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Zusammenfassung

In der jiingsten Vergangenheit hat ein vollkommen neuartiger
Ansatz zur Differenzierung von Bakterien und Pilzen die
mikrobiologische Diagnostik erweitert: Die Identifikation
von Keimen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie, die
auf der Analyse ribosomaler Proteine beruht, ist bei vergleich-
barer Validitit der Untersuchungsergebnisse, wesentlich
schneller als konventionelle, biochemische Differenzierungs-
verfahren. Neben der Identifizierung von Bakterienkolonien
auf Festndhrmedien konnen Bakterien und Sprosspilze aus
positiven Blutkulturen oder direkt aus Urinproben analysiert
werden. Derzeitige Weiterentwicklungen umfassen den
Nachweis von B-Laktamase- und Carbapenemase-Aktivitit
der Bakterien sowie deren Genotypisierung unterhalb der
Speziesebene.
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Abstract

Very recently a novel method for differentiation of bacteria
and fungi has been developed, that is, identification by means
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of matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight
mass spectrometry (MALDI-TOF MS). This differentiation
relies on the exact measurement of species-specific protein
spectra of ribosomal proteins. It is at least as accurate as
conventional biochemical differentiation methods, but pro-
vides results within minutes. In addition to differentiation of
bacteria and yeasts grown on agar plates, direct identification
is feasible from positive blood cultures as well as from urine
samples of patients suffering from urinary tract infections.
Future developments of MALDI-TOF MS for clinical
microbiological purposes include the detection of B-lactamase
and carbapenemase activity as well as genotyping of bacteria
below the species level.

Keywords: bacterial species; blood culture; differentiation;
matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight
(MALDI-TOF); yeast.

Inhalte und Methodik der mikrobiologischen
Diagnostik

Das vornehmliche Ziel der medizinisch-mikrobiologischen
Diagnostik ist es, in Patienten-Proben die fiir eine Erkrankung
verantwortlichen Erreger (Bakterien, Pilze, Parasiten) zu
identifizieren und — im Falle von Bakterien und Spros-
spilzen — eine Resistenztestung fiir antimikrobielle Sub-
stanzen (Antibiogramm) zu bestimmen. Die eindeutige
Speziesidentifikation von Krankheitserregern aus  kli-
nischen Materialien stellt dabei eine zentrale Aufgabe dar.
Die klassische mikrobiologische Diagnostik beruht auf
der Mikroskopie von Priparaten und der Kultivierung auf
Néhrmedien. Seit mehr als fiinf Jahrzehnten werden zur
Differenzierung von Bakterien und Pilzen vor allem bio-
chemische Testverfahren eingesetzt, bei denen die Summe
von Gattungs- und/oder Spezies-spezifischen Stoffwechsel-
eigenschaften zu einem diagnostisch verwertbaren bioche-
mischen Reaktionsprofil zusammengefiigt wird. Wesentliche
Nachteile dieses biochemischen Differenzierungsprinzips
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sind die langen Inkubationszeiten fiir die biochemischen
Reaktionen (6 bis 12 Std.) und die Variabilitdt einzelner
Stoffwechseleigenschaften  sowie erhebliche laufende
Kosten fiir Verbrauchsmaterialien. Ferner werden erhohte
Anforderungen an die Sachkenntnis und Erfahrung des
durchfiihrenden Laborpersonals gestellt, da ggf. eine Vor-
differenzierung der Keime (z.B. durch Grampriparat, Kligler-
Agar und Katalase- oder Oxidase-Reaktion) notwendig ist.
In den letzten Jahren ist ein vollkommen neuartiger Ansatz
zur Differenzierung von Bakterien und Pilzen von der Ent-
wicklung bis zur Routinetauglichkeit gekommen: Die
Identifikation von Keimen mittels MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted-Laser-Desorption/Ionization—-Time-of-Flight-
Mass-Spectrometry — Matrix-unterstiitzte Laserdesorptions/
ITonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie). Dieses massen-
spektrometrische Verfahren hat prinzipiell das Potenzial, die
klassischen biochemischen Differenzierungsverfahren in der
mikrobiologischen Diagnostik abzultsen, da es wesentliche
Vorteile wie sehr kurze Analysenzeiten, einfache Bedienung
und Automatisierbarkeit bei geringen Verbrauchskosten,
sowie hohe Sensitivitit und Spezifitit in sich vereint [1].

MALDI-TOF MS - methodische Grundlagen

Die MALDI-TOF MS wird seit einigen Jahren mit Erfolg
in der Proteom-Forschung verwendet, um die Masse von
Proteinen und Peptiden zu bestimmen und in Kombination
mit 1-D und 2-D Gelelektrophorese unbekannte Proteine zu
identifizieren [2] (Abbildung 1). Die Technologie dient der
Massenanalyse chemischer Verbindungen und stellt eine
Kombination aus den Verfahren Matrix-unterstiitzte Laser-
Desorption/Ionisation (MALDI) und der Flugzeitanalyse
(time of flight, TOF) dar.

Im Bereich der klinischen Chemie hat MALDI-TOF MS
durch den Nachweis spezifischer Biomarker Einzug in die
Diagnostik von Tumorerkrankungen, Morbus Alzheimer,
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rheumatoider Arthritis und Allergien gehalten [2]. Neben
Proteinen und Peptiden konnen auch Nukleinsduren mittels
MALDI-TOF MS dargestellt werden.

Erste Versuche die massenspektrometrischen Verfahren
zur Identifizierung von Mikroorganismen einzusetzen,
wurden bereits 1975 durchgefiihrt [3]. Mit der Entwick-
lung der MALDI-TOF MS in den 1980er konnten erstmals
relativ groffe Biomolekiile analysiert werden [4]. Darauf-
hin wurde begonnen, MALDI-TOF MS zur Identifizierung
verschiedener Bakterienarten einzusetzen [1, 5, 6]. Diese
ersten Untersuchungen waren durch schlechte Reproduzier-
barkeit der Ergebnisse sowie durch die Abhingigkeit der
Untersuchungsresultate von den Wachstumsbedingungen
und den unterschiedlichen Nihrmedien gekennzeichnet.
Ein routinetauglicher Einsatz wurde erst moglich, als die
Untersuchungen von niedermolekularen Massenbereichen
(<1000 Da) auf einen Massenbereich zwischen 2000 und
12,000 Da verlagert wurden. Durch Verfeinerung der
Methodik und der Software-gestiitzten Analytik kann die
MALDI-TOF MS nun auch im Routinelaboratorium genutzt
werden, um Mikroorganismen zu differenzieren.

Da die MALDI-TOF Massenspektrometrie ein sehr
sensitives Verfahren darstellt, muss nur eine geringe Menge
des Erregers (bei Bakterien reichen 10* bis 10° KBE) auf die
MALDI-Probenplatte (Target) aufgebracht werden, um sie
zu analysieren (Abbildung 2). Um diese Probe einzubetten,
wird dazu etwa 1 puL. Matrix-Losung aufgebracht und einge-
trocknet. Dabei ko-kristallisiert die Matrix (Zimtsidure- oder
Benzoesdurederivate) mit dem Erreger auf der Stahlober-
flache der Targetplatte, die zwischen 12 und 160 Proben-
felder trigt. Die beladenen Targetplatten werden in die
Messkammer des Massenspektrometers eingefiihrt, in der
kontinuierliches Hochvakuum herrscht. Um dieses aufrecht
zu erhalten, sind Vakuumpumpen im Einsatz, die die beim
Beladevorgang eingedrungene Luft wieder abpumpen. In
der evakuierten Messkammer werden die einzelnen Proben-
felder angesteuert und Teile der Probe durch mehrere kurze

zum
Massenspektrometer

Fokussierungs-'

=" linse

Laserstrahl _— Matrixionen

>~ Kationen

,_.,'., Analyt/Matrix

A .q’h./ Komplex
'A_F /

Probenteller

Abbildung 1  Prinzip der MALDI-TOF MS-basierten Identifikation von Proteinen und Peptiden.

Die Probe bzw. die Bakterien- oder Pilzkultur mit den darin befindlichen Proteinen (Analyte, dargestellt als blaue, rosa und lila Kugeln) wird
zusammen mit der Matrix (griine Kugeln) auf die Targetplatte gebracht. Nach Laserbeschuss werden die desorbierten Proteine im elektrischen
Feld beschleunigt. Die Analyte trennen sich dann in der Driftstrecke gemif ihrer Ladung und Masse auf. Durch die Bestimmung der Flugzeit

der einzelnen Analyte entstehen charakteristische Massenspektren.
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Abbildung 2  Arbeitsablauf.

(A) Abimpfen der Bakterienkolonien von der Agarplatte. (B) Aufbringen von einer Bakterienkolonie und Matrix auf das Target. (C) Messung
im MALDI-TOF. (D) Erhalt des Messergebnisses als Spektrum. (E) Keimidentifizierung durch automatischen Abgleich des Spektrums mit der

Datenbank.

Laserpulse mitsamt der Matrix explosionsartig verdampft.
Dies bewirkt eine Ionisierung der Erregerproteine, die als
Analyte im elektrischen Feld einer Hochspannungsquelle
(10-30 KV) beschleunigt werden. Die Flugzeit bis zum Auf-
treffen der Analyten auf dem Detektor wird im Hochvakuum
exakt gemessen. Sowohl der Ionisierungsgrad, als auch die
Masse der Proteine bestimmen die Flugzeit der Proteine und
ergeben bei jedem Erreger ein charakteristisches Spektrum,
das eine Art massenspektrometrischen Fingerabdruck dar-
stellt. Zur Identifizierung wird hauptséchlich das Massespek-
trum positiv geladener ribosomaler Proteine zwischen 2 und
12 KDa benutzt, das sehr stabile und aussagekriftige Spek-
tren liefert (Abbildung 3). Diese werden auch kaum von den
Wachstumsbedingungen der Mikroorganismen beeinflusst.
Die vom Gerit gemessenen Spektren werden vollauto-
matisch mit Referenzdatenbanken abgeglichen, die eine grofie
Zahl von Spektren medizinisch relevanter Isolate beinhalten.
Der Datenbankabgleich kann durch neue Algorithmen auto-
matisiert und nahezu in Echtzeit erfolgen [7, 8]. Dies ergibt
eine sehr kurze Umsatzzeit bis zum positiven Ergebnis. Soll
nur eine Probe gemessen werden, ist es moglich, ab dem
Auftragen der Probe, binnen fiinf bis sieben Minuten, eine

Speziesidentifizierung zu erhalten. Soll eine voll beladene
Target-Platte mit 96 Isolaten mit Proben beschickt und
gemessen werden, sind Zeiten von unter einer Stunde vom
Auftrag der ersten Probe bis zur Messung des letzten Iso-
lats moglich. Der Software-Vergleich des gemessenen Spek-
trums mit den hinterlegten Spektren in der Datenbank kann
natiirlich niemals genau identische Messwerte ergeben.
Daher erzeugt die Software einen Zahlenwert (score-value),
welcher iiber die Validitdt des Differenzierungsergebnisses
Aufschluss gibt (Abbildung 4). Ferner gibt die Software das
beste Ergebnis (best-Match) und auch weitere Ergebnisse aus,
um die Plausibilitédtskontrolle zu erleichtern (Abbildung 4).
Die gemessenen Ergebnisse lassen sich iiber eine Computer-
verbindung direkt in die Labor-EDV einspeisen.

Einsatz der MALDI-TOF Massenspektrometrie
in der mikrobiologischen Diagnostik -
Erregerdifferenzierung von Festnahrmedien

Vergleichsstudien zwischen MALDI-TOF MS-basierter
und konventioneller, biochemischer Differenzierung von
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Abbildung 3 Massenspektrum einer Candida glabrata-Probe.
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Im Messbereich von 4000 bis 8000 Da sind charakteristische Massenspitzen (,,peaks®) zu erkennen, die iiberwiegend ribosomale Proteine
darstellen. Das Muster eines solchen Spektrums wird mit Hilfe der MALDI-Auswertungssoftware mit entsprechenden Datenbankeintragen

verglichen.

Bakterien und Sprosspilzen haben eine hohe Validitit
der MADLI-TOF Ergebnisse ergeben. Eine retrospektive
Studie [9] an 1116 Isolaten vornehmlich im Kklinisch-
mikrobiologischem Labor anzutreffenden Bakterien zeigte
eine korrekte Identifikation durch MALDI-TOF MS in 95,2%
der Fille. In einer weiteren kiirzlich publizierten prospektiven
Studie wurde gezeigt [10], dass von 1660 Bakterienisolaten
aus 109 unterschiedlichen Spezies 84,1% durch MALDI-TOF
MS auf Speziesebene korrekt identifiziert wurden. Zu diesem
Zeitpunkt noch fehlende Datenbank-Eintrige wurden in
verschiedenen Studien fiir nicht erfolgreiche Identifizierung
verantwortlich gemacht.

Eigene Validierungsuntersuchungen des MALDI-TOF
MS-Systems (Fa. Bruker Daltonik) unter Vergleich mit bio-
chemischen Differenzierungssystemen (BD Phoenix™,
API®-bioMérieux) und ggf. anschliefende Sequenzierungen
der 16S-rDNA/28S-rDNA haben vergleichbare Ergebnisse
erbracht. Bei 1200 prospektiv untersuchten Isolaten, darunter
370 Enterobacteriaceae, 300 Nonfermenter, 110 andere
Gram-negative Bakterien, 320 Gram-positive Isolate und
100 Sprosspilze, wurde in 93,5% der Fille ein konkordantes
Ergebnis zwischen MALDI-TOF MS und biochemischer
Differenzierung erzielt. In 3% der Fille war die biochemische
Differenzierung iberlegen, bei 3,5% hatte die MALDI-
TOF MS-Methode das exaktere Ergebnis geliefert, wenn
die ebenfalls vorgenommene 16S-rDNA Sequenzierung als
Goldstandard gewertet wurde. In vielen Féllen, in denen die
MALDI-TOF MS-Analyse schlechtere Ergebnisse lieferte,
waren lediglich die entsprechenden Referenzspektren der
Isolate noch nicht in der Datenbank hinterlegt. Mittlerweile
konnte durch das Erstellen von neuen Referenzspektren und

entsprechende Erweiterungen der kommerziellen Daten-
banken die diagnostische Liicke weitgehend geschlossen
werden. Anders als bei den biochemischen Testsystemen
handelt es sich beim MALDI-TOF MS-System um ein
offenes, bei dem die Datenbank auch vom Anwender eigen-
standig erweitert werden kann. Durch entsprechende Ergén-
zungen der Referenz-Spektren der Datenbanken konnte
eine nahezu 100% Identifizierungsrate von Neisserien [11],
Clostridien [12], Mycobakterien [13], Salmonellen [14], ver-
griinenden Streptokokken [15] und Helicobacter pylori [16]
erreicht werden. Wihrend das MALDI-TOF MS-System im
Vergleich zu biochemischen Testsystemen im Bereich der
Differenzierung von Enterobakterien, Staphylokokken und
Streptokokken vergleichbar gute Ergebnisse liefert, zeigt es
deutliche Vorteile bei der Differenzierung von Gram-positiven
Stébchen [17], Anaerobiern und einigen Nonfermentern [18,
19]. Insbesondere bei solchen Erregern, die sich durch lange
Kultivierungszeiten auszeichnen, hat die MALDI-TOF-
basierende Diagnostik eindeutige Zeitvorteile gebracht, die
die Zeit bis zum Differenzierungsergebnis im Laboralltag
drastisch reduziert haben.

MALDI-TOF MS wurde von verschiedenen Gruppen
bereits zu Differenzierung von Spross- und Schimmelpilzen
erfolgreich eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass sich
96% von 250 klinischen Candida-Isolate aus 15 Spezies
mittels MALDI-TOF MS korrekt identifizieren lie3en [20].
In zwei prospektiven Studien zur Identifikation von Spros-
spilzen waren die Raten der korrekten Differenzierungsergeb-
nisse vergleichbar hoch [21, 22]. Weit weniger Daten liegen
fiir die Differenzierung von Schimmelpilzen, wie Asper-
gillus, Penicillium und Fusarium oder den Dermatophyten
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Abbildung 4 Die Ergebnisse des Datenbank-Vergleichs konnen in tabellarischer Form dargestellt und automatisiert der Labor-EDV

iibermittelt werden.

Dabei werden die Ergebnisse mit einem Zahlenwert fiir die Validitit der Differenzierung (,score”) versehen, um die Validitit des

Identifikationsergebnisses zu dokumentieren.

vor [23-27]. Die unterschiedlichen Zustandsformen der
Schimmelpilze mit Myzel- und Konidien-Bildung und ent-
sprechend unterschiedlichen Proteinmustern innerhalb eines
Isolates erschweren die MALDI-TOF MS Identifikation
[28]. Daher sind noch Anpassungen der Messung und
deren Auswertung vorzunehmen, bevor die MALDI-TOF-
Messung von Schimmelpilzen vollstindig fiir den Routine-
betrieb geeignet ist. Da die MALDI-TOF-Differenzierung
von angeziichteten Pilzen ausgeht und die Kultivierung
von Dermatophyten sehr zeitaufwendig ist, bleibt abzu-
warten, ob die MALDI-TOF Diagnostik in diesem Bereich
groflen Einzug hilt. Viele Routinelaboratorien bieten eine
Dermatophyten-Diagnostik nicht an, zumal die klinische
Relevanz einer genauen Identifizierung in vielen Fillen
gering ist (z.B. FuBpilz).

Anders als in den Anfingen der massenspektrome-
trischen Erregerdifferenzierung ist die heute eingesetzte,
MALDI-TOF MS-basierte Untersuchung von der Art des
Kulturmediums weitestgehend unabhingig. Auf Grund
dessen konnen neben Kulturen aus Standardmedien wie Blut-
und Kochblutagar auch solche von Selektivndhrboden wie
McConkey-Agar oder XLD-Agar zur Differenzierung einge-
setzt werden [6]. Da zur Identifikation der Isolate sehr wenig
Kulturmaterial benétigt wird, reichen mitunter Kolonien
von (Sub-)Kulturen aus, die bereits nach einigen Stunden
der Inkubation entstehen. Auf diese Weise konnen Misch-
kulturen in Reinkulturen tiberfiihrt und ggf. noch am selben
Tag identifiziert werden. Die untersuchten Kolonien sollten
allerdings moglichst frisch sein (nicht dlter als 48 Std.), da mit
zunehmendem Alter der Kolonien die ribosomalen Proteine
der Bakterien degradiert werden. Dadurch fallen die MALDI-
TOF MS-Spektren schwicher und weniger differenziert aus,

was zu Schwierigkeiten beim Datenbank-Vergleich und zu
schlechteren Differenzierungsergebnissen fiihren kann.

In den allermeisten Fillen kann die MALDI-TOF MS-
Differenzierung der Bakterien ohne Probenvorbereitung
durch einfaches Aufstreichen der Bakterienkolonie auf die
Targetplatte erfolgen. Bei einigen Erregern, die eine stabile
Zellwand aufweisen (z.B. bei Sprosspilzen) kann ein kurzer
Extraktions-Schritt notwendig werden, um die ribosomalen
Proteine der Analyse zugénglich zu machen. Hierzu wird
z.B. die zu untersuchende Kolonie in 80%-igem Ethanol auf-
genommen, abzentrifugiert und danach in Ameisensiure und
Acetonitril resuspendiert. Der resultierende Uberstand wird
nach Zentrifugation auf die Targetplatten aufgetragen. Durch
diesen Extraktionsschritt lassen sich meist um ein Vielfaches
klarere und vielschichtigere Spektren erzeugen, die dann
eine erfolgreiche Datenbank-Suche ermdoglichen. Nach einer
Séduberung und Desinfektion mit 70% Ethanol kann die
Targetplatte umgehend fiir weitere Messungen wieder einge-
setzt werden.

Da die MALDI-TOF MS-Analyse bislang keine Moglich-
keit fiir eine routineméBige Antibiotika- oder Antimykotika-
Resistenzbestimmung der Isolate bietet, werden hierzu
mittelfristig weiterhin herkdmmliche manuelle, halbauto-
matische oder automatische Verfahren notwendig sein. Das
MALDI-TOF MS-System zur Differenzierung lédsst sich aber
im Routinebetrieb problemlos mit den manuellen und auto-
matischen Resistenzbestimmungsmethoden kombinieren.
Eine Einbindung der MALDI-TOF MS-Analytik an das
Labor-EDV System mittels uni- aber auch bidirektionaler
Kommunikation ist bereits umsetzbar und in einigen grofieren
diagnostischen Zentren auch im Routinebetrieb verwirk-
licht. So kénnen die Differenzierungsergebnisse online dem
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Automaten zur Resistenztestung tibermittelt, und von diesem
zur Interpretation der Resistenzen, bzw. der Resistenzmecha-
nismen, genutzt werden.

Einsatz der MALDI-TOF Massenspektrometrie
in der mikrobiologischen Diagnostik —
Direktidentifizierung von Erregern aus positiven
Blutkulturen

Schon friihzeitig wurde versucht, die MALDI-TOF MS
zur Differenzierung von Bakterien und Pilzen direkt aus
positiven Blutkulturen zu nutzen [29]. Das Problem bei dieser
Applikation ist, dass grole Mengen von Patientenproteinen
in den Blutzellen den Nachweis der spezifischen Bakterien-
und Pilzproteine verschleiern. Mehrere Arbeitsgruppen haben
in der Folge unterschiedliche Probenvorbereitungsprotokolle
entwickelt, die entweder durch differenzielle Zentrifugation
oder durch Zelllyse-Verfahren die Bakterien von den Wirts-
proteinen trennen [30-32]. Die Studien zum Direktnachweis
zeigen korrekte Identifikationsraten auf Spezies-Ebene von
75%-95% (33, 34]. Viele der Zentrifugations-Verfahren sind
entweder zeitaufwendig und mit dem Routinearbeitsablauf
im Diagnostik-Labor nur schwer vereinbar oder zu wenig
effizient. Die Lysis-Verfahren werden derzeit favorisiert. Mit
diesen schnell durchzufiihrenden Aufreinigung-Verfahren
lassen sich innerhalb von 30 Minuten korrekte Identifikationen
in 86% der Fille erreichen. Bis auf die Schwierigkeiten
der Abgrenzung von Streptococcus pneumoniae und
Streptococcus mitis/oralis sind keine falschen Ergebnisse
bei der direkten Blutkultur zu verzeichnen. Viele Studien
fordern eine Adaptation der MALDI-TOF Score-Grenzwerte
fir die Validierung der Blutkultur-Differenzierungsergeb-
nisse. Hintergrund ist, dass auch Messungen mit niedrigeren
Score-Werten, die fiir die Messung von Bakterienkolonien als
nicht ausreichend valide bewertet werden, bei der direkten
Blutkultur-Identifikation korrekte Resultate liefern [32].

Einsatz der MALDI-TOF Massenspektrometrie
in der mikrobiologischen Diagnostik -
Erregernachweis direkt aus Patientenproben
(Urinproben)

Die schnelle und einfache Identifizierung von Erregern mittels
MALDI-TOF aus der Kultur kann nur eingeschriankt direkt
auf Patientenproben iibertragen werden. Dies liegt zuallererst
an der Methode selbst, detektiert sie doch Erreger-Proteine
und erzeugt daraus charakteristische Spektren. Proben, die
direkt aus einem Patienten gewonnen werden, wie Sputum,
Blut oder Liquor beinhalten jedoch sehr viel Protein des
Patienten und nur vergleichsweise wenig vom Erreger. Somit
ist es kaum moglich, die einzelnen Spektren zu trennen
und diejenigen der Krankheitserreger herauszufiltern. Dazu
kommt, dass in vielen Materialien eine mehr oder weniger
komplexe Normalflora ebenfalls anzutreffen ist, deren Sig-
nale von den pathogenen Erregern getrennt werden miissten.
In Materialien mit natiirlicherweise geringem Proteingehalt,

hoher Erregerlast und fehlender Normalflora wie etwa Urin,
ist es jedoch moglich, Direktbestimmungen erfolgreich
durchzufiihren [35]. Dabei werden die Proben zuerst lang-
sam zentrifugiert um Leukozyten zu pelletieren. Im zweiten
Schritt erfolgt sodann eine schnelle Zentrifugation um die
Erreger abzutrennen. Nach einem weiteren Waschschritt mit
destilliertem Wasser sind die Erreger ausreichend aufgerei-
nigt, um im MALDI-TOF MS erfolgreich analysiert werden
zu konnen. Da der Harnwegsinfekt in den allermeisten Féllen
nur durch einen pradominanten Erreger hervorgerufen wird,
entstehen auch nur wenige Probleme mit gemischten Spek-
tren. Mit solchen Protokollen konnten in groferen Studien
aus Urin direkt korrekte Identifikationsraten von 91,8% bis
auf Speziesebene erreicht werden (Keimlast signifikant >10°
KBE/mL) [35]. Damit stellt die Diagnostik mittels MALDI-
TOF eine echte Alternative zu langwierigeren und teureren
kulturbasierten Verfahren dar, speziell wenn im ambulanten
Bereich gar keine Resistenztestung erfolgen soll.

Einsatz der MALDI-TOF Massenspektrometrie
in der mikrobiologischen Diagnostik — Vorteile,
Moglichkeiten und Grenzen

Die MALDI-TOF MS-basierte Erregeridentifizierung
beruht wie oben dargelegt auf der Analyse von mehrheitlich
ribosomalen Proteinen. Daher #dhneln die Differenzierungs-
muster denen der 16S-rDNA-Sequenzvergleiche. Auf Grund
dessen ist die MALDI-TOF MS-Methode jedoch nicht in
der Lage, genetisch sehr eng verwandte Mikroorganismen
zu trennen. Klinisch bedeutsam ist dies etwa bei Shigella sp.
und E. coli oder Streptococcus pneumoniae (Pneumokokken)
und Vertretern der Streptococcus oralis/mitis-Gruppe. Hier
ist auch weiterhin der Einsatz von biochemischen Ergin-
zungstests, Antigen-Nachweisen oder molekularen Methoden
notwendig. Andererseits aber offenbart die MALDI-TOF MS-
Analyse die Schwachpunkte der konventionellen, auf Stoff-
wechselreaktionen beruhenden Speziesdifferenzierung, deren
Trennschérfe durch Verlust oder Zugewinn von Stoffwechsel-
eigenschaften beschrinkt sein kann. Dies ist der Grund, wes-
halb bei dem Vergleich von biochemischer mit molekularer
und/oder MALDI-TOF MS-basierter Differenzierung in
wenigen Fillen diskordante Ergebnisse resultieren, die auf
den unterschiedlichen methodischen Ansédtzen beruhen. Der
enorme Zeitgewinn, die hohe Treffsicherheit und einfache
Automatisierbarkeit der MALDI-TOF-MS-Analyse sind
die wesentlichen Vorteile des Verfahrens im Laboralltag.
Es kann ein einziges System zur Identifizierung der ver-
schiedenen Bakteriengruppen und Sprosspilzen eingesetzt
werden, eine Vorpriifung der Isolate muss nicht erfolgen.
Da die Differenzierungsergebnisse bereits nach wenigen
Minuten und am Tag der ersten Materialablesung, also 12
bis 24 Stunden nach Probeneingang, vorliegen, konnen
den behandelnden Kollegen bereits viel frither wertvolle
Zwischen- oder Vorbefunde iibermittelt werden.

Ein weiterer Vorteil der MALDI-TOF MS-Methode
liegt darin, dass Referenzspektren neuer Isolate sowohl als
regelméfBig kommerziell erhiltliche Datenbankupdates, als
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auch laborintern vom Nutzer selbst in das System integriert
werden konnen. Denkbar wire auch eine ,,public domain*
in der MALDI-TOF-Benutzer Spektren hinterlegen konnen.
So konnten bislang nicht ausreichend in der Datenbank
reprasentierte Erregergruppen oder Spezies laufend erginzt
werden. Es muss nur sichergestellt werden, dass ausschlief3-
lich valide gepriifte Spektren tatsichlich Eingang in die
Datenbanken finden, da sonst die Qualitét der Identifikationen
leiden kann.

Nachteilig bei der MALDI-TOF MS-Analyse ist bislang,
dass der direkte Nachweis von Erregern aus Patientenproben
sehr schwer moglich ist und daher fast immer eine Vor-
kultur erfolgen muss. Auch wenn es erste vielversprechende
MALDI-TOF MS Untersuchungen zur Bestimmung
bakterieller Resistenzen gegen [-Laktamantibiotika und
Carbapeneme gibt, sind bislang im Routinebetrieb keine Aus-
sagen zur Empfindlichkeit der Isolate gegeniiber Antiinfektiva
mittels MALDI-TOF MS-Untersuchung méglich. Es ist auch
nicht zu erwarten, dass zukiinftig mittels MALDI-TOF MS
ein vollstandiges Antibiotika-Resistenzprofil von Bakterien-
isolaten gegen unterschiedliche Substanzklassen erhalten
werden kann. Zu unterschiedlich sind die Mechanismen und
zu gering ist die Expression einzelner Resistenzfaktoren.

Die Anschaffungskosten fiir Routinediagnostik taugliche
MALDI-TOF MS-Gerite inklusive Auswertungsrechner und
Software mit integrierter Datenbank sind im Augenblick mit
180.000 bis 200.000 EUR noch relativ hoch. Im Gegenzug
sind die laufenden Betriebskosten mit unter 50 Cent pro Ana-
lyse sehr gering. Zudem kann ein hoher Probendurchsatz
mit nur einem Gerét erreicht werden. In naher Zukunft ist zu
erwarten, dass durch verbesserte Halbleiter-Lasertechnik die
Standzeiten steigen, sowie die moglichen Pulsfolgen schneller
werden. Dies wiirde den Betrieb weiter beschleunigen und die
laufenden Kosten senken.

Die Einfithrung von automatischen Reinigungssystemen
der Tonen-Quelle (,,Quellenheizung*) kann die Intervalle fiir
routineméfige Reinigungen verldngern und damit zu einer
Reduktion von Wartungskosten sowie wartungsbedingten
Ausfillen beitragen. In einer Studie wurden die Kosten der
MALDI-TOF MS-Identifizierung auf ein Viertel der ent-
sprechenden biochemischen Untersuchungen berechnet
[10]. Hierbei haben die Autoren Verbrauchsmittel, Lohne der
Beschiftigten und Geréteabschreibungen tiber eine 5-Jahres-
periode einbezogen. Ahnliche Kostenreduktionen werden
in einer weiteren Studie berichtet [36]. Mit Sicherheit muss
die Kostenreduktion im jeweiligen Laborumfeld gesondert
untersucht werden, Aussagen aus Studien sind nicht immer
im vollen Umfang iibertragbar.

Zukiinftige Applikationen der MALDI-TOF
Massenspektrometrie in der mikrobiologischen
Diagnostik

Gegenwirtigwerden weitere MALDI-TOFMS-Anwendungen
fir die klinisch-mikrobiologische Diagnostik entwickelt.
Zum einen wird versucht, die Technologie zur Bestimmung
ausgewdhlter Antibiotika-Resistenzen einzusetzen, wie etwa

der Nachweis des Penicillin-bindenden Proteins PBP2a
bei MRSA [37] oder von definierten B-Laktamase Typen
bei Enterobacteriaceae. Zum anderen sind Entwicklungs-
arbeiten auf den Direktnachweis der Erreger aus Patienten-
proben ausgerichtet. Auch wird gepriift, ob das MALDI-TOF
MS-Verfahren zur Genotyp-Analyse zukiinftig zur Kldrung
epidemiologischer  Fragestellungen eingesetzt werden
kann. Dabei werden analog zu den bekannten Restriktions-
Fragment-Lingen-Polymorphismus  (RFLP)-Typisierungen
Massenspektrumstypisierungen benutzt, die fiir Stimme dhn-
lich charakteristisch sind.

Zur  Unterscheidung  von  Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus-Isolaten (MRSA) von Methicillin-
sensiblen (MSSA) wurde die MALDI-TOF MS bereits
eingesetzt [38, 39]. Dabei wurde nicht der Nachweis des
MRSA-typischen Penicillin-Bindungsprotein PBP2a gefiihrt,
sondern die Muster von Zellwandproteinen untersucht.
So kann die Klonalitit von S. aureus-Isolaten dargestellt
werden, nicht alle Isolate eines ,typischen MRSA-Klons
sind tatsdchlich aber auch MRSA (z.B. Verlust des PBP2a).
So tiberrascht nicht, dass mittlerweile auch widersprechende
Daten veroffentlicht wurden [40, 41].

Ein vielversprechender Ansatz zur Identifikation von
Resistenzen gegen 3-Laktamantibiotikaistder MALDI-TOF MS-
basierte Nachweis von Spaltprodukten der 3-Laktamantibiotika
und Carbapeneme durch den Einfluss entsprechender bakterieller
Enzyme, der B-Laktamasen und Carbapenemasen. Durch den
Einfluss dieser Enzyme wird der B-Laktam-, bzw. Penem-Ring
im Molekiil der jeweiligen Antibiotika hydrolytisch gespalten.
Das entspricht der Addition eines H,O-Molekiils und nach-
folgender Decarboxylierung, bzw. Addition von Na. Nach 1
bis 3 Std. Inkubation des Antibiotikums mit einer Suspension
des Teststammes ldsst sich mittels MALDI-TOF MS die Ver-
anderung der Masse des Antibiotika-Molekiils bestimmen und so
die Wirkung der bakteriellen Enzyme am Testantibiotikum dar-
stellen. Auf diesem Wege lassen sich bereits Resistenzen gegen
verschiedene Penicilline, Cephalosporine und Carbapeneme,
wie Meropenem und Imipenem, darstellen (ECCMID 2011,
Poster, Sparbier et al.).

Weitere Entwicklungen gehen dahin mittels MALDI-
TOF MS Bakterienisolate unterhalb der Speziesebene zu
typisieren, um epidemiologische Aussagen zu einzelnen
Patienten- oder Umweltisolaten treffen zu konnen. Dabei
ist es Ziel, mittels diskreter Unterschiede der ermittelten
Spektren eine individuelle Stammtypsierung durchzufiihren,
und damit zeit- und kostenaufwendige molekulare Unter-
suchungen (PCR, PFGE) iiberfliissig werden zu lassen.

Von grofem Interesse vor allem fiir Laboratorien mit
hohem Probendurchsatz ist die Entwicklung von Ver-
arbeitungsstralen. Neben dem Anlegen der Agarplatten
und Fliissigmedien sind Bebriitungsvorginge und Digital-
Photographie der bewachsenen Agarplatten zur Befundung
Bestandteil dieser neuen Strategie. Mittlerweile haben
mehrere Firmen die MALDI-TOF MS in dieses Konzept
integriert, wobei durch Einsatz von Robotern die Kolonien
von Agarplatten abgenommen und auf die MALDI-Target-
platten aufgebracht werden konnen. Hier ist die Entwicklung
jedoch erst in ihren Anféngen.
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Fazit

Die derzeitig kommerziell angebotenen diagnostischen
MALDI-TOF MS-Lésungen ermoglichen eine automatisier-
bare Keimdifferenzierung von kultivierten Bakterien- und
Pilz-Spezies. Insgesamt sind von MALDT-TOF MS-basierten
Verfahren nicht unerhebliche Verdnderungen und Verbes-
serungen fiir die diagnostische Mikrobiologie zu erwarten
Die klinisch-orientierte #rztliche Bewertung der erhobenen
Daten durch einen erfahrenen Facharzt gewinnt in diesem
Prozess einen sehr hohen Stellenwert.
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