


Keimdifferenzierung mittels MALDI-TOF

¢ Generierung von charakteristischen
Proteinspektren (fingerprints), sowie Abgleich
gegen eine Datenbank von Referenzspektren

¢ ldentifizierung innerhalb von 15 min
¢ Reinkulturen notwendig (Kurzkultur oft ausreichend)
¢ Massenbereich: 2000 bis 20000 Da

¢ Hersteller:

v" AnagnosTec — SARAMIS aufgekauft von bioMérieux
v Bruker Daltonics - Biotyper 2.0



Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight Mass
Spectrometry
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Probenvorbereitung

1. Kolonie picken

2. Auftragen der Zellen oder
Extraktion

3. Zugabe der Matrix 4. Lufttrocknung

5. Einlegen des Targets



To Do...

Probenbelegung
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Automatischer Abgleich
mit den Referenzspektren



Generierung der Spektren



Auswertung



Massenspektren von Enterobacteriaceae:
Familie-, Art-, und Spezies spezifische Massen

Einordnung in
die Familie durch
»Marken-
Massensignalen®

Unterscheidung
zwischen
Spezies maoglich
durch bestimmte
Massensignale



Ringversuche fur Bakteriologie 2008-2010
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Biochemical tests (API),

16S rDNA Seq.

Vibrio vulnificus

Yersinia enterocolitica
Leuconostoc citreum
Kingella kingae
Enterococcus faecium
Corynebacterium urealyticum
Escherichia coli

Serratia marcescens

Cronobacter sakazakii
Staphylococcus epidermidis
Enterobacter cloacae
Ewingella americana
Campylobacter fetus
Listeria monocytogenes
Streptococcus agalactiae

Enterobacter asburiae

MALDI Biotyper

Vibrio vulnificus

Yersinia enterocolitica

No reliable identification
Kingella kingae
Enterococcus faecium
Corynebacterium urealyticum
Escherichia coli

Serratia marcescens

Cronobacter sakazakii
Staphylococcus epidermidis
Enterobacter cloacae
Ewingella americana
Campylobacter fetus
Listeria monocytogenes
Streptococcus agalactiae

Enterobacter asburiae
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Datenbank mit Referenzspektren

wird stetig erweitert ....
>3400 Eintrage



Vergleich mit anderen Methoden

PCR, MALDI-TOF MS
Sequenzierung
» Target DNA Proteine
»>Zeit 6-24h 15 min
» Arbeitsaufwand hoch gering
»Unterscheidung nah jalzT. z.T.

verwandter Spezies

»Mischkulturen ja nein



Derzeitige Probleme...

¢ keine Datenbank fir Lebensmittelproben
v Kooperation Institut Kirchhoff und LGL-Oberschlei3heim

¢ Etablierung von Extraktionsmethoden notwendig
¢ keine Mischkulturen

¢ keine Unterscheidung E. coli und Shigellen

¢ Problem Selektivnahrmedien
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,<Schwierige* Gattungen:
= Clostridien (Sporenbildner)
— Streptococcen und Enterococcen
= Pseudomonaden



Kooperation IKB

mit der Gruppe

Dr. Erhard Kirchhoff Dr. Ulrich Busch
Institut Kirchhoff Berlin GmbH Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit

Forschun g & Entwicklun g und Lebensmitielscherheit. (LGL)
Molekularbiologie

von Dr. Ingrid Huber / Dr. Ulrich Busch

des Bayerischen Landesamtes fur Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit (LGL)

zur Erstellung einer

Datenbank fur Lebensmittelproben!






