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• Importanza della corretta identificazione per un 
trattamento terapeutico efficace. 

• L’identificazione fenotipica è complessa  
 
• I metodi molecolari sono molto accurati ma 
dispendiosi e lunghi. 

• La spettrometria di massa MALDI-TOF consente 
l’identificazione rapida, affidabile e a costi ridotti dei 
microrganismi. 
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Grafico 1. Identificazione morfologica degli isolati appartenenti al genere Aspergillus 
Grafico 2. Identificazione mediante MALDI-TOF MS degli isolati appartenenti al genere Aspergillus 

Dei 103 isolati saggiati, 92 sono stati identificati a livello di specie, 3 a livello di 
genere, e i restanti 8 non sono stati identificati in quanto appartenenti a specie 
non ancora presenti in database.  

Confrontando i risultati ottenuti mediante MALDI-TOF MS con quelli 
ottenuti mediante i metodi molecolari, tutti gli isolati hanno mostrato una 
piena  concordanza. 
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Determinazione della sensibilità agli antimicotici 

E-Test  Kirby-Bauer 

Osservazione microscopio 



MPCC, minimal profile change concentration 

MPCC 



MPCC, minimal profile change concentration 

MPCC MIC 



No CSF 
 1 μg/ml 
2 μg/ml 
4 μg/ml 
8 μg/ml 

16 μg/ml 
32 μg/ml 

64 μg/ml 
128 μg/ml 

MPCC 

CSF 2 μg/ml  CSF 4 μg/ml 

Valutazione della sensibilità alla caspofungina in Candida e Aspergillus in 15h 
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ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) for caspofungin susceptibility testing of Candida and Aspergillus species. J 
Clin Microbiol. 2012 50:2479-83. 

Profili proteici di un isolato di C. albicans esposto a diluizioni seriali di CSF 



0.05 μg/ml 

 
0.1 μg/ml 
 
0.2 μg/ml 
 
0.4 μg/ml 

La modifica microscopica delle ife che si verifica al punto di MEC corrisponde ad una 
variazione del profilo proteico 

MEC di CSF in A. flavus  
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Valutazione della sensibilità alla caspofungina in Candida e Aspergillus in 15h 
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CCI: correlation index 

ROSSO: alta correlazione 
BLU: bassa correlazione 

Analisi di correlazione mediante Biotyper 2.0 



MPCC 

La più bassa concentrazione di farmaco a cui il profilo proteico è più simile quello ottenuto alla 
massima concentrazione di farmaco rispetto a quello ottenuto in assenza di farmaco 
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Matrice di correlazione per DSP155 C. glabrata  

Valutazione della sensibilità alla caspofungina in Candida e Aspergillus in 15h 





Dal confronto dei valori MPCC con quelli di MIC e utilizzando i CBPs 
interpretativi secondo CLSI, risulta che tutti gli isolati di Candida 
resistenti alla CSF sono stati correttamente categorizzati, mentre 
solo 2 (C. krusei) dei 16 isolati sensibili sono stati erroneamente 
classificati come intermedi-sensibili alla CSF. 
 
Per quanto riguarda gli isolati di A. fumigatus e A. flavus, per i quali 
non esistono stabiliti CBPs, le MEC ottenute tramite MALDI-TOF MS 
rientrano perfettamente nei cut-off epidemiologici proposti 
recentemente per tali specie fungine. 

RISULTATI: 
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Valutazione della sensibilità alla caspofungina in Candida e Aspergillus in 15h 



Differenziazione tra i mutanti Fks1 e i ceppi WT di C. albicans dopo 3 h 

[32 µg/ml] 

[0 µg/ml] 

[0.03 µg/ml] 



Differenziazione tra i mutanti Fks1 e i ceppi WT di C. albicans dopo 3 h 

3 h 
 



Species Strain designation Genotype 
fks1 

MIC CLSI 
(mg/L) 

MALDI-TOF 
categorization 

Hot-spot 1 Hot- spot 2 

C. albicans DPL1012 D648Y WT 0.5 S 
DPL1006 F641L WT 2 R 
DPL1007 F641S WT 4 R 
DPL1010 S645F WT 4 R 
DPL1011 S645F   R1361R/H 4 R 
DPL21 S645P WT 8 R 
DPL1009 S645F WT 4 R 
DPL1013 P649H WT 1 R 
UCSC41-250612 S645P WT 4 R 
UCSC78-270612 S645P WT 4 R 
UCSC100-110612 S645P WT 4 R 

No of isolates No of misclassified isolates (%) 
 

Method Species  Total (fks1/wt) CA VME ME mE 
CLSI C. albicans 63 (11/52) 62/63 (98) 0/63 0/63 1/63 (1.6) 

MALDI-TOF C. albicans 63 (11/52)  62/63 (98) 1/63 (1.6) 0/63 - 

RISULTATI 

Differenziazione tra i mutanti Fks1 e i ceppi WT di C. albicans dopo 3 h 



CONCLUSIONI 

• La spettrometria di massa MALDI-TOF come un metodo 
rapido e affidabile per l’identificazione dei lieviti e dei 
miceti filamentosi. 
 
• Applicazione della MALDI-TOF MS per la creazione di 
nuovi test di sensibilità agli antimicotici. 
 
• Necessità di ulteriori studi per validare questo nuovo 
approccio e per eventualmente estenderlo anche ad altri 
antimicotici. 
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