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Espectrometria de masas MALDI-TOF

MALDITOF

Siglas del inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz) y TOF
del inglés Time-Of-Flight (tiempo de vuelo)

Es un método donde una muestra se mezcla con una sustancia que la protege y luego se le apunta con un laser.
Esto hace que las moléculas se liberen (desorcion) y se carguen eléctricamente (ionizacion) sin romperse, para
poder ser medidas en un espectrometro de masas.

Fundamento

La espectrometria de masas es una técnica analitica en la que los atomos o moléculas de una muestra son
ionizados, permitiendo que puedan ser separados de acuerdo a su relacion masa/carga (m/q) y luego ser
detectados por fotomultiplicadores y sus registros convertidos en informacién digital para ser tratados mediante
procesos informaticos.
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Espectrometria de masas MALDI-TOF

Fundamento

La cepa analizada, aporta sus macromoléculas proteicas para lo cual es primero implantada en una base o Target
de acero inoxidable, luego es cubierta por una matriz cristalina organica cuya composicion es a-ciano-4-
hidroxicinaminico especial para analizar péptidos, que protegera a las moléculas proteicas de ser destruidas y
facilitara la vaporizacion y la ionizacion.

La muestra contenida en una camara al vacio es entonces irradiada con un laser pulsado de nitrogeno en distintas
areas. La energia del laser expulsa los iones de la matriz que cubren a las proteinas, ambas electronicamente
excitadas, cationes y macromoléculas neutrales, que crean una densa nube de gas por encima de la superficie de
la muestra. Los fragmentos ionizados adquieren una carga electronica de acuerdo a su relacion masa/carga (m/q)
y posteriormente se desplazan hasta impactar en el sensor multiplicador, originando sefiales donde se determina
la velocidad o tiempo de vuelo (TOF), llegando las particulas mas pequefas primero y las de mayor peso o tamafio
después y estas senales son interpretadas en la o las librerias informaticas del equipo.
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Espectrometria de masas MALDI-TOF

Resumen

La espectrometria de masas por MALDITOF comprende:

e El uso de un |aser para vaporizar e ionizar moléculas
* La medicidon de la relacion masa/carga de las moléculas

* La generacidon de un espectro de masas mediante tiempo de vuelo que se compara con una base de datos de
espectros de masas a partir de microorganismos conocidos.

* Laidentificacidon de la cepa desconocida se realiza en funcidn de la coincidencia mas cercana
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Identificacion de micobacterias mediante MALDI-TOF MS
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La espectrometria de masas se basa en la
comparacion del espectro proteico producido
por una muestra en particular, respecto al de
una base de datos de referencia.

Contreras, Samuel, Rodriguez, David, Vera, Francisco, Balcells, Maria Elvira, Celis, Luis, Legarraga, Paulette, Roméan, Juan Carlos, & Garcia, Patricia. (2020). Identificaciéon de especies de

micobacterias mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF). Revista chilena de infectologia, 37(3), 252-256
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Métodos de extraccion:

* Método de extraccion para cepas de Micobacterias y Nocardias

- Colocar 300 pl de agua HPLC en un tubo Eppendorf de 1.5 ml

- Transferir con asa de inoculacion de 10 pl, hasta tres colonias para obtener un buen tamafio del pellet, homogeneizar.
- Inactivar por calor a 95°C (+/- 2° C), por 30 minutos en bafio Maria

- Centrifugar por 2 minutos a 13.000 o 15.000 rpm y eliminar el sobrenadante

- Re-suspender el pellet con 300 pl de agua HPLC

- Afiadir 900 pl de Etanol 100% y mezclar vigorosamente mediante vortex por 1 minuto.

- Centrifugar por 2 minutos a 13.000 o0 15.000 rpm y eliminar el sobrenadante

- Re-suspender el pellet con 500 pl de agua HPLC

- Centrifugar 2 minutos a max. velocidad (spin), eliminar el sobrenadante y re-suspender el pellet con 50 pl agua HPLC.
- Inactivar por calor a 95°C (+/- 2° C), por 10 minutos en bafio Maria

- Una vez frias las muestras, agregar 1200 pl de Etanol puro (almacenado en congelador -20°C+/-2)

- Centrifugar 2 minutos a max. velocidad (13.000 rpm), eliminar el sobrenadante

- Centrifugar nuevamente y eliminar el etanol residual cuidadosamente con pipeta

- Secar el pellet a T° Ambiente por 2 minutos

- Afiadir las perlitas de Silica 0,5 mm (cantidad aprox. de una espatula pequefia)
- Agregar 50 pl de Acetonitrilo puro

- Vortear la mezcla a maxima velocidad por 1 min

- Agregar 50 pl de Acido Férmico al 70%

-Vortear la mezcla a maxima velocidad por 5 a 10 segundos

- Centrifugar 2 minutos a max. velocidad (13.000 rpm)

- Utilizar el sobrenadante (extracto)
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Métodos de extraccion:

e Método de extraccion para cepas de Micobacterias Seccidon Micobacterias

El MBT Mycobacteria IVD Kit es un dispositivo de diagndstico in vitro para la
preparacion de muestras de micobacterias a partir de cultivos de medios liquidos y
solidos con crecimiento positivo destinados al cultivo de especies de Mycobacterium.

Se utiliza junto con el espectrometro de masas Bruker IVD MALDI-TOF, el software, las
bibliotecas de referencia y los reactivos del flujo de trabajo de MALDI Biotyper para
facilitar la identificacion cualitativa semiautomatizada y la diferenciacion de infecciones
por Mycobacterium spp. en muestras derivadas de muestras humanas. Los resultados
se utilizan junto con otros hallazgos clinicos y de laboratorio para ayudar en el
diagnostico.
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Métodos de extraccion:

e Método de extraccion para cepas de Micobacterias Seccidon Micobacterias

1.- Recoja la biomasa en 1,2 mL de medio desde la parte inferior de un tubo o frasco
con una pipeta Pasteur desechable.

1* Recoja la biomasa en 6-7 mL de medio desde la parte inferior de un tubo o frasco
con una pipeta Pasteur desechable.

Para medios sélidos tome una masa visible con asa de 10 pl

2.- Transfiera el medio con la biomasa a un vial de suspension.

3.- Centrifugue a velocidad maxima durante 2 minutos entre 13 000 y 15 000 rpm.
3* Centrifugue a velocidad méaxima durante 5 minutos entre 13 000 y 15 000 rpm.

4.- Elimine con una pipeta el sobrenadante.

4* Junte todos los precipitados en un tubo adecuado al volumen a utilizar y afiada agua
desionizada calidad HPLC al pellet formado, vortexee la mezcla y repita la
centrifugacién. Elimine con una pipeta el sobrenadante

PRECAUCION

Es esencial eliminar cuidadosamente todo el medio liquido después de la
centrifugacion. De lo contrario, pueden adquirirse espectros de masa que no son
aptos para fines de identificacion. Puede usar puntas de micropipetas para eliminar el
liquido remanente.
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Métodos de extraccion:

e Método de extraccion para cepas de Micobacterias Seccidon Micobacterias

5.- Afada 300 pL de solucién de lavado.

6.- Aflada 900 pL de reactivo de inactivacion.

7.- Suspenda la biomasa utilizando un vértex durante 1 minuto a velocidad maxima.
8.- Incube 30 minutos a temperatura ambiente (TA) para inactivar las bacterias.

9.- Centrifugue a velocidad maxima durante 2 minutos entre 13 000 y 15 000 rpm.
9* Centrifugue a velocidad maxima durante 5 minutos entre 13 000 y 15 000 rpm.

10.- Elimine con una pipeta el sobrenadante.
11.- Centrifugue a velocidad maxima durante 10 segundos entre 13 000 y 15 000 rpm.

12.- Elimine con una pipeta el resto de sobrenadante.
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Métodos de extraccion:

* Método de extraccion para cepas de Micobacterias Secciéon Micobacterias

13.- Aflada 50 pL de acetonitrilo y pipetee hacia arriba y abajo 5 veces.
13* Cuide que no quede masa bacilar en las paredes, llévelas al fondo del tubo

14.- Afada 50 pL de acido formico al 70 %.

15.- Agite durante 1 minuto a velocidad maxima.
15* Agite durante 2-3 minuto a velocidad maxima usando vortex

16.- Centrifugue a velocidad maxima durante 2 minutos entre 13 000 y 15 000 rpm.
16* Centrifugue a velocidad maxima durante 5 minutos entre 13 000 y 15 000 rpm.

17.- Ponga 1 ulL de sobrenadante del extracto en la placa de muestras MALDI y deje que
se seque; recubralo con 1 pL de IVD Matrix HCCA-portioned y deje que se seque.

17* Ponga 1 uL de sobrenadante del extracto en la placa de muestras MALDI y deje que
se seque, una vez seco cargue nuevamentel uL de sobrenadante del extracto y espere
que seque; recubralo con 1 uL de IVD Matrix HCCA-portioned y deje que se seque.

*** Evalué la cantidad a pocillos en que cargara el extracto. Recomendamos 2 o 3,
segun la placa utilizada, si es reutilizable o desechable.
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Métodos de extraccion:

* Método de extraccion para cepas de Micobacterias Secciéon Micobacterias

18.- En el software MBT, elija la opcidon de tipo de muestra « Mycobacteria» para el
analisis.

19.- Introduzca la placa de muestras MALDI y complete la medicion MALDI-TOF MS.

20.- El MBT identificara el organismo, y los resultados se notificaran a través del informe
de clasificacidon de resultados del MBT System.
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Métodos de extraccion:

e Método de extraccion para cepas de Micobacterias Seccidon Micobacterias

PRECAUCIONES:

Una vez que la muestra se ha secado, se recomienda afadir la solucion IVD Matrix
HCCA- portioned antes de que transcurran 30 minutos. Se deben ignorar los
resultados de la identificacion de una muestra que se recubrio con disolucion de IVD
Matrix HCCA-portioned mas de 30 minutos después del secado. Se debe repetir la
preparacion de esa muestra en una posicion de placa de muestras MALDI no ocupada
0 en una placa de muestras MALDI diferente

Las placas de muestras MALDI preparadas deben analizarse en un periodo maximo de
24 horas tras la preparacion. Sin embargo, el analisis debe realizarse en un plazo de 8
horas para obtener un resultado dptimo. Si han pasado mas de 24 horas desde la
preparacion, se debe repetir el procedimiento de preparacion de la muestra de la
placa de muestras MALDI.

Asegurese de que los puntos estan bien separados entre si y que ninguno de ellos
entre en contacto con una posicidon préxima. Si se produce el traspaso en una placa de
muestras MALDI desechable, se deben desechar las posiciones afectadas y se debe
repetir la preparacion de la muestra en posiciones sin usar o en una nueva placa de
muestras MALDI.
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Mycobacteria library

182 species entries

La seleccidon de un flujo de trabajo

M. abscessus M. diemhoferi M. kyorinense M. pseudoshottsii

M. africanum M. doricum M. lacus M. psychratolerans e S p e C Ilfi CO p a ra m i CO b a Cte ri a S res u Ita e n

M. agn M. duvalii M. lehmanri M. pulveris

M. aichiense M. eburnaum M. fentiflavum M. pyrenivorans d I 5 b H I H d d 5
M. algencum M. elephantis M. litorale M. rhodesiae u n a u m e n to e a S e n SI I I a SI n

M. alsense M. engbaekii M. latzaranse M. riyadhense 7 . oo o

M. alvei M. eurcpaeurn M. longobardurr M. rufurm p e rd | d a d e es p e C | fl Cl d a d
M. angelicum M. fallax M. lutetiense M. rutifum

M. anyangense M. farcinogenes M. madagascanense M. salmaniphilurm

M. aquaticum M. flavescens M. mageritense M. saopaulense

M. arabignse M. figrentinum M. maimoense M. sarraceniag

M. arcueilense M. fluoranthenivorans M. mantenii M. saskatchewanense

M. aromaticivorans M. fortuitum M. marinum M. scrofulaceum

M. arosiense M. fragae M. marseillense M. sedirminis

M. arupense M. frani M. microti M. senegalense BTS

M. asiaticum M. fredernksbergense M. minnesotense M. senuense

M. aubagnense M. gadium M. monacense M. seoulense

M. aururm M. gastri M. montefiorense M. seplicurm

M. austroafricanum M. genavense M. montmartrense M. setense Fi I Fu n g i

M. awium M. gilvum M. moriokaense M. shermisii

M. bacterarmicum M. goodii M. mucogenicum M. shigaense

M. basiliense M. gordonae M. murale imoidel

M. boenickei M. grossiae M. nebraskense M. shinjukuense Mvcob a cte ri a

M. bohemicum M. haemophilum M. necaurum M. simiae

M. botrignse M. hassiacurm M. neurmannii M. smegmatis

M. Bovis M. heckeshormanse M. newerleansense M. sphagni

M. bourgelatii M. heidelbergense M. nonchremogenicum M. staphanolepidis se ps itype r

M. brander M. halvurm M. noviomagense M. stomatepiae

M. brisbanense M. heraklionanse M. novocastrense M. szuigai

M. brumag M. hibarmiae M. sbuensa M. taimoniae

M. canariasense M. hippocampi M. pallens M. terrae .

M. caprag M. hodien M. palustre M. thermoresistibile Range InterprEtatlon Symbols Color
M. celatum M. halsaticum M. paraense M. timonense

M. celenflavum M. houstonense M. paraffinicum M. tokaiense 2.00 - 3.00 (++ +) green
M. chelonae M. icosiumassiliensis M. parafartuwiturm

M. chimaera M. irm 10GEAUITT M. paragordonae M. tniviale

M. chitag M. insubricum M. parakoreense M. tubsrculosis 1.70 - 1.99 Low-confidence species identification (+) yellow
M. chiorophenolicum M. interectum M. parascrofulaceum M. tusciae

M. chubuensa M. intermedium M. paraseculense M. vaccae 0.00 - 1.69 (-) red
M. colombiense M. intracellulare M. paraterrae M. vanbaalenii

M. conceptionense M. iranicum M. parmeanse M. virginignse

M. confluentis M. kansasii M. peregrnum M. vulnerans

M. conspicuwm M. kemossense M. phiai M. wolinskyi

M. cookii M. koreense M. phocaicum M. xanopi

M. cosmeticum M. kubicag M. poreinum

M. crocinum M. kumamotonense M. poriferae
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Métodos de extraccion:

* Método de extraccion para cepas de Micobacterias Secciéon Micobacterias

Result Overview
Sample Score Organism (second-best Score
e Sample ID Organism (best match) Veling match) Value
i | MeSssez Escherichia coli Escherichia coll
“ 3—;‘( A) A@gﬁgﬁg?z Escherichia coli Escherichia coll
D5 1 ; ) ; .
(") (A) | (Mycobacteria) Mycobacterium avium Mycobacterium avium 1.69
Dé 1 Mycobacterium avium Mycobacterium avium
(+++) (A) | (Mycobacteria) Y 4
D7 2 Mycobacterium 1.74 Mycobacterium 1.74
(+) (A) | (Mycobacteria) |chimaera intracellulare group| —— |chimaera intracellulare group | —=
Mycobacterium .
D8 2 . Aycobacienum Mycobacterium
(+++) (A) | (Mycobacteria) c“'ﬁp:?ﬁ;”;jafrﬁp:é‘:ﬁ“a:gu chimaera intracellulare group
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Métodos de extraccion:

* Método de extraccion para cepas de Micobacterias Secciéon Micobacterias

Result Overview

Sample | s.molelD | Organism (bestmatch) | Soore Oruanhm"md-but Score

Name Value Value
(++E_)3 @) A{Sgﬁggr%%? Escherichia coli Escherichia coll
(HE_‘]‘ @) Ag;%ﬁggr%?? Escherichia coli Escherichia coli
D5 9 n o i ]

@A) | (Mycobacteria) Mycobacterium avium 1.76 Mycobacterium avium 1.69

D6 1 . . . .
(++%) (A) | (Mycobacteria) Mycobacterium avium . Mycobacterium avium .

D7 2 Mycobacterium 174 Mycobacterium 174
(+)(A) | (Mycobacteria) | chimaera intracellulare group| —— |chimaera intracellulare group| ——

Mycobacterium
chimaera intracellulare group

Mycobacterium

D8 2 : -
._, |chimaera_intracellulare group
(+++) (A) | (Mycobacteria) typed as M. intracellulare

E9 9 No Organism |dentification
Possible

No Organism Identification
(-)(B) | (Mycobacteria) Possible

E10 9 M;.rmbacﬁarium -
., |mucogenicum phocaicum gro| 1.
(+)(B) | (Mycobacteria) up

Mycobacterium
mucogenicum_phocaicum_gro| 1.78

up
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Métodos de extraccion:

 Método de extraccion para cepas de Micobacterias Seccidon Micobacterias

Result Overview
Rank Score Rank Score
(Quality) Matched Pattern Value NCBI Identifier (Quallty) Matched Pattern Value NCBI Identifier
Nunal Sample ID Organism (best match) | .0 g hm"ém) Value (l) Mycobacterium avium ssp avium DSM 44158 DSM b 1.76 44454 ( +l +) Mycobacterium avium [ssp hominissuis] 276_04 FZB b M 439334
D3 ATCC25922 PPy - ) .
(++4)(A) | " (sancara) Escherichia ool Exgieiiidal o Mycobacterium avium ssp avium DSM 43216 DSMb | 1.69 44454 (o) Mycobacterium avium ssp avium DSM 44158 DSM b 44454
- E—;‘ ® A@gﬁgggfz Escherichia col Escherichia coli =
* Mycobacterium avium ssp avium ATCC VAR 1.65 1764 (E) Mycobacterium avium [ssp hominissuis] 1840 09 FZB b 1.77 439334
(+%A) (Mycut:acleria) Mycobacterium avium Mycobacterium avium 1.69
(:) Mycobacterium avium ssp avium DSM 44157 DSM b 1.63 44454 (i) Mycobacterium avium ssp avium DSM 43216 DSM b 167 44454
+ E—?( A) (Mym;ammia) Mycobacterium avium Mycobacterium avium
D7 2 e MycoBacteri Mycobacterium avium [ssp hominissuis] 276_04 FZBbM | 1.61 439334 Mycobacterium avium ssp avium 1244_09 FZB b 166 44454
(+)(A) | (Mycobacteria) | chimaera ﬁr:r?eeﬂl;% group| —— |chimaera ﬁwolraaceelrjll.;rrg group s ) Gd
; 6 A i ST 6 . . T
D8 2  Mycobaclerium Mycobacteri Mycobacterium avium [ssp hominissuis] 142_10 HLG b 439334 Mycobacterium avium [ssp hominissuis] 276 04 FZB b 1.65 439334
(+++) (A) | (Mycobacteria) m%g—ug chimaera ﬁwotr:ceelrjlgrrg group ) (+)
(z) Mycobacterium avium ssp avium CCUG 28067 CCUG b 44454 (1) Mycobacterium avium 12029441 MVD b 1.65 1764
(§) Mycobacterium avium ssp avium 1244_09 FZB b 44454 (E) Mycobacterium avium 08 TWF 1.63 1764
(?) Mycobacterium avium [ssp hominissuis] 1840_09 FZB b 439334 (E) Mycobacterium avium ssp avium CCUG 28067 CCUG b 1.63 44454
Result table for sample 3--continued on next page Result table for sample 4—-continued on next page
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Métodos de extraccion:

 Método de extraccion para cepas de Micobacterias Seccidon Micobacterias

E9 9 No Organism Identification No Organism Identification
(-)(B) | (Mycobacteria) Possible Possible

E10 g Mycobacterium Mycobacterium
(+7(B) | (Mycobacteria) mu@amcumughocalcum gro 1.78 |mucogenicum phocaicum gro

up

up

178

Rank Score Rank Score
(Quality) Matched Pattern Value NCBI Identifier (Quallty) Matched Pattern Value NCBI Identifler
1 Mycobacterium mucogenicum_phocaicum_group (M 1 Mycobacterium mucogenicum_phocaicum_group (M
() mucogenicum AFB053 MCW b) 56689 (+) mucogenicum 2707 12 FZB 178 56689
2 Mycobacterium mucogenicum phocaicum group (M 56689 2 Mycobacterium mucegenicum phocaicum_group (M 178 1763
(-) mucogenicum 7581_09 FZB b) ety (+) phecaicum CICC 23970 b) L s
3 Myecobacterium mucogenicum_phocaicum_group (M 56689 3 Myeobacterium mucogenicum_phocaicum_group (M 174 56680
() mucogenicum 2707_12 FZB b M) Bttt (+) mucogenicum CCUG 25238 CCUG b) — s
4 Myeobacterium mucogenicum_phocaicum_group (M 4 Myecobacterium mucogenicum_phocaicum_group (M
“) phocaicum CICC 23970 b) 1763 ) mucogenicum 2077340 [IUB b) 174 56689
5 Mycobacterium mucogenicum phocaicum_group (M 5 Mycobacterium mucogenicum phocaicum_group (M
) mucogenicum CCUG 25238 CCUG b) 36659 *) mucogenicum CCUG 54546 CCUG b) b 36609
6 Mycobacterium mucogenicum_phocaicum_group (M 6 Mycobacterium mucogenicum_phocaicum_group (M
(=) mucogenicum AFB037 MCW b) 56689 (+) mucogenicum 7581_09 FZB b) 165 26669
7 Mycobacterium mucogenicum _phocaicum_group (M 7 Mycobacterium mucogenicum phocaicum_group (M
) ucogenicum DSM 44124 D8I B 56689 (+) mucogenicum AFB053 MCW b) 162 56689
8 Mycobacterium mucogenicum_phocaicum_group (M 56689 8 Mycobacterium mucogenicum_phocaicum_group (M 56680
(<) mucogenicum 815_11 FZB b) (<) mucogenicum 815 11 FZB b) S
9 Mycobacterium mucogenicum_phocaicum_group (M 9 Mycobacterium mucogenicum_phocaicum_group (M
(=) mucogenicum 1 56689 {-) mucogenicum 56689

Result table for sample 19-—-continued on next page

Result table for sample 20—continued on next page
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Puntos criticos para el procesamiento de cultivos con sospecha de MNT

Los cultivos deben ser:

» Puros (sin contaminacion, frotis de cultivo)

» Biomasa adecuada (desarrollo visible)

» Frescos (dependiendo de la sospecha, crecimiento rapido o crecimiento lento, MGIT o LJ)

» Calibrador para validar la tanda (BTS: Bacterial Test Standard o Escherichia coli ATCC 25922 )

La calibracion tiene como objetivo medir 6 a 8 proteinas de tamano especificos:

*RL29

*RS32 Parametros de
*RS34 Aceptacion
*RS33 Meth usando BTS
*RL29

*RS19

*RNAse A

*Myoglobin
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Ventajas Desventajas
* Estd presente en los laboratorios de * Presencia de proteinas del medio liquido causa
microbiologia (costo — efectivo) interferencia
* Tiempo de obtencion de resultados rapidos e Cultivos con desarrollo abundante
* Alta especificidad * Puros
e Bajo costo por muestra * Nivel adecuado de confianza, lo que hace

necesario repetir el analisis mediante
MALDI-TOF MS y/o recurrir a métodos
complementarios de identificacion

* Permite alto volumen de analisis

* Microorganismos estrechamente relacionados
no pueden distinguirse entre si mediante
MALDI-TOF
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