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Spectrométrie de masse MALDI-TOF 

PRINCIPE



1.  L’échantillon est mélangé à 
de la matrice en excès et 
séché sur la cible MALDI.

2.  Le laser ionise les 
molecules de matrice.

3.  Les molécules
d’échantillons sont ionisées
par transfert de protons à 
partir de la matrice: 

MH+ + A àM + AH+.



1. Différence de 
potentiel

Accélération des ions

2. Séparation  dans                      
le tube de vol

• Les petits ions 
atteignent plus vite
le détecteur que les 
gros

• Mesure du temps
mis par les ions 
pour atteindre le 
détecteur
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m: masse
z: charge
U: voltage
L: longueur du tube 
t: temps
e: charge élémentaire 
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Microflex (Bruker Daltonics)                        Axima (Shimadzu) Axima (bioMérieux)



3000 5000 7000 9000 11000 13000m/z

Escherichia coli

Hafnia alvei

Leclercia adecarboxylata

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

 Enterobacter aerogenes

Détection de larges molécules comme des protéines (1000 – 300000 Da)





Base de données de spectres

• Possibilité d’enrichir la base de données
– Par la firme: mises à jour fréquentes
– Par l’utilisateur: à l’aide de souches bien caractérisées 

(séquençage)

• !!! Attention: Mauvaise discrimination des 
bactéries aux profils protéiques similaires. Par 
exemple:
– Escherichia coli et Shigella sp.
– Streptococcus pneumoniae et Streptococcus mitis

group



MS Score ≥ 2.3: Identification 
excellente 

MS Score ≥ 2.0 et < 2.3 et 3 
premiers résultats identiques: 
Bonne identification 

MS Score ≥ 1.7 et < 2.0 et 3 
premiers résultats identiques: 
Identification acceptable 





Cas clinique 1

• Entérobactérie isolée d’un prélèvement 
respiratoire chez un patient hospitalisé aux SI.

• Identification MALDI-TOF MS:



Cas clinique 1

• Mauvaise discrimination des espèces au 
sein du complexe E.cloacae
→ Rendre E.cloacae complex pour les 
espèces suivantes: E. asburiae E. cloacae

E. hormaechei E. kobei
E. ludwigii E. minipressuralis

• Idem pour d’autres groupes bactériens.              
Ex: Acinetobacter baumanii-calcoaceticus
complex



Cas clinique 2

• ♂ 64 ans
• Se présente aux urgences avec:

– Douleurs lombaires irradiées dans l’abdomen
– Pyrexie

• Laboratoire:
– CRP 121 mg/l (0-6)
– Urine et hémocultures prélevées

• Imagerie
– Aspect de spondylodiscite D10-D11



Cas clinique 2

• 2 HC + après 60h d’incubation (flacon aérobie)

• Coloration GRAM: Coccobacille Gram variable

• Culture: Petites colonies sur gélose au sang

• Identification MALDI-TOF MS:



Cas clinique 2

• Patient d’origine turque
• Base de données « Bio-terrorisme »:

Brucellose en Europe



Cas clinique 2

→ Fusionner les 2 bases de données 
« classique » et « bio-terrorisme »

Retirer les Shigella sp. !!

Prudence lorsque                   
E.coli lactose négatif     
isolée d’une selle



Cas clinique 3

• Haemophilus sp. humains:
– H. influenzae (capsulated types a-f)
– H. parainfluenzae
– H. haemolyticus
– H. parahaemolyticus
– H. aphrophilus
– H. paraphrophilus
– H. parahaemolyticus
– H. segnis
– H. ducreyi

Absents de la             
DB Bruker



Cas clinique 3

• H. haemolyticus → identifié comme H.influenzae
par MALDI-TOF MS

• H. haemolyticus ne possède pas le pouvoir 
pathogène de H.influenzae
→ surdiagnostic

• Identification phénotypique difficile:



Cas clinique 3

• Ajout avec succès de spectres de 
référence par un laboratoire                              
(Regional Laboratory of Public Health – Haarlem)

H. haemolyticus

H. influenzae



Cas clinique 3

• CHULg: Création de 2 spectres de 
référence à partir de souches séquencées

• Intégration de ces spectres à la DB Bruker
• Analyse des échantillons de routine:



Cas clinique 3

• Contrôle de similarité des spectres à l’aide 
d’un dendrogramme:

H. haemolyticus

H. influenzae



Cas clinique 3

• Conclusion: spectres introduits trop 
similaires pour permettre une distinction 
par MALDI-TOF MS
→ Vérifier la bonne distinction des genres 
et espèces après introduction d’un 
nouveau spectre dans la DB

→ Attendre une mise au point de la 
Database par Bruker



Cas clinique 4

• ♂ 44 ans
• Abcès amygdalien droit
• Culture anaérobie positive après 11 jours 

d’incubation 
• Gram: Coccobacilles Gram positif



Cas clinique 4

• MALDI-TOF MS:
– Dépôt direct: No peak found
– Extraction Ethanol - Ac. formique:



Cas clinique 4

• Score bas et 1 seule proposition
• Identification identique lors de réanalyses
• Compatible avec la clinique

• Séquençage:
– Identification bactérienne 16s sur culture 

bactérienne:                                              
Actinomyces israelii 99.6% sur 1020pb



Cas clinique 4

→ Identification difficile des bactéries à 
croissance lente.

→ Extraction Ethanol-Ac.formique permet 
d’améliorer le résultat.

→ Répéter les identifications sur plusieurs 
extraits.

→ Confirmer par séquençage si score bas.















Pourcentage d’identifications 
directes

Sepsityper kit Lyse à la saponine

Gram négatif (40) 82.5% 90% p = 0.4497

Gram positif (67) 58% 52% p = 0.5563



Autres applications

Identification des mycobactéries:
• Nouveau protocole avec billes de silices
• Applicable à partir de BACTEC™ MGIT™ et milieu Lowenstein-

Jensen
• Pas de distinction à l’intérieur du M.tuberculosis complex
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Streptococcus
agalactiae
(groupe B):

Comparaison des 
souches de la 
mère et du 
nouveau-né



Streptococcus
agalactiae (groupe B):

Identification des 
souches ST-17:

Pic à m/z 7625 à la 
place de m/z  7650

Rapid detection of "highly virulent" Group B Streptococcus ST-17 and emerging ST-1 clones by MALDI-TOF mass spectrometry. Lartigue MF et al. J Microbiol

Methods. 2011 Aug;86(2):262-5. 



Etudes épidémiologiques

• Identification de souches spécifiques 
– Mise au point d’un prototype de détection

Streptococcus
agalactiae (groupe B):

Identification des 
souches ST-17:

Pic à m/z 7625 à la 
place de m/z  7650



Détection de résistance aux 
antibiotiques

Que cherche-t-on?

• Marqueurs de résistance
– MRSA (produit du gène Mec): Pas encore au 

point!

• Enzymes
– Béta-lactamases: Pas encore au point!



Détection de résistance aux 
antibiotiques

Que cherche-t-on?
• Produits de dégradation des antibiotiques 

par les béta-lactamases



Détection de résistance aux 
antibiotiques

Comment?



Détection de résistance aux 
antibiotiques

Cinétique d’hydrolyse de l’ertapénème par un K.pneumoniae KPC

(Détection des carbapénémases OXA-48: incubation de min. 4h)



Détection de résistance aux 
antibiotiques

Logiciel développé pour l’analyse automatique des données



CONCLUSIONS

Spectrométrie de masse MALDI-TOF 



MALDI-TOF MS : Avantages

• Identification fiable pour les bactéries et levures
• Identification rapide
• Faible coût des consommables                                       

(!! coût de la machine et des mises à jour)
• Utilisation simple
• Intégration possible dans un système 

automatisé global de bactériologie
• Possibilités de typage rapide



MALDI-TOF MS : Faiblesses

• Croissance bactérienne sur milieu solide 
nécessaire dans la plupart des cas.

• Bactéries difficilement différenciables si profils 
protéiques similaires

• Identification plus difficile des bactéries et 
champignons à croissance lente.

• Développements encore nécessaires pour 
l’identification des champignons filamenteux.

• Procédure de détection des résistances aux 
antibiotiques à standardiser.



Technique d’identification bactérienne  
incontournable dans un laboratoire de routine 

bactériologique


