





01.05.2014

Kort referat fra DAN MALDI ToF - MS møde No. 2 

Referent: Jens Jørgen Christensen
Mødedeltagelse: ca. 35 fremmødte
Andet møde i DSKM regi om MALDI-ToF MS. DAN MALDI ToF-MS er nu etableret som gruppe under DSKM med kommissorium som angivet på DSKM`s hjemmeside.
________________________________________________________________________
Mødeindkalde til 2. møde i DAN MALDI ToF - MS




Jan. 2014



Dansk Selskab for Klinisk Mikrobiologi




Der indkaldes hermed til videnskabeligt møde i den af DSKM nedsatte
 

Dansk MALDI-TOF MS arbejdsgruppe :
Mødet afholdes 24. 04.2014 i Foredragssalen på Statens Serum Institut fra kl. 13 – ca. 16. Alle interesserede er velkomne.

Mødeledere: Kurt Fuursted, Statens Serum Institut,  Thomas Bjarnsholt, KMA, Rigshospitalet og Jens Jørgen Christensen, KMA, Region Sjælland.  

Program:

13.00-13.10  Velkomst

MALDI-TOF MS i ”Rutinen”:
1) 13.10– 13.25 Thøger Gorm Jensen, KMA Odense: Erfaringer med anvendelse af Vitek MS og Bruker BioTyper i samme laboratorium. 

2) 13.25 – 13.40 Ulrik Stenz Justesen, KMA Odense: Europæisk arbejdsgruppe om anvendelse af MALDI-TOF til identifikation af anaerobe bakterier.
3) 13.40 – 13.55 Thøger Gorm Jensen & Ulrik Stenz Justesen, KMA Odense: Validering/verificerering af identifikation med MALDI-TOF MS i KMA

MALDI-TOF MS anvendt til ”Typning”:

4) 13.55 – 14.10 Claus Østergaard & Sanne Kjær Hansen, KMA, Vejle: Typning af MRSA ved MALDI TOF massespektrometri. 

5) 14.10 – 14.25 Barbara Holzknecht & Rimtas Dargis, KMA, Slagelse.  "Erfaringer med brug af MALDI-TOF til typning af Vancomycin resistente Enterokokker i en udbrudssituation". 
6) 14.25 – 14.45 PAUSE
MALDI-TOF MS anvendt til ”Resistensundersøgelse”:

7) 14.45 – 15.00 Marc Trunjer Kusk Nielsen, KMA Odense: Betalaktamasepåvisning hos Staphylococcus aureus med MALDI-TOF.
8) 15.00 – 15.15 Mikkel Benjamin Nielsen, Sussie Rasmussen, Rimtas Dargis og Jens Jørgen Christensen, KMA Slagelse. Carbapenemase produktion: Applikation af MALDI-TOF MS ved detektion I stammer tilhørende  Enterobacteriaceae og Pseudomonas species.
Før mødet bedes alle KMA`er udpege repræsentanter til arbejdsgruppen og maile navnene på disse til en af nedenstående. På forhånd tak!
Thomas Bjarnsholt 
Kurt Fuursted

Jens Jørgen Christensen
tbjarnsholt@sund.ku.dk
kfu@ssi.dk

jejc@regionsjaelland.dk
I. Indledning.

 Før mødet udbedt indmelding af person-repræsentanter fra de enkelte KMA`er (se nedenfor anførte liste). Struktur, arbejdsform og mødehyppighed blev vendt. Det er relevant at have såvel en bred indgang hvor alle med interesse for MALDI-TOF MS er særdeles velkomne ligesom der kan være behov for en mindre gruppe eller flere der fokuserer på velafgrænsede områder, hvorved arbejdsgang kan være så operationel som muligt. Alle interesserede kan melde sig. Evt. justering af antal deltagere vil blive vurderet. Dagens indlæg (se korte high-lights nedenfor)  lagde op til flere arbejdsområder (laboratoriehåndtering (set-up, arbejdsgange, tolkning, svarafgivelse), validering, typning, resistensundersøgelser). Et behov for undergrupper kan meget vel opstå og de enkelte deltagere kan meget vel føle sig mere kaldet til forskellige af emnerne. Uden at dette blev konkluderet på mødet foreslås det at de udpegede afdelingsrepræsentanter er de faste medlemmer og forestår kommunikation/håndtering i egen afdeling mhp hvem der bedst kommer med input til de enkelte emner. 

Der fremstod umiddelbart ønske om fokus på laboratoriehåndtering, validering og typning. Persongalleriet skal være håndterbart (=ikke uoverskueligt). En gruppe omkring validering  bliver etableret umiddelbart. Første møde afholdes i september og mødedato meldes ud inden sommerferieperioden. Personer der gerne vil deltage bedes melde sig til en af de 3 mødearrangører senest 15.06.2014.     
II. HIGH-lights fra indlæg 24.04.2014.
1) Thøger Gorm Jensen, KMA Odense: Erfaringer med anvendelse af Vitek MS og Bruker BioTyper i samme laboratorium: 
I KMA, Odense forefindes såvel Bruker som VITEK MS set ups. Overførsel af data foregår papirløst for begge systemer. Registreringen i MALDI-TOF-systemet foregår på en laboratoriearbejdsplads samtidigt med præparation af target. Eksempler på scoringsmæssige problematiske stammer blev vist. Screen billeder fra de to systemer illustrerede forskelle og ligheder. På et år er der foretaget ca. 35 000 identifikationer. Når bioanalytikere selv valgte mellem de 2 systemer var der en tendens til at VITEK MS blev valgt mest betinget af mere enkel resultatvisning, men også mindre detaljeret. Sidste slide i præsentationen samler op på håndteringsmæssige forskelle mellem de to systemer.      
2) Ulrik Stenz Justesen, KMA Odense: Europæisk arbejdsgruppe om anvendelse af MALDI-TOF til identifikation af anaerobe bakterier:

Formål og påtænkte aktiviteter i ENRIA (European Network for the Rapid Identification of Anaerobes) blev omtalt. Pt foregår stor aktivitet med indsamling af stammer fra rundt i Europa. Antallet af nye species er i kraftig vækst vanskeliggørende MS identifikation da en del af arterne er meget tæt relaterede.  Eksempler blev givet. Indirekte detektion af Bacteroides fragilis resistens genotype ved anvendelse af ertapenem hydrolyse assay omtaltes; tilstedeværelse af cfiA gen korrelerede til hydrolyse af ertapenem om end MIC bestemmelser viste spektrum fra værende følsom til resistent.
3) Thøger Gorm Jensen & Ulrik Stenz Justesen, KMA Odense: Validering/verificerering af identifikation med MALDI-TOF MS i KMA:

KMA, OUH er blevet akkrediteret efter ISO 15189. Validering er og er en stigende en udfordring inden for klinisk mikrobiologi. Ikke mindst krav til standardisering og validering er påtrængende udfordringer. Håndtering i klinisk biokemi nævnt. Bruger vi de versioner i forhold til MALDI-TOF MS der gør at vi kan benytte os af firmaernes IVD og evt. FDA godkendelser? Opfordring til at der etableres gruppr under DAN MS mhp udarbejdelse af retningslinier.
4)  Claus Østergaard & Sanne Kjær Hansen, KMA, Vejle: Typning af MRSA ved MALDI TOF massespektrometri:
Anvendelighed til udbruds-opsporing/håndtering ønsket belyst set i relation til a) hurtig afvisning af tilhørsforhold, b) bedre differentiering end resistens, og c) hurtigere end svar på Spa-typning fra SSI. Hurtig og så enkel som mulig undersøgelses strategi har været udgangspunktet. Udfordringer mht  Intensitet og støj, Fælles-toppe, Diskriminerende toppe, Kalibrering,  Med og uden protein-ekstraktion, Variation på samme isolat blev omtalt. For at opnå anvendelige data anvendtes omkring spektra fra hver stamme. MALDI-TOF MS har været appliceret på 431 MRRSA stammer. Ca. 2/3 af stammerne tilhører 3 clonal complexes (CC22 26%, CC398 25% og CC 8 12%). Uden forudgående ekstraktion kunne stammerne deles op i 2 grupper bestående af henholdsvis 328 non-CC22 stammer og 103 CC22 stammer. To hundrede af non-CC22 stammerne så ud til langt hen ad vejen at kunne undergrupperes i 9 grupper og CC22 stammerne i 3 hoved undergrupper.
5) Barbara Holzknecht & Rimtas Dargis, KMA, Slagelse.  "Erfaringer med brug af MALDI-TOF til typning af Vancomycin resistente Enterokokker i en udbrudssituation":
Med baggrund i stigning i forekomst af VRE i Region Sjælland opstod ønske om hurtigt typningsredskab til udbrudshåndtering, især spørgsmålet udbrudsstamme(r) versus ikke-udbrudsstamme(r). Den opstillede agenda fokuserede på 1) Protokol / Analyse af reproducerbarhed og 2) Sammenligning med MLST/WGS resultater fra samarbejde med KMA Hvidovre/SSI (Danish Enterococcal study Group). Mht til pkt. 1 blev der kigget på reproducerbarhed af spektra når der foretoges følgende ekstraktioner  a) én blodplade fra fryseboullion og ét døgn gamle plader, b) tre fra samme plade, c) fra tre forsk. plader, tre ekstraktioner. Desuden blev forskellige ekstraktionsbetingelser  undersøgt, nemlig  FA tilsat i 50%, 100%, 150% og 200% af det vurderede pellet. Den anvendte protokol blev i konsekvens heraf at alle stammer blev dyrket på een plade og der er  lavet 3 myresyre/ethanol ekstraktioner, de tre ekstraktioner blev  fordelt på hver tre spots på targetpladen og på hver spot genereret 3 spektraer. For hver stamme vurderes således 27 spektra. Der blev  lavet standardkalibrering med frisk BTS før hver kørsel ligesom der altid blev anvendt frisk matrix. Mht pkt. 2 viste sammenligning med MLST typning for 31 stammer ud af 133 danske VRE-stammer (1.1.12-30.4.13, Mette Pinholts ph.d./ Danish Enterococcal study Group) god korrelation til MALDI typning versus sekvensbaseret typning: MLST/WGS. Den manuelle identifikation af reproducerbare peaks/forskelle var ”ikke bare lige”. Metoden anvendelig fx til hurtig identifikation af udbrudsstamme versus ikke-udbrudsstamme. For fremtiden meget ønskværdigt med bedre software til manuel inspektion og programmet ClinProTools vil blive afprøvet i denne forbindelse.
6)  Marc Trunjer Kusk Nielsen, KMA Odense: Betalaktamasepåvisning hos Staphylococcus aureus med MALDI-TOF:
MALDI-TOF MS blev anvendt til detektion af penicillin resistens i 216 blaZ positive og 62 blaZ negative stammer (også bestemt ved EUCAST metodologi som henholdsvis resistente og følsomme) S. aureus stammer. Der var mange metodologiske udfordringer. Penicillin koncentration og inkubationslængde var af central betydning. Ved at opslemme stammer i 0,1 mg/mL benzylpenicillin opløsning i 0.45% NaCl, inkuberet i 6 timer i varmeskab før MS undersøgelse mhp detektion af hydrolyse af penicillin molekylet baseret på ændret massevægt opnåedes lovende resultater.  

7) Mikkel Benjamin Nielsen, Sussie Rasmussen, Rimtas Dargis og Jens Jørgen Christensen, KMA Slagelse. Carbapenemase produktion: Applikation af MALDI-TOF MS ved detektion I stammer tilhørende  Enterobacteriaceae og Pseudomonas species:
Set i lyset af tiltagende antal fundne stammer med carbapenemase aktivitet er der kigget på anvendeligheden af MS i denne forbindelse. 50 velkarakteriserede stammer blev anvendt: 15 var kendte CPB (Carbapenemase producerende bakterier)-stammer (herunder K. pneumoniae (KPC-producerende varianter), samt E. coli og Pseudomonas species, der producerer metallo-β-lactamaser (VIM, OXA-48, TEM, CTX-M)) og 35 var kendte ikke-CPB-stammer (herunder velkendte ATCC- og inhouse stammer af E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, C. freundii, M. morganii, Enterobacter species og P. aeruginosa med eller uden ESBL og/eller AmpC resistensmekanismer). Overnight kulturer blev inkuberet i 1 time i bouillion tilsat ertapenem eller meropenem, hvorefter supernatant blev analyseret mhp hvorvidt stofferne var blevet nedbrudt eller ej. Resultater sammenholdtes med resultater fra disc og E-test undersøgelser for samme 2 beta-lactam antibiotika. Udfordringer med aflæsning af peaks blev anskueliggjort. I næsten alle tilfælde blev hverken ertapenam eller meropenem nedbrudt af stammerne, som var non-CPB. I 13 ud af 15 blev både ertapenem og meropenem nedbrudt af CPB-stammerne. En fremtidig implementering vil kræve optimering af positivitetskriterierne. Et automatisk software skal udvikles til vurderingen af resultaterne.

Thomas Bjarnsholt 
Kurt Fuursted

Jens Jørgen Christensen
tbjarnsholt@sund.ku.dk
kfu@ssi.dk

jejc@regionsjaelland.dk





Maj 2014

KMA afdelingsrepræsentanter til DAN MALDI ToF - MS gruppe under DSKM

Esbjerg

 Ute Wolff Sönksen soenksen@live.dk
Herlev

Dennis Schrøder Hansen dennis.schroeder.hansen.01@regionh.dk
Christian Salgård Jensen christian.salgaard.jensen@regionh.dk
Herning/Viborg

Lise Kristensen Lise.Kristensen@midt.rm.dk
Hvidovre:

Pia Littauer pia.littauer@hvh.regionh.dk
bioanalytiker Lene Leerbeck 

Odense

Ulrik Stenz Justesen   (Ulrik.Stenz.Justesen@rsyd.dk)

Thøger Gorm Jensen  (t.g.jensen@rsyd.dk)

Rigshospitalet

Thomas Bjarnsholt tbjarnsholt@sund.ku.dk
Sønderborg

Poul Kjeldgaard pkj@dadlnet.dk
Skejby

Niels Nørskov-Lauritzen nielnoer@rm.dk
Slagelse

Rimtas Dargis rida@regionsjaelland.dk
Jens Jørgen Christensen jejc@regionsjaelland.dk
Statens Serum Institut

Kurt Fuursted kfu@ssi.dk
Vejle

Claus Østergaard  claus.ostergaard@rsyd.dk
Ålborg

Jesper Dalsgaard, Bioanalytiker (MALDI-TOF-MS specialist)

David Fuglsang-Damgaard (dfd@rn.dk)'
Supplerende  mail-liste:

Sanne Grønvall Kjær Hansen    (Sanne.Groenvall.Kjaer.Hansen@rsyd.dk)

Thomas Vognbjerg Sydenham   (Thomas.Sydenham@rsyd.dk
Valideringsarbejdsgruppe:

Thøger Gorm Jensen  (t.g.jensen@rsyd.dk)
