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Die Matrix-assistierte Laser-Desorptions-/lonisations-Time-of-Flight-Massenspektrometrie (MALDI-
TOF-MS) wurde von Karas und Hillenkamp im Jahr 1987 entwickelt und wird seit einigen Jahren
auch in der medizinischen Mikrobiologie angewendet. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die
Wertigkeit der MALDI-TOF-MS fir die Identifizierung der medizinisch relevanten Pasteurellaceae-
Stdmme zu untersuchen. Insbesondere sollte Uberpriift werden, inwieweit eine Verbesserung und Er-
weiterung der bisher in den Datenbanken vorliegenden Spektren zu hoheren ldentifikationswahr-
scheinlichkeiten mit der MALDI-TOF-MS fiihrt. Daruber hinaus sollte durch Modifikation des von
Burckhardt und Zimmermann beschriebenen Carbapenemase-Protokolls untersucht werden, ob sich
mit Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie auch die Ampicillinaseaktivitat eines Bakteriums
darstellen lasst.

Die verwendeten Methoden waren die Kultur und Stammasservierung der lyophilisierten Stamme, die
Herstellung von auftragungsfahigen Extrakten sowie die Schmierpréparation aus den vorhandenen
Stammen. AulRerdem kamen die Messung mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie, die 16S-rDNA-
Sequenzierung und enzymatische und biochemische Untersuchungsverfahren (Katalase-Reaktion,
Oxidase-Reaktion, API NH®) der Stamme mit fraglichen Ergebnissen sowie der Vergleich mit den
tiblichen herkdbmmlichen Verfahren zur ldentifikation von Pasteurellaceae-Stdimmen zur Anwendung
(Vitek 2®, APl NH®, mikroskopische Diagnostik nach Einfach- und Differentialfarbung).

Die durchgefiihrten Vorversuche ergaben fiir die Untersuchung von Pasteurellaceae, dass die alleinige
Durchfuhrung einer Schmierpraparation in der Regel ausreichend ist. Desweiteren ist eine Empfeh-
lung zur generellen Anzucht dieser Erreger auf Kochblutagar bei einer kurzen Bebriitungszeit von we-
niger als 24 Stunden auszusprechen.

Betrachtet man alle korrekten Identifikationen auf Genus- und Speziesebene ohne Beriicksichtigung
des jeweiligen Scores, so lagen bei der ersten Messung im Jahr 2010 35 von 44 (79,5 %) richtige Er-
gebnisse vor. Fur die zweite Messung 2012 nach einem Update der Datenbank waren es 38 von 43
korrekt erkannte Proben (88,4 %). Die dritte Messung im Jahr 2012 nach einem weiteren Update und
dem Einlesen der Referenzspektren der vorliegenden Arbeit ergab 37 von 44 korrekt identifizierte

Pasteurellaceae-Stdmme (84,1 %).



Nimmt man fiir die richtigen Ergebnisse alle Werte > 1,700 als korrekte Identifikationen an, so erge-
ben sich auf Speziesebene fur die anfangliche Messung 20 richtig erkannte Bakterienstamme (45,5 %).
Fur die zweite Messung 2012 liegen 27 richtige Speziesidentifikationen (62,8 %) vor. Nach dem Ein-
lesen von weiteren Referenzspektren in die Datenbank ergeben sich 30 korrekte Resultate auf Spezies-
ebene (68,2 %). Nimmt man zusatzlich die auf Genusebene richtig identifizierten Bakterienstdmme
mit einem Score ab 1,700 als korrekte Identifikationen hinzu, liegt bei der ersten Messung ein Gesamt-
wert von 27 korrekten Resultaten (61,4 %) vor, bei der zweiten Messung von 35 von 43 richtig identi-
fizierten Bakterienstimmen (81,4 %) und bei der dritten Messung von 35 von 44 korrekt erkannten
Keimen (79,5 %).

Durch das Generieren mehrerer zuverlassiger Pasteurellaceae-Referenzspektren und deren Einpflegen
in die etablierte Bruker-Datenbank konnte die Diagnostik dieser hochanspruchsvollen Spezies nach-
weislich verbessert werden. Damit zeigt die vorliegende Arbeit eine effiziente und zuverlassige Nach-
weismethode fiir Pasteurellaceae-Stdamme auf, die sich mit wenig Aufwand in die mikrobiologische
Routine integrieren lasst. Hervorzuheben ist hierbei die Ersparnis von Zeit und Kosten.

Dariiber hinaus gelang es, ein dem oben aufgefiihrten Carbapenemase-Protokoll entsprechend modifi-
ziertes Protokoll fur den Wirkstoff Ampicillin zu erarbeiten, welches anhand ampicillinspezifischer
Peaks und der Hydrolysierung des R-Laktamrings durch vorhandene B-Laktamasen die Resistenzlage
der untersuchten Keime in weniger als 24 Stunden (inkl. Anzucht) darzustellen vermag und somit
einen weiteren Fortschritt im Einsatz der MALDI-TOF-MS in der mikrobiologischen Routine
darstellt. Es gilt, weitere Verfahren und effiziente Versuchsprotokolle zu erarbeiten, um das testbare
Antibiotikaspektrum zu erweitern und durch Schnelligkeit in der Diagnostik und Ubermittlung der
Ergebnisse einen modglichst raschen Therapiebeginn zu erreichen.

Insgesamt durften die Kosteneffizienz der MALDI-TOF-Massenspektrometrie, die Vielseitigkeit in
ihren Einsatzgebieten und ihre Geschwindigkeit in der Erregeridentifizierung dazu beitragen, auch den

klinischen Einsatz der Methode weiter zu etablieren.



