Caractéristiques de la population d’étude
1. Résultats

Durant la période de notre étude 1227 cultures de pathogénes ont ét¢ soumises au Vitek MS
pour une identification d’éventuels pathogenes. Ces pathogénes ont été isolés a partir de 999

échantillons provenant des 835 patients inclus dans notre étude.
Caractéristiques de la population d’étude
1.1.1 Répartition selon le sexe

Plus de la moitié des patients inclus dans notre étude (496 patients soit 59 %) étaient des
femmes tandis que 339 restant représentaient les hommes soit (41 % de la totalit¢ des patients)

soit un sex-ratio de 0,69 (Figure 12).
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Figure 12 : Répartition des patients suivant le sexe

1.1.2 Répartition selon I’age

La moyenne d’age des patients sur qui les prélevements cytobactériologiques ont été¢ effectués
¢tait de 42 ans et des extrémes de 0 et 90 ans. La tranche d’age majoritaire €tait comprise entre

[30-45 ans] et [60-75 ans] (Figure 13).
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Figure 13 : Répartition des patients selon les tranches d’ige



1.1.3 Répartition des patients par département

Sur les 835 patients inclus dans notre étude, les 346 (41 %) venaient d’autres structures
(externes) tandis que les 489 restants concernaient les malades hospitalisés (59 %) et étaient
répartis dans quatre grands départements, par ordre d’importance du nombre de malades.
Départements de médecine soit 179 cas (21 %), suivis du département de mere-enfant 128
patients (15%), chirurgie (102 soit 12 %) et d’Urgence-anesthésie-réanimation (78 soit 9 %)
(Figure 14).
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Figure 14 : Répartition des patients selon le département

1.2 Répartition par type de prélevement
1.2.1 Nature des différents types d’échantillons

Au cours de notre étude 999 échantillons provenant des 835 patients inclus dans notre étude
ont ét¢ regus et traités pour d’éventuels examens cytobactériologiques au sein du laboratoire

(Tableau I).

Tableau I : Les diffé rents types d’échantillons étudiés

LIQUIDE D'ASPIRATION BROCHIQUE (BA) 5 0,50%
SELLES 8 0,80%
CRACHAT 38 3,80%
PRELEVEMENT DE GORGE 4 0,40%
BALLON D'HEMOCULTURE 88 8,81%
CATHETER 30 3,00%
LIQUIDE DE LAVAGE BRONCHOALVEOLAIRE(LBA) 7 0,70%
LIQUIDE CEPHALORACHIDIEN(LCR) 1 0,10%
LIQUIDE DE PONCTION (LPONC) 10 1,00%%
PRELEVEMENT BROCHIQUE PROTEGE(PBP) 16 1,60%
PRELEVEMENT GASTRIQUE(PG) 28 2,80%
PRELEVEMENT URETRAL(PU) 2 0,20%
PUS 149 14,91%
PRELEVEMENT VAGINAL(PV) 218 21,82%
PRELEVEMENT VULVAIRE(PVUL) 3 0,30%
SONDE 21 2,10%
SPERME 2 0,20%
URINES 369 36,94%
TOTAL 999 100,00%




Les prélevements les plus significatifs étaient les urines (36,94%), prélévements vaginaux

(21,82%), pus (14,91%) et hémoculture (8,81%) avec p<0,05 (Figurel5).
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Figure 15 : Les échantillons recus au laboratoire

1.2.2 Répartition des différents prélévements en fonction des départements

de provenance

Sur les 999 prélevements regus, les 214 provenaient de patients externes. Les 785 échantillons

restants provenaient des services internes de I'Hopital. Par ordre d’importance, les échantillons

nous provenaient des départements de médecine (241 soit 30 %), meére-enfant (154 soit 18 %),

chirurgie (122 soit 16 %) et urgence-anesthésie-réanimation (119 soit 15 %) (Figure 16).
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Figure 16 : Répartition des produits pathologiques en fonction du département de provenance

1.3 Principaux types de pathogénes identifiés :

Le MALDI-TOF a identifi¢ 1111 germes dont 957 étaient des bactéries soit 86 % et 154

restantes étaient des levures soit 14%. Les différents germes identifies par le MALDI-TOF sont

représentés dans le Tableau II.



Tableau II : Répertoire des germes identifiés par le MALDI-TOF

GROUPE

GENRE

ESPECE

NOMBRE

COCCI G+

Staphylococcus

Staphylococcus arlettae

Staphylococcus aureus

Staphylococcus capitis

Staphylococcus cohnii ssp cohnii

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus hominis

Staphylococcus lugdunensis

Staphylococcus saprophyticus

Staphylococcus sciuri

Staphylococcus simulans

Staphylococcus xylosus

Streptococcus

Streptococcus agalactiae

Streptococcus anginosus

Streptococcus anginosus (S.milleri)

Streptococcus constellatus

Streptococcus gallolyticus ssp gallolyticus

Streptococcus gallolyticus ssp pasteurianus

Streptococcus infantarius ssp infantarius

Streptococcus mitis

Streptococcus oralis

Streptococcus paraHémocuinis

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes

Streptococcus salivarius

Streptococcus salivarius ssp salivarius

Enterococcus

Enterococcus avium

Enterococcus faecalis

v
~

Enterococcus faecium

Micrococcus

Micrococcus luteus

ENTEROBACTERIES

Citrobacter

Citrobacter braakii

Citrobacter freundii

Citrobacter koseri

Citrobacter werkmanii

Citrobacter youngae

Enterobacter

Enterobacter acrogenes

Enterobacter asburiae
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Enterobacter cloacae

—
~

Enterobacter cloacae / Enterobacter asburiae

Enterobacter gergoviae

Enterobacter hormaechei

Enterobacter kobei

Escherichia

Escherichia coli

N
W

Klebsiella

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae

—
w

Pantoea

Pantoea agglomerans

Proteus

Proteus mirabilis

Proteus vulgaris

Proteus vulgaris/penneri

Providencia

Providencia rettgeri

Providencia stuartii

Salmonella

Salmonella group

Salmonella ser.Paratyphi A

Serratia

Serratia marcescens

N=IN[QW]=]|=|O]=|N]|n]|=|N|[un]=]|~=

Morganella

Morganella morganii

LEVURES

Blastomyces

Blastomyces dermatitidis

Candida

Candida africana

Candida africana/albicans

Candida africana/albicans/dubliniensis

Candida albicans

Candida glabrata

Candida kefyr

Candida krusei

Candida tropicalis

Pichia

Pichia fabianii

Saprochaete

Saprochaete capitata

Aspergillus

Aspergillus niger complex

Alternaria

Alternaria alternata




1.3.1 Bactéries identifiées par le MALDI

Sur les 957 bactéries identifiées par le MALDI-TOF, 594 sont réparties en BGN (soit 62 %),

313 C+ (33 %) et 50 BGP (5 %). Les différentes bactéries sont représentées dans la Figure 17.
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Figure 17 : Répartition de différentes bactéries suivant leur typologie

1.3.1.1 Principaux cocci identifiés

Les 313 cocci identifiés étaient essenticllement répartis en bactéries a Gram positif composés

respectivement de staphylocoques (47%), de streptocoques (30 %), d’entérocoques (21 %) et

de cocci appartenant a d’autres genres (2 %) (Figure 18).
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Figure 18 : Principaux types de cooci retrouvés

+¢ Staphylocoques

Nous avons répertori¢ au total 148 bactéries du genre Staphylococcus (Tableau III).



Tableau III : L’ensemble des staphylocoques identifiés par le MALDI-TOF.

GROUPE ESPECE NOMBRE POURCENTAGE

5212}:1}{;22(;1015&‘/: Staphylococcus aureus 58 39,2 %

Staphylococcus arlettae 2 14 %

Staphylococcus capitis 0,7 %

Staphylococcus cohnii ssp cohnii 2 L4 %

Staphylococcus epidemidis 20 13,5 %

Staphylococcus haemolyticus 52 351 %

staphylocoq}le . a Staphylococcus hominis 3 2,0 %
coagulase négative

Staphylococcus lugdunensis 3 2,0 %

Staphylococcus saprophyticus 3 2,0 %

Staphylococcus sciuri 2 1,4 %

Staphylococcus simulans 1 0,7 %

Staphylococcus xylosus 1 0,7 %

Total 148 100 %

Le MALDI-TOF n’a eu aucune difficulté a identifier ces dernires car les ayant tous identifié
avec une certitude de 99,9 % correspondant au score maximal de l'appareil. Ces bactéries,
¢taient composées pour 61% (90) de staphylocoques a coagulase négative et pour 39 % (58) de
Staphylococcus aureus (Figure 19). Parmi toutes les especes identifiées, le staphylococcus

aureus est la plus répandue (39%) suivis du Staphylococcus haemolyticus (35,1%) et

Staphylococcus epidermidis (13,5%) (Figure 20).
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Figure 19 : Les différents types de staphylocoques identifiés

Figure 20 : Les différentes espéces de
staphylocoques identifiées.




*

s Streptocoques
Le MALDI-TOF a identifi¢ au total 92 bactéries du genre Streptococcus (Tableau V).

Tableau IV : Les diffé rents streptocoques identifiés:

LES STREPTOCOQUES NOMBRE POURCENTAGE
Streptococcus agalactiae 54 59 %
Streptococcus anginosus 4 4%
Streptococcus anginosus (S.milleri) 2 2%
Streptococcus constellatus 1 1%
Streptococcus gallolyticus ssp gallolyticus 1 1 %
Streptococcus gallolyticus ssp pasteurianus 2 2 %
Streptococcus infantarius ssp infantarius 1 1%
Streptococcus mitis 17 18 %
Streptococcus oralis 1 1%
Streptococcus paraHémocuinis 2 2%
Streptococcus pneumoniae 1 1%
Streptococcus pyogenes 3 3%
Streptococcus salivarius 2 2%
Streptococcus salivarius ssp salivarius 1 1%

TOTAL 92 100 %

Cette population bactérienne était essentiellement composée de bactéries appartenant a 'espece
S. agalactiae (58%) qui sont en fait des streptocoques du groupe B. Seulement (3 %) bactéries
appartenant a I'espéce Streptococcus pyogenes (groupe A) avaient été identifiées. Le reste des

streptocoques identifiés étaient pour I'essentiel des streptocoques oraux (39%) (Figure 21).
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Figure 21 : Les différents types de streptocoques identifiés



1.3.1.2 Principales bactéries a Gram négatif

Les bacilles a Gram négatif sont constitués principalement par les entérobactéries (les bactéries

les plus fréquemment isolées en microbiologie médicale) et les bactéries non fermentaires.

7/

+ Entérobactérics

Une grande variété¢ de genre d’entérobactéries a été identifi¢e par le MALDI-TOF (Tableau V).

Tableau V : Récapitulatifdes principales entérobactéries ide ntifiées

GENRE ESPECE NOMBRE TOTAL
Citrobacter Citrobacter braakii
Citrobacter freundii
Citrobacter koseri
Citrobacter werkmanii
Citrobacteryoungae
Enterobacter Enterobacter aerogenes
Enterobacter asburiae
Enterobactercloacae
Enterobactercloacae/
Enterobacter asburiae

34
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Enterobacter gergoviae 1
Enterobacter hormaechei 5
Enterobacter kobei 2
1
5

Echerichia Escherichia coli 215
Klebsiella Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae 123
Morganella Morganella morganii 12 12
PROTEUS Proteus mirabilis 11
Proteus vulgaris

Proteus vulgaris/penneri
IPrOVidencia Providencia rettgeri
Providencia stuartii
Salmonella Salmonella group
Salmonella ser.Paratyphi A
Seratia Serratia marcescens

128

10

N[(—= QW |—=|—|©O

TOTAL 426

Dans ce groupe les genres les plus représentés sont Escherichia (50%) et Klebsiella (30%).
De manicre générale le MALDI-TOF n’a pas rencontré¢ de grandes difficultés a identifier le
genre et 'espéce d’appartenance des entérobactéries. Seulement quelques cas de confusions :
» pour les Enterobacter, le Viteck MS n’arrive pas a differencier Enterobacter cloacae
d ’Enterobacter asburiae dans certains cas ;
» pour les 3 souches de Salmonella isolées seule la souche paratyphi A a pu bénéficier
d’une identification complete avec détermination du genre, de I'espéce et méme du
serovar. Par contre pour les 2 autres souches seul le genre pouvait étre identifié ;

» les Proteus vulgaris et Proteus penneri étaient souvent confondues.

)



% Non entérobactéries
Pour les non fermentaires (Tableau VI), la grande majorit¢ des bactéries identifices par le
MALDI-TOF était constituée d’Acinetobacter baumannii (46 %) et de Pseudomonas
aeruginosa (36 %). Il n’a pas ét¢ constat¢ de confusion dans I'identification des bactéries

appartenant a ce groupe, que ce soit au niveau de la détermination du genre ou de I'espece.

Tableau VI : Récapitulatif des différentes bactéries non fermentaires

NON FERMENTAIRE NOMBRE POURCENTAGE
Acinetobacter baumannii 7%
Acinetobacter baumannii complex 39 %
Acinetobacter haemolyticus 2%
Acinetobacter junii 2%
Acinetobacter radioresistens 1%
Acinetobacter schindleri 1%
Acinetobacter ursingii 1 %
Alcaligenes faecalis ssp faecalis 1%
Burkholderia cenocepacia 3%
Burkholderia cepacia 1%
Burkholderia lata 1%
Burkholderia sp. 1%
Pseudomonas aeruginosa 36 %
Pseudomonas putida 2 %
Pseudomonas stutzeri 1%
Stenotrophomonas maltophilia 2%
Pandoraea sputorum 1 %

TOTAL 100 %
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1.3.1.3 Bacilles a Gram positif

Les principaux bacilles a Gram posttif identifiés par le MALDI-TOF ¢étaient les Bacillus (soit

44 %), des corynebactéries qui représentaient (34%), des Lactobacillus (18%), et des
Lysinibacillus (4 %) (Figure 22).
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Figure 22 : Les différents bacilles Gram positif identifiés

1.3.2 Levures identifices par le MALDI-TOF

Au total 154 souches de levures ont ét¢ identifiées par le MALDI TOF (Tableau VII).



Tableau VII : Les diffé rentes levures identifiées par le MALDI-TOF

LES LEVURES NOMBRE POURCENTAGE
Blastomyces dermatitidis 1 1%
Candida africana 3 2%
Candida africana/albicans 9 6 %
Candidaafricana/albicans/dubliniensis 1 1%
Candida albicans 92 59 %
Candida glabrata 16 10 %
Candida kefyr 2 1%
Candida krusei 8 5%
Candida tropicalis 19 12 %
Pichia fabianii 1 1%
Saprochaete capitata 1 1 %
Aspergillus niger complex 1 1%
Alternaria alternata 1 1%
Total 154 100 %

Ces dernieres étaient principalement des Candida avec une nette prédominance de Candida
albicans (93 germes ; 60 % des germes). Il a été observé 9 cas de confusions dans lesquels le
MALDI-TOF n’était pas parvenu a dissocier Candida albicans et Candida africana. A cela
s’ajoute un cas de confusion entre Candida albicans, Candida africana et Candida
dubliniensis.

En dehors des candidoses le MALDI-TOF avait identifi¢ des levures appartenant aux especes

Blastomyces dermatidis, Pichidafabianii et Saprochaeta capitata.

1.4 Taux de contributivit¢ du MALDI-TOF

Au total 1227 germes avaient ét¢ soumis au MALDI-TOF pour identification. Cet analyse avait
conduit a lidentification de 1111 germes et 116 germes pour lesquels le MALDI-TOF n’avait
pas pu déterminer le genre et I'espéce d’appartenance découlant ainsi sur une contributivité

globale de 91 % et un p<0,05 donc ces résultats sont statistiquement significatifs (Figure 23).
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Figure 23 : Taux de contributivit¢ du MALDI-TOF



2. Discussion
2.1 Caractéristiques de la population d’étude

2.1.1 Age
La moyenne d’age dans notre population d’étude était de 42 ans avec des extrémes de 0 et 90
ans. Cette hétérogénéit¢ des patients est surtout lice a la polyvalence de I'hopital qui regoit tout
type de patient a toutes les tranches d’ages, ainsi que les nombreux services dont il dispose.
2.1.2 Sexe
Notre population d’étude était composée pour 41 % d’hommes et pour 59 % de femmes,
laissant ainsi apparaitre une nette prédominance fémmnine matérialisée par un sex-ratio de 0,69.
Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que les femmes soient beaucoup plus vulnérables
face aux infections. Et ceci pourrait étre li€é a leur anatomie qui les prédispose face a de
nombreuses infections a I'occurrence des infections urinaires et vagmnales.
C’est sur cette lancée que KENKOUO (2008) dans son rapport de stage rapporte que les
femmes faisaient plus d'infections urinaires que les hommes et que le risque d'infection
augmente de 44,5 % lorsque le patient est une femme. Il est également retenu que certaines
mfections sont spécifiques aux femmes comme les candidoses vulvo-vagnales (KAUFFMAN
etal.,2011).

2.1.3 Répartition de la population d’étude
Nos résultats ont montré que, notre population d’étude était composée essenticllement des
patients hospitalisés avec un pourcentage de 59% et la majorit¢ provenaient du département de
médecine. Cette prédominance des patients notée dans ce département pourrait étre expliquée
par le fait que ce département hébergeait en son sein le service de Boufflers en I'occurrence le
service d’infectiologie de 'HPD ou était prise en charge la quasi-totalit¢ des patients victimes
d’infections. De plus le département de médecine avait une plus grande capacité d’accueil avec
125 lits comparé aux départements Mere-enfant, Chirurgie et réanimation qui n’en disposaient

que de 121, 98, 24 respectivement.
2.2 Produits pathologiques

Le MALDI TOF avait identifi¢ tous les germes en provenance de I'ensemble des produits
pathologiques qui lui ont ét¢ soumis. Ces derniers étaient essentiellement constitués d’urines
(36,94 %) de prélevements vagmnaux (21,82 %), de pus (14,91%) et de sang (hémoculture)
(8,81%). L’étude cytobactériologique des autres types de prélevements recus au laboratoire,

aboutissait le plus souvent sur des cultures stériles ou non contributives qui n’étaient pas pris



en compte dans notre étude (voir criteres d’inclusion), d’ou leur faible taux de contribution sur
I'ensemble des produits pathologiques. Nos résultats corroborent les résultats de nombreuses
¢tudes qui ont eu a démontrer que la plupart des bactéries isolées en pratique courante au
laboratoire le sont a partir des produits pathologiques mentionnés plus haut (AMAZIAN et al.,
2010 ; NOCON, 2013).

2.3 Apport du MALDI-TOF MS dans l’identification en routine des germes :

Durant cette période 957 bactéries avaient été identifi¢es par le MALDI-TOF sur les 1227
cultures de pathogénes qui ont ét¢ soumis au Vitek MS. Ces résultats témoignent I'efficacit¢ du
MALDI-TOF MS a identifier sans aucune confusion de genre ou d’espeéce d’appartenance, a 91
% des germes qui lui ont ét¢ soumis. Ces résultats sont similaires a ceux de MARTINY et al.,
2012 qui confirment la performance du MALDI TOF a identifier jusqu’au niveau de l'espece
par le systtme Vitek MS a 93,2% pour 986 isolats soit un seuil de 90%. De méme que les
travaux de SENG et al., ( 2009) qui sur 1 660 isolats bactériens analysés, 95,4% ont été
correctement identifiés par MALDI-TOF MS; 84,1% ont été¢ identifiés au niveau de l'espece et

11,3% au niveau du genre.
2.3.1 Apport du Vitek MS dans I’identification des staphylocoques

Le systtme MALDI-TOF a été évalué par sa capacité d’identifier Cent quarante-huit (148)
isolats cliniques de staphylocoque comportant 12 espéces précédemment scindées en deux
groupes représentés par les especes Staphylococcus aureus soient 39% et SCN (61%).Toutes
ces especes sont facilement reconnues par le MALDI TOF avec une large précision du genre et
d’espece sans aucune forme de confusion soit un score d’identification de 100%. Ces résultats
sont similaires a ceux de DUBOIS et al., 2010 ; ZHU et al., 2015 qui ont démontré que le
Biotyper peut strement identifier les espéces de Staphylocoques avec une plus grande
exactitude que les produits biochimiques conventionnels. Le MALDI TOF nous a permis
d’identifier toutes les especes de staphylocoque et de distinguer les Staphylococcus aureus et
celles non aureus (SCN) avec un délai de rendu en moins de 24h, alors que pour I'identification
phénotypique des tests DNase et le Sldex Staph étaient nécessaires. Ainsi le MALDI a pu
identifier 11 especes de Staphylococcus appartenant aux SCN y compris Staphylococcus
epidermidis qui est une bactérie résistante a tous les antibiotiques, et serait en train de se
répandre dans les hopitaux du monde entier sans étre détectée par les méthodes

conventionnelles (DUBOIS et al., 2010).
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2.3.2 Apport du Vitek MS dans 'identification des streptocoques

Le MALDI TOF a finalement permis d’identifié 92 germes appartenant au genre
Streptococcus. L’identification ne s’est pas limitée au genre mais a également donné une nette
précision de Iespece. Ainsi Streptococcus agalactiae (58 %), Streptococcus pyogenes (3%) et
les Streptococcus oraux (39 %) avaient ét€¢ identifiés. Dans notre cas précis, comme en
témoigne le score d’identification qui était de 99,9 %, le MALDI-TOF a identifié tous les
Streptocoques appartenant aux groupes A et B sans aucune ambiguité et avec une trés haute
précision et ceci en un temps record. Cependant, ce niveau de précision atteint avec les
streptocoques des groupes A et B, n’était pas reproductible quand i s’agissait de
I'identification des streptocoques oraux. A plusieurs reprises, l'appareil était incapable de
differentier le Streptococcus mitis du Streptococcus oralis (12 fois) ou du Streptococcus
pneumoniae (2 fois). Ces confusions répétitives pourraient avoir une explication d’apres les
arguments de Risch er al. (2010) qui montraient que les problémes d'identification dans les
laboratoires de microbiologie clinique entre Streptococcus pneumoniae sont remarquablement
similaires aux trois especes commensales Streptococcus mitis, Streptococcus oralis et
Streptococcus infantis. D’autres auteurs stipulent également d’apres leurs études que la
distinction entre Streptococcus pneumoniae et Streptococcus mitis est difficile par définition,
car les deux especes sont génotypiquement proches, sauf si un test de solubilit¢ de la bile est
utilis¢ pour le diagnostic différentiel pneumococci dissous, streptocoques résistants (SENG et
al ., 2009 ; VAN VEEN et al., 2010; BLONDIAUX et al., 2010 ; IKRYANNIKOVA et al.,
2012).

Curieusement, aucune souche de bactérie de I'espéce Streptococcus pneumoniae n’avait été
identifiéce par le MALDI-TOF durant notre période d’étude. Cette mauvaise performance pour
I'identification de Streptococcus pneumoniae par le MALDI-TOF pourrait étre expliquée par le
fait que le Streptococcus pneumoniae donne des colonies muqueuses qui sont difficiles a
manipuler pour réussir des dépodts analysables par le MALDI-TOF (BLONDIAUX et al., 2010;
CARIELLO, 2012 ; LAVIGNE et RIEGEL, 2015). S’ajoute également I’absence du traitement
a lacide pour les bactéries qui devait permettre la lyse de la capsule afin de rendre accessible
les protéines nécessaires a [Iidentification. Amsi  les pneumocoques devraient Etre traités
comme des levures pour avoir de meilleurs résultats. De plus la méthode d’extraction qui
devait permettre un rendement accru en protéine, n’était pas systématiquement effectuée au
laboratoire de I'HPD, alors que CLARCK et al. (2013) proposaient lajout d'une étape

d'extraction pour de meilleurs résultats.



2.3.3 Apport du Vitek MS dans identification des entérobactéries

Les entérobactéries ont ¢ét¢ identifices avec succes par le MALDI-TOF avec un score
d’identifications estimé¢ a 99 %, dans sa globalit¢. Ces résultats corroborent avec ceux de VAN
VEEN et al. (2010) qui avaient obtenu une identification correcte des entérobactéries avec un
score de 97,7%. Les entérobactéries représentent un groupe dynamique d’organismes
rencontrés dans le laboratoire de 'HPD et sont responsables d’un large éventail de pathologies,
d’ou I'importance d’utiliser cet appareil pour assurer une nette précision des identifications a
un temps minimal pour le rendu des résultats. Cependant, ces avantages n’empéchent que le
MALDI était parfois entaché d’imperfections a type de confusions entre espéces appartenant au
méme genre. De maniere plus précise, il ne pouvait pas dissocier Enterobacter cloacae de
Enterobacter asburiae. Cette absence de discrimination entre especes phylogénétiquement
proches était aussi retrouvée lors de [I'identification des salmonelles. En effet, pour les 3
souches de Salmonella isolées seule la souche paratyphi A avait pu bénéficier d’une
identification compleéte avec détermination du genre, I'espéce et méme du serovar alors que
pour les 2 autres souches seul le genre pouvait étre identifi¢ découlant sur une conclusion de
I'analyse par le MALDI-TOF de type Salmonella spp. C’est également le cas dans le genre
Proteus ou Proteus vulgaris et Proteus penneri étaient souvent confondues. Ces mémes types
de confusions ont aussi ét¢ relatées dans les travaux de CARIELLO (2012) et LAVIGNE et
RIEGE (2015). Comme pour les bactéries susmentionnées, la similarit¢ entre les séquences
protéiques qui composent les espeéces confondues par le MALDI-TOF, demeurent la seule

explication probable face a ces confusions inter-especes au sein du méme genre.

234 Apport du Vitek MS dans identification des bactéries non

fermentaires :

Dans ce groupe le MALDI-TOF avait essentiellement identifi¢ Acinetobacter baumannii (46
%) et Pseudomonas aeruginosa (36 %). Ces résultats concernant ces espéces donnent une
grande satisfaction dans la mesure ou leur détermmation a abouti sans aucune confusion
d’autant plus qu’elles sont reconnues comme étant des bactéries non fermentaires les plus
fréquemment rencontrées en pratique courante en bactériologic médicale comme en
mfectiologie. Dans la littérature plusieurs auteurs rapportent que Acinetobacter baumannii est
une bactérie appartenant au complexe Acb responsable d'infections nosocomiales évoluant
sous forme de bouffées épidémiques et sa prévalence n'a cessé¢ d'augmenter ces dernieres
années, notamment en réanimation, ou elle est aujourd'hui reconnue comme l'un des principaux

agents d'infections nosocomiales (PELEG et al., 2008; TOWNER, 2009; DETTORI et al.,



2014). Le MALDI-TOF vient ainsi de régler un probleme sans précédent associé a

I’identification des bactéries non fermentaires.

2.3.5 Apport du Vitek MS dans I’identification des bacilles a Gram positif

L’identification par les méthodes conventionnelles en bactériologie ne permettait pas d’avoir
une orientation vers le diagnostic d’un bacille a Gram positif sans qu’il y ait des doutes sur
I'interprétation des résultats. Ainsi a plusieurs reprises ces microorganismes sont passés
mapergus car ils étaient considérés comme des contaminants. Mais avec I'acquisition du
MALDI TOF ces germes ont ét¢ bien identifiés avec une discrimination précise des genres et
des especes. Par conséquent leur présence pourrait constitier un marqueur d’efficacit¢ de la
technique pour mettre en évidence les bactéries a partir des surfaces en milieu hospitalier
(BERTROU et al., 2000 ; MEUNIER et al., 2005). Grace a la rapidité et la précision de cette
technique, ces bactéries ne poseront plus un retard dans les analyses au laboratoire car il permet
ainsi aux biologistes de décider d’arréter I'analyse a chaque fois qu’une bactérie & Gram positif
non pathogéne (un contaminant) est identifié¢e par ce dernier. Ceci permet d’économiser non
seulement sur le temps d’analyse mais également sur les ressources mis en ceuvre pour

I'identification de ces contaminants probables.

2.3.6 Apport du Vitek MS dans identification des levures

Les levures identifi¢es par le MALDI-TOF étaient principalement des Candida avec une nette
prédominance de Candida albicans (60 %). Ces résultats corroborent & ceux de KECHRID
(2018) qui lors de sa spécialisation, avait travaillé sur CVV chez les femmes. Et ces résultats
ont confirmé [lidentification précise des Candida albicans par le MALDI-TOF avec des
proportions de 47.67 soit 70%. Méme si I'identification de ces germes par le MALDI-TOF a
¢été contributive dans la majeure partie des cas, de confusions (9 cas) ont été relevées lors de la
différentiation de Candida albicans et Candida africana ou encore Candida albicans, Candida
africana et Candida dubliniensis. Ainsi le MALDI-TOF se dresse comme une alternative au
test de filamentation qui de nos jours est trés contest¢ par certains spécialistes car ce dernier
peut conduire a des résultats faussement positifs du moment que d’autres especes de candida
n’appartenant pas a l'espece Candida albicans peuvent aussi filament¢ dans les mémes

conditions en moins de 3 heures (HEELAN et al., 1996 ).



2.4 Contributivit¢ du MALDI-TOF

Méme si la contributivité a été estimé dans I'ensemble a 91 %, nous avons rencontré 116 cas de

germes isolés pour lesquels le MALDI-TOF n’a pas pu déterminer le genre et Pespece

d’appartenance. Ces cas pouvaient s’expliquer par différentes raisons :

v

AN NN

une mauvaise qualit¢é du dépdt de I'échantillon (spot) ;

une insuffisance du nombre de pics d’intégration ;

un échec de calibration ou une absence de I'espeéce dans la base de données du Vitek MS ;
une colonie est difficile a prélever ou trop muqueuse ;

un dépot non homogene sur la cible peut créer des spectres de mauvaise qualité.

I est cependant important de noter qu'un séquencage des germes ayant échappé au MALDI-

TOF pourrait conduire a une découverte de nouvelles especes jusque-la inconnues, c’est le cas

d’Haemophilus massiliensis (LO et al., 2016) découverte a 'HPD.



CONCLUSION

En 2012, le spectrometre de masse MALDI-TOF Biotyper de Bruker a ét¢ mis en service au
laboratoire de microbiologie médicale de 'HPD pour Iidentification des pathogénes. Du 1°
fevrier au 31 juillet 2018, sur six mois d’utilisation en routine, une évaluation des
performances du MALDI est réalisée sur 1227 isolats dont 957 bactéries et 154 levures avaient
¢été identifices par le MALDI-TOF avec un score d’identification équivalent a 91 %. Cette
¢tude a porté sur des prélévements issus de patients agés de 0 a 90 ans avec une moyenne d’age
de 42 ans et un sex-ratio de 0,69. Durant cette période d’étude, aucune espeéce nouvelle ne fut
décelée par le MALDI. Par contre il est parvenu a identifier les especes les plus fiéquemment
retrouvées en milieu hospitalier, qui causent de nombreuses infections nosocomiales, ainsi que
les pathogeénes liés aux infections communautaires. Par ailleurs notre étude a permis de
ressortir quelques limites du MALDI-TOF a travers les germes non identifiés par le MALDI.
Elles sont lices a un défaut technique ou une base de données incompléte, ainsi que les
quelques cas de confusions observés pour certaines espéces, a cause d’une similarité
génotypique. En effet, les bases de données de ce systtme sont plus exhaustives que celles
disponibles avec les méthodes d’identification traditionnelles. Néanmoins, ces méthodes
classiques restent les méthodes de référence, notamment pour la détection de germes faciles a
cultiver et qui nécessitent une détermination rapide de leur sensibilit¢ aux antibiotiques. En fin,
le MALDI-TOF serait plus mtéressant avec une base de données précise, adaptée, et

régulicrement mise a jour.

En perspective,

Le MALDI-TOF serait plus efficace avec :
» la création de nouvelles bases de données pour faciliter la détection de facteurs de
virulence de certaines bactéries multi résistantes ;
» Tidentification d’insectes vecteurs de pathologie (IRD) ;
» Tidentification des colonies mycobactéries (Tuberculose) ;

» Tlidentification directe des pathogénes dans des urines et des flacons d’hémoculture.
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ANNEXES
ANNEXE 1 : Classification des principales bactéries d’intérét médical

MORPHOLOGIE | GENRE ESPECE NOM COURANT HABITAT POUVOIRPATHOGENE
en amas Staphylococcus aureus epidermidis, | Staphylocoque doré ubiquitaire, peau, Suppurations

autres Staphylocoque blanc muqueuses

Streptococcus groupe 4, C, G, L,... | Strepto B hémolytique streptococcies synd. post
. . pharynx U .
en chainettes agalactiae (groupe Strepto Bnon O streptococcique infections
i voies génitales X

B) groupe D entérocoque néonatales

en diplocoques Streptococcus pneumoniae pneumocoque voiesrespiratoires otit °8, pneumonies,
méningites

en courtes chaines | Enterococcus faecalis faecium entérocoques intestin infections rinaires,

digestives, endocardites.

gonorrheae gonocoque voies génitales blénnoragie, MST méningite

i Neisseria RO o s .
en diplocoques meningitidis méningocoque pharynx cérébrospinale

L L méningites infections
Listeria monocytogenes ubiquitaire 8!

"etits néonatales
petits -
Erysipelothryx rhusiopathiae Bziﬂ;i?;;ﬁ;:get du animaux Iésions cutanées endocardites
" " . . . bacille de Loeffler dlph.t erie,croup 1nfe’ct10ns
grands Corynebacterium diphteriae autres corynefomes gorge respiratoires, cutanées,
urinaires

S . infect. digestives, urinaires
Escherichia coli g ’

; colibacille biliaires, méningées, pulm.
Citrobacter . e . . .
loration Famille - Enterobacter bac%lle de Fr{edlandler . . 1pfect10ns néonatales
co N —_— ; bacille de Shiga intestin fievre typhoide,
bipolaire Enterobacteriaceae Klebsiella . X . .
toxiinfections alimentaires
Samonella dysenterie infections
Shigella Proteus ysen
urinaires
Brucella melitensis
Haemophilus
influenzae animaux gorge, fievre de Malte, brucelloses
Pasteurella pharynx, otites, sinusites, méningites
Coccobacilles multocida animaux rats, infections aprés morsures
Pasteurella pestis puces peste coqueluche infections
Bordetella pertussis rhinopharynxeau | respiratoires
Legionella
pneumoniae
L . Famille : Pseudomonas bacill . ) surinfections de plaies,
aérobiesstricts Pseudomonaceae | aeruginosa actiie pyocyanique eaux, so’s ulcéres, suppurations
. Vz.brz'o cholerae beille du choléra choléra rarement pathogenes
Vibri Eamille : Vibrions autres eaux diarrhée ulcére
Ibrions Vibrionaceae Campylobacter intestin estomac ;
. gastroduodénal
Helicobacter
BACTERIES DE FORME SPIRALEE
Treponema pallidum e . -
I . ; , . syphilis leptospirose fievres
eptospira icterohémorragiae , . homme rats, eaux A .
: . téponéme . récurrentes maladie de Lyme
Borrelia recurrentis poux, tiques rat
. - sodoku
Sprillum burgdorferi minus
MYCOPLASMES
pneumoniae hominis infections respiratoires
. Mycoplasma . . 1
sans paroi autres infections genltales
Ureaplasma urealyticum Infections génitales
MYC O BACTERIES
Bacilles alcoolo- Mycobacterium tuberculosis bovis bacille de Koch (BK) Bacilles alcoolo- Mycobacterium
acido résistants "atypiques”" BCG acido résistants
leprae

BACTERIES ANAEROBIES STRICTES
Coquesa Gram

positif Coques a Pep fostreptococcit spores dans les
G soatif 8 Veillonella solsintestin et
B ra.r;; negatl Clostridium tetani perfringens Is aliment tétanos gangréne gazeuse
ac'lt':s a Gram Bacteroides botulinum is](q)t::tilqunen s botulisme suppurations
II;OSI_ lll AG Prevotella
acilles 2 Gram Actinomyces

négatif




ANNEXE 2 : Mode opératoire de la calibration

La calibration se fait a 'aide d’une souche d’Escherichia coli ATCC 8739. Cette souche est
stockée au congélateur a une température de -80°C. Une subculture S1 est effectuée sur
gélose au sang et conservée au réfrigérateur durant un maximum de quatre semaines. La
souche calibrante est obtenue en repiquant la souche S1 sur gélose au sang. Celle-ci est
repiquée tous les jours afin d’avoir une souche fraiche pour la calibration. Une fois par
semaine, la souche calibrante est repiquée a partir de la souche S1.

Aprés quatre semaines, la souche S1 est repiquée sur gélose au sang pour obtenir la souche
S2, conservée également a son tour au frais pendant quatre semaines et repiquée 1 fois par
semaine pour la souche calibrante. On procéde ainsi de suite jusqu’a la souche S7, apres

laquelle, on repart a partir de la souche stockée au congélateur.

_B0eC Souche stock
Tx/mois
4°C S1 S2as7
Txfsemaine
35°C Souche calibrante
1 xfjour

Figure 24 : Schéma de conservation de la souche calibrant.

Le dépdt de la souche calibrant se fait sur la lame DS, sur un puits prévu a cet effet. Le puits
est légérement plus petit que les autres et est situ¢ au miieu de chaque série de 16
échantillons (Figure 24). Le calibreur est lu avant et aprés chaque série et le résultat doit étre
bon pour pouvoir valider les résultats des échantillons. Si le MS n’arrive pas a mtégrer les

pics et a identifier la souche calibrant, il n’analyse pas les échantillons.
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La gravité des pathologies infectieuses observées en milieu hospitalier et communautaire fait que ’identification
des bactéries est une priorité absolue. Cependant la description phénotypique seule ne suffit plus, a cadrer le
germe en question. D’ou I'importance de développer d’autres outils récents pour la résolution de ces facteurs
limitants dans I’identification de routine. Notre étude s’est portée sur I'identification de germes (bactéries et
levures) poussant sur des milieux de culture solides par la spectrométric de masse MALDI-TOF dont dispose
I'HPD. L’objectif de cet étude était d’évaluer 'apport du MALDI-TOF dans I'identification de routine a I’'HPD.
1l s’agit d’une étude prospective transversale s’effectuant sur une durée de 6 mois s’étalant de la période du 1
février au 31 juillet 2018. L’age moyen de nos patients inclus dans cette étude était de 42 ans avec des extrémes
de 0 et 90 ans et un sex-ratio de 0,69. Nous avons travaillé sur 1227 isolats de cultures, isolés a partir de 999
échantillons provenant des 835 patients inclus dans notre étude. Durant cette période, 1111germes furent
identifiés correctement par MALDI-TOF dont 957 étaient des bactéries soit 86 % et 154 restantes étaient des
levures soit 14% avec un taux de contributivité estimé a 91%. Le MALDI-TOF a estimé 116 germes non
identifiés. Ainsi la performance du MALDI-TOF s’aveére €tre vrai car des germes pathogénes furent identifiés
avec succes et la plus grande précision du genre et de 'espéce et méme dans quelques cas du serovar.

Mots clés : identification de routine, MALDI-TOF, HPD, contributivité.

Title : The contribution of Maldi-tofin the identification of the bacteria and yeasts at the Principal
Hospital of Dakar:Assessment over six months.

ABSTRACT :

The gravity of the infectious pathologies observed in hospital and Community medium makes that the
identification of the bacteria is an absolute priority.However phenotypical description only is not enough any
more, to tally the germ in question.From where importance to develop other recent tools for the resolution of
these factors limiting in the identification of routine.Our study went on the identification of germs (bacteria and
yeasts) pushing on solid culture media by spectrometry Maldi-tof the mass available to the HPD. the objective of
this study was to evaluate the contribution of Maldi-tof in the identification of routine to the HPD.It is about a
transverse exploratory study being carried out over one 6 months duration being spread out period of February 1
at July 31, 2018.The average age of our patients included in this study was of 42 years with extremes of 0 and 90
years and a sex-ratio of 0,69.We worked on 1227 isolates of cultures, isolated starting from 999 samples coming
from the 835 patients included in our study.During this period, 1111germes was identified correctly by Maldi-tof
of which 957 were bacteria either 86 % and 154 remaining was yeasts or 14% with a rate of contributivity
estimated at 91%.Maldi-tof considered 116 germs not identified. Thus the performance of Maldi-tof proves to be
true bus of the pathogenic germs were identified successfully and the highhest degree of accuracy of the genus
and the species and even in some cases of the serovar.
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