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Ridurre i tempi diagnostici

Usare terapie mirate e tempestive
Combattere l'antibiotico-resistenza
Garantire sicurezza alimentare,

MALDI-TOF MS

Una rivoluzione nell'identificazione dei microrganismi

-

i

.

LIMITI
DEGLI ALTRI METODI

~

TEST FENOTIPICI
Lenti

TEST BIOCHIMICI
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MALDI-TOF MS
Principio di funzionamento
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Identificazione asttendibile a lvello di A
ipecie

Identificazione sttendibile a livello di B
Genere
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1.70-1.99

1ZS.1T



PROGETTO MALD-IA
IA per I'analisi avanzata degli spettri MALDI-TOF

LIMITI DEL MALDI-TOF PROGETTO MALD-IA

Dipendenza dalle banche dati i Scopo
Identificazione limitata a specie presenti nei : Sfruttare tutte le informazioni presenti nello spettro

database commerciali - proteico acquisito al MALDI in modo ottimale

Difficolta con specie strettamente | Approccio

correlate i Combinare i dati acquisiti tramite MALDI-TOF con '
Limitata capacita discriminante tra ceppi ! strumenti di intelligenza artificiale/machine learning N

filogeneticamente affini )
Outcome attesi

Limitazioni nella sottotipizzazione : * Migliorare discriminazione tra specie /, &
DDUB)

Non & possibile distinguere ceppi diversi strettamente correlate _ ,
della stessa specie » Possibile sottotipizzazione di ceppi della stessa

specie




TASK Brucella

Potenziamento dell'identificazione di specie

@ Problema @ strategia adottata

La prucellosi continua a rappresentare una zoonosi — Raccolta di ceppi rappresentativi delle principali

di rilevanza veterinaria e sanitaria in Italia. specie di Brucella(collezione CNR Brucellosi).
L'identificazione rapida a livello di specie e — Acquisizione di spettri MALDI-TOF.

fondamentale per la sorveglianza epidemiologica. — Creazione di MSPs e addestramento di algoritmi di

Le specie del genere Brucellasono machine learning a partire dai dati di spettri
filogeneticamente molto affini e scarsamente proteici.

rappresentate nelle librerie commerciali MALDI-TOF.

@ o Brucella abortus
biovar 1 ;
o Brucella abortus : - . . .
bowar3 Obiettivo finale

7N v Realizzare una libreria MALDI-TOF e un modello predittivo in grado di
>, identificare rapidamente e accuratamente le specie di Brucella,

supportando le attivita diagnostiche e di sorveglianza epidemiologica.

| e - |« Brucella melitensis
\ = /

o Brucella suis
biovar 2
@ *— Brucella ceti




TASK Brucella

Workflow di acquisizione degli spettri

N° N°
SHFIECLE ceppi spettri
B. abortus bv1
B. abortus bv3
B. melitensis
555 4218
B. suis bv2
B. ceti
Others
Specie selezionate Coltura su Brucella Agar a 37°C, in Inattivazione per bollitura (100°C per 15 minuti)
aerobia con 5-10% CO, per 48-72 ore ed estrazione proteica
(protocollo etanolo/acido formico/acetonitrile)
-— Creazione MSPs per espandere le
= librerie commerciali
m/z
Int.
Zoon 22 3111
et i <O . .
001,89 284z Creazione dataset per addestramento g
Esempio di dato grezzo in formato .txt di algoritmi di ML (cartella con r.‘aW
dove ad ogni valore m/z corrisponde E data + file Excel con metadati) Acquisizione spettri MALDI-TOF Allestimento piastra MALDI
un valore di intensita « 24 spettri (8x3) per training set + MSPs (1 pL di estratto proteico + 1 pL di matrice HCCA)

« 3 spettri (3x1) per test set




TASK Brucella
Workflow di sviluppo del modello RF

Costruzione Preprocessing Training Valutazione
del dataset dei dati del modello RF del modello

Classe N campioni Training set
B. abortus bvl | 145 114

B. abortus bv3 | 173 131

B. ceti 32 28

B. melitensis | 104 79

B. suis bv2 82 66

Others 15 11




TASK Brucella

Risultati e discussioni

Classe reale

B B B B B. Others
abartusbel abartusbys ceti  melitensis  sulshv2

8. abortusbyl _ 1 0 0 0 0
B. abortusb3 0 - 0 2 1 0
sensibilita 100,0%

B. abortusbv?
Classe predetta o cetd 0 0 - 0 o 0 specificita 98,4%
B. melitensis 0 0 0 _ 12 24 :
sensibilita 92,8%
8. suishi? 0 1 0 1 - 13 B. abortusbv3 )
oxhars 0 o 0 5 5 - specificita 99,8%

sensibilita 100,0%

& cet ificita 100,0%
specific I
Classe reale p _
B 8. 8 8 3 Others B. sensibilita 99,5%
abartushwi abortusbv3  ceti  melitensis  suisbv2 specificita 93,6%

B abortusbvi |35 3 0 0 0 0 sensibilita 92,5%

B. suisbv2

o

B abortusbv3 0 - 0 1 0 specificita 97,7%
cl et B cati 0 0 1] 0 0 i
0 - _— sensibilita 61,5%
B melitensis 0 1 a3 o 1 specificita 100,0%
B sulsbv? 0 o 0 0 - 1
Others 0 1]

“ Il modello RF mostra alte prestazioni complessive, con sensibilita e specificita elevate per la maggior parte delle classi.

< Le migliori performance si osservano per B. cetie B. abortusbv1, mentre la classe Others ha una sensibilita piu bassa (0,61), probabilmente
dovuta all'eterogeneita del gruppo.

% L'analisi a livello di NRG (ID unico campione) riduce la variabilita intra-ceppo e conferma la robustezza del modello.

1ZS.1T



TASK Brucella

Sviluppo della web application

Classificazione spettro MALDI

Seleziona il file dello spettro (.txt)

Upload Browse.. | 2026 TE6248.1.1 G7.ixt

degli spettri

Analisi mediante Esegui previsione
algoritmo ML
addestrato

Classe predetta
Predizione .
della specie con B_suisbv2

probabilita associata Probabilita: 93.82%

Probabilita per cl
Distribuzione delle robabilita per classe

probabilita per classe probabilita
ciascuna classe B_suisbv2 93 8%
Others 3.25%
B_melitensis 1.29%
B_abortusbv3 0.91%
B_ceti 0.49%

B_abortusbv1 0.23%




Task Campylobacter

Tipizzazione rapida di C. jejuni

@ Problema

X

Alcuni CC di C. jejunimostrano un forte associazione
con specifici serbatoi animali, ma la loro
caratterizzazione mediante MLST richiede tempi di
risposta lunghi.

Il MALDI-TOF consente l'identificazione di specie, ma
non la sottotipizzazione di ceppi di Campylobacter
Jejuni.

Necessita di uno strumento rapido e accurato per
supportare sorveglianza epidemiologica e outbreak
investigation.

@ Obiettivo finale

@ strategia adottata

— Costruire un database di spettri MALDI-TOF
rappresentativi dei principali Clonal Complex (CC) e
Sequence Types (ST) di Campylobacter jejuniisolati nel
panorama italiano ed europeo a partire da diverse
matrici.

— Addestramento di algoritmi di Machine Learning sugli
spettri proteici acquisiti.

v' Predire rapidamente i Clonal Complex di C. jejunida dati MALDI-TOF, fornendo un
supporto immediato alle indagini epidemiologiche e alla source attribution.




Task Campylobacter
Workflow di acquisizione spettri MALDI-TOF

No
spettri

45

257 S =
Others U g

Clonal complex selezionati Coltura su Campylobacter CCDA Agar, Allestimento piastra MALDI
a 42°C, in microaerofilia, per 48 ore »  Spot diretto (colonia + 1 yL HCCA)
+ Spot diretto con AF (colonia + 1 L AF + 1 pL HCCA)
» Estratto proteico (1 pL estratto proteico + 1 pL HCCA)

/ PARTNER SCIENTIFICI COINVOL'IN

NELL’ACQUISIZIONE DEGLI SPETTRI
E COSTRUZIONE DEL DATABASE

@+
o @
@+
T

Creazione dataset per addestramento
di algoritmi di ML (cartella con raw
data + file Excel con metadati)

ALMA MATER STUDIORLIM
UNIVERSITA [ BOLOGNA

NSTITUTE OF SCIEREE LI BT
Acquisizione spettri MALDI-TOF AND TECHNOLODY /

27 spettri (3 spot x 3 modalita, acquisiti in triplicato)




Task Campylobacter

Workflow di sviluppo dei modelli Random Forest e Neural Network

Costruzione Preprocessing Training Valutazione
del dataset dei dati dei modelli (RF/NN) del modello

TOTAL TRAINING VALIDATION




Task Campylobacter

Risultati preliminari e discussioni modelli RF/NN

%}_} Random Forest -@ Neural Network

Classe reale Classe reale
CC21 CC257 CC3i53 CCas4 CC21 CC257 CC3i53 CC3sd OtherCC

CC2l
CC257

Classe : : [ Classe CC353

predetta (CC35: predetta CC354

CC45

OiherCC

CLASSE Accuratezza Sensibilita Specificita Precisione CLASSE Accuratezza Sensibilita Specificita Precisione
CcCcu CCu

CC257 CCaR7

CC353 cC

CC354

CCL5

5

A

Entrambi i modelli mostrano elevate capacita discriminative, con accuratezza >96% e specificita prossima al 99% per tutti i principali CC.

Random Forest risulta complessivamente piu performante e bilanciato, con sensibilita e MCC superiori rispetto a Neural Network.

Neural Network presenta maggiori falsi negativi per CC45 e CC257, mentre Random Forest ne migliora significativamente il riconoscimento.

I CC di maggiore interesse epidemiologico non vengono quasi mai classificati come "Other CC« da entrambi i modelli, garantendo un basso rischio
di falsi negativi nelle classi prioritarie.

KD
£ X4

5

A

5

A




MALD-IA
Prospettive future

Ampliamento della library spettrale per il genere Brucella

Ottimizzazione del modulo di tipizzazione per Campylobacter jejuni

Sviluppo di piattaforme web interattive

MALD-IA e SPECTRA-VET: sinergia bidirezionale
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