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Betriebshygiene

Ergebnisse innerhalb
von Sekunden Das Labor, das mitdenkt!




MALDI TOF

Ergebnisse innerhalb
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von Sekunden

Durch Messungen von den Originalproben erméglicht MALDI TOF MS schnelle Identifizierungen.

Bei der MALDI TOF-Massenspektro-
metrie (Matrix-assisted Laser/Desorp-
tion lonisation Time Of Flight) werden
geringe Mengen einer Probe in eine
niedermolekulare Matrix gegeben. La-
serbeschuss und Absorption der Laser-
strahlung ermdglichen dabei die Anzei-
ge von ribosomalen Proteinen und de-
ren Darstellung als ,Fingerabdruck®. Die

s0 erhaltenen Massenspektren werden
von der Datenbank automatisch aus-
gewertet, die Ergebnisse aufgefluhrt.

Die MALDI TOF-Methode bietet im
Vergleich zu herkdmmlichen biochemi-
schen oder molekularbiologischen Me-
thoden zur Identifizierung eine Reihe
von praktischen Vorteilen. An erster

Stelle steht hier der Faktor Zeit: Nach
Eingabe der vorbereiteten Probe in das
Gerét liegen die gewtnschten Ergeb-
nisse innerhalb von Sekunden vor. Da
eine vorausgehende Verdachtsdiagno-
se im Hinblick auf die Keimidentifizie-
rung nicht notwendig ist, kann die Be-
arbeitung umso schneller erfolgen. Der
Probenansatz ist dabei flr die meisten
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Mikroorganismen gleich, nur fur die
Identifizierung von Hefen und Schim-
melpilzenist die Bearbeitung aufwendi-
ger. Mit MALDI TOF kénnen — unab-
hangig von Inkubationszeit und Nahr-
medium, von dem das Probenmaterial
entnommen wird — gleichermaBen aus-
sagekraftige wie korrekte Ergebnisse
erzielt werden.

Betriebshygienische
Identifizierungen

Validiert ist das MALDI TOF-Massen-
spektrometer (Fa. bioMerieux, VITEK
MS,) fur das Identifizieren von Mikro-
organismen mit 24 bis 72 Stunden in-
kubierten Reinkulturen. Es liegt jedoch
nahe, dass sich aufgrund der Vorteile
der Methode die Mdglichkeit bietet,
Identifizierungen unmittelbar vom Ori-
ginalprodukt durchzufiihren. Im Fokus
stehen hier Kulturen auf festen >

Quelle: Fa. bioMérieux

Durch das Scannen
des Barcodes wird die
Probe digital erfasst.

Tabelle: Ergebnisse der Identifizierungen direkt von Originalproben

Gesamt Ergebnis entspricht Kein Ergebnis Ergebnis entspricht nicht
Aerobe Sporenbildner 8 5 B -
Coryneforme Bakterien 6 2 4 -
Mikrokokken 24 19 5 =
Pseudomonaden 2 = 2 =
Staphylokokken 86 78 8 =
Streptokokken 2 1 1 -
Summe 128 105 (82%) 23 (18%) -



Fortsetzung von Seite 7:

Nahrmedien wie Abklatsch- und Sedi-
mentationsplatten sowie Medien aus
Luftkeimzahlbestimmungen und Bouil-
lons.

Ziel ist es, in einem mdglichst kurzen
Zeitraum zumindest eine grobe Identifi-
zierungzuerhalten. Gerade beider Aus-
wertung von Proben aus dem Hygie-
nemonitoring kann dies im Hinblick auf
den Produktionsprozess eine Zeit- und
Kostenersparnis bedeuten.

So fuhrt eine zUgige Bearbeitung der
Hygieneproben in der Regel zu verkurz-
ten Standzeiten der Produktionsanla-
gen. Weiterhin kann bei Auftreten von
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Aktionsgrenzen gezielt Ursachenfor-
schung betrieben werden, was mog-
licherweise Einfluss auf die Reinigungs-
prozesse hat. Liegen die Ergebnisse
der Identifizierung schneller vor, kann
der Untersuchungsgegenstand zeitnah
freigegeben werden, sodass geringere
oder gar keine Lagerkosten anfallen.
Dazu kdnnen Reinigungsvalidierungen
schneller abgeschlossen und damit
Raume zUgiger freigegeben werden.

Projekt: Identifizierung direkt
von Originalproben

In einer Projektarbeit wurden die Mi-
kroorganismen, die sich auf Original-
proben aus dem Hygienemonitoring
(Abklatschplatten sowie Nahrmedien

zur Luftkeimzahlbestimmung) befan-
den, ohne weitere Aufbereitung fur die
Identifizierung mit dem VITEK MS ein-
gesetzt. Die Ergebnisse der molekula-
ren Methode wurden mit denen der pa-
rallel durchgeflhrten biochemischen
Identifizierung verglichen und in einer
Tabelle (siehe Seite 7 unten) zusam-
mengefasst.

82 Prozent der Ergebnisse entspra-
chen dabei den Ergebnissen der or-
thodoxen biochemischen Methoden.
Bei 18 Prozent der Messungen wurde
kein |dentifizierungsergebnis angege-
ben. Die Resultate spiegeln die bereits
vorhandenen Erfahrungswerte mit dem
MALDI TOF MS wider.
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Staphylokokken und Mikrokokken —
aber auch Pseudomonaden und En-
terokokken — werden dabei mit guten
Konfidenzwerten identifiziert, voraus-
gesetzt, der jeweilige Mikroorganismus
ist in der verwendeten Datenbank hin-
terlegt. Die Identifizierung einiger Bak-
terien bereitet jedoch noch immer
Schwierigkeiten, etwa wegen ihrer spe-
zifischen Wachstumseigenschaften.

Bilden sie zum Beispiel schleimig-wass-
rige Kolonien (Bazillen, Laktobazillen)
oder weisen sie nur sehr feines Keim-
wachstum auf (coryneforme Bakteri-
en, Listerien), werden zu wenige Mas-
sen detektiert. Das Gerat gibt dann
kein Ergebnis an.

Mischkulturen werden nicht als solche
erkannt, deshalbisteinefrische Subkul-
tur auf einem Vollmedium unverzicht-
bar. Diese wird ohnehin fur die ab-
schlieBende Plausibilitatskontrolle be-
nétigt. Aus diesem Grund sind auch

Identifizierungen direkt aus einer Bouil-
lon problematisch.

Hier missen auBerdem weitere Bedin-
gungen erflllt sein. So ist eine Keim-
zahl von mindestens 10° KBE/ml nétig,
um das durch Zentrifugation erhaltene
Pellet fur die Bearbeitung verwenden
zu kdnnen. Dabei sollten keine weiteren
Bestandteile, wie z. B. Gele oder Fest-
stoffe, vorhanden sein, die die Mes-
sung storen.

Es ist generell moglich, Identifizierun-
gen direkt von Originalproben durch-
zufhren, wobei dies vor allem fur Kul-
turen auf festen Nahrmedien gilt.
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