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Que change la spectrométrie de masse 
dans le diagnostic bactériologique ?

U ne des missions essentielles 
du laboratoire de microbiolo-
gie est la mise en évidence et 

l’identification de l’espèce bactérienne 
permettant l’optimisation de la prise en 
charge thérapeutique du patient par le 
clinicien, en adaptant le traitement anti-
biotique au profil de la bactérie. La mise 
en route précoce et efficace d’une anti-
biothérapie permet en effet de réduire 
la mortalité, en particulier chez les 
patients fragiles comme les enfants [1].

Classiquement, l’identification bacté-
rienne repose sur l’aspect macrosco-
pique des colonies en culture, l’examen 
microscopique (forme, coloration 
tinctoriale de Gram, mobilité), l’étude 
phénotypique et métabolique, notam-
ment par galerie d’identification bio-
chimique (galeries API). Ces dernières 
sont réalisables à partir d’une colonie 
et interprétables après 18-24 heures 
d’incubation. Néanmoins, il est parfois 

nécessaire de recourir à des tests bio-
chimiques complémentaires. Lorsque 
les analyses précédentes n’ont abouti 
à aucun résultat ou que les résultats 
sont discordants, l’analyse génétique 
par biologie moléculaire peut être 
nécessaire pour identifier l’espèce et, 
dans ce cas, deux stratégies existent. 
D’abord la PCR universelle, qui cible le 
gène de l’ARN16S (composant du ribo-
some bactérien) et nécessite ensuite 
une étape de séquençage, ou la PCR 
spécifique dirigée sur des gènes cibles 
caractéristiques de certaines espèces 
bactériennes. Cependant, le nombre 
important de manipulations, le coût 
ainsi que le délai entre le prélèvement 
et l’identification microbiologique 
avec les techniques d’identification 
classiques ont incité les laboratoires 
à développer de nouvelles stratégies 
plus rapides. D’abord réservée à la 
pharmaco-toxicologie et la biochimie 
pour l’analyse de protéines complexes, 

RÉSUMÉ : �L’identification bactérienne par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption Ionisation Time-Of-Flight Mass Spectrometry) repose sur la comparaison 
de l’empreinte spectrale propre à l’espèce étudiée et des empreintes contenues dans une base de 
données. Celle-ci est possible à partir d’une colonie isolée de milieux de culture solides, mais aussi 
directement à partir de bouillons ou d’échantillons liquides, principalement les hémocultures et les 
urines. Cette méthode s’est aujourd’hui imposée dans les laboratoires de microbiologie pour identifier 
les bactéries isolées d’infections, aux dépens des anciennes méthodes biochimiques. De façon moins 
systématique, le MALDI-TOF MS peut également être utilisé pour déterminer le profil de sensibilité de 
la bactérie vis-à-vis de certains antibiotiques ou à visée épidémiologique. Sa facilité d’utilisation, sa 
rapidité, sa précision d’identification ainsi que son coût faible par échantillon font le succès de cette 
technique. Cependant, la juste identification est directement liée aux bases de données utilisées et 
certaines espèces, trop proches, ne sont pas facilement différenciables par MALDI-TOF MS.
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la spectrométrie de masse, dont le 
MALDI-TOF MS, a fait son entrée 
dans les laboratoires de microbiologie 
dans les années 2010 pour l’identifi-
cation d’espèces bactériennes, mais 
aussi fongiques. Le MALDI-TOF MS 
se démocratise peu à peu et remplace 
maintenant les techniques tradition-
nelles.

Principe

L’empreinte spectrale (ou spectre) d’un 
micro-organisme donné est spécifique 
de l’espèce. Le principe repose sur la 
comparaison du spectre du germe à 
identifier à ceux contenus dans une 
banque de données. Ces spectres 
contiennent des pics constants et spé-
cifiques de chaque espèce, qui serviront 
pour l’identification (fig. 1), ainsi que 
des pics inconstants qui peuvent être 
des marqueurs de clonalité.

Cette identification peut être réalisée 
soit à partir d’une colonie, soit directe-
ment à partir de milieux liquides (bouil-
lon de culture, urines, etc.). Le principe 
est illustré dans la figure 2.

Performance

Dès les premières études, les résultats 
obtenus sur colonies ont montré la 
robustesse ainsi que la grande perfor-
mance de cette technique pour l’identi-
fication bactérienne et fongique. Seng 
et al. ont été les premiers à utiliser le 
MALDI-TOF MS en routine [2]. Les 
résultats des principales études sont 
résumés dans le tableau I.

De plus, le MALDI-TOF MS est aussi 
performant pour l’identification des 
bactéries plus difficiles à isoler par les 
méthodes traditionnelles de labora-
toires, comme celles du groupe HACEK 
(Haemophilus, Aggregatibacter, 
Cardiobacterium, Eikenella et Kingella) 
particulièrement rencontrées en pédia-
trie (endocardites, méningites, pneu-
monies, etc.) [3].

1) Dépôt de l’échantillon sur une plaque métallique et mélange à une matrice organique.

2) Irradiation par un rayon laser UV provoquant une vaporisation de l’échantillon avec 
formation d’ions chargés de masses différentes.

3) Accélération des ions par un champ électrique puis séparation dans un tube de vol sous 
vide.

4) Détection : leur temps de vol (“Time Of Flight”) jusqu’au détecteur installé à l’extrémité 
du tube, est inversement proportionnel à leur masse : les ions de petite taille arriveront 
les premiers.

5) Traitement informatique des données rendues sous forme d’un spectre de masse 
des protéines totales ; l’axe des ordonnées représente l’intensité du signal et l’axe des 
abscisses la taille des molécules en Daltons (soit leur temps de vol) après calibration de 
l’appareil.

6) Comparaison de ces spectres à une banque de données comprenant de nombreux 
spectres bactériens d’intérêt clinique (fig. 1). Un score de concordance est associé 
à chaque identification. Il permettra de valider ou de rejeter l’identification.
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Fig. 1 : Exemple de quelques spectres de bactéries. (Source : Anagnostec GmbH).

Fig. 2 : Principe du MALDI-TOF MS.
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nels, comme la sensibilité à l’optochine 
pour le pneumocoque.

Rapidité

Antérieurement au MALDI-TOF MS, 
l’identification à partir de la colonie 
bactérienne se faisait par des méthodes 
biochimiques qui nécessitaient une 
incubation de 18 à 24 heures pour être 
interprétable, soit 48 heures après l’ar-
rivée du prélèvement au laboratoire. 
Aujourd’hui, l’identification s’effectue 
toujours à partir des colonies mais en un 

Le MALDI-TOF MS est donc capable 
d’identif ier de façon f iable, des 
micro-organismes rencontrés en pra-
tique courante mais aussi des espèces 
plus rarement isolées en clinique 
humaine.

Limites

La prise en main de la technique reste 
simple et aisée (maîtrise des dépôts 
essentiellement). La performance de 
l’identification dépend étroitement de 
la richesse et de la qualité de la base de 

données constituée par des spectres de 
référence. Ces bibliothèques de données 
doivent être continuellement mises à 
jour par le constructeur et chaque labo-
ratoire peut constituer sa propre base de 
données.

Il existe entre certaines bactéries des 
similarités spectrales qui peuvent 
conduire à leur mauvaise distinction 
par le MALDI-TOF MS (ex : Shigella sp. 
et Escherichia coli, streptocoques oraux 
et pneumocoques). Pour ces cas, il est 
nécessaire de confirmer l’identification 
par des tests phénotypiques addition-

Auteurs Échantillons Pourcentages 
d’identification

Principales 
difficultés

Commentaires

Seng et al. 2009 [2]
Tout prélèvement 

de routine 
(n = 1660)

Espèce 83.8% Propionibacterium acnes

Streptococcus pneumoniae

Stenotrophomonas 
maltophilia

Shigella sp.

Le MALDI-TOF MS 
est utilisé en 

première ligne pour 
l’identification.

Appareil : Autoflex II 
(Bruker Daltonics)Genre 95%

Bizzini et al. 2010 [19]
Tout prélèvement 

de routine 
(n = 1371)

Espèce 93.2%

Shigella sp.

Streptococcus sp.

Une étape d’extraction 
permet d’augmenter le 

% de résultats valides de 
22,9 %. 

Erreurs de taxonomie 
essentiellement.

Appareil: Microflex LT 
(Bruker Daltonics)

Genre 98.5%

Gravet et al. 2010 [20]
Tout prélèvement 

de routine 
(n = 10 000)

Espèce 98,8%

Corynebacterium sp.

Streptococcus sp.

Le MALDI-TOF MS 
est utilisé en 

première ligne pour 
l’identification.

Appareil : Axima 
Assurance (Shimadzu)

Genre Non donné

Van Veen et al. 2010 
[21]

Tout prélèvement 
de routine 
(n = 980)

Espèce 92%
Streptococcus pneumoniae

Bactéries anaérobies

Appareil : Microflex 
(Bruker Daltonik)

Genre 98.8%

Tableau I  : Pourcentages d’identification obtenus par différentes études sur colonies bactériennes.
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pouvant interférer avec le résultat de 
l’analyse (débris cellulaires, acides 
nucléiques…).

Cette application sur les hémocultures 
positives permet un gain de temps de 
48 heures par rapport aux techniques 
classiques (tableau II). Lors d’épisodes 
infectieux graves, cette méthode permet 

temps largement réduit : pour un spot et 
donc pour une bactérie, il faut compter 
10 à 20 secondes pour l’acquisition des 
spectres protéiques et 15 à 30 secondes 
pour la comparaison dans les bases de 
données [4]. Seng et al. ont estimé que 
pour 15 isolats (4 spots par isolat), le délai 
d’identification était de 90 minutes, soit 
6 minutes par isolat (fig. 3) [2].

Suite à ces résultats, plusieurs études 
se sont penchées sur l’utilisation pos-
sible du MALDI-TOF MS directement 
à partir de prélèvements (ex : hémocul-
ture détectée positive par l’automate 
d’incubation, urines). Cet usage du 
MALDI-TOF MS nécessite un traite-
ment préalable des échantillons afin 
de séparer les bactéries des éléments 

Auteurs Échantillons Pourcentage 
d’identification

Principales 
difficultés

Remarques

Christner et al. 
2010 [5].

Hémocultures positives 
n = 277

Espèce 94.2 % Cocci Gram + Les difficultés 
d’identification 

résultent d’un inoculum 
bactérien insuffisant , 

plus fréquemment avec 
les Gram +.

Appareil: Microflex LT 
(Bruker Daltonics)

Genre 95 %

Moussaoui et al. 
2010 [22].

Hémocultures positives 
n= 532

Espèce

Genre

90 %
GN: 91,1 %
GP: 89 %

Streptococcus mitis 
group

Staphylococcus sp.

Appareil : Biflex III 
(Bruker Daltonics)

Ferreira et al. 
2011 [23].

Hémocultures positives 
n = 300

Espèce 42.6 %
GN: 83,3 %
GP: 31,8 %

Streptococcus mutans
Staphylococcus sp.

Staphylococcus aureus

Pas de culture 
polymicrobienne

Appareil : 
Auto flex III (Bruker 

Daltonics)

Genre 71.6 %
GN: 96,6 %
GP: 64,8 %

GN : Gram négatif, GP : Gram Positif.

Tableau II : Performance des identifications sur flacons d’hémocultures détectées positives par l’automate d’incubation.

Fig. 3 : Données temps-coût des anciennes méthodes d’identification et du MALDI-TOF MS. Adaptée de Seng et al. [1].
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POINTS FORTS
❙❙ Le MALDI-TOF MS a révolutionné l’identification bactérienne dans 

les laboratoires de microbiologie.

❙❙ Cette méthode est rapide, très performante et peu onéreuse (hors 
achat de l’automate).

❙❙ Ses applications sont multiples. L’identification à partir des 
hémocultures et des urines (sous certaines conditions et après 
traitements), la détection des résistances et des facteurs de 
virulence sont possibles mais non généralisées en routine.

d’informer le clinicien, d’une part, de 
la positivité du prélèvement et, d’autre 
part, du germe en cause, et de façon 
quasi simultanée. En attendant l’an-
tibiogramme définitif, l’antibiothéra-
pie probabiliste initiée est adaptée au 
germe identifié, en prenant en compte 
l’épidémiologie locale de la résistance. 
Pour être interprétable, il est nécessaire 
d’avoir un inoculum bactérien suffisant 
dans le flacon d’hémoculture [5]. Par 
ailleurs, lors de bactériémie polymicro-
bienne, l’identification des différents 
micro-organismes demeure difficile. 
Dans tous les cas, la culture est néces-
saire au rendu définitif du résultat. 

Parallèlement à l’identification directe 
sur flacons d’hémocultures, plusieurs 
équipes se sont intéressées à son utili-
sation sur les urines ou sur le liquide 
céphalo-rachidien (LCR). L’examen 
cyto-bactériologique des urines 
(ECBU) est essentiel pour le diagnostic 
des infections urinaires et la culture 
nécessaire pour quantifier et identi-
fier le germe en cause. L’utilisation du 
MALDI-TOF MS directement sur l’urine 
permet, si elle est positive, de poser le 
diagnostic et de connaître son étiolo-
gie en quelques minutes (tableau III). 
Cette méthode est fiable à condition 
que les échantillons soient monomi-
crobiens et que la concentration bacté-
rienne soit d’au moins 105 CFU/mL [6]. 
Cependant, cette stratégie d’identifica-
tion sur les urines est difficile à déve-
lopper en routine en raison du nombre 
important d’ECBU reçus au laboratoire 
et du manque de standardisation de 

cette méthode. Concernant l’identifi-
cation sur le LCR, le faible inoculum 
bactérien ainsi que le volume limité 
d’échantillon restreignent l’utilisation 
du MALDI-TOF MS, même si des résul-
tats encourageants ont été rapportés 
[7,8]. Quoi qu’il en soit, la culture et la 
coloration de Gram ne doivent pas être 
abandonnées dans le processus d’iden-
tification.

Coût

Le coût d’investissement du MALDI-
TOF MS (150 000 à 200 000 €) est évi-
demment beaucoup plus élevé que 
celui des automates classiques et la 
maintenance est également plus coû-
teuse. Cependant, les consommables 
et les réactifs nécessaires sont très res-
treints (milieux de culture, plaques de 
dépôt réutilisables, matrices, produits 
d’extraction…), ce qui a fortement 

réduit le coût de l’identification hors 
investissement du spectromètre [9].

Autres domaines d’utilisation

Outre l’identification, de nouvelles 
applications du MALDI-TOF MS se 
sont développées. La détection des 
résistances acquises est un point essen-
tiel pour la mise en route d’une anti-
biothérapie efficace contre la bactérie 
isolée dans l’infection. Bien que très 
peu utilisée, leur détection par MALDI-
TOF MS a été analysée dans plusieurs 
études. La première approche consiste 
en l’identification de pics spécifiques 
associés à la résistance directement 
à partir du spectre d’identification. 
Ces pics signeraient la présence d’une 
protéine acquise, telle que certaines 
pénicillinases [10] ou carbapéné-
mases [11] chez les entérobactéries, 
la PLP2A (protéine liant les pénicil-

Auteurs Échantillons Pourcentage 
d’identification

Principales 
difficultés Remarques

Ferreira et al. 
[6]

Urines positives et 
> 105 UFC/mL n = 220

Espèce 91.8%
GN: 93,6%
GP: 66,6%

Streptococcus sp.
Enterococcus sp.

Raoultella sp.

Meilleurs résultats avec 
> 105 CFU/mL

E. coli > 105 CFU/mL : 
97,6 % identifications 

correctes.
Appareil : Autoflex III 

(Bruker Daltonics)

Genre 92.7%
GN: 94,6%
GP: 66,6%

Tableau III : Pourcentage d’identification obtenu par MALDI-TOF MS sur urines positives. GN : Gram négatif, GP : Gram Positif.
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lines 2A codée par le gène mecA) des 
Staphylococcus aureus résistants à la 
méticillline [12] ou la présence des 
protéines associées à la résistance aux 
glycopeptides chez les Enterococcus 
faecium possédant le gène vanB [13]. 
Cette approche bien qu’intéressante, 
ne permet cependant pas d’appréhen-
der tous les mécanismes de résistance 
(diversité des enzymes hydrolysant 
les β-lactamines, par exemple) et les 
résultats observés dépendraient plus 
de la clonalité des souches étudiées 
que de véritables pics spécifiques 
de mécanismes de résistance. Une 
seconde approche a été proposée pour 
la mise en évidence de mécanismes de 
résistance enzymatique. Un bouillon 
de la bactérie d’intérêt est incubé avec 
l’antibiotique de choix. L’acquisition de 
spectres de l’antibiotique avant et après 
incubation permet d’observer des modi-
fications spectrales dues à l’apparition 
de nouveaux pics correspondant aux 
métabolites de l’antibiotique hydrolysé 
[14,15]. Bien que séduisante, cette nou-
velle application du MALDI-TOF MS 
reste très rarement utilisée en routine. 
Elle nécessite une calibration différente 
de celle utilisée pour l’identification et 
permet seulement de détecter la résis-
tance pour un antibiotique ponctuel. 
Par ailleurs, d’autres techniques de 
détection rapide existent. Elles sont 
plus aisées et tout aussi efficaces.

Un autre usage du MALDI-TOF MS est 
le typage, essentiel au suivi épidémio-
logique. Les méthodes de référence 
sont l’électrophorèse en champs pulsé 
(PFGE) et le séquençage entier ou par-
tiel du génome. Ces techniques sont 
longues, coûteuses et réservées à des 
laboratoires spécialisés. L’ensemble 
des avantages du MALDI-TOF MS 
pourrait aussi permettre le typage des 
souches en comparant les données des 
spectres d’identification. Même si le 
MALDI-TOF MS n’égale pas l’effica-
cité du génotypage, il existe quelques 
exemples intéressants. L’équipe de 
Lartigue et al. [16] a ainsi démontré la 
possibilité de détecter un streptocoque 
du groupe B “hyper-virulent” à l’origine 

de pathologies néonatales. En effet, le 
clone ST-17 est identifiable grâce au 
décalage d’un pic sur le spectre d’iden-
tification. Pour les souches ST-1 respon-
sables d’infections chez le nouveau-né 
et l’immunodéprimé, un changement 
spectral est également retrouvé mais 
ne semble pas spécifique du clone. À ce 
jour, l’absence d’études sur un nombre 
élevé de souches d’origines différentes 
et l’absence de recommandations d’in-
terprétation des données limitent cette 
utilisation.

Enfin, à partir des données spectrales, 
il est aussi envisageable d’identifier 
des facteurs de virulence, comme des 
toxines. Différentes équipes se sont pen-
chées sur la détection de la leucocidine 
de Panton-Valentine de Staphylococcus 
aureus [17,18]. Cependant, ces résul-
tats sont parfois contradictoires et le 
manque de standardisation rend impos-
sible son utilisation en routine.

En conclusion, le MALDI-TOF MS est un 
outil d’identification très performant et 
adapté à l’activité de routine d’un labo-
ratoire de microbiologie. Grâce à cette 
technique, le rendu des résultats s’est 
raccourci de 24 heures et se fait parfois 
le jour même du prélèvement. Les don-
nées spectrales utilisées pour l’identi-
fication permettent ponctuellement la 
recherche de résistances acquises, de 
facteurs de virulence ou la comparai-
son de souches entre elles. Cependant, 
la complexité de ces approches et l’ab-
sence de standardisation rendent diffi-
cile leur développement en routine.
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