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M?x Introduccion: Utilidad del VITEK MS

.ISistema de identificacidon
microbiana

= Bacterias
= Hongos

. Utiliza la técnica MALDI-TOF
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¢Qué es la Espectroscopia de Masa?

cantidad
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¢Qué es la Espectroscopia de Masa?

ara determinar la composicion

elemental de una muestra

atrix Assisted Laser Desorption lonisation — Time Of Flight
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¢Qué es la Espectroscopia de Masa?

Ejemplo: Escherichia coli K12

Intensity

3000 m/z

17p) n '1_:‘
3 3 5 5
: g
1S € = =]
2 2 o 3
S 8 ° °
= = o =
30 S subunit m/z m/z m/z
4364 50S L36 4365.4
5096 30S S22 5096,8
5380 5380 50S L34 5381,4
6239 50S L33 6241,4
J I l N 6254 6254 50S L33 6255,4
6315 6315 50S L32 6316,2
6411 6411 50S L30 6411,6
+ 6857 Protein ycaR 6856,1
6971 50S L31 fragment 6972,1
. 50S L35 7158,8
50 S subunit 7274 50S L29 72745
50S L31 7872,1
8370 30S S21 8369,8
50S L28 8876,3
50S L27 8994,3
YLk | j[ . 30S S16 9191,6
30S S20 9554,2
—~ 30S S17 9574,3
Cells 30S S19 10300,1
10694 50S L25 10694,5
50S L24 11186,0
11454 30S S14 11450,3
11739 30S S10 11736,6
50S L22 12227,3
50S L18 12770,7
\ 12974 30S S13 12969,2
14001 30S S8 13996 4
14000 14737 30S S9 14726,0




1. Descripcion de la técnica
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Una larga historia...

atrix Assisted Laser Desorption lonisation — Time Of Flight

Desarrollado en 1980

por Karas & Hillenkamp en Alemania y Tanaka et al en Japdn

@

@

Anal. Chem. 1988, 60, 2301-2303

Laser Desorption Ionization of Proteins with Molecular Masses

Exceeding 10000 Daltons

Michae] Karas*
Franz Hillenkamp

(0

Protein and Polymer Analyses up to m/z 100 000
by Laser Ionization Time-of-flight Mass
Spectrometry

Koichi Tanaka®, Hiroaki Waki, Yutaka Ido, Satoshi Akita, Yoshikazu Yoshida
and Tamio Yoshida

Shimadzu Corporation, Nishinokyo-Kuwabaracho, Nakagyo-ku, Kyoto 604, Japan
RAPID COMMUNICATIONS IN MASS SPECTROMETRY, VOL. 2, NO. 8, 1988 151

\/

Primer instrumento comercial en 1991

Premio Nobel de Quimica

K. Tanaka
Chemistry 2002
MALDI
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Concepto

MALDI-TOF

10
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MALDI-TOF: principio

1. La muestra # se mezcla con
una solucién matriz i}y se deja
secar

0 N 2. El laser ioniza las moléculas de
‘a la matriz

LASER 07

3. Las moléculas de la muestra son
ionizadas por transferencia de
protones desde la matriz:

“BACTERIA”

matriz :@

MH*+A - M+ AH*

Soporte 1
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MALDI-TOF: principio

M h“i w MJMMLMMMM ‘huﬂ_ﬂmdm’luu_,q_ui
aliy
5. Detéccion B Dctector idnico
o o ]
e o campo libre _
4. Se id vuelo en funcion m/q
® @

llI-II-IllIll'g eleCtrOdO
3. Aceleracion :
zona de
aceleracion
2. lonizacion
cristales

1. Desorcion matriz/analito

soporte
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MALDI-TOF: principio

.l Posteriormente estos datos generados son comparados con la

base de datos.

Abundance
%
90 7
a0 7
70
60
507
407
307
207 55

10 71 72 83

60 80

126
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182

T e

168

140192

L]

194

222

236

278
250
T

187 208

194

L

292
M+
3356

L

320
306 ‘
|

| 1

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 200 320 m/&
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# Identificacion de organismos con MALDI-TOF

Cada especie posee un patron de picos diferente y caracteristico

=> Lo que permite la ldentificacion de cada organismo

Pantoea aggiomerans

Acinctobactor Mol

LRHHM& ormithing lyoca

Staphylococcus aureLs

..
\l LLE.'! chenclhra col
5000
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| éPor qué la espectrometria de masa para la
B.C.M.i.u,x identificacion microbiana ?

CMI
AND INFECTION

n ’ "
Entre 457y 1'30" por Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass

aislamiento spectrometry, a revolution in clinical microbial identification
A. Bizzinil, G. Greubl,2
30 muestras en aprox. Article first published online: 15 JUL 2010
media hora

Técnica Tecnologia Acuciosay
eficiente establecida verde reproducible

Facil de usar

15



# Un instrumento —> dos posibilidades

VITEK MS Plus

- <

Modo IVD Modo RUO
(uso clinico) (investigacion)

16



=i Un instrumento = dos posibilidades

IME|RIEU X

0 IVD / CE marked/ FDA cleared
0 integracion completa ID/AST/LIS

0 “VITEK MS IVD database” + algorithm
CERRADA (actualizaciones periddicas)

0 Base de datos creada con 50 ainos de
experiencia clinica

=» Responde a las necesidades de la
RUTINA

=» Cubre las diferentes condiciones de
cultivo usadas en los labs

=>» Preparacion de muestra y software
facil y amigable

=» Robusto

-> completamente validado para uso IVD

o

o

Research Use Only
SARAMIS database+ algorithm
ABIERTA
SuperSpectra & ReferenceSpectra
ID con base de datos personalizada
Puede ser usada también en rutina

Software abierto para analizar cualquier
espectro y rango de masas

Analisis de dendrogramas
Comparacion de espectro & masas

A futuro posibilidad de deteccién de
biomarcadores



? Flujo de trabajo VITEK MS Plus

o Modo RUO (investigacion)

T S T ST et e

e T e B e T e M e W

Target Manager

LaunchPad

9

=7

W She 3 (3= Revisién de
= Resultados
e o o ] SARAMIS
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o Vitekms "

« Sample preparation and use of the
: Target Manager software to enter:

- Slide description and
- Project description

Use of the LaunchPad software to:
- Load the slides into the instrument

- Run Auto Experiment and acquire
spectra

Use of the SARAMIS software to: )
-Review ID results

-Analyze dendograms

-Import spectra

-Create SuperSpectra

\ -Spectra and masses comparison




2. Presentacion del sistema

MWLM_ l *
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? Componentes

.1 Instrumento

.1 Estacion de preparacion

.1 Estacion de adquisicion

A MYLA®

22



? Componentes

. Instrumento:

Tubo largo:
emayor Detector
precision

— ° 7 e
emayor Analizador masico
resolucion

Sistema de ionizacion

- futuras
aplicaciones

Sistema de entrada

23



# Componentes

.1 Estacion de preparacion:

W bioMérieux - Preparation Station - V2.2.0-SNAPSHOT

BIOMEIRIEUX

@ Bacteria

LabId: & [84 l Isolate :
O Yeast & Mould
Mass Spectrometry VITEKE2

Sample : Empty rDetails
Card Type: AST-GNO1
A — r Fo
B S T
; Fa4
G .
= . i3
F
: e O
o 1P03 4 56 7 8 91011121314 15| ER
I 5
J .l_ Pl
" 2
L
Slide ID : 2345
@ User: msid Ms-ID 9:14:04 AM

Identificar los pocillos en los

portaobjetos

24



# Componentes

.1 Estacion de adquisicion:

‘ bioMérieux - VITEK® MS Acquisition Station

e Abriry cerrar la puerta del equipo

BIOMERIEUX

Perform an acquisition
8888 5555

[ O] Camera

e Adquirir y procesar los datos de medicion
oy de los spots

e Datos brutos

e Datos procesados

P P * Lista de los «peaks», envio a Myla

- Select "Stop” to stop the Start
experiment after the current

Accession ID: 131-9 : Profiles passed: 68 acquisition group has been [
BERI0 completed [ |
.L — _Stop_

Y

Close

’ J ﬂfiﬁ"ﬁl }”ftffzf | e Acceder al estado del instrumento
@ User: msalisD AVITEK W™ Acquistion Staton * Fallo: cambio de color del boton

«Supervision»

oL

_'_‘- .-
Supervision

25




# Componentes

. Myla:

Q Systems Supervision A RO X ]J

ﬁ ) Systems Supervision @ Positive bottle alert, Nam

Systems View: VITEK® 2

# 4 ) Delayed VITEK® MS Slides

(s AITE
e X | VITEK® MS Slide{
- —u— (myl A ) VITEK® MS Slides
|
B2 VITEK® MS Slide composition
A ) VITEKE MS Shides YVITEKS MS Slide composilion
Humber of gpots: 48 Slide I0: 0231044045532 ml'-':-
(L] Patier m It ol -
0§ a|wa| 8[=8[~=8[8|=8|=8[=E
s | PREFLTANON) I.lu et X wm I‘.ﬂl:ﬂ,‘n ﬂﬂl“ ALELY arciry
||Hlﬂ\-'\l | FRIPTTATIN] l.) I [ & .wm 15183840 &MI'W'!- Suriirg
||um it aro él: | . e Batom ||+|m1n :'..M”""' ]
- s e
Ky

Gestionar el flujo de trabajo

Ver el contenido de las
slides

Consultar y procesar los
resultados de identificacion
(BDD)

Supervisar el estado de la
conexion

26



3. Flujo de Trabajo

Elnmélmzux
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Flujo de trabajo

P

2 e | Preparacion de la muestra

b

Carga de slides

) . .
] Revision de resultados
4 oA : U'

' en MYLA

28
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Preparacion de la muestra

Se requiere:

VITEK MS Target Slides
(Ref.410893)

Pipeta 1 pLy Tips sin
filtro

VITEK MS CHCA o ‘matriz’
(Ref.411071)

Ansas plasticas
1pul

VITEK MS FA
[Ac. Férmico]
(Ref.411072)

. A
E.coli ATCC 8739 (24h)

29
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Reactivos y consumibles
# para el procesamiento de muestras
BIOMEIRIEUX

.1 VITEK® MS-DS: « Target slides », portaobjetos (Ref. 410893)
.1 Presentacion: 1 kit = 8 cajitas de 4 portamuestras => 32 portamuestras

.1 Condiciones de conservacion:
1 Dentro de los cartuchos de plastico o cartones
i A15-25° C

.4 No tocar la cara superior del portaobjetos

. VITEK® MS-CHCA: matriz (Ref. 411071)

.1 Presentacion: 5 X 0.5 ml

.1 Condiciones de conservacion:

il 2-8° C, protegida de la luz
L1 Utilizacidon 1 semana maximo después de la apertura del tubo

.1 Advertencia: se puede observar cristales amarillos = no afectan
.1 Cerrar el tubo para evitar la evaporacion

.1 VITEK® MS-FA: acido férmico (Ref. 411072)

.1 Presentacion: 5 X 0.5 ml

.1 Condiciones de conservacion:
ad 28" C 20
L1 Utilizacidon 2 semanas maximo después de la apertura del tubo




# Preparacion de la muestra

iiiMuy facil...!!!

Colonia del
microorganismo

1.0 ul solucidon matriz

Evaporacion del solvente a

o a— temp ambiente

Targetslide x
J Introduccidn en el
instrumento

31
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Preparacion de la muestra

Depositar una pequena ~ Agregar inmediatamente
cantidad de muestra en el spot 1 pL de matriz CHCA
del target slide

Tomar una colonia aislada
de medio sélido

» )
.

Y 4

Si se montan levaduras, — Esperar 3-4 min hasta
agregar 0.5 pL de FA antes Depositar la cepa CC E.coli gue los spots esten

de la matriz y dejar secar. (ATCC 8739) en el spot completamente secos
Luego agregar CHCA. central 32
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Preparacion de la muestra - resumen

Target slide con 48
posiciones

Adicién de 1.0 pl
de matriz CHCA

Tomar y transferir una
Unica colonia de
medio solido

Tomar y trasferir una
Unica colonia de la
cepa calibradora
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Preparacion de la muestra

1. En VITEK MS
Prepstation hacer doble
click en el icono:

Ms

Wi ks

2. Cuando el software se abre,
escanear el codigo de barras

del VITEK MS target slide

Sample Preparation

2’

Configuration

LS

% Lab ID: l

|

© Bacteria

O Fungi

VITEK® MS

Enter Slide ID:

|DS11160018|

VITEK® 2

rDetails

Card Type:

Mo card type l

Organism ID; |No organism ID & &
Offline tests: |No offiine tests & &

1 2K84 56 7 8 9101112131415

HiEe
_ e

Cassette ID: cds

BIOMEIRIEUX
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Preparacion de la muestra

muestra en este campo smperesan | FUNEH, luego presionar Enter

} # Lab ID: [12348) Isolate: E

VITEK® MS VITEK® 2

5. Continuar entrando [0S | sampie: empty
Lab ID para todas las
muestras del target slide

3. Entrar el LabID de la [ %g 4. Seleccionar Bacteria o

7. Cuando toda la

informacion de mtra =~
ha sido entrada, click === =
Validar o F4 ’

1284 56 78 9101112131415

K S
e O

6. Al mismo tiempo se pueden
montar las tarjetas AST y entrar
la informacién en V2

8. Una vez finalizado,
click en Enviar Slide (T

Slide ID: DS111600188

. Video de preparacion de muesira 35
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Carga de slides

W loMairiews - VITEKD MS Acguisithon Station

Acguisition E BICGMERIEUX

Perform an acquisition

Station

Camera

*Jlf':z‘.-':-'e-!{ﬂliu;:-": e

L'i?
_Open |
0000 0000 0000 0000
| 238 8320 ggge eges = L A 1T 1T
1. Entrar dla 0000 0000 0000 0000 Eay
0000 0000 o§§o 00 Close w —

N

Adquisiciony | 35 35 i i [mmmee | * 7
hacer click en | s 2. Insertar los slides en la bandeja
ABRIR contenedora. Escanear los cdd. de barras

B i it E———— comenzando en la posicion 1

srvisi Acquisition
Perform an acquisition

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘

S

(X1 X} e000 0000 o000
L] o] L] (o] (o] (o] (o] o]
O%O D%O 08:80 (o] o
o000 [efefale] 0000 0000
®000 o000 o000 0000
(0] o (e} (o] (e} (o] (o] o
O%O D%. 08:80 (o] (o]
o000 [efolele] o000 [elolole]
0000 o800 LOPO 0QO0
$30 Cl 2
o la} (o]
o000 *®000 D000 0000

3. Cargar la bandeja dentro
H co m e n za r Icie::ﬁr:er :n :ac:sflae 7 | |
del instrumento nitotioond i

are entered from left to
o = || right. 6
3, Verlfy that the correct )

77777 slide has appeared in each
|E'ESE 5 E:gtnn in the diagram
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Carga de slides

8836 5555 Camera
:!i. :'Z.QL. ?CC(G D-D%C
odbo odbo 0dbo 0dbo
0000 0000 0000 0000
0300 0390 0G93 030 3
0000 000 0000 000G || fepaingtosurtte
El tiempo requerido para leer 1
spot es de aprox. 45 seg.
El grupo de adquisicion completo
Lleva entre 5 y 8 minutos alcanzar el vacio y debe ser leido luego que los
luego comienza el proceso de adquisicion. resultados son enviados
i‘ MYLA compara un
] N A A } Pico con aquellos en

la Base de Datos e
identifica a un
organismo

Para cada spot el software obtiene 100 espectros
gue luego son promediados y el Pico es enviado a 37

MYLA para la identificacion
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% Intensity

S0 1D

%000

Carga de slides - resumen

WL

5015

del peso molecular

lonizacion de proteinas intactas y medida

7075

Adquisicion automatizada
del espectro

)
~

=54

Mass (m/z)

9453

9994

10347

10939

1572

1648.1

13000

38
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Analisis ..... Identificacion

ReBE-g b B L H G HE L I A 5
TR coli = :

sl Escherichia =

i""‘_:Digets_tive'fF&Ef _" : :
i F FF ¥

<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<

|dentification
of the
microorganism

Computation
with an
algorithm

Comparison
with the
database
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Revision de resultados en MYLA

EE ~ Dashboard R @ X

]

-

Load i Unioad

Muestra el n® de slides
a cargar en el
instrumento (total y
demorados)

| WITEKE 2 Pl Teest dwden P Winin s
= -2a2ill 5

Muestra el n° de
W L e i Jaled )
o

aislamientos a ser
revisados (total y
demorados)

i il R

| 1

| e i Liser Hdetr Weim™ Vs

40
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Revision de resultados en MYLA

5 | VITEK® MS Review ft h A O
M ) VITEK® MS Review LIS L
4 :

To be reviewead Roviowod

Pestafas Search Criteria Oporaton: Af Bonchiame: as A FEVISAr  seuppo

A revisar /revisado
Number of isolates: 417 List of results to review

=

Ischerchea Codl igenimed, possibirhy of 3haoella app. of [ sche nohia (o 4517}

Pt SgEncmnn (ygamsm Cond, Conll, Hmaave
R a Haare Accession D a Tyne fame s W ahupe Lenwnz| a Status

| L H ]

£y

» Prenndorrines (ol

>

a][s] s [al=]

—— [ mosen s [

Seleccionar —_—— [ st | Redimonin | = @ To Sens
aislamientos [ ziosima ) ot | B [roses
para revisar o
para enviar al LIS B . Good identifcation.

é - Low discrimination.

@' - No identification.

41
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BlDngnzux Un|endo m;'EK Ms & /TEK P

— technology

v, TEK MS Prep Station

MS-ID Database
( CE/IVD) embedded into

VITEK VIS’




4. Calibracion

ek

Wk
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# Calibracién

.1 Objetivo

.1 Control del instrumento mediante la medicion de un estandar exacto
conocido, para detectar cualquier variacion en el instrumento y corregir
los errores

.1 Estandar exacto= cepa de calibracion E.coli ATCC 8739
Cepa de coleccidn con caracteristicas muy bien conocidas

.1 Método
e Medicién de la cepa de calibracién

e Comparacion de las masas medidas con la lista de masas conocidas
e Ajuste de las masas

) 44
m/z m/z



# Calibracién

.1 A cada adquisicion de muestras:
Calibracion + control de calidad interno

.1 Adquisicion de los datos espectrales de E.coli ATCC 8739
—> Calibracion

.4 Adquisicion de los espectros de cada pocillo de muestra del grupo

.4 Segunda medicion del pocillo de calibracion, comparacion de los
resultados con la base de datos para verificar la correcta
identificacion de E.coli = Comprobacion interna

45



# Calibracion

.1 Protocolo de utilizacidon y conservacion de la cepa para la

calibracion diaria:

Criotubos

e

Reconstitucion e inoculacion

(Cf. procedimiento)
24 hr de incubacion a 37 ° ﬁ ?

Conservadaentre 2y 8
Subcultivo diariamente
durante una semana

-

°C

46
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