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PARTIE 1 : GENERALITE SUR LE GENRE NOCARDIA 

 

1. Une brève histoire du genre Nocardia 

C’est en 1888 qu’Edmond Nocard, un vétérinaire français, isola pour la première 

fois la bactérie qui sera par la suite placée dans le genre Nocardia. Il travaillait alors sur 

le farcin, une maladie infectieuse cutanée du bovin provoquée par ce microorganisme (1).  

Figure 1 : Farcin du bovin (d’après Hamid et al. 2012) 

 

Un an plus tard, Trevisan caractérisera la souche et nommera cette espèce Nocardia 

farcinica en l’honneur du vétérinaire et de ses travaux. Il définit ainsi le genre Nocardia 

et y plaça également cinq autres espèces (2). La souche alors identifiée en tant que N. 

farcinica fut ainsi déposée au sein de deux collections différentes (ATCC 3318 et NCTC 

4524). En 1896, Eppinger isola d’un abcès cérébral humain un organisme filamenteux 

qu’il baptisera Cladothrix asteroides (2). Cette souche sera par la suite renommée 

Nocardia asteroides. De nouvelles espèces telles que N. brasiliensis, N. otitidiscaviarum, 

N. transvalensis seront ensuite incluses dans le genre Nocardia ainsi que bien d’autres 

souches de bactéries filamenteuses. Grâce à l’avènement de la chimiotaxonomie, un 

certain nombre de ces souches furent par la suite écartées du genre Nocardia et reclassées 

au sein d’autres genres (3). Il s’agissait entre autres de souches appartenant maintenant 

aux genres Gordonia, Rhodoccocus ou encore Skermania.  
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C’est en 1954 que N. farcinica fut désignée comme espèce type du genre Nocardia 

et la souche ATCC 3318 comme la souche type de l’espèce N. farcinica. En 1962, Gordon 

et Mihm, au cours de leurs études taxonomiques menées sur le genre Nocardia, ne 

parvinrent pas à identifier de différences phénotypiques entre la souche type N. farcinica 

ATCC 3318 et N. asteroides, qui était devenu l’espèce la plus couramment isolée à cette 

époque. Ils en conclurent que les isolats identifiés en tant que N. farcinica et N. asteroides 

correspondaient très probablement à une seule et même espèce. Par la suite, d’autres 

études sur les deux souches de collection de N. farcinica confirmèrent l’incertitude 

taxonomique concernant cette espèce. En effet, ces travaux mirent en évidence que la 

souche NCTC 4524 était en fait plus proche du genre Mycobacterium que du genre 

Nocardia tandis que la souche ATCC 3318 demeurait plus proche du genre Nocardia. 

Ainsi, seul le nom d’espèce N. asteroides fut conservé et elle devint alors la nouvelle 

espèce type du genre. C’est donc la souche N. asteroides ATCC 19247 qui devint par la 

suite la nouvelle souche type du genre Nocardia. En 1969, Tsukamura identifia au sein 

d’une collection d’isolats alors identifiés en tant que N. asteroides un sous-groupe 

d’isolats qui partageait des caractéristiques biochimiques et immunologiques identiques 

à la souche N. farcinica ATCC 3318 mais différait de la souche N. asteroides ATCC 

19247. Pour cette raison, le nom d’espèce N. farcinica sera de nouveau employé et les 

études ultérieures confirmeront que N. farcinica et N. asteroides étaient bien deux espèces 

distinctes. Ainsi, N. asteroides fut longtemps considérée comme étant la principale espèce 

responsable d’infections humaines. En 1988, Wallace et al. identifièrent six profils de 

résistance aux antibiotiques différents (tableau 1) au sein d’une collection de 78 isolats 

Figure 2 : Portrait d'Edmond Nocard 
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précédemment identifiés en tant que N. asteroides (4). Ainsi, le terme de « complexe N. 

asteroides » fut employé pour définir ces isolats identiques sur le plan biochimique mais 

divergents d’un point de vue de leur phénotype de résistance.  C’est en définitive grâce 

au développement des techniques de séquençage (séquençage des gènes codant l’ARNr 

16S et la protéine hsp65 initialement) qu’il sera conclu que ces différents profils de 

résistance correspondaient en fait à différentes espèces, bien identifiées à l’heure actuelle. 

Ainsi, N. asteroides est aujourd’hui considérée comme une espèce bien distincte des 

autres et est en réalité exceptionnellement pathogène pour l’homme. Ce bref historique 

met en évidence la complexité de la taxonomie du genre Nocardia. Bien que les 

techniques moléculaires aient permis de mieux appréhender la phylogénie du genre 

Nocardia, elle demeure complexe et encore incomplète, d’autant plus que de nouvelles 

espèces sont très régulièrement découvertes (5–7). 
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Tableau 1 : Profil de résistance des espèces de l'ancien complexe N. asteroides (d’après Brown-Elliott et al. 2006) 

 

 

 

2. Taxonomie du genre Nocardia 

 Les espèces du genre Nocardia appartiennent à la famille des Nocardiaceae, au 

sein des Corynebacteriales, un ordre faisant partie de la classe des Actinobacteria.  Plus 

d’une centaines d’espèces sont actuellement décrites (3,8). 

Espèces Type de profil 
de résistance 

Principales caractéristiques du profil de 
résistance

N. abscessus I

Sensibilité à l'ampicilline, l'amoxicilline-acide 
clavulanique, la ceftriaxone, le linézoldie et 

l'amikacine; des CMI élevées catégorisant la 
majorité des souches résistantes pour 

l'imipénème sont observées; résistance à la 
ciprofloxacine et à la clarithromycine

Complexe N. 
brevicatena/paucivorans

II

Identique au type I mais sensibilité à la 
ciprofloxacine, CMI basses pour la 

kanamicine; résistance à la clarithromycine, 
généralement résitance à la gentamicine 

N. nova III

Sensibilité à l'ampicilline mais résistance à 
l'amoxicilline-acide clavulanique, sensibilité à 

l'erythromycine, la clarithromycine,  la 
ceftriaxone et le linézoldie, ; CMI très basses 

pour l'amikacine et l'imipénème 

Complexe N. 
transvalensis

IV

Résistance à la totalité des aminosides, 
sensibilité à la ciprofloxacine, la ceftriaxone, 

le linézolide, l'imipénème; résistance à 
l'erythromycine et la clarithromycine.

N. farcinica V

Résistance à l'ampicilline, aux 
céphalosporines et à la clarithromycine; 

résistance aux aminosides sauf à l'amikacine; 
sensibilité à la ciprofloxacine, au linézolide et 

à l'imipénème

N. cyriacigeorgica VI

Résistance à l'ampicilline, amoxicilline-acide 
clavulanique, clarithromycine et 

ciprofloxacine; sensible à la ceftriaxone, 
amikacine, linezolide et imipénème
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Figure 3 : Arbre phylogénétique construit à partir des séquences concaténées de 2190 pb des gènes gyrB-16S-
secA1-hsp65-rpoB de 237 souches (d’après McTaggart et al. 2010) 

 

C’est à l’aide de caractéristiques phénotypiques et physiologiques telles que la 

morphologie des colonies et les caractères biochimiques que les différentes espèces du 

genre Nocardia étaient initialement identifiées. Cependant, ces caractéristiques sont en 

réalité trop peu discriminatives pour identifier l’ensemble des espèces de Nocardia qui 
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sont globalement peu réactives biochimiquement. En effet, ce problème fut assez 

rapidement pointé par Wallace et al. avec sa description chez N. asteroides de six 

différents profils de résistance aux antibiotiques évoqués dans le chapitre précédent. Il 

émit donc l’hypothèse que ces différents profils de résistance pouvaient en fait 

correspondre à différentes espèces ou groupes d’espèces. En effet, il avait été 

précédemment montré que le phénotype de résistance était un critère d’identification 

fiable au sein des Actinobactéries (9). Par la suite, ces hypothèses se vérifièrent et le 

complexe N. asteroides fut éclaté en différentes espèces ou complexes d’espèces grâce à 

l’analyse des séquences des gènes hsp65 et ARN16S ribosomal des six différents profils 

de résistance. Dernièrement, McTaggart et al. ont actualisé ces différents profils de 

résistance, ajoutant aux 6 précédents profils, les profils de type Ia, VII, VIII et IX (10) et 

modifiant quelques peu certains anciens profils (voir tableau 2). Ainsi le complexe N. 

asteroides est actuellement représenté par les espèces du complexe N. abscessus (profil 

de résistance type I), les espèces du complexe N. arthritidis/N. gamkensis/N. exalbida et 

N. asiatica (profil de résistance type Ia), le complexe N. brevicatena/N. paucivorans 

(profil de résistance type II), le complexe N. nova (profil de résistance type III), le 

complexe N. transvalensis (profil de résistance type IV), N. farcinica (profil de résistance 

type V), N. cyriacigeorgica (profil de résistance type VI). Les autres profils correspondent 

aux espèces N. otitidiscaviarum (profil de résistance type VII), N. brasiliensis (profil de 

résistance type VIII) et N. asteroides sensu stricto, N. pneumoniae, N. amamiensis, N. 

beijingensis, N. thailandica, N. vinacea et N. anaemiae (profil de résistance type IX). 

Ainsi le terme de complexe N. asteroides n’a plus lieu d’être employé puisque chaque 

espèce est maintenant bien identifiable grâce aux méthodes de séquençage multigénique. 

Malgré cela, de nombreuses incertitudes taxonomiques demeurent actuellement. Une 

étude réalisée en 2018 a permis de résoudre quelques-unes de ces incertitudes et ainsi 

confirmer à l’aide des séquences concaténées des gènes atpD–groL1–groL2–recA–rpoA–

secY–sodA–ychF que N. soli et N. cummidelens étaient des synonymes taxonomiques 

« hétérotypiques » plus récents de N. salmonicida, que N. elegans était un synonyme 

taxonomique « hétérotypique » plus récent de N. nova, que N. gamkensis était un 

synonyme taxonomique « hétérotypique » plus récent de N. exalbida et enfin que N. 

coubleae était un synonyme taxonomique « hétérotypique » plus récent de N. ignorata 

(8). Cependant, quelques incertitudes persistent encore. Elles concernent essentiellement 

les isolats des complexes N. abscessus/N. arthritidis-like et N. nova/N. cerradoensis/N. 
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kruczakiae/N. aobensis-like qui n’ont pu être rattachés à aucun souche type et qui 

semblent correspondre à une fusion d’allèles de 2 ou 3 souches types (11) (voir figure 3). 

D’autres isolats n’avaient également pas pu être assignés à une souche type, pouvant ainsi 

constitués de nouvelles espèces. L’analyse de séquences supplémentaires permettra peut-

être d’assigner ces isolats à une souche type connue ou bien de confirmer leur 

appartenance à une nouvelle espèce. Un autre point à éclaircir est la découverte chez N. 

cyriacigeorgica de la répartition des souches en 3 sous-groupes distincts nommés A, B et 

C (11,12) (voir figure 3). 
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Tableau 2 : Actualisation des profils de résistance selon McTaggart et al. (2015) 

 

Espèces
Type de profil 
de résistance a 

Non sensible (résistant ou 
intermédiaire)

sensible

complexe N. abscessus b I a imipénème, ciprofloxacine, 
moxifloxacine et clarithromycine

amoxicilline-acide clavulanique,  
ceftriaxone, céfépime, 

tobramycine, amikacine, 
linézolide et sulfaméthoxazole-

triméthoprime (SXT)  
complexe N. arthritidis/N. 
gamkensis/N. exalbida d 

et N. asiatica 
Ia c

identique au type I mais non 
sensible à l'amoxicilline-acide 

identique au type I mais non 
sensible à l'amoxicilline-acide 

Complexe N. 
brevicatena/paucivorans II a

Aucune souche testée par 
McTaggart et al.

Aucune souche testée par 
McTaggart et al.

Complexe N. nova e III a
amoxicilline-acide clavulanique, 

tobramycine, doxycycline, 
ciprofloxacine et moxifloxacine

ceftriaxone, céfépime, 
imipénème, amikacine, 

clarithromycine, linézolide et 
SXT  

Complexe N. 
transvalensis f IV a

imipénème, tobramycine, 
amikacine, doxycycline et 

clarithromycine

ceftriaxone, ciprofloxacine, 
moxifloxacine, linézolide et 

SXT

N. farcinica V a
ceftriaxone, céfépime, 

tobramycine,  doxycycline et 
clarithromycine

amoxicilline-acide clavulanique, 
amikacine, moxifloxacine, 

linézolide et SXT; sensibilité 
variable à l'imipénème et à la 

ciprofloxacine

N. cyriacigeorgica VI a
amoxicilline-acide clavulanique, 
ciprofloxacine, moxifloxacine et 

clarithromycine

ceftriaxone, imipénème, 
tobramycine, amikacine, 

doxycycline, linezolide et SXT

N. otitidiscaviarum VII g 

amoxicilline-acide clavulanique, 
ceftriaxone, céfépime, imipénème, 

doxycycline, ciprofloxacine, 
moxifloxacine et clarithromycine

amikacine, linezolide et SXT

N. brasiliensis VIII g
céfépime, imipénème, 

doxycycline, ciprofloxacine et 
clarithromycine

amoxicilline-acide clavulanique, 
tobramycine, amikacine, 

linezolide et SXT

N. asteroides sensu 
stricto, N. pneumoniae, 

N. amamiensis, N. 
beijingensis, N. 

thailandica, N. vinacea 
et N. anaemiae 

IX c
amoxicilline-acide clavulanique et 

ciprofloxacine

ceftriaxone, céfépime, 
imipénème, tobramycine, 
amikacine, doxycycline, 

clarithromycine, linézolide et 
SXT  

g  profil de résistance concordant avec celui décrit par Brown-Elliott et al. et pour  lequel un numéro a été assigné par McTaggart 
et al.

a décrit par Wallace et al. et Brown-Elliott et al.
b  complexe N. abscessus :   comprend des souches de N. abscessus  et du complexe N. abscessus/N. arthritidis -like, à qui il 
manque une souche type mais qui comprend des souches similaires à N. abscessus et N. arthritidis 
c nouveau type de profil de résistance décrit par McTaggart et al.
d complexe N. arthritidis/N. gamkensis/N. exalbida  :   comprend des souches similaires aux trois souches type N. arthritidis 
DSM 44731T, N. gamkensis  DSM 44956T, and N. exalbida  DSM 44883T
e  complexe N. nova  : comprend des souches de N. nova, N. africana, N. cerradoensis, N. kruczakiae, N. veterana  et du 
complexe N. nova/cerradoensis/kruczakiae/aobensis -like  à qui il manque une souche type mais qui comprend des souches 
similaires à N. nova, N. cerradoensis, N. kruczakiae  et N. aobensis
f complexe N. transvalensis : comprend des souches de N. transvalensis  et N. wallacei
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3. Caractéristiques écologiques 

 Les Nocardia sont des bactéries ubiquitaires dans l’environnement, retrouvées au 

niveau du sol, sur les végétaux, dans les matières en décomposition, dans l’air ou encore 

dans les eaux douces ou salées. Elles s’y comportent en tant que saprophyte en dégradant 

diverses matières organiques. Ces organismes sont cosmopolites puisque présents dans 

toutes les régions du monde. Cependant, certaines espèces sont plus volontiers associées 

à certains climats, un exemple bien connu étant celui de N. brasiliensis, une espèce 

possédant un important tropisme cutané, dont la prévalence est beaucoup plus importante 

dans les régions au climat tropical ou subtropical (13). Les environnements contaminés 

en hydrocarbures sont également connus pour être des lieux de développement des 

Nocardia (14,15). En effet, ces dernières ont la capacité de dégrader et d’utiliser divers 

hydrocarbures. Ce sont également des bactéries intéressantes du point de vue de la 

découverte de nouveaux principes actifs. En effet, elles produisent de nombreux 

métabolites secondaires possédant divers activités biologiques (antibactérienne, 

antifongique, immunosuppressive, antitumorale, etc) (16). Un exemple bien connu est 

celui de la ristocétine, antibiotique synthétisé par N. lurida, qui est couramment utilisé 

dans le diagnostic de la maladie de Willebrand afin d’évaluer la capacité de liaison du 

facteur Willebrand à la glycoprotéine GPIb plaquettaire (activité cofacteur de la 

ristocétine du facteur Willebrand) (17). 

 

4. Caractéristiques bactériologiques 

 Le genre Nocardia regroupe des organismes filamenteux ramifiés capables de 

produire du mycélium pouvant se fragmenter en éléments bacillaires et coccoïdes. Leur 

paroi à la particularité, tout comme les bactéries du genre Mycobacterium, d’être riche en 

acides mycoliques, des acides gras à longue chaine conférant une hydrophobicité à la 

paroi cellulaire. La coloration de Gram est positive (contrairement aux mycobactéries) 

pour ces bactéries qui se présentent à l’examen direct sous forme de fins bacilles ramifiés 

avec un aspect moucheté ou tigré, probablement du fait de cette composition particulière 

de la paroi, ou sous forme bacillaires ou coccoïdes après fragmentation du mycélium. A 

l’instar des mycobactéries, les Nocardia ne sont pas acido-alcoolo-résistantes lorsque la 

technique de Ziehl-Neelsen classique (coloration à chaud) est utilisée mais en revanche, 
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elles le sont partiellement lorsque la technique modifiée de Kinyoun (coloration de Ziehl-

Neelsen à froid) est employée. En culture, les Nocardia sont des organismes peu exigeants 

mais de croissance assez lente. L’aspect particulier des isolats sur milieu solide (qui sera 

détaillé dans une autre partie) est une caractéristique utile qui permet de suspecter leur 

appartenance au genre Nocardia. 

 

5. Nocardioses humaines 

5.1. Aspect épidémiologique 

A l’heure actuelle, on décompte au moins une cinquantaine d’espèces pathogènes 

pour l’homme (2) (voir tableau 3). Initialement, l’espèce N. asteroides était considérée 

comme étant la principale espèce pathogène pour l’homme. Son scindement en 

différentes espèces et complexes d’espèces permit par la suite de constater que ces 

différentes espèces ne sont pas toutes aussi prévalentes les unes que les autres.  

En France, l’étude épidémiologique la plus récente concernant les Nocardia a été 

réalisée de 2010 à 2015 par Lebeaux et al. et se base sur les isolats reçus par 

l’Observatoire Français des Nocardioses (OFN) durant cette période (18). Un total de 793 

isolats a pu être inclus. Les espèces les plus fréquemment retrouvées étaient N. farcinica 

(20,2 %), les espèces du complexe N. abscessus (19,9 %) et du complexe N. nova (19,5 

%), N. cyriacigeorgica (12,9 %) et moins fréquemment N. brasiliensis (6,9 %) et les 

espèces du complexe N. transvalensis (6,4 %). Les incidences calculées par région 

allaient de 0,03 à 0,46 cas/100 000 habitants. D’après les données récoltées par l’OFN 

entre 2006 et 2007, l’incidence nationale serait d’approximativement 0,3 cas/100 000 

habitants cependant, ce chiffre est très probablement sous-estimé du fait de l’absence de 

signalement obligatoire ou de centralisation systématique des cas et des souches (19). 

Concernant les USA, une étude publiée en 2014, réalisée de 2006 à 2011 avait permis 

de recueillir un total de 1299 isolats (20). Elle a montré que les espèces les plus 

fréquemment isolées étaient celles du complexe N. nova (43,6 %), N. cyriacigeorgica 

(20,3 %), N. farcinica (15,7 %), N. brasiliensis (11,4 %) et les espèces du complexe N. 

abscessus (8,5 %). Une étude antérieure rapportait un nombre de 765 cas entre 1995 et 

2004 avec comme espèces les plus fréquentes N. nova (28 %), N. brasiliensis (14 %), N. 

farcinica (14 %) et N. cyriacigeorgica (13 %) (21).  
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Au Canada, une étude publiée en 2011 a permis d’analyser 718 isolats de Nocardia 

sur deux périodes distinctes, de 1988 à 2003 et de 2004 à 2008 (22). Sur la première 

période, la majorité des 393 souches isolées ont été identifiées en tant que N. asteroides 

(219/393 isolats soit 56 %). Les autres souches ont été identifiés comme complexe N. 

nova (71/393), N. farcinica (42/393), N. brasiliensis/N. pseudobrasiliensis (28/393), 

complexe N. otitidiscaviarum (17/393), autres espèces (6/393), N. sp (4/393), N. 

cyriacigeorgica (3/393), complexe N. transvalensis (2/393) et N. abscessus (1/393). Sur 

la seconde période, les 325 souches isolées ont été identifiées en tant que complexe N. 

nova (109/325), N. cyriacigeorgica (67/325), N. farcinica (44/325), N. sp (37/325), autres 

espèces (26/325), N. abscessus (14/325), N. brasiliensis/N. pseudobrasiliensis (13/325), 

N. asteroides (4/325), complexe N. transvalensis (4/325), complexe N. otitidiscaviarum 

(4/325) et complexe N. brevicatena/N. paucivorans (3/325). L’incidence calculée sur 

cette période pour l’ensemble du pays a ainsi été multipliée par 2,6, passant de 0.33/100 

000 habitants en 1997 à 0,87/100 000 habitants en 2008. 

En Espagne, une étude publiée en 2016 a permis l’analyse de 1119 isolats recueillis 

entre 2005 et 2014 (23). Les espèces les plus fréquemment isolées étaient N. 

cyriacigeorgica (25,3 %), N. nova (15,0 %), les espèces du complexe N. abscessus (12,7 

%) et N. farcinica (11,4 %). Une étude antérieure publiée en 2009 menée de 1995 à 2006 

a permis d’identifier 43 patients atteints de nocardiose (24). Les 2 principales espèces 

impliquées étaient alors N. cyriacigeorgica (32,4 %) et N. farcinica (24,3 %). Il avait été 

établi une incidence de 0,39 cas/100 000 habitants entre 1995 et 1998 et de 0,55 entre 

2003 et 2006. 

En Italie, une étude rétrospective menée entre 2011 et 2015 rapportent 14 cas de 

nocardioses (25). Les espèces impliquées étaient N. abscessus (5/13), N. cyriacigeorgica 

(4/13) et N. farcinica (4/13).  

Une étude australienne de 2018 décrit l’isolation de 67 souches différentes sur une 

période de 7 ans. Neuf espèces différentes ont pu être identifiées, avec une prédominance 

des espèces N. nova (29 %), N. cyriacigeorgica (18 %), N. farcinica (15 %) et N. 

paucivorans (9 %). Les autres espèces représentaient moins de 5 % des isolats (N. 

brasiliensis, N. takedensis, N. veterana, N. beijingensis, N. otitidiscaviarum). 

Une étude rétrospective réalisée en Chine en 2017 a permis de recueillir 28 isolats de 

Nocardia entre 2011 et 2017 (26). Les espèces retrouvées correspondaient à N. 

DURAND 
(CC BY-NC-ND 2.0) 



 

29 
 

cyriacigeorgica (13), N.  farcinica (6), N. beijingensis (n = 3), N. abscessus (2), N. 

wallacei (2), N. otitidiscaviarum (1) et N. nova (1).  

Une étude taïwanaise menée entre 1998 et 2010 a permis d’identifier 100 cas de 

nocardiose dont 55 % de forme cutanée (13). Les principales espèces impliquées étaient 

N. brasiliensis (50 %) et N. cyriacigeorgica (18 %). Cette étude souligne bien le caractère 

variable de l’épidémiologie en fonction du climat. En effet, les pays en voie de 

développement au climat tropical et où une importante population rurale existe sont 

souvent associés à un nombre plus important de forme cutanée et sous-cutanée, 

constituant un réel problème de santé publique.  

Ainsi, les espèces du complexe N. nova, N. cyriacigeorgica, N. farcinica et les espèces 

du complexe N. abscessus sont maintenant considérées comme les espèces les plus 

prévalentes aux vues des résultats ci-dessus. Il semblerait que la situation géographique 

joue un rôle important dans la prévalence des différentes espèces comme évoqué 

précédemment puisque les études taïwanaises ont montré que N. brasiliensis était l’espèce 

la plus prévalente dans ce pays au climat tropical (13,27). En Europe, N. brasiliensis est 

plutôt regroupée parmi les espèces de prévalence moyenne avec les espèces du complexe 

N. transvalensis, N. otitidiscaviarum et N. veterana. En France, une étude récente décrit 

36 cas autochtones d’infection à N. brasiliensis entre 2002 et 2012 (28). D’autres espèces 

plus rares telles que N. paucivorans, N. beijingensis, N. pseudobrasiliensis sont 

considérées comme des espèces de faible prévalence. Plus exceptionnellement encore, 

d’autres espèces peuvent être responsables d’infections humaines (voir tableau 3). 
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Tableau 3 : Espèces de Nocardia actuellement considérées comme pathogènes pour l'homme (d'après Conville 
et al. 2018) 

 

 

espèce année de 
description

pathogénicité 
incertaine 

(< 4 cas publiés)

infection 
primaire 

peau/tissus mou

infection 
pulmonaire

infection 
disséminée

source 
non 

connue
N. abscessus 2000 + + +
N. africana 2001 +
N. amamiensis 2007 + + +
N. amikacinitolerans 2013 + +
N. anaemiae 2005 +
N. aobensis 2005 +
N. araoensis 2004 + + +
N. arthritidis 2004 + + +
N. arizonensis 2015 + +
N. asiatica 2004 +
N. asteroides 1891 +
N. beijingensis 2001 + + +
N. blacklockiae 2008 + +
N. boironii 2016 +
N. brasiliensis 1909 +
N. brevicatena 1961 +
N. carnea 1891 + + +
N. cerradoensis 2003 + + +
N. concava 2005 + +
N. cyriacigeorgica 2001 + + +
N. donostiensis 2016 + +
N. elegans 2005 + +
N. exalbida 2006 + +
N. farcinica 1889 + + +
N. harenae 2006 + +
N. higoensis 2004 + + +
N. ignorata 2001 + +
N. inohanensis 2004 + +
N. jinanensis 2009 + +
N. kroppenstedtii 2014 + + +
N. kruczakiae 2004 + +
N. mexicana 2006 + + +
N. mikamii 2010 + +
N. neocaledoniensis 2004 + +
N. niigatensis 2004 +
N. ninae 2007 + +
N. niwae 2011 +
N. nova 1983 + +
N. otitidiscaviarum 1924 + + +
N. paucivorans 2000 +
N. pneumoniae 2004 + +
N. pseudobrasiliensis 1995 + +
N. puris 2003 + + +
N. shinanonensis 2016 + +
N. sienata 2004 + +
N. takedensis 2005 + +
N. terpenica 2007 + +
N. testacea 2004 + +
N. thailandica 2005 + + +
N. transvalensis 1927 + + +
N. vermiculata 2005 +
N. veterana 2001 +
N. vulneris 2015 +
N. wallacei 2006 +
N. yamanashiensis 2004 + +
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5.2. Portes d’entrée 

L’inhalation de spores ou de fragments de mycélium en suspension dans l’air et 

l’inoculation directe suite à un traumatisme cutané sont les principales portes d’entrée 

identifiées.   

 

5.3. Facteurs prédisposants 

Les nocardioses prédominent chez le sujet masculin (sex-ratio entre 2 et 3) et 

concernent principalement l’adulte de 45 à 60 ans. En effet, les facteurs prédisposant à ce 

type d’infections concernent plus fréquemment cette tranche d’âge. 

Les espèces du genre Nocardia se comportent le plus souvent comme des pathogènes 

opportunistes. Ainsi, la grande majorité des nocardioses concerne le patient 

immunodéprimé dont l’immunité cellulaire est très affaiblie même si un nombre 

significatif d’infections graves chez l’immunocompétent a également été rapporté (29). Il 

ne faut pas non plus oublier les cas d’infections cutanées primaires suite à une inoculation 

traumatique qui surviennent le plus souvent chez des sujets immunocompétents et qui 

sont probablement très largement sous-estimés. Les principaux facteurs de risque sont 

d’origine iatrogène et sont représentés par la corticothérapie au long court à forte dose et 

les autres traitements immunosuppresseurs. Ainsi, les patients transplantés d’organes 

solides (transplantations de poumon surtout, puis transplantations cardiaques, 

intestinales, rénales et hépatiques) (30,31), greffés de moelles osseuses ou de cellules 

souches hématopoïétiques, atteints d’hémopathies malignes, de tumeurs solides ou de 

maladies auto-immunes sont les principaux concernés (24–26,32–34). D’autres formes 

d’immunodépression acquise d’origine non médicamenteuse sont également rapportées 

telles que l’alcoolisme, le diabète, l’infection par le VIH.  Sont également concernés, les 

patients présentant un déficit immunitaire constitutionnel tel que la granulomatose 

septique chronique. Les pathologies broncho-pulmonaires chroniques (bronchopathie 

chronique obstructive, dilatation des bronches, emphysème, asthme, mucoviscidose, 

sarcoïdoses, etc.) sont également des facteurs prédisposant au développement de 

nocardioses cependant une corticothérapie est souvent retrouvée chez ces patients. 

 

DURAND 
(CC BY-NC-ND 2.0) 



 

32 
 

5.4. Formes cliniques 

Les bactéries du genre Nocardia sont à l’origine d’infections variées chez l’humain. 

Les formes cliniques les plus courantes sont la nocardiose pulmonaire isolée, la 

nocardiose du système nerveux centrale (SNC) isolée ou non, la nocardiose cutanée/sous 

cutanée/lymphocutanée et la nocardiose disséminée. Bien entendu, d’autres formes 

beaucoup plus rares existent telles que les formes oculaires (35), péritonéales, 

ostéoarticulaires, rénales, etc. Bien que peu fréquente, la présence d’une colonisation sans 

infection a été observée au cours de différentes études (24,33,36,37). Il s’agit d’une 

situation au cours de laquelle une souche de Nocardia est isolée d’un prélèvement 

respiratoire en l’absence de signe clinique ou radiologique de nocardiose pulmonaire. Des 

cas de transmission nosocomiale ont également été rapportés (38,39). Des signes 

biologiques non spécifiques tels qu’une hyperleucocytose, une leucopénie, une 

augmentation de la CRP sont observables au cours d’une nocardiose (25,32). 

 

5.4.1. Nocardiose pulmonaire 

Il s’agit de la présentation clinique la plus fréquemment décrite, la principale porte 

d’entrée étant l’inhalation du microorganisme. Dans les études les plus récentes, plus de 

70 % des nocardioses correspondaient à des formes pulmonaires (25,32–34,37,40–42). 

Elle est le plus classiquement retrouvée chez des patients immunodéprimés présentant les 

facteurs de risques cités précédemment (corticothérapie et autres traitements 

immunosuppresseurs chez les patients transplantés d’organes solides, atteints 

d’hémopathies, de tumeurs solides ou de maladies auto-immunes). Elle se manifeste 

généralement sous la forme d’une pneumonie nécrosante subaiguë ou chronique. Les 

manifestations pulmonaires sont le plus souvent polymorphes et non spécifiques (toux, 

expectorations, rarement hémoptysies, douleur pleurale, dyspnée), associées à des signes 

généraux (fièvre, perte de poids, sueurs nocturnes, asthénie, etc.), pouvant ainsi mimer 

une tuberculose (25,32,33,37,43). De la même manière, les images radiologiques au cours 

d’une nocardiose pulmonaire sont très polymorphes et peu spécifiques. Ainsi, des 

atteintes uni- ou bilatérales sont observables, avec des atteintes plus fréquemment 

alvéolaires qu’interstitielles. Le plus souvent, une opacification pulmonaire (infiltrat) est 

observée (figure 4), plus ou moins associée à une lésion cavitaire (36). La seconde image 
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fréquemment observée est la présence d’un ou plusieurs nodules (figure 5) pouvant être 

excavés (25,30,33) puis la visualisation d’un épanchement pleural (figure 6). De ce fait, 

les diagnostics différentiels sont nombreux (notamment les infections fongiques et 

mycobactériennes ou encore les cancers). Un autre facteur de risque fréquemment 

rapporté dans les études est la présence d’une maladie pulmonaire chronique 

(26,33,34,40). Tel est le cas de la bronchopathie chronique obstructive, de la 

bronchectasie (44), de la mucoviscidose (45,46) ou encore de l’asthme. 

Figure 4 : Opacification de la partie supérieure du lobe gauche au cours d’une nocardiose pulmonaire (IRM) 
(d’après Kurahara et al. 2014) 

 

Cependant, une corticothérapie occasionnelle ou prolongée est fréquemment associée à 

ces pathologies. La problématique de la présence d’une colonisation ou d’une véritable 

infection se pose régulièrement chez ces patients atteints de pathologies broncho-

pulmonaires chroniques et ce type de situation nécessite un bilan clinique et radiologique 

afin de rechercher des signes de nocardiose pulmonaire, cérébrale, cutanée ou disséminée 

(44–46).  

Figure 5 : Nodules dans la partie inférieure du lobe droit au cours d’une nocardiose (IRM) (d’après Kurahara 
et al. 2014) 
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Fréquemment, une dissémination hématogène à partir du foyer pulmonaire est 

observée. On parle alors de nocardiose disséminée. Il est donc indispensable de réaliser 

un bilan d’extension complet à la recherche de foyers extra-pulmonaires lorsque le 

diagnostic de nocardiose pulmonaire est posé (32).  

Figure 6 : Epanchement pleural (grosse flèche) associé à un épanchement péricardique (petite flèche) et à un 
infiltrat pulmonaire au cours d’une nocardiose pulmonaire (IRM) (d’après Rosman et al. 2013) 

 

 

5.4.2. Nocardiose cérébrale 

La nocardiose cérébrale est la deuxième forme la plus fréquemment observée. 

Comme expliqué précédemment, elle est souvent secondaire à une dissémination à partir 

d’un foyer pulmonaire initial puisque 30 à 50 % des nocardioses cérébrales sont associées 

à une localisation pulmonaire mais de nombreux cas de forme uniquement cérébrale sont 

également rapportés (47,48). Elle se manifeste le plus fréquemment chez des sujets 

immunodéprimés (facteurs prédisposants précédemment cités) mais des cas chez 

l’immunocompétent sont également rapportés (49–51). En effet, une revue de 84 cas de 

nocardioses cérébrales montre que 18 % des patients atteints ne présentaient aucun facteur 

de risque identifiable (47). Ces formes cérébrales peuvent se manifester le plus souvent 

par des signes de focalisation variables en fonction de la région atteinte (déficits sensitifs 

et/ou moteurs), une confusion, des troubles du langage, des céphalées, des nausées et des 

vomissements, une fièvre, des troubles mentaux,  des convulsions, une ataxie, des signes 

méningés, des troubles sensoriels, des troubles du comportement (25,32,37,47). Plus 

rarement, une méningite peut être associée à la présence d’abcès cérébraux faisant suite 

à la rupture d’un de ces derniers mais elle peut également se présenter de manière isolée 

(48). Des cas de myélites ont également été rapportés. Parfois, ces atteintes cérébrales 

demeurent asymptomatiques et sont révélées au décours du bilan d’extension d’une 
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nocardiose pulmonaire. Les images radiologiques (scanner et IRM) sont le plus souvent 

non spécifiques. Les plus communément observées sont la présence d’un ou plusieurs 

abcès cérébraux (figure 7), le plus souvent en cocarde, parfois avec un aspect multiloculé.  

Figure 7 : Multiples abcès cérébraux observés au cours d’une nocardiose cérébrale (IRM) (d’après Yang et al. 
2014) 

 

La mortalité demeure importante, la publication la plus récente sur ce sujet (2016) 

montrait une mortalité à 1 an de 35 % sur une série de 20 patients et la revue de la 

littérature également effectuée dans cette revue faisant état d’une mortalité globale de 

23,8 % (10/42) (48). Cependant, selon Anagnostou et al. (47), elle varie beaucoup selon 

la prise en charge initiée : 7 % avec une antibiothérapie ciblée et un traitement chirurgical, 

22 % avec une antibiothérapie ciblée uniquement et 36 % avec un traitement chirurgical 

seul. En l’absence de tout traitement, la mortalité est proche de 100 %. Ainsi, une prise 

en charge rapide et adaptée est nécessaire lorsqu’une forme cérébrale est diagnostiquée. 

 

5.4.3. Nocardiose disséminée 

La nocardiose disséminée correspond à l’atteinte d’au moins 2 organes et/ou une 

bactériémie. Elle représente 15 à 30 % des nocardioses (25,33,37,52) dans les séries les 

plus récentes et atteint même 50 % pour Haussaire et al.(32). Dans la grande majorité des 

cas, il s’agit d’une dissémination à partir d’un foyer pulmonaire initial (32). Le SNC est 

la localisation secondaire la plus fréquente (1/3 des cas), suivi par la peau et les tissus 

mous (25,32,33), cependant, tous les organes peuvent être concernés (œil, foie, ganglions 

lymphatiques, pancréas, os et articulations, etc.). Une dissémination par contiguïté est 

également possible avec atteinte de la plèvre, du cœur, du médiastin ou encore de la veine 

cave. Cette dissémination est plus fréquemment observée chez les sujets 

immunodéprimés et est de mauvais pronostic (53).  
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5.4.4. Nocardiose cutanée, sous-cutanée et lymphocutanée 

Différentes formes de nocardiose cutanée, sous-cutanée et lymphocutanée sont 

décrites. Hormis les nocardioses cutanées secondaires à une dissémination hématogène à 

partir d’un foyer pulmonaire, les autres formes sont dans la très grande majorité des cas 

observées chez l’immunocompétent. Elles font le plus fréquemment suite à une 

inoculation directe du microorganisme au cours d’un traumatisme cutané. C’est le plus 

souvent par l’intermédiaire d’un environnement contaminé (54) tel qu’une épine, un 

morceau de bois ou une piqûre d’arthropodes que la contamination a alors lieu. La 

prévalence de ces formes cutanées est très différente en fonction des régions du monde. 

En effet, les régions tropicales et subtropicales semblent les plus concernées, une 

publication parue en 2011 montrant que les formes cutanées représentaient plus de 50 % 

des nocardioses recensées à Taiwan au cours de cette étude réalisée entre 1998 et 2010 

(13). En France, les nocardioses cutanées semblent beaucoup plus rares, bien que 

quelques cas soient décrits. Cependant, l’incidence de ces formes est probablement 

nettement sous-estimée. En effet, des pathogènes beaucoup plus courants tels que 

Staphylococcus aureus ou certaines espèces de streptocoques provoquent des lésions 

similaires pour lesquelles une documentation bactériologique n’est pas systématiquement 

réalisée, un traitement empirique étant alors utilisé. Ainsi seules les formes compliquées 

ou résistantes au traitement bénéficient d’une documentation, révélant parfois de manière 

fortuite une nocardiose. Les infections cutanées les plus bénignes et les plus superficielles 

se présentent sous la forme d’abcès unique ou multiples (55) ou de cellulite. La 

dissémination à partir de ses lésions superficielles est très exceptionnellement décrite. 

L’espèce en cause dans la très grande majorité des cas est N. brasiliensis (13) bien que 

les autres espèces puissent également être impliquées (56,57) notamment des espèces 

proches de N. brasiliensis comme N. boironii, N. altamirensis, N. iowensis, N. tenerifensis 

ou N. vulneris (5,58). Quelques fois, l’infection peut s’étendre aux ganglions 

lymphatiques, on parle alors de nocardiose lymphocutanée ou forme sporotrichoïde (59). 

Plus rarement une atteinte des muscles, des articulations ou des os peut compliquer ces 

formes cutanées et sous-cutanées en l’absence de traitement.  

Le mycétome est une forme sous-cutanée chronique particulière (figure 8), plus 

communément observée dans les régions tropicales et subtropicales (60). Liée le plus 
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souvent à un mode de vie rural (marche pieds nus, port de fagot de bois sur l’épaule), elle 

est ainsi localisée aux membres inférieurs (pieds) et parfois aux membres supérieurs, au 

dos, aux épaules ou à la tête). Cette forme est donc exceptionnellement décrite dans les 

pays développés (5).  

Figure 8 : Mycétome du pied d’après (Verma et al. 2018) 

 

De progression lente et peu douloureuse, ce type d’infection peut être causé par divers 

champignons et actinobactéries dont les Nocardia (61). L’infection débute sous forme 

d’un nodule sous-cutané indolore qui augmente progressivement de taille. Une 

fistulisation des lésions peut ensuite se produire, avec écoulement d’un liquide purulent 

et hématique pouvant contenir des grains de taille, de forme et de couleur caractéristiques. 

Une inflammation granulomateuse chronique avec tuméfaction des régions environnantes 

se produit par la suite avec formation de nodules secondaires et de nouvelles fistules. Une 

extension aux muscles et aux os finit par se produire en l’absence de prise en charge.  

Concernant les nocardioses cutanées des formes disséminées, elles se présentent le 

plus souvent sous forme d’abcès sous-cutané unique ou multiples pouvant fistuliser ou 

sous forme de cellulite (25). 

 

6. Diagnostic 

6.1. Prélèvements 

Les prélèvements pour recherche de Nocardia peuvent être de nature très diverse du 

fait des multiples localisations possibles au cours des nocardioses. Les prélèvements 

pouvant être relativement pauvres en bactéries, ils doivent donc être multiples et répétés 

si besoin.  
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En cas de nocardiose pulmonaire, des prélèvements respiratoires tels que les 

expectorations, les aspirations bronchiques, les liquides de lavage broncho-alvéolaires, 

les liquides de ponction d’épanchement pleuraux, voire des biopsies pulmonaires peuvent 

être analysés.  

Concernant les atteintes cérébrales, les prélèvements de pus d’abcès recueillis lors 

d’une ponction stéréotaxique ou en per-opératoire pourront être analysés. Des ponctions 

de liquide céphalo-rachidien peuvent également être contributives puisque les atteintes 

méningées sont possibles (47,48).  

Au cours des formes cutanées, des biopsies et des prélèvements de pus peuvent être 

réalisés. 

Au cours des formes disséminées, des hémocultures peuvent révélées la présence 

d’une bactériémie. 

Au cours des autres formes plus rarement rencontrées, divers prélèvements peuvent 

être adressés au laboratoire : tissu ostéoarticulaire, ganglion lymphatique, épanchements 

divers, cornée, tissus divers, divers prélèvements de pus, etc. 

 

6.2. Examen direct 

La réalisation d’un examen direct du prélèvement est la première étape à effectuer. 

Elle est primordiale car elle peut rapidement permettre une orientation diagnostique et en 

l’absence de demande spécifique de recherche de Nocardia de la part du clinicien, 

permettre d’augmenter les chances d’isolement de ces bactéries qui requièrent des 

conditions de culture spécifiques. La coloration de Gram est la technique la plus sensible 

pour détecter les Nocardia. Elle révèle de fins bacilles ramifiés, à coloration positive 

(violet), d’aspect tigré (figure 9). Parfois des formes bacillaires ou coccoïdes peuvent être 

observées, en particulier si un examen direct sur les cultures est réalisé. La coloration de 

Ziehl-Neelsen classique, fréquemment utilisée pour la recherche des mycobactéries, ne 

permet pas de révéler les Nocardia, en revanche, la technique du Ziehl-Neelsen modifiée 

de Kinyoun révèle leur caractère d’acido-alcoolo-résistance partielle. Cependant, elle 

n’est pas suffisamment fiable pour être utilisée seule et constitue seulement un argument 

supplémentaire. 
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Figure 9 : Coloration de Gram effectuée sur une hémoculture montrant une bactériémie à N. veterana au cours 
d’une nocardiose disséminée (photo réalisée par Corentin Achard à l’Institut des Agents Infectieux, Lyon, 

2017) 

 

  La coloration de Gomori fréquemment utilisée en mycologie permet également de 

mettre en évidence les Nocardia (coloration verte). L’examen direct fait partie intégrante 

du diagnostic microbiologique, il ne faut cependant pas oublier qu’un examen direct 

négatif ne permet en aucun cas d’exclure une nocardiose du fait d’un possible faible 

inoculum bactérien du prélèvement (61). 

 

6.3. Caractères culturaux 

En culture, les Nocardia sont des bactéries peu exigeantes, pouvant pousser sur tous 

types de milieux. Elles sont en revanche de croissance assez lente et plusieurs jours voire 

plusieurs semaines sont souvent nécessaires avant d’obtenir une pousse significative bien 

que la majorité d’entre elles croisse de manière satisfaisante en 48 à 72 heures. Ainsi, les 

milieux les plus couramment employés tels que les géloses au sang et géloses au sang cuit 

enrichies constituent de bons milieux de culture mais ne sont pas forcément les mieux 

adaptées à l’isolement des Nocardia.  
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Figure 10 : Différents aspects d'isolats de Nocardia en culture 

   

En effet, les prélèvements biologiques d’origine respiratoire ou cutanée sont très 

souvent contaminés par la flore commensale majoritairement constituée de bactéries à 

développement rapide qui risque d’inhiber la croissance des Nocardia. Pour cette raison, 

les milieux destinés à la culture des mycobactéries (milieux Loewenstein-Jensen, 

Bennett) ou des champignons (milieu Sabouraud) conviennent bien, ainsi que d’autres 

milieux pauvres tel que le milieu au bromocrésol pourpre (BCP) ou encore le milieu 

Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) qui a l’avantage supplémentaire d’être sélectif 

(élimination de la flore respiratoire contaminante). Une décontamination des 

prélèvements biologiques est possible, en revanche, les protocoles de décontamination 

utilisés sur les échantillons destinés à la rechercher des mycobactéries sont trop agressifs 

pour les Nocardia et sont donc à éviter (bien que certains isolats y résistent). Les cultures 

sont incubées entre 32 et 37 C° en aérobiose ou en présence de 5 à 10 % de CO2 pendant 

une à deux semaines. En culture sur milieux solides, la morphologie des colonies est très 

variable d’une espèce à une autre et même entre souches d’une même espèce, tout ceci 

en fonction de l’âge des colonies et du milieu de culture utilisé. L’aspect le plus 

communément décrit est celui de colonies surélevées, « cérébriformes », d’apparence 

crayeuse ou poudreuse due à la présence d’un court mycélium aérien, le plus souvent 

blanchâtre (figure 10). Certaines colonies sont pigmentées, arborant des couleurs allant 

du beige, jaune, orangé, rouge-rosé, en passant par tous les intermédiaires possibles. De 

consistance le plus souvent ferme mais friable, certaines souches seront volontiers 

incrustées dans la gélose, sous forme de petites colonies très dures. Cet aspect particulier 

des colonies constitue d’ailleurs une difficulté supplémentaire sur le plan technique, en 

particulier lors de la réalisation d’un inoculum adapté pour l’antibiogramme ou lors du 

dépôt sur une cible destinée à l’identification par spectrométrie de masse MALDI-ToF. 

C’est en revanche cet aspect bien particulier, en association avec la coloration de Gram 

(éventuellement avec la coloration de Ziehl-Neelsen modifiée) qui fait suspecter la 

présence d’une Nocardia en culture. Bien que le fait de sentir l’odeur des cultures 

bactériennes ne soit plus recommandé de nos jours, l’odeur caractéristique de terre ou de 
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cave qui se dégage des milieux de culture constitue un critère d’orientation 

supplémentaire. 

Du fait de ces caractéristiques bactériologiques particulières, la recherche de bactéries 

du genre Nocardia doit être demandée spécifiquement par le clinicien afin que le 

microbiologiste puisse par la suite assurer une prise en charge adaptée des prélèvements 

biologiques et des cultures.  

 

6.4. Identification 

Depuis la première description du genre Nocardia en 1888, les méthodes 

d’identification de ce genre bactérien ont beaucoup évolué. Nous allons voir que jusqu’à 

présent, très peu de laboratoires de bactériologie étaient en mesure d’identifier de manière 

fiable les différentes espèces du genre Nocardia. Ainsi, les souches devaient 

systématiquement être adressées à un laboratoire de référence qui était le seul en mesure 

de rendre une identification définitive.  

 

6.4.1.  Identification phénotypique 

6.4.1.1. Identification à l’aide de tests biochimiques 

Initialement, les bactéries du genre Nocardia étaient identifiées à l’aide de 

différents tests biochimiques, notamment l’hydrolyse des acides aminées (adénine, 

caséine, tyrosine, xanthine, hypoxanthine), l’utilisation de sucres (glucose, maltose, 

saccharose), la production d’enzymes (arylsulfatase, catalase, acétamidase, galactosidase, 

uréase, nitrate réductase) (3,62). Cependant, les Nocardia étant des bactéries relativement 

inertes sur le plan biochimique, la lourdeur de ces techniques et la description d’un 

nombre croissant de nouvelles espèces ont fait que ces tests sont rapidement devenus 

insuffisants pour obtenir une identification fiable et précise au niveau de l’espèce. 
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6.4.1.2. Identification chimiotaxonomique  

L’analyse de différents composants après lyse des bactéries, notamment des 

acides gras, des acides mycoliques ou des ménaquinones n’est plus guère utilisée de nos 

jours pour l’identification des Nocardia. Ces techniques laborieuses et couteuses 

permettaient une identification au niveau du genre mais une identification précise au 

niveau de l’espèce était difficile à obtenir. 

 

6.4.1.3. Identification par spectrométrie de masse Matrix-Assisted 

Laser Desorption/Ionization – Time-of-Flight (MALDI-ToF MS) 

La spectrométrie de masse MALDI-ToF est une des techniques les plus 

récemment développées afin de permettre l’identification des Nocardia. Jusqu’à présent, 

encore peu d’études ont évalué ses performances mais les plus récentes ont montré qu’il 

s’agissait d’un outil très performant et fiable lorsque les bases de données de spectres de 

référence étaient les plus exhaustives possibles. Le principe de la technique, son 

développement et l’évaluation de ses performances à travers une revue de la bibliographie 

seront détaillés dans une prochaine partie. 

 

6.4.2. Identification par biologie moléculaire 

De par leur rapidité et leur précision, l’avènement récent des techniques de biologie 

moléculaire a clairement modifié la bactériologie moderne. En ce qui concerne les 

Nocardia, elles ont eu un impact majeur sur la taxonomie du genre, permettant le 

reclassement et la description d’un nombre croissant d’espèces. Actuellement, 

l’amplification de certains gènes d’intérêt par Polymerase Chain Reaction (PCR) suivie 

par leur séquençage constituent la technique de référence pour l’identification des 

différentes espèces du genre Nocardia. 
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6.4.2.1. Identification par PCR 

L’amplification génique par PCR, seule ou en combinaison avec d’autres techniques 

moléculaires a été un des premiers outils moléculaires utilisé pour la caractérisation des 

isolats appartenant au genre Nocardia ou pour leur identification au niveau de l’espèce. 

Initialement, une amplification génique suivie d’une digestion enzymatique (PCR – 

Restriction Fragments Length Polymorphism, PCR-RFLP) réalisée sur la protéine de 

choc thermique (Heat Shock Protein) de 65 kDa (Hsp 65) avait été utilisée pour 

l’identification des mycobactéries. Cette méthode a par la suite été adaptée au genre 

Nocardia étant donné sa proximité phylogénétique avec le genre Mycobacterium et 

permit alors l’identification d’un certain nombre d’espèces pathogènes. Cette technique 

fut par la suite adaptée à une partie du gène codant l’ARNr 16S afin d’optimiser la vitesse 

et l’exactitude de l’identification (63). Cependant, aux vues d’une taxonomie de plus en 

plus complexe et d’un faible pouvoir discriminant, ces techniques de PCR-RFLP ont été 

progressivement abandonnées. En 1999, Laurent et al. décrivirent pour la première fois 

une technique de PCR utilisant des amorces spécifiques permettant une identification du 

genre Nocardia (64).  

Figure 11 : Profils RFLP de différentes souches de référence de Nocardia (d’après Conville et al. 2000) 

 

6.4.2.2. Identification par séquençage de l’ADN 

Grâce aux progrès techniques effectués dans le domaine de la biologie moléculaire, 

le séquençage de l’ADN dans le but d’identifier un microorganisme est de nos jours 

devenu assez courant et accessible. En ce qui concerne le genre Nocardia, le séquençage 

de l’ADN a véritablement révolutionné sa taxonomie et est devenu un outil précieux pour 

l’identification de ses différentes espèces car rapide et fiable. De nombreux gènes tels que  

les gènes codant l’ARNr 16S, la sous-unité béta de l’ADN topoisomérase de type II ou 

gyrase B (gyrB) (65), la sous-unité A de la pré-protéine de la translocase SecA (secA1) 
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(66), la sous-unité béta de l’ARN polymérase (rpoB) (67), la protéine hsp65 (hsp65) (68)  

ou encore de la superoxyde dismutase A (sodA) (69) ont été étudiés afin de discriminer 

correctement les différentes espèces de Nocardia. 

 

6.4.2.2.1. Identification par séquençage du gène de l’ARN 

ribosomal 16S 

Le gène codant l’ARNr 16S est un élément très souvent utilisé pour l’identification 

des microorganismes car les bases de données publiques sont désormais assez complètes. 

Son séquençage partiel (500 paires de bases) ou total (1500 paires de bases) est ainsi la 

méthode moléculaire de référence pour l’identification de nombreuses bactéries, en 

particulier pour les bactéries difficiles voire impossibles à cultiver. Concernant le genre 

Nocardia, ce gène contient aussi bien des régions très conservées, identiques pour toutes 

les espèces, que des régions variables et donc spécifiques de chaque espèce. Les 500 

premières paires de bases de ce gène constituent ainsi une de ces régions variables et son 

séquençage constitue donc une méthode fiable et rapide pour la plupart des espèces du 

genre (70). Elle est actuellement considérée comme la technique de référence et est la 

plus fréquemment utilisée. Cependant, son utilisation comme seul gène d’identification 

est actuellement remise en question du fait d’un polymorphisme inter-espèce insuffisant 

pour certaines espèces appartenant à des complexes d’espèces tels que les complexes N. 

nova et N. abscessus (71), nécessitant le séquençage total du gène de l’ARNr 16S. 

Cependant, même cette technique a prouvé ses limites pour des espèces telles que N. 

brevicatena/N. paucivorans et N. kruczakiae/N. veterana qui montrent 99,5 % (1352 

paires de bases) et 99,8 % (1379 paires de bases) de similarité (2). Afin de résoudre ce 

problème, il est actuellement recommandé d’effectuer une analyse multigénique pour 

permettre une identification précise des différentes espèces de ces complexes (11). 

 

6.4.2.2.2. Identification par analyse de séquences multiples (Multi 

Locus Sequence Analysis, MLSA)  

Depuis quelques années, les techniques de MLSA utilisant les séquences concaténées 

de plusieurs gènes commencent à se développer (72), complexifiant encore d’avantage la 

taxonomie du genre Nocardia (8,11). Ainsi, pour les Nocardia, l’utilisation des séquences 
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concaténées de 4 à 5 gènes de ménage tels que les gènes de l’ARNr 16S, gyrB, secA, 

hsp65, et/ou rpoB est de plus en plus employée car cette technique est précise et très 

discriminative (11). Elle permet ainsi une identification fiable des différentes espèces et 

constitue donc la technique de référence ultime lorsqu’une identification par la MALDI-

ToF MS ou par séquençage d’un unique gène ne sont pas concluantes (12,73). Elle a 

également permis de mettre en évidence une grande diversité des souches au sein de 

l’espèce N. cyriacigeorgica dont les souches semblent pouvoir se subdiviser en 3 groupes 

distincts (12). Cependant, les incertitudes taxonomiques qui concernent certains 

complexes d’espèces comme le complexe N. abscessus/N. arthritidis et le complexe N. 

nova/N. cerradoensis/N. kruczakiae/N. aobensis n’ont pas pu être résolues lors des 

dernières études (11). Il s’agit de plus d’une technique encore peu accessible bien que des 

schémas simplifiés visant à employer seulement 3 à 4 gènes se soient développés (11). 

6.4.3. Diagnostic immunologique 

Actuellement, aucune sérologie ne permet un diagnostic spécifique et fiable de 

nocardiose sauf dans le cas du mycétome. En effet, une équipe mexicaine a développé un 

test ELISA permettant de suivre la cinétique du taux d’anticorps dirigés contre des 

antigènes de N. brasiliensis chez les patients atteints de mycétome (74,75). 

 

7. Traitement 

De par le degré de gravité et de chronicité que peuvent présenter les nocardioses, un 

traitement efficace se doit d’être initié rapidement. Comme vu précédemment, la 

mortalité est directement liée à l’efficacité de la prise en charge qui s’axe principalement 

sur une antibiothérapie ciblée plus ou moins associée à un traitement chirurgical en 

fonction de la localisation de l’infection. Pour cela, les méthodes d’étude de la sensibilité 

des isolats à différents antibiotiques se doivent d’être fiables mais leur mise en œuvre 

n’est pas simple en ce qui concerne le genre Nocardia et nécessite une grande expérience 

en la matière. 
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7.1. Etude de la sensibilité aux antibiotiques 

Plusieurs problèmes concernent l’étude de la sensibilité aux antibiotiques des 

bactéries du genre Nocardia. En premier lieu, l’isolement de la souche en culture n’est 

pas systématiquement réalisé ou possible, un nombre non négligeable de diagnostic de 

nocardiose étant effectué par biologie moléculaire directement sur l’échantillon 

biologique. Si la souche est isolée en culture, la réalisation de son antibiogramme peut 

poser quelques problèmes techniques. En effet, la consistance et le caractère incrusté des 

colonies rend la préparation d’un inoculum bactérien homogène difficile, ce qui diminue 

la reproductibilité de la technique. Comme vu précédemment, la croissance des 

différentes souches étant lente et variable, une standardisation du délai avant lecture est 

difficile. Actuellement, le CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) recommande 

la technique par micro-dilution en milieu liquide de Mueller-Hinton. Cette technique 

présente l’avantage de rendre de véritables valeurs de CMI cependant elle présente aussi 

quelques inconvénients (nécessite plus de temps technique que les méthodes par 

diffusion, contamination difficilement détectable, interprétation parfois difficile, 

mauvaise reproductibilité pour certains antibiotiques sur certaines espèces) qui rendent 

son implémentation dans les laboratoires de routine délicate (76). D’autres méthodes 

d’évaluation de la sensibilité sont possibles et ont également été évaluées. Les techniques 

de diffusion en milieu gélosé (méthode des disques et méthode E-test) restent les plus 

employées car plus faciles à mettre en œuvre techniquement (18). Ainsi, la diversité des 

techniques testées a montré que les résultats obtenus sont très variables d’une technique 

à une autre, rendant l’interprétation de la littérature difficile (77). La catégorisation 

clinique des souches testées en S, I ou R est rendue en comparant la valeur de 

concentration minimale inhibitrice (CMI) obtenue aux valeurs critiques publiées par les 

organismes de standardisation tels que le CLSI ou l’EUCAST (European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing). Au niveau national, la SFM (Société Française de 

Microbiologie) n’a pas encore publié de recommandation concernant les Nocardia. En ce 

qui concerne les antibiotiques à tester, le CLSI recommande d’évaluer la sensibilité des 

souches à l’amikacine, l’amoxicilline-acide clavulanique, la ceftriaxone, la 

ciprofloxacine, la clarithromycine, l’imipénème, le linézolide, la minocycline, la 

moxifloxacine, le sulfaméthoxazole-triméthoprime et la tobramycine en première 

intention puis au céfépime, au céfotaxime et à la doxycycline en deuxième intention. 
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7.2. Profils de résistance 

Depuis la première description en 1988 par Wallace et al. de six différents profils de 

résistance aux antibiotiques, de nombreuses études ont été réalisées, complexifiant cette 

description initiale. Ainsi, une très grande disparité des profils de résistance entre les 

différentes espèces de Nocardia existe, compliquant la mise en place d’un traitement 

probabiliste efficace. Dans l’ensemble, les Nocardia sont des bactéries assez résistantes 

aux antibiotiques avec quelques espèces pouvant être multirésistantes (résistantes à au 

moins 2 des molécules communément utilisées : amikacine, ceftriaxone, imipénème et 

sulfaméthoxazole-triméthoprime) telles que N. pseudobrasiliensis, N. farcinica, N. 

brasiliensis et les espèces du complexe N. transvalensis. D’après les études les plus 

récentes (10,18,23,26), le linézolide et l’amikacine sont les deux antibiotiques les plus 

fréquemment identifiés comme étant actifs sur les Nocardia puisque 0 % et moins de 3 

% des isolats étaient résistants au linézolide et à l’amikacine respectivement. Concernant 

l’amikacine, seules les espèces du complexe N. transvalensis (N. transvalensis, N. 

wallacei) présentent des taux de résistance nettement plus élevés que les autres puisque 

jusqu’à 48 % d’isolats résistants a été observé (23). Le tédizolide, dérivé du linézolide, 

semble être encore plus actif que le linézolide (78). La tobramycine est moins active que 

l’amikacine puisque 20 à 47 % des Nocardia y sont résistants avec une résistance 

naturelle pour les espèces des complexes N. transvalensis et N. nova ainsi que pour N. 

farcinica. Le sulfaméthoxazole-triméthoprime est également une molécule active sur la 

majorité des Nocardia bien que des taux de résistance de 16 % (23) voire 58 % (79) aient 

été rapportés. Cependant, la majorité des études rapportent des taux très bas de résistance 

(< 6 %) et ces différences sont probablement explicables par la difficulté technique que 

représente l’étude de la sensibilité de cette molécule (10). L’imipénème est aussi 

globalement actif sur une grande partie des isolats bien que certaines études rapportent 

des taux de résistance proches de 20 % (18,26), voire de 51 % (20). Cependant, ces taux 

de résistance globaux sont à interpréter en fonction du nombre d’isolats d’espèces 

réputées être globalement résistantes à l’imipénème. La très grande majorité des souches 

de N. brasiliensis, N. pseudobrasiliensis, N. otitidiscaviarum et  du complexe N. 

abscessus ne sont ainsi pas sensibles à l’imipénème (10,18,20,23). La ceftriaxone et le 

céfotaxime affichent également des taux de résistance moyens situés aux environs des 30 

% avec cependant des espèces globalement très résistantes comme N. farcinica, N. 

otitidiscaviarum et N. pseudobrasiliensis. Le céfépime semble globalement moins actif 
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que la ceftriaxone et le céfotaxime puisque 36 à 50 % des isolats y sont résistants. 

Concernant l’amoxicilline-acide clavulanique, des taux de résistance moyens (aux 

environs de 20 %) à élevés (plus de 60 %) ont été observés selon les études. Cependant, 

l’amoxicilline-acide clavulanique peut présenter un intérêt pour des espèces telle que N. 

brasiliensis qui présente des taux de résistance très bas (< 10 %), voire pour N. farcinica 

(< 25 %) et N. abscessus (< 27 %) qui sont également assez sensibles.  Concernant les 

fluoroquinolones, elles sont globalement très peu actives sur les Nocardia, en effet, de 68 

à 83 % des isolats sont résistants à la ciprofloxacine. La moxifloxacine semble avoir une 

activité légèrement supérieure avec des taux de résistance allant de 36 % à 60 % 

(10,18,20). Ces molécules présentent une activité supérieure sur certaines espèces telles 

que celles du complexe N. transvalensis et plusieurs espèces rares telles que N. 

rhamnosiphila/N. flavorosea et peuvent parfois être intéressantes chez N. farcinica. 

Concernant les cyclines, les taux de résistance pour la minocycline sont très variables 

selon les études, allant de moins de 10 % à plus de 57 %, cependant elle semblerait active 

sur les espèces du complexe N. abscessus, de la même manière que la doxycycline. La 

tigécycline semblerait avoir une activité intéressante avec un peu moins de 30 % de 

résistance globale d’après Lebeaux et al. et des espèces assez sensibles (< 10 % de 

résistance) telles que N. brasiliensis et les espèces du complexe N. abscessus.  Les 

macrolides sont globalement assez peu efficaces sur les Nocardia puisque 60 à 80 % des 

isolats y sont résistants bien que la majorité des espèces du complexe N. nova y soit 

sensible. 

 

7.3. Traitement antibactérien 

Du fait de la rareté des nocardioses, aucune étude prospective ou thérapeutique 

comparative n’a pu être réalisée. Ainsi, le choix du traitement est actuellement guidé par 

des données cliniques rétrospectives non contrôlées ou des études in vivo. Comme vu 

précédemment, les profils de résistance rencontrés au sein du genre Nocardia étant d’une 

grande diversité, le traitement empirique qui sera débuté devra utiliser des molécules à 

large spectre dans l’attente de l’identification et de l’antibiogramme de la souche. 

L’antibiothérapie la plus adaptée est également choisie en fonction de la localisation et 

de la gravité de l’infection. Depuis les années 1940, les sulfamides constituent le 

traitement de choix des nocardioses. L’association sulfaméthoxazole-triméthoprime est 
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la plus utilisée bien que l’intérêt du triméthoprime n’ait jamais été démontré. Comme vu 

précédemment, il s’agit d’une molécule active sur la très grande majorité des souches. 

Cependant, les sulfamides sont réputés pour leur mauvaise tolérance chez les patients du 

fait de nombreux effets indésirables, nécessitant alors leur arrêt et l’emploi d’autres 

molécules actives. Comme vu précédemment, l’amikacine est également une molécule 

de premier choix, puisque la très grande majorité des souches y sont sensibles. 

L’imipénème est quant à elle la β-lactamine la plus active bien que le céfotaxime et la 

ceftriaxone possèdent également une bonne activité sur certaines espèces. Afin de garantir 

l’activité d’au moins une molécule, une bi- ou une trithérapie associant des molécules 

bactéricides par voie intraveineuse est le plus souvent initiée de manière empirique, 

utilisant l’amikacine ± imipénème ou céphalosporine de 3ème génération ± 

sulfaméthoxazole-triméthoprime. Plus récemment, le linézolide a prouvé son activité sur 

la quasi-totalité des espèces de Nocardia et est donc une molécule de choix en 

probabiliste. Il a d’ailleurs été utilisé avec succès au cours de plusieurs études (34,80). Sa 

tolérance étant parfois mauvaise, des études récentes se sont employées à tester le 

tédizolide (78). Comme le linézolide, il s’agit d’une molécule de la famille des 

oxazolidinones, cependant de développement plus récent et réputé mieux toléré par les 

patients, le tédizolide semblerait d’autre part encore plus actif que son prédécesseur. Une 

fois l’antibiogramme obtenu, une adaptation de l’antibiothérapie est réalisée. En cas de 

forme pulmonaire non compliquée ou de forme cutanée primitive, l’utilisation d’une 

monothérapie à base de sulfaméthoxazole-triméthoprime semble possible. En cas de 

forme sévère ou disséminée, une combinaison de molécules bactéricides est le plus 

souvent maintenue bien qu’aucune étude comparative n’est pu montrer son efficacité par 

rapport à une monothérapie. Après 2 à 3 semaines de traitement par voie intraveineuse, 

un relais per os est effectué si cela est possible. C’est dans ce contexte que d’autres 

molécules telles que l’amoxicilline-acide clavulanique, les fluoroquinolones 

(moxifloxacine essentiellement), les tétracyclines (minocycline voire tigécycline) 

peuvent être utilisées si les données de l’antibiogramme et leurs caractéristiques 

pharmacocinétiques le permettent.  

Concernant la durée de l’antibiothérapie, cette dernière est généralement maintenue 

pendant plusieurs mois (au minimum 6 mois et jusqu’à 12 mois pour les formes 

cérébrales) du fait d’une possible rechute et de la gravité de l’infection. Cependant les 

études les plus récentes laisseraient à penser que des durées plus courtes (< 120 jours) ne 
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semblent pas engendrer plus de rechutes (81), permettant ainsi une diminution des coûts 

du traitement et des effets indésirables qui concernent tout de même un patient sur deux. 

Ainsi, l’arrêt d’une antibiothérapie à 4 mois à cause de ses effets indésirables chez un 

patient qui s’améliore cliniquement et qui est atteint d’une forme pulmonaire ou cutanée 

non compliquée pourrait être envisageable (82) 

Concernant la prophylaxie primaire par sulfaméthoxazole-triméthoprime mise en 

place après transplantation afin de prévenir la survenue d’une toxoplasmose ou d’une 

pneumocystose, les doses utilisées ne sont malheureusement pas suffisantes pour prévenir 

une nocardiose car trop faibles (82). Ainsi, si une prophylaxie primaire visant à prévenir 

une nocardiose est envisagée, une augmentation des doses de sulfaméthoxazole-

triméthoprime est souhaitable (82). De la même manière, si une prophylaxie secondaire 

est envisagée, des doses plus élevées de sulfaméthoxazole-triméthoprime sont 

nécessaires. 

 

7.4. Traitement chirurgical 

En cas d’abcès cérébraux, un traitement chirurgical associé à une antibiothérapie 

permettrait d’augmenter le taux de survie des patients (83). En effet, l’utilisation d’un 

traitement combiné a permis d’obtenir un taux de survie de 93 % contre 78 % en cas 

d’utilisation d’une antibiothérapie seule. En cas d’utilisation de la chirurgie seule, le taux 

de survie diminue encore (64 %). Ainsi, un drainage de l’abcès pourrait être proposé en 

cas de lésions de taille importante, d’absence de documentation microbiologique ou en 

cas de détérioration de l’état du patient malgré plusieurs semaines d’une antibiothérapie 

ciblée. En cas de localisation cutanée, un traitement chirurgical peut également se discuter 

en cas de non réponse à une antibiothérapie ciblée ou en cas de lésions de taille importante 

(mycétome par exemple) afin d’augmenter l’efficacité de l’antibiothérapie (61). 
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PARTIE 2 : LA SPECTROMETRIE DE MASSE MALDI-ToF 

 

1. Généralités sur la spectrométrie de masse MALDI-ToF 

La spectrométrie de masse est une technique permettant la détermination de la masse 

moléculaire des composés analysés, leur identification ainsi que leur quantification. Le 

principe de base de cette technique est la séparation et la détection des ions provenant des 

composés analysés qui auront été ionisés grâce à une source d’ionisation.  

Un spectromètre de masse est composé de différents éléments placés en série 

permettant successivement après introduction de l’échantillon, l’évaporation et 

l’ionisation des molécules de l’échantillon, l’accélération des ions formés, leur séparation 

en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) et enfin leur détection.  

Est ainsi obtenu un spectre de masse qui présente le courant d’ions mesurés en 

fonction du rapport m/z (figure 12). 

Figure 12 : Spectre de masse de la souche d'Escerichia coli ATCC 9637 (d’après Wang et al. 1998) 

 

1.1. Source d’ionisation MALDI 

L’évaporation et l’ionisation de l’échantillon se produisent dans l’élément du 

spectromètre appelé la source. Plusieurs méthodes d’ionisation existent, leur utilisation 

dépendant des molécules à étudier et des informations désirées. Dans le cas des méthodes 

d’ionisation dites « douces », la formation de l’ion résulte de l’addition d’un ion (H+, Na+, 

K+, NH4
+) ou d’un électron ou de la soustraction d’un électron ou d’un hydrogène ionisé 

à la molécule. Elles permettent l’ionisation des molécules en ne provoquant pas ou peu 

leur fragmentation. C’est le cas de la méthode d’ionisation par électro-nébulisation 

(« electrospray ») ou encore de la méthode de désorption et ionisation par laser assistées 

par une matrice (MALDI) (figure 13). Elles concernent l’analyse de molécules de masse 
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moléculaire élevée (supérieure à 500 Daltons). Le principe de la technique MALDI 

implique l’incorporation et la co-cristallisation de l’échantillon à analyser avec une 

matrice. L’ensemble échantillon-matrice est ensuite irradié par les photons d’un laser dont 

la longueur d’onde est située dans la bande d’absorption de la matrice. L’énergie 

thermique produite par le laser est transférée par la matrice à l’échantillon, provoquant 

ainsi la désorption et l’ionisation en phase gazeuse de l’ensemble échantillon-matrice 

(sublimation).  

Figure 13 : Principe de la source d'ionisation MALDI en microbiologie 

 

 

 

1.2. Analyseur de masse ToF 

La séparation des ions formés dans la source se produit dans l’élément du 

spectromètre appelé analyseur de masse. Plusieurs types d’analyseurs de masse sont 

disponibles. Leur mode de fonctionnement repose sur l’utilisation de champs électriques 

et/ou magnétiques. Dans le cas de l’analyseur ToF, les ions formés sont ensuite accélérés 

via un champ électrostatique (une série de plaques portées à des potentiels négatifs 

croissants) puis envoyés dans un tube de vol sous vide. Ils acquièrent alors des vitesses 

différentes. Dans le tube de vol, il n’y a aucun champ, les séparations des ions se faisant 

donc en fonction de leur vitesse qui dépend directement de leur rapport m/z. Ainsi, les 

ions caractérisés par un m/z élevé volent plus lentement que ceux ayant un m/z faible. Est 
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donc mesuré le temps que mettent les ions pour atteindre le détecteur. Pour que ce 

dispositif fonctionne, il faut que tous les ions « démarrent » en même temps. On provoque 

donc une ionisation instantanée, répétée un grand nombre de fois afin d’améliorer la 

qualité du signal. Comme la source MALDI permet l’ionisation de macromolécules et 

ceci de manière instantanée grâce aux tirs du laser, l’analyseur de masse ToF dont la 

gamme de masse analysable est quasiment illimitée se couple parfaitement avec cette 

source. 

 

1.3. Détecteur d’ions 

La détection des ions est enfin faite par l’intermédiaire de la partie appelée détecteur 

d’ions. Il s’agit d’un multiplicateur d’électrons à dynodes séparées ou continues. Dans le 

cas de la MALDI-ToF MS, c’est l’enregistrement séquentiel du nombre d’ions arrivant 

sur le détecteur situé à l’autre extrémité du tube de vol qui permet l’obtention d’un spectre 

de masse caractérisant l’échantillon. Le spectre obtenu est ensuite comparé à des spectres 

contenus dans des bases de données selon un algorithme propre au logiciel utilisé, 

permettant l’identification des composés de l’échantillon. 

Figure 14 : Schéma résumant le principe de la spectrométrie de masse MALDI-ToF (d’après Marvin et al. 

2003) 
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2. Intérêt de la spectrométrie de masse MALDI-ToF en bactériologie 

2.1. Aspect pratique de la spectrométrie de masse MALDI-ToF en bactériologie  

2.1.1. Dépôt de l’échantillon 

 

En microbiologie, la première étape est constituée par le 

dépôt de l’échantillon sur la cible d’une plaque métallique 

(jetable ou réutilisable). Différentes techniques de dépôt existent 

(84). La plus communément utilisée est la technique du dépôt 

direct des colonies sur cible. Elle correspond à l’application du 

microorganisme à tester (généralement une colonie ou quelques 

petites colonies) en une fine couche sur la cible. Ce dépôt est 

généralement réalisé à l’aide d’une oese ou d’un cône de pipette. 

Pour certains microorganismes tels que les levures, une extraction sur cible par acide 

formique est nécessaire. Cette seconde technique consiste en l’application du 

microorganisme à tester en une fine couche sur la cible suivie de l’ajout d’acide formique 

sur la colonie sèche afin de permettre une meilleure lyse du microorganisme. Plus 

rarement, une technique d’extraction en tube est nécessaire. Elle consiste alors en 

l’application d’un extrait sur la cible. L’extraction en elle-même correspond au traitement 

des colonies par l’emploi successif de différents solvants (éthanol, acide formique et 

acétonitrile le plus souvent), entrecoupé par des étapes de lavage et de 

centrifugation/décantation. Différentes études ont montré que l’extraction préalable des 

colonies permettait d’obtenir des spectres d’une qualité supérieure (85,86). Cette 

problématique fut pendant longtemps débattue mais la simplicité de la méthode du dépôt 

direct et l’amélioration de ses performances lui ont valu d’être la plus communément 

employée en routine (87). 

 

2.1.2. Ajout de la matrice 

Dans un second temps, le dépôt de l’échantillon, une fois sec, est recouvert par la 

matrice. Différentes matrices peuvent être utilisées (88). En général, il s’agit d’une 

solution organique saturée en cristaux possédant une faible pression de vapeur permettant 

ainsi leur volatilisation assez facilement. Elle est ainsi composée de petites molécules 

Figure 15 : Plaque 48 cibles 
fournie avec le Vitek MS 

(bioMérieux) 
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d’acide possédant un fort pouvoir d’absorption de la gamme de longueurs d’onde du laser. 

Les matrices les plus communément utilisées contiennent de l’acide α-cyano-4-

hydroxycinnamique (CHCA) mais d’autres composés tels que l’acide sinapique (ou acide 

sinapinique) ou l’acide 2,5-dihydroxybenzoique sont parfois utilisés.  

 

 
 

Ces solutions de matrice contiennent également de l’eau, un solvant organique 

(acétonitrile ou éthanol) et de l’acide trifluoroacétique. Ce dernier permet l’éclatement 

des bactéries, libérant ainsi les protéines à analyser Cette matrice est donc mélangée en 

excès avec l’échantillon afin de faciliter la sublimation de ce dernier. Sous l’effet de 

l’évaporation, les deux composés co-cristallisent, l’échantillon se présentant alors sous la 

forme d’un dépôt solide pris dans la matrice. La matrice doit pouvoir répondre à un certain 

nombre d’exigences : elle doit posséder une grande absorbance aux longueurs d’onde du 

laser, posséder un chromophore au sein de sa structure afin d’empêcher la fragmentation 

des protéines, une grande stabilité dans le tube sous vide, une capacité à ioniser 

l’échantillon, une solubilité dans le solvant utilisé qui se doit d’être compatible avec 

l’échantillon analysé afin de créer un mélange échantillon-matrice efficace et une inertie 

totale vis-à-vis de l’échantillon afin d’éviter son altération (87).  

 

2.1.3. Analyse par spectrométrie de masse MALDI-ToF 

La plaque est ensuite insérée dans le spectromètre de masse puis le mélange 

échantillon-matrice est brièvement irradié un grand nombre de fois par le faisceau du laser 

(généralement un laser à azote en microbiologie). Cette source d’ionisation MALDI est 

la plus adaptée à la microbiologie. En effet, la préparation de l’échantillon est simple, la 

présence de sels issus des milieux de culture et de détergents formés par les bactéries en 

cours de croissance ne pose pas de problème avec cette technique (contrairement à la 

technique « electrospray »). Elle est également plus sensible que les autres techniques 
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d’ionisation du fait d’une meilleure préservation des protéines grâce à la concentration 

du faisceau laser sur une faible surface de l’échantillon, enfin la bonne séparation des 

molécules analysées au sein de la matrice permet d’empêcher la formation de complexe 

d’ions gênant l’analyse (87).  

La composition en protéines étant différente d’une espèce bactérienne à l’autre (voire 

entre sous-espèces et même entre différentes souches d’une même espèce), différents 

spectres vont être générés, permettant la discrimination des différentes espèces (figure 

16). En général, les rapports m/z analysés dans le but d’obtenir l’identification d’une 

bactérie correspondent aux m/z des protéines ribosomales qui sont spécifiques d’une 

espèce à une autre (87).  

Figure 16 : Spectres de masse de différentes espèces de Nocardia (d’après Hsueh et al. 2014) 

 
 

2.2.  Premiers développements et applications de la spectrométrie de masse 

MALDI-ToF en microbiologie 

C’est en 1975 que les premiers essais d’application de la spectrométrie de masse en 

bactériologie débutèrent. Durant les années 1980, les techniques de désorption/ionisation, 

nouvellement apparues, furent évaluées dans le but de générer des biomarqueurs 

moléculaires pour les microorganismes. Puis en 1996, différents auteurs commencèrent à 

travailler sur les techniques d’ionisation MALDI (89,90) et « electrospray ».  
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Initialement, les premières études sur l’identification des bactéries par la MALDI-

ToF MS furent limitées par des problèmes tels que l’absence de base de données ou leur 

insuffisance ou encore l’absence de standardisation en matière de réactifs et de protocoles 

d’utilisation. Les publications initiales décrivaient alors une grande variabilité des 

spectres en fonction des conditions de culture et entre différents laboratoires (91). D’autre 

part, les premières bases de données utilisées correspondaient à des bases de données 

« maison » contenant un grand nombre de souche de référence employé par les différents 

auteurs, rendant une comparaison inter-laboratoires des résultats difficile. Bien que 

l’utilisation de base de données « maison » perdure encore de nos jours, surtout dans le 

domaine de la recherche, les analyses de routine réalisées au sein des laboratoires de 

microbiologie clinique sont effectuées à l’aide de base de données le plus souvent 

fermées, contrôlées et fournies avec le spectromètre de masse par le fabricant. Ces 

différents problèmes furent progressivement résolus grâce à la standardisation des 

conditions de culture, des conditions expérimentales et à une importante augmentation de 

la taille des bases de données (92). De plus, les analyses qui étaient initialement centrées 

sur les différents composants situés à la surface des bactéries, dont le niveau d’expression 

peut varier selon les conditions de culture, ont ensuite été focalisées sur les protéines 

ribosomales qui sont exprimées de manière constante à toutes les phases de croissance. 

L’ensemble de ces modifications permirent donc une nette réduction de la variabilité des 

profils spectraux des isolats analysés, faisant de la spectrométrie de masse MALDI-ToF 

un outil fiable et précis pour l’identification des microorganismes (85,93,94).  

 

2.3. La spectrométrie de masse MALDI-ToF de nos jours : Avantages, 

inconvénients et avenir 

Cette technique est donc actuellement une technique de choix qui s’implante 

progressivement au sein des laboratoires de microbiologie clinique, remplaçant 

avantageusement les techniques d’identification phénotypiques, de par sa robustesse et sa 

rapidité. D’autre part, le coût des analyses est faible et la maintenance de l’appareil est 

assez réduite. Les bases de données sont très régulièrement mises à jour, permettant une 

amélioration constante des performances des appareils, en particulier en ce qui concerne 

les microorganismes rares (95).  
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La spectrométrie de masse MALDI-ToF souffre cependant encore de quelques 

limitations. Bien que très efficace pour identifier les microorganismes au niveau du genre 

ou de l’espèce, une identification au niveau de la sous-espèce, du sérotype ou du biotype 

est plus difficile à obtenir (96). Bien que la majorité des microorganismes analysés ne 

nécessite pas de préparation particulière, un dépôt direct sur cible des bactéries entières 

étant réalisé la plupart du temps, d’autres nécessitent des prétraitements spécifiques. Ces 

exceptions concernent notamment les champignons et les bactéries dont la composition 

de la paroi cellulaire est particulière telles que les bactéries du genre Mycobacterium et 

Nocardia. En effet, l’analyse des levures courantes nécessite à minima l’emploi d’une 

extraction sur cible par de l’acide formique tandis que les bactéries des genre 

Mycobacterium et Nocardia nécessitent le plus souvent la réalisation d’une extraction 

complète, plus longue, employant différents solvants. Pour finir, le prix d’achat élevé des 

appareils est encore un facteur limitant son acquisition par des laboratoires de taille 

modeste.  

La spectrométrie de masse MALDI-ToF ne se limite cependant pas seulement à 

l’unique identification des microorganismes, de nombreuses autres applications étant en 

développement. Entre autres, l’identification de mécanismes de résistance (détection des 

souches de staphylocoques résistants à la méticilline ou à la téicoplanine, détection de la 

production de β-lactamase) ou la détection de microorganismes directement à partir des 

prélèvements sera probablement possible dans un avenir proche. 

 

2.4. Spectromètres de masse MALDI-ToF disponibles sur le marché 

Actuellement, deux fabricants commercialisent des systèmes de spectrométrie de 

masse MALDI-ToF : bioMérieux qui commercialise le Vitek MS et Bruker qui 

commercialise la gamme Microflex. Chaque fabricant utilise ses propres algorithmes, 

base de données, logiciel et critères d’identification, certaines données sont donc 

difficilement comparables. Malgré quelques spécificités, ces deux systèmes affichent 

maintenant des performances assez similaires pour l’identification des bactéries 

communément rencontrées en clinique (84). Cependant, nous verrons dans une prochaine 

partie que des différences persistent encore pour des bactéries rares telles que les 

Nocardia. 

 

DURAND 
(CC BY-NC-ND 2.0) 



 

59 
 

 

Le système proposé par Bruker Daltonics inclut les 

spectromètres de masse de la gamme Microflex et la 

solution MALDI BioTyper. Avec ce système, les spectres 

de masse générés sont comparés à la base de données 

BioTyper. Cette dernière est construite à partir de spectres 

générés selon une approche « souche », signifiant que les 

spectres sont issus de mesures réplicatives d’une même 

souche dans différentes conditions. Un log score de 

correspondance compris entre 0,000 et 3,000, basé sur les 

masses identifiées et leur corrélation d’intensité est ainsi rendu. Un score compris entre 

2,3 et 3,000 est considéré comme une identification d’espèce très probable, un score entre 

2,000 et 2,3 comme une bonne identification de genre et une possible identification 

d’espèce. Dans ces deux cas, une identification au niveau de l’espèce peut être rendue de 

manière fiable. Un score compris entre 1,7 et 1,999 est considéré comme une 

identification au niveau du genre probable. Un score inférieur à 1,7 n’est pas considéré 

fiable et une repasse de l’échantillon ou d’autres tests doivent être envisagés. En outre, le 

système BioTyper est un système ouvert qui permet la création de base de données 

« maison ». 

 

Le système proposé par bioMérieux inclus le spectromètre 

de masse Vitek MS et le logiciel Myla pour ce qui est des 

analyses de routine, ainsi que la base de données Saramis qui 

est destinée à des fins de recherche uniquement. Avec ce 

système, les spectres de masse générés sont comparés à une 

base de données construite sur une approche « population ». 

Ainsi, chaque espèce est représentée par une dizaine de 

souches différentes en moyenne. Afin de déterminer le degré 

de variabilité acceptable entre les spectres issus d’une même 

espèce, chaque souche est cultivée sur différents milieux de 

culture et dans différentes conditions. Ainsi, une quarantaine 

de spectres de référence est obtenue pour chaque espèce. Une 

correction de la ligne de base et du bruit de fond est effectuée 

Figure 17 : Spectromètre de masse 
Microflex LT (Bruker Daltonics) 

Figure 18 : Spectromètre de masse 
Vitek MS (bioMérieux) 
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sur les spectres bruts et une sélection des pics d’intérêt est effectuée. Cette liste de pics 

d’intérêt est ensuite soumise à un procédé spécifique consistant en l’attribution d’un 

certain poids à chaque pic selon son informativité (présence chez tous les isolats d’une 

même espèce ou non) (97). Par la suite, un score est calculé à partir de la somme de ces 

« poids » et une valeur de confiance y est associée en fonction de la similarité de ce score 

avec celui d’un isolat de la base de données. Une identification associée à ce pourcentage 

de confiance est ensuite proposée via l’interface Myla. Une identification fiable est 

acceptée pour des pourcentages > 60 %, autrement le logiciel peut également faire des 

propositions à choix multiples si le pourcentage est < 60 % ou bien ne pas rendre 

d’identification. Le logiciel Myla constitue donc une interface facile d’utilisation mais à 

l’inconvénient d’être une base de données fermée, ne permettant pas la création de base 

de données « maison ». Pour ce faire, les utilisateurs devront se servir de la base de 

données Saramis qui est moins intuitive et qui fonctionne différemment de Myla pour 

rendre un résultat. 

 

3. Intérêt de la spectrométrie de masse MALDI-ToF pour l’identification des 

espèces du genre Nocardia 

3.1. Introduction 

Comme déjà évoquée précédemment, l’utilisation de la spectrométrie de masse 

MALDI-ToF pour identifier les bactéries et les levures communément rencontrées en 

pathologie humaine a été une véritable révolution dans le domaine de la microbiologie 

(93) de par sa rapidité et sa simplicité d’utilisation. Cependant, certains microorganismes 

nécessitent des étapes supplémentaires par rapport à l’ensemble des bactéries 

communément identifiables par simple dépôt direct sur la cible. Les champignons et les 

mycobactéries (et apparentés tels que les Nocardia) font partie de ces exceptions. La 

littérature concernant l’identification des mycobactéries par spectrométrie de masse 

MALDI-ToF est relativement abondante et précoce puisque la première étude sur ce sujet 

a été publiée en 2004 (98). Comme pour les autres genres bactériens, les premières études 

utilisaient des bases de données « maison » du fait de l’absence de base de données 

commerciale, cependant, contrairement aux bactéries communes, l’inclusion des 

différentes espèces du genre Mycobacterium dans les bases de données commerciales a 

pris beaucoup plus de temps. De nos jours encore, elles demeurent non exhaustives et 
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nécessitent des mises à jour. Une problématique bien spécifique aux mycobactéries est la 

nécessité d’inactivation des isolats avant analyse. Dans ce but, les premières études 

décrivirent le développement de protocoles d’inactivation employant de l’acétonitrile et 

de l’acide trifluoroacétique (98,99). Cependant, à cette époque, la question de la nécessité 

d’une extraction des colonies ou de leur analyse par simple dépôt direct sur cible n’était 

pas encore totalement résolue. Ainsi, les premiers protocoles d’extraction développés 

pour les mycobactéries permettaient de combiner ces deux aspects. Par la suite, différents 

protocoles d’inactivation/extraction furent développés, employant des étapes telles que 

l’inactivation par chauffage à 95°C ou par contact prolongé avec de l’éthanol suivie d’une 

extraction des colonies par éthanol, acide formique, acétonitrile et agitation en présence 

de billes de verre. C’est Saleeb et al. qui introduisirent pour la première fois l’utilisation 

de billes de verre. Au cours de cette étude, ils remarquèrent que l’emploi du protocole 

d’extraction le plus souvent utilisé pour l’extraction des bactéries communes et des 

levures provoquait une agrégation des colonies qui ne permettait pas d’obtenir des 

spectres exploitables (100). Ils tentèrent ainsi la dispersion de ses agrégats par différentes 

méthodes, l’emploi d’une étape de broyage à l’aide d’un micro-pilon fournissant les 

meilleurs résultats. Cependant, les spectres obtenus à l’aide de cette méthode n’étaient 

toujours pas exploitables pour certaines espèces. Ils émirent donc l’hypothèse que les 

solvants d’extraction étaient en fait incapables de pénétrer à travers la paroi des 

mycobactéries connue pour sa solidité, son épaisseur et son hydrophobicité. Ils décidèrent 

donc d’employer une étape d’agitation en présence de billes de verre afin d’obtenir une 

destruction physique de cette paroi sans altération des protéines. A la suite de cette 

publication, un grand nombre de protocoles d’inactivation/extraction fut proposé, 

employant sensiblement les même réactifs et une étape d’agitation avec billes de verre, 

modifiant alors l’ordre ou les quantités de solvants utilisés, le temps des différentes 

étapes, la méthode d’inactivation, etc (101–109).  

Comme vu précédemment en ce qui concerne les techniques d’identification, les 

études réalisées sur les Nocardia sont assez souvent adaptées d’une littérature beaucoup 

plus abondante concernant les mycobactéries qui leur sont assez proches. Ainsi, les 

mêmes problématiques concernant la nécessité d’une extraction des colonies due à la 

présence d’une paroi riche en acides mycoliques se posèrent pour les Nocardia. Les 

protocoles d’extraction adaptés aux mycobactéries le sont donc aussi pour les Nocardia 

et certains auteurs développèrent ainsi des protocoles communs à ces deux genres 
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bactériens (103). Les bactéries du genre Nocardia étant des pathogènes peu fréquemment 

responsables d’infections humaines, un nombre encore plus restreint d’études concernant 

leur identification par MALDI-ToF MS a été publié et ceci de manière beaucoup plus 

tardive. Ainsi, la première étude concernant les Nocardia et la spectrométrie de masse 

MALDI-ToF a été publiée en 2010. A l’heure actuelle, moins d’une vingtaine d’articles 

traite de cette thématique.  

 

3.2. Revue de la littérature 

La première étude publiée sur le sujet date de 2010. Verroken et al.  y ont décrit 

pour la première fois les performances de la base de données Biotyper 3.0.2 (comprenant 

3486 entrées dont 29 espèces de Nocardia) à l’aide du spectromètre MALDI-ToF 

Microflex LT (Bruker Daltoniks) (110). Comme initialement discuté pour les autres 

bactéries (85,86), la nécessité d’un prétraitement ou non des colonies bactériennes avant 

dépôt sur la cible est une problématique récurrente en ce qui concerne les Nocardia. 

Verroken et al. ont initialement testé l’identification par dépôt direct. Cependant, 

l’obtention de spectres de très mauvaise qualité avait finalement conduit les auteurs à 

réaliser une étape de prétraitement. Ainsi un protocole employant de l’éthanol, de l’acide 

formique à 70 %, de l’acétonitrile et comprenant une étape de chauffage de l’échantillon 

à 100°C avait été mis en place par les auteurs (figure 19). Cette étape de chauffage, 

initialement destinée à inactiver les mycobactéries, a été conservée par les auteurs car ils 

ont jugé l’extraction par éthanol et acide formique insuffisamment efficace pour pouvoir 

ioniser les protéines membranaires. Comme vu précédemment, un autre problème 

limitant initialement l’utilisation de la MALDI-ToF MS était le faible nombre d’isolats 

disponibles dans les bases de données des fournisseurs, en particulier pour les espèces 

peu fréquemment isolées (93,111), nécessitant le développement de base de données 

« maison » pour palier à ce défaut (94). Pour cette même raison, Verroken et al. ont fait 

le choix de créer une base de données « maison » à partir de 110 souches de Nocardia 

(dont 19 souches type). Cette base de données « maison » a été par la suite combinée à la 

base de données BioTyper puis testée sur 43 isolats cliniques de Nocardia représentant 

10 espèces différentes. En employant la seule base de données BioTyper, 19/43 (44 %) 

souches ont été correctement identifiées dont 10 (23 %) qui l’ont été au niveau de l’espèce 

et 9 (21 %) au niveau du genre. L’utilisation de la base de données BioTyper combinée à 

DURAND 
(CC BY-NC-ND 2.0) 



 

63 
 

la base de données « maison » permet d’obtenir de bien meilleurs taux d’identification 

puisque 38/43 (88 %) des souches sont identifiées dont 34 (79 %) au niveau de l’espèce 

et 4 (9 %) au niveau du genre. Ainsi cette première publication permit de montrer que la 

base de données BioTyper était encore trop incomplète pour obtenir des taux 

d’identification corrects et que la création d’une base de données « maison » avait permis 

de combler en grande partie ces lacunes. Les auteurs ont également testé l’influence de 

différents milieux de culture sur les taux d’identification et avaient obtenu des résultats 

similaires aussi bien à partir du milieu Löwenstein-Jensen que du milieu Sabouraud. 

L’influence du nombre de dépôt du même extrait avait également été testée et le triple 

dépôt de l’extrait n’avait pas permis d’obtenir de meilleurs taux d’identification par 

rapport à un dépôt unique. 

Deux ans plus tard, Farfour et al. publièrent un travail sur l’identification d’une collection 

de 659 bacilles à Gram positif dont 46 souches de Nocardia à l’aide de la base de données 

Andromas via le spectromètre MALDI-ToF Microflex (Bruker) (112). Cette base de 

données avait la particularité d’être composée de spectres générés sans étape de 

prétraitement des colonies. Les auteurs ont donc réalisé des dépôts directs qu’ils ont 

ensuite recouverts d’1 µL d’éthanol absolu puis d’1 µL de matrice saturée CHCA. Une 

identification correcte au niveau de l’espèce a été obtenue pour 42/46 isolats et 4/46 au 

niveau du genre. Les auteurs ont donc conclu qu’une approche simplifiée ne nécessitant 

pas d’étape d’extraction préalable des colonies était envisageable puisque de bons 

résultats avaient été obtenus de cette manière avec une base de données conçue également 

sans étape de prétraitement. 
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Figure 19 : Schéma résumé des différents protocoles d'extraction utilisés 
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En 2014, Hsueh et al. ont réalisé une étude similaire sur une collection de 147 

bacilles à Gram positif issus d’isolats cliniques dont 74 souches de Nocardia représentant 

14 espèces différentes afin d’évaluer les performances de la base de données BioTyper 

3.1 (incluant alors 5627 entrées dont 32 espèces de Nocardia) sans supplémentation via 

le Microflex LT (Bruker). Un protocole d’extraction des colonies similaire à celui 

employé par Verroken et al. a été utilisé cependant, l’étape de chauffage à 100°C n’a pas 

été réalisée dans cette étude (figure 19). Ainsi, 15 % (11/74) des isolats ont pu être 

correctement identifiés au niveau de l’espèce et 65 % (48/74) au niveau du genre. Aucune 

erreur d’identification au niveau du genre n’a été observée, en revanche, 2 erreurs 

d’identification sur l’espèce ont été observées. Elles concernaient une souche de N. 

asiatica identifiée en tant que N. cyriacigeorgica (score à 2.256) et une souche de N. 

elegans identifiée en tant que N. nova (score à 2.071). A noter qu’un second dépôt en 

double du même extrait a été effectué pour les isolats dont l’identification par MALDI-

ToF MS différait de celle obtenue via la méthode de référence (séquençage partiel du 

gène de l’ARNr 16S et séquençage du gène secA) et qu’aucun bénéfice n’a été apporté 

par cette étape. Les auteurs ont donc conclu que l’identification des Nocardia par le 

système MALDI-ToF Bruker BioTyper n’était pas encore fiable à cause des limitations 

de la base de données du fournisseur, bien que cette dernière ait été complétée depuis 

l’étude de Verroken et al..  

En 2015, Segawa et al. ont publié une étude au cours de laquelle ils ont développé 

un nouveau protocole d’extraction qu’ils ont comparé à deux autres protocoles 

d'extraction préexistants, l’un employé par Alatoom et al. pour l’identification de cocci à 

Gram positif par MALDI-ToF MS (86), l’autre employé par Balada-Llasat et al. pour 

l’évaluation des performances du système BioTyper pour l’identification de 

mycobactéries (101) (figure 19). Ce nouveau protocole d’extraction est en fait largement 

inspiré de celui d’Alatoom et al. auquel s’ajoute l’utilisation de billes de verre, étape issue 

du protocole de Balada-Llasat et al.. Segawa et al. démontrèrent ainsi que leur nouveau 

protocole d’extraction permettait d’obtenir de bons scores d’identification. A l’aide de ce 

nouveau protocole d’extraction, ils développèrent par la suite une base de données 

« maison » à partir de 192 isolats cliniques représentant 73 espèces différentes. Elle sera 

par la suite combinée à la base de données BioTyper 3.3.1.0 (comprenant 32 espèces de 

Nocardia) puis évaluée en utilisant le Microflex LT. Ainsi un total de 64 isolats cliniques 

non utilisés pour la construction de la base de données a été testé afin de comparer les 
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scores obtenus avec ou sans addition de la base de données « maison ». La seule base de 

données du fournisseur a permis d’identifier seulement 15,6 % des isolats au niveau de 

l’espèce et 25 % au niveau du genre, tandis que la base de données « maison » combinée 

à celle du fournisseur a permis d’identifier 90,6 % des isolats au niveau de l’espèce et les 

9,4 % restant au niveau du genre. Segawa et al. furent ainsi les premiers auteurs à 

démontrer que l’utilisation de billes de verre, qui se sont montrées efficaces pour 

l’extraction des mycobactéries, l’étaient également pour les Nocardia. Ils montrèrent 

aussi de nouveau que la base de données BioTyper était encore trop incomplète pour 

pouvoir identifier les Nocardia de manière fiable sans utilisation additionnelle d’une base 

de données « maison ».  

La même année, Paściak et al. publièrent un article sous forme d’une sorte de 

« case report » dans lequel ils décrivirent la comparaison de différents protocoles 

d’extraction puis le développement d’une base données « maison » dans le but final 

d’identifier la souche décrite dans le « case report » (113). Ils comparèrent ainsi le dépôt 

direct des colonies, le protocole d’extraction éthanol/acide formique/acétonitrile 

d’Alatoom et al. et trois protocoles dérivés de ce dernier avec différentes modifications : 

(1) utilisation de billes de verre, (2) chauffage à 100°C pendant 30 min au bain marie ou 

(3) utilisation de billes de verre et chauffage à 100°C. Ils testèrent également le protocole 

utilisant du Tween 20 développé par El Khéchine et al. (102). Ainsi le protocole 

d’extraction éthanol/acide formique/acétonitrile associé à l’utilisation des billes de verre 

permit d’obtenir les meilleurs résultats, confirmant ainsi les données obtenues par Segawa 

et al.. Il fut par la suite employé pour la création de la base de données « maison » 

combinée à la base BioTyper (4613 entrées, version non précisée) et servit à identifier la 

souche clinique du « case report » à l’aide du spectromètre MALDI-ToF Autoflex III. Les 

auteurs conclurent une fois de plus que la base de données BioTyper était encore 

incomplète et qu’une supplémentation par une base « maison » permettait d’obtenir de 

meilleurs résultats. 

Également en 2015, Khot et al. décrivirent le développement d’une base de 

données « maison » en utilisant un protocole d’extraction assez similaire à celui 

d’Alatoom et al. (figure 19) et abordèrent des problématiques encore non discutées 

concernant les Nocardia que sont l’influence du temps de culture avant analyse des 

colonies et l’utilisation de seuils d’identification modifiés en ce qui concerne le système 

Bruker BioTyper (114). En se basant sur une de leur précédente étude (85) et d’autres 
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travaux (86,93), les auteurs choisirent donc d’utiliser un seuil d’identification modifié de 

1,9 pour accepter une identification fiable au niveau de l’espèce. Lors des précédentes 

études concernant les Nocardia, seuls les seuils recommandés par Bruker (score ≥ 2 pour 

une identification fiable au niveau de l’espèce et score ≥ 1,7 pour une identification fiable 

au niveau du genre) avaient été utilisés. Pour la création de leur base de données 

« maison », les auteurs utilisèrent 13 isolats représentant 13 espèces différentes. Ils 

évaluèrent par la suite la base de données BioTyper 3.1 (contenant 5627 entrées dont 72 

spectres de Nocardia) seule et combinée à leur base de données « maison » en testant 79 

souches cliniques et 8 souches type. Avec la seule base de données du fournisseur, 

seulement 53 % des souches purent être identifiées au niveau de l’espèce et 62 % au 

niveau du genre. En revanche, la combinaison des deux bases de données permit 

d’identifier au niveau de l’espèce 83,1 % des isolats précédemment identifiés au niveau 

de l’espèce par biologie moléculaire et 94.8 % au niveau du genre. Pour les isolats 

seulement identifiés au niveau du complexe par la biologie moléculaire, 80 % ont pu être 

identifiés au complexe et 90 % au niveau du genre. Aucune erreur d’identification n’a été 

observée. Ainsi, l’utilisation de seuils modifiés semble pouvoir également être applicable 

pour les Nocardia. A noter que lorsque le seuil d’identification à l’espèce de 2 est 

appliqué, les taux d’identification à l’espèce diminuent de 83,1 % à 71,4 %, résultats se 

rapprochant de ceux obtenus par Verroken et al.. En ce qui concerne l’influence du temps 

de culture avant analyse des colonies, les auteurs ont démontré que l’utilisation de jeunes 

colonies améliorait les taux d’identification par rapport à l’utilisation de colonies plus 

âgées.  

Le dernier article publié en 2015 fut celui de Buckwalter et al. (115) qui 

décrivirent également le développement d’une base de données « maison » et discutèrent 

de nouveau de l’utilisation de seuils d’identification modifiés pour l’utilisation du 

spectromètre MALDI-ToF Microflex LT. Le protocole d’extraction qui fut employé dans 

cette étude (figure 19) était dérivé de celui précédemment décrit par Dunne et al. (103). 

Pour la création de leur base de données « maison », les auteurs utilisèrent 231 isolats de 

Nocardia représentant 53 espèces différentes. En ce qui concerne l’analyse des souches, 

un dépôt unique d’1 µL d’extrait recouvert par 2 µL de matrice a été effectué mais en cas 

de score < 2 ou d’un nombre de pics insuffisants, un nouveau dépôt en triple a été réalisé. 

Par défaut, le seuil d’identification utilisé a été celui de ≥ 2 pour l’espèce, aucune 

identification au niveau du genre n’a été rapportée dans cette étude. Lorsque la seule base 
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de données BioTyper (version 3.3.1.0 comprenant 5627 entrées dont 72 pour les Nocardia 

représentant 32 espèces) a été utilisée, 42 % des isolats ont pu être identifiés au niveau de 

l’espèce et 90 % lorsque cette dernière a été utilisée en combinaison avec la base 

« maison ». Concernant l’utilisation d’un seuil d’identification modifié, avec 

l’application d’un seuil ≥ 1,7 pour accepter une identification correcte à l’espèce, 57 % et 

95 % des souches ont pu être correctement identifiés, avec la base de données fournisseur 

seule et combinée respectivement. Cependant, avec le seuil de 1,7, une erreur 

d’identification s’est produite sur un isolat de N. gamkensis qui a été identifié en tant que 

N. pneumoniae en utilisant les deux bases en combinaison. Il s’agit d’une espèce rare qui 

ne faisait partie d’aucune base de données. Elle a pu cependant être correctement 

identifiée après avoir été incrémentée à la base « maison ». Ces résultats confirmèrent 

bien ceux de Khot et al. (114) quant à l’intérêt de l’utilisation d’un seuil d’identification 

modifié bien que l’abaissement de ce seuil à 1,7 puisse entrainer des erreurs 

d’identification. L’intérêt du développement d’une base de données « maison » est de 

nouveau souligné par les auteurs. 

En 2015, notre équipe réalisa un travail de comparaison des performances des 

bases de données des spectromètres de masse Vitek MS (base de données Saramis 

destinée à des fins de recherche uniquement) et Microflex LT (base de données BioTyper 

5) à l’aide de 132 souches cliniques de Nocardia. Deux protocoles de prétraitements 

différents avaient également été évalués, différant par la méthode « d’homogénéisation » 

des colonies, réalisée soit par l’intermédiaire d’une étape d’écrasement par micropilon, 

soit par l’intermédiaire d’une étape d’agitation en présence de billes de verre. Différents 

seuils d’identification avaient également été testés en ce qui concerne le Microflex LT. 

Nous avions alors pu montrer que la méthode d’extraction avec billes de verre permettait 

d’obtenir de meilleurs résultats puisqu’avec le Microflex LT, un score d’identification > 

2 avait pu être obtenu pour 58 % des isolats avec la méthode d’extraction avec billes 

contre 44 % avec la méthode d’extraction avec micropilon. En revanche, la méthode 

d’extraction n’avait pas affecté les résultats d’identification du Vitek MS. Dans 

l’ensemble le Vitek MS permettait d’obtenir une identification pour un plus grand nombre 

d’isolats que le Microflex LT quel que soit le protocole d’extraction. Seule la 

modification du seuil d’identification (1,8 au lieu de 2 pour accepter une identification à 

l’espèce) avait permis d’obtenir des résultats équivalents entre Vitek MS et Micoflex LT 

pour les espèces de forte prévalence (N. farcinica, N. nova, N. cyriacigeorgica, N. 
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abscessus). De la même manière pour les espèces de faible prévalence, les deux 

analyseurs ont produit des résultats similaires avec des taux d’identification très faibles 

(29 % d’identification). Nous avions alors conclu que la méthode d’extraction avec billes 

de verre était préférable à l’extraction par micropilon bien que cette dernière ait l’avantage 

d’être économique et plus simple à mettre en place. Concernant le Microflex LT, la 

diminution du seuil d’identification à l’espèce à 1,8 semblerait être acceptable. Au global, 

ces deux systèmes de spectrométrie se révélèrent être intéressants pour les espèces de 

forte prévalence mais non fiables pour les espèces de moyenne et faible prévalence.  

Au début de l’année 2016, Xiao et al. publièrent un travail comparant les 

techniques de MLSA au séquençage partiel du gène de l’ARNr 16S et à la MALDI-ToF 

MS pour l’identification des Nocardia (12). Concernant l’analyse par le système MALDI-

ToF Autoflex Speed TOF/TOF MS (Bruker), les auteurs utilisèrent l’extraction selon 

Dunne et al. pour prétraiter leurs souches et utilisèrent les seuils d’identification 

recommandés par le fournisseur. A l’aide de 5 souches cliniques appartenant à 5 espèces 

différentes (N. farcinica, N. cyriacigeorgica, N. abscessus, N. wallacei et N. 

otitidiscaviarum), ils construisirent une petite base de données « maison ». Par la suite, 

ils comparèrent les performances de la base de données du fournisseur utilisée seule (base 

de données BioTyper version 3.1 comprenant 4613 entrées) par rapport à la base de 

données du fournisseur combinée à la base de données « maison » à l’aide de 20 souches 

cliniques. En utilisant la seule base du fournisseur, aucune souche n’a pu être identifiée 

au niveau de l’espèce et seulement 32 % au niveau du genre. En revanche, l’utilisation de 

cette dernière combinée à la base « maison » a permis d’identifier 95 % des souches au 

niveau de l’espèce et les 5 % restant au niveau du genre. Les résultats concernant les 

performances de la base de données seule sont assez surprenants de par l’absence totale 

de souche identifiée au niveau de l’espèce d’autant plus que les souches testées 

appartenaient pour la très grande majorité à des espèces de forte prévalence (9 souches 

de N. farcinica, 12 de N. cyriacigeorgica, 2 de N. abscessus, 1 de N. wallacei et 1 de N. 

otitidiscaviarum). Les auteurs conclurent donc une fois encore qu’une supplémentation 

de la base de données brute, même minime, est nécessaire mais proposent tout de même 

un algorithme plaçant la MALDI-ToF MS en première intention pour l’identification des 

Nocardia, le séquençage partiel du gène de l’ARNr 16S et la MLSA venant se placer en 

seconde et troisième intention respectivement. 
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Un mois plus tard, Blosser et al. publièrent une grande étude multicentrique 

réalisée au sein de 3 laboratoires différents (116). Ils comparèrent 3 bases de données 

différentes, utilisées seules ou en combinaison, pour l’identification d’un total de 150 

souches de Nocardia représentant 30 espèces différentes, par le spectromètre MALDI-

ToF Bruker Microflex LT. Un protocole d’extraction assez proche de celui de Dunne et 

al. a été employé par les auteurs (figure 19). A noter que les extraits ont été posés en 

double et que les isolats produisant des scores < 2 ont été extraits une seconde fois et de 

nouveaux analysés. Les trois bases de données testées étaient la base de données du 

fournisseur (BioTyper reference library V4.0.0.1 comprenant 5627 entrées dont 72 pour 

les Nocardia) et les bases de données « maison » de la National Institutes of Health (NIH) 

comprenant 64 entrées et celle de la Ohio State University (OSU) comprenant 26 entrées. 

En réunissant les résultats des 3 centres, 84.2 % des souches ont pu être identifiées au 

niveau de l’espèce et 6 % au niveau du genre en utilisant la base fournisseur combinée 

aux 2 autres bases de données « maison », soit un bénéfice global de 36.9 % par rapport 

à la seule base de données du fournisseur. En effet, cette dernière permet d’obtenir une 

identification au niveau de l’espèce pour 47,3 % des isolats et 24,7 % au niveau du genre. 

L’accord entre les différents centres a également été analysé et un accord global de 86 % 

a été obtenu vis-à-vis des catégories de scores d’identification (≥ 2, entre 1,8 et 1,99, < 

1,8) et de l’identification. Les désaccords sont expliqués selon les auteurs par des temps 

d’incubation des cultures variables, la quantité variable de bactérie utilisée pour 

l’extraction, l’efficacité de l’extraction, les conditions de stockage des extraits, les 

variables liées à l’instrument utilisé (propreté des plaques, intensité du laser, propreté de 

la source, autres réglages). Lors de cette étude, les seuils d’identification de ≥ 2 pour une 

identification au niveau de l’espèce et entre 1,8 et 1,99 pour une identification au niveau 

du genre ont été utilisés mais l’application du score modifié de 1,8 pour l’identification 

au niveau de l’espèce a également été testée. L’utilisation de ce dernier a permis d’obtenir 

une augmentation du nombre d’isolats correctement identifiés sans apparition d’erreur 

d’identification, confirmant les données obtenues par Buckwalter et al. (115) et Khot et 

al. (114). Une amélioration du score lors de l’analyse d’un second extrait a été observé 

dans 21,2 % des cas, prouvant le réel intérêt de l’analyse d’un deuxième extrait si des 

scores < 2 ont été obtenus avec le premier. En revanche, l’intérêt d’un dépôt en duplicate 

fut variable selon les centres, cependant pour un des 3 centres, une amélioration de 

l’identification a été observée pour 8.7 % des isolats. Une limitation soulevée par les 

DURAND 
(CC BY-NC-ND 2.0) 



 

74 
 

auteurs est l’incapacité de la MALDI-ToF MS à discriminer des espèces appartenant à un 

même complexe telles que celles des complexes N. nova, N. brevicatena/N. paucivorans 

et N. transvalensis, cependant le séquençage partiel du gène codant l’ARNr 16S ne permet 

pas non plus de les différencier systématiquement (2). Les auteurs conclurent donc à 

nouveau que l’utilisation d’une base de données supplémentaire permettait d’obtenir de 

bien meilleurs taux d’identification. L’utilisation du seuil d’identification modifié à 1,8 

semble appropriée pour accepter une identification fiable au niveau de l’espèce. La 

réalisation d’un dépôt en duplicate a apporté un bénéfice significatif pour seulement un 

des 3 centres, cependant l’analyse d’un second extrait pour les isolats produisant des 

scores < 2 était clairement bénéfique. 

Quelques mois plus tard, Carrasco et al. publièrent un article testant le séquençage 

complet du gène de l’ARNr 16S et le spectromètre MALDI-ToF Bruker Microflex LT 

pour l’identification de 100 isolats cliniques de Nocardia (73). En cas de désaccord entre 

les deux techniques, la MLSA fut utilisée comme arbitre. En ce qui concerne le protocole 

d’extraction, le prétraitement selon Verroken et al. a été utilisé (figure 19). Les seuils 

d’identification du fournisseur ont été utilisés. Aucune supplémentation de la base de 

données fournisseur (BioTyper library v4.0 comprenant 5627 entrées) n’a été employée. 

Au total, une concordance entre le séquençage du gène de l’ARNr 16S et l’identification 

par la MALDI-ToF MS a été obtenue pour seulement 33 isolats. Pour les 67 isolats 

restants, une concordance sur l’identification au niveau du genre a été obtenue pour 34 

isolats. Pour les 33 isolats restants, aucune concordance n’a pu être obtenue que ce soit 

au niveau de l’espèce ou du genre. Afin de nuancer ces résultats, les auteurs ont subdivisé 

les 100 isolats testés en trois groupes en fonction de la prévalence de chaque espèce. 

Ainsi, pour les espèces de fortes prévalences (N. farcinica, N. nova, N. cyriacigeorgica, 

N. abscessus), une concordance a été obtenue pour 19/25 isolats (76 %), 9/20 isolats (45 

%) pour les espèces de prévalence intermédiaire (N. brasiliensis, N. otitidiscaviarum, N. 

carnea, complexe N. transvalensis) et seulement 5/55 isolats (9,1 %) pour les 22 espèces 

de faible prévalence. Les auteurs ont donc conclu que la seule base de données du 

fournisseur n’était pas suffisante pour pouvoir réaliser une identification fiable des 

Nocardia, en particulier pour les espèces de moyenne et faible prévalence. Ils ne 

recommandèrent donc pas l’utilisation de la MALDI-ToF MS pour l’identification des 

Nocardia en première intention et conseillèrent donc l’utilisation du séquençage complet 

du gène de l’ARNr 16S puis de la MLSA en cas de besoin. Ces conclusions sont 
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cependant à prendre avec précaution car plus de la moitié des isolats testés 

correspondaient à des espèces de faible prévalence et sur ces 55 isolats, 27 

correspondaient à des espèces non incluses dans la base de données. 

Quelques mois plus tard, un article de Girard et al. a été publié afin de décrire le 

développement d’une base de données destinée à l’identification des Nocardia et des 

mycobactéries via le spectromètre MALDI-ToF Vitek MS (bioMérieux) (117). En effet, 

la version 2.0 de la base de données du Vitek MS utilisée à ce moment-là par les 

laboratoires de microbiologie pour l’identification des bactéries et levures courantes ne 

contenait aucun spectre pour les mycobactéries ou les Nocardia. Il s’agit donc du premier 

article traitant du Vitek MS. Le protocole d’extraction utilisé était celui décrit par Dunne 

et al. (figure 19). Afin de construire la base de données, 84 isolats représentant 15 espèces 

(3 N. abscessus, 6 N. africana, 3 N. asteroides, 4 N. beijingensis, 9 N. brasiliensis, 10 N. 

cyriacigeorgica, 13 N. farcinica, 3 N. neocaledoniensis, 8 N. nova, 5 N. otitidiscaviarum, 

5 N. paucivorans, 5 N. pseudobrasiliensis, 2 N. transvalensis, 3 N. veterana, 5 N. 

wallacei) ont été utilisés, 875 spectres ont pu ainsi être générés. Cinq milieux de cultures 

différents ont été utilisés pour la génération de ces spectres (gélose BCYE, gélose au sang 

de mouton Colombia [COS], gélose Sabouraud dextrose, gélose au sang cuit et gélose 

trypticase soja [TSA], toutes produites par bioMérieux). Une fois cette base de données 

créée, elle a été optimisée puis testée. A noter qu’au cours de cette phase d’optimisation, 

les 2 espèces N. nova et N. africana n’ont pas pu être différenciées et étaient donc rendues 

sous forme d’un résultat « N. nova 50 %/N. africana 50 % » par le Vitek MS. Concernant 

les résultats générés par le Vitek MS, ils sont idéalement présentés sous forme d’un nom 

d’espèce ou complexe d’espèce associé à une probabilité. Un choix unique (espèce ou 

autre niveau taxonomique) associé à une probabilité > 60 % était considéré comme une 

identification correcte. Ces critères d’identification ne sont pas modifiables. Ainsi, 213 

isolats cliniques indépendants de ceux utilisés lors de la création de la base de données 

ont été analysés afin d’évaluer les performances de cette nouvelle base de données V3.0.0. 

Au total, 88 % des isolats ont pu être correctement identifiés. Vingt-trois isolats (11 %) 

n’ont pas pu être identifiés dont 12 qui appartenaient à des espèces absentes de la base de 

données ou qui ont été identifiés seulement au niveau du genre via le séquençage. En 

prenant en compte uniquement les isolats appartenant à des espèces présentes dans la base 

de données, soit 201 isolats, 93% ont pu être correctement identifiés. Des erreurs 

d’identification ont été observées pour 3 isolats. Deux de ces erreurs concernent des 
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espèces qui ont été identifiées comme étant une autre espèce appartenant à un même 

complexe, par exemple, un isolat de N. kruczakiae et un isolat de N. veterana ont été 

identifiés en tant que N. nova 50 %/N. africana 50 %. La dernière erreur d’identification 

concerne un isolat de N. asiatica identifié en tant que N. cyriacigeorgica. Cet article 

montra donc pour la première fois que l’identification des Nocardia semble fiable en 

utilisant le Vitek MS équipé de la nouvelle base de données V3. 

Quelques mois plus tard, Girard et al. publièrent de nouveau un article traitant du 

développement de cette même base de données V3 sur le Vitek MS mais cette fois 

uniquement axé sur les Nocardia (118). Il était précisé dans l’article que l’ensemble des 

spectres générés au cours de cette étude seraient très prochainement intégrés dans la 

version V3 de la base de données du Vitek MS destinée au diagnostic in vitro. Cette fois 

ci, le dépôt direct des colonies et l’extraction ont été utilisés pour la création de la base 

de données. Le protocole d’extraction employé était toujours celui de Dunne et al. (figure 

19). Quatre milieux de culture (BCYE, COS, gélose au sang cuit et Sabouraud) ont été 

utilisés pour la création de la base de données. La robustesse de la base de données a été 

assurée en générant plusieurs spectres à partir d’au moins 2 souches cultivées sur 

différents milieux et avec des temps d’incubation différents. Un total de 171 isolats 

cliniques indépendants des 84 utilisés pour la création de la base de données a été testé 

en utilisant la méthode avec extraction pour évaluer les performances de cette nouvelle 

base de données. En prenant l’ensemble des isolats, 91 % ont pu être correctement 

identifiés. En prenant en compte uniquement les isolats appartenant à des espèces 

présentes dans la base de données, 95 % ont pu être identifiés correctement. Deux erreurs 

d’identification ont été observées. Un isolat de N. asteroides a été identifié en tant que N. 

neocaledoniensis, et un isolat de N. brasiliensis a été identifié en tant que N. farcinica. 

Les auteurs ne trouvèrent aucune explication à ces mauvaises identifications, cependant, 

N. neocaledoniensis et N. asteroides sont deux espèces proches. Les auteurs ont ainsi 

conclu que la nouvelle version V3 de la base de données du Vitek MS permettait une 

identification fiable des Nocardia et annoncèrent qu’elle serait très prochainement 

disponible. 

En 2017, Yarbrough et al. publièrent un article évaluant le spectromètre MALDI-

ToF Bruker (modèle non précisé) pour l’identification de 60 isolats de Nocardia tout en 

comparant 3 protocoles différents de prétraitements des colonies, 2 versions différentes 

de base de données BioTyper, différents seuils d’identification et 2 milieux de culture 
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(119). Concernant les prétraitements, ont été comparés le protocole d’extraction selon 

Alatoom et al. (figure 19), l’extraction directe sur cible qui consistait en l’ajout d’1 µL 

d’acide formique 100 % sur les colonies qui avaient été préalablement déposées 

directement sur la cible et enfin le protocole selon Wilen et al. (104) (figure 19). Chaque 

extrait a été posé en double. Les bases de données testées correspondaient à des bases 

destinées uniquement à des fins de recherches (bases RUO) et non pour le diagnostic in 

vitro. Il s’agissait de la version BDAL 5989 (V5 comprenant 73 souches de Nocardia) et 

de sa mise à jour, la version BDAL 6903 (V6 comprenant 105 souches de Nocardia). Les 

seuils d’identification de 1,8 et 2 ont été testés pour accepter une identification fiable au 

niveau de l’espèce. Les milieux de cultures testés étaient le milieu Sabouraud et la gélose 

cœur-cervelle + 5 % de sang de mouton. Concernant la comparaison des deux bases de 

données, en utilisant le seuil d’identification fournisseur, les pourcentages cumulatifs 

d’identification au niveau de l’espèce quel que soit le protocole d’extraction ont été de 60 

% avec la V5 et 68 % avec la V6, cependant, ces résultats n’étaient pas significativement 

différents (p=0.447). Aucune erreur d’identification n’a été observée. Concernant les 

différents prétraitements, avec le seuil d’identification fournisseur, l’extraction selon 

Alatoom et al. a permis d’obtenir 43 % et 58 % d’identification à l’espèce avec la V5 et 

la V6 respectivement. Avec l’extraction directe, 43 % et 57 % des isolats ont pu être 

identifiés avec la V5 et la V6 respectivement et 21 % et 41 % avec l’extraction selon 

Wilen et al.. Ce dernier protocole ayant été moins efficace, il fut exclu de la suite de 

l’étude. Concernant la modification du seuil d’identification, la diminution du seuil 

fournisseur de 2 à 1,8 a permis d’augmenter significativement les taux d’identification 

(72 % contre 43 % avec la V5, p=0.003 ; 80 % contre 58 % avec la V6, p=0.017) avec 

l’extraction selon Alatoom et al. et ceci sans erreur d’identification. De la même manière 

avec l’extraction directe, un nombre significativement plus important d’isolats ont pu être 

correctement identifiés (73 % contre 43 % avec la V5, p=0.002 ; 82 % contre 57 % avec 

la V6, p=0.0053) et ce sans erreur d’identification. Au total, l’utilisation de l’extraction 

directe combinée à l’utilisation de la base de données BDAL V6 en employant le seuil 

d’identification de 1,8 permit d’obtenir un nombre d’isolats identifiés au niveau de 

l’espèce (82 %) significativement plus important (p < 0.001) comparé à l’utilisation de la 

BDAL V5 et du seuil fournisseur (43 %). Une diminution du seuil d’identification à 1,5 

au lieu de 1,7 a également été testée pour accepter une identification fiable au niveau du 

genre. Une augmentation des taux d’identification a également été obtenue mais des 
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erreurs d’identification sont apparues. Concernant l’influence du milieu de culture, il n’y 

a pas eu de différence significative du nombre d’isolats correctement identifiés en 

fonction du milieu de culture. Les auteurs ont également réalisé l’ensemble des dépôts en 

double afin de déterminer si cette pratique était bénéfique ou non. Ils ont ainsi montré que 

le dépôt en double permettait d’augmenter les taux d’identification, en particulier lorsque 

l’extraction directe était utilisée (14 % d’identification supplémentaire au niveau du genre 

et également 14 % supplémentaire au niveau de l’espèce). Au final, les auteurs ont de 

nouveau confirmé que le seuil modifié de 1,8 permettait d’augmenter les taux 

d’identification (22 % et 25 % d’identifications correctes en plus avec l’extraction selon 

Alatoom et al. et l’extraction directe respectivement) sans entrainer d’erreur 

d’identification. Le seuil de 1,7 est maintenu en ce qui concerne l’identification au niveau 

du genre. L’utilisation de l’extraction directe est préférable de par sa simplicité et ses 

bonnes performances. Les auteurs conseillèrent donc de réaliser une extraction directe 

avec dépôt en double en première intention et utilisation des seuils d’identification de 1,8 

pour l’espèce et 1,7 pour le genre. Si cette méthode ne permet pas d’obtenir un résultat 

satisfaisant, une extraction selon la méthode d’Alatoom et al. doit être réalisée, un nouvel 

échec avec cette dernière devant conduire à une identification par biologie moléculaire. 

Contrairement aux publications antérieures, les auteurs ont donc conclu que le 

spectromètre MALDI-ToF Bruker équipé de la base de données BDAL V6, en utilisant 

des seuils d’identification modifiés, était fiable pour l’identification des Nocardia, même 

sans supplémentation. 

En 2018, Body et al. réalisèrent une grande étude multicentrique au sein de 4 

laboratoires différents afin d’évaluer les performances de la nouvelle base de données V3 

du Vitek MS précédemment développée par Girard et al. et rendue entre temps disponible. 

Un total de 963 isolats appartenant aux genres Mycobacterium et Nocardia furent ainsi 

testés (120). La première partie de l’étude a consisté en l’évaluation de l’impact du milieu 

de culture et de l’âge des colonies au moment de l’analyse. Les milieux BCYE, gélose au 

sang cuit, gélose au sang et Sabouraud ont été testés. Une incubation aérobie à 35-37°C 

pendant 18 à 72 heures a été réalisée. Aucune différence d’identification n’a été mise en 

évidence quel que soit le milieu de culture et le temps d’incubation. Les auteurs ont 

expliqué ces résultats du fait de l’utilisation de conditions de culture similaires pour la 

création de la base de données V3. Les colonies testées ont été prétraitées selon les 

recommandations bioMérieux en utilisant le kit d’extraction Mycobacterium/Nocardia 

DURAND 
(CC BY-NC-ND 2.0) 



 

79 
 

(bioMérieux) et un dépôt unique a été réalisé. Si aucune identification n’était obtenue 

avec le premier dépôt, un second dépôt était réalisé à partir du même extrait. S’il se soldait 

à nouveau par un échec, une seconde extraction était réalisée et un nouveau dépôt unique 

effectué à partir de ce deuxième extrait. Si à nouveau aucune identification n’était 

obtenue, l’isolat était alors considéré comme « non identifié ». Au total, 312 isolats 

cliniques de Nocardia ont été testés. Une identification à l’espèce a été obtenue pour 76 

% des isolats et une identification au complexe pour 14 %. Une mauvaise identification 

a été obtenue pour 3 % des isolats et les 7 % restant n’ont pas pu être identifiés malgré la 

réalisation de nouveaux dépôts. Pour 7 espèces fréquemment retrouvées (N. farcinica, N. 

otitidiscaviarum, N. cyriacigeorgica, N. paucivorans, N. transvalensis, N. veterana et N. 

wallacei), la totalité des isolats testés ont été correctement identifiés. Concernant N. 

asteroides sensu stricto, 15/19 (79 %) isolats ont pu être correctement identifiés au niveau 

de l’espèce, 1 isolat n’a pas pu être identifié et 3 isolats ont été identifiés en tant que N. 

neocaledoniensis. Cette erreur d’identification avait déjà été rapportée par Girard et al. 

mais s’explique par le fait que ces deux espèces sont très proches sur le plan 

phylogénétique. Concernant N. nova, la totalité des isolats ont été identifiés en tant que 

N. nova 50 %/ N. africana 50 %. Ces résultats sont en accord avec les explications 

données dans l’article de Girard et al. (117). De la même manière pour les 2 isolats de N. 

elegans, espèce pour laquelle aucun spectre n’est présent dans la base de données V3, un 

résultat N. nova 50 %/ N. africana 50 % a été obtenu. Les 6 isolats de N. blacklockiae, 

espèce faisant partie du complexe N. transvalensis mais pour laquelle aucun spectre n’est 

présent dans la base de données, ont été identifiés en tant que N. wallacei. Six autres 

espèces testées n’étaient pas présentes dans la base de données. Ceci inclut 2 isolats de 

N. rhamnosiphila et un isolat de N. testacea qui n’ont pas pu être identifiés ; un isolat de 

N. beijingensis et un isolat de N. asiatica qui ont été identifiés en tant que N. abscessus ; 

deux isolats de N. asiatica et un isolat de N. arthritidis identifiés en tant que N. 

beijingensis ; un isolat de N. asiatica identifié en tant que N. abscessus/N. beijingensis et 

un isolat de N. vulneris identifié en tant que N. brasiliensis. Sur l’ensemble des isolats de 

Nocardia testés, 280 (90 %) ont été correctement identifiés au niveau de l’espèce ou du 

complexe. Concernant les repasses, 35/312 (11 %) isolats ont nécessité la réalisation de 

plusieurs dépôts. De cette manière, 47 % des isolats non identifiés lors du premier dépôt 

ont pu être identifiés. Un test de reproductibilité a également été réalisé sur 5 isolats (M. 

abscessus, M. chelonae, M. smegmatis, N. wallacei et N. otitidiscaviarum) déposés en 
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double lors de deux passages par jour pendant 5 jours, sur chacun des 3 sites, pour un 

total de 300 passages. Une identification dès le premier dépôt a été obtenue pour 297 (99 

%) isolats. Dans 2 cas, M. smegmatis n’a pas été identifié (passages au sein du même 

laboratoire), le dernier cas concernait N. wallacei qui n’a pas non plus pu être identifié. Il 

n’y a eu aucune erreur d’identification. Au final, il n’y a pas eu de différence concernant 

la précision de l’identification des isolats testés en fonction du site, de l’opérateur, des 

réactifs ou du jour. Les auteurs ont donc conclu qu’en standardisant les étapes de culture, 

d’extraction et d’analyse, le spectromètre MALDI-ToF Vitek MS équipé de sa base de 

données V3 permettait une identification fiable des mycobactéries et des Nocardia avec 

une précision de 93 %. Concernant les repasses, étant donné le faible nombre d’isolats 

ayant nécessité des repasses, les auteurs conseillèrent donc cette stratégie plutôt que la 

réalisation systématique du premier dépôt en double comme le proposèrent Yarbrough et 

al. (119). 

Également en 2018, Marín et al. publièrent un travail évaluant les performances 

du spectromètre MALDI-ToF Bruker Microflex LT équipé de la nouvelles base de 

données BioTyper actualisée (BDAL V6 comprenant 6903 entrées contenant 105 spectres 

de Nocardia représentant 37 espèces) (121). Un total de 73 isolats cliniques a été testé. 

Les seuils d’identification fournisseur ont été utilisés et le prétraitement des colonies a 

consisté en une extraction directe sur cible avec 1 µL d’acide formique 100 % comme 

précédemment réalisée par Yarbrough et al. (119). Chaque dépôt a été réalisé en double. 

Une petite base de données « maison » a également été construite à l’aide de 9 isolats de 

6 espèces différentes (deux souches de N. abscessus, une de N. beijingensis, une de N. 

cyriacigeorgica, une de N. nova, une de N. otitidiscaviarum et 3 de N. veterana) Ainsi les 

auteurs ont rapporté des taux d’identification de 94,5 % au niveau de l’espèce et de 5,5 

% au niveau du genre avec la seule base de données du fournisseur contre 95,9 % au 

niveau de l’espèce et 4,1 % au niveau du genre en combinant les 2 bases de données. 

Cependant, ces résultats sont à considérer avec prudence car les auteurs ont bien précisé 

dans la section matériel et méthode qu’une identification à l’espèce était acceptée pour 

des scores ≥ 2 et au niveau du genre pour des score ≥ 1,7, les scores < 1,7 étant considérés 

seulement si les 3 premières identifications rendues par l’analyseur étaient identiques. Or, 

seulement 42/73 (57,5 %) isolats ont obtenu des scores ≥ 2 et 27 (36,9 %) des scores ≥ 

1,7 avec la base de données fournisseur utilisée seule. En combinant cette dernière avec 

la base « maison », 50/73 (68,5 %) isolats ont obtenus des scores ≥ 2 et 22/73 (30,1 %) 
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des scores compris entre ≥ 1,7 et < 2. Aucune explication claire n’a été donnée par les 

auteurs à propos des taux d’identification qu’ils décrivirent. Par ailleurs, aucune erreur 

d’identification n’a été observée. Quatre isolats n’ont pas été identifiés mais 

correspondaient à des espèces peu (N. asiatica) ou pas (N. beijingensis) représentées dans 

la base de données. La supplémentation par la base « maison » a permis de passer de 4 à 

1 seul isolat non identifié et a également permis d’augmenter le nombre d’isolats 

correctement identifiés au niveau de l’espèce. Les auteurs ont donc conclu que la nouvelle 

mise à jour de la base de données BioTyper était fiable pour l’identification des Nocardia 

cependant l’interprétation de leurs résultats est en contradiction avec leur section 

« matériel et méthode ». De plus, leurs résultats bruts sont tout à fait superposables à ceux 

retrouvés par Yarbourgh et al. s’ils sont interprétés en fonction des seuils d’identification. 

L’utilisation de la seule base de données BioTyper reste donc encore peu fiable si les 

seuils d’identification ne sont pas modifiés. 

Le même mois, McTaggart et al. publièrent une étude afin d’évaluer l’influence 

de la durée d’incubation des cultures, du milieu de culture et de l’utilisation d’une étape 

d’agitation des colonies en présence de billes de verre pour l’identification des Nocardia 

par le spectromètre MALDI-ToF Bruker Microflex LT (122). Comme dans les articles 

précédents de Marín et al. et Yarbrough et al., c’est la base de données BioTyper BDAL 

V6 qui fut employée. L’étude se déroula en deux temps. Dans un premier temps, les 

auteurs testèrent sur 44 souches types et 231 souches cliniques la méthode qu’ils 

intitulèrent « standardized time » comprenant un temps d’incubation relativement long de 

3 jours sur milieu Sabouraud avec prétraitement des colonies par un protocole 

d’extraction similaire à celui décrit par Hsueh et al. (figure 19) en y ajoutant une étape 

d’agitation de la suspension initiale en présence de billes de verre avant de poursuivre le 

reste du protocole. Avec cette méthode et en excluant 20 isolats d’espèces non présentes 

dans la base de données BioTyper V6, 36,4 % des 255 isolats restant ont été identifiés au 

niveau de l’espèce. Sur les 205 isolats représentants des espèces fréquentes (N. farcinica, 

complexe N. nova, N. cyriacigeorgica, N. abscessus, N. brasiliensis, N. otitidiscaviarum) 

seulement 40,5 % ont été identifiées au niveau de l’espèce. Une identification au genre a 

été obtenue pour 48,6 % des isolats. Des erreurs d’identification ont été observées pour 4 

isolats (score > 2) appartenant à des espèces fréquentes. Etant donné que ces résultats 

n’étaient pas dutout satisfaisants, les auteurs ont testé une seconde méthode intitulée 

« early growth ». Avec cette dernière, les souches ont été cultivées sur gélose au sang 
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pendant 18 à 72 heures mais les colonies ont été testées dès l’apparition d'une pousse 

significative. A noter que la majorité des isolats (80,6 %) ont nécessité seulement 18-24 

heures d’incubation, 15,6 % ont nécessité 48 heures et 3,7 % ont nécessité 72 heures. 

Concernant le prétraitement, le même protocole que celui utilisé avec la méthode 

« standardized time » a été employé mais sans étape d’agitation en présence de billes de 

verre. Une petite base de données « maison » a également été créée à l’aide de souches 

de référence de N. arthritidis, N. asiatica et N. brasiliensis afin de pallier aux faibles 

nombres de spectres présents dans la base de données fournisseurs pour ces espèces. Sur 

les 251 isolats testés avec cette méthode et la seule base BioTyper, 80,9 % des isolats ont 

été identifiés au niveau de l’espèce. Sur les 202 isolats représentants des espèces 

fréquentes, 90 % ont été identifiés au niveau de l’espèce. Pour les 49 espèces rares testées, 

42,9 % ont été identifiées au niveau de l’espèce. La combinaison de la base de données 

« maison » à la base fournisseur a permis d'identifier 16 isolats (6,4 %) supplémentaires. 

Trente-deux isolats produisant des scores < 2 ont été testés une seconde fois en utilisant 

le protocole d’extraction de la méthode « standardized time » avec agitation par billes de 

verre. Ce prétraitement a ainsi permis d’identifier 6 (2,4 %) isolats supplémentaires. Au 

total, l’utilisation de la méthode « early growth » associée à un prétraitement par billes de 

verre en cas de besoin et à l’utilisation de la base de données BioTyper combinée à la 

base « maison » a permis d’identifier 89,6 % des isolats au niveau de l’espèce avec des 

taux d’identification atteignant 96 % pour les isolats d’espèces fréquentes. D’autre part, 

une identification au niveau du genre a été obtenue pour 6 % des isolats. Trois erreurs 

d’identification sur l'espèce ont été observées (1 isolat de N. beijingensis et 2 de N. 

asteroides sensu stricto). Concernant les espèces du complexe N. nova, la discrimination 

entre différentes espèces était difficile. Pour ces espèces, la MALDI-ToF MS a rendu des 

résultats proposant un choix multiple d’espèces avec des scores > 2 pour 11 isolats (21,2 

%) ou bien une identification erronée en tant qu’une autre espèce du complexe pour 9 

(17,3 %) isolats. Concernant les isolats d’espèces rares non présentes dans la base de 

données, un score < 1,7 ou une identification uniquement au niveau du genre a été 

obtenue. Concernant l’impact du milieu de culture et de son temps d’incubation, un 

groupe de 10 isolats a été cultivé sur géloses au sang et Sabouraud pendant 18, 24, 48 et 

72 heures et ont par la suite été prétraités avec ou sans étape d’agitation en présence de 

billes de verre. Ainsi, quel que soit le milieu de culture, plus le temps d’incubation était 

long et plus les scores d’identification diminuaient. Au final, le milieu de culture impacte 
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indirectement l’identification dans le sens où la gélose au sang permet une pousse plus 

abondante et plus rapide des colonies comparée au milieu Sabouraud. En ce qui concerne 

l’étape d’agitation en présence de billes de verre, elle permet une légère augmentation des 

scores. Suite à l’ensemble de cette première partie, une étude prospective menée sur 6 

mois visant à identifier par MALDI-ToF MS les isolats de Nocardia reçus au laboratoire 

du Public Health Ontario a été réalisée. La majorité des isolats (82,6 %) (5 N. farcinica, 

3 N. nova, 5 N. cyriacigeorgica, 1 N. abscessus, 2 N. otitidiscaviarum, 1 N. brasiliensis, 

1 N. arthritidis, 1 N. asiatica) ont été correctement identifiés au niveau de l’espèce (scores 

≥ 2). Les auteurs ont donc conclu comme Khot et al.(114) que le milieu de culture et son 

temps d’incubation avaient bien un impact sur l’identification et que l’analyse de colonies 

jeunes était un point crucial pour obtenir des taux d’identification satisfaisants. 

L’utilisation d’une étape d’agitation en présence de billes de verre semble d’un intérêt 

limité mais semble bénéfique pour certains isolats. Les auteurs conseillent donc 

l’utilisation de la méthode « early growth » en première intention pour l’identification des 

Nocardia, en revanche une technique de séquençage doit être employée lorsque les scores 

obtenus sont < 2. L’utilisation d’une base de données « maison » permet d’élargir le panel 

d’espèces identifiables et ainsi d’obtenir des taux d’identification élevés pour les isolats 

cliniques de Nocardia. 

 

3.3. Synthèse de la revue de la littérature 

Cette revue de la littérature permet ainsi de mettre en évidence les problématiques 

encore non résolues en ce qui concerne l’identification des Nocardia par MALDI-ToF 

MS.  

Concernant les conditions de culture, deux études ont mis en évidence que les 

milieux de culture qui sembleraient les plus appropriés pour obtenir des spectres de bonne 

qualité seraient les milieux riches telle que la gélose au sang car elle favoriserait une 

pousse rapide et abondante(114,122). Cependant, d’autres études ne rapportent aucun 

effet du choix du milieu de culture (119,120). Le temps d’incubation, de la même 

manière, semblerait avoir un impact sur la qualité des spectres, certaines études rapportant 

que plus les colonies sont analysées jeunes et meilleurs sont les résultats (114,122)mais 

ceci n’a pas été confirmé par d’autres études. Il est ainsi difficile de faire la part des choses 
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concernant les conditions de culture, mais les milieux riches qui sont souvent employés 

pour la création des bases de données semblent tout de même les plus appropriés. 

Concernant le dépôt, de nombreuses publications ont proposé et évalué différentes 

méthodes. Le dépôt direct des colonies sur la cible ayant initialement donné de mauvais 

résultats (110), la majorité des auteurs ont par la suite développé différents protocoles 

d’extraction des colonies. Dans l’ensemble, ils sont assez similaires, mais aucune 

standardisation de ceux-ci n’a encore été établie. Les dernières études concernant le 

Microflex LT tendent à favoriser le dépôt avec extraction sur cible par de l’acide 

formique, technique moins contraignante que l’extraction en tube et qui donnerait d’aussi 

bons résultats (119,122). Le bénéfice de la réalisation d’un second dépôt en cas d’échec 

d’identification lors du premier dépôt puis d’une réextraction des colonies en cas de 

nouvel échec a été montré par plusieurs études mais là encore, aucune standardisation n’a 

été obtenue (116,120). En ce qui concerne l’intérêt de déposer l’échantillon en double, de 

nouveaux les études se contredisent (119,120). La commercialisation par bioMérieux 

d’un kit d’extraction dédié à l’identification des mycobactéries et des Nocardia permettra 

peut-être dans l’avenir d’harmoniser ces pratiques. 

Concernant les bases de données des différents fournisseurs, cela fait déjà un peu 

moins d’une dizaine d’années que Bruker a inclus différentes espèces de Nocardia dans 

sa base de données BioTyper qui est régulièrement mise à jour, comptant donc de plus en 

plus de spectres pour ce genre. Cependant, les dernières études ont encore montré que 

cette base de données demeure incomplète (121), en particulier pour les espèces rares (73) 

et qu’une modification des seuils proposés par le fournisseur était possible (119,121) mais 

là encore, aucun consensus n’a été établi. Concernant la base de données bioMérieux, 

c’est seulement depuis l’année 2018 avec la mise à disposition de la nouvelle version V3 

(118) de cette base de données que les Nocardia sont désormais identifiables via le Vitek 

MS. Encore très peu d’études ont pu évaluer ses performances mais ce système semble 

donner de bons résultats (120). Cependant, seulement 15 espèces de Nocardia sont 

disponibles avec la base V3, limitant ses capacités aux espèces les plus courantes.  

De manière générale, la MALDI-ToF MS se heurte actuellement à la même 

problématique que la technique de séquençage partiel du gène de l’ARNr 16S en ce qui 

concerne la discrimination des différentes espèces des complexes d’espèces comme le 

complexe N. nova ou le complexe N. abscessus (120). Cependant, la génération d’un plus 
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grand nombre de spectres pour ces espèces permettra peut-être aux bases de données de 

pouvoir mieux les différencier. 

En conclusion, la MALDI-ToF MS est une technique d’intérêt majeur pour 

l’identification des Nocardia mais de gros efforts de standardisation des conditions pré-

analytiques et d’implémentation des bases de données restent à faire concernant ce genre 

bactérien. 
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PARTIE 3 : EVALUTATION DES PERFORMANCES DE LA BASE DE 

DONNEE V3 DU SPECTROMETRE DE MASSE MALDI-TOF VITEK MS POUR 

L’IDENTIFICATION DES BACTERIES DU GENRE NOCARDIA 

 

1. Objectifs 

Au cours de ces 20 dernières années, les techniques d’identification des bactéries du 

genre Nocardia ont largement évoluées. Aujourd’hui, la méthode d’identification de 

référence est le séquençage partiel du gène de l’ARN ribosomal 16S. Néanmoins 

différentes méthodes d’identification doivent souvent être combinées pour caractériser 

une souche. Ainsi, la MLSA utilisant les gènes rpoB, gyrB, ARNr 16S, secA1, sod et 

hsp65, est la méthode de référence pour l’identification précise des différentes espèces du 

genre Nocardia. Cependant ces techniques demeurent peu accessibles pour les 

laboratoires de routine et sont donc l’apanage de laboratoires de référence. Ainsi, le délai 

d’obtention d’une identification est souvent long alors qu’une identification rapide et 

précise de ces bactéries est nécessaire en raison de la gravité des infections dont elles sont 

responsables. La spectrométrie de masse MALDI-ToF largement utilisée pour 

l'identification rapide des bactéries et des levures communes, semblerait être une 

alternative intéressante pour l’identification des Nocardia. Actuellement, deux 

spectromètres de masse sont couramment employés, le Microflex LT (Bruker) et le Vitek 

MS (bioMérieux).  

L’objectif de cette étude est d’évaluer les performances d’identification phénotypique 

de la nouvelle base de données V3 du système Vitek MS sur l’ensemble des souches de 

Nocardia reçues sur l’année 2014 à l’Observatoire Français des Nocardioses (OFN) et 

sur une collection de souches incluant 18 espèces pathogènes de Nocardia. 

 

2. Matériel et méthode 

2.1. Souches 

Un groupe de 131 souches de Nocardia issues d’isolats cliniques envoyés à 

l’Observatoire Français des Nocardioses (OFN) (Institut des Agents Infectieux, 
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Université Claude Bernard, Lyon, France) durant l’année 2014 et un autre groupe de 204 

souches de Nocardia appartenant aux 18 principales espèces pathogènes rencontrées en 

clinique ont été inclus dans cette étude. L’ensemble des souches a été préalablement 

identifié par séquençage partiel du gène de l’ARNr 16S à l’OFN. Les amorces Noc1 et 

Noc2 ont ainsi été utilisées pour amplifier un fragment de 600 nucléotides du gène de 

l’ARNr 16S (68). Le séquençage a par la suite été réalisé par Biofidal (Vaulx-en-Velin, 

France). L’analyse a été effectuée sur des cultures fraîches des souches décongelées 

(stockées à -80°C) et repiquées au moins une fois. Deux milieux de culture différents ont 

été testés : une gélose Colombia au sang de mouton (COS) (bioMérieux Ref. 43041) et 

une gélose au bromocrésol pourpre (BCP) (bioMérieux Ref. 43021). Elles ont ensuite été 

incubées à 37°C pendant 72 heures. 

 

2.2. Prétraitement des isolats 

Chaque isolat a subi un prétraitement selon le protocole recommandé par bioMérieux 

à l’aide du kit VITEK® MS Mycobacterium/Nocardia (bioMérieux Ref. 415659). Lors 

de ce prétraitement, les colonies à identifier ont été récupérées à l’aide d’une oese de 1 

µL, et une oese complète de ces colonies a été transférée dans un tube Eppendorf 

contenant approximativement 200 µL de billes de verre de 0,5 mm additionnés de 500 

µL d’éthanol à 70°. Une fois fermé, le tube a été agité 15 minutes à l’aide d’un vortex 

Genie 2 (Scientific Industries) muni d’un adaptateur MoBio (Qiagen). Le tube a ensuite 

été incubé à température ambiante pendant 10 minutes. Le tube a été rapidement passé au 

vortex, le surnageant transféré dans un autre tube Eppendorf vide en évitant tout transfert 

de bille de verre puis centrifugé à 14,000 rpm pendant 2 minutes. Le surnageant a été 

enlevé, le culot remis en suspension à l’aide de 10 µL d’acide formique à 70 % et le tube 

de nouveau vortexé. Dix µL d’acétonitrile ont été ajoutés, le tube de nouveau vortexé puis 

centrifugé à 14,000 rpm pendant 2 minutes. Le surnageant ainsi formé a été par la suite 

utilisé pour analyse par le Vitek MS. Pour des raisons pratiques, tous les extraits utilisés 

ont été congelés suite au premier dépôt. Ainsi, dans le cas où un second dépôt du même 

extrait était nécessaire, l’extrait était décongelé puis réanalysé.  
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2.3. Dépôt des échantillons 

Pour chaque milieu, l’isolat cultivé a été déposé de deux manières différentes : le 

premier dépôt a consisté en l’application d’une petite quantité de colonies à tester à l’aide 

d’une oese de 1µL directement sur la cible d’une plaque de 48 cibles. Le deuxième dépôt 

a consisté en l’application sur la cible d’1 µL de surnageant de l’extrait précédemment 

préparé. Quel que soit le type de dépôt, il a ensuite été laissé à sécher quelques instants 

puis recouvert par 1 µL de matrice à base d’acide α-cyano-4-hydroxycinnamique (CHCA) 

puis de nouveau laissé à sécher. La plaque a finalement été chargée dans le spectromètre 

de masse Vitek MS.  

 

2.4. Calibration de l’appareil 

La souche de référence E. coli ATCC 8739 a été utilisée sur chaque plaque afin de 

permettre la calibration de l’appareil, comme les instructions du fournisseur le 

recommandent. 

 

2.5. Analyse des échantillons  

Chaque dépôt a été analysé par le spectromètre de masse en utilisant les réglages du 

fournisseur et le spectre de masse ainsi obtenu a ensuite été comparé à la base de données 

V3 afin de rendre une identification associée à un pourcentage correspondant au niveau 

de confiance via le logiciel Myla. 

 

2.6. Critères d’identification 

Une identification à l’espèce a été acceptée lorsqu’un unique nom d’espèce était 

obtenu avec un niveau de confiance > 60 %. Une identification au complexe a été acceptée 

lorsque 2 noms d’espèce appartenant au même complexe (espèces des complexes N. nova 

ou N. veterana par exemple) associés à un niveau de confiance à 50 % pour chaque 

proposition a été obtenu. En ce qui concerne les dépôts réalisés à partir des extraits, si 

aucune identification n’a été rendue par l’analyseur, un nouveau dépôt en double a été 
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réalisé à partir du même extrait congelé. Si de nouveau aucune identification n’a été 

rendue par l’analyseur, l’isolat a été extrait une seconde fois et un nouveau dépôt réalisé. 

Si aucune identification n’a été rendue par l’analyseur, l’isolat a alors été considéré 

comme « non identifié ». Aucune repasse n’a été réalisée en ce qui concerne les dépôts 

directs. 

 

3. Résultats 

3.1. Performances pour l’identification des souches de l’année 2014 

Concernant les dépôts directs, peu d’isolats ont été correctement identifiés puisque 

seulement 11 % et 9 % des isolats sont associés à une identification correcte, à partir des 

milieux BCP et COS respectivement.  

Concernant les dépôts à partir des extraits, le premier dépôt a permis d’identifier 

correctement 69 % des isolats à partir du milieu BCP et 82 % des isolats à partir du milieu 

COS. La réalisation d’un second dépôt en double pour les isolats non identifiés lors du 

premier dépôt a permis d’augmenter les taux d’identification correcte à 80 % (soit une 

augmentation de 11 %) pour le milieu BCP et 87 % (soit une augmentation de 5 %) pour 

le milieu COS. La réalisation d’une seconde extraction avec un nouveau dépôt pour les 

isolats non identifiés lors du second dépôt a permis d’augmenter les taux d’identification 

correcte à 89 % (soit une augmentation de 8 % par rapport au second dépôt) pour le milieu 

BCP et 92 % (soit une augmentation de 5 %) pour le milieu COS. Au total, 73 % des 

souches non identifiées lors du premier dépôt de l’extrait ont pu l’être grâce aux seconds 

dépôts puis une nouvelle extraction si nécessaire pour le milieu BCP et 78 % pour le 

milieu COS. 

Concernant les espèces de forte prévalence (N. farcinica, complexe N. nova, N. 

abscessus, N. cyriacigeorgica), des taux d’identification cumulés élevés ont pu être 

obtenus puisque 92 % et 94 % des souches appartenant à ces 4 espèces ont été 

correctement identifiées à partir des milieux BCP et COS respectivement. N. farcinica et 

N. cyriacigeorgica sont les 2 espèces les mieux identifiées puisque la totalité de ces isolats 

ont été identifiés et le plus souvent dès le premier dépôt. Concernant, le complexe N. 

nova, la totalité des isolats identifiés l’ont été uniquement au niveau du complexe, le Vitek 

MS proposant systématiquement un unique résultat sous la forme d’un choix de type « N. 
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nova 50 %/N. africana 50 % ». Concernant N. abscessus, les isolats ont pu être 

correctement identifiés dès le premier dépôt dans seulement un peu plus d’une fois sur 

deux, cependant, la réalisation d’un second dépôt puis si nécessaire, d’une seconde 

extraction a permis d’obtenir au total des taux d’identification satisfaisants (84 % quel 

que soit le milieu utilisé). 

Tableau 4 : Taux d'identification en fonction du nombre de dépôt (collection 2014) 

 

Concernant les espèces de prévalence intermédiaire (complexe N. wallacei/ 

transvalensis, N. brasiliensis, N. veterana, N. otitidiscaviarum), des taux d’identification 

cumulés élevés ont été obtenus (95 % à partir du milieu BCP et 100 % à partir du milieu 

COS) et ceci dès le premier dépôt dans la très grande majorité des cas.  

Concernant les espèces de faible prévalence (N. paucivorans, N. pseudobrasiliensis, 

N. asteroides, N. cerradoensis, N. altamirensis), les taux d’identification cumulés obtenus 

ont été nettement moins satisfaisants, puisque seulement 25 % des isolats ont pu être 

identifiés à partir de la gélose BCP et 50 % à partir de la gélose COS. Cependant, ces 

résultats sont à nuancer en fonction des espèces et surtout de leur présence ou non dans 

la base de données V3. En effet, en ce qui concerne les espèces N. paucivorans et N. 

pseudobrasiliensis, 100 % des isolats ont pu être identifiés à partir de la gélose COS mais 

seulement 50 % à partir de la gélose BCP. Les espèces N. cerradoensis et N. altamirensis 

Espèces
Nombre 

de 
souche

Forte prévalence 102 72 (71) 86 (84) 14 (14) 6 (6) 8 (8) 4 (4) 94 (92) 96 (94)

N. farcinica 42 32 (76) 40 (95) 8 (19) 1 (2) 2 (5) 1 (2) 42 (100) 42 (100)
N. nova 25 15 (60) 21 (84) 3 (12) 1 (4) 2 (8) 0 (0) 20 (80) 22 (88)
N. abscessus/asiatica 19 10 (53) 11 (58) 3 (16) 3 (16) 3 (16) 2 (11) 16 (84) 16 (84)
N. cyriacigeorgica 16 15 (94) 14 (88) 0 (0) 1 (6) 1 (6) 1 (6) 16 (100) 16 (100)

Prévalence intermédiaire 21 18 (86) 18 (86) 1 (5) 1 (5) 1 (5) 2 (10) 20 (95) 21 (100)

N. wallacei/transvalensis 8 6 (75) 5 (63) 1 (13) 1 (13) 1 (13) 2 (25) 8 (100) 8 (100)
N. brasiliensis 5 4 (80) 5 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 4 (80) 5 (100)
N. veterana 5 5 (100) 5 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 5 (100) 5 (100)
N. otitidiscaviarum 3 3 (100) 3 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (100) 3 (100)

Faible prévalence 8 1 (13) 3 (38) 0 (0) 0 (0) 1 (13) 1 (13) 2 (25) 4 (50)

N. paucivorans 2 1 (50) 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (50) 2 (100)
N. pseudobrasiliensis 2 0 (0) 1 (50) 0 (0) 0 (0) 1 (50) 1 (50) 1 (50) 2 (100)
N. asteroides 1 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
N. cerradoensis* 2 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
N. altamirensis* 1 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Total général 131 91 (69) 107 (82) 15 (11) 7 (5) 10 (8) 7 (5) 116 (89) 121 (92)
* espèce absente de la base de données V3

Nombre de souches identifiées (espèce + complexe)

BCP COS 

1ère Extraction/ 
1er dépôt (%)

BCP COS COS BCP COS 

1ère Extraction/ 
2ème dépôt (%)

2ème Extraction (%) Total cumulé (%)

BCP
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n’étant pas incluses dans la base de données V3, ces isolats n’ont pas pu être correctement 

identifiés. L’unique isolat de N. asteroides n’a pu être identifié correctement. 

Concernant les erreurs d’identification, 5 % des isolats ont été incorrectement 

identifiés quel que soit le milieu utilisé. Une souche de N. nova a été identifiée comme 

étant une N. veterana aussi bien à partir du milieu BCP que COS. Une souche de N. 

abscessus a été identifiée en tant que N. veterana. Une souche de N. asteroides a été 

identifiée en tant que N. neocaledoniensis et ceci à partir des deux milieux. Les deux 

souches de N. cerradoensis ont été identifiées en tant que N. nova/africana et l’unique 

souche de N. altamirensis en tant que N. brasiliensis, ceci à partir des deux milieux.  

 

3.2. Performances sur une collection de souches de 18 espèces différentes 

Concernant les dépôts directs, peu d’isolats ont été correctement identifiés puisque 

seulement 15 % et 11 % des isolats sont associés à une identification correcte, à partir des 

milieux BCP et COS respectivement.  

Concernant les dépôts à partir des extraits, le premier dépôt a permis d’identifier 

correctement 60 % des isolats à partir du milieu BCP et 71 % des isolats à partir du milieu 

COS. La réalisation d’un second dépôt en double pour les isolats non identifiés lors du 

premier dépôt a permis d’augmenter les taux d’identification correcte à 71 % (soit une 

augmentation de 12 %) pour le milieu BCP et 78 % (soit une augmentation de 7 %) pour 

le milieu COS. La réalisation d’une seconde extraction avec un nouveau dépôt pour les 

isolats non identifiés lors du second dépôt a permis d’augmenter les taux d’identification 

correcte à 80 % (soit une augmentation de 9 % par rapport au second dépôt) pour le milieu 

BCP et 83 % (soit une augmentation de 5 %) pour le milieu COS. Au total, 53 % des 

souches non identifiées lors du premier dépôt ont pu l’être grâce aux seconds dépôts puis 

une nouvelle extraction si nécessaire aussi bien pour le milieu BCP que pour le milieu 

COS. 
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Tableau 5 : Taux d'identification en fonction du nombre de dépôt (collection 2014 à 2016) 

 

Concernant les espèces de prévalence intermédiaire (complexe N. wallacei/ 

transvalensis, N. brasiliensis, N. veterana, N. otitidiscaviarum) des taux cumulés 

d’identification élevés ont également été obtenus (88 % aussi bien à partir du milieu BCP 

qu’à partir du milieu COS). On observe cependant des taux d’identification un peu moins 

bons pour N. veterana par rapport aux 3 autres espèces qui ont des taux d’identification 

très similaires.  

Concernant les espèces de faible prévalence (N. paucivorans, N. pseudobrasiliensis, 

N. asteroides, N. cerradoensis, N. altamirensis, N. beijingensis, N. neocaledoniensis, N. 

puris, N. goodfellowi, N. arthritidis), les taux d’identification cumulés obtenus sont 

nettement moins satisfaisants, puisque seulement 47 % des isolats ont pu être identifiés à 

partir de la gélose BCP et 57 % à partir de la gélose COS. Cependant, ces résultats sont à 

nuancer en fonction des espèces et surtout de leur présence ou non dans la base de données 

V3. En effet, en ce qui concerne les espèces N. paucivorans et N. pseudobrasiliensis, 100 

% des isolats ont pu être identifiés à partir de la gélose COS, des résultats moins bons 

étant obtenus à partir de la gélose BCP puisque 80 % des isolats de N. paucivorans ont 

pu être identifiés et seulement 67 % pour N. pseudobrasiliensis. Concernant N. 

Espèces
Nombre 

de 
souche

Forte prévalence 105 74 (70) 88 (84) 14 (13) 6 (6) 9 (9) 4 (4) 97 (92) 98 (93)

N. farcinica 42 32 (76) 40 (95) 8 (19) 1 (2) 2 (5) 1 (2) 42 (100) 42 (100)
N. nova 25 15 (60) 21 (84) 3 (12) 1 (4) 3 (12) 0 (0) 21 (84) 22 (88)
N. abscessus/asiatica 20 10 (50) 11 (55) 3 (15) 3 (15) 3 (15) 2 (10) 16 (80) 16 (80)
N. cyriacigeorgica 18 17 (94) 16 (89) 0 (0) 1 (6) 1 (6) 1 (6) 18 (100) 18 (100)

Prévalence intermédiaire 50 36 (72) 36 (72) 5 (10) 4 (8) 3 (6) 4 (8) 44 (88) 44 (88)

N. wallacei/transvalensis 15 11 (73) 9 (60) 2 (13) 2 (13) 1 (7) 3 (20) 14 (93) 14 (93)
N. veterana 13 10 (77) 9 (69) 0 (0) 1 (8) 0 (0) 0 (0) 10 (77) 10 (77)
N. otitidiscaviarum 12 7 (58) 10 (83) 2 (17) 0 (0) 2 (17) 1 (8) 11 (92) 11 (92)
N. brasiliensis 10 8 (80) 8 (80) 1 (10) 1 (10) 0 (0) 0 (0) 9 (90) 9 (90)

Faible prévalence 49 12 (24) 20 (41) 5 (10) 5 (10) 6 (12) 3 (6) 23 (47) 28 (57)

N. beijingensis 11 4 (36) 5 (45) 2 (18) 1 (9) 1 (9) 1 (9) 7 (64) 7 (64)
N. paucivorans 10 3 (30) 8 (80) 2 (20) 2 (20) 3 (30) 0 (0) 8 (80) 10 (100)
N. pseudobrasiliensis 9 4 (44) 5 (56) 0 (0) 2 (22) 2 (22) 2 (22) 6 (67) 9 (100)
N. neocaledoniensis 2 1 (50) 2 (100) 1 (50) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (100) 2 (100)
N. asteroides 3 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
N. cerradoensis* 2 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
N. altamirensis* 1 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
N. puris* 5 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
N. goodfellowi* 2 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
N. arthritidis* 4 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Total 204 122 (60) 144 (71) 24 (12) 15 (7) 18 (9) 11 (5) 164 (80) 170 (83)
* espèce absente de la base de données V3

Nombre de souches identifiées (espèce + complexe)

1ère Extraction/ 
1er dépôt (%)

1ère Extraction/ 
2ème dépôt (%)

2ème Extraction (%) Total cumulé (%)

BCP COS BCP COS BCP COS BCP COS 
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beijingensis, des résultats mitigés sont obtenus avec 64 % d’isolats identifiés aussi bien à 

partir du milieu BCP que COS. Les 2 isolats de N. neocaledoniensis ont été correctement 

identifiés quel que soit le milieu. Concernant les 5 espèces non présentes dans la base de 

données V3 (N. cerradoensis, N. altamirensis, N. puris, N. goodfellowi, N. arthritidis), 

aucun isolat n’a pu être correctement identifié.  

Concernant les erreurs d’identification, 7 % et 5 % des isolats ont été incorrectement 

identifiés à partir du milieu BCP et du milieu COS respectivement. Une souche de N. 

nova a été identifiée comme étant une N. veterana aussi bien à partir du milieu BCP que 

COS. Une souche de N. abscessus a été identifiée en tant que N. veterana et une seconde 

en tant que N. beijingensis à partir des milieux COS et BCP. Une souche de N. veterana 

a été identifiée comme une N. cyriacigeorgica. Une souche de N. pseudobrasiliensis a été 

identifiée comme un Pseudomonas oryzihabitans à partir du milieu BCP.  Une souche de 

N. asteroides a été identifiée en tant que N. neocaledoniensis ceci à partir des deux 

milieux. Une deuxième souche de N. asteroides a été identifiée comme étant une N. 

neocaledoniensis sur BCP mais un résultat N. asteroides 50 %/N. neocaledoniensis 50 % 

a été obtenu à partir du milieu COS. Les 4 souches de N. arthritidis ont été mal identifiées, 

3 l’ont été en tant que N. abscessus et la dernière en tant que N. beijingensis aussi bien 

sur milieu BCP que COS. Les deux souches de N. cerradoensis ont été identifiées en tant 

que N. nova 50 %/ N. africana 50 % et l’unique souche de N. altamirensis en tant que N. 

brasiliensis, ceci à partir des deux milieux.  

Tableau 6 : Erreurs d'identification 

 

Espèces

BCP COS

N. nova N. veterana N. veterana

N. abscessus N. veterana N. veterana

N. abscessus N. beijingensis N. beijingensis

N. veterana N. cyriacigeorgica N. cyriacigeorgica

N. pseudobrasiliensis
Pseudomonas 

oryzihabitans
N. pseudobrasiliensis

N. asteroides N. neocaledoniensis
N. asteroides 50 % / 

N. neocaledoniensis 50 %

N. asteroides N. wallacei no Id

N. asteroides N. neocaledoniensis N. neocaledoniensis

N. arthritidis N. abscessus N. abscessus 

N. arthritidis N. abscessus N. abscessus 

N. arthritidis N. abscessus N. abscessus 

N. arthritidis N. beijingensis no Id

N. cerradoensis
N. nova 50 % / 

N. africana 50 %

N. nova 50 % / 

N. africana 50 %

N. cerradoensis
N. nova 50 % / 

N. africana 50 %

N. nova 50 % / 

N. africana 50 %

N. altamirensis N. brasiliensis N. brasiliensis

* espèce absente de la base de données V3

Identification rendue par le Vitek MS
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4. Discussion 

De nombreuses études ont déjà permis d’évaluer les performances du spectromètre de 

masse MALDI-ToF Microflex LT (Bruker) et de sa base de données BioTyper qui est 

régulièrement mise à jour pour l’identification des espèces du genre Nocardia 

(12,73,110,112–116,119,121–124). Jusqu'à présent, la pluspart des auteurs ont constaté 

qu’une supplémentation de la base de données fournisseur était nécessaire pour obtenir 

des taux d’identification corrects bien que les études les plus récentes aient montré que 

les dernières mises à jour permettent d’obtenir des taux d’identification satisfaisants 

(119). A l’inverse, encore peu d’études ont permis l’évaluation des performances du Vitek 

MS (117,118,120), les espèces du genre Nocardia étant disponibles sur la base de données 

IVD du Vitek MS depuis peu. 

Dans notre étude, la méthode du dépôt direct sur cible a été évaluée pour la première 

fois avec le Vitek MS. Bien que la base de données V3 ait été construite à l’aide de 

spectres générés à partir de colonies déposées directement sur cible (118), cette technique 

ne nous a pas permis d’obtenir de bon résultats et n’est donc pas fiable. Bien que les 

dernières études concernant le Microflex LT recommandent l’utilisation du dépôt direct 

avec extraction sur cible (119,122), nous ne pouvons pour le moment pas en dire autant 

en ce qui concerne le Vitek MS puisque cette technique n’a pas été évaluée avec cet 

appareil mais nous déconseillons néanmoins l’utilisation du dépôt direct seul.  

En revanche, la méthode avec extraction a permis d’obtenir de bien meilleurs résultats, 

bien que la réalisation d’un second dépôt à partir du même extrait ou à partir d’une 

nouvelle extraction soit nécessaire dans 12 à 22 % des cas afin d’obtenir une 

identification. L’intérêt de la réalisation d’un second dépôt plus ou moins associé à une 

nouvelle extraction a déjà été montré notamment par Body et al. qui avait observé un taux 

de répétition de 11 % (116,120) et nos résultats vont également dans ce sens. En effet, 

environ 50 à 75 % des souches non identifiées lors du premier dépôt ont pu l’être grâce à 

ces analyses supplémentaires.  

L’analyse des souches isolées sur l’année 2014, échantillon représentatif de 

l’épidémiologie française, a permis de montrer que le Vitek MS équipée de sa base de 

données V3 était un outil fiable pour l’identification des différentes espèces de Nocardia 

impliquées lors des infections humaines puisque 89 et 92 % des souches ont pu être 

correctement identifiées sur BCP et COS respectivement. Ces résultats sont très proches 
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de ceux de Body et al. pour qui avait obtenu une identification pour 280/312 (90 %) des 

isolats testés. 

Pour les espèces de forte prévalence, qui représente 78 % des souches isolées en 2014, 

plus de 92 % des souches ont pu être correctement identifiées. Concernant le complexe 

N. nova, comme expliqué dans l’article de Girard et al. (117), les espèces N. nova et N. 

africana ne sont pour le moment pas différenciables par le Vitek MS et sont donc 

systématiquement associées à une identification sous forme d’un choix entre N. nova 50 

% et N. africana 50 %. La taxonomie du genre Nocardia a beaucoup évolué ces dernières 

années, ainsi l’espèce N. nova forme actuellement un clade phylogénétique qui regroupe 

plusieurs espèces, notamment, N. cerradoensis, N. kruczakiae, N. aobensis, N. mikamii et 

N. africana (8,11). Bien que N. africana fasse partie de ces espèces proches 

phylogénétiquement de N. nova, aucun cas d’infection par cette espèce n’a été rapportée 

en France pour le moment. Il est donc conseillé de rendre une identification finale sous la 

forme « complexe N. nova » dans le cas où un choix entre N. nova 50 % et N. africana 

50 % est proposé. Dans l’avenir, il serait donc intéressant d’inclure ces espèces dans la 

base de données du Vitek MS afin de pouvoir rendre des identifications plus précises au 

niveau de ce clade. Concernant N. abscessus, plus d’un quart des souches identifiées ne 

l’ont pas été dès le premier dépôt. La même constatation avait été faite au cours de l’étude 

de Body et al. (120). Ainsi pour cette espèce, l’intérêt de la réalisation d’un second dépôt 

et d’une nouvelle extraction si nécessaire est clairement montré. Ces données sont en 

partie explicables par le fait que parmi les 4 espèces de forte prévalence, un nombre de 

spectres très nettement inférieur aux 3 autres espèces a été généré pour la création de la 

base de données (30 spectres pour N. abscessus contre plus d’une centaine pour les 3 

autres espèces) (118).  

Concernant les espèces de prévalence intermédiaire, des taux d’identification très 

satisfaisants ont été obtenus puisque plus de 95 % des souches de l’année 2014 ont été 

correctement identifiées et 88 % sur la seconde collection qui comprend en plus grand 

nombre de souches pour ces espèces. Sur la seconde collection, l’espèce N. veterana 

présente des taux d’identification un peu moins bons (77 %) par rapport aux 3 autres 

espèces testées pour lesquelles plus de 90 % des isolats ont pu être correctement identifiés. 

Cependant, un nombre réduit de souches de N. veterana (5) avait été testé en 2014, la 

seconde collection permettant d’obtenir un meilleur reflet de la variabilité inter-souche 

pour cette espèces (13 souches testées). D’autre part, la réalisation d’un second dépôt plus 
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ou moins associé à une nouvelle extraction a cependant été nécessaire dans environ 17 % 

des cas afin obtenir une identification. 

Concernant les espèces de faible prévalence, les taux d’identification sont nettement 

inférieurs à ceux observés pour les espèces précédentes quel que soit la collection. 

Cependant il est nécessaire de distinguer les espèces présentes des espèces absentes de la 

base de données. Ainsi, concernant les 5 espèces présentes dans la base de données (N. 

asteroides, N. beijingensis, N. paucivorans, N. pseudobrasiliensis, N. neocaledoniensis), 

28/35 souches (80 %) testées sur la seconde collection à partir du milieu COS ont pu être 

correctement identifiées bien qu’un second dépôt plus ou moins associé à une nouvelle 

extraction ait été nécessaire pour 8 souches (23 %). En revanche, seulement 23/35 (66 %) 

souches ont été correctement identifiées à partir du milieu BCP dont 11 (31 %) souches 

ayant nécessité un second dépôt plus ou moins associé à une nouvelle extraction. Ces plus 

faibles taux d’identification sont comme pour N. abscessus en partie explicables par le 

fait que pour ces espèces, un nombre moindre de spectres a été généré pour la création de 

la base de données. Sur les 3 isolats de N. asteroides sensu stricto, des erreurs 

d’identification se sont produites avec une identification en tant que N. neocaledoniensis 

pour 2 isolats. Des erreurs d’identification similaires avaient été observées par Body et 

al. avec 3/19 isolats de N. asteroides sensu stricto identifiés en tant que N. 

neocaledoniensis. Concernant la souche de N. pseudobrasiliensis identifiée en tant que 

Pseudomonas oryzihabitans sur le milieu BCP, une réextraction de la souche avait permis 

d’obtenir la bonne identification, ainsi l’hypothèse d’une contamination est probable bien 

que cela n’ait pas pu être vérifié. En ce qui concerne les 14 isolats des 5 espèces absentes 

de la base de données V3 (N. altamirensis, N. arthritidis, N. cerradoensis, N. goodfellowi, 

N. puris), aucun d’entre eux n’a pu être correctement identifié, cependant pour 7 d’entre 

eux, une identification a été rendue par l’analyseur. Ainsi, 3/4 isolats de N. arthritidis ont 

été identifiés en tant que N. abscessus et le dernier isolat en tant que N. beijingensis. Les 

2 isolats de N. cerradoensis ont été identifiés en tant que N. nova 50 % / N. africana 50 

% par l’analyseur et l’unique isolat de N. altamirensis a été identifié en tant que N. 

brasiliensis. Bien que ces identifications soient erronées, elles ne sont pas totalement 

aberrantes au vu des dernières données taxonomiques (2,8) et des erreurs d’identification 

similaires avaient été observées par Body et al.. En effet, comme vu précédemment, N. 

cerradoensis fait partie d’un clade phylogénétique comprenant entre autres N. nova, 

l’ensemble de ces espèces faisant donc partie du complexe N. nova. De la même manière, 
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le complexe N. abscessus comprend différentes espèces, notamment N. abscessus, N. 

arthritidis, N. asiatica et N. beijingensis (2,8). Body et al. avaient également observé 

plusieurs erreurs d’identification concernant ce complexe avec un isolat de N. asiatica et 

un isolat de N. beijingensis identifiés en tant que N. abscessus, 2 isolats de  N. asiatica  et 

1 isolat de N. arthritidis identifiés en tant que N. beijingensis et 1 isolat de N. asiatica 

identifié en tant que N. abscessus/ N. beijingensis (120). Ainsi, de la même manière que 

pour le complexe N. nova, il serait plus raisonnable de rendre une identification en tant 

que « complexe N. abscessus » lorsque le Vitek MS rend comme résultat d’identification 

N. abscessus, N. asiatica, N. arthritidis ou N. beijingensis.  Concernant N. altamirensis, 

il s’agit également d’une espèce très proche de N. brasiliensis. Bien que les différentes 

espèces du complexe N. nova présentent des profils de sensibilité aux antibiotiques très 

similaires, il n’en est pas de même pour N. abscessus, N. asiatica, N. arthritidis et N. 

beijingensis qui présentent des profils de sensibilité différents les uns des autres (10). Ces 

données rappellent donc que la réalisation d’un antibiogramme est indispensable étant 

donnée l’hétérogénéité des profils de résistance des différentes espèces du genre 

Nocardia. Elles soulignent également de nouveau l’intérêt de la supplémentation de la 

base de données avec des isolats d’espèces de faible prévalence. Bien que ces erreurs 

d’identification soient gênantes, il est important de rappeler que le séquençage partiel du 

gène de l’ARNr16 est lui aussi le plus souvent insuffisamment discriminant pour pouvoir 

différencier les différentes espèces de ces complexes (125). En revanche, certaines erreurs 

d’identification n’ont pas pu être expliquées, elles concernent un isolat de N. abscessus 

identifié en tant que N. veterana, un isolat de N. veterana identifié en tant que N. 

cyriacigeorgica et un isolat de N. nova identifié en tant que N. veterana. 

L’impact du milieu de culture et de sa durée d’incubation sur la qualité des spectres a 

déjà été exploré au cours de différentes études (110,120,122) cependant les résultats sont 

contradictoires. En effet, pour Body et al., des résultats d’identification identiques ont été 

obtenus quel que soit la durée d’incubation et le milieu utilisé. En revanche pour Khot et 

al. et pour McTaggart et al., le temps d’incubation semble clairement avoir un impact sur 

la qualité des spectres puisque de meilleurs résultats sont obtenus en analysant des 

colonies les plus jeunes possibles. Pour McTaggart et al., le type de milieu de culture 

utilisé a également un impact indirect puisque des milieux riches tel que le milieu COS 

permettent une pousse plus rapide et plus abondante qui permet d’obtenir des spectres 

d’une meilleure qualité. Nos résultats vont également dans ce sens puisque les taux 
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d’identification obtenus lors du premier dépôt sont plus faibles avec le milieu BCP, 

cependant, les taux d’identification totaux cumulés avec le milieu COS ou BCP sont 

presque identiques. Ainsi, l’emploi d’un milieu riche tel que le milieu COS permettrait 

d’obtenir une identification plus facilement qu’avec un milieu plus pauvre tel que le 

milieu BCP, du fait d’une pousse plus rapide et abondante. De plus, le milieu BCP n’a 

pas été employé lors de la création de la base de données.  

Bien que notre étude ait été réalisée sur un nombre de souches important, quelques 

limitations sont à souligner. En ce qui concerne les espèces de faibles prévalences, le 

nombre limité de souches analysées ne permet pas d’avoir une vision représentative de la 

diversité intra-espèce et des performances de l’analyseur pour ces espèces. Il serait donc 

souhaitable de pouvoir analyser un plus grand nombre de souches peu fréquentes pour 

avoir un meilleur aperçu des taux d’identification pour ces isolats. L’impact du temps 

d’incubation n’a pas été étudié et toutes les souches testées l’ont été au bout de 72 heures 

de culture or, le temps d’incubation pourrait avoir un impact sur les taux d’identification. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DURAND 
(CC BY-NC-ND 2.0) 



 

99 
 

UNIVERSITE CLAUDE BERNARD – LYON 1 
INSTITUT DES SCIENCES PHARMACEUTIQUES ET BIOLOGIQUES 

FACULTE DE PHARMACIE DE LYON 
8, avenue Rockefeller – 69373 LYON Cedex 08 

Tel : 04.78.77.72.81 – Fax : 04.78.77.72.81 
 

CONCLUSIONS 

 

MÉMOIRE SOUTENU PAR M. Thibaut DURAND 

 

L’intérêt de la spectrométrie de masse MALDI-ToF, une technique d’identification 

fréquemment utilisée sein des laboratoires de bactériologie clinique de nos jours, est 

maintenant largement démontré. Cependant, encore très peu d’études ont permis 

l’évaluation des performances du spectromètre de masse MALDI-ToF Vitek MS® 

(bioMérieux) pour l’identification des espèces du genre Nocardia. En effet, la mise à jour 

de sa base de données (version V3) qui a été effectuée il y a moins d’un an comprend 

maintenant 15 espèces différentes de Nocardia. C’est dans ce cadre que nous avons voulu 

évaluer les performances de cette nouvelle base de données V3. Pour cela, nous avons 

analysé un échantillon représentatif de l’épidémiologie française en constituant une 

première collection correspondant à l’ensemble des isolats cliniques reçu par l’OFN en 

2014. Nous avons ensuite analysé une seconde collection comprenant 18 espèces 

différentes afin d’avoir un plus grand nombre de souches d’espèces de moyenne et faible 

prévalence. Deux milieux de culture différents (BCP et gélose au sang COS) et deux 

méthodes de dépôt de l’échantillon (dépôt direct et dépôt d’un extrait) ont également été 

testés. Nous avons ainsi pu montrer que le système Vitek MS équipé de sa base de 

données V3 se révélait être un outil efficace et intéressant pour l’identification des espèces 

de Nocardia les plus fréquemment impliquées en pathologie humaine. En effet, pour les 

espèces de forte prévalence (N. farcinica, N. cyriacigeorgica, N. nova, N. abscessus), 70 

% et 84 % des isolats ont été correctement identifiés lors du premier dépôt de l’extrait, à 

partir des milieux BCP et COS respectivement. Lorsqu’un second dépôt du même extrait 

plus ou moins associé à un troisième dépôt à partir d’un nouvel extrait est réalisé, le total 

cumulé d’identification atteint plus de 92 % pour ces isolats quel que soit le milieu. 

Cependant, les espèces appartenant aux complexes N. nova et N. abscessus sont parfois 

difficilement différenciables. Les espèces de prévalence intermédiaire sont dans 
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l’ensemble très bien identifiées. Des taux d’identification moins satisfaisants ont été 

obtenus avec les espèces de faible prévalence cependant un certain nombre d’entre elles 

ne sont actuellement pas comprises dans la base de données. Concernant l’influence du 

milieu de culture, l’utilisation d’un milieu riche tel que la gélose au sang est préférable à 

l’utilisation d’un milieu plus pauvre tel que la gélose BCP. La réalisation d’une étape 

d’extraction demeure indispensable afin d’obtenir des résultats fiables. En effet, le dépôt 

direct des colonies sur la cible n’a pas permis d’obtenir des résultats satisfaisants puisque 

dans le meilleur des cas moins de 15 % des isolats ont pu être correctement identifiés. Il 

est également important de procéder à un second dépôt puis à une seconde extraction en 

cas d’échec d’identification lors du premier dépôt, ceci ayant permis d’identifier 73 % 

(première collection) et 53 % (deuxième collection) des isolats qui ne l’avaient pas été 

lors du premier dépôt. Au final, la spectrométrie de masse MALDI-ToF semble être un 

outil intéressant pour l’identification des bactéries du genre Nocardia au niveau de 

l’espèce ou du complexe d’espèce cependant son utilisation en première intention paraît 

encore peu envisageable pour les laboratoires de routine. Ainsi, le rendu de telles 

identifications nous semble encore être du ressort de laboratoires de référence. Elle 

pourrait cependant permettre à ces derniers de rendre au minimum une identification au 

niveau du genre voire une identification au niveau de l’espèce en fonction du résultat 

rendu par l’analyseur. L’inclusion de nouvelles espèces dans la base de données par le 

fournisseur permettra très certainement de résoudre un certain nombre de problèmes, en 

particulier en ce qui concerne les espèces rares et celles appartenant à des complexes 

d’espèces, permettant peut-être alors son utilisation raisonnable en routine. 
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ANNEXES 

Annexe 1 : Tableau récapitulatif de la littérature évaluant le MALDI-ToF pour 

l'identification des espèces du genre Nocardia 

 D
at

e
 d

e
 

p
u

b
li

ca
ti

o
n

A
u

te
u

rs

M
é

th
o

d
e

 

d
'id

e
n

ti
fi

ca
ti

o
n

 d
e

 

ré
fé

re
n

ce
C

o
n

d
it

io
n

s 
d

e
 c

u
lt

u
re

D
é

p
ô

t

Sy
st

è
m

e
 M

al
d

i-

To
f

C
ri

tè
re

s 
d

'id
e

n
ti

fc
at

io
n

N
b

 d
'is

o
la

ts
 

te
st

é
s

Es
p

è
ce

s 
te

st
é

e
s

V
e

rs
io

n
R

é
su

lt
at

s

N
b

 d
'is

o
la

ts
 

p
o

u
r 

cr
é

at
io

n
 

B
D

R
é

su
lt

at
s

20
10

V
e

rr
o

ke
n

 

e
t 

al
.

m
é

th
o

d
e

s 

b
io

ch
im

iq
u

e
s 

e
t 

e
n

zy
m

at
iq

u
e

s 

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

e
n

ti
e

r 
A

R
N

 1
6S

 m
il

ie
u

 T
SA

 à
 3

7°
C

 /
48

-

72
h

 

+ 
10

 s
o

u
ch

e
s 

su
r 

m
il

ie
u

x 

Sa
b

o
u

ra
u

d
 e

t 
Lo

w
e

n
st

e
in

-

Je
n

se
n

d
é

p
ô

t 
u

n
iq

u
e

 : 

1 
µ

L 
d

'e
xt

ra
it

 +
 1

 µ
L 

d
e

 

m
at

ri
ce

 

é
ga

le
m

e
n

t 
3 

d
é

p
ô

ts
 t

e
st

é
s 

B
ru

ke
r 

M
ic

ro
Fl

e
x 

LT
 

Id
 e

sp
è

ce
s 

: ≥
2

Id
 g

e
n

re
 : 

<2
 e

t 
≥1

,7
 

43

10
 e

sp
è

ce
s 

: N
. f

a
rc

in
ic

a
, N

. 

n
o

va
, N

. a
b

sc
es

su
s,

 N
. 

cy
ri

a
ci

g
eo

rg
ic

a
, N

. b
ra

si
lie

n
si

s,
 

N
. v

et
er

a
n

a
, N

. b
ei

jin
g

en
si

s,
 N

. 

ca
rn

ea
, N

. s
h

im
o

fu
se

n
si

s,
 N

. 

a
st

er
o

id
es

B
io

ty
p

e
r 

3.
0.

2 
Id

 e
sp

è
ce

 : 
23

%

Id
 g

e
n

re
 : 

21
%

15
3 

d
o

n
t 

19
 

so
u

ch
e

s 
d

e
 

ré
fé

re
n

ce

Id
 e

sp
è

ce
 : 

79
%

Id
 g

e
n

re
 : 

9%

20
12

Fa
rf

o
u

r 
e

t 

al
.

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

A
R

N
16

S 

± 
sé

q
u

e
n

ça
ge

 

h
sp

65
 

m
il

ie
u

 C
O

S 
à 

37
°C

 s
o

u
s 

10
%

 C
O

2
/2

4-
48

h

d
é

p
ô

t 
d

ir
e

ct
 r

e
co

u
ve

rt
 d

'1
 

µ
L 

d
'e

th
an

o
l a

b
so

lu
 p

u
is

 1
 

µ
L 

d
e

 m
at

ri
ce

B
ru

ke
r 

M
ic

ro
Fl

e
x 

LT
 

Id
 e

sp
è

ce
 : 

>6
8%

 d
e

 p
ic

s 
e

n
 

co
m

m
u

n
 a

ve
c 

u
n

 d
e

s 
p

ro
fi

l d
e

 

la
 B

D
 e

t 
10

%
 d

e
 d

if
fé

re
n

ce
 

e
n

tr
e

 le
s 

2 
p

re
m

ie
rs

 c
h

o
ix

Id
 g

e
n

re
 : 

si
 p

as
 d

e
 d

if
fé

re
n

ce
 

d
e

 1
0%

 e
n

tr
e

 le
s 

2 
p

re
m

ie
rs

 

ch
o

ix
 e

t 
q

u
'il

s 
ap

p
ar

ti
e

n
n

e
n

t 

au
 m

ê
m

e
 g

e
n

re
.

46

12
 e

sp
è

ce
s 

: N
. f

a
rc

in
ic

a
, N

. 

n
o

va
, N

. a
b

sc
es

su
s,

 N
. 

cy
ri

a
ci

g
eo

rg
ic

a
, N

. b
ra

si
lie

n
si

s,
 

N
. v

et
er

a
n

a
, N

. b
ei

jin
g

en
si

s,
 N

. 

a
rt

h
ri

ti
d

is
, N

. m
ex

ic
a

n
a

, N
. 

a
st

er
o

id
es

, N
. p

a
u

ci
vo

ra
n

s,
 N

. 

o
ti

ti
d

is
ca

vi
a

ru
m

 

A
n

d
ro

m
as

Id
 e

sp
è

ce
 : 

91
%

 

Id
 g

e
n

re
 : 

9%
N

P
N

P

20
14

 (
A

vr
il

)
H

su
e

h
 e

t 

al
. 

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

p
ar

ti
e

l A
R

N
16

S 
+ 

sé
q

u
e

n
ça

ge
 s

ec
A

1

m
il

ie
u

 T
SA

 à
 3

7°
C

/4
8h

d
é

p
ô

t 
u

n
iq

u
e

 : 

1 
µ

L 
d

'e
xt

ra
it

 +
 1

 µ
L 

d
e

 

m
at

ri
ce

 

re
d

é
p

ô
t 

e
n

 d
o

u
b

le
 s

i 

d
is

co
rd

an
ce

 e
n

tr
e

 Id
 

sé
q

u
e

n
ça

ge
  e

t 
M

al
d

i-
To

f 

B
ru

ke
r 

M
ic

ro
Fl

e
x 

LT
 

Id
 e

sp
è

ce
s 

: ≥
2

Id
 g

e
n

re
 : 

<2
 e

t 
≥1

.7
 

74

14
 e

sp
è

ce
s 

: N
. f

a
rc

in
ic

a
, N

. 

n
o

va
, N

. a
b

sc
es

su
s,

 N
. 

cy
ri

a
ci

g
eo

rg
ic

a
, N

. b
ra

si
lie

n
si

s,
 

N
. e

le
g

a
n

s,
 N

. b
ei

jin
g

en
si

s,
 N

. 

ca
rn

ea
, N

. t
ra

n
sv

a
le

n
si

s,
 N

. 

a
st

er
o

id
es

, N
. r

h
a

m
n

o
si

p
h

ila
, N

. 

o
ti

ti
d

is
ca

vi
a

ru
m

, N
. a

si
a

ti
ca

, N
. 

p
u

ri
s

B
io

ty
p

e
r 

3.
1

Id
 e

sp
è

ce
 : 

15
%

Id
 g

e
n

re
 : 

53
%

N
P

N
P

20
15

 (
m

ar
s)

Se
ga

w
a 

e
t 

al
.

m
é

th
o

d
e

s 

b
io

ch
im

iq
u

e
s 

e
t 

e
n

zy
m

at
iq

u
e

s 

sé
q

u
e

n
ça

ge
  A

R
N

 

16
S

C
O

S 
à 

37
°C

/7
2h

 

d
é

p
ô

t 
u

n
iq

u
e

 : 

1 
µ

L 
d

'e
xt

ra
it

 +
 1

 µ
L 

d
e

 

m
at

ri
ce

 

B
ru

ke
r 

M
ic

ro
Fl

e
x 

LT
 

Id
 e

sp
è

ce
s 

: ≥
2

Id
 g

e
n

re
 : 

<2
 e

t 
≥1

,7
 

64

22
 e

sp
è

ce
s 

: N
. a

o
b

en
si

s,
 N

. 

fa
rc

in
ic

a
, N

. n
o

va
, N

. a
b

sc
es

su
s,

 

N
. c

yr
ia

ci
g

eo
rg

ic
a

, N
. 

b
ra

si
lie

n
si

s,
 N

. e
le

g
a

n
s,

 N
. 

b
ei

jin
g

en
si

s,
 N

. v
et

er
a

n
a

, N
. 

tr
a

n
sv

a
le

n
si

s,
 N

. a
st

er
o

id
es

, N
. 

o
ti

ti
d

is
ca

vi
a

ru
m

, N
. a

si
a

ti
ca

, N
. 

p
u

ri
s,

 N
. a

rt
h

ri
ti

d
is

, N
. c

o
n

ca
va

, 

N
. e

xa
lb

id
a

, N
. n

iig
a

te
n

si
s,

 N
. 

p
a

u
ci

vo
ra

n
s,

 N
. 

p
se

u
d

o
b

ra
si

lie
n

si
s,

 N
. v

in
a

ce
a

, 

N
. w

a
lla

ce
i

B
io

ty
p

e
r 

3.
1

Id
 e

sp
è

ce
 : 

15
,6

%
 

Id
 g

e
n

re
 : 

25
%

19
2 

is
o

la
ts

 

cl
in

iq
u

e
s 

(7
3 

e
sp

è
ce

s)

Id
 e

sp
è

ce
 : 

90
,6

%
 

Id
 g

e
n

re
 : 

9,
4%

20
15

 (
ju

in
)

P
as

ci
ak

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

p
ar

ti
e

l A
R

N
16

S 
+ 

sé
q

u
e

n
ça

ge
 s

ec
A

 

1 

gé
lo

se
s 

gl
u

co
se

 y
e

as
t 

e
xt

ra
ct

  e
t 

C
O

S 
à 

37
°C

/2
4-

48
h

d
é

p
ô

t 
u

n
iq

u
e

 : 
1 

µ
L 

d
'e

xt
ra

it
 +

 1
 µ

L 
d

e
 m

at
ri

ce

B
ru

ke
r

A
u

to
fl

e
x 

II
I  

Id
 e

sp
è

ce
s 

: ≥
2

Id
 g

e
n

re
 : 

<2
 e

t 
≥1

,7
 

1
N

. f
a

rc
in

ic
a

B
io

ty
p

e
r 

(v
e

rs
io

n
 n

o
n

 

p
ré

ci
sé

e
)

1 
se

u
le

 s
o

u
ch

e
 

te
st

é
e

7 
is

o
la

ts
1 

se
u

le
 s

o
u

ch
e

 

te
st

é
e

TS
A

 : 
gé

lo
se

 t
ry

p
ti

ca
se

 s
o

ja

C
O

S 
: g

é
lo

se
 a

u
 s

an
g 

d
e

 m
o

u
to

n
 C

o
lo

m
b

ia

N
P

 =
 n

o
n

 p
ré

ci
sé

N
C

 =
 n

o
n

 c
o

n
ce

rn
é

DURAND 
(CC BY-NC-ND 2.0) 



 

113 
 

 

 

D
at

e
 d

e
 

p
u

b
li

ca
ti

o
n

A
u

te
u

rs

M
é

th
o

d
e

 

d
'id

e
n

ti
fi

ca
ti

o
n

 d
e

 

ré
fé

re
n

ce
C

o
n

d
it

io
n

s 
d

e
 c

u
lt

u
re

D
é

p
ô

t

Sy
st

è
m

e
 M

al
d

i-

To
f

C
ri

tè
re

s 
d

'id
e

n
ti

fc
at

io
n

N
b

 d
'is

o
la

ts
 

te
st

é
s

Es
p

è
ce

s 
te

st
é

e
s

V
e

rs
io

n
R

é
su

lt
at

s

N
b

 d
'is

o
la

ts
 

p
o

u
r 

cr
é

at
io

n
 

B
D

R
é

su
lt

at
s

20
15

 (
ao

u
t)

K
h

o
t

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

p
ar

ti
e

l A
R

N
16

S 
± 

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

h
sp

65
 e

t 
se

c
A

1

C
O

S 
à 

35
°C

/1
8-

48
h

 s
e

lo
n

 

cr
o

is
sa

n
ce

56
 is

o
la

ts
 t

e
st

é
s 

ap
rè

s 

48
h

d
é

p
ô

t 
u

n
iq

u
e

 :

1,
25

 µ
L 

d
'e

xt
ra

it
  +

 1
,7

5 
µ

L 

d
e

 m
at

ri
ce

B
ru

ke
r 

(m
o

d
è

le
 n

o
n

 

p
ré

ci
sé

)

Id
 e

sp
è

ce
s 

: ≥
1,

9

Id
 g

e
n

re
 : 

<1
,9

 e
t 

≥1
,7

79
 (

so
u

ch
e

s 

cl
in

iq
u

e
s)

8 
(s

o
u

ch
e

s 

ty
p

e
) 

26
 e

sp
è

ce
s 

: N
. a

o
b

en
si

s,
 N

. 

a
b

se
ss

u
s 

co
m

p
le

xe
, N

. a
fr

ic
a

n
a

, 

N
. a

ra
o

en
si

s,
 N

. b
re

vi
ca

te
n

a
, N

. 

ca
rn

ea
, N

. h
ig

o
en

si
s,

 N
. 

ig
n

o
ra

ta
, N

. t
es

ta
ce

a
, N

. 

fa
rc

in
ic

a
, N

. n
o

va
, N

. a
b

sc
es

su
s,

 

N
. c

yr
ia

ci
g

eo
rg

ic
a

, N
. 

b
ra

si
lie

n
si

s,
 N

. b
ei

jin
g

en
si

s,
 N

. 

ve
te

ra
n

a
, N

. t
ra

n
sv

a
le

n
si

s 

co
m

p
le

xe
, N

. a
st

er
o

id
es

, N
. 

o
ti

ti
d

is
ca

vi
a

ru
m

, N
. a

si
a

ti
ca

, N
. 

p
u

ri
s,

 N
. n

iig
a

te
n

si
s,

 N
. 

p
a

u
ci

vo
ra

n
s,

 N
. 

p
se

u
d

o
b

ra
si

lie
n

si
s,

 N
. v

in
a

ce
a

, 

N
. w

a
lla

ce
i

B
io

ty
p

e
r 

3.
1

Id
 e

sp
è

ce
 : 

53
%

 

Id
 g

e
n

re
 : 

62
%

13
 is

o
la

ts
 (

13
 

e
sp

è
ce

s)

Id
 e

sp
è

ce
 : 

83
%

 

Id
 g

e
n

re
 : 

11
%

20
15

 

(d
e

ce
m

b
re

)
B

u
ck

w
al

te
r

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

p
ar

ti
e

l A
R

N
16

S

m
il

ie
u

x 
m

id
d

le
b

ro
o

k 

7H
10

 o
u

 C
O

S 
à 

37
°C

d
é

p
ô

t 
u

n
iq

u
e

 :

1 
µ

L 
d

'e
xt

ra
it

 +
 1

 µ
L 

d
e

 

m
at

ri
ce

re
p

as
se

 e
n

 t
ri

p
li

ca
te

 s
i 

sc
o

re
 <

2 
o

u
 n

b
 p

ic
s 

fa
ib

le
s

B
ru

ke
r 

M
ic

ro
Fl

e
x 

LT
 

Id
 e

sp
è

ce
s 

: ≥
2

14
8

15
 e

sp
è

ce
s 

: N
. a

b
se

ss
u

s 

co
m

p
le

xe
, N

. f
a

rc
in

ic
a

, N
. n

o
va

, 

N
. c

yr
ia

ci
g

eo
rg

ic
a

, N
. 

b
ra

si
lie

n
si

s,
 N

. b
ei

jin
g

en
si

s,
 N

. 

ve
te

ra
n

a
/e

le
g

a
n

s,
 N

. 

tr
a

n
sv

a
le

n
si

s,
 N

. 

o
ti

ti
d

is
ca

vi
a

ru
m

, N
. 

p
se

u
d

o
b

ra
si

lie
n

si
s,

 N
. v

in
a

ce
a

, 

N
. w

a
lla

ce
i, 

N
. g

a
m

ke
n

si
s,

 N
. 

kr
u

cz
a

ki
a

e,
 N

. a
rt

h
ri

ti
d

is

B
io

ty
p

e
r 

3.
1

Id
 e

sp
è

ce
 : 

42
%

Id
 g

e
n

re
 : 

15
%

23
2 

e
n

tr
é

e
s 

(5
3 

e
sp

è
ce

s)

Id
 e

sp
è

ce
 : 

90
%

 

Id
 g

e
n

re
 : 

5%

20
16

 

(j
an

vi
e

r)
X

ia
o

 M
LS

A
 : 

A
R

N
16

S,
 

se
cA

1,
 g

yr
B

, r
p

o
B

, 

h
sp

65
.

m
il

ie
u

 C
O

S 
à 

37
°C

/7
2-

96
h

N
P

B
ru

ke
r

A
u

to
fl

e
x 

Sp
e

e
d

 

Id
 e

sp
è

ce
s 

: ≥
2

Id
 g

e
n

re
 : 

<2
 e

t 
≥1

,7
 

25
*

5 
e

sp
è

ce
s*

* 
: N

. f
a

rc
in

ic
a

, N
. 

a
b

sc
es

su
s,

 N
. c

yr
ia

ci
g

eo
rg

ic
a

, 

N
. o

ti
ti

d
is

ca
vi

a
ru

m
, N

. w
a

lla
ce

i

B
io

ty
p

e
r 

3.
1

Id
 e

sp
è

ce
 : 

0%

Id
 g

e
n

re
 : 

32
%

5 
is

o
la

ts
 (

5 

e
sp

è
ce

s)

Id
 e

sp
è

ce
 : 

95
%

 

Id
 g

e
n

re
 : 

5%

20
16

 

(f
é

vr
ie

r)
B

lo
ss

e
r

e
tu

d
e

 

m
u

lt
ic

e
n

tr
iq

u
e

 

av
e

c 
d

if
fé

re
n

te
s 

m
é

th
o

d
e

s 

d
'id

e
n

ti
fi

ca
ti

o
n

 : 

p
yr

o
se

q
u

e
n

ça
ge

 

A
R

N
 1

6S
, 

sé
q

u
e

n
ça

ge
 s

e
cA

1 

± 
A

R
N

16
S 

co
m

p
le

t,
 

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

p
ar

ti
e

l A
R

N
16

S

m
il

ie
u

 S
ab

o
u

ra
u

d
 à

 

35
°C

/5
%

 C
O

2
/ 

3-
4j

, m
ax

i 

7j

D
é

p
ô

t 
e

n
 d

o
u

b
le

 :

1 
µ

L 
d

'e
xt

ra
it

 +
 2

 µ
L 

d
e

 

m
at

ri
ce

; r
é

-e
xt

ra
ct

io
n

 s
i 

sc
o

re
 <

2

B
ru

ke
r 

M
ic

ro
Fl

e
x 

LT
 

Id
 e

sp
è

ce
s 

: ≥
2

Id
 g

e
n

re
 : 

<2
 e

t 
≥1

,7
 

15
0

30
 e

sp
è

ce
s 

:  
N

. a
b

se
ss

u
s,

 N
. 

a
rt

h
ri

ti
d

is
, N

. b
re

vi
ca

te
n

a
, N

. 

p
a

u
ci

vo
ra

n
s,

 N
. t

es
ta

ce
a

, N
. 

fa
rc

in
ic

a
, N

. n
o

va
, N

. 

cy
ri

a
ci

g
eo

rg
ic

a
, N

. b
ra

si
lie

n
si

s,
 

N
. b

ei
jin

g
en

si
s,

 N
. v

et
er

a
n

a
, N

. 

tr
a

n
sv

a
le

n
si

s,
 N

. a
st

er
o

id
es

 

se
n

su
 s

tr
ic

to
, N

. 

o
ti

ti
d

is
ca

vi
a

ru
m

, N
. a

si
a

ti
ca

, N
. 

p
u

ri
s,

 N
. n

iig
a

te
n

si
s,

 N
. 

p
a

u
ci

vo
ra

n
s,

 N
. 

p
se

u
d

o
b

ra
si

lie
n

si
s,

 N
. w

a
lla

ce
i, 

N
. p

n
eu

m
o

n
ia

e,
 N

. e
le

g
a

n
s,

 N
. 

kr
u

cz
a

ki
a

e,
 N

. a
n

a
em

ia
e,

 N
. 

b
la

ck
lo

ck
ia

e,
 N

. e
xa

lb
id

a
, N

. 

m
ex

ic
a

n
a

, N
. s

ie
n

a
ta

, N
. 

th
a

ila
n

d
ic

a
, N

. s
p

.

B
io

ty
p

e
r 

4.
0.

0.
1 

Id
 e

sp
è

ce
 : 

47
,3

%

Id
 g

e
n

re
 : 

24
,7

%

2 
b

as
e

s 
d

e
 

d
o

n
n

é
e

s 

"m
ai

so
n

" 

d
if

fé
re

n
te

s 
:

- 
b

as
e

 N
IH

 : 
64

 

is
o

la
ts

- 
b

as
e

 O
SU

 : 
26

 

is
o

la
ts

B
io

ty
p

e
r 

+ 
N

IH
 : 

- 
Id

 e
sp

è
ce

 : 
68

,7
%

- 
Id

 g
e

n
re

 : 
17

,8
%

B
io

ty
p

e
r 

+ 
O

SU
 : 

- 
Id

 e
sp

è
ce

 : 
72

,4
%

- 
Id

 g
e

n
re

 :7
,3

%

B
io

ty
p

e
r 

+ 
N

IH
 +

 

O
SU

 : 

- 
Id

 e
sp

è
ce

 : 
84

,2
%

- 
Id

 g
e

n
re

 : 
6%

* 
p

o
u

r 
te

st
e

r 
la

 b
as

e
 B

io
ty

p
e

r 
se

u
le

, 2
5 

is
o

la
ts

 f
u

re
n

t 
an

al
ys

é
; p

o
u

r 
co

n
st

ru
ir

e
 la

 b
as

e
 d

e
 d

o
n

n
é

e
s 

"m
ai

so
n

",
 5

/2
5 

is
o

la
ts

 f
u

re
n

t 
u

ti
li

sé
s,

 le
s 

20
 a

u
tr

e
s 

se
rv

ir
 à

 t
e

st
e

r 
la

 c
o

m
b

in
ai

so
n

 d
e

 c
e

s 
d

e
u

x 
b

as
e

s 
d

e
 d

o
n

n
é

e
s

**
 le

s 
5 

e
sp

è
ce

s 
d

if
fé

re
n

te
s 

fu
re

n
t 

an
al

ys
é

e
s 

p
o

u
r 

te
st

e
r 

la
 b

as
e

 B
io

ty
p

e
r 

se
u

le
, e

n
 r

e
va

n
ch

e
, s

e
u

le
s 

le
s 

e
sp

è
ce

s 
N

. f
a

rc
in

ic
a

, N
. a

b
sc

es
su

s,
 N

. c
yr

ia
ci

g
eo

rg
ic

a
 s

e
rv

ir
 à

 t
e

st
e

 la
 c

o
m

b
in

ai
so

n
 d

e
s 

2 
b

as
e

s.

DURAND 
(CC BY-NC-ND 2.0) 



 

114 
 

 D
at

e
 d

e
 

p
u

b
li

ca
ti

o
n

A
u

te
u

rs

M
é

th
o

d
e

 

d
'id

e
n

ti
fi

ca
ti

o
n

 d
e

 

ré
fé

re
n

ce
C

o
n

d
it

io
n

s 
d

e
 c

u
lt

u
re

D
é

p
ô

t

Sy
st

è
m

e
 M

al
d

i-

To
f

C
ri

tè
re

s 
d

'id
e

n
ti

fc
at

io
n

N
b

 d
'is

o
la

ts
 

te
st

é
s

Es
p

è
ce

s 
te

st
é

e
s

V
e

rs
io

n
R

é
su

lt
at

s

N
b

 d
'is

o
la

ts
 

p
o

u
r 

cr
é

at
io

n
 

B
D

R
é

su
lt

at
s

20
17

Ya
rb

ro
u

gh

m
é

th
o

d
e

s 

b
io

ch
im

iq
u

e
s 

e
t 

e
n

zy
m

at
iq

u
e

s 
+ 

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

co
m

p
le

t 
A

R
N

 1
6S

 

o
u

 s
e

cA
1

Sa
b

o
u

ra
u

d
 o

u
 B

H
I a

ve
c 

sa
n

g 
m

o
u

to
n

 à
 3

0°
C

 e
n

 

ai
r/

 2
-6

j

d
é

p
ô

t 
u

n
iq

u
e

 d
e

s 
e

xt
ra

it
s 

e
t 

 d
é

p
ô

t 
e

n
 d

u
p

li
ca

te
 

p
o

u
r 

le
 d

é
p

ô
t 

d
ir

e
ct

 : 
1 

µ
L 

d
'e

xt
ra

it
 +

 1
 µ

L 
d

e
 m

at
ri

ce

B
ru

ke
r 

(m
o

d
è

le
 n

o
n

 

p
ré

ci
sé

)

Id
 e

sp
è

ce
s 

: 2
 s

e
u

il
s 

te
st

é
s 

: 

≥2
 e

t 
≥1

,8

Id
 g

e
n

re
 : 

<2
 e

t 
≥1

,7
 

60

17
 e

sp
è

ce
s 

:  
N

. a
b

se
ss

u
s,

 N
. 

p
a

u
ci

vo
ra

n
s,

 N
. t

es
ta

ce
a

, N
. 

fa
rc

in
ic

a
, N

. n
o

va
, N

. 

cy
ri

a
ci

g
eo

rg
ic

a
, N

. b
ra

si
lie

n
si

s,
 

N
. b

ei
jin

g
en

si
s/

a
si

a
ti

ca
, N

. 

ve
te

ra
n

a
, N

. t
a

ke
d

en
si

s,
 N

. 

a
st

er
o

id
es

 c
o

m
p

le
xe

, N
. 

o
ti

ti
d

is
ca

vi
a

ru
m

, N
. p

u
ri

s,
 N

. 

w
a

lla
ce

i, 
N

. k
ru

cz
a

ki
a

e,
 N

. 

vi
n

a
ce

a
, 

B
D

A
L 

V
5 

e
t 

B
D

A
L 

 V
6

Id
 e

sp
è

ce
 a

ve
c 

e
xt

ra
ct

io
n

 d
ir

e
ct

e
 :

- 
 ≥

2 
: 4

3%
 (

V
5)

 e
t 

58
%

(V
6)

- 
≥1

,8
 : 

72
%

 (
V

5)
 e

t 

80
%

 (
V

6)

Id
 g

e
n

re
 a

ve
c 

e
xt

ra
ct

io
n

 d
ir

e
ct

e
 :

- 
34

%
 (

V
5)

 e
t 

27
%

 

(V
6)

N
C

N
C

20
18

 (
av

ri
l)

B
o

d
y

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

p
ar

ti
e

l A
R

N
16

S,
 

se
cA

1,
 r

p
o

B
, 

h
sp

65
, I

TQ
, g

yr
B

 e
t 

e
rm

 e
t 

si
 

n
é

ce
ss

ai
re

 

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

co
m

p
le

t 
d

e
 l'

A
R

N
 

16
S

B
C

YE
, C

O
S,

 g
é

lo
se

 a
u

 

sa
n

g 
cu

it
, S

ab
o

u
ra

u
d

 à
 3

5-

37
°C

 e
n

 a
ir

 a
m

b
ia

n
t 

/ 
18

-

72
h

d
é

p
ô

t 
u

n
iq

u
e

 : 

1 
µ

L 
d

'e
xt

ra
it

 +
 1

 µ
L 

d
e

 

m
at

ri
ce

 

V
it

e
k 

M
S

id
 e

sp
è

ce
s 

:  
1 

se
u

le
 id

 

p
ro

p
o

sé
e

 e
t 

co
n

co
rd

an
te

 

av
e

c 
l'i

d
 d

e
 r

é
fé

re
n

ce

id
 c

o
m

p
le

xe
 : 

 1
 s

e
u

le
 id

 o
u

 

p
lu

si
e

u
rs

 d
an

s 
le

 m
ê

m
e

 

ge
n

re
 e

t 
m

ê
m

e
 c

o
m

p
le

xe

si
 p

as
 d

'id
, r

e
p

as
se

 d
u

 m
ê

m
e

 

e
xt

ra
it

 e
t 

si
 t

o
u

jo
u

rs
 p

as
 d

'id
, 

n
o

u
ve

ll
e

 e
xt

ra
ct

io
n

 e
t 

re
p

as
se

, s
i p

as
 d

'id
 a

lo
rs

 

co
n

si
d

é
ré

 c
o

m
m

e
 n

o
n

 

id
e

n
ti

fi
é

31
2

21
 e

sp
è

ce
s 

: N
. a

b
se

ss
u

s,
 N

. 

a
rt

h
ri

ti
d

is
, N

. a
si

a
ti

ca
, N

. 

b
ei

jin
g

en
si

s,
 N

. p
a

u
ci

vo
ra

n
s,

 N
. 

n
o

va
, N

. v
et

er
a

n
a

, N
. e

le
g

a
n

s,
 

N
. t

ra
n

sv
a

le
n

si
s,

 N
. w

a
lla

ce
i, 

N
. 

b
la

ck
lo

ck
ia

e,
 N

. a
st

er
o

id
es

 

se
n

su
 s

tr
ic

to
,  

N
. 

cy
ri

a
ci

g
eo

rg
ic

a
, N

. f
a

rc
in

ic
a

, N
. 

rh
a

m
n

o
si

p
h

ila
, N

. t
es

ta
ce

a
, N

. 

b
ra

si
lie

n
si

s,
 N

. v
u

ln
er

is
, N

. 

p
se

u
d

o
b

ra
si

lie
n

si
s,

 N
. 

m
ex

ic
a

n
a

, N
. o

ti
ti

d
is

ca
vi

a
ru

m
, 

N
. s

p

V
3

Id
 e

sp
è

ce
 : 

76
%

 

Id
 c

o
m

p
le

xe
 : 

14
%

N
C

N
C

20
18

 (
ju

in
)

M
ar

in

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

p
ar

ti
e

l A
R

N
16

S 
e

t 

sé
q

u
e

n
ça

ge
 s

e
cA

1 
 

e
t 

si
 b

e
so

in
 

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

co
m

p
le

t 
16

S

C
O

S 
à 

36
°C

/ 
48

h

d
é

p
ô

t 
e

n
 d

o
u

b
le

 : 

1 
µ

L 
d

'e
xt

ra
it

 +
 1

 µ
L 

d
e

 

m
at

ri
ce

 

B
ru

ke
r 

M
ic

ro
Fl

e
x 

LT
 

Id
 e

sp
è

ce
s 

: ≥
2

Id
 g

e
n

re
 : 

<2
 e

t 
≥1

,7
 

si
 s

co
re

 <
1,

7,
 Id

 a
cc

e
p

té
e

 s
i 

le
s 

3 
p

re
m

iè
re

s 
id

 s
o

n
t 

co
h

é
re

n
te

s

73

13
 e

sp
è

ce
s 

: N
. a

b
se

ss
u

s,
 N

. 

a
rt

h
ri

ti
d

is
, N

. a
si

a
ti

ca
, N

. 

b
ei

jin
g

en
si

s,
  N

. b
ra

si
lie

n
si

s,
 N

. 

ca
rn

ea
, N

. c
o

n
ca

va
,  

N
. 

cy
ri

a
ci

g
eo

rg
ic

a
, N

. f
a

rc
in

ic
a

, N
. 

n
o

va
, N

. o
ti

ti
d

is
ca

vi
a

ru
m

, N
. 

p
se

u
d

o
b

ra
si

lie
n

si
s,

 N
. v

et
er

a
n

a

B
D

A
L 

V
6

Id
 e

sp
è

ce
 : 

57
,5

%

Id
 g

e
n

re
 : 

36
,9

%

9 
is

o
la

ts
 (

6 

e
sp

è
ce

s)

Id
 e

sp
è

ce
 : 

68
,5

%
 

Id
 c

o
m

p
le

xe
 : 

30
,1

%

20
18

 (
ju

in
)

M
cT

ag
ga

rt

sé
q

u
e

n
ça

ge
 

p
ar

ti
e

l s
e

cA
1 

o
u

 

M
LS

A
 s

u
r 

gy
rB

-

se
cA

1-
rp

o
B

-h
sp

65

2 
ty

p
e

s 
d

e
 c

o
n

d
it

io
n

s 
d

e
 

cu
lt

u
re

 :

- 
"s

ta
n

d
ar

d
iz

e
d

 t
im

e
" 

: 

cu
lt

u
re

 s
u

r 
SA

B
 à

 3
5°

C
/3

j 

av
e

c 
p

ré
tr

ai
te

m
e

n
t 

d
e

s 

co
l p

ar
 a

gi
ta

ti
o

n
 a

ve
c 

b
il

le
s

- 
"e

ar
ly

 g
ro

w
th

" 
: c

u
lt

u
re

 

su
r 

C
O

S 
à 

35
°C

/1
8-

72
h

 

ju
sq

u
'à

 o
b

se
rv

at
io

n
 

d
'u

n
e

 p
o

u
ss

e
 

si
gn

if
ic

at
iv

e
 s

an
s 

p
ré

tr
ai

te
m

e
n

t 
p

ar
 b

il
le

s.

d
é

p
ô

t 
e

n
 d

o
u

b
le

 : 

1 
µ

L 
d

'e
xt

ra
it

 +
 1

 µ
L 

d
e

 

m
at

ri
ce

 

B
ru

ke
r 

M
ic

ro
Fl

e
x 

LT
 

Id
 e

sp
è

ce
s 

: ≥
2

Id
 g

e
n

re
 : 

<2
 e

t 
≥1

,7
 

"s
ta

n
d

ar
d

iz
e

d
 

ti
m

e
" 

: 4
4 

so
u

ch
e

s 
ty

p
e

s 
+ 

23
1 

so
u

ch
e

s 

cl
in

iq
u

e
s

"e
ar

ly
 g

ro
w

th
" 

: 

25
1 

is
o

la
ts

e
tu

d
e

 

p
ro

sp
e

ct
iv

e
 s

u
r 

6 
m

o
is

 : 
23

 

so
u

ch
e

s 

cl
in

iq
u

e
s

23
 e

sp
è

ce
s 

:  
N

. a
b

se
ss

u
s,

 N
. 

a
rt

h
ri

ti
d

is
, N

. p
a

u
ci

vo
ra

n
s,

 N
. 

fa
rc

in
ic

a
, 

co
m

p
le

xe
 N

. n
o

va
, N

. 

cy
ri

a
ci

g
eo

rg
ic

a
, N

. b
ra

si
lie

n
si

s,
 

N
. b

ei
jin

g
en

si
s,

 N
. c

a
rn

ea
, N

. 

co
u

b
le

a
e/

ig
n

o
ra

ta
, N

. 

ve
te

ra
n

a
, N

. t
ra

n
sv

a
le

n
si

s,
 N

. 

a
st

er
o

id
es

 s
en

su
 s

tr
ic

to
, N

. 

o
ti

ti
d

is
ca

vi
a

ru
m

, N
. a

si
a

ti
ca

, N
. 

n
eo

ca
le

d
o

n
ie

n
si

s,
 N

. 

p
se

u
d

o
b

ra
si

lie
n

si
s,

 N
. w

a
lla

ce
i, 

N
. p

n
eu

m
o

n
ia

e,
 N

. a
n

a
em

ia
e,

 

N
. e

xa
lb

id
a

, N
. s

ie
n

a
ta

, N
. 

th
a

ila
n

d
ic

a

B
D

A
L 

V
6

"s
ta

n
d

ar
d

iz
e

d
 

ti
m

e
" 

:

 -
 Id

 e
sp

è
ce

 : 
36

,9
%

 -
Id

 g
e

n
re

 : 
48

,6
%

"e
ar

ly
 g

ro
w

th
" 

: 

 -
 Id

 e
sp

è
ce

 : 
80

,9
%

 

- 
Id

 g
e

n
re

 : 
6%

 

so
u

ch
e

s 
d

e
 

ré
fé

re
n

ce
 d

e
 N

. 

as
ia

ti
ca

, N
. 

ar
th

ri
ti

d
is

 e
t 

N
. 

b
ra

si
li

e
n

si
s 

(n
b

 

d
e

 s
o

u
ch

e
s 

n
o

n
 

p
ré

ci
sé

)

"e
ar

ly
 g

ro
w

th
" 

: 

 -
 Id

 e
sp

è
ce

 : 
87

,3
%

 

- 
Id

 g
e

n
re

 : 
N

P

e
tu

d
e

 p
ro

sp
e

ct
iv

e
 : 

- 
Id

 e
sp

è
ce

 : 
82

,6
%

- 
Id

 g
e

n
re

 : 
8%

DURAND 
(CC BY-NC-ND 2.0) 



 

115 
 

Annexe 2 : Poster concernant l’étude sur la base de données V3 du Vitek MS 

présenté au congrès de l’ECCMID 2018 à Madrid 
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Annexe 3 : Premier travail traitant de la comparaison des performances des systems 

de spectrométrie Bruker et bioMérieux pour l’identification des Nocardia 
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Annexe 4 : Collaboration sur le sujet des infections à N. brasiliensis ayant conduit à 

une publication. 
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DURAND Thibaut 

Evaluation des performances de la base de données V3 du spectromètre de masse MALDI-ToF 
Vitek MS® pour l’identification des bactéries du genre Nocardia 

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2018, 144p. 

RESUME 

   Les bactéries du genre Nocardia sont des pathogènes opportunistes rarement rencontrés en 
pathologie humaine mais les infections qu’ils provoquent sont graves voire mortelles en l’absence de 
traitement. Ainsi une identification fiable et rapide de l’espèce en cause est primordiale, d’autant plus 
que les profils de résistance sont très variables d’une espèce à une autre. La spectrométrie de masse 
MALDI-ToF, technique d’identification maintenant largement répandue au sein des laboratoires de 
microbiologie clinique, semblerait pouvoir répondre à ces critères. Encore très peu d’études ont 
permis l’évaluation des performances de la nouvelle base de données V3 du spectromètre de masse 
MALDI-ToF Vitek MS® (bioMérieux) pour l’identification des espèces du genre Nocardia. 

   Nous avons donc voulu évaluer ces performances via l’analyse de 204 souches cliniques de 
Nocardia issues de l’Observatoire Français des Nocardioses. Deux milieux de cultures et 2 méthodes 
de dépôt de l’échantillon ont également été évalués. Nous avons ainsi pu montrer que la spectrométrie 
de masse MALDI-ToF se révélait être un outil efficace et intéressant pour l’identification des 
Nocardia puisque plus de 80 % des isolats ont été correctement identifiés en utilisant un prétraitement 
des colonies. Le dépôt direct des colonies s’est en revanche révélé peu efficace avec moins de 15 % 
d’identification correcte. En cas d’échec d’identification lors du premier dépôt de l’extrait, un second 
dépôt du même extrait puis une seconde extraction si nécessaire doivent être réalisés afin d’augmenter 
les chances d’identification. L’emploi d’un milieu de culture riche tel que la gélose au sang permet 
d’augmenter les chances d’identification dès le premier dépôt par rapport à un milieu pauvre tel que 
la gélose au bromocrésol pourpre (BCP). 

   La spectrométrie de masse MALDI-ToF semble être un outil efficace et intéressant pour 
l’identification des espèces de Nocardia les plus fréquemment impliquées en pathologie humaine. 
Cependant, seules 15 espèces sont actuellement incluses dans la base de données, ne permettant pas 
son utilisation pour des laboratoires de routine mais l’inclusion de nouvelles espèces dans la base 
permettra certainement de résoudre ces problèmes. 
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