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Molekulare Speziesdifferenzierung

MALDI-TOF-MS in der
mikrobiologischen Diagnostik
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In der jiingsten Vergangenheit hat ein vollkommen neuartiger Ansatz zur
Differenzierung von Bakterien und Pilzen die molekulare Diagnostik
erweitert: die Identifikation von Keimen mittels MALDI-TOF-MS, die auf
der Analyse ribosomaler Proteine beruht.

Very recently a novel method for differentiation of bacteria and fungi has
entered the scene, the identification by means of MALDI-TOF. This diffe-
rentiation relays on the exact measurement of species-specific protein

spectra from ribosomal proteins.

Zwischen klassischen Kulturver-
fahren und Molekularbiologie

B Ziel der mikrobiologischen Diagnostik ist
es, in Patientenproben die fiir eine Erkran-
kung verantwortlichen Erreger (Bakterien,
Pilze, Parasiten) zu identifizieren und - im
Falle von Bakterien und Sprosspilzen - eine
Resistenztestung fiir antimikrobielle Sub-
stanzen (Antibiogramm) zu bestimmen. Die
klassische mikrobiologische Diagnostik

beruht dabei auf der Mikroskopie von Priapa-
raten und der Kultivierung auf Nahrmedien.
Zur Differenzierung von Bakterien und Pil-
zen werden vor allem biochemische Testver-
fahren eingesetzt. Wesentliche Nachteile die-
ses biochemischen Differenzierungsprinzips
sind dabei die langen Inkubationszeiten fiir
die biochemischen Reaktionen (sechs bis 12
Stunden) und die Variabilitat einzelner Stoff-
wechseleigenschaften.

lineares Flugrohr

Driftstrecke
Beschleunigungs-
alektroden
strec kae N [
e

Targetplatte

zum
Flugrohr /
Drifts{recke

Fokussierungs-

.

elektrisches
Kationen Feld

Targetplatte

A Abb. 1: Prinzip der MALDI-TOF-MS-basierten Identifikation von Proteinen und Peptiden. Die
ribosomalen Proteine der Bakterien- oder Pilzkultur werden mit der Matrix nach Beschuss mit
dem Laser desorbiert, ionisiert und im elektrischen Feld beschleunigt. Dabei trennen sie sich im
Flugrohr entsprechend ihrer Ladung und Masse auf, und speziesspezifische Massenspektren wer-

den erzeugt. Weitere Erlduterungen im Text.

Die Fortschritte in der Molekulargenetik
haben die mikrobiologische Diagnostik in den
vergangenen 20 Jahren erheblich verbessert.
Von besonderer Bedeutung sind schnelle
Direktnachweise spezifischer Erreger-
Nukleinsduren aus Patientenproben, z. B.
durch PCR-basierte Methoden, und die zuver-
lassige molekulargenetische Differenzierung
kultivierter Bakterien und Pilze, vorwiegend
durch Sequenzbestimmung ribosomaler DNA-
Gene (16S-TDNA bei Bakterien, 18S-und 28S-
rDNA bei Pilzen). Der Sequenzabgleich mit
standig wachsenden DNA-Datenbanken
ermoglicht eine Zuordnung der Isolate zu den
entsprechenden Gattungen und Spezies. Lei-
der sind diese Nukleinsdure-basierenden
Methoden oft kosten- und arbeitsintensiv, und
der direkte DNA-Nachweis aus klinischen Pro-
ben ist anféllig fiir Verunreinigungen und teil-
weise schwer standardisierbar. Daher wird
die PCR-basierte Diagnostik bislang bei nur
ca. fiinf Prozent der Proben angewendet. In
den vergangenen zwei bis drei Jahren hat ein
vollkommen neuartiger Ansatz zur Differen-
zierung von Bakterien und Pilzen Praxis-
tauglichkeit erlangt: die Identifikation von
Keimen mittels MALDI-TOF-MS (matrix-assis-
ted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry, Matrix-unterstiitzte Laser-
desorptions/Ionisations-Flugzeit-Massen-
spektrometrie; Abb. 1). Dieses massenspek-
trometrische Verfahren hat das Potenzial, die
klassischen Differenzierungsverfahren in der
mikrobiologischen Diagnostik abzuldsen [1],
da es wesentliche Vorteile, wie z. B. sehr kur-
ze Analysenzeiten, einfache Bedienung und
Automatisierbarkeit, sowie hohe Empfind-
lichkeit und Prazision bietet [2]. Die mas-
senspektrometrische Technik MALDI-TOF-
MS wird schon lange mit Erfolg in der Prote-
omforschung zur Bestimmung der Masse von
Proteinen eingesetzt. Diese Moglichkeit kann
auch im Routinelabor genutzt werden, um
Mikroorganismen zu differenzieren. Dazu
wird eine kleine Menge einer Kolonie (ca. 10*
bis 10° Bakterien sind ausreichend) auf eine
ca. sechs Millimeter durchmessende Analy-
senposition der MALDI-Probenplatte (Target-
platte) aufgebracht. Auf diese Probe wird
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sodann ca. ein Mikroliter einer Matrix-Losung
- meist ein Benzoesdurederivat wie 2,5-Dihy-
droxybenzoesdure (DHB) - pipettiert. Diese
ko-kristallisiert mit der Erregerprobe auf der
Targetplatte. Je nach Hersteller befinden sich
darauf zwischen 96 und 160 Probenfelder, die
pro Messung analysiert werden konnen. Die
Targetplatte wird in das MALDI-TOF-MS-Gerit
eingefiihrt, wo im Hochvakuum durch einen
fokussierten Laserstrahl die Matrix mit den
Bestandteilen der eingebetteten Mikroorga-
nismen explosionsartig verdampft wird. Dabei
kommt es zu einer lonisierung der zu unter-
suchenden Analytmolekiile (Proteine) der
Erreger. Die Ionen werden in einem starken
elektrischen Feld beschleunigt, das von einer
Hochspannungsquelle mit zehn bis 30 Kilo-
volt aufgebaut wird. Die Flugzeit der Analyten
kann im Vakuum exakt gemessen werden,
wobei sowohl die Masse als auch der lonisie-
rungsgrad der Proteine Einfluss nehmen.
Dadurch lassen sich die unterschiedlichen
Massen der einzelnen Analyten bestimmen
und als Gesamtspektrum darstellen (Abb.
2A). Der groBte Teil der im Messbereich
befindlichen Analyten sind positiv geladene
ribosomale Proteine. Ihre jeweiligen Spek-
tren sind fiir einzelne Bakterien- oder Pilz-
spezies charakteristisch und stellen als ,mole-
kularer Fingerabdruck“ die Grundlage der
MALDI-TOF-MS-Differenzierung dar [3-5].
Besondere Beachtung findet der Messbereich
von zwei bis 12 Kilodalton, der sehr stabile
und aussagekraftige Spektren aufweist. Die
ermittelten Spektren werden mit einer im
System integrierten Referenzdatenbank von
Spektren einer groBen Zahl an humanmedi-
zinisch relevanten Bakterien und Pilzen ver-
glichen (Abb. 2B). Der Software-basierte
Abgleich kann dank neuer Algorithmen auto-
matisiert ohne Zeitverlust erfolgen [6, 7]. So
ist der Zeitaufwand vom Auftragen einer Pro-
be auf die Targetplatte bis zum Vorliegen
eines Differenzierungsergebnisses mit unter
fiinf Minuten sehr gering. Die automatisierte
Auswertung der Daten erzeugt einen Zah-
lenwert (score), der Aufschluss iiber die Vali-
ditat des Differenzierungsergebnisses gibt.
Es konnen nur das beste Ergebnis (best match)
oder auch weitere Ergebnisse dargestellt wer-
den, um die Plausibilitdtskontrolle zu unter-
stiitzen (Abb. 2B).

Vorteile und Nachteile der
MALDI-TOF-MS-Diagnostik
Die MALDI-TOF-MS-Diagnostik beruht auf der
Analyse des Proteinprofils mehrheitlich von
ribosomalen Proteinen. Da deren Sequenz mit
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1(+++) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 THL
2 (+++) | Pseudomonas aeruginosa 8147_2 CHB
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der fiir sie codierenden DNA Korreliert, ahnelt
sie eher einem 16S-TDNA-Sequenzvergleich.
So wird verstandlich, dass das MALDI-TOF-
MS-System nicht in der Lage ist, sehr eng ver-
wandte Mikroorganismen zu unterscheiden
(z. B. Shigella sp. von E. coli). Andererseits ist
die Massenspektrometrie nicht so anféllig
gegen Verlust oder Zugewinn von Stoffwech-
seleigenschaften der Erreger, einer Ein-
schrankung der herkémmlichen biochemi-
schen Speziesdifferenzierung. Dies bedeutet,
dass bei dem Vergleich von klassischer mit
molekularer oder MALDI-TOF-basierter Dif-
ferenzierung immer auch ein kleiner Teil
nicht konkordanter Ergebnisse auftreten wird.
In der taglichen Routinediagnostik hat die
MALDI-TOF-MS-basierte Erregerdifferenzie-
rung den Vorteil, dass eine einzige Maschine
zur Differenzierung von Bakterien und
Sprosspilzen genutzt werden kann [8-10].
Eine Vortestung kann somit entfallen, und

Ergebnisse konnen schon am ersten Tag der
Materialablesung (12 bis 24 Stunden nach
Probeneingang) dem Kliniker als Vorbefun-
de mitgeteilt werden. Ein weiterer groBer Vor-
teil der MALDI-TOF-MS-Methode liegt darin,
dass neue Protein-Referenzspektren jederzeit
in die Datenbank eingelesen werden konnen.
Dies kann entweder durch den Hersteller, den
Nutzer selbst oder iiber eine offentliche Platt-
form erfolgen. Fiir den klinischen Einsatz ist
eine strenge Kontrolle dringend erforderlich,
die sicherstellt, dass nur valide Datenbank-
eintrdge erfolgen. Eine Limitierung der
Methode ist, dass die Differenzierung direkt
aus Patientenproben weitgehend unmaoglich
ist. Die Uberlagerung von Spektren riboso-
maler Proteine beim Vorhandensein mehrerer
Bakterienarten sowie Spektren, die durch kor-
pereigene Proteine entstehen, sind derzeit die
Haupthindernisse fiir den Direktnachweis
mittels MALDI-TOF-MS. Seit Kurzem sind
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jedoch Protokolle zum Direktnachweis und
zur Differebzierung von Erregern aus Urin-
proben oder aus positiven Blutkulturen ver-
flighar [11]. Bei beiden Materialien ist die
Beeintrachtigung durch Fremdproteine ent-
weder primar gering (Urin) oder durch Zell-
lyse und Waschung relativ einfach zu redu-
zieren (Blutkultur). Die Analyse mittels MAL-
DI-TOF-MS bietet bislang keine Moglichkei-
ten einer Identifizierung von Resistenzen
gegen Antiinfektiva. Jedoch kann das MAL-
DI-TOF-MS-System mit automatisierten Resis-
tenzbestimmungsmethoden iiber eine Labor-
EDV kombiniert werden und ermdoglicht so
eine speziesadaptierte Bewertung der
ermittelten MHK-Werte.

Zukiinftige Entwicklungen

Nach der rasanten Entwicklung der letzten
Jahre hat die MALDI-TOF-MS-basierte Dia-
gnostik groBe Bewegung in die molekulare
mikrobiologische Diagnostik gebracht. Die
meisten Entwicklungen konzentrieren sich
heute auf eine Verbesserung der Datenana-
lyse. So wird versucht, die Technologie zur
Bestimmung ausgewahlter Antibiotika-Resis-
tenzen einzusetzen (PBP2a bei MRSA oder
B-Laktamasen bei Enterobacteriaceae) [12].
Andere Entwicklungsarbeiten sind auf den
Direktnachweis der Erreger aus Patienten-
proben ausgerichtet oder auf die Beantwor-
tung epidemiologischer Fragestellungen.
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