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Hur funkar det?




Vad gor mass-spektrometern?

Laser bombarderar provpunkterna (Laser Desorption)

Excitation av matrix (Matrix Assisted) = jonisering av
proteiner, proteinfragment (/onization)

Separation i vacuum (flygror)

Detektion av energi i en detektor och utrakning av
flygtid (Time Of Flight) ger ett sa kallat m/z kvot som
kan 6versattas med molekylvikt (Da)



Detektion av resistens

Utmaning: ResistensdetektionzKanslighetstest

*Pavisa subtyper associerade med resistens

Diff between cfiA-neg and cfiA-pos B.fragilis (wybo 1cM 2011, Nagy J. Med. Microbiology 2011)

*Pavisa toppar associerade med resistens

E.CO/i, m/z peak of 29 000 (Camara Anal Bioanal Chem 2007)
F.nucleatum m/z peak of 29 000 (Al-Haroni Oral Microbiol. Immunol. 2008)
OmpK36 porin loss in Klebsiella spp. (Cai JCM 2012)

Specifika toppar associerade med olika SSCMec i S.aureus (Ultraflex) (Lu anal chem
2012)

*Pavisa hydrolys

Betalaktamaser (sparbier icM 2012)

Karba penemaser (Burckhardt JCM 2011, Sparbier JCM 2012, Hrabak JCM 2011, 2012, Kempf PLoS One 2012)



Betalaktamas detektion
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Karbapenemas-detektion

- E rta pe n e m (Burckhardt JCM 2011, Sparbier JCM 2012, Johansson et al

manuskript)
* tydliga nedbrytningstoppar
* HCCA matrix
* Enterobacteriacae (KPC, VIM, IMP, NDM-1)
* B.fragilis (CfiA)
— For fa stammar testade
— P.aeruginosa/VIM?
- Oxa?

— Imipenem (Kempf PloS One 2012, Sparbier JCM 2012)

— Meropenem (Hrabak JCM 2011 and 2012, Sparbier 2012)

— Faropenem (Mirande et al, Poster MSACL San Diego 2013)



Hydrolys av Ertapenem
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Men!

«  OXA-ofullstandig hydrolys pa 5h (24h)
« 4/10 Pseudomonas aeruginosa stammar
med VIM hydrolyserar inte alls...

Sannolikt beroende pa samtidig porinforlust.
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Karbapenemas-detektion

— Imi PEeNemMm (Kempf PloS One 2012, Sparbier JCM 2012, Alvarez-Buylla JCm 2013)

* Verkar fungera bra pa Acinetobacter spp (kempf och Alvarez-
Buylla)

* Oxa-23, Oxa-51-like, Oxa-58

— Bara enstaka stammar testade av Enterobacteriaceae,
fatal Paeruginosa med KPC, NDM-1, VIM, IMP (kempf)

—  Ertapenem (Sparbier JCM 2012, Johansson et al manuskript)

— Meropenem (Hrabak JCM 2011 and 2012, Sparbier 2012)
— Faropenem (Mirande et al, Poster MSACL San Diego 2013)



Hydrolys av Imipenem

e Acinetobacter

* Imipenem-cilastatin

* ESBL_, om forlust av en eller flera toppar

* 4h (Kempf)

 1h (Alvarez —Byulla)

* 100% sens

* 100% spec

* DPA/ZnSO, (Alvarez —Byulla)
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doi:10.1371/journal.pone.0031676.g002 Kempf PLOS One 2012
Alvarez-Byulla JCM 2013



Karbapenemas-detektion

—Meropenem (Hrabak Jcm 2011 and 2012, Sparbier 2012)
* Detektion av bred panel av karbapenemaser hos manga species
(Hrabak 2012)
— Annan matrix (DHB)
- Inte utprovat med hammare
— Enstaka isolat negativa (P.aeruginosa VIM)

—  Ertapenem (Brukhardt JCM 2011, Sparbier JCM 2012, Johansson et al manuskript)

— Imipenem (Kempf PloS One 2012, Sparbier JCM 2012, Alvarez-Buylla JCm 2013)
— Faropenem (Mirande et al, Poster MSACL San Diego 2013)



Hydrolys av Meropenem
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FIG. 3. Mass spectra of the meropenem hyvdrolysis assay of a non-
carbapenemase-producing isolate (A) and a carbapenemase (KPC-2)-
producing isolate (B). Units on the y axes represent relative intensity.

Hrabak JCM 2011 och 2012



Hydrolys av Faropenem

Faropenem * Forsta studien med
2 McF VitekMS RoU

KPC

3h inkubering

Berakning av Ratio
TO och T3h

2/9 isolat
detekterades inte

Poster MSACL 2013



Karbapenemasdetektion med
MALDI-TOF

Snabbt (15 min — 4h)

Ingen metod detekterar alla olika enzymer hos
alla arter

Hammare kan anvandas for verifiering
Ganska arbetskravande

Kommersiell metod finns inte pa marknaden

— Bruker utvecklar en mjukvara for detektion av flera betalaktamaser, bl.a.
ertapenem (patent)

— BioMerieux, Ingen publikation men postrar som visar pa mojligheten med
instrumentet
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