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MALDI-TOF MS:  

En mikrobiologisk revolusjon

Bruk av massespektro
metri har ført til store 
endringer i bakteriolo

gisk og mykologisk diagnos
tikk; på få minutter avdekkes 
mikrobenes unike protein
spekter. Det er imidlertid 
viktig å kjenne til metodens 
begrensninger. Denne artik
kelen presenterer en retro
spektiv gjennomgang av 
resultater fra MALDITOF MS 
ved St. Olavs hospital, og gir 
et godt innblikk i bruksområ
dene for MALDITOF MS.
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I løpet av de senere årene har det i større 
grad blitt tatt i bruk automatiserte iden-
tifikasjonsmetoder på mikrobiologiske 
laboratorier. Metoder for identifisering 
av bakterier og gjærsopp har ført til en 
drastisk nedgang i analysetiden. 

Et eksempel på en slik analyseme-
tode er Matrix Assisted Laser Desorp-

tion Time of Flight Mass Spectrometry 
(MALDI-TOF MS) (figur 1). MALDI-TOF 
MS benytter massespektrometri til å 
detektere molekylmassen til proteinfrag-
menter hos mikroorganismene. Mikro-
benes proteiner fragmenteres og ioni-
seres, og molekylmassen til frie ioner 
detekteres i et vakumkammer (1-3). Der-
etter sammenliknes mikrobens spek-
trale proteinmønster med en samling av 
kjente mikroorganismer med etablerte 

proteinmønstre i en database. Resultater 
vurderes ut fra likheten mellom bakte-
rieisolatets spektrale proteinmønster og 
referansespektra i instrumentets data-
base – og angis som en tallverdi (score). 
Dette muliggjør rask identifikasjon av 
bakterie- og soppisolater (1, 4). 

Det finnes to metoder for opparbeidelse 
av materiale til identifikasjon ved bruk 
av MALDI-TOF MS: «Direct Transfer» og 
proteinekstraksjon (vanligvis maursyre-
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Figur 1. Etter introduksjon av MALDI-TOF MS innenfor mikrobiologi kan nå bakterie- 
eller soppisolater identifiseres på rekordtid.
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ekstraksjon). Metoden «Direct Transfer» 
innebærer at deler av den aktuelle bak-
teriekolonien høstes og deponeres på en 
rustfri stålplate direkte fra en agarskål 
uten annen forbehandling. Proteinek-
straksjon benyttes i de tilfellene man ikke 
får identifisert ved «Direct Transfer», for 
eksempel bakterier som har ekstra tykt 
peptidoglykanlag. Metoden brukes dessu-
ten rutinemessig når gjærsopp skal iden-
tifiseres ved bruk av MALDI-TOF MS (5).

Denne studien er en retrospektiv gjen-
nomgang av resultater fra MALDI-TOF 
MS over en periode på fire måneder ved 
Avdeling for Medisinsk Mikrobiologi 
ved St. Olavs Hospital (AMM). Avdelin-
gen hadde siden anskaffelsen av MALDI-
TOF MS, hatt mistanke om at identifise-
ringsresultatene for bakterieisolater ikke 
var så gode som diverse studier hadde 
antydet. Metodene «Direct Transfer» og 
maursyreekstraksjon ble benyttet for å 
undersøke om mistanken var begrunnet. 

Materiale og metode
Resultater fra alle prøver analysert med 
MALDI-TOF MS i løpet av en periode på 
fire måneder, ble hentet ut fra dataarki-
verte rekvisisjoner og systematisert i 
Microsoft Office Excel. Totalt ble det hen-
tet ut informasjon fra 3588 resultater, på 
henholdsvis 3327 bakterieisolater og 261 
gjærsopp. Det ble samlet informasjon 
om type prøvemateriale, navn på bakte-
rie- eller gjærsoppisolat, scoreverdi, samt 

eventuelle tilleggstester utført for identifi-
kasjon. Tre kategorier av scoreverdier ble 
etablert og isolatene ble plassert i  aktuell 
kategori. Et resultat med scoreverdi > 2,0, 
ble vurdert som sikker identifikasjon på 
artsnivå, som er høyeste grad av identi-
fikasjon. Isolater med scoreverdi < 2,0 
og ≥ 1,7, ble godkjent som identifikasjon 
på slektsnivå, men dette resultatet måtte 
bekreftes enten ved hjelp av cellemorfolo-

giske studier eller ved fenotypiske tester 
av isolatet. Bakterieisolater med score-
verdi < 1,7 ble ikke godkjent for svarut-
givelse, og det var i disse tilfellene aktuelt 
med maursyreekstraksjon og påfølgende 
reanalyse på MALDI-TOF MS (5). 

MALDI biotyper (Bruker Daltonik 
GmbH, Tyskland) ble benyttet for ana-
lyse. Databasen som ble brukt i studien 
(Biotyper database, version3.0) var opp-

Tabell 1. Oversikt over antall arts- og slektsidentifiserte isolater innenfor de ulike bakteriegruppene og gruppen gjærsopp. 

Bakteriegrupper Totalt antall
Identifisert til artsnivå Identifisert til slektsnivå

Antall % Antall %

Anaerobe bakterier 160 136 85 24 15

Enterobacteriaceae 1216 1169 96 47 4

Enterokokker 153 145 95 8 5

Gjærsopp 256 234 91 22 9

Gram positiv kokker/staver 127 89 70 38 30

HACEK 456 433 95 23 5

Ikke fermentative gram negative bakterier 469 411 88 58 12

Stafylokokker 403 310 77 93 23

Streptokokker 200 157 79 43 21

Tarmpatogene 85 75 88 10 12

Uidentifiserte isolater 63 - - - -

Totalt antall 3525 3159 - 366 -

Fem bakterieisolater av det totale antallet er identifisert etter ekstraksjon. De fem bakterieisolatene tilhører henholdsvis anaerobe bakte-
rier, HACEK, ikke fermentative gram negative bakterier og streptokokker. 63 isolater forble uidentifisert etter «metoden «Direct Transfer» og 
ekstraksjon med reanalyse på MALDI-TOF MS. 

Antall bakterieisolater
uten resultat («No 
peak»)

Antall bakterieisolater
uten identifikasjon 
(«No ID»)

Antall bakterieisolater
identifisert på slektsnivå

Antall bakterieisolater
identifisert på artsnivå

2917 (87,7%)

44 (1,32%) 24(0,72%)

342
(10,3%)

Figur 2. Antall og prosentvis fordeling av arts- og slektsidentifiserte bakterieisolater 
utført på MALDI-TOF MS ved «Direct transfer». N = 3327.

24 | Bioingeniøren 7.2015



FAG i praksis 

datert 27. februar 2013 og inneholdt en 
samling av litt over 4300 referansespek-
tra i henhold til MALDI-TOF MS loggbok 
og PC-logg på instrumentet.

Resultater
Resultatene fra 3327 bakterieisolater 
analysert med «Direct transfer» viste at 
87,7 % av bakterieisolatene ble identifi-
sert til artsnivå og 10,3 % til slektsnivå, 
mens 2 % av bakterieisolatene ikke ble 
identifisert, herunder gruppene «No 
peak» og «No ID» (figur 2). Gruppene sta-
fylokokker, streptokokker og andre gram 
positive kokker og staver utgjorde den 
største andelen (> 70%) av isolater som 
kun ble identifisert til slektsnivå og ikke 
artsnivå (tabell 1). 

Av de 68 uidentifiserte isolatene som 
var analysert med «Direct Transfer» 
(figur 2), ble ti isolater maursyreekstra-
hert og reanalysert på MALDI-TOF MS. 
Resultatene viste at metoden identifiserte 
fire av de ti bakterieisolatene til artsnivå, 
én til slektsnivå, mens de resterende fem 
fortsatt ikke ble identifisert (figur 3). I til-
legg viste resultatene at alle bakterieiso-
latene som ble ekstrahert med maursyre 
fikk topper i massespekteret, da ingen 
fikk resultatet «No peak». 

Totalt ble 87,8 % av bakterieisola-
tene identifisert til artsnivå og 10,3 % til 

slektsnivå. 1,9 % fikk ingen identifika-
sjon, selv etter maursyreekstraksjon og 
påfølgende reanalyse på MALDI-TOF MS. 

Resultatene av de 261 isolatene innen-
for gruppen gjærsopp viste at 89,7 % ble 
identifisert til artsnivå; 8,4 % til slekts-
nivå mens 1,9 % ikke ble identifisert 
(figur 4).

Diskusjon
Denne studien har retrospektivt analy-
sert MALDI-TOF MS score-verdier av bak-
terie- og soppisolater fra en periode på 
fire måneder. 87,8 % av bakterieisolatene 
ble artsidentifisert, 10,3% slektsidentifi-
sert mens 1,9 % fikk ingen identifikasjon. 
En av årsakene til at 1,9 % av bakterieiso-
latene ikke ble identifisert kan skyldes at 
databasen ikke inneholdt referansespek-
tra som samsvarte med bakterie- eller 
soppisolatenes spektrale mønstre. En 
annen årsak kan være forbehandlingsfeil 
av isolatene, som for eksempel at for lite 
eller for mye prøvemateriale ble avsatt på 
den rustfrie stålplaten. Feilkilder og til-
feldige feil ved maursyreekstraksjon kan 
også være en årsak.

Resultatene fra studien er i godt sam-
svar med liknende studier. I en  studie 
utført av Seng og medarbeidere (6) ble 
1660 bakterieisolater analysert med 
MALDI-TOF MS. Av disse ble 84,1 % iden-
tifisert til artsnivå, 11,3 % til slektsnivå 
og 2,8 % ikke identifisert. Sistnevnte ble 
forklart med inadekvat databaseoppda-
tering. I en lignende studie utført av Biz-
zini A og medarbeidere (7) ble det analy-
sert 1371 bakterieisolater hvor 93,2 % ble 
identifisert til artsnivå, 5,3 % til slekts-
nivå mens 1,5 % av bakterieisolatene ikke 
oppnådde identifikasjon. I den sistnevnte 
studien var det nødvendig å ekstrahere 

Antall bakterieisolater
uten resultat («No 
peak»)

Antall bakterieisolater
uten identifikasjon 
(«No ID»)

Antall bakterie-
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på slektsnivå

Antall bakterieisolater
identifisert på artsnivå

«No peak» 0

4

5
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Gjærsopp uten
resultat («No peak»)

Gjærsopp uten
identifikasjon
(«No ID»)

Gjærsopp identifisert
på slektsnivå

Gjærsopp identifisert
på artsnivå

234 (89,7%)

3 (1,15%) 2(0,77%)

22
(8,43%)

Figur 3. Fordeling av arts- og slektsidentifiserte bakterieisolater etter maursyreek-
straksjon og reanalyse på MALDI-TOF MS. N = 10.

Figur 4. Antall og prosentvis fordeling av arts- og slektsidentifiserte gjærsoppisolater 
som rutinemessig er maursyreekstrahert før analyse på MALDI-TOF MS. N = 261.
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25,6 % av de artsidentifiserte bakterie-
isolatene for å oppnå identifikasjon. I 
vår studie var det 68 isolater som etter 
«Direct transfer» ikke ble identifisert, 
kun ti av disse ble valgt ut for ekstrak-
sjon. Av disse ble fire identifisert til arts-
nivå etter reanalyse (figur 3). Til sammen 
ga dette 2921 artsidentifiserte bakterie-
isolater hvor kun fire var ekstrahert (figur 
2 og 3). Selv om denne andelen kunne økt 
noe dersom alle de 68 uidentifiserte iso-
latene var blitt ekstrahert, så viser tallene 
at AMM ikke hadde like stort behov for 
ekstraksjon for å identifisere isolatene 
til artsnivå. Dersom AMM hadde rutiner 
for å ekstrahere bakterier som kun var 
identifisert til slektsnivå, kunne kanskje 
andelen av artsidentifiserte bakterieiso-
later økt ytterligere. Resultatene avkref-
tet AMMs mistanke om dårlig identifise-
ringsresultat på MALDI-TOF MS.

Årsaken til at kun ti av 68 bakterieiso-
later ble sendt til maursyreekstraksjon 
kan være at AMM heller valgte å sette 
opp andre identifikasjonstester i stedet 
for maursyreekstraksjon. Da studien ble 
utført, fantes det ikke klare retningslinjer 
i laboratoriets prosedyrer i tilfeller uten 
resultat etter «Direct Transfer». I slike 

tilfeller kan det derfor ha blitt et person-
lig valg av videre identifikasjonsmetode. 
Dette kan være årsaken til at maursyreek-
straksjon ble valgt bort til fordel for tradi-
sjonelle metoder som de ansatte er godt 
kjent med. Maursyreekstraksjon, som er 
en relativt tidskrevende prosess, kan også 
ha blitt valgt bort til fordel for mer tidsbe-
sparende metoder, som for eksempel API 
(bioMerieux, Frankrike). I denne sammen-
hengen er tidsbesparelsen sett i forhold 
til tiden det tar for laboratoriepersona-
let å utføre metoden, og ikke tiden det tar 
å oppnå et resultat. Som vist i figur 3 ble 
kun 50 % av de maursyreekstraherte bak-
terieisolatene arts- og slektsidentifisert 
etter reanalyse, men figuren viser også 
at alle isolater fikk topper i massespekte-
ret etter ekstraksjon (ingen med resulta-
tet «No peak»). Det indikerer at maursy-
reekstraksjon har ført til ekstraksjon av 
proteiner, men at det ikke fantes referan-
sespektra i databasen som samsvarte med 
isolatets spektrale mønster. Ufullstendig 
maursyreekstraksjon hvor bakteriens cel-
levegg bare delvis er ødelagt, kan ha gitt 
en sammensetning av proteiner som ikke 
er representativ i forhold til bakteriens 
forventede proteinsammensetning. 

Konklusjon
Studien har vist at AMM ved hjelp av 
MALDI-TOF MS oppnår en høy prosent-
andel artsidentifiserte bakterieisolater 
ved bruk av «Direct-Transfer», sammen-
lignet med liknende studier. Maursyre-
ekstraksjon er en viktig del av identifi-
seringen av bakterieisolater som ikke 
identifiseres ved «Direct-Transfer», og 
ved identifisering av gjærsopp.

Instrumentet som benyttes til MALDI-
TOF MS er kostbart i innkjøp, men rea-
genskostnadene er svært lave. Dette, 
sammen med den raske og sikre detek-
sjonen, gjør MALDI-TOF MS til en meget 
velegnet analysemetode for rutinediag-
nostikk i medisinsk mikrobiologi. 
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