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MALDI-TOF MS
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Etablering av MALDI-TOF MS metodikk ved
Oslo universitetssykehus

e 2008
— Pilotstudie pa FUGE plattform for MS (Ultraflex I)

e 2009

— Uplassering, validering og kjgp av system nr.1 pa bakteriologisk lab
(Maldi Biotyper)

e 2010

— Akkreditering av metoden for bruk i klinisk mikrobiologi
— Systemet inn som OUS-RH primaere ID metode

— Medlem internasjonalt Mycobacterium consortium.

— Samarbeid med FHI pa hgypatogene agens.

e 2011

— Oppleering i databasebygging ved Bruker Daltonik i Bremen, Tyskland
— Utplassering, validering og kjgp av system nr.2 (Maldi Biotyper)
— Databaseoppbygging /deling

O Oslo
universitetssykehus
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Studier og prosjekter ved
Oslo universitetssykehus RH

Avsluttede Pagaende

2009

e Anaerob ID sammenligningsstudie
(ECCMID 2010)

e Positive BK direkte pa MALDI TOF
MS (lkke publisert;
studentoppgave)

Pavisning av resistensmekanismer hos
bakterier og sopp

Rask algoritme for identifikasjon av

M rium sp.
e Positive SPV direkte pa MALDI ycobacterium sp

TOF MS (ECCMID 2011)

e Direkte E-test og MALDI TOF MS : : .
identifikasjon (ECCMID 2011) Subtyping av Legionella pneumophila.

e Etablering av Pavisning av mykotoksiner
ekstraksjonsprotokoll for
mykobakterier (FEMS 2011)

e Utbygging av database for Parasitt-prosjekt
mykobakterier (ECCMID 2012)
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Massespektrometri

Massespektronomi er en analyseteknikk der man kan, v.h.a.
et massespektrometer, bestemme molekylmassen av frie
loner | et vakuum.
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Chemical ionization (CI) Magnetic sector Secondary electron
Fast atom bombardment (FAB) Electric sector multiplier (SEM)
Electronspray ionization (ESI) lon trap Scintillator

Matrix assisted laser cyclotr Micro channel plate
desorption/ionization (MALDI Time-of-flight (MCP)
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MALDI TOF MS
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MALDI TOF MS workflow
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MALDI Biotyper result report

Organism
{best match)

Score
Value

Organism
(second best match)

Alcalipenes faecalis

Alcaligenes fasca’s

Brevundimonas auranfiaca

Brewundimenas vesiculans

Brevundimonas diminuta

Brevundimonas diminuts

Brewundimonas intermadia

Bravundimonas nasdss

Brevundimonas vesicularis

Brawundimenas intermedia

Burkholderia andropogonis no reliable identification
Burkho/deria carbensis Burkho/deria cepaca
Comamonas nitrativerans no reliable identification

Comamonas testostaron

Comarmonas testosteroni

Flavchacierum johnsonize

Sphingobacterium mizutsii

no reliable identification

Inqunus limosus

no reliable identification

Pseudomonas aeniginosa

Pseudomonas asnuginosa

Pseudomonas betel

Stenctrophomenas maltephita

Pseudomaonas borecpolis

no reliable identification
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Unknown . Sample preparation:
. "single colory”™ :

< direct thin layer without any treatment
direct measuning cell extracts

- inactivation of pathogenic material with
high concentration of TFA

Add HCCA matrix solution
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Loy

Data evaluation
identification / classification

A

Acquisition of MALDI-TOF MS spectra
Detection limit:
B 10° calls {ground steed target)
-> approx. 0,5 pg biolegical material
- 5x10% calls (400 pm AnchorChip™ target)
-> approx. 25 ng hiological material
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Massespektrometri i klinisk mikrobiologi
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Emonet et al. CMI 2010.16;1604-13
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Deteksjon av resistens pa MALDI-TOF MS

Oslo .
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Metode: "Fingerprinting”

e Resistente mikrober har et annet
proteinuttrykk enn fglsomme mikrober

e Sammenligner spektra R/S
e Leter etter markgr-topper
e Stemmer overens med referansemetoder?

O Sr?il\?ersitetssykehus 1 NordiCAST WorkShOp 2012,



Deteksjon av resistens pa MALDI-TOF MS

Antall prever AB-Resistens Pavisningsmetode Instrument Publiseringsar Referanse
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Marinach, C. et al. Proteomics 2009. 9; 4627 - 4631
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e Standardiserte
fingerprints

e MPCC = minimal
profile change
concentration

e Statistisk analyse
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Pavisning av fluconazol resistens

C. Albicans strains Name Group  FCZMICs FCZ CDR1/  MDR1 MTL TAC1 ERG11 Clade
(ng/mL) MPCCs CDR2 mutations
(ng/mL)
Reference ATCC 90028 0.25 0.25 na na
strain
Clinical isolates DSY281 A 1 0.5 ala S450F? 1
(grouped by sequential DSY284 32 8 X ala GY8OE? S450F 1
isolates from selected DSY 294 B 0.25 0.25 ala G129A na
patients) DSY296 128 128 X o/ N977D G464S, G129A na
DSY544 G 0.5 0.25 ala D116E?, K128T? 1
DSY775 128 64 ¥ a/a G98OW G464S 1
DSY2260 D 8 4 X ala E266D, G464S na
DSY2262 64 32 X ala E266D, L376V, G464S  na
DSY2321 E 0.25 0.5 ala S405F na
DSY2322 16 16 X o/a G98OE S405F na
DSY347 F 0.25 0.125 ala na
DSY289 128 128 X alo A736V S405F, Y132H na
DSY290 G 0.5 0.25 ala S
DSY292 128 128 X ala G464S, R467K, Y132H? S
DSY2284 H 0.25 0.5 ala 11
DSY2285 16 16 X a/a/alo. 1

Marinach, C. et al. Proteomics 2009. 9; 4627 - 4631
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Pavisning av cfiA hos B.fragilis

&\r

sity (AU)

638R

NCTC 9343

Nagy, E. et al. J Med Microbiol. 2011. 60;1584-1590
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Hydrolysering av [3-laktam
antibiotika

To= e

Sparbier et al: Poster 619 pa ASM 2011
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Hydrolysering av R-laktam
| antibiotika

vt eCefotaxime MW = 455,5
oo g/mol

|
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eMeropenem MW = 383,4
g/mol

arbapenem
Sensitive
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Deteksjon av resistens pa MALDI-TOF MS
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Hydrolysering av ampicillin
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Hydrolysering av ertapenem
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Resistensbestemmelse pa MALDI-TOF MS?

e Rask deteksjon av resistens
e Kan oppdage nye B-laktamaser

e Stemmer godt overens med
referansemetoder

e Bor kunne veere metode for a detektere
alle enzymatiske resistens mekanismer
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Resistensbestemmelse pa MALDI-TOF MS?

e |kke efflux mekanismer eller porin
forandringer

e For fa studier

e Fingerprint: for artsspesifikk?

e Autohydrolysering?

e Automatiserings-algoritmer

e Nye assay krever ekspertise i MS

O Sr?il\?ersitetssykehus 1 NordiCAST WorkShOp 2012,



