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I. Les échantillons

Cing échantillons lyophilisés ont été envoyés. Les échantillons devaient étre
reconstitués avec 0.5 ml d’eau distillée et ensemencés sur les milieux de culture
appropriés. Aprés il fallait effectuer I'identification par Malditof.

L’information concernant les souches reprenait le site de prélévement:

M/7438: hémoculture
M/14598: selles

M/14854: hemocultuur
M/15149: selles
M/15165: hémoculture

L’interprétation des réponses devait étre effectuée en fonction du site de
prélevement. |l fallait d’abord introduire le nom du producteur, le type de logiciel et le
type d’extraction; ensuite, il fallait introduire un nombre de données spécifiques en
fonction de I'appareil utilisé ; pour les utilisateurs de bioMérieux : le résultat obtenu ;
pour les utilisateurs de Bruker: les 3 premiers résultats avec les scores
correspondants et la “consistence with score”.

Finalement les laboratoires devaient indiquer s'ils transféreraient en routine le
résultat au clinicien et, en cas de réponse positive a cette question, quelle était
I'identification finale. La derniére question était de savoir si le laboratoire effectuerait
des tests complémentaires pour une identification plus ample, pour confirmation,...
Le but n’était cependant pas d'effectuer ces tests complémentaires :
I'identification finale ne devait donc étre basée que sur le résultat du Malditof;
il pouvait donc étre possible ou méme probable qu’un laboratoire réponde de
ne pas communiquer le résultat de I'appareil en routine.

Les germes envoyés étaient:

M/7438: Rhodococcus equi
M/14598: Salmonella Chester

M/14854: Listeria monocytogenes
M/15149: Shewanella algae

M/15165: Streptococcus dysgalactiae
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Il. Les résultats

81 laboratoires ont participé a cette enquéte: 80 laboratoires cliniques et 1
laboratoire d’une firme; ce dernier n'a pas été pris en compte dans I'analyse des
résultats. Tous les laboratoires n’'ont pas transmis des résultats pour tous les
échantillons.

Certains laboratoires ont quand-méme effectué les tests complémentaires pour
certains échantillons et ils ont pris en compte ces résultats pour la « réponse
définitive, transmise en routine » : certaines réponses sont donc biaisées.

M/7438: Rhodococcus equi

Nombre de participants : 77 (trois laboratoires n’utilisent pas de Malditof pour ce
genre d’échantillons)

Bruker: N = 59
Logiciel:  IVD: 38
RUO: 9
IVD + RUO: 2

IVD + RUO + bioterrorisme + moisissures + mycobactéries: 1
IVD + bioterrorisme + moisissures + mycobactéries + propre base: 1
RUO + bioterrorisme: 6

RUO + bioterrorisme+ moisissures + mycobactéries: 1

RUO + moisissures + mycobactéries + propre base: 1

Extraction: Sans: 26
Acide formique: 22
Complet: 6
Sans + acide formique: 4
Sans + complet: 1

bioMérieux N = 18

Software: IVD: 17
Myla: 1

Extraction: Sans: 13
Acide formique: 3
Complet: 1
Vitek MS-CHCA: 1
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Résultat final (répondu en routine)

Bruker

Pas répondu en routine: N = 1
Répondu en routine: N = 58

Réponses fournies:

Réponses

N labos

Rhodococcus equi
Rhodococcus species

54
2

Total

56

bioMérieux

Pas répondu en routine: N =5
Répondu en routine: N = 13

Réponses fournies:

Réponse

N labos

Rhodococcus equi
Rhodococcus hoagii
Gemella morbillorum
Haemophilus haemolyticus

A a0

Total

13
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Résultats technigues obtenus avec I'appareil de Bruker

Nous n’avons pas constaté de différences entre les versions utilisées des logiciels
IVD et RUO: les différentes réponses ont été obtenues par des laboratoires avec
différentes versions des logiciels.

Laboratoires qui ne fourniraient pas de résultat en routine (N = 3)

1° résultat: R.equiN=3

Score: médiane: 2.095; min: 2.049; max: 2.209
2° résultat: R.equiN=3

Score: médiane: 2.037; min: 2.011; max: 2. 057
3¢ résultat: R.equiN=3

Score: médiane: 2.021; min: 2.020; max: 1.968
Consistence with score: A:3

Un laboratoire a conseillé d’effectuer des tests complémentaires: coloration de Gram,
contréle du pigment, catalase, Api coryne et CAMP test avec S. aureus.

Laboratoires qui répondraient en routine R. equi (N = 54)

1° résultat: R. equi N = 54

Score: médiane: 2.150; min: 1.765; max: 2.420
2° résultat: R. equi N = 54

Score: médiane: 2.088; min: 1.728; max: 2.330
3¢ résultat: R. equi N = 54

Score: médiane: 1.990; min: 1.181; max: 2.260
Consistence with score:  A: 45

B: 8

C:1
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Laboratoires qui conseillent d’'effectuer des tests complémentaires: N = 14

Quels tests

Test

N labos

Coloration de Gram

Coloration de Gram + catalase

Coloration de Gram + catalase + oxidase + nitrate + séquengage 16S

Coloration de Gram + catalase + oxidase + CAMP-test + H2S + absence d’hémolyse +
envoi au laboratoire de référence

Coloration de Gram + identification génétique

Gram culture jeune versus culture agée + catalase + Ziehl + sensibilité a la vancomycine
+ urée

Coloration de Gram, ainsi qu'une mise en culture sur milieu sélectif et une détermination
de la sensibilité aux antibiotiques. En cas d'hémoculture significative, nous pouvons
confirmer définitivement l'identification par PCR 16s et séquengage de la souche.

API coryne

Séquencage 16S

—anN

-

Total

14

Le laboratoire qui répondrait en routine Rhodococcus species (N = 2)

1° résultat: R.equiN=2
Scores: 1.958, 1. 930

2° résultat: R.equiN=2
Scores: 1.830, 1.840

3° résultat: R.equiN=2
Scores: 1.692, 1.840

Consistence with score: B: 2

Aucun des 2 laboratoires n’effectuerait de tests complémentaires en routine
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Résultats technigues obtenus avec |'appareil de bioMérieux

Laboratoires qui ne fourniraient pas de résultat en routine (N =5)
Résultat: R.equiN=2

S. anginosus N = 1

N. asteroides N = 1

Nocardia species N = 1

Quels tests

Réponse sur le protocole: coques a Gram positif, probablement Rhodococcus spp., I'identification est
contrdlée. La souche est envoyée a un laboratoire externe. (Malditof Bruker, Phoenix et séquengage
16S si nécessaire) Carte Vitek: pas d’identification Gram: coques a Gram positif Stringtest: Négatif En
routine la souche est envoyée pour séquengage 16S.

(ID Malditof bioMérieux = R. equi)

Score de fiabilité 28% => utiliser une autre méthode pour I'identification (Carte Vitek ID)
(ID Malditof bioMérieux = S. anginosus)

Coque-bacille Gram variable Carte Gn Vitek 2: Brucella melitensis Sur Malditoff identification non
fiable car 4 Identification différentes (Nocardia, Rhodococcus, Eggerthelia, Prevotella). Envoi pour
identification au Laboratoire référent

Résultat Vitek MS: Nocardia nova 50%/ Nocardia africana 50%; mais vu que cette identification est
discordante avec la coloration de Gram, nous enverrions cette souche en routine a 'UZ Bruxelles pour
identification

(ID Malditof bioMérieux = Nocardia species)

Laboratoires qui répondraient en routine R. equi (N = 10)

Résultat: R.equiN=10

Laboratoires qui conseillent d’effectuer des tests complémentaires: N = 3

Quels tests
Test N labos
Coloration de Gram 2
Séquencgage 16S 1
Total 3
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Le laboratoire qui répondrait en routine Rhodococcus hoagii (N = 1)

Résultat: R. hoagii

Le laboratoire n’effectuerait pas de tests complémentaires

Le laboratoire qui répondrait en routine Gemella morbillorum (N = 1)

Résultat: N. gonorrhoeae

Gram et oxydase car le MS a donné N. gono a 58% et Gemella morbillorum a 42%.

Le laboratoire qui répondrait en routine Haemophilus haemolyticus (N = 1)

Résultat: Haemophilus haemolyticus

Le laboratoire n’effectuerait pas de tests complémentaires

Commentaire M/7438 Rhodococcus equi

Rhodococcus equi (Goodfellow and Alderson 1977), Corynebacterium equi
(Magnusson 1923), Corynebacterium hoagii (Morse 1912 Eberson 1918) et
Nocardia restricta (Turfitt 1944, McClung 1974) désignent la méme espéce
bactérienne. Suite a une analyse taxonomique polyphasique en 2014,
Rhodococcus equi constitue avec Corynebacterium hoagii une seule espéce :
Rhodococcus hoagii (1). La proposition de réattribution de Rhodococcus equi au
genre Prescotella (2,3), n’a pas été retenue (4).

Identifié comme pathogéne équin en 1923 (5),connu en médecine vétérinaire
comme agent de pneumonie chez le poulain, il a été ultérieurement isolé chez
d’autres animaux : bovins, porcs, moutons , chévres, ours, cervidés , phoques ,
chiens et chats. Le crottin et le fumier constituent le réservoir principal de
Rhodococcus equi ;le mode de contamination par inhalation est le plus fréquent. (6)

La premiére infection humaine était rapportée en 1967(7) . On observe une flambée
dans les années 1980 coincidant avec le début de la pandémie HIV.(8)

Rhodococcus equi est un pathogéne intracellulaire facultatif , qui infecte les
macrophages et peut survivre dans les lysosomes . Plus de 85% des cas
surviennent chez les patients avec un déficit d”immunité cellulaire, particulierement
chez les patients infectés par le HIV.(8)

80% des infections humaines sont pulmonaires. Dans 50% de ces cas , seules les
hémocultures sont positives. L’isolement d’'un Rhodococcus equi dans les
hémocultures doit étre rapporté! Diverses localisations extra pulmonaires sont
décrites : abcés cérébraux, infections des plaies, arthrites, endophtalmies,
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péritonites, adénites mésentériques, ostéomyélites, otites moyennes avec
mastoidites.

Appartenant aux Actinomycétes « aérobies », qui comprennent ,entrautres, les
Nocardia, Gordonia, Actinomadura, Streptomyces , Tsukamurella,
Rhodococcus equi est une bactérie Gram positif, de morphologie variable en
fonction du temps d’incubation et de la nature du milieu utilisé : bacillaire sur les
colonies jeunes ou cultivées en milieu liquide , coccoide en vieillissant. Ce caractére
est commun a toutes les espéces de Rhodococcus. Le caractére partiellement
acido-alcoolo résistant par la technique de Kinjoun (coloration de Ziehl-Neelsen a
froid) dG au contenu en acide mycolique et en acide tuberculostéarique de la paroi
cellulaire, peut préter a confusion avec les Nocardia, Gordonia, Dietzia,
Segniliparus, Tsukamurella , Williamsia.

Les colonies sont muqueuses, saumonées (pigment d’apparition tardive, aprés 2-3
jours).

L’aspect macroscopique et microscopique ne permet pas de le distinguer des
corynébactéries(la forme bacillaire), ni des microcoques(la forme coccoide), avec le
risque de le considérer comme contaminant.

Rhodococcus equi posséde les caractéres suivants: aérobie strict, catalase
positive, immobile, non sporulé, mode de division longitudinale (palissades), pas de
myceélium aérien.

Le CAMP factor est positif avec Staphylococcus aureus et Listeria ivanovii.

La méthode de référence d’identification moléculaire de Rhodococcus equi ( y
compris dans les prélévements cliniques ) est 'amplification d’'un fragment du gene
choE qui encode une cholesterol-oxidase. (9)

En rapport avec l'identification par MALDI-TOF MS, on retrouve peu de données
dans la littérature. Alegria Puig et al ont conclu que le Biotyper (Bruker) a identifié
131 (85.1%) des 154 isolats de Rhodococcus equi au niveau de I'espéce .Le
pourcentage d’identification correcte atteint 98,7% quand le cutoff passe du score
22.000 au score 21.750. Vitek MS (bioMérieux) identifie correctement I'espéce pour
130 isolats (84,4%), aprés extraction a I'éthanol, mais seulement pour 35 isolats
(22,7%), quand l'identification est pratiquée directement a partir des colonies. (10)

D’aprés notre enquéte, 100% des 59 laboratoires qui utilisent le Maldi- Biotyper
(Bruker) ont identifié correctement au niveau de I'espéce . Seulement 13 des 18
laboratoires (72,22%) utilisant le Vitek-MS ont identifié correctement I'espéce.
L’extraction ne semble pas influencer les résultats pour le Maldi-Biotyper (Briker) ;
par contre les utilisateurs de Vitek-MS ameélioreront leur résultat en effectuant une
extraction.

A mentionner aussi qu’il N’y a pas eu de mise a jour de la nomenclature dans les
deux bases de données. Rhodococcus hoagii n’y est pas repris.

A. Boeras, Clinique St-Joseph, Liege
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M/14598: Salmonella Chester
Nombre de participants: 80

Bruker: N = 59
Logiciel:  IVD: 40
RUO: 9
IVD + RUO: 2

IVD + bioterrorisme + moisissures + mycobactéries + propre bas: 1
RUO + bioterrorisme: 6
RUO + moisissures + mycobactéries + propre base: 1

Extraction: Sans: 52
Acide formique: 5
Sans + acide formique: 2

bioMérieux N = 21

Logiciel:  IVD: 19
Myla: 1
Saramis version 3.2: 1

Extraction: Sans: 18
Complet: 2
Vitek MS-CHCA: 1

Remarque: Pour la Salmonella vous retrouverez un certain nombre d’espéces dans
le toolkit (S arizonae, S. bongori, S. choleraesuis, S enterica, S. enteritidis, S.
paratyphi, S. subterranea, S. typhi, S. typhimurium). Pour les autres Salmonella
vous choissisez Salmonella species, vous trouverez la maniére de répondre ces
espéces dans la brochure générale des EEQ de microbiologie a la page suivante:
https://www.wiv-isp.be/QML/activities/external_quality/brochures/ fr/brochures.htm
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Résultat final (répondu en routine)

Bruker

Pas répondu en routine: N = 1
Répondu en routine: N = 58

Réponses fournies:

Réponse

N labos
Salmonella species 51
Salmonella enterica 6
Salmonella arizonae 1
Total 56
bioMérieux
Répondu en routine in routine: N = 21
Réponses fournies:
Réponse N labos
Salmonella species 20
Salmonella enterica 1
Total 21
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Résultats technigues obtenus avec I'appareil de Bruker

Nous n’avons pas constaté de différences entre les versions utilisées des logiciels
IVD et RUO: les différentes réponses ont été obtenues par des laboratoires avec
différentes versions des logiciels.

Laboratoires qui ne fourniraient pas de résultat en routine (N = 1)

1 résultat: S typhi score: 2.226

2¢ résultat: S typhi score: 2.216
3°résultat: S choleraesuis score: 2.165
Consistence with score: B

Le laboratoire mentionne comme tests préliminaires: TSI, citrate, LDC, agglutination
antisérum Vi. Si les tests sont compatibles avec S. typhi nous la répondons. Mais la
souche est envoyée dans tous les cas au CNR.

Les laboratoires qui répondraient en routine Salmonella species (N = 51)

1 résultat:  Salmonella species N = 43
Score: médiane: 2.300; min: 2.050; max: 2.480
Salmonella enterica N = 7 (dont 1 S. enterica enterica)
Score: médiane: 2.428; min: 2.240; max: 2.482
Salmonella typhi N = 1

Score: 2.227

2¢ résultat:  Salmonella species N = 44
Score: médiane: 2.221; min: 1.980; max: 2.436
Salmonella enterica N = 3 (dont 1 S. enterica enterica)
Scores: 2.430,: 2.350, 2.200
Salmonella typhimurium N = 2
Scores: 2.350, 2.427
Salmonella choleraesuis N = 1
Score: 2.377
Salmonella typhi N = 1

Score: 2.377

Microbiologie,rapport global définitif, Maldi-tof 2017. Date de publication 12/12/2017 16/43



3¢ résultat:

Salmonella species N = 43
Score: médiane: 2.139; min: 1.670; max: 2.400
Salmonella enterica N = 4 (dont 1 S. enterica enterica)
Scores: 2.430,: 2.384, 2. 350, 2.020
Salmonella typhimurium N = 1
Scores: 2.321
Salmonella choleraesuis N = 1
Score: 2.321
Salmonella typhi N = 1
Score: 2.152
Escherichia coliN = 1

Score: 1.871

Consistence with score: A: 31

B: 2

C:10
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Laboratoires qui conseillent d’effectuer des tests complémentaires: N = 4

Quels tests

Test N labos

Envoi au CNR 2
Agglutination

Envoi au CNR + agglutination

Envoi au CNR + identification par Vitek

Agglutination + Api 20E + Api 32E + tartrate
Agglutination + LDC + ONPG + TSI

Envoi au CNR + agglutination + TSI

Envoi au CNR + agglutination + ONPG + urée

Envoi au CNR + agglutination + indole + urée + TSI
Envoi au CNR + agglutination + identification par Vitek
Antibiogramme

A A aawaaayow

IS
(o))

Total

Les laboratoires qui répondraient en routine Salmonella enterica (N = 6)

1° résultat:  Salmonella enterica N = 4
Scores: 2.091, 2.190, 2.220, 2.310
Salmonella choleraesuis N = 1
Score: 2.063
Salmonella species N = 1
Score: 2.080
2¢résultat:  Salmonella enterica N = 5 (dont 1 S. enterica diarizonae)
Scores: 2.046, 2.085 2.110, 2.110, 2.230
Salmonella species N = 1
Score: 2.020
3°résultat:  Salmonella enterica N = 2 (dont 1 S. enterica arizonae)
Scores: 1.936, 1.966
Salmonella typhimurium N = 2
Score: 2.090, 2.100
Salmonella choleraesuis N = 1
Score: 2.230

Salmonella species N = 1
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Score: 1.950
Consistence with score:  A: 4
B: 1
C:1

Laboratoires qui conseillent d’effectuer des tests complémentaires: N = 6

Quels tests
Test N labos
Envoi au CNR 4
Envoi au CNR + agglutination 2
Total 6

Le laboratoire qui répondrait en routine Salmonella arizonae n (N = 1)

1¢ résultat: Salmonella arizonae score: 2.257
2¢ résultat: Salmonella arizonae: score: 2.096
3¢ résultat: Salmonella arizonae score: 2.031

Consistence with score: A

Le laboratoire conseille de confirmer l'identification par Phoenix
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Résultats technigues obtenus avec |'appareil de bioMérieux

Les laboratoires qui répondraient en routine Salmonella species (N = 20)
Résultat: Salmonella species N = 20

Laboratoires qui conseillent d’effectuer des tests complémentaires: N = 15
Laboratoires qui conseillent d’effectuer des tests complémentaires: N = 15

Quels tests

Test N labos

Envoi au CNR

Agglutination

Envoi au CNR + agglutination

Envoi au CNR + Api

Envoi au CNR + PCR

Envoi au CNR + agglutination + identification par Vitek

Total 15

Le laboratoire qui répondrait en routine Salmonella enterica (N = 1)

Résultat: Salmonella enterica

Le laboratoire d’effectuer une agglutination.

Commentaire M/14598 Salmonella Chester

Parmi les 80 laboratoires ayant participé a cette enquéte, 71 ont répondu Salmonella
species, 7 ont répondu Salmonella enterica, 1 a répondu Salmonella arizona et un
dernier laboratoire a choisi de ne pas répondre son résultat obtenu. Paralléllement
87% des laboratoires indiquent qu'’ils feraient des tests complémentaires comme une
agglutination, des tests biochimiques ou I'envoie de la souche au Centre National de
Référence. Une analyse distincte selon le fournisseur du MALDI-TOF MS des
résultats obtenus ne montre aucune différence.

Les réponses combinant « Salmonella species » ou « Salmonella enterica » + la
réalisation de tests complémentaires sont des réponses correctes.

Le genre Salmonella appartient a la famille des entérobactéries et est constitué de 2
especes, S. enterica et S. bongori. L'espéce S. enterica est ensuite subdivisée en 6
sous-especes dont la principale retrouvée chez 'homme est S. enterica subsp.
enterica. Finalement les sous-espéces de S. enterica se répartissent en sérotypes.

Actuellement la technique de MALDI-TOF MS utilisée en routine de microbiologie ne
permet pas lidentification au-dela de Salmonella species. A notre connaissance
aucune publication n’a évalué le potentiel de I'outil MALDI-TOF MS a distinguer S.
enterica de S. bongori. La détermination des espéces et des sous-especes doit se
réaliser par l'intermédiaire de tests biochimiques. La détermination du sérotype
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(sérovar) des S. enterica subsp. enterica se fait quant a elle par aglutination avec
des antisérums spécifiques dirigés contre les antigénes somatiques (O) et contre les
antigénes des flagelles (H) de la souche. Tous les sérotypes sont répertoriés dans le
schéma de Kauffmann-White.

Salmonella est a l'origine de diarrhées infectieuses chez I'humain. L’identification de
la souche au dela de l'espéce permet de détecter d’éventuels phénomeénes
épidémiques. Les tests complémentaires permettant de déterminer le sérovar
peuvent étre réalisés par le laboratoire lui-méme ou peuvent étre réalisés par
I'Institut de Santé Publique, Centre National de Référence Salmonella & Shigella.
Dans ce cas-ci, l'identification compléte est S. enterica subsp. enterica serovar
Chester. Ce sérovar est relativement rare mais a déja été décrit comme souche a
I'origine d’'une épidémie de gastro-entérite au Canada incluant 33 patients.

Alexia Verroken
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M/14854: Listeria monocytogenes
Nombre de participants : 79 (un laboratoire n’utilise pas de Malditof pour ce genre
d’échantillons)

Bruker: N = 59
Logiciel:  IVD: 40
RUO: 8
IVD + RUO: 2

IVD + bioterrorisme + moisissures + mycobactéries + propre base: 1
RUO + bioterrorisme: 6

RUO + bioterrorisme + mycobactéries + moisissures: 1

RUO + moisissures + mycobactéries + propre base: 1

Extraction: Sans: 48
Acide formique: 1
Complet: 2
Sans + acide formique: 1

bioMérieux N = 20

Logiciel:  IVD: 19
Myla: 1

Extraction: Sans: 17
Complet: 2
Vitek MS-CHCA: 1

Résultat final (répondu en routine)
Bruker

Pas répondu en routine: N = 3
Répondu en routine: N = 56

Réponses fournies:

Réponse N labos

Listeria monocytogenes 49

Listeria innocua 2

Listeria species 5

Total 56
bioMérieux

Tous les laboratoires transféreraient la réponse en routine, qui est
Listeria monocytogenes dans tous les cas.
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Résultats technigues obtenus avec I'appareil de Bruker

Nous n’avons pas constaté de différences entre les versions utilisées des logiciels
IVD et RUO: les différentes réponses ont été obtenues par des laboratoires avec
différentes versions des logiciels.

Laboratoires qui ne fourniraient pas de résultat en routine (N = 3)

1° résultat: Listeria monocytogenes N= 3
Scores: 2.287, 2.322, 2.399
2° résultat: Listeria monocytogenes N= 3
Scores: 2.255, 2.256, 2.375
3°résultat:  Listeria monocytogenes N= 3
Scores: 2.233, 2.242, 2.362
Consistence with score: B3
Laboratoires qui conseillent d’effectuer des tests complémentaires: N = 2

Un de 2 laboratoires effectuerait un Api Coryne, I'autre enverrait les échantillons au
CNR.
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Laboratoires qui répondraient en routine Listeria monocytogenes (N = 49)

1¢ résultat:

2¢ résultat:

3¢ résultat:

Listeria monocytogenes N= 49

Score: médiane: 2.321; min: 2.090; max: 2.460
Listeria monocytogenes N= 45

Score: médiane: 2.281; min: 2.050; max: 2.450
Listeria innocua N= 4

Scores: 2.040, 2.070, 2.220, 2.220

Listeria monocytogenes N= 43
Score: médiane: 2.281; min: 2.050; max: 2.450
Listeria innocua N= 4

Scores: 2.040, 2.070, 2.220, 2.220

Listeria monocytogenes N= 43
Score: médiane: 2.247; min: 2.030; max: 2.410
Listeria innocua N= 6

Score: médiane: 2.239; min: 2.070; max: 2.370

Consistence with score: A: 27

B: 22
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Laboratoires qui conseillent d’effectuer des tests complémentaires: N = 23

Quels tests
Test N labos
Envoi au CNR 1

Envoi au CNR + B-hémolyse

Envoi au CNR + coloration de Gram + catalase

Envoi au CNR + coloration de Gram + catalase + CAMP + PCR
Agglutination

B-hémolyse + CAMP

B-hémolyse + coloration de Gram + motilité

CAMP + motilité

Coloration de Gram

Coloration de Gram + CAMP + croissance a 4°C + identification par Vitek
Coloration de Gram + CAMP + catalase

Coloration de Gram + CAMP + catalase + B-hémolyse

Coloration de Gram + catalase + B- hémolyse + oxidase+ esculine + glucose + VP
+séquengage 16S

A A A aaAaaAaaaaaNao

Total 23

Laboratoires qui répondraient en routine Listeria innocua (N = 2)

1¢ résultat:  Listeria innocua N = 1
Scores: 2.009
Listeria monocytogenes N = 41
Score: 2.253
2° résultat: Listeria innocua N = 2
Scores: 1.957, 2.232
Listeria innocua N = 2
Score: Scores: 1.947, 2.226
Consistence with score:  A: 4
B: 1

Un laboratoire conseille d’effectuer comme test complémentaire une galerie
biochimique

Laboratoires qui répondraient en routine Listeria species (N = 5)

1¢ résultat:  Listeria monocytogenes N=5
Scores: 2.050, 2.180, 2.320, 2.421, 2.441
2° résultat: Listeria monocytogenes N= 3

Score: 2.140, 2.357, 2.387
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Listeria innocua N = 2
Scores: 2.070, 2.260
3¢ résultat: Listeria monocytogenes N=5
Score: 1.970, 2.130, 2.240, 2.307, 2.379
Consistence with score:  A: 1

B: 4

Laboratoires qui conseillent d’'effectuer des tests complémentaires: N =4

Quels tests
Test N labos
Envoi au CNR 2
Envoi au CNR + tests biochimiques 1
B-hémolyse + catalase + API coryne 1
Total 4

Résultats technigues obtenus avec |'appareil de bioMérieux

Laboratoires qui répondraient en routine Listeria monocytogenes (N = 20)

Résultat: Listeria monocytogenes N= 20

Laboratoires qui conseillent d’effectuer des tests complémentaires: N=5

Quels tests

Coloration de Gram pour confirmation

Antibiogramme + Envoi au CNR

Envoi au CNR.

Coloration de Gram + motilité + catalase + envoi au CNR
Envoi au CNR pour confirmation et sérotypage
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Commentaire M/14854 Listeria monocytogenes

79 laboratoires ont participé a cette enquéte et 69 (87%) ont correctement identifié la
souche de Listeria monocytogenes. 2 laboratoires ont identifié la souche comme
« Listeria innocua, » 5 laboratoires indiquent qu’ils répondent en routine « Listeria
species » et finalement 3 laboratoires indiquent qu’ils effectuent des tests
complémentaires avant de rendre un résultat d’identification.

Une analyse plus approfondie des réponses a permis d’observer que 20/20
utilisateurs de Il'outii MALDI-TOF MS de bioMérieux ont correctement identifié la
souche versus 49/56 utilisateurs de l'outil MALDI-TOF MS de Bruker. Ce dernier
présente les résultats sous forme des 10 meilleurs matchs avec la base de données
tout en associant un score de correspondance. L. innocua revient a 17 reprises dans
le top 3 des résultats d’identification avec un score >2. Ceci souligne bien la difficulté
par le systeme de faire la distinction entre les 2 especes méme en précédent
'analyse par une extraction protéique. Ojima-Kato et al. a récemment publié pouvoir
dinstinguer L. innocua et L. monocytogenes par MALD-TOF MS mais ceci par des
techniques de création de base de données et d’analyse de pics difficilement
réalisable en routine de laboratoire. La distinction des 2 espéces est néanmoins
primordiale pour la bonne interpétation clinique du résultat et pour des raisons
épidémiologiques. Il est intéressant de se rappeler qu’'une caractéristique
biochimique permettant de distinguer les 2 espéces est 'hémolyse exclusivement
présente chez L. monocytogenes.

L. innocua est trés proche de L. monocytogenes mais généralement considéré
comme non pathogéne car ne semble ne pas porter les génes de virulence décrit
chez L. monocytogenes. De rares cas cliniques publiés décrivent néanmoins des cas
de septicémies ou de méningite a L. innocua.

A linvers L. monocytogenes est a l'origine d’'une pathologie sévere appelée la
Listériose affectant plus particulierement les personnes immuno-déprimées et les
femmes enceintes. Cette infection grave d’origine alimentaire peut entrainer une
septicémie ou une infection du systeme nerveux central. Isolé dans le liquide
amniotique de la femme enceinte, elle peut provoquer un avortement, un
accouchement prématuré ou une infection néonatale grave. Avec une létalité entre
20 et 30% des cas, la Listeriose est considérée comme un probléme de santé
publique et doit étre surveillé.

Il est vivement recommandé d’envoyer toute souche de Listeria isolée a partir d’'un
prélévement clinique a I'lnstitut de Santé Publique, Centre National de Référence
(CNR) des Listéria. Le CNR réalise une identification par l'intermédiaire de tests
biochimiques et si nécessaire par I'intermédiaire de tests moléculaires. Parallélement
un sérotypage est réalisé. Finalement un typage moléculaire par MLST permet une
analyse plus fine de la clonalité des souches. En 2015, 85 souches de L.
monocytogenes représentant 78 cas de Listeriose humaine ont été envoyées au
CNR. Neuf cas étaient materno-néonatales et 69 cas non materno-néonatale. Les
sérotypes 4b et 1/2a ont été détectés dans respectivement 30,8% et 47,4% des cas.
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Il convient par ailleurs de rappeler que la Listériose fait également parti des
pathologies a déclarer dés confirmation diagnostique.

Alexia Verroken
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M/15149: Shewanella species
Nombre de participants : 79 (un laboratoire n’utilise pas de Malditof pour ce genre
d’échantillons)

Bruker: N = 59
Logiciel:  IVD: 40
RUO: 9
IVD + RUO: 2

IVD + bioterrorisme + moisissures + mycobactéries + propre base: 1
RUO + bioterrorisme: 6
RUO + moisissures + mycobactéries + propre base: 1

Extraction: Sans: 53
Acide formique: 4
Sans + acide formique: 2

bioMérieux N = 20

Logiciel:  IVD: 19
Myla: 1
Saramis version 3.2: 1

Extraction: Sans: 17
Complet: 2
Vitek MS-CHCA: 1

Résultat final (répondu en routine)
Bruker

Pas répondu en routine: N =43
Répondu en routine: N = 16

Réponses fournies:

Réponse N labos
Shewanella putrefaciens 8
Shewanella species 6
Shewanella algae 2
Total 16

Microbiologie,rapport global définitif, Maldi-tof 2017. Date de publication 12/12/2017 31/43



bioMérieux

Pas répondu en routine: N = 11
Répondu en routine: N =9

Réponses fournies:

Réponse N labos
Shewanella algae 8
Shewanella species 1
Total 9

Résultats techniques obtenus avec I'appareil de Bruker

Nous n’avons pas constaté de différences entre les versions utilisées des logiciels
IVD et RUO: les différentes réponses ont été obtenues par des laboratoires avec
différentes versions des logiciels.

Laboratoires qui ne fourniraient pas de résultat en routine (N = 43)

1° résultat: S. putrefaciens N = 39
Score: médiane: 2.235; min: 1.979; max: 2.400
S. algae N =4
Score: médiane: 2.020, 2.052, 2.080, 2.128
2°résultat:  S. putrefaciens N = 39
Score: médiane: 2.160; min: 1.917; max: 2.310
S.algae N =4
Score: médiane: 1.974, 1.980, 2.010, 2.030
3°résultat:  S. putrefaciens N =18
Score: médiane: 1.992; min: 1.800; max: 2.352
S. algae N =25
Score: médiane: 1.980; min: 1.846; max: 2.099

Consistence with score: A: 32
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Laboratoires qui conseillent d’effectuer des tests complémentaires: N=9

Quels tests

Réponse en fonction du microbiote fécal attendu et du contexte clinique.

Croissance a 4°C, dépendance de NaCl, hémolyse

Oxidase, motilité, TSI(H2S)

Etant donné que l'identification Shewanella (non pathogéne dans un échantillon de selles) n’est pas
validé sur notre Malditof nous confirmerions I'identification afin d’exclure une possible identification
erronée d’'un germe possiblement pathogéne. Si I'identification est confirmée, nous le répondrions sur
le protocole en cas de croissance massive et culture pure avec la mention "ceci est un indicateur
d’une flore intestinale perturbée " Test complémentaires = TSI: H2S doit étre positif. Oxidase: doit
étre positif.

Oxidase

Gram : bacille tram négatif, Kligler: non fermentant, H2S ++ Oxydase +, Mobile Croissance a 4°C : +
pour S putrefaciens, (-) pour S algae Croissance a 42°C : (-) pour S putrefaciens, +pour S algae
Maltose, Arabinose : + pour S putrefaciens, (-) pour S algae

Oxydase Kiligler

Séquengage 16-S ARN pour validation ultérieure de l'identification par MALDI-TOF

Séquencage 16S rARN

Laboratoires qui répondraient en routine S. putrefaciens (N = 8)

1°résultat:  S. putrefaciens N =8

Score: médiane: 2.210; min: 2.000; max: 2.312
2¢résultat:  S. putrefaciens N =8

Score: médiane: 2.110; min: 1.930; max: 2.320
3°résultat:  S. putrefaciens N = 2

Scores: 2.000, 2.120

S. algae N=6

Score: médiane: 1.950; min: 1.871; max: 2.046

Consistence with score:  A: 5

B:3

Trois laboratoires effectueraient des tests complémentaires: deux laboratoires
I'exécution de I'oxidase et un laboratoire enverrait I'échantillon au CNR
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Laboratoires qui répondraient en routine S. algae (N = 2)

1°résultat: S.algae N =1
Score: 1.857
S. putrefaciens N = 1
Score: 2.124
2°résultat: S.algae N =1
Score: 1.888
S. putrefaciens N = 1
Score: 2.109
3°résultat: S.algae N=1
Score: 1. 511
S. putrefaciens N = 1
Score: 2.048

Consistence with score: B: 2

Le laboratoire qui a obtenu S. putrefaciens conseille d’effectuer une identification sur
Vitek2.

Laboratoires qui répondraient en routine Shewanella species (N = 6

1° résultat:  S. putrefaciens N =5
Scores: 2.170, 2.180, 2.210, 2.229, 2.306
S.algae N =1
Score: 1.962
2¢résultat:  S. putrefaciens N =5
Scores: 1.912, 2.100, 2.160, 2.171, 2.242
S.algae N =1
Score: 2.070
3°résultat:  S. putrefaciens N =3
Scores: 1.833, 2.010, 2.150

S.algae N =3
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Score: 1.951, 1.990, 2.020
Consistence with score: B: 4

B: 2

Quatre laboratoires effectueraient des tests complémentaires: deux laboratoires
'exécution d’'une séquencage16S, un laboratoire la coloration de Gram et un
laboratoire l'identification par Vitek2

Résultats technigues obtenus avec |'appareil de bioMérieux

Laboratoires qui ne fourniraient pas de résultat en routine (N = 11)
Résultat: S. algae N = 11
Un laboratoire effectuerait un contréle de la présence de H.S sur TSI.

Laboratoires qui répondraient en routine S. algae (N = 8)

Résultat: S.algae N=8
Aucun laboratoire n’effectuerait des tests complémentaires

Le laboratoire qui répondrait en routine Shewanella species (N = 1)

Résultat: S. algae

Le laboratoire confirmerait I'identification par Vitek2.

Commentaire M/15149 Shewanella algae

L’'organisme décrit dans le passé comme Pseudomonas putrefaciens,
Alteromonas putrefaciens, Achromobacter putrefaciens, CDC groupe Ib, a été
classé dans le genre Shewanella qui comprend plus de 50 espéces .

Shewanella putrefaciens comprenait 2 biotypes : CDC biotype | et Il. CDC biotype
I correspond actuellement a Shewanella putrefaciens sensu stricto, CDC biotype
Il, a une nouvelle espéce : Shewanella alga , renommée Shewanella algae .(1)

Shewanella putrefaciens et algae sont des bacilles Gram négatif, non fermentants ,
mobiles, oxydase positive. Les 2 espéces de Shewanella sont productrices d’H,S,
caractére unique parmi les bacilles Gram négatif non fermentants. Les 2 espéces
sont pigmentées (pigment brun). La phosphatase alkaline, la gélatinase, les trypsine
et pyrrolidonyl aminopeptidases et 'ornithinedécarboxylase sont positives.
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Les caractéres distinguant les deux espéces sont les suivants : Shewanella algae
est asaccharolytique et halophile, tandis que Shewanella putrefaciens est
saccharolytique et ne requiert pas de NaCl pour sa croissance. (2)

L’habitat de Shewanella algae est marin. Shewanella putrefaciens est retrouvé
aussi bien dans des eaux douces que dans des eaux marines.

La principale espéce isolée en pathologie humaine est Shewanella algae. (77% des
cas). Shewanella putrefaciens représente la majorité des isolats
environnementaux et animaux . (89%).(3)

Les 2 espéces ont été incriminées dans des infections cutanées et des tissus mous,
des otites moyennes, des infections oculaires, des ostéomyélites, des septicémies,
des péritonites, des infections des voies biliaires .(4)

Récemment une septicémie & Shewanella algae suite a la consommation de
poisson cru, a été rapportée chez un patient en insuffisance rénale terminale (5).
D’ou l'intérét de le rechercher dans les selles en présence de gastroentérite aprés
consommation de poissons ou crustacés d’eau de mer.

Il est difficile de différencier les deux espéces par spectrométrie de masse. (6)

Dans la base de données Vitek MS, il y a que 2 espéces: Shewanella algae et
Shewanella putrefaciens, tandis que Ila base de données du Maldi Biotyper

propose : S. algae (1 MSP), S. baltica (1MSP), S. fidelis (1MSP), S.
frigidimarina (1MSP), S. profunda (1MSP), S. putrefaciens (4MSP). (MSP=Main
spectra)

Si lidentification d’espéce est exigée, il faut effectuer des tests supplémentaires :
croissance a 42°C, halophilie, séquengage 16S ARNTr.

Pour la souche M/15149 Shewanella algae, lidentification a été confirmée par
séquencage 16S ARNr. 100% des 19 utilisateurs de Vitek-MS l'ont identifié
correctement au niveau de l'espéce. Pour les 59 laboratoires utilisant le Maldi-
Biotyper (Bruker): 10 % (6/59) ont eu comme premier résultat (meilleur match)
Shewanella algae et 90% (53/59) Shewanella putrefaciens.

Shewanella algae Shewanella putrefaciens
1¢ « match » 10% 90%
2° « match » 10% 90%
32 « match » 59% 41%

Cette manque de cohérence impose, soit de répondre Shewanella sp. , soit
d’effectuer des tests supplémentaires pour préciser I'espéce.

A. Boeras, Clinique St-Joseph, Liege
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M/15165: Streptococcus dysgalactiae
Nombre de participants : 79 (un laboratoire n’utilise pas de Malditof pour ce genre
d’échantillons)

Bruker: N = 59
Logiciel:  IVD: 40
RUO: 9
IVD + RUO: 2

IVD + bioterrorisme + moisissures + mycobactéries + propre base: 1
RUO + bioterrorisme: 5

RUO + bioterrorisme + mycobactéries + moisissures: 1

RUO + moisissures + mycobactéries + propre base: 1

Extraction: Sans: 51
Acide formique: 7
Sans + acide formique: 1

bioMérieux N = 20

Logiciel:  IVD: 19
Myla: 1

Extraction: Sans: 17
Complet: 2
Vitek MS-CHCA: 1

Résultat final (répondu en routine)
Bruker

Pas répondu en routine: N = 4
Répondu en routine: N = 55

Réponses fournies:

Réponse N labos

Streptococcus dysgalactiae 5
Streptococcus dysgalactiae dysgalactiae

Streptococcus dysgalactiae equisimilis

Streptococcus species

PR RN

Total 55

bioMérieux
Pas répondu en routine: N = 1

Répondu en routine: N =19
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Réponses fournies:

Réponse N labos
Streptococcus dysgalactiae 13
Streptococcus dysgalactiae dysgalactiae 2
Streptococcus dysgalactiae equisimilis 3
Streptococcus pyogenes 1

Total 19

Résultats technigues obtenus avec I'appareil de Bruker

Nous n’avons pas constaté de différences entre les versions utilisées des logiciels
IVD et RUO: les différentes réponses ont été obtenues par des laboratoires avec
différentes versions des logiciels.

Laboratoires qui ne fourniraient pas de résultat en routine (N = 4)

1°résultat:  S. dysgalactiae
Score: 2.120, 2.199, 2.287, 2.325
2°résultat:  S. dysgalactiae (dont 2 Streptococcus dysgalactiae equisimilis)
Scores: 2.120, 2.186, 2.258, 2.272
3¢ résultat:  S. dysgalactiae
Scores: 2.050, 2.111, 2.229, 2.241
Consistence with score:  A: 3
B: 1

Deux laboratoires effectueraient une agglutination et un laboratoire utiliserait un
disque de bacitracine pour distinguer S. dysgalactiae et pyogénes/canis.

Laboratoires qui répondraient en routine Streptococcus dysgalactiae (N = 54)

1¢ résultat:  S. dysgalactiae N = 53
(1: S. dysgalactiae dysgalactiae — 6. S. dysgalactiae equisimilis)
Score: médiane: 2.250; min: 1.994; max: 2.460
S. pyogenes N =1
Score: 1.841
2° résultat: S. dysgalactiae N = 54

(2: S. dysgalactiae dysgalactiae — 6. S. dysgalactiae equisimilis)Salmonella
typhimurium N = 2
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Score: médiane: 2.195; min: 1.836; max: 2.430
3¢ résultat: S. dysgalactiae N = 53
(1: S. dysgalactiae dysgalactiae — 10. S. dysgalactiae equisimilis)
Score: médiane: 2.160; min: 1.880; max: 2.360
S. pyogenes N =1
Scores: 1.789
Consistence with score:  A: 48
B:5
C:1
Laboratoires qui conseillent d’effectuer des tests complémentaires: N = 19

Quels tests

Test N labos

Agglutination pour détermination du groupe Lancefield

Agglutination pour détermination du groupe Lancefield + envoi au CNR
Agglutination pour détermination du groupe Lancefield + identification par Vitek
Agglutination pour détermination du groupe Lancefield + disque bacitracine + coloration
de Gram + Pyrrolidonyl Aminopeptidase + CAMP-factor

Envoi au CNR

Disque bacitracine

Disque bacitracine + identification par Vitek

Disque bacitracine + antibiogramme

PYR test

B-hémolyse

Identification par Phoenix

NN e)

S a A A aaa

Total 19

Le laboratoire qui répondrait en routine Streptococcus species (N = 1)

1¢ résultat: S. dysgalactiae
Score: 2.344

2° résultat: S. dysgalactiae equisimilis
Score: 2.316

3¢ résultat: S. dysgalactiae

Score: 2.282

Consistence with score: B
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Le laboratoire n’effectuerait pas de tests complémentaires

Résultats technigues obtenus avec |'appareil de bioMérieux

Laboratoires qui ne fourniraient pas de résultat en routine (N = 1)
Résultat: S. dysgalactiae

Le laboratoire effectuerait I'identification par Vitek 2 étant donné que le Malditof ne
sait pas faire la distinction entre S. dysgalactiae dysgalactiae et S. dysgalactiae
equisimilis.

Laboratoires qui conseillent d’effectuer des tests complémentaires: N = 6

Quels tests

Latex agglutination + PYR A

Antibiogramme + envoi au CNR

Le Vitek MS ne sait pas faire la distinction entre Streptococcus dysgalactiae equisimilis et
Streptococcus dysgalactiae dysgalactiae. Pour cette raison nous effectuons un sérotypage Lancefield
qui a donné group G comme résultat.

Contréle B-hémolyse

Coloration de Gram

Envoi CR pour confirmation de la sous espéce et détermination de la nature invasive éventuelle

Le laboratoire qui répondrait en routine S. pyogenes (N = 1)

Résultat: S. pyogenes

Le laboratoire n’effectuerait pas de tests complémentaires.

Commentaire M/15165 Streptococcus dysgalacatiae.
La souche M/15165 était un Streptococcus dysgalacatiae

La place de cette espéce dans le groupe des streptocoques a été amplement
discutée dans le rapport de 'TEEQ 2013/3. Il s’agissait de la souche M/12141 qui était
atypique et qui a bien illustré que le sérotypage et la bacitracine ne sont pas parfaits
pour distinguer cette espéce de quelques espéces apparentées: S. dysgalactiae
ssp.dysgalactiae peut également agglutiner avec le sérum A (mais il s’agit d’'un
espéce qui n’est isolée que rarement chez '’homme). La sensibilité a la bacitracine et
un test de Pyronidonyl positif ne sont pas exclusifs pour S. pyogenes, mais S.
pyogenes est toujours positif pour ces 2 caractéristiques.

D’un autre c6té on peut lire dans ce rapport que la distinction entre S. pyogenes et S.
dysgalactiae n’est pas cruciale pour les conséquences cliniques : les 2 espéces
causent les mémes infections, méme celles avec des conséquences séveres. |l reste
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cependant intéressant surtout d’un point de vu épidémiologique de connaitre
I'espéce correcte; nous ne pouvons que conseiller d’envoyer les souches qui causent
un choc septique ou une cellulite sévere a un laboratoire de référence.

Pouvons-nous faire confiance au Maldi-TOF pour une identification certaine de ces
espéces apparentées? Notre propre expérience a montré que ce n’est pas toujours
le cas. Il N’y avait pas de probleme pour cette souche, soit di a la souche elle-méme,
soit d0 aux améliorations récentes dans la bibliotheque de référence dans les
derniéres mises a jour. La plupart des laboratoires ont donné une réponse correcte,
a savoir S. dysgalactiae ou une des 2 sous-especes: 54 sur 55 avec Bruker : 18 sur
19 avec Biomerieux.

Résumé:
Appareil Bruker

4 labos ne transférent pas le résultat en tant que tel en routine (mais ils
conseillent des tests complémentaires); 1° score S. dysgalactiae

54 labos ont répondu S. dysgalactiae; 53: 1° score S. dysgalactiae; 1: 1°
score S. pyogenes

1 labo a répondu Streptococcus species; 1°¢ score S. dysgalactiae
Appareil bioMérieux

1 labo ne transfére pas le résultat en tant que tel en routine (mais il conseille
des tests complémentaires)); résultat technique S. dysgalactiae

18 labos ont répondu S. dysgalactiae; résultat technique S. dysgalactiae
(avec ou sans mention de la sous-espéce)

1 labo a répondu  Streptococcus species; résultat technique S. pyogenes

Quelques labos ont répondu qu’ils ont effectué des tests complémentaires pour
confirmation définitive; la courte description ci-dessus, et une plus ample dans la
référence 1 illustrent la valeur réelle de ces tests de confirmation: ils ne sont en effet
pas fiables a 100% mais peuvent néanmoins aider a l'identification. 1 labo répondrait
sur base du résultat du Maldi-TOF S.pyogenes sans tests complémentaires (ce qui
peut étre défendu), 1 labo Streptococcus species, ce qui est beaucoup moins
acceptable.

G. Claeys, UZ Gent
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