. pittii
respiratoire A. pittii
SB

dé€pistage A. baumannii

pharyngé
abces A. pittii
dépistage rectah. baumannii
dépistage rectal. baumannii
abces A. pittii
dépistage A. nosocomialis
pharyngé

respiratoire
AST
dépistage A. baumannii
pharyngé

plaie A. baumannii

A. pittii

super spectre
super spectre
super spectre
super spectre

super spectre
super spectre

super spectre

super spectre

super spectre
super spectre
super spectre
super spectre
spectre de
référence

super spectre

spectre de
référence
super spectre

>99,9
76,5
93,7

>99,9

>99,9
>99,9
83,4

75,8

>99,9
96,9
96,7
79,8

84,6
79,5

65,5
>99,9

ISSR : soins de suite et de réadaptatiiGE : hépato-gastro-entérologidMPU : médecine post-urgence$ASB : aspiration bronchique®AST : aspiration trachéal€’.BA : lavage
broncho-alvéolaire “ORL : oto-rhino-laryngologie
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