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Sammanfattning 

Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) är en 
viktig metod för artidentifiering av mikroorganismer på kliniska mikrobiologiska laboratorier. Enligt 
rekommendationer från Bruker Daltonics skall matrixapplicering ske relativt omedelbart efter att 
mikroorganismer har applicerats. Syftet med studien var att utvärdera effekter på artidentifiering vid 
förlängda tidsintervall mellan applicering av mikroorganismer och matrix med MALDI-TOF MS. Målet 
var att optimera arbetsflödet på mikrobiologilaboratoriet, laboratoriemedicin, Region Jönköping län 
(RJL). I studien undersöktes hur identifieringen av mikroorganismer påverkades av applicering av 
bakterie- och jästsvampstammar (n = 267) och α-Cyano-4-hydroxycinnaminsyra (HCCA)-matrix på en 
MALDI-provplatta vid varierande tidsintervall upp till tre timmar. Analys med MALDI-TOF MS 
genomfördes med masspektrometrarna MALDI Biotyper Sirius IVD System och Bruker MicroFlex LT. 
Resultaten visade att förlängda tidsintervall mellan applicering av mikroorganismer och matrix upp till 
tre timmar inte hade någon signifikant effekt på scorevärden vid artidentifiering, vilket innebar att 
tidsintervallen är acceptabla för artidentifiering med MALDI-TOF MS. Detta ger värdefull information 
för att optimera arbetsflödet och öka effektiviteten på mikrobiologilaboratoriet. 
 
Nyckelord: MALDI-TOF MS, matrix, mikroorganismidentifiering, Sirius, MicroFlex 



 
 

Summary 

Evaluation of effects on species level identification at extended time intervals 
between microbial and matrix application with MALDI-TOF MS 

Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) is an 
important method for species level identification in clinical microbiology laboratories. According to 
recommendations from Bruker Daltonics matrix application should occur relatively immediately after 
microorganisms have been applied. The aim of the study was to evaluate the effects on microbial 
identification at extended time intervals between microbial and matrix application using MALDI-TOF 
MS. The objective was to optimize the workflow at the microbiology laboratory, laboratory medicine, 
Region Jönköping län (RJL). The study investigated the impact on identification of microorganisms 
between the application of bacterial and yeast strains (n = 267) and α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid 
(HCCA) matrix on a MALDI target plate of various time intervals up to three hours. MALDI-TOF MS 
was performed using MALDI Biotyper Sirius IVD System and Bruker MicroFlex LT mass spectrometers. 
The results showed that a delay of matrix application up to three hours had no significant effect on score 
values, indicating that time did not affect the accuracy of microbial identification using MALDI-TOF 
MS. Consequently, the study provided valuable information for optimizing the workflow and increasing 
the efficiency of the microbiology laboratory. 
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Inledning 

En snabb och tillförlitlig artidentifiering är avgörande vid diagnostik av mikroorganismer, eftersom det 
kan bestämma den kliniska betydelsen av patogener och vägleda behandlingsbeslut (1, 2). Inom klinisk 
mikrobiologi kan därför många olika metoder användas för att identifiera kliniskt relevanta 
mikroorganismer (3). En metod som har revolutionerat rutindiagnostiken inom klinisk mikrobiologi 
under de senaste årtiondena, och spridits till laboratorier runt om i världen är matrix-assisted laser 
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). Metoden utvecklades i 
mitten av 1980-talet, och under de senaste tio åren har den blivit ett robust och värdefullt verktyg som 
implementerats i arbetsflödet på kliniska mikrobiologiska laboratorier (4, 5). Det huvudsakliga 
tillämpningsområdet för MALDI-TOF MS är identifiering, differentiering och klassificering av 
mikroorganismer såsom bakterier och svampar (6). En stor fördel med MALDI-TOF MS är möjligheten 
att artidentifiera kliniska isolat på mindre än en timme, vilket kan jämföras med traditionella 
fenotypiska och biokemiska tester som kan kräva 24–48 timmar. Denna tid kan vara avgörande för 
patienter som är i behov av akut vård genom att möjliggöra påbörjan av lämplig behandling i ett tidigt 
skede, och därmed minska risken för att patienters tillstånd försämras (7). Metoden ger således en snabb 
identifiering med hög tillförlitlighet, samtidigt som den också är kostnadseffektiv (3).  
 
MALDI-TOF MS är en viktig diagnostisk metod på kliniska mikrobiologiska laboratorier, vilket gör det 
nödvändigt för laboratorierna att optimera deras arbetsflöde för att inkludera metoden som en naturlig 
del i analysprocessen av kliniska prover. Därför kan det ibland vara fördelaktigt att det egna laboratoriet 
implementerar förändringar i arbetsflödet för att öka effektiviteten. Optimering av arbetsflödet kan 
innebära avsteg från laboratoriets standardmetod för hantering av prover, vilket exempelvis kan 
påverka tidsintervallen mellan olika steg i analysprocessen. Det är därför avgörande att noggrant 
utvärdera effekterna av eventuella förändringar vid artidentifieringen och följa lämpliga procedurer för 
att säkerställa högkvalitativ diagnostik i laboratoriearbetet innan dessa implementeras i klinisk 
verksamhet. 
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Bakgrund 

Princip och metodik för MALDI-TOF MS 

Masspektrometri (MS) är en analytisk teknik för att identifiera och kvantifiera vilka molekyler som ett 
prov utgörs av baserat på att ett masspektrum skapas av joner i provet. MS har blivit en framgångsrik 
metod genom flera upptäckter, inklusive utvecklandet av MALDI-TOF MS, som numera har blivit en 
gyllene standard för mikroorganismidentifiering i kliniska mikrobiologiska laboratorier (8). Analys med 
MALDI-TOF MS för identifiering av mikroorganismer från kliniska prover (blod, urin, feces, sputum, 
etcetera) föregås av provpreparationssteg som inkluderar: (i) isolering och odling av rena kulturer 
(renodling) av mikroorganismer på ett fast agarmedium, (ii) inkubering samt (iii) uppsamling av det 
odlade provmaterialet för analys. Den vanligaste och enklaste provpreparationsmetoden för att 
identifiera mikroorganismer som isolerats i rutindiagnostik är den så kallade direkt-strykningsmetoden 
(9, 10). Denna metod innebär provuppsamling av en enskild koloni från den odlade testorganismen, och 
applicering av kolonin direkt som ett tunt och jämnt lager på en MALDI-provplatta (11, 12). MALDI-
provplattan är vanligen av metall eller plast, och håller MALDI-TOF MS-proverna fast på enskilda 
provbrunnar för analys. På proverna appliceras en kemisk matrix i brunnar på MALDI-provplattan (13). 
Det organiska lösningsmedlet i matrixen extraherar de intracellulära proteinerna i cellväggen, framför 
allt ribosomala proteiner, från mikroorganismerna. Prov- och matrixblandningen kristalliserar 
tillsammans vid intorkning (12, 14), och bildar en kristallin yta på MALDI-provplattan. Provet blir 
därigenom redo för analys med MALDI-TOF MS (7). 
 
Vid analys med MALDI-TOF MS placeras MALDI-provplattan i en MALDI-TOF masspektrometer. 
Denna är huvudsakligen uppbyggd av tre funktionella enheter: (i) en joniseringskammare, (ii) en TOF-
massanalysator (flygtub) samt (iii) en jondetektor som är kopplad till ett datasystem (13). Med hjälp av 
en laserkälla i joniseringskammaren bestrålas prov- och matrixblandningen med laserpulser (vanligen 
ultraviolett laserljus) för att excitera kemiska grupper i mikroorganismens proteiner (3), vilket ger 
upphov till att analyter (proteiner) i provet joniseras (2). Joniseringen genererar så kallade analyt-joner 
genom att laserns energi omvandlar prov- och matrixblandningen från fast fas (kristallform) till 
gasform, vilket resulterar i en snabb förångning av matrixen och positivt laddade (joniserade) proteiner 
från provet frigörs. Matrixen som används i detta förfarande är avgörande genom att: (i) absorbera 
energi från lasern som beskjuter provet och överföra värme till provets proteiner, (ii) frigöra protoner 
(protondonator) och därigenom jonisera provmaterialet samt (iii) förhindra att provmolekylerna 
förstörs av lasern som annars skulle göra förångning och jonisering av provet inte längre möjlig (2, 3, 
11). Jonerna transporteras av matrixkristallerna, och jonpar med analyt och matrix bildas när provet 
omvandlas från kristallform till en gas av lasern. Sekundära reaktioner skapade av elektroner och 
radikaler uppstår, vilket slutligen genererar analyt-joner som kan detekteras. Dessa joner får därefter 
accelerera genom ett elektriskt fält för separation (15). 
 
Separation av jonerna sker i masspektrometerns flygtub, där jonerna rör sig genom ett vakuum tills de 
når jondetektor i slutet av flygtuben (3). I Figur 1 illustreras principen för MALDI-TOF MS. Det är 
jonernas storlek (molekylmassa) som avgör hur snabbt de förflyttar sig genom röret till detektorn, vilket 
medför att mindre joner med lägre massa når detektorn snabbare än större joner. Tiden som mäts är 
den mellan accelerationen och detektorsignalen (2, 3). Vid detektorn registreras de separerade jonerna 
som toppar (mönster) som motsvarar enskilda proteiner (7), vilket genererar ett masspektrum av 
proteiner och peptider extraherade från mikroorganismerna som analyseras. Det masspektrala 
mönstret som genereras baseras på jonernas mass-to-charge (m/z) ratio och jonsignalernas intensitet, 
vilket motsvarar antalet joner med ett specifikt m/z som når detektorn (2, 13). Masspektrumet som 
genereras är unikt och karakteristiskt för den mikroorganism som analyseras, vilket kan liknas med ett 
artspecifikt fingeravtryck som kan användas för att jämföras och matchas mot andra kända 
mikroorganismers referensspektra som finns lagrade i ett referensbibliotek (databas) (16). Jämförelsen 
resulterar i identifiering av okända mikroorganismer på art- och genusnivå, och i många fall även på 
stamnivå (14). För identifiering av mikroorganismer på artnivå används vanligtvis positivt laddade 
proteiner (huvudsakligen ribosomala proteiner) eller peptider med ett m/z mellan 2000 och 20 000 
Daltons (Da) för att generera ett högkvalitativt masspektrum (8, 13). Databasens storlek av 
referensspektra avgör omfattningen av vilka mikroorganismer som kan identifieras med MALDI-TOF 
MS (3, 13). 
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Figur 1. Schematisk illustration över principen för MALDI-TOF MS (modifierad bild) (17). En laserstråle exciterar 
en provblandning bestående av mikroorganismer och matrix på en MALDI-provplatta. Joner som bildas accelereras 
genom ett elektriskt fält och separeras efter storlek. Detektion sker när jonerna når fram till en detektor, och ett 
spektrum specifikt för den analyserade mikroorganismen skapas (15). 
 

Faktorer som kan påverka MALDI-TOF MS identifiering 

Det finns flera faktorer som kan påverka identifieringsresultaten med MALDI-TOF MS. Det är redan väl 
etablerat att kvaliteten på masspektra påverkas av bland annat skillnader i tillväxtförhållanden hos 
mikroorganismer, provpreparationsmetod och vilken matrix som används (12). Den analytiska 
prestandan hos MALDI-TOF MS kan förbättras genom att använda den matrixtyp som är mest lämpad 
för mikroorganismen som skall analyseras och syftet för analysens genomförande (2). Matrixen är en 
lösning bestående av vatten och organiska lösningsmedel innehållande etanol, metanol eller 
acentonnitril samt en stark syra som exempelvis trifluorättikssyra. Vid analys av proteiner och peptider 
är α-Cyano-4-hydroxycinnaminsyra (HCCA eller CHCA), dihydroxybensoesyra (DHB) och sinapinsyra 
(SA) de vanligast använda typerna av matrix för olika mikroorganismanalyser (13, 18). För de flesta 
bakterier kan tillförlitliga identifieringar uppnås med HCCA (8) som vanligtvis används för peptider 
med lägre molekylmassa (< 2500 Da) på grund av dess höga sensitivitet (2). Den största fördelen med 
användande av HCCA vid analys av peptider är att det resulterar i att små homogena matrixkristaller 
skapas, vilket ger hög upplösning under analys med MALDI-TOF MS (2).  
 
En annan viktig faktor vid analys med MALDI-TOF MS är som tidigare nämnts den 
provpreparationsmetod som används. Valet av metod beror på provets ursprung från vilket det isolerats, 
och på den kemiska strukturen i mikroorganismens cellvägg (14). Studier har utvärderat olika 
provpreparationsmetoder för olika grupper av mikroorganismer. Metodvalet har visat sig påverka 
kvaliteten på det masspektrum som genereras vid analys, och därmed noggrannheten och specificiteten 
för MALDI-TOF MS identifieringar (12, 19). Identifieringsresultatet beror också på de mikroorganismer 
som analyseras och på spektrumet för den analyserade mikroorganismen (20). För identifiering av 
svampar med direkt-strykningsmetoden kan det vara nödvändigt med ett extraktionssteg med myrsyra 
(CH2O2) innan applicering av matrix (13), eftersom deras tjocka cellväggar försvårar extraktion av 
proteiner från cellerna. Detta kan resultera i otillräcklig spektral information som krävs för korrekt 
identifiering. Myrsyra används för att lysera cellväggarna genom att verka som ett lösningsmedel som 
extraherar de intracellulära proteinerna vid MALDI-TOF MS, vilket kan underlätta identifieringen av 
svampar genom att förbättra kvalitén på masspektrat (18). Myrsyraextraktion kan också utföras vid 
analys av anaeroba bakterier (21). 
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MALDI-TOF MS med Bruker MALDI Biotyper 

Bruker (Bruker Daltonics, Billerica, MA), ett operativt företag inom Bruker BioSciences Corporation, är 
en världsledande leverantör av masspektrometrar och andra tillbehör för identifiering av 
mikroorganismer med MALDI-TOF MS (22). Bruker utvecklade det allra första kommersiella MALDI-
TOF MS systemet, MALDI Biotyper, som hade förmågan att identifiera mikroorganismer. Arbetsflödet 
för MALDI Biotyper har designats för att snabbt och enkelt generera artidentifiering av hög kvalitet med 
ett enda arbetsflöde för bakterier, jästsvampar och mögel (15). Med hjälp av en MALDI Biotyper-baserad 
artidentifiering tilldelas poängvärden (scorevärden) mellan 0,00–3,00 till analyserade 
mikroorganismer. Dessa scorevärden indikerar sannolikheten att de analyserade, okända 
mikroorganismerna överensstämmer med en känd art i databasen. Scorevärdena ger därigenom en 
indikation på tillförlitligheten hos mätningen. Ett högre scorevärde som erhålls innebär således en 
större sannolikhet för mikroorganismidentifiering av art. Samtidigt presenteras de erhållna resultaten 
med en färgkodad visning av scorevärdet för att möjliggöra en snabb utvärdering av resultatet (23, 24). 
Referensdatabasen är omfattande och fortsätter att uppdateras årligen, och år 2022 kunde MALDI 
Biotyper identifiera upp till 4 700 olika arter av mikroorganismer (4). 
 

Tidsintervall för matrixapplicering 

Vid applicering av HCCA-matrix måste denna enligt Bruker MALDI Biotyper appliceras inom 30 
minuter efter att applicerade mikroorganismer har torkat på MALDI-provplattan vid rumstemperatur 
(RT) (20–25°C), eftersom detta leder till det mest optimala identifieringsresultatet (25). Om matrixen 
appliceras för sent så kommer det biologiska materialet på provbrunnen torka ut för mycket, vilket leder 
till att kristalliseringen med matrixen kan vara något försämrad. Detta leder i sin tur till att scorevärdena 
blir signifikant lägre, och artidentifiering är då inte alltid möjlig (E-post S Krol, Application Support 
Specialist, Bruker Daltonics, 2023-03-27; L Kirschner, Application Support Specialist, Bruker Daltonics, 
2023-05-03). Efter matrixapplicering måste MALDI-provplattan analyseras inom 24 timmar. Om mer 
än 30 minuter har passerat mellan applicering av mikroorganismer och matrix, eller mer än 24 timmar 
efter matrixapplicering enligt gällande rekommendationer, måste prov- och matrixapplicering på 
MALDI-provplattan upprepas på rena brunnar (25, 26).  
 

MALDI-TOF MS inom Region Jönköpings län 

På mikrobiologilaboratoriet, Region Jönköpings län (RJL), används MALDI-TOF MS för 
artidentifiering av mikroorganismer med två masspektrometrar från Bruker: MALDI Biotyper Sirius 
IVD System och Bruker MicroFlex LT. Fortsättningsvis benämns respektive masspektrometer som 
Sirius respektive MicroFlex. På laboratoriet är det en biomedicinsk analytiker (BMA) som dagligen 
ansvarar för att genomföra och preparera sina egna prover för analys med MALDI-TOF MS för samtliga 
mikrobiologi-avdelningar (blod, urin, luftvägar, etcetera) inom laboratoriet. Det har framkommit 
reflektioner angående möjligheten att övergå till en modell där de olika avdelningarna inom 
rutinverksamheten är ansvariga för sina egna analyser med MALDI-TOF MS. En anledning till den 
nuvarande uppdelningen är muntliga rekommendationer från Bruker om att matrix skall appliceras 
omgående efter att en rad på 12 provbrunnar med mikroorganismer har applicerats på MALDI-
provplattan, vilket är standardmetoden på laboratoriet idag. En omorganisation av arbetet skulle 
innebära att tiden mellan applicering av mikroorganismer och matrix kan bli längre än det 
rekommenderade tidsintervallet, och flera medarbetare kommer då vara inblandade i utförandet av 
analys med MALDI-TOF MS (en per avdelning). Anledningen till att tidsintervallen mellan 
mikroorganism- och matrixapplicering kan bli längre är att de olika avdelningarna kommer applicera 
mikroorganismer på sina respektive avdelningar. När denna applicering är färdig kommer sedan 
matrixapplicering och analys med masspektrometrar utföras i ett avsett rum. Detta eftersom matrix 
innehåller kemikalier som kan generera ångor som personal på laboratoriet kan påverkas negativt av. 
Därför anses det bättre att enbart ha matrix i ett rum, i stället för att ha matrix utspritt i hela laboratoriet. 
En ny organisation kan effektivisera verksamheten i form av ett bättre och mer optimerat arbetsflöde på 
mikrobiologilaboratoriet genom att möjliggöra för de egna avdelningarna att följa sina egna prover 
genom hela analysprocessen, från provhantering till analysresultat. På detta sätt minskar risken för fel 
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och missförstånd som kan uppstå när flera medarbetare är involverade i hanteringen av samma prover. 
Därför är det av intresse att undersöka om längre tidsintervall mellan prov- och matrixapplicering har 
negativ inverkan på kvalitén vid artidentifieringen eller om tillförlitliga resultat kan erhållas även efter 
längre tid. Eftersom det hittills saknas studier inom det aktuella området är denna studie relevant och 
motiverad att genomföra för att tillföra ny kunskap och information (Personlig kommunikation S 
Mernelius, A Tell, 2022-03-03). 



6 
 

Syfte 

Syftet med studien var att utvärdera effekten av förlängda tidsintervall mellan applicering av 
mikroorganismer och matrix vid artidentifiering med hjälp av MALDI-TOF MS. Målet var att optimera 
arbetsflödet på mikrobiologilaboratoriet, laboratoriemedicin, RJL. 
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Material och metod 

Studiedesign och urval 

Studien genomfördes vid mikrobiologilaboratoriet, laboratoriemedicin, RJL, och innefattade en 
utvärdering av effekter på artidentifiering vid förlängda tidsintervall mellan mikroorganism- och 
matrixapplicering på en MALDI-provplatta vid analys med MALDI-TOF MS. I studien ingick bakterie- 
och jästsvampstammar (n = 267) från referensstammar och patientstammar, varav patientstammarna 
hade isolerats från kliniska prover inom RJL. Stammarna hade sedan tidigare identifierats till art- eller 
genusnivå med MALDI-TOF MS, och delades in i olika grupper av arter efter att ny identifiering erhållits 
vid analys av olika tidsintervall för matrixapplicering i studien. Följande artgruppering användes i 
studien vid analys med MALDI-TOF MS: gramnegativa stavar (n = 56), Pseudomonas spp. (n = 27), 
Staphylococcus aureus (n = 15), koagulasnegativa stafylokocker (KNS) (n = 26), Enterococcus spp. (n = 
28), Streptococcus agalactiae (n = 9), viridansstreptokocker (n = 20), jästsvampar av Candida spp. (n 
= 22), anaeroba bakterier med och utan myrsyraextraktion (n = 31), Haemophilus spp (n = 14) samt en 
grupp för övriga bakteriearter (n = 19). De bakterie- och jästsvamparter som erhållits vid analys i studien 
presenteras i Bilaga 1. Samtliga stammar var slumpmässigt utvalda innan påbörjan av studien baserat 
på vanligt förekommande bakterie- och jästsvampar i rutindiagnostik samt vilka stammar som fanns att 
tillgå på laboratoriet vid studiens genomförande. 
 

Odling och inkubering 

Bakterie- och jästsvampstammar isolerades från färska alternativt nedfrysta (–80 °C) kliniska isolat. 
Samtliga stammar renodlades på blodagarplattor, med undantag för stammar av arterna Haemophilus 
spp. och Neisseria meningtidis som inokulerades på hematinagarplattor (Substrat-avdelningen, 
Laboratoriemedicin, RJL, Jönköping, Sverige). Därefter inkuberades dessa i optimal tillväxtmiljö, 
antingen aerobt i 36 ± 1 °C i 18–24 timmar (h) (gramnegativa stavar, Pseudomonas spp., S. aureus, 
KNS, Enterococcus spp., S. agalactiae, viridansstreptokocker, jästsvampar samt övriga stammar), 
aerobt med 5% koldioxid (CO2) i 36 ± 1 °C i 18–24 h (Haemophilus spp. och Neisseria meningtidis) eller 
anaerobt i 36 ± 1 °C i 24–48 h alternativt upp till 6 dygn (anaeroba bakteriestammar) beroende på 
koloniernas tillväxthastighet innan användning i studien. De stammar som användes för analys med 
MALDI-TOF MS hade dagen innan analys odlats om från de redan framodlade stammarna för att erhålla 
färska kolonier vid analystillfället. För de stammar som inte erhållit tillväxt efter respektive 
inkubationstid odlades och inkuberades dessa om på nytt tills tillräcklig mängd kolonier växt fram. När 
stammarna inte analyserades förvarades de i kylskåp (4 ± 2 °C) upp till 1–2 veckor innan de odlades ut 
på nytt. Anaeroba bakterier odlades om direkt vid samma analystillfälle. 
 

Provpreparation 

För analys med MALDI-TOF MS applicerades provmaterial direkt från en eller flera bakteriekolonier 
från en agarplatta i en provbrunn på en MALDI-provplatta (MBT Biotarget 96 US IVD plate; Bruker 
Daltonics, Bremen, Tyskland). Brunnarna täcktes därefter med 1 µL HCCA-matrix (HCCA, portioned; 
Bruker Daltonics) spädd med stocklösning (50% acetonitril, 47,5% ultrarent H2O och 2,5% 
trifluorättikssyra [v/v]) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Matrixlösningen applicerades inom följande 
tidsintervall: efter applicering av en rad på 12 provbrunnar på MALDI-provplattan (standardmetod), 30 
minuter, 1 h, 2 h och 3 h för respektive stam. Samtliga tidpunkter undersöktes för alla stammar (± 5 
minuter), och därefter fick provplattan lufttorka i RT (20 ± 2 °C) innan analys med MALDI-TOF MS. 
För jästsvampar och ett urval av anaeroba bakterier applicerades även 0,5 µL 70% (v/v) myrsyra (Sigma-
Aldrich) som fick lufttorka i RT (20 ± 2 °C) före appliceringen av matrixlösning. För stammar som 
applicerades med myrsyra var de avsatta tidsintervallen densamma som ovanstående, men för dessa 
gällde tidsintervallen fram tills att myrsyran applicerades. Efter att myrsyran torkat applicerades sedan 
matrix på brunnarna som fick lufttorka i RT (20 ± 2 °C) innan analys med MALDI-TOF MS. 
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MALDI-TOF MS analys 

Analys med MALDI-TOF MS utfördes enligt metodbeskrivning från mikrobiologilaboratoriet, 
laboratoriemedicin, RJL (27). MALDI-provplattan placerades i masspektrometern (Bruker Daltonics) 
och provbrunnarnas positioner registrerades i analysprogrammet MALDI Biotyper Compass version 4.1 
(Bruker Daltonics). Samtliga provplattor analyserades två gånger; först med Sirius, och sedan med 
MicroFlex. Resultatspektra för bakterier och jästsvampar framkom med analysprogrammet MALDI 
Biotyper FlexControl version 3.4 (Bruker Daltonics). Varje provbrunn bestrålades 40 gånger med en 
laser, och programmet analyserade med ett m/z på 2000–20 000 Da för Sirius respektive 1960–20 137 
Da för MicroFlex. 
 

Bedömning av MALDI-TOF MS resultat 

MALDI-TOF MS resultaten klassificerades med hjälp av scorevärden, färgkodad visning av 
scorevärdena och den analyserande mikroorganismens art- eller genusidentifiering enligt tillverkarens 
rekommenderade kriterier (24). Ett scorevärde på 2,00–3,00 (grön färg) indikerade identifiering med 
hög säkerhet på artnivå; 1,70–1,99 (gul färg) indikerade identifiering med låg säkerhet på genusnivå; 
0,00–1,69 (röd färg) indikerade ingen möjlig identifiering. Röd färg kunde antingen innebära resultatet 
”no peaks found” som innebar att inget scorevärde eller artidentifiering erhölls, eller ”no identification 
possible” som innebar att scorevärde erhållits men ingen artidentifiering (23). Resultatet för stammar 
som erhöll no peaks found eller no identification possible inkluderades i studien och analyserades inte 
om. 
 

Databearbetning 

Resultaten bearbetades med hjälp av IBM® SPSS® Statistics version 28.0 (IBM Corp., Armonk, N.Y.). 
Normalitetstest utfördes enligt Kolmogorov-Smirnov då n < 1000. Statistiska analyser i form av envägs-
analysis of variance (ANOVA) för normalfördelad data och Kruskal-Wallis test för icke-normalfördelad 
data utfördes för att bedöma om det fanns en statistiskt signifikant skillnad mellan scorevärden vid 
jämförelse av de olika tidsintervallen för matrixapplicering. Median av scorevärden med ett 
konfidensintervall (KI) valt till 95 % samt en färgkodad visning av medianens scorevärde presenterades 
till de statistiska analyserna. Signifikansnivån p < 0.05 tillämpades. Resultat där identifierad art med 
MALDI-TOF MS inte överensstämde inom samtliga tidpunkter noterades. Samtliga MALDI-provplattor 
analyserades med både Sirius och MicroFlex. Jämförelser mellan hur masspektrometrarnas 
scorevärden överensstämde vid analys av samma stammar utfördes sedan för att bedöma 
reproducerbarheten mellan dessa genom en metodjämförelse i form av parvis t-test, Pearsons 
korrelationsanalys samt regression. 
 

Etiska överväganden 

I studien har en etisk egengranskning genomförts av författarna i samråd med handledare enligt 
anvisningar vid Hälsohögskolan i Jönköping. Eftersom det laborativa arbetet endast omfattade 
användning av bakterie- och jästsvampstammar i syfte att utveckla diagnostisk verksamhet krävdes inga 
ytterligare etiska godkännanden eller granskningar. De ursprungliga patientproverna som användes var 
kodade med ett löpnummer som inte gick att spåra till patienters identitet utan behörighet i 
laboratoriets datasystem. Proverna odlades därefter ut och avkodades vid bearbetning. Studien innebar 
ingen ytterligare provtagning för patienter, då enbart provmaterial som redan artidentifierats och 
svarats ut användes. Patienter vars prover analyserades hade redan erhållit behandling för orsaken till 
provtagning, och påverkades därmed inte av studien. Informerat samtycke från patienter krävdes inte 
för att kunna avidentifiera och spara stammar eftersom mikroorganismer odlade från patientprover inte 
omfattas av biobankslagen. 
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Resultat 

Sammanlagt analyserades 267 bakterie- och jästsvampstammar med avseende på följande tidsintervall 
mellan mikroorganism- och matrixapplicering: efter applicering av en rad på 12 provbrunnar på 
MALDI-provplattan (standardmetod), 30 minuter, 1 h, 2 h och 3 h, vilka jämfördes för samtliga 
artgrupper (Bilaga 1). Jämförelse mellan de analyserade stammarnas scorevärden i 
masspektrometrarna (Sirius och MicroFlex) gjordes också. 
 

Scorevärden vid analys av tidsintervall för matrixapplicering 

De statistiska analyserna med Kruskal-Wallis test och envägs-ANOVA visade att jämförelser av 
resultatet vid de olika tidsintervallen för matrixapplicering inte resulterade i en signifikant skillnad vid 
analys av scorevärden med Sirius eller MicroFlex för någon av artgrupperna: gramnegativa stavar (pSirius 
= 0,543; pMicroFlex = 0,738), Pseudomonas spp. (pSirius = 0,961; pMicroFlex = 0,912), Staphylococcus aureus 
(pSirius = 0,745; pMicroFlex = 0,617), koagulasnegativa stafylokocker (KNS) (pSirius = 0,783; pMicroFlex = 
0,682), Enterococcus spp. (pSirius = 0,825; pMicroFlex = 0,603), Streptococcus agalactiae (pSirius = 0,973; 
pMicroFlex = 0,620), viridansstreptokocker (pSirius = 0,855; pMicroFlex = 0,939), jästsvampar (pSirius = 0,055; 
pMicroFlex = 0,209), anaeroba bakterier med myrsyra (pSirius = 0,154; pMicroFlex = 0,471), anaeroba bakterier 
utan myrsyra (pSirius = 0,621; pMicroFlex = 0,833), Haemophilus spp. (pSirius = 0,941; pMicroFlex = 0,886) samt 
övriga bakteriearter (pSirius = 0,980; pMicroFlex = 0,671). Scorevärdet av median med ett 95 %-igt KI, samt 
medianens färgklassificering visas för samtliga tidsintervall för matrixapplicering för respektive 
artgrupp och masspektrometer i Tabell 1. 
 
 
Tabell 1. Scorevärden med respektive färgkod vid analys av tidsintervall för matrixapplicering för artgrupper av 
bakterie- och jästsvampstammar (n = 267) vid analys med MALDI-TOF MS med Sirius och MicroFlex. Färgkoderna 
representerar scorevärden för medianen; ≥ 2,0 är grönmarkerad, 1,7–2,0 är gulmarkerad och <1,7 är rödmarkerad. 
 

 Sirius MicroFlex 

Artgrupper Tidsintervall Median (95% 

KImedian) 

Median (95% 

KImedian) 

Gramnegativa stavar 

(n = 56) 

Standardmetod 2,39 (2,34–2,44) 2,32 (2,22–2,40) 

30 min 2,37 (2,29–2,39) 2,30 (2,25–2,36) 

1 h 2,38 (2,31–2,41) 2,34 (2,27–2,37) 

2 h 2,35 (2,31–2,43) 2,32 (2,27–2,37) 

3 h 2,34 (2,28–2,39) 2,29 (2,22–2,33) 

Pseudomonas spp. 

(n = 27) 

Standardmetod 2,31 (2,26–2,36) 2,07 (0,00–2,24) 

30 min 2,26 (2,17–2,36) 2,14 (1,96–2,29) 

1 h 2,34 (2,27–2,39) 2,26 (1,98–2,32) 

2 h 2,32 (2,26–2,36) 2,18 (1,98–2,29) 

3 h 2,32 (2,18–2,38) 2,24 (1,88–2,33) 

S. aureus 

(n = 15) 

Standardmetod 2,39 (2,31–2,48) 2,36 (2,32–2,38) 

30 min 2,32 (2,30–2,39) 2,30 (2,27–2,37) 

1 h 2,38 (2,33–2,43) 2,32 (2,30–2,40) 

2 h 2,37 (2,28–2,40) 2,33 (2,26–2,41) 

3 h 2,32 (2,28–2,43) 2,32 (2,25–2,40) 

KNS Standardmetod 2,15 (2,14–2,22) 2,10 (2,08–2,12) 
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(n = 26) 30 min 2,16 (2,12–2,21) 2,12 (2,06–2,14) 

1 h 2,20 (2,10–2,21) 2,13 (2,03–2,17) 

2 h 2,17 (2,11–2,23) 2,12 (2,07–2,15) 

3 h 2,15 (2,12–2,17) 2,08 (2,03–2,13) 

Enterococcus spp. 

(n = 28) 

Standardmetod 2,29 (2,22–2,39) 2,26 (2,22–2,35) 

30 min 2,25 (2,19–2,35) 2,27 (2,21–2,35) 

1 h 2,29 (2,24–2,35) 2,29 (2,22–2,36) 

2 h 2,30 (2,24–2,36) 2,32 (2,27–2,37) 

3 h 2,26 (2,20–2,28) 2,30 (2,17–2,34) 

S. agalactiae 

(n = 9) 

Standardmetod 2,29 (2,21–2,33) 2,25 (2,17–2,39) 

30 min 2,26 (2,11–2,40) 2,29 (2,17–2,40) 

1 h 2,29 (2,21–2,38) 2,18 (0,00–2,30) 

2 h 2,29 (2,26–2,31) 2,27 (2,27–2,34) 

3 h 2,25 (2,22–2,31) 2,24 (2,23–2,32) 

Viridansstreptokocker 

(n = 20) 

Standardmetod 2,16 (1,36–2,27) 2,17 (2,01–2,30) 

30 min 2,12 (0,00–2,30) 2,20 (1,36–2,32) 

1 h 2,06 (0,00–2,26) 2,07 (0,00–2,29) 

2 h 2,01 (0,00–2,30) 2,23 (1,36–2,28) 

3 h 2,04 (0,00–2,21) 2,20 (1,60–2,27) 

Jästsvampar 

(med myrsyra) 

(n = 22) 

Standardmetod 1,90 (0,00–2,11) 1,97 (1,85–2,02) 

30 min 1,94 (1,86–2,07) 1,95 (1,93–2,07) 

1 h 1,77 (0,00–2,01) 1,94 (1,83–2,01) 

2 h 0,00 1,82 (0,00–1,96) 

3 h 2,00 (1,86–2,04) 1,96 (1,84–2,00) 

Anaerober med 

myrsyra 

(n = 15) 

Standardmetod 1,98 (1,88–2,24) 2,10 (1,82–2,27) 

30 min 1,98 (0,00–2,13) 2,06 (1,95–2,30) 

1 h 1,86 (0,00–2,18) 1,92 (0,00–2,18) 

2 h 0,00 2,00 (0,00–2,16) 

3 h 0,00 2,01 (0,00–2,26) 

Anaerober utan 

myrsyra 

(n = 31) 

Standardmetod 2,14 (1,94–2,28) 2,14 (1,68–2,22) 

30 min 2,17 (0,00–2,29) 2,15 (1,96–2,26) 

1 h 2,12 (1,93–2,25) 2,07 (0,00–2,23) 

2 h 2,18 (2,14–2,25) 2,12 (0,00–2,21) 

3 h 2,21 (2,04–2,26) 2,01 (0,00–2,24) 

Haemophilus spp. Standardmetod 2,42 (2,16–2,48) 2,38 (2,17–2,48) 
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(n = 14) 30 min 2,38 (2,20–2,47) 2,34 (2,18–2,44) 

1 h 2,32 (2,17–2,47) 2,38 (2,13–2,45) 

2 h 2,40 (2,25–2,51) 2,37 (2,14–2,43) 

3 h 2,41 (2,41–2,48) 2,38 (2,18–2,48) 

Övriga arter 

(n = 19) 

Standardmetod 2,32 (2,23–2,38) 2,33 (2,25–2,38) 

30 min 2,32 (2,21–2,37) 2,30 (2,27–2,38) 

1 h 2,29 (2,09–2,37) 2,28 (2,16–2,35) 

2 h 2,36 (2,13–2,38) 2,32 (2,07–2,36) 

3 h 2,32 (2,07–2,39) 2,27 (1,98–2,32) 

 

Artidentifiering vid analys av tidsintervall för matrixapplicering 

Av det totala antalet bakterie- och jästsvampstammar som användes i studien var det 9 stammar (3 %) 
som identifierades som olika arter inom samma genus vid olika tidsintervall för matrixapplicering. Inom 
gruppen gramnegativa stavar klassificerades tre stammar inom genuset Serratia spp. som Serratia 
marscescens respektive Serratia nematodiphila vid olika tidpunkter. Två stammar inom Enterobacter 
spp. klassificerades som Enterobacter hormaechei respektive Enterobacter cloacae vid olika 
tidsintervall för respektive stam. Två stammar inom Pseudomonas spp. klassificerades som 
Pseudomonas synxantha, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas libanesis, Pseudomonas veronii 
respektive Pseudomonas rhodesiae vid olika tidsintervall. Inom gruppen viridansstreptokocker 
klassificerades en stam som Streptococcus salivarius respektive Streptococcus vestibularis vid olika 
tidsintervall. Inom samma grupp klassificerades även en stam som Streptococcus mitis, Streptococcus 
oralis respektive Streptococcus pneumoniae vid olika tidsintervall. I vilken masspektrometer och vid 
vilket tidsintervall som klassificeringarna uppstod presenteras i Bilaga 2. Övervägande delen av 
analyserade stammar (97 %) erhöll dock samma identifierade art vid samtliga tidpunkter, inklusive 
stammar som inte erhöll någon artidentifiering vid en eller flera av dessa tidpunkter. 
 

Reproducerbarhet mellan masspektrometrar 

Det var en signifikant skillnad (p < 0,001) mellan scorevärdena vid analys med Sirius jämfört med 
MicroFlex vid de statistiska analyserna av sammanlagda antalet stammar för samtliga grupper i totalt 
fem replikat för de olika tidsintervallen för matrixapplicering (n = 1410). Scorevärden erhållna med 
Sirius var genomsnittligt högre i jämförelse med scorevärden erhållna med MicroFlex, med 
medelvärdesskillnaden 0,08 (0,04–1,12) mellan masspektrometrarna. Det var ett signifikant samband 
mellan scorevärdena för Sirius och MicroFlex (r = 0,534; p < 0,001). Resultatet för Sirius och MicroFlex 
presenteras i ett spridningsdiagram där y-axeln representerar Sirius och x-axeln representerar 
MicroFlex (Figur 2). Punkterna visar varje stams scorevärde i respektive masspektrometer, och den 
linjära kurvan representerar sambandet mellan dessa. 
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Figur 2. Spridningsdiagram över korrelationen mellan scorevärden vid analys med MALDI-TOF MS med 
masspektrometrarna Sirius och Microflex av totalt n = 1410 stammar (r = 0,534; p < 0,001). 
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Diskussion 

Syftet med studien var att utvärdera effekten av förlängda tidsintervall mellan applicering av 
mikroorganismer och matrix vid artidentifiering med MALDI-TOF MS. Den rekommenderade tiden 
från Bruker är att matrixapplicering måste ske inom 30 minuter efter att mikroorganismer har 
applicerats på en MALDI-provplatta. För närvarande följer mikrobiologilaboratoriet, RJL, en 
standardmetod där matrix appliceras omedelbart efter att 12 provbrunnar med mikroorganismer har 
applicerats på MALDI-provplattan. Genom att förlänga tiden mellan applicering av mikroorganismer 
och matrix skulle en omorganisation där enskilda avdelningar på mikrobiologilaboratoriet kan följa sina 
egna prover genom hela analyskedjan kunna möjliggöras, inklusive analys med MALDI-TOF MS. Detta 
kan på sikt leda till ett mer optimerat arbetsflöde på laboratoriet. Eftersom två masspektrometrar från 
Bruker används i rutinverksamhet på mikrobiologilaboratoriet har även reproducerbarheten för dessa 
bedömts. Vidare utvärderades hur myrsyraextraktion påverkar artidentifieringens scorevärden och 
klassificering av anaeroba bakteriestammar. 
 

Resultatdiskussion 

Det resultat som erhölls i studien visade att det inte är någon signifikant skillnad mellan scorevärdena 
vid samtliga tidsintervall för matrixapplicering (Tabell 1). Tidpunkterna som ingick i studien var: efter 
applicering av 1 rad på 12 brunnar på MALDI-provplattan (standardmetod), 30 minuter, 1 h, 2 h, och 3 
h. Dessa fynd tyder på att det inte är någon skillnad i scorevärden mellan de olika tidsintervallen för 
matrixapplicering, vilket står i motsats till Brukers rekommendationer om att matrixapplicering måste 
ske inom 30 minuter efter provapplicering (25), samt standardmetoden på mikrobiologilaboratoriet 
som nämnts tidigare. Anledningen till dessa rekommendationer är att mikroorganismerna annars 
torkar ut för mycket, vilket kan leda till låga scorevärden och därmed omöjliggöra artidentifiering (E-
post S Krol, Applikation Support Specialist, Bruker Daltonics, 2023-03-27). Bruker kan möjligtvis ha 
genomfört egna undersökningar för fastställande av rekommendationerna, men detta finns inte 
publicerat. Andra tidigare studier finns inte heller att tillgå, och rekommendationerna från företaget är 
då det enda material som studiens resultat kan jämföras med, vilket gör studiens resultat mer 
svårtolkade men också viktigare. 
 
Samtliga MALDI-provplattor analyserades två gånger, i ordningen med Sirius först och MicroFlex sist. 
Eftersom båda masspektrometrarna används i rutinverksamheten är det av betydelse att båda fungerar 
och genererar liknande resultat vid artidentifieringen. Resultatet i denna studie visade att det är en 
signifikant skillnad mellan scorevärdena vid analys med Sirius och MicroFlex, då artidentifieringen fick 
genomsnittligt högre scorevärden i Sirius. Detta kan förklaras av att Sirius är en nyare masspektrometer 
än MicroFlex, och har därmed högre prestanda. En viktig faktor att ta hänsyn till är dock att vid analys 
i MicroFlex har MALDI-provplattan redan analyserats en gång i Sirius. Detta innebär att proverna redan 
har bestrålats en gång med lasern och joniserats. Detta leder till masspektrum av lägre kvalitet när 
samma prov bestrålas på nytt, vilket ger lägre scorevärden enligt tidigare erfarenhet på 
mikrobiologilaboratoriet (Personlig kommunikation, S Mernelius, 2023-05-05). Detta kan förklara 
identifieringsresultatet med lägre scorevärden som erhållits i MicroFlex. Resultatet visade dock att det 
finns ett signifikant samband mellan masspektrometrarna (Figur 2), vilket tyder på att skillnaden 
troligen beror på omanalysen. I studien analyserades MALDI-provplattorna först i Sirius och sedan i 
MicroFlex för att försöka efterlikna rutinverksamheten. I rutinverksamhet analyseras övervägande 
delen av MALDI-provplattor i Sirius, och när resultatet utfaller med låga scorevärden med ingen 
artidentifiering i Sirius, omanalyseras dessa ofta i MicroFlex. Vidare studier kan dock genomföras där 
MALDI-provplattorna analyseras i omvänd ordning för att undersöka om de lägre scorevärdena i 
MicroFlex beror på att provplattan redan har bestrålats en gång, eller om det beror på 
masspektrometerns prestanda. 
 

Svårigheter vid artidentifiering 

Resultatet skiljde sig också mellan olika grupper av arter, där scorevärden exempelvis generellt sett blev 
lägre för jästsvampar och anaeroba bakterier. Tidigare studier har visat att kliniska mikrobiologiska 
laboratorier har svårare att identifiera anaeroba bakterier och att resultat vid artidentifiering kan skilja 
sig åt mellan olika stammar och masspektrometrar. Vanliga anaeroba bakteriestammar kan vanligtvis 
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identifieras på artnivå med MALDI-TOF MS, medan ovanliga arter kan vara svårare att identifiera. Detta 
beror delvis på begränsad mängd av ovanliga anaeroba bakteriestammars spektrum i de 
referensdatabaser som används. Det är därför viktigt att regelbundet uppmärksamma uppdateringar av 
databasversionerna av tillverkarna vid exempelvis upptäckt av nya arter av mikroorganismer (14, 28). 
De stammar som användes i denna studie fanns tillgängliga i MALDI Biotyper-databasen. För att erhålla 
högre scorevärden vid analys av anaeroba bakterier kan ett extraktionssteg med myrsyra utföras (21). 
Med bakgrund av tidigare erfarenhet på mikrobiologilaboratoriet applicerades myrsyra på ett urval av 
stammarna av anaeroba bakterier i denna studie för att försöka erhålla högre scorevärden (Personlig 
kommunikation, A Tell, 2023-04-23). Utvalda anaeroba bakterier analyserades således både med och 
utan myrsyra. Anaerober med myrsyra fick dock resultat med lägre scorevärden jämfört med de utan 
myrsyra. Detta kan bero på att antalet anaerober utan myrsyra som analyserades med MALDI-TOF MS 
var betydligt fler än med myrsyra. Låga scorevärden kan också bero på att en del av de anaeroba 
bakterierna hade mycket sparsam växt på agarplattor, vilket försvårade appliceringen av dessa på 
MALDI-provplattan. 
 
Jästsvampar har också en tendens att uppvisa låga scorevärden vid analys med MALDI-TOF MS. För att 
erhålla högre scorevärden vid analys kan ett extraktionssteg med myrsyra innan matrixapplicering också 
utföras. Ett tillvägagångsätt för myrsyraextraktion är att kolonier från jästsvamparna appliceras direkt 
på MALDI-provplattan och därefter appliceras med myrsyra (29), vilket är den metod som används på 
mikrobiologilaboratoriet. Ytterligare en metod är en så kallad fullständig myrsyraextraktion där 
kolonier blandas med en lösning av myrsyra innan denna appliceras på MALDI-provplattan. Studier har 
visat att analys av jästsvampar med MALDI-TOF MS får signifikant bättre resultat efter extraktion med 
myrsyra än utan, och att den fullständiga myrsyraextraktionen ger signifikant bättre resultat i jämförelse 
med metoden där myrsyra appliceras direkt på kolonier (29). Metoden där myrsyra appliceras direkt på 
provet på MALDI-provplattan är lättast att använda i rutin, men det skulle vara av intresse att undersöka 
om en fullständig extraktion ger bättre resultat för stammar där det är svårt att få en tillförlitlig 
artidentifiering. 
 
Vid analys med MALDI-TOF MS kan masspektrometrar och dataprogram som används också ha 
svårigheter med att exempelvis skilja mellan olika arter av viridansstreptokocker, och förväxlingar 
mellan exempelvis Streptococcus mitis, Streptococcus oralis och Streptococcus pneumoniae som har 
liknande masspektra kan förekomma (30). Detta är ett resultat som även uppkommit i denna studie. 
Scorevärden för viridansstreptokocker blev också generellt sett lägre med en större spridning i resultatet 
än för somliga andra artgrupper. Studier har genomförts där myrsyra tillsätts innan matrixapplicering 
för grampositiva bakterier, vilket hjälper till att lysera bakteriernas tjocka cellväggar och extrahera 
proteinerna, och detta har visat ge signifikant högre scorevärden (31, 32). På mikrobiologilaboratoriet 
appliceras inte myrsyra på grampositiva kocker i rutin i första hand eftersom artidentifiering vanligtvis 
fungerar bra ändå. Myrsyra appliceras enbart om tidigare analys utan myrsyra inte erhållit tillförlitlig 
artidentifiering. För att representera hur arbetet utförs på mikrobiologilaboratoriet har därför ingen 
myrsyra applicerats vid analys av viridansstreptokocker eller andra aeroba grampositiva bakterier i 
denna studie. Det skulle vara intressant att jämföra resultatet med och utan myrsyraextraktion för dessa, 
i synnerhet för streptokocker för att utvärdera om det skulle föreligga en signifikant skillnad i 
scorevärden. 
 
I studien blev också två stammar inom Pseudomonas spp. klassificerade som Pseudomonas synxantha, 
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas libanesis, Pseudomonas veronii respektive Pseudomonas 
rhodesiae vid olika tidsintervall för matrixapplicering. Samtliga av dessa arter ingår i en undergrupp för 
Pseudomonas fluorescens (33), vilket förklarar varför de har liknande masspektra och att MALDI-TOF 
MS kan ha svårt att skilja dem åt. En liknande förklaring kan appliceras till de två stammarna inom 
Enterobacter spp. som klassificerades som Enterobacter hormaechei respektive Enterobacter cloacae 
vid olika tidsintervall. Detta eftersom Enterobacter hormaechei ingår i det så kallade Enterobacter 
cloacae-komplexet (34). Även Serratia marscescens och Serratia nematodiphila har liknande 
egenskaper (35), vilket kan förklara varför MALDI-TOF MS hade svårt att skilja dem åt. Närbesläktade 
arter ger upphov till liknande masspektra, vilket är en begränsning med MALDI-TOF MS analysen då 

detta inte kan differentieras med någon databasuppdatering (13). Vid dessa fall med närbesläktade arter 
så påverkar det dock inte patienternas eventuella behandling eftersom bakterierna är så pass lika 
(Personlig kommunikation, A Tell, 2023-05-29). En annan anledning till identifiering av skilda arter vid 
olika tidsintervall för samma stam var att vissa agarplattor innehållit blandflora vid utodling. 
Bakteriekolonier från olika stammar kan då ha valts för analys. Förväxlingar kan också ha förekommit 
mellan olika stammar. Vid uppenbar förväxling där identifierad art inte överensstämde med den art som 
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stammen ansågs tillhöra vid samtliga tidsintervall för matrixapplicering, så ansågs arten vara den som 
framkom vid analys med MALDI-TOF MS och delades utefter detta in i lämplig artgrupp (Bilaga I). 
 

Begränsningar vid provpreparation och andra faktorer 

Den enskilt viktigaste faktorn för att erhålla höga scorevärden är färdigheten hos den laborerande 
individen vid provpreparation inför analys med MALDI-TOF MS (36, 37). Detta innebär att resultatet 
är mycket beroende av den laborerande individens skicklighet och erfarenhet. Andra faktorer som kan 
påverka kvaliteten på spektrumet är vilken mängd (koncentration) biologiskt material som appliceras 
på MALDI-provplattan (37), och hur de bearbetas med applikatorn i brunnen på MALDI-provplattan. 
Vid manuell provpreparering är det svårt att standardisera mängden provmaterial som appliceras på 
MALDI-provplattan (38). Mängden mikroorganismer som behövs för att erhålla en användbar 
proteinprofil för identifiering har en inverkan på kvaliteten på det erhållna spektrumet (37). För lite eller 
för mycket biologiskt material från en isolerad koloni som appliceras kan resultera i att ingen 
identifiering erhålls. En lämplig koncentration provmaterial som Bruker rekommenderar är mellan 104–
107 celler/mL per provbrunn för optimal MALDI-TOF MS detektion (26). Cellkoncentrationerna är dock 
specifika och varierar mellan olika arter, och därför är omanalys av samma prov vanligt förekommande 
(12). Detta bör tas i beaktande då låga scorevärden i denna studie kan bero på utförandet av 
provpreparation. I studien utfördes provpreparationen av studiens författare, och detta bör särskilt tas 
hänsyn till eftersom tidigare erfarenhet av metodens handhavande var begränsad i början av studien. 
Detta kan ha bidragit till interpersonella variationer, vilket kan resultera i felaktiga svar till följd av dålig 
kvalité på spektrumet såsom låga scorevärden och ingen artidentifiering. Studier har också genomförts 
där provpreparationen av MALDI-provplattor var automatiserad, vilket gav signifikant högre 
scorevärden jämfört med manuell provpreparation (38). I studien, och i rutinverksamhet på 
mikrobiologilaboratoriet, utförs provpreparation manuellt, vilket kan därmed ha påverkat resultaten. 
 
Resultaten av erhållna scorevärden kan möjligtvis också påverkas av faktorer som inte har beaktats i 
denna studie inklusive: (i) laserns ålder och intensitet; (ii) typen av MALDI-provplatta och matrix som 
används; (iii) odlingsförhållanden såsom det använda agarmediet eller inkuberingsmiljön som 
mikroorganismerna odlas i, såväl som mikroorganismens koloniålder; (iv) inställningar på lasern för 
insamling av spektra, såsom antalet applicerade laserspulser och (v) frekvens av kalibrering av 
masspektrometrarna (12, 39). 
 

Metoddiskussion 

Studiedesign och urval 

I studien genomfördes en analys av varje stam vid varje tidsintervall för matrixapplicering med MALDI-
TOF MS. En begränsning med studien var att de stammar som ingick i studien inte analyserades i 
triplikat eller duplikat för varje enskild stam och tid, vilket hade inneburit att tillförlitligheten samt 
reproducerbarheten av resultatet hade förbättrats något. Ursprungligen var planen att utföra triplikat 
för varje enskild stam och tidpunkt. Men på grund av tidsbegränsningar och prioritering av att analysera 
ett större antal olika stammar framför att analysera samma stam flera gånger analyserades inte proverna 
i triplikat. Däremot analyserades flera stammar av samma art för övervägande delen av de tillgängliga 
mikroorganismerna, och därmed kunde dessa räknas in som replikat. I denna studie har inte heller 
positiva eller negativa kontroller analyserats. Detta medför att metoden inte har kontrollerats vid varje 
analysomgång med masspektrometrarna. Kontroller analyseras dock regelbundet i rutinverksamhet på 
mikrobiologilaboratoriet på masspektrometrarna som användes i studien, vilket ansågs vara tillräckligt 
för studiens syfte. 
 

MALDI-TOF MS analys och databearbetning 

Vid databearbetningen delades de analyserade stammarna upp i artgrupper där statistiska test utfördes 
för de olika grupperna. Uppdelningen gjordes för att undersöka hur de förlängda tidsintervallen för 
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matrixapplicering kunde påverka olika grupper med bakterier. Arter som ingick i de olika grupperna har 
liknande egenskaper, och kan därför påverkas på liknande sätt vid analys med MALDI-TOF MS. 
Bearbetningen av resultaten gjordes enskilt för respektive grupp med arter. Detta för att grupper som 
generellt sett fick lägre scorevärden vid MALDI-TOF MS inte skulle påverka resultatet negativt för 
grupper som fick högre scorevärden. Vid analys av scorevärdet kunde både genomsnitts- och 
spridningsmått erhållas, vilket inte skulle vara möjligt vid statistisk bearbetning av färgkoderna. Vid 
presentation av resultaten användes färgkoderna för att underlätta avläsningen av scorevärden. Andra 
studier har föreslagit andra scorevärdesintervall än de från Bruker MALDI Biotyper (40-42), och de 
optimala scorevärdena för identifiering av många bakteriearter kan således ifrågasättas utan att 
kompromissa med precisionen på MALDI-TOF MS identifieringen (43). En sådan studie undersökte 
artspecifika scorevärdesintervall för kliniska isolat och fann att en mängd olika intervall kan härledas 
beroende på vilken typ av mikroorganism som studeras. Deras metod resulterade i scorevärden som var 
beroende av antalet isolat som analyserades för en given art (40). Detta är en intressant aspekt som 
möjligtvis kan tas hänsyn till vid analys av olika arter med MALDI-TOF MS. 
 

Implementering i klinisk verksamhet och vidare studier 

Studien visar att det inte är någon signifikant skillnad (p > 0,005) i resultat mellan de olika 
tidsintervallen för matrixapplicering vid analys av scorevärden. Dessutom klassificerades 97 % av 
analyserade stammar som samma art vid samtliga tidsintervall för matrixapplicering. Detta innebär att 
en omorganisation på mikrobiologilaboratoriet, RJL kan implementeras i arbetsflödet. Det skulle 
således vara möjligt att delegera ansvaret för provhantering och analys med MALDI-TOF MS till 
respektive avdelning i mikrobiologilaboratoriet. Denna förändring skulle kunna leda till ett mer 
optimerat arbetsflöde på mikrobiologilaboratoriet. 
 
Tidsintervallen för matrixapplicering valdes för att representera hur arbetet möjligen kan utföras vid en 
eventuell omorganisation på laboratoriet i praktiken. Tre timmar ansågs vara det längsta tidsintervallet 
för matrixapplicering som möjligen kan uppstå, och därmed undersöktes inte längre tidsintervall i 
studien. Det skulle dock vara av intresse att undersöka om det skulle vara en signifikant skillnad i 
resultatet om tiden mellan mikroorganism- och matrixapplicering var ännu längre, som exempelvis 4 
eller 5 timmar. På detta sätt skulle möjligtvis en mer exakt tid kunna fastställas när resultatet tydligt inte 
längre är av acceptabel kvalité, då scorevärden utfaller mycket lägre och prov- och matrixapplicering 
måste utföras igen. 
 
Framtida studier kan också utvärdera effekter på artidentifieringen vid förlängda tidsintervall efter 
matrixapplicering. Enligt Bruker skall MALDI-provplattan analyseras inom 24 h efter matrixapplicering 
(25). Det skulle vara intressant att undersöka hur resultatet påverkas om tiden på 24 h överstigs. Detta 
är möjligtvis inte relevant för rutinverksamhet, då resultat vanligtvis vill erhållas snarast möjligt. Dock 
kan det vara av intresse exempelvis över helger, eller om provplattor skall förberedas på ett laboratorium 
och analyseras på en annan enhet. 
 
I denna studie odlades stammar ut dagen innan analys med MALDI-TOF MS för att erhålla färska 
kolonier vid analystillfället, och därmed ge så gynnsamma förhållanden som möjligt. Enligt Bruker kan 
dock resultat med MALDI-TOF MS vara acceptabla om framodlade kolonier förvaras upp till 12 h i RT 
efter inkubation (26). Vid framtida studier skulle det också vara intressant att jämföra resultatet vid 
MALDI-TOF MS vid användning av mikroorganismer på agarplattor som förvarats i kylskåp (4 ± 2 °C) 
jämfört med agarplattor med färska mikroorganismer direkt efter inkubering. På 
mikrobiologilaboratoriet har det uppkommit funderingar angående detta. Under måndagar analyseras 
mikroorganismer på agarplattor som har förvarats i kylskåp över helgen, och observationer har gjorts 
där resultaten utfallit sämre i jämförelse med färska agarplattor som används (Personlig 
kommunikation S Mernelius, A Tell, 2022-03-03). Enligt Bruker blir kvalitén på spektrumet vid analys 
med MALDI-TOF MS sämre om agarplattorna förvaras i kylskåp innan användning (26). Av denna 
anledning är detta av intresse att undersöka närmare. 
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Slutsatser 

Sammanfattningsvis visade studiens resultat att det inte fanns någon signifikant skillnad vid analys av 
scorevärden vid förlängda tidsintervall mellan mikroorganism- och matrixapplicering vid 
artidentifiering med MALDI-TOF MS. Resultat där artidentifiering av bakterie- och jästsvampstammar 
skiljde sig vid olika tidsintervall beror troligtvis på att arterna var närbesläktade. Resultatet visade en 
signifikant skillnad mellan Sirius jämfört med MicroFlex vid analys av scorevärden, vilket kan förklaras 
av upprepade bestrålningar. Däremot förelåg det ett signifikant samband mellan de två 
masspektrometrarna. Resultatet innebär att avsteg från standardmetoden i rutinverksamhet för 
matrixapplicering (applicering efter att 12 provbrunnar av mikroorganismer har applicerats) 
fortfarande kan generera tillförlitlig artidentifiering med MALDI-TOF MS vid upp till tre timmar mellan 
mikroorganism- och matrixapplicering. Detta innebär att en optimering av arbetsflödet i form av en 
omorganisation på mikrobiologilaboratoriet, laboratoriemedicin, RJL, skulle vara möjlig att genomföra 
utan negativ påverkan på diagnostiken. 
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Bilaga 1 

Tabell 2. Lista över bakterie- och jästsvamparter som identifierats vid analys med MALDI-TOF MS. Kolumnerna 
”identifierad art” (de arter som stammarna identifierades med MALDI-TOF MS) med respektive grupp som arten 
tillhörde, samt ”antal stammar” (n) av respektive art. ”/” i kolumnen identifierad art visar olika arter som kunde 
erhållas vid MALDI-TOF MS för enskilda stammar efter olika tidsintervall för matrixapplicering. 

Identifierad art Antal stammar (n)  

Gramnegativa stavar 56  

Alcaligenes faecalis 2  

Citrobacter koseri 4  

Enterobacter clocae/hormaechei 2  

Escherichia coli 23  

Klebisella aerogenes 2  

Klebsiella oxytoca 2  

Klebsiella pneumoniae 6  

Morganella morganii 1  

Proteus mirabilis 4  

Proteus vulgaris 3  

Raoultella ornithinolytica 2  

Serratia marcescens/nematodiphila 5  

Pseudomonas spp. 27  

Pseudomonas aeruginosa 24  

Pseudomonas putida 1  

Pseudomonas fluorescens/libanesis/ 

synxantha/veronii/rhodesiae 

2  

Staphylococcus aureus 15  

KNS 26  

Staphylococcus capitis 4  

Staphylococcus epidermidis 12  

Staphylocccus haemolyticus 1  

Staphylococcus hominis 2  

Staphylococcus lugdunensis 1  

Staphylococcus pettenkofferi 1  

Staphylococcus saprophyticus 2  

Staphylococcus simulans 1  

Stahylococcus warneri 2  

Enterococcus spp. 28  

Enterococcus faecalis 21  

Enterococcus faecium 7  

Streptococcus agalactiae 9  

Viridansstreptokocker 20  

Streptococcus anginosus 8  

Streptococcus intermedius 3  

Streptococcus mitis/oralis 6  

Streptococcus salivarius/vestibularis 3  

Jästsvampar 22  

Candida albicans 13  

Candida dubliniensis 1  

Candida glabrata 2  

Candida krusei 3  

Candida lusitaniae 1  



 

 

Candida tropicalis 2  

Anaeroba bakterier 31  

Anaerococcus 1  

Bacteroides fragilis 5  

Bacteroides salyersiae 2  

Bacteroides thetaiotaomicron 2  

Clostridioides difficile 2  

Clostridioides sporogenes 1  

Cutibacterium acnes 6  

Eggerthella lenta 1  

Finegoldia magna 1  

Gardnerella vaginalis 1  

Parvimonas micra 1  

Peptostreptococcus anaerobius 1  

Phocaeicola vulgatus 1  

Prevotella bivia 3  

Prevotella dentricola 1  

Prevotella disiens 1  

Porphyromonas 1  

Haemophilus spp. 14  

Haemophilus influenzae 10  

Haemophilus parainfluenzae 4  

Övriga bakteriearter 19  

Actinetobacter ursingii 2  

Aerococcus sanguinicola 2  

Aerococcus urinae 1  

Bacillus cereus 1  

Corynebacterium imitans 1  

Corynebacterium proponiquum 1  

Gemella haemolysans 1  

Lactobacillus gasseri 1  

Listeria innocua 1  

Listeria monocytogenes 1  

Microbacterium oxydans 1  

Moraxella catarrhalis 3  

Neisseria meningitidis 1  

Streptococcus dysgalactiae 2  

Totalt 267  

 
  



 

 

Bilaga 2 

Tabell 3. Masspektrometrar som användes för analys med MALDI-TOF MS samt inom vilket tidsintervall 
matrixapplicering utförts för stammar som klassificerades som olika arter inom samma genus vid olika 
tidsintervall för matrixapplicering. 

Genus 
Masspekt-
rometer 

Identifierad art 

Standard-
metod 

30 min 1 h 2 h 3 h 

Serratia 
spp. 

Sirius Serratia 
marscescens 

Serratia 
nematodiphila 

Serratia 
nematodiphila 

Serratia 
nematodiphila 

Serratia 
marscescens 

MicroFlex Serratia 
nematodophila 

Serratia 
nematodophila 

Serratia 
nematodophila 

Serratia 
nematodophila 

Serratia 
nematodophila 

Sirius Serratia 
nematodiphila 

Serratia 
marcescens 

Serratia 
nematodiphila 

Serratia 
nematodiphila 

Serratia 
marcescens 

MicroFlex No peaks found No peaks found Serratia 
marcenscens 

Serratia 
nematodophila 

Serratia 
nematodophila 

Sirius Serratia 
nematodiphila 

Serratia 
nematodiphila 

Serratia 
nematodiphila 

Serratia 
marscescens 

Serratia 
marscescens 

MicroFlex Serratia 
nematodophila 

Serratia 
marcescens 

Serratia 
nematodophila 

Serratia 
nematodophila 

Serratia 
marcescens 

Entero-
bacter 
spp. 

Sirius Enterobacter 
cloacae 

Enterobacter 
cloacae 

Enterobacter 
cloacae 

Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
hormaechei 

MicroFlex Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
hormaechei 

Sirius Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
cloacae 

MicroFlex Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
hormaechei 

Enterobacter 
cloacae 

Pseudo-
monas 
spp. 
 

Sirius Pseudomonas 
fluorescens 

Pseudomonas 
synxantha 

Pseudomonas 
libanesis 

Pseudomonas 
synxantha 

Pseudomonas 
synxantha 

MicroFlex Pseudomonas 
libanesis 

Pseudomonas 
fluorescens 

Pseudomonas 
veronii 

Pseudomonas 
libanesis 

Pseudomonas 
fluorescens 

Sirius Pseudomonas 
synxantha 

Pseudomonas 
synxantha 

Pseudomonas 
synxantha 

Pseudomonas 
synxantha 

Pseudomonas 
libanesis 

MicroFlex Pseudomonas 
libanesis 

Pseudomonas 
libanesis 

Pseudomonas 
libanesis 

Pseudomonas 
libanesis 

Pseudomonas 
rhodesiae 

Viridans-
strepto-
kocker 

Sirius Streptococcus 
salivarius 

Streptococcus 
salivarius 

Streptococcus 
salivarius 

Streptococcus 
vestibularis 

Streptococcus 
salivarius 

MicroFlex Streptococcus 
salivarius 

Streptococcus 
vestibularis 

Streptococcus 
salivarius 

Streptococcus 
salivarius 

Streptococcus 
salivarius 

Sirius Streptococcus 
mitis 

Streptococcus 
mitis 

Streptococcus 
mitis 

Streptococcus 
oralis 

No peaks found 

MicroFlex Streptococcus 
pneumoniae 

Streptococcus 
pneumoniae 

Streptococcus 
pneumoniae 

Streptococcus 
mitis 

No peaks found 

 


