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MALDI-TOF MS UTILIZZATI IN MICROBIOLOGIA CLINICA 

BioMerieux 

Vitek MS 

Bruker Daltonics 

  Biotyper®    e      Biotyper®  smart 



CARATTERISTICHE: 

 
Velocità: rapida identificazione dei microrganismi 

Affidabilità: Elevata precisione nelle identificazioni  

Semplicità nell’utilizzo: bassa formazione necessaria  

Costi per identificazione: notevolmente inferiore ai metodi convenzionali 

Aggiornamento regolare della library:  consente l’identificazioni di un numero di specie di 

microrganismi sempre maggiore 

Le library contengono un ampio range di spettri di riferimento prodotti a 

partire da una vasta gamma di ceppi clinici di routine. 

Gli spettri di riferimento sono stati prodotti da microrganismi coltivati in 

differenti condizioni ambientali (temperature e tempi di incubazione, 

diversi terreni di coltura). 

INOLTRE: 

Rivoluzione dei flussi di lavoro nei laboratori di microbiologia 

QUINDI… 



Preparazione della lista di lavoro 



Preparazione del Target 

1-Trasferire una porzione di colonia, 

 al centro di due spot di un "target plate” 

2-Coprire con 1 µL di matrice MALDI, 

lasciare asciugare 

3- Introdurre il "target plate" 

nello strumento 

4-Analizzare 

 

o 

Matrice: HCCA (α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) 

 Caratteristiche della matrice 

Bassa volatilità 

Solubile in solventi comuni all’analita 

Forte assorbimento di energia dal laser 

Facilità nel trasferimento della carica all’analita 



Preparazione del Target 



Preparazione del Target 

Fondamentale: 

•Utilizzo di una porzione di una singola colonia 

•Deporre il campione in modo uniforme  

 





Commonly resistant to the first-line antifungal, fluconazole, and can 

develop resistance to other classes of antifungal agents 





MALDI-TOF MS technology 

 Raggio laser pulsato colpisce la matrice co-

cristallizzata con il campione, la matrice 

assorbe l’energia del laser (circa 300-350 nm) 

Il campione si disgrega in numerosissimi 

frammenti con carica unitaria positiva (cationi 

monovalenti). Una volta vaporizzati, i frammenti 

vengono accelerati da un campo 

elettromagnetico, migrano in senso lineare 

attraverso il cosi detto “tubo di volo”  

La matrice, ionizza, essendo un acido cede 

protoni (carica positivamente il campione) ed 

evapora 

 gli ioni raggiungono e  colpiscono una 

membrana “detector” rilevatore di ioni. Gli ioni 

impattanti su di esso vengono misurati nel loro 

rapporto massa/carica (m/z); I  dati vengono 

inviati  ad un software che li elabora in spettri di 

massa  

Matrix Assisted Laser Desorption/ionization-Time Of Flight    Mass Spectrometry   



lo spettro  risultante  viene  confrontato con spettri di riferimento presenti nel 

database interno (microorganism reference library) 

Quindi….  

MALDI-TOF MS: come lavorano 

Bruker Daltonics Biotyper Microflex BioMerieux Vitek MS 



MALDI-TOF MS: come lavorano 

Il grado di corrispondenza con lo spettro tipico di ogni microrganismo presente nel database determina l’attribuzione di un 

cosiddetto Valore di Confidenza (Score Value) che esprime il grado di certezza con cui viene proposta l’identificazione per la 

specie in esame. 



Caratteristiche  dello strumento: 
 è uno strumento con database “aperto”, 

pertanto è possibile inserire nuovi spettri di 

riferimento, garantendo così l’acquisizione di 

“nuove” specie e l’integrazione a quelle già 

presenti . 

Lo spettrometro di massa MALDI-TOF 

Bruker Daltonik Biotyper 

Target plate standard, metallica, 

   96 pozzetti (48 campioni)  
Riutilizzabile dopo….. 
Accurato lavaggio con garza sotto acqua corrente 

Risciacquare con acqua ultra pura (bidistillata) 

Risciacquare con Iso-2-Propanolo (per rimuovere tutte le 

contaminazioni idrofiliche)  

Far asciugare 

MBT Biotarget 96 US IVD 

MALDI Biotyper® target plates 

CA System 

IVD 

RUO 





Target plate   

“usa e getta” 

 48 pozzetti (24 campioni) 
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Il primo database marcato CE/IVD per 

 Micobatteri / Nocardia e Funghi filamentosi ! 

Lo spettrometro di massa MALDI-TOF 

BioMerieux Vitek MS 
Posted by Claire Barresi | Feb 13, 2017 | Solutions 

Caratteristiche dello strumento: 
•Con lo stesso campione, con un semplice switch è 

possibile passare dalla versione IVD alla versione RUO 

•Per ogni “Gruppo di acquisizione”, prima e dopo gli spot dei 

campioni viene eseguita l’acquisizione dello spettro dello 

“spot di controllo” - E.coli (ATCC) 

•Se lo spot controllo va bene, vengono acquisiti gli spot dei 

campioni, nel gruppo (16 spot, 8 campioni) 

•Se la lettura dello “spot controllo” fallisce prima della lettura 

dei campioni, questa non viene effettuata e passa al gruppo 

successivo; se la lettura fallisce dopo la lettura dei campioni, 

le acquisizioni di questi non vengono inviate alla fase di 

“Analisi dei dati” 

•Cambio sali ogni 20 giorni circa 

•Calibrazione da remoto 

KB V3.2 = 1,316 species 

    

1,095 bacteria and 221 fungi  

Including Brucella, Candida auris 

and Elizabethkingia anophelis 

Più di 40000 spettri 

https://www.biomerieux-microbio.com/author/claire-barresi/
https://www.biomerieux-microbio.com/solutions/




     VITEK MS 
Lo spettrometro di massa 

VITEK®         (BIOMERIEUX) 

Tecnologia MALDI-TOF 
Un software di ultima 

generazione, chiamato MYLA, 

in grado di ricevere, integrare e 

gestire efficacemente le differenti  

informazioni  

 provenienti sia dal VITEK MS 

(risultati identificazione in 

spettrometria di massa) che dal 

VITEK 2 (risultati antibiogramma 

con analisi fenotipica) ed in 

grado di trasferire al LIS 

l’informazione già verificata ed 

eventualmente validata dal 

microbiologo con estrema facilità 

e dispendio minimo di energie. 







 

STUDIO AMCLI 

      Obiettivo: Proporre un “Position Paper” in cui descrivere diversi 

protocolli di identificazione diretta dei microrganismi da 

emocoltura positiva mediante l’uso di flaconi Bact/Alert ed il 

sistema in spettrometria di massa VITEK MS 

2013 

Raffaella Mola 
Microb. Clinica NOCSAE 
Baggiovara (MODENA)  

PROTOCOLLI 
 

 CS : Centrifugazione e Semina 
  
 CF : Centrifugazione e Filtrazione 
 

 SD : Semina Diretta 
 
 AC : Arricchimento e Centrifugazione 



VALUTAZIONI 



2014 www.amcli.it 



Al mattino, semina a goccia spessa su Columbia Agar Sangue 5% 

Dopo circa 5 ore, dalla crescita 

ottenuta, si procede 

all’identificazione con MALDI-TOF MS 

 

MALDI-TOF:   

rapido, accurato ed economico 

per l’identificazione dei batteri 

Novara, oggi….. 

 modalità operativa emocolture positive al mattino  





Inoltre… 





MALDI-TOF MS: 

subtyping 

 Picchi o pattern spettrali corrispondenti a specifici 

determinanti di resistenza agli antibiotici rilevati nello 

spettro di massa batterico acquisito per l’identificazione 

di specie 

– Picco  PSM e MRSA 

– Bacteroides fragilis e cfiA 

– KPC-subtyping 

 La sensibilità dipende dalla prevalenza del/I clone/i che 

presenta il marker di resistenza tra tutti i ceppi circolanti 

con quella resistenza 

M. Cordovana 
Bologna, 03.12.2018 



Subtyping – Bacteroides fragilis (1) 

 2 gruppi di omologia del DNA (Divisione I e II) 

 Divisione II  carbapenemasi cromosomica codificata 

dal gene cfiA  (metallo β-lattamasi) 

 Modificazioni  costitutive nel pattern spettrale tra 

Divisione I e Divisione II   identificazione dei ceppi 

produttori di carbapenemasi (Nagy et al, 2011) 

M. Cordovana 
Bologna, 03.12.2018 



Subtyping – Bacteroides fragilis (2) 

• I nostri risultati 

Cordovana et al., 2018 

  
B. fragilis 

Bologna 

B. fragilis 

Dortmund 

  (n=406) (n=4894) 

cfiA+ 41 (10.1%) 374 (7.6%) 

cfiA- 365 4520 



MUFFE 









MICOBATTERI / NOCARDIE 



Protocollo micobatteri/nocardia 



Protocollo micobatteri Bruker MycoEX 

 per  inattivazione/estrazione  



– Protocollo brevettato 

– Tutto l’occorrente per l’inattivazione / estrazione da terreno solido/liquido 

• Compatibile con: 

– BacT/ALERT ® MP (BioMérieux) 

– BBL MGITTM  960 (BD) 

– VersaTREK ® Myco (Thermo Scientific) 

VITEK® MS MYCOBACTERIA /NOCARDIA Kit  
Preparazione da terreno solido/liquido 

100 test/kit (set da 25) 

Data di scadenza: 12 Mesi, 4 settimane dopo apertura del set 

Stoccaggio:  prima dell’apertura = 2-25°C – dopo apertura = 15-25°C 

Componenti Packaging / Quantità 
Provette contenenti biglie in vetro  100 

Provette Eppendorf da 2ml 100 

Etanolo al 70% 2 flaconcini 

Acido Formico al 70% 4 flaconcini 

Acetonitrile 4 flaconcini 

Il primo database marcato CE/IVD 

per 

 Micobatteri / Nocardia 



In 40  µ 

3 

Dopo lo step di 

inattivazione , la fase 

di  estrazione può 

essere effettuata fuori 

dalla cabina di 

sicurezza 

L FA [70%] 

Vortexare e trasferire il  

surnatante in una 

microprovetta da 2ml conica 

Note: non trasferire le biglie 

Eliminare il 

surnatante 

Risospendere il pellet con10 µl 

acido formico 70%. 

Vortex fino a completa 

omogenizzazione 

Aggiungere 10µl acetonitrile  

Vortex fino a completa 

omogenizzazione  

Centrifugare at 2 min* 

10000 – 14000 g 

Depositare 1µl supernatant 

su due spot(s) 

Lasciare asciugare 

completamente.  

Aggiungere 1µl matrice 

Lasciare asciugare 

Centrifugare >2 min. 

10000 – 14000 g 

Incubare verticalmente a 

temperatura ambiente per 10 min 

(inactivation time) 

Vortex  

15 min 

or  Bead beatter  

5 min  

Utilizzare una cabina di sicurezza P3 

SOLIDO: 

Lowenstein-Jensen, 7H10, 

7H11 and Coletsos 

Trasferire con ansa da 1µl, una colonia in 

una microprovetta da  1,5 ml contenente 

circa 0.5mm di biglie di vetro e  500 µl 

Etanolo 70% 

 

LIQUIDO: 

BacT/ALERT® MP, MGITTM 

or VERSATREK® Myco 

 

 

 

 

 

Vortexare la provetta per 5-10 sec. , trasferire 3 ml in una 

microprovetta conica da  5 ml 

Centrifugare10 min a 3000g 

Eliminare il surnatante, 

lasciare asciugare il 

pellet. Risospendere il 

pellet con 500 µl di 

Etanolo 70%. 

 

Trasferire la  

sospensione in in una 

microprovetta da 1,5 ml 

contenente  circa 0.5mm 

di biglie di vetro 

 
Protocollo micobatteri VITEK® MS  
per inattivazione/estrazione   
  

Estrazione 



In 40  µ 

3 

Dopo lo step di 

inattivazione , la fase 

di  estrazione può 

essere effettuata fuori 

dalla cabina di 

sicurezza 

L FA [70%] 

Vortexare e trasferire il  

surnatante in una 

microprovetta da 2ml conica 

Note: non trasferire le biglie 

Eliminare il 

surnatante 

Risospendere il pellet con10 µl 

acido formico 70%. 

Vortex fino a completa 

omogenizzazione 

Aggiungere 10µl acetonitrile  

Vortex fino a completa 

omogenizzazione  

Centrifugare at 2 min* 

10000 – 14000 xg 

Depositare 1µl supernatant 

su due spot(s) 

Lasciare asciugare 

completamente.  

Aggiungere 1µl matrice 

Lasciare asciugare 

Centrifugare 5 min. 

10000 – 14000 xg 

Incubare verticalmente a 

temperatura ambiente per 10 min 

(inactivation time) 

Vortex  

15 min 

Utilizzare una cabina di sicurezza P3 

SOLIDO: 

Lowenstein-Jensen, 7H10, 

7H11 and Coletsos 

Trasferire con ansa da 1µl, una colonia in 

una microprovetta da  1,5 ml contenente 

circa 0.5mm di biglie di vetro e  500 µl 

Etanolo 70% 

 

LIQUIDO: 

BacT/ALERT® MP, MGITTM 

or VERSATREK® Myco 

 

 

 

 

 

Vortexare la provetta per 5-10 sec. , trasferire 3 ml in una 

microprovetta conica da  5 ml 

Centrifugare 20 min a 13000xg 

Eliminare il surnatante, 

lasciare asciugare il 

pellet. Risospendere il 

pellet con 500 µl di 

Etanolo 70%. 

 

Trasferire la  

sospensione in in una 

microprovetta da 1,5 ml 

contenente  circa 0.5mm 

di biglie di vetro 

 
NOSTRO Protocollo micobatteri 
VITEK® MS  per inattivazione/estrazione   

  

Estrazione 





49 specie di micobatteri 



Automazione  

Non è semplificare il lavoro 

 ma gestione di processi complessi 

 integrati ad un livello superiore 

 

Richiede  

 integrazione di numerose conoscenze 

 rapidità di decisione 

 Prof. P. Brambilla 2012 




