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Die MALDI TOF Differenzierung ist robust,
=>» beruht auf Messung hochpravalenter (ribosomaler) Proteine
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Positive blood
culture bottle

Harvest 1 ml blood culture liquid in
an Eppendorf tube
1 min

Add Solution 1+ and mix
Solution 1+ 30 sec

Centrifuge (1 min., 13.000 rpm)
discard supernatant

1 min
Solution 2 Add Solution 2 and mix
1 1.5 min
( ) Centrifuge (1 min., 13.000 rpm)
v discard supernatant
1 1 min
Sample Suspend pellet in 300 pl water

Preparation

|dentifikation
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MALDI-TOF MS

1. Direkthachwels von Resistenzfaktoren




MALDI-TOF MRSA Nachwels?
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MALDI TOF ,Nachweis” von MRSA
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MALDI-TOF Detektion von Antibiotika-Resistenzen

- [B-Laktamasen (ESBL)

- Carbapenemasen (NDM-1, KPC, ...)



Problem




SHV-1
SHV-2
SHV-3

SHV-178

TEM-1
TEM-2
TEM-3

TEM-213

CTX-M-1
CTX-M-2
CTX-M-3

CTX-M-75

OXA-1
OXA-2
OXA-3

OXA-161

CMY-1
CMY-2
CMY-3

CMY-23

IMP-1
IMP-2
IMP-3

IMP-23

> 700 B-Laktamase - Subtypen




Fazit:

Direktnachwels von Resistenzfaktoren

* Nachweis klonaler Gruppen !
 Nachweis MRSA-assoziierter Peptide !

* Nicht verlassliche Resistenz-ldentifikation
-> B-Laktamasen, PBP2a, Van A/ Van B



MALDI-TOF MS

2. B-Laktamase Aktivitatstest (MS-BL)




B-Laktamase Aktivitat
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http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Datei:Lactamase_Application_V.1.svg&filetimestamp=20100817103939
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Sparbier et al., 2012



Intens. [a.u.]

Intens. [a.u.]

Cefotaxim (CTX)

) 2 A
' CTX
+
ESBL- neg. E. coli
Sl CTX
+
WJLWMW ESBL-pos. E. coli
Lo
. T
CTX / CLAV
+
| L ESBL-pos. E. coli

m/z

Zimmermann et al. J. Clin. Microbiol. 2011, 49(9):3321
Sparbier et al. J Clin Microbiol. 2012 Mar;50(3):927-37



0.5 mg/ml CAZ in 10 mM NH,-hydrogen carbonate
2 h incubation

15 pl sup plus 5 pl 0.5 ng/ul reserpine

1.5 pl spotted

logRQ

B-Laktamase-
Aktivitat

Keine Spaltung

Spontanhydrolyse

CAZ_09
2012-04-17
CAZ_16358
2012-04-17

CAZ_20
2012-04-17
CAZ_DH5a
2012-04-17

\

CAZ_K1
2012-04-17



Positive blood
culture bottle

Harvest 1 ml blood culture liquid in
an Eppendorf tube
1 min

!

Solution 1+ 30 sec

|

Add Solution 1+ and mix

Centrifuge (1 min., 13.000 rpm)
discard supernatant

1 min
Solution 2 Add Solution 2 and mix
1.5 min

( ) Centrifuge (1 min., 13.000 rpm)
v discard supernatant

1 1 min
Sample Suspend pellet in 300 pl water

Preparation

B-Laktamase
|dentifikation Aktivitat
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E. coli direkt aus positiven Blutkulturen = Ampicillin

[1 Ampicillin
MIC >8

1 Ampicillin
MIC <8
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Jung et al., 2014
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Fazit 2:

MALDI-TOF B-Laktamase Aktivitatstest

— Schneller Test 1,5-3 h
— Automatische Analyse
— Direkt aus positiven Blutkulturen

— Beschrankt auf bestimmte Antibiotika-Resistenzen
B-Laktamasen (z.B. ESBL, Carbapenemasen)



MALDI-TOF MS

3. Antibiotika Resistenzbestimmung - phanotypisch




Phanotypischer Resistenztest (MS-RESIST)

13C4 1°N,-L-Lysin

= Fiir alle kultivierbaren Bakterien einsetzbar



Antibiotika-Resistenztest mit stabilen Isotopen

normal Lys

e— Control 1

heavy Lys L
® .. o ‘ ‘ Control 2




S. aureus

MSSA

OXA — sensibler Stamm

Sp.
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OXA - resistenter Stamm

Massenspektrum — Gel-Ansicht

Sp#
84

normal-

Lshormal®

_heavy + Oxa

13

heavy:

T T T T T
8600 6800 7000 7200 £200

1
6400

I
6600

1
6800

7000

zheavy + Oxa“

~heavy"

I
7200



November 2013 Volume 51 Number 11

AN
]
JCM M RSA Journal of Clinical Microbiology

Journals. ASM.org

MALDI Biotyper-Based Rapid Resistance Detection by Stable-Isotope
Labeling

Katrin Sparbier,® Christoph Lange,? Jette Jung,” Andreas Wieser,” Séren Schubert,” Markus Kostrzewa®

BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Germany?; Max von Pettenkofer-Institut, Ludwig-Maximilians-Universitat, Munich, Germanyb

Eur J Clin Microbiol Infect Dis
DOI 10.1007/s10096-013-2031-5 14 Dewmber 20 ] 3

ARTICLE

Rapid detection of antibiotic resistance based on mass
spectrometry and stable isotopes

J. S. Jung - T. Eberl - K. Sparbier - C. Lange - P ae ru g I nOSa

M. Kostrzewa « S. Schubert « A. Wieser



MBT MS-RESIST / P. aeruginosa (Tobramycin- susceptible)
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MS-RESIST/ P. aeruginosa (Tobramycin-resistant)
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Ciprofloxacin Pseudomonas aeruginosa

1000

EUCAST breakpoints: s=0.5; r=1

MIC pgimL

Jung et al., 2014



3. Antibiotika-Resistenbestimmung mit
phanotypischen MALDI-TOF-Tests

Phenotypischer Test ohne Isotope !




MS ASTRA  MALDI-TOF MS zur

Wachstumsmessung (quantitativ)
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Zusammenfassung (1)

Direkthnachwels von Resistenzfaktoren

— Nachweils klonaler Gruppen

« Kann den Nachweis klonal verbreiteter

Resistenzfaktoren ermdglichen

— Zwelfelhaft |

— (bisher) kein Direktnachweis von 3-Laktamasen,
PBP2a, Van A/B, ...



Zusammenfassung (2)

B-Laktamase Aktivitatstest (vs-BL)

— Schneller Test 1.5-3 h
— Automatische Analyse
— Direkt von positiven Blutkulturen anwendbar

— Beschrankt auf bestimmte Resistenzen
B-Laktamasen

— Alle B-Laktamasen nachweisbar ?
— Einsatz ?



Zusammenfassung (3)

Phanotypischer Resistenztest (MS RESIST / MS ASTRA)

— Schneller Test 2—-3 h
— Universell

— Automatische Analyse

— MS RESIST: Stabile Isotope: Komplexer Workflow
- Kits und Karten waren notwendig

— MS ASTRA: Einfache Handhabung

— Alle bug-drug Kombinationen analysierbar?
— Einsatz: Wann ?
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