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MALDI-TOF-Massenspektrometrie — eine Technik erobert die mikrobiologische

Untersuchung
Dr. Christine Wind, Dr. Leonie Béhmer

Chemisches und Veterindruntersuchungsamt Freiburg

Innerhalb weniger Jahre hat die MALDI-TOF-
MS die mikrobiologische Untersuchung
revolutioniert (MALDI-TOF = Matrix Assisted
Laser Desorption/lonisation - Time Of Flight,
MS = Massenspektrometrie). Wo friiher mit
klassischen Verfahren ein bis mehrere Tage
benétigt wurden, kénnen mit dieser innova-
tiven Technik Bakterienisolate in weniger als
15 Minuten identifiziert werden. Ein Meilen-
stein fir die Tatigkeit im mikrobiologischen
Labor im Dienste von Verbraucherschutz,
Lebensmittelsicherheit und Tiergesundheit.

Mikroorganismen kénnen, nachdem sie
auf festen Nahrmedien (z.B. Agar-
Platten) sichtbare Kolonien gebildet
haben, ohne aufwandige Vorbereitung
direkt der Messung mittels MALDI-TOF-
MS zugefiihrt werden. Dabei werden die
zu analysierenden Mikroorganismen in
eine Matrix eingebettet und mit Hilfe
eines Lasers beschossen. Die dabei
entstehenden  Zellfragmente verlassen
explosionsartig ihren Untergrund
(Desorption) und werden ionisiert. An-
schlieBend folgt ihre Beschleunigung in
einem elekirischen Feld. Ein lonen-
detektor wandelt die ankommenden
lonen in ein elektrisches Signal um. Es
handelt sich um eine massenspektro-
metrische Untersuchung mit Analyse der
Flugzeit. Zur Identifikation der Mikro-
organismen werden die resultierenden
Daten mit einer Datenbank verglichen.

Erfahrungen aus dem Alltag der
Lebensmittelmikrobiologie des CVUA
Freiburg...

Mit groRer Vorfreude und Span-
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Im Bereich der Lebensmittelmikrobiologie
sollte das Geradt unter anderem bei der
Identifizierung von Krankheitserregern, die
aus  Lebensmitteln  isoliert  werden,
unterstltzen.

Vor der Einfiihrung des Verfahrens in die
Laborroutine waren bestimmte Vorausset-
zungen zu erfillen: Mittels Validierungs-
studien musste fir jeden Zielkeim gezeigt
werden, dass der Einsatz der MALDI-TOF-
Massenspekirometrie fiir den beabsichtigten
Gebrauch geeignet ist. Erst danach konnte
die neue Technik z.B. bei der Untersuchung
von Vibrionen in Fischen oder Meeresfriich-
ten eingesetzt werden (Abbildung 2).

Abb.1 MALDI-TOF-Massenspektrometer des
CVUA Freiburg
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Ablauf der Vibrionen-Untersuchung.
Klassische Identifizierung vs. MALDI-TOF-MS.

Je nach Vibrio-Art kann der Verzehr
kontaminierter Lebensmittel zu Brech-
Durchfall (V. parahaemolyticus, V. chole-
rae) oder der Hautkontakt beim Handling
zu Wundinfektionen (V. vulnificus) fih-
ren. Klassische Identifizierungsmetho-
den, beispielsweise zur Uberpriifung von
Enzymaktivitaten, sind zeit- und arbeits-
aufwandig. Durch den Einsatz der
MALDI-TOF-Technik wird eine schnelle
und vor allem zuverlassige Identifizierung
dieser Bakterien ermdglicht.

Auch weitere Untersuchungsgénge zum

Nachweis von  Krankheitserregern in

Lebensmitteln wie z.B. Campylobacter oder

Yersinia enterocolitica konnten mit Hilfe der

MALDI-TOF-MS vereinfacht und verkiirzt

werden. So wird heute bei der gezielten
Suche nach pathogenen Varianten, z.B.
von Yersinia enterocolitica und Vibrio
parahdmolyticus, eine Kombination von
kulturellen, molekularbiologischen und
massenspektrometrischen Techniken ein-
gesetzt, um aussagekraftige und sichere
Ergebnisse zu erzielen.

Das Resiimee nach einem Jahr: Mit der
MALDI-TOF-Massenspektrometrie ist die
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mikrobiologische Untersuchung ,am Puls der
Zeit"l Schnelle Ergebnisse durch den Einsatz
dieser Technik erleichtern nicht nur die Arbeit
im mikrobiologischen Labor, sie leisten
zudem  einen  Beittag zum  Ver-
braucherschutz.

...und der Blick liber den Tellerrand

Neben dem Einsatz in der Laborroutine hat
das CVUA Freiburg einen ersten Blick Uber
den Tellerrand gewagt, um zu schauen, ob
sich ggf. weitere Einsatzmdglichkeiten der
MALDI-TOF-MS Uber die koloniebasierte
Standardidentifizierung ~ hinaus  ergeben
kénnen.

Je nach Bakterienart gestaltet sich deren
kulturelle Isolierung auf festen N&hrmedien
schwierig. Eine Vermehrung ist z.T. nur auf
bestimmten N&hrmedien maglich, und bis
zum Erhalt sichtbarer Kolonien kénnen meh-
rere Tage vergehen. Daher wurde in ersten
Versuchen getestet, ob ein Nachweis von
Bakterien direkt aus Lebensmitteln ohne
vorherige Isolierung méglich ist.

Ein Beispiel schwierig anziichtbarer Bakte-
rien sind so genannte hitzeresistente
Sporenbildner (HRS - Heat resistant spore-
formers)  der  Bakterien-Art  Bacillus
sporothermodurans. Diese kdnnen die Her-
stellung von ultrahocherhitzter Milch (UHT-
Milch/H-Milch) bei unzureichender Erhitzung
uberleben und sich anschlieRend in der Milch
vermehren.

Trotz der rechtlichen Anforderungen an UHT-
Milch gibt es Einzelfalle, in denen in UHT-
Milch  hohe Keimzahlen an Bacillus
sporothermodurans nachgewiesen werden.
Es handelt sich dabei um eine unerwiinschte
Kontamination, gesundheitliche ~Gefahren
bestehen jedoch nicht. [1, 2]

In Experimenten wurde als ,Test-Lebensmit-
tel" ultrahocherhitzte Milch kiinstlich mit
sporenbildenden Mikroorganismen (Bacillus
sporothermodurans, Bacillus cereus) beimpft.
Die Milchproben, welche Keimgehalte bis zu
107 koloniebildende Einheiten (KbE) pro ml
Milch enthielten, wurden einer Probenauf-
arbeitung unterzogen. Durch mehrere Lyse-
und Waschschritte wurden die massenspek-
trometrische  Messung stérende  Milch-
bestandteile, wie beispielsweise Milchfett und
-proteine, entfernt. Die am Ende dieser Auf-
arbeitung als Pellets vorliegenden Bakterien-
zellen wurden in einem Extraktionsverfahren
mit Ethanol, Ameisensaure und Acetonitril
behandelt, um die fiir die Identifizierung
mittels MALDI-TOF-MS erforderlichen bakte-
riellen Proteine freizusetzen (Abbildung 3).
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Rechtliche Hintergrundinfo zu ultrahocherhitzter Milch:

Die Verordnung (EG) Nr. 853/2004 beinhaltet spezifische Hygienevorschriften fiir Lebens-
mittel tierischen Ursprungs. Darin werden an die Herstellung von UHT-Milch folgende Anfor-
derungen gestellt: Ultrahocherhitzung (UHT) durch eine Behandlung

e in Form kontinuierlicher Warmezufuhr bei hoher Temperatur fiir kurze Zeit (nicht weniger
als 135 °C bei geeigneter HeiBhaltezeit), so dass bei Aufbewahrung in einer sterilen ver-
schlossenen Packung bei Umgebungstemperatur keine lebensfahigen Mikroorganismen
oder Sporen, die sich im behandelten Erzeugnis vermehren kénnen, vorhanden sind, und

o die ausreicht, um sicherzustellen, dass die Erzeugnisse nach einer Inkubation in
verschlossenen Packungen bei 30 °C fiir 15 Tage oder bei 55 °C fiir 7 Tage oder nach
Anwendung einer anderen Methode, bei der erwiesen ist, dass die geeignete Warme-
behandlung durchgefiihrt wurde, mikrobiologisch stabil sind.

Lyse + Zentrifugation (2x) =3 Waschung + Zentrifugation —3»

Abb. 3:
Sporenbildnern in Milch.

Ergebnisse und Schlussfolgerungen

Bei der Messung im MALDI-TOF-Massen-
spektrometer wurden sporenbildende Mikro-
organismen in allen Proben ab einem Keim-
gehalt von 105 KbE/ml nachgewiesen und
korrekt identifiziert.

Es konnte gezeigt werden, dass der Nach-
weis von Sporenbildnern der Arten Bacillus
sporothermodurans und Bacillus cereus bei
Anwendung geeigneter Aufarbeitungsverfah-
ren direkt aus Milch ohne vorherige kulturelle
Isolierung der Bakterien méglich ist.

Bei der kulturellen Isolierung von Bacillus
sporothermodurans sind bis zum Auftreten
sichtbarer Bakterienkolonien  Bebriitungs-
zeiten von bis zu 5 Tagen erforderlich, gefolgt
von einer Bestatigung der Kolonien z.B. mit
molekularbiologischen Methoden (PCR).

Die hier dargestellte Probenaufarbeitung mit
anschlieBender ~ massenspektrometrischer
Identifizierung ermdglicht ein Ergebnis bereits
nach ca. 2 Stunden. Durch den Einsatz die-
ses Verfahrens kann die Dauer der Unter-
suchung deutlich verkirzt und der Arbeits-
aufwand reduziert werden.

Ob die direkte Identifizierung auch fiir weitere
Bakterienarten und andere Lebensmittel
maglich ist, bzw. welche weiteren Einsatz-
gebiete  neben  der  koloniebasierten
Standardidentifizierung denkbar sind, bedarf
weiterer Untersuchungen.

Ethanol/fAmeisan-
sdure-Extraktion

Darstellung verschiedener Schritte bei der Probenaufarbeitung zur Identifikation von
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