UTILIZZO DEL MALDI PER
'IDENTIFICAZIONE E SAGGIO DELLA
SENSIBILITA DI FUNGHI PATOGENI




* Importanza della corretta identificazione per un
trattamento terapeutico efficace.

 l'identificazione fenotipica € complessa

| metodi molecolari sono molto accurati ma
dispendiosi e lunghi.

e La spettrometria di massa MALDI-TOF consente
I’identificazione rapida, affidabile e a costi ridotti dei
microrganismi.
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Order Genus Strain’
Eurotiales Aspergilius
Section Fumigati Aspergilius fumigatus ATCC1028, CG221, CG230, CG274, CG287, CG295
4. lertnins UCSC529, CBS117887
A. novofimigatus CBS117519
A viridinutans CBS127.56
Neosartorya udagawae CG283, CBS114217, UCSC298
N. hiratsukae CBS294.93, UCSC194
N. pseudofischeri CB3404.67, CG200
A. unilateralis CBS126.56
Section Flavi 4. flevus CBS110.45, UCSC387, FL16
A. flavus var. columnaris CBS485.65
4. ormyzae CBS108.24, CBS819.72, FL13, FL22
A. parasiticus CBS571.65
. parasiticus var. globosus CBS260.67
allicceus UCSC343
terreus UCSC405, UCSC431, FL3, FL9, FL52, FL64, FL67
alabamensis FL109, FL110
niger FL6, FL17
tubingensis CBS115.29, UCSC453, FL9, FL12
A. awamori CB5113.33
4. japoricus CBS568.65
4. foetidus CBS119384, FL4
Section Nidulantes Emericelln nidulans UCSC401, UCSC424
guadrilinecia CBS235.65
. sydowii UCSC344, UCSC438
. versicolor UCSC229, UCSC234, UCSC441
. unguis UCSC132, UCSC324
. ustus CBS239.90
. calidoustus CB3121601
. ochraceus UCSC4, UCSC421
. mellets UCSC426
. sclerofiorum UCSC338
Section Aspergiiius . glaucus UCSC206, UCSC216
Section Candidi A. eandidus UCSC175
Mucorales Mucor Mucor racemosus FL47T
M. plimbens FLA42
M. fragilis FL71
M. circinelloides FL84, UCSC161, UCSC167, TUMO04-52007005
M. hiemalis FL72

N

Section Terref

Section Nigri

SR N

e

1

Section Usti

Section Circumdati

[N TR N N T SN VN T

Lichtheimia Lichtheimia corymbifera FL41, FL103
Lichtheimia ramosa FLT6
Rhiizopus Rhizopus microsporus FL15, FL28
R. orpzae UCSC6, UCSCT4, UCSCTY5, UCSC233 o —
Rhizomucor Rhizonicor pusilius FL45, TUM07-0254
Hypocreales  Fusarium F. solani species complex, FL94, FL97, UCSC447, UCSC448, UCSC490

F. chiamydosporum species complex CBS145.25, FL94, FL96, FL97
F. oxysporum species complex UCSC127, UCSC512

F. proliferatum UCSC446

F. subglutinans TUMO02-0755

F. brachygibbosum CBS121682, UCSC439

F. incarnatunt-eguiseti species complex CBS150.25, UCSC490

F. pricinctim species complex CBS449.67, UCSC463

F. dimerum CBS366.73

F. poce ATCC15654

F. verdicillioides CBS125.73

Gibberella flifikiroi species complex UCSC464
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E. de Carolis, B. Posteraro, C. Lass-Florl, A. Vella, A. R. Florio, R. Torelli, C. Girmenia, C. Colozza, A. M. Tortorano, M. Sanguinetti and G. Fadda. Species identification of
Aspergillus, Fusarium and Mucorales using direct surface analysis by MALDI-TOF mass spectrometry. Clin Microbiol Infect 2012 May;18(5):475-84.




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 1 risultati ottenuti mediante MALDI-TOF MS con quelli
ottenuti mediante 1 metodi molecolari, tutti gl isolati hanno mostrato una
piena concordanza.

. A.cali
E. nidulans calidoustus

A. sydowii

\ ey -

A.unguis .
M Sezione fumigati A. versicolor \ A. fumigatus
\u

O Sezione flavi . .
. . A.tubingensis
O Sezione terrei

H Sezione nigri

. . A. niger
O Sezione nidulantes 9
B Sezione circumdati A. alabamensis

O Sezione ustus A. terreus

A. alliaceus

A. flavus

Grafico 1. Identificazione morfologica degli isolati appartenenti al genere Aspergillus
Grafico 2. Identificazione mediante MALDI-TOF MS degli isolati appartenenti al genere Aspergillus

E. de Carolis, B. Posteraro, C. Lass-Florl, A. Vella, A. R. Florio, R. Torelli, C. Girmenia, C. Colozza, A. M. Tortorano, M. Sanguinetti and G. Fadda. Species identification of
Aspergillus, Fusarium and Mucorales using direct surface analysis by MALDI-TOF mass spectrometry. Clin Microbiol Infect 2012 May;18(5):475-84.




Determinazione della sensibilita agli antimicotici
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128 pug/ml §|=
64 pg/ml Q|-

32 pg/ml Q|-
16 pg/ml
8 ug/ml |-
4 pg/ml .
2 ug/ml | |-
1pg/ml ||
No CSF ¥

Profili proteici di un isolato di C. albicans esposto a diluizioni seriali di CSF
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CSF 2 pg/ml

Uulm ) bLL «LUM.P'M‘MM

|
'»'M‘Uw JL,-\‘W‘W LL,»’ "LJL-.UkaMLM\M.uw,»m .

Clin Microbiol. 2012 50:2479-83.

CSF 4 pg/ml
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| Valutazione della sensibilita alla caspofungina in Candida e Aspergillus in 15h |
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E. De Carolis, A. Vella, A. R. Florio, P. Posteraro, D. S. Perlin, M. Sanguinetti, and B. Posteraro. Use of matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) for caspofungin susceptibility testing of Candida and Aspergillus species. J
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La modifica microscopica delle ife che si verifica al punto di MEC corrisponde ad una
variazione del profilo proteico
E. De Carolis, A. Vella, A. R. Florio, P. Posteraro, D. S. Perlin, M. Sanguinetti, and B. Posteraro. Use of matrix-assisted laser desorption

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.




Analisi di correlazione mediante Biotyper 2.0

CClI: correlation index
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Valutazione della sensibilita alla caspofungina in Candida e Aspergillus in 15h

CCI matrix Matrice di correlazione per DSP155 C. glabrata
il B81S 0842 0974 0.BST

MPCC Null Maximum

(ng/ml) cCl cCI
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La piu bassa concentrazione di farmaco a cui il profilo proteico e piu simile quello ottenuto alla
massima concentrazione di farmaco rispetto a quello ottenuto in assenza di farmaco
E. De Carolis, A. Vella, A. R. Florio, P. Posteraro, D. S. Perlin, M. Sanguinetti, and B. Posteraro. Use of matrix-assisted laser desorption

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.



TAELE 1. In virre caspofungin susceptibility of 44 isclates of Candida and Aspergillus species as determined by the CLSI reference

test and MATI DI-TOF MS method®

Species (n%) Strain Phenotype® MIC (or MEC)Y MPCCE
designation
Fksl Flks2
C. albicans (14) UCSC13 WT - 0.12 0.12
UCSC62 WT - 0.06 0.12
UCSCT0 WT - 0.12 0.12
UCsC131 WT - 0.12 0.12
DSP1012 DGE48Y - 2.67 1
DSP1006 F641L - 2 2
DSP1007 F6418 - 4 4
DSP1010 S645F - 4 1
DSFP1011 S$645F plus 4 4
R1361R/H
DSP21 S645P - g 4
DSP1009 S645F - 4 8
DSP1013 P649H - 4 1
DSP1040 R1361H - el 1
DSP1014 R1351R/H - 1 1
. glabrata (12) UCsCol WT WT 0.03 0.03
UCSC92B WT WT 0.03 0.03
UCSC103 WT WT 0.06 0.06
UCSC104 WT WT 0.06 0.06
DSP38 F6255 WT g 2
DSP155 WT F639V 4 4
DSP41 D632G WT 4 16
DSP33 WT DEGEE 4 2
DsP32 WT D666G 4 8
DsP34 WT P66TT 2 2
DSP39 S629P WT 8 16
. DSP30 WT S663P 16 4
C. parapsilosis (4) ATCC 22019 WT 0.25 0.25
CP14 WT - 0.5 1
CP18 WT - 0.25 0.5
CP147 WT - 0.5 0.5
C. lrusei (4) ATCC 6238 WT - 0.125 0.5
UCSC28 WT - 0.25 0.5
DSP435 F655F/C - 8 4
DSP1023 R361G (T6571- - 16 32
plus-L660T)
A fumigatus (8) UCsC593 WT - 0.06 0.125
CG221 WT - 0.06 0.125
cG277 WT - 0125 0.5
CG295 WT - 0.125 0.125
DSPCEALT WT - 025 o5
DSPEMFR S6TRP/SETRP - 32 16
A flavus (4) CBS 110,45 WT - 0.03 0.125
CcG192 WT - 0.06 0.25
CG196 WT - 0.03 0.125
cG7 WT - 0.06 0.25




I Valutazione della sensibilita 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.

E. De Carolis, A. Vella, A. R. Florio, P. Posteraro, D. S. Perlin, M. Sanguinetti, and B. Posteraro. Use of matrix-assisted laser desorption
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.




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

3 ha37°C in agitazione Preparazione target
[0 pg/ml] [0.03 pg/ml] [32 pg/ml]
; Estrazione con
acido formico
ed etanolo

: ;;z‘ | | 132 ug/ml]

Confronto tra i CCl ottenuti <:: . <:| : ’ M.O?n mlmlr<:|
e determinazione della sensibilita . I _[;I:U;‘“']

Creazione del Composite Acquisizione spettri
correlation index (CCl) mediante MALDI-TOF MS




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

3:32 pg/ml CSF 3 h

2:0.03 pg/ml CSF

1: 0 CSF
. 3:32 pg/ml CSF

Isolato sensibile:

CCL{U.03 w8 32) > CCI (0.U5 v3 U)

.2:0.03 pg/ml CSF

1: 0 CSF

1 s 3
Isolato resistente:

CCI (0.03 vs 32) < CCI (0.03 vs 0)



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

- — 5
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

Species Strain designation Ge][l](os'tl)/pe M(Ir%g%‘)SI (I:\;It'g\glg_o?ilz-gt(izi
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




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 sensibilita agli antimicotici.

* Necessita di ulteriori studi per validare questo nuovo
approccio e per eventualmente estenderlo anche ad altri
antimicotici.
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