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Fir Christine Wind

The most exciting phrase to hear in science, the one that heralds new discoveries, is not
'Eureka!' but "That's funny..." Isaac Asimov
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2 Einleitung

Der Verbraucherschutz hat in Deutschland einen hohen Stellenwert, dazu zahlt besonders die
amtliche Uberwachung von Lebensmitteln. Lebensmittelinfektionen und -intoxikationen treten
sehr haufig auf und kdnnen rasch zu erheblichen Erkrankungen des Menschen fiihren (Robert
Koch Institut, 2019).

Meeresfriichte, Fische und Fischprodukte koénnen eine Reihe von Verderbs- und
Krankheitserregern enthalten wie z.B. Shewanella, Pseudomonas, Lactobacillen,
Enterobacteriaceae, Aeromonaden, Clostridien, Listerien und Vibrionen (Bartelt, Sipos und
Klein, 2003).

Vibrionen sind Bakterien, die besonders an eine marine Umwelt angepasst sind und deshalb
erhohte Salzkonzentrationen, sowie tropische bis subtropische Wassertemperaturen
bevorzugen (Alter u.a., 2012). Sie kdénnen gastrointestinale und andere Erkrankungen
hervorrufen. Ihre mikrobiologische Identifizierung ist ein wichtiger Bestandteil, um in der
amtlichen Lebensmitteluntersuchung Beurteilungen und ggf. Beanstandungen aussprechen

zu konnen.

Die ISO 21872-1 (2017) enthalt ein horizontales Verfahren zum Nachweis von Vibrionen in
Lebensmitteln, Futtermitteln und dem Umfeld der Produktion und Verarbeitung. Jedoch erweist
sich die kulturelle mikrobiologische Differenzierung aufgrund variierender
Stoffwechselleistungen innerhalb der einzelnen Spezies als schwierig, arbeitsintensiv und

zeitaufwendig.

Deshalb halten in den letzten Jahren immer neuere und moderne Methoden der
molekularbiologischen Wissenschaften Einzug in die Routinelabordiagnostik. Seit Jahren ist
es moglich die einzelnen Vibrio Spezies mittels PCR zu differenzieren und auf ihre
Pathogenitat zu untersuchen, jedoch ist dies mit einem gewissen Material- und Zeitaufwand
verbunden. Genauso verhalt es sich mit modernsten Methoden der Genomsequenzanalyse.

Zusatzlich ist ein hohes Mal an Qualitat und Genauigkeit bei der Durchfuhrung notwendig.

Eine Alternative zu diesen Methoden bietet die Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization -
time of flight Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS). Diese hat in den letzten Jahren die
mikrobiologische  Lebensmitteluntersuchung  revolutioniert.  Grundlage bildet die
massenspektrometrische Analyse mikrobieller Proteine. Mit relativ wenig Zeit- und
Materialaufwand lassen sich durch eine Messung sogenannte Fingerprints bzw.
Massenspektren von Bakterienkulturen erstellen, die flr bestimmte Mikroorganismen typisch
sind und untereinander verglichen werden kdénnen. Bei sehr eng verwandten

Mikroorganismenarten, die eine sehr dhnliche Proteinausstattung haben, kann jedoch die
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zweifelsfreie Identifizierung der jeweiligen Art mit den in der Geratesoftware hinterlegten
Standardmethoden erschwert sein. Dieses Problem zeigt sich bei der Abgrenzung des
potentiellen Krankheitserregers V. cholerae von der nahe verwandten Art V. mimicus, ebenso

wie der neu entdeckten Art V. metoecus (Kirchberger u. a., 2014).

Ziel dieser Arbeit war es, die klassischen kulturell-biochemischen Differenzierungsverfahren
mit MALDI-TOF MS-basierten Auswertungsmadglichkeiten zu ersetzen bzw. zu verbinden.
Dabei sollte ein arbeits-, zeit-, kostengiinstiges und routinetaugliches Bestatigungsverfahren
fir die amtliche Lebensmitteluntersuchung auf V. cholerae und V. mimicus etabliert und
validiert werden. Dafur wurden 73  Vibrio-Stamme im  Chemischen  und
Veterinaruntersuchungsamt (CVUA) in Freiburg in der Abteilung Lebensmittelmikrobiologie

untersucht und verschiedene Auswerte-Tools miteinander verglichen.

18



3 Literatur

3.1 Mikrobiologischer Status von Fischen und Fischerzeugnissen

Fischmuskelproteine sind leicht abbaubar durch den hohen Eiwei- und Wassergehalt, freie
Aminosauren und andere stickstoffhaltige Verbindungen in der Fischmuskulatur. Deshalb ist
Fisch leicht verderblich. Die stetige Abnahme der Qualitat bis hin zum Verderb des Fisches
wird verursacht durch postmortal ablaufende Stoffwechselprozesse, enzymatische Autolyse
und bakteriellen Abbau. Letztlich gewinnen bakterielle Abbauprozesse die Oberhand beim
Verderb (Bartelt und Klein, 2020).

Die Primarflora besteht aus den Bakterien, die sich auf und im gesunden lebendigen Fisch
befinden. Die verschiedenen Bakterien lassen sich haufig auf die unterschiedlichen
Bedingungen der Lebensrdume der Fische zurlckfuhren, also auf den Boden, das Wasser,
das Futter und das Klima. Fische aus warmeren Fanggebieten beherbergen eher mesophile
Bakterien, bei Fischen aus kalteren Klimazonen werden psychrophile und psychrotrophe
Bakterien gefunden. Die Mikroflora im Verdauungstrakt von Seefischen besteht vorwiegend
aus Aeromonaden und Vibrionen, in SuRwasserfischen werden auch Flavobakterien und
Pseudomonaden gefunden. Besonders die natlrliche Darmflora von Fischen scheint eine
protektive Wirkung zu besitzen. Sie stellt dem Fisch Nahrstoffe zur Verfligung und schitzt,
vermutlich durch die Produktion bestimmter Enzyme und anderer Substanzen, den Fisch vor

der intestinalen Infektion mit pathogenen Mikroorganismen (Bartelt und Klein, 2020).

Die Sekundarflora entwickelt sich erst nach dem Fang bzw. der Schlachtung. Dazu gehéren
Bakterien die beim Verderb gefunden werden, aber selbst keine Verderbnisprozesse
ausldsen, die sogenannte ,spoilage association“ (Bartelt und Klein, 2020); (Béhme u. a.,
2010). Des Weiteren besteht die Sekundarflora aus den spezifischen Verderbniserregern,
~Specific spoilage organisms®, die durch ihren Stoffwechsel fir den Verderb verantwortlich
sind. Sie kdnnen Uber die Kiemen, Schuppen oder die Haut in das Innere des Fisches
eindringen. Der bakterielle Verderb durch Mikroorganismen wird vorwiegend durch

psychrotrophe Bakterien verursacht (Bartelt und Klein, 2020).

Verderbniserreger von Seefischen haben unter anderem die Eigenschaft Trimethylaminoxid
zu Trimethylamin zu reduzieren und Schwefelwasserstoff zu bilden, welches zu off-odour und
off-flavour fuhrt. Bei Seefischen aus warmeren Gebieten besteht die Verderbnisflora vor allem
aus Pseudomonas spp. und Schewanella putrefaciens. Bei warmerer Lagerung besteht sie
hauptsachlich aus mesophilen Vibrionaceae, aber auch aus Aeromonas. Tiere aus
verschmutzten Gewassern enthalten oft Enterobacteriaceae (Bartelt und Klein, 2020); (Béhme
u. a., 2010).
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3.1.1 Humanpathogene Mikroorganismen in Fischen und Fischerzeugnissen

Einteilungsmaoglichkeiten fir Mikroorganismen koénnen z.B. in endemische und nicht
endemische Bakterien vorgenommen werden. Beide Gruppen kénnen sowohl pathogene als
auch apathogene Erreger enthalten. Endemische Bakterien sind solche, die im natirlichen
Lebensraum der Fische vorkommen, also im Wasser, im Schlamm usw. Dazu gehoren Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum, Plesiomonas shigelloides, Aeromonas hydrophila,
Vibrio spp., V. cholerae und V. parahaemolyticus. Nicht endemische Bakterien gelangen
entweder durch Wasserverschmutzung oder in der Produktion in das Fischgewebe. Zu ihnen
zahlen Salmonella spp., Shigella, Escherichia coli, Campylobacter spp., Yersinia
enterocolitica, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens und

Staphylococcus aureus (Bartelt und Klein, 2020).

Vibrio gehoren ebenfalls zu den humanpathogenen Bakterien in Fisch und Fischprodukten,
sowie in Muscheln und weiteren lebensmittelliefernden Organismen aus dem Lebensraum
Meer und Wasser/Aquakultur. Da diese Bakterien die Untersuchungsmatrix dieser Arbeit

darstellen, werden sie im nachsten Abschnitt naher beschrieben.

3.2 Vibrio

3.2.1 Eigenschaften der Vibrionen

Vibrionen spielen seit hunderten von Jahren eine ausgesprochen grofle Rolle bei
humanmedizinischen Erkrankungsfallen. Der Name Vibrio (V.) wird abgeleitet vom
griechischen "vibrare" und bedeutet vibrieren (Alter u. a., 2012); (Farmer Ill und Michael Janda,
2006). Der bekannteste Vertreter unter ihnen, Vibrio cholerae, ist der Verursacher der auflerst
lang gefiirchteten Erkrankung der Cholera. Eine der ersten Veroéffentlichungen in der Neuzeit
Uber diese verheerende seuchenhafte Erkrankung wurde von Dr. von Armin verfasst (von
Armin, 1837). Zum ersten Mal wurde der Cholera-Erreger von Filippo Pacini beschrieben
(Thompson u. a., 2006); (Thompson, lida und Swings, 2004). Er war ebenso der Entdecker
der Vater-Pacini-Korperchen und erkannte 1854 als Erster, dass die Cholera durch einen sog.
Bacillus Ubertragen wurde, den er als Vibrio mit kommaahnlicher Form beschrieb (Bentivoglio
und Pacini, 1995). Der Ausldser der Cholera wurde erst 30 Jahre spater durch Robert Koch
wiederentdeckt, angezichtet und beschrieben (Alter u. a., 2012); (Farmer Ill und Michael
Janda, 2006); (Thompson, lida und Swings, 2004). Vibrio sind gramnegative, fakultativ
anaerobe bis aerobe Stabchenbakterien (Thompson, lida und Swings, 2004). Sie sind etwa
0,5-1,0 x 1,2-3,5 Mikrometer grof3, beweglich und polar begeif3elt (Selbitz u. a., 2011); (Farmer

Il und Michael Janda, 2006). lhre Form kann von gerade Uber kommaférmig gebogen bis hin
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zu kokkoid sein. Des Weiteren sind sie mesophil, bevorzugen also Temperaturen von etwa
20-45°C, sind chemoorganotroph und in der Lage diverse Substrate zu verstoffwechseln.
Zusatzlich zeichnen sie sich durch ihr Vermdgen hohe Salz- und Alkalikonzentrationen zu
tolerieren (halophil) aus (Alter u. a., 2012); (Farmer Il und Michael Janda, 2006), weshalb sie
besonders mit dem Okosystem Meer bzw. mit dem Wasser vergesellschaftet sind (Selbitz
u. a., 2011); (Thompson, lida und Swings, 2004). Einige Spezies bendtigen Natrium, um
Uberleben zu konnen. Andere wie z.B. V. cholerae, V. fluvialis, V. furnissii und V. mimicus
kénnen allerdings auch ohne Salzzugabe wachsen (Alter u. a., 2012) und werden deshalb
auch in Frischwasser nachgewiesen (Farmer Il und Michael Janda, 2006). Einige Vibrio sind

sogar bioluminescent (Farmer Il und Michael Janda, 2006).

3.2.2 Taxonomie der Vibrionen

Vibrio gehdren zu den am langsten bekannten Genera der Bakterien (Thompson, lida und
Swings, 2004). Sie gehoren zum Stamm der Proteobacteria und dort in die Klasse der
Gammaproteobacteria und die Familie der Vibrionaceae (Alter u. a., 2012); (Farmer Il und
Michael Janda, 2006). Nach dem International Committee on Systematics of Prokaryotes
stellen sie das Genus | der Vibrionaceae dar. In dieses Genus gehoren (Stand 15.02.2016) 78
Spezies, von denen z.B. folgende Spezies als potenziell humanpathogen angesehen werden:
V. alginolyticus, V. cholerae, V. cincinnatiensis, V. furnissii, V. fluvialis, V. harveyi, V.
metschnikovii, V. mimicus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus (Alter u. a., 2012); (Thompson
u. a., 2006). Von diesen Spezies finden V. cholerae, V. parahaemolyticus und V. vulnificus in

der Lebensmitteliberwachung besondere Beachtung.

3.2.3 Verbreitung von Vibrionen

Durch ihre Herkunft aus der aquatischen Umgebung kdnnen Vibrio besonders in marinen
Organismen nachgewiesen werden (Farmer Illl und Michael Janda, 2006); (Thompson, lida
und Swings, 2004). Es wird beschrieben, dass sie in deutschen Gewassern (Alter u. a., 2012)
besonders in der Sommerzeit vorgefunden werden kénnen und in den kalten Monaten nicht
nachweisbar sind (Economopoulou u. a., 2017). Ein saisonal gehauftes Vorkommen im
Sommer trifft auf nahezu alle Vibrio zu (Economopoulou u. a., 2017); (Thompson, lida und
Swings, 2004), allgemein kommen sie in gemafigten oder tropischen Klimazonen in hoheren
Konzentrationen vor (Farmer Il und Michael Janda, 2006). Die Ursache daflr liegt in ihrer
Eigenschaft, in ungunstigen Umgebungs- bzw. Wachstumsbedingungen die VBNC-Form
(viable but nonculturable) anzunehmen. Hervorgerufen werden kann dieses Phdnomen zum
Beispiel durch einen Mangel an Nahrstoffen, unginstige Salzgehalte oder Temperaturen.

Hierbei verlieren die Erreger sogar ihre Begeil3elung und gehen in eine kokkoide Form uber.
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Verandern sich die Bedingungen in den warmen Monaten wieder positiv, dann kehren sie in
ihre vermehrungsfahige Variante zurtick. Dies erklart auch, weshalb Vibrionen in warmeren
Gebieten der Erde asaisonal, also permanent, nachweisbar sind (Alter u. a., 2012); (Farmer
IIl und Michael Janda, 2006).

Vibrio konnen im Meer sowohl das Wasser selbst, also auch das Sediment besiedeln, wobei
je nach Umgebungstemperatur unterschiedliche Vibrio-Spezies dominieren kénnen. Jedoch
wurden bislang keine druckangepassten Vibrionen aus der Tiefsee angeziichtet. Die Anzahl
in der Umwelt hangt jedoch nicht allein von physikalischen Gegebenheiten ab, sondern auch
von der Konkurrenzflora und im Besonderen von Lebewesen, die sich von Bakterien ernahren
(Alter u. a., 2012).

3.2.4 Vibrio in marinen Tieren

Vibrionen gehoren eigentlich zur natlrlichen bakteriellen Flora mariner Lebewesen und deren
Umgebung (Farmer Il und Michael Janda, 2006), da nicht alle ihrer Vertreter pathogen sind.
Bei einigen wird sogar von einer Symbiose zwischen bestimmten Vibrio spp. und der
entsprechenden Tierart ausgegangen. Vibrio besiedelt nicht nur Wasser und Sedimente
(Thompson, lida und Swings, 2004), sondern auch verschiedenste aquatische Lebewesen
(Farmer 11l und Michael Janda, 2006) wie z.B. RuderfuBkrebse. Fur V. cholerae berichten
(Farmer Ill und Michael Janda, 2006) und (Thompson, lida und Swings, 2004), dass es mit
Cyanobakterien, Phytoplankton und Zooplankton vergesellschaftet ist. Einen
Uberlebensvorteil haben Vibrionen dadurch, dass sie die Bedingungen im Verdauungstrakt
von Fischen und Meeresfrichten ausgesprochen gut tolerieren kdnnen (Alter u. a., 2012). In
(Thompson u.a., 2006) wird beschrieben, dass in Fischen V. cholerae non-O1
hamorrhagische Erkrankungen ausgeldst haben. Im Zusammenhang mit Uberbelegung,
schlechtem Haltungsmanagement und ungenigender Wasserqualitat wurde auch V. mimicus
als mdgliches Mortalitatsrisiko bei Rotscherenkrebsen in Verbindung gebracht. Ferner sind
weitere vielfaltige Erkrankungen von Meeresbewohnern durch unterschiedlichste Vibrionen
beschrieben (Farmer Ill und Michael Janda, 2006); (Thompson u. a., 2006).

3.2.5 Vibrio-Infektionen bei Menschen

Besonders die Cholera war seit vielen Jahrhunderten bekannt und sehr gefiirchtet (Farmer lll
und Michael Janda, 2006). 1854 gelang es John Snow in London den Zusammenhang
herzustellen, dass kontaminiertes Wasser (Thompson, lida und Swings, 2004) der
Verursacher der Cholera war, obwohl Bakterien zu dieser Zeit noch nicht bekannt waren

(Thompson u. a., 2006). In (Thompson u. a., 2006) wird angegeben, dass mehr als zwoIf Vibrio
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spp. bekannt sind mit Humanerkrankungen in Verbindung zu stehen. Hier werden z.B. V.
cholerae, V. parahaemolyticus, V. fluvialis, V. furnissii und V. mimicus als Ursache flr
gastrointestinale Erkrankungen genannt (Farmer Ill und Michael Janda, 2006); (Thompson
u. a., 2006). V. alginolyticus steht im Zusammenhang fir Wundinfektionen und V. vulnificus ist
bspw. Ausloser fur Septikamien, ebenfalls ist er Ausloser fir Wundinfektionen. (Alter u. a.,
2012) beschreibt zusatzlich, dass Vibrionen in Deutschland sehr haufig in Muscheln und
Garnelen gefunden wurden, sowohl in rohen Produkten wie z.B. Austern, als auch in erhitzten
und verzehrfertigen Lebensmitteln. Weiterhin wird darauf eingegangen, dass Lebensmittel
auch mit kontaminiertem Wasser zum Ubertrager der Vibrio-Infektionen werden kénnen.
Gerade im Wasser gilt V. cholerae als Hauptursache dafir, wahrend V. parahaemolyticus seit
Jahren im asiatischen Raum nahezu den groRten Anteil an humanpathogenen

Lebensmittelinfektionen ausmacht (Alter u. a., 2012); (Farmer Ill und Michael Janda, 2006).

3.2.6 Vibrio vulnificus

Diese Spezies ist grundsatzlich ein physiologischer Teil der marinen Mikroflora, der besonders
in zweischaligen Mollusken zu finden ist. Trotzdem ist dieser Erreger auch ein bedeutendes
Humanpathogen, durch den Verzehr von rohen oder nicht ausreichend erhitzen
Meeresfrichten. In den USA gilt diese Spezies als die haufigste Todesursache bei
Lebensmittelinfektionen durch Meeresfrichte. Zusatzlich stellt sie eine Gefahr fur Menschen
dar, deren Wunden oder Verletzungen Wasser ausgesetzt sind, das mit V. vulnificus belastet
ist (Thompson u. a., 2006). Ein ganz besonders hohes Risiko tragen Menschen mit
chronischen Vorerkrankungen wie z.B. Zirrhose, Niereninsuffizienz, Hdmochromatose oder
AIDS (Austin, 2010); (Thompson u. a., 2006).

V. vulnificus kann drei verschiedene Humaninfektionen verursachen. Die geringste Bedeutung
davon hat die relativ mild verlaufende und eher selten auftretende Gastroenteritis, die mit
Diarrhoe und abdominalen Krampfen einhergeht. Das Auftreten der Gastroenteritis geschieht

besonders nach dem Verzehr roher Austern (Thompson u. a., 2006).

Die bedeutendste durch V. vulnificus verursachte Erkrankung ist die primare Septikdmie
(Farmer Il und Michael Janda, 2006); (Thompson u. a., 2006). Sie tritt haufig nach dem
Verzehr roher Austern auf (Farmer Il und Michael Janda, 2006). Die Hauptsymptome sind
Fieber, Ubelkeit und ein niedriger Blutdruck. Ein weiteres Symptom sind L&sionen an den

Gliedmalden, die in schwere Gewebs- und Muskelschaden ubergehen kdnnen.

Die dritte Erkrankung, die durch V. wulnificus hervorgerufen werden kann, sind
Wundinfektionen (Farmer Il und Michael Janda, 2006); (Thompson u. a., 2006). Besonders

pradisponiert sind Wunden, die bereits bestehen und dann mit Vibrio-belastetem Wasser in
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Kontakt kommen, z.B. wahrend des Schwimmens oder beim Ausputzen und Entschuppen von
Speisefischen (Austin, 2010). Bereits kleinste Wunden kdnnen ausreichend fir eine V.
vulnificus-Infektion sein und im schlimmsten Fall zur Gliedmalenamputation flihren
(Thompson u. a., 2006).

3.2.7 Vibrio parahaemolyticus

Auch diese Spezies gehort zur typischen Bakterienflora von Kiistengewassern, besonders in
tropischen und gemaRigten Klimazonen (Farmer Il und Michael Janda, 2006). Die
Kontamination von Fisch und Meeresfriichten mit dieser Spezies spiegelt die "Durchseuchung"
des Wassers, in dem sie lebt, wieder, auch wenn die meisten Vertreter dieser Spezies nicht
humanpathogen sind. Flr V. parahaemolyticus berichtet (Desmarchelier, 1999), dass durch
ihn auftretende Lebensmittelerkrankungen sowohl durch rohe als auch gekochte Ware
verursacht werden. Ganz besonders kommt dies in den Bevolkerungsgruppen zum Tragen, in
denen roher Fisch, Muscheln usw. zur typischen Erndhrungsweise gehdéren (Austin, 2010);
(Desmarchelier, 1999). Im Gegensatz zu V. cholerae, dessen Erkrankungsausbriiche eher bei
Personen vorkommen die in gro3er Armut und schlechter sanitarer Hygiene leben, kommt V.
parahaemolyticus auch bei Leuten mit gutem soziobkonomischem Status vor, weil genau sie
sich hochpreisige Meeresfriichte leisten kdénnen. Da V. parahaemolyticus jedoch sehr
hitzeempfindlich ist, kommen Erkrankungen durch gekochte Ware vor allem durch
unzureichende Erhitzung oder Kreuzkontaminationen bei schlechter Verarbeitungshygiene

zustande (Desmarchelier, 1999).

Lebensmittelassoziierte Erkrankungen durch V. parahaemolyticus dufderen sich vor allem in
einer akuten Gastroenteritis (Thompson u. a., 2006). Symptome kdénnen Diarrhoe sein (Austin,
2010); (Farmer lll und Michael Janda, 2006), abdominale Schmerzen, Fieber, Ubelkeit,
Erbrechen und Abgeschlagenheit (Thompson u. a., 2006). Die Symptome sind meist selbst
limitierend und halten wenige Tage an. Schwere Verlaufe sind eher selten (Thompson u. a.,
2006). Aufgrund der Fahigkeit dieses Erregers auch in die Blutbahn Uberzutreten ist es ihm
moglich weitere Erkrankungen wie Septikdmien und Wundinfektionen hervorzurufen
(Thompson u. a., 2006).

V. parahaemolyticus-Isolate kénnen unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. Deshalb
werden sie in eine Gruppe eingeteilt, die das thermostabile direkte Hamolysin (TDH) bildet,
dieses ist in der Lage Blut zu hdmolysieren, und in eine Gruppe solcher Isolate, die TDH nicht
bilden. Die Eigenschaft Erythrozyten zu lysieren wird auch "Kanagawa-Phanomen" genannt
(Alter u. a., 2012). TDH hat eine gewisse enterotoxische Aktivitat und ist ein aber nicht "der"

Hauptfaktor fur die Gastroenteritiden (Farmer Ill und Michael Janda, 2006); (Desmarchelier,
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1999). Isolate von V. parahaemolyticus besitzen weitere hamolytische Substanzen ahnlich
dem TDH, sie werden als TRH (TDH-related Hamolysin) bezeichnet. Zusatzlich besitzen sie
Zytotoxine und eine Vielzahl an Adh&sionsfaktoren fur Zellen des Magendarmtraktes
(Desmarchelier, 1999). Aufierdem kodiert diese Spezies zwei Typ lll-Sekretionssysteme
(TTSS) (Thompson, lida und Swings, 2004), die Gebilde formen, die wie eine Nadel in die
Wirtszelle einstechen kénnen und damit in der Lage, sind pathogene bakterielle Proteine zu

Ubertragen.

3.2.8 Vibrio cholerae

Diese Spezies kann serologisch in tiber 100 verschiedene Serotypen des O-Antigens eingeteilt
werden. Durch mehrere Cholera-Epidemien und -Pandemien haben die Serotypen O1 und
0139 eine besondere Bedeutung. Aber auch Non-O1- und Non-O139-Stamme kdénnen
Diarrhoen ausldsen, sie sind jedoch nicht in der Lage Epidemien zu verursachen, da ihnen die
entsprechenden Virulenzfaktoren fehlen (Farmer Ill und Michael Janda, 2006); (Thompson
u. a., 2006).

Die klassische Cholera wird durch die Aufnahme von kontaminiertem Wasser oder
kontaminierten Lebensmitteln hervorgerufen (Farmer Ill und Michael Janda, 2006);
(Thompson, lida und Swings, 2004). Im Dinndarm kdnnen die Bakterien mittels Adhasion das
Schleimhautepithel infizieren. Wahrend der Besiedlung des Dunndarmes werden von den
Cholera-Bakterien verschiedene Virulenzfaktoren exprimiert, so auch das Choleratoxin (CTX)
(Thompson, lida und Swings, 2004), das die extreme sekretorische, aber nicht entziindliche
Diarrhoe bewirkt. Dadurch geschieht ein massives Herausspullen der Bakterien aus dem
Gastrointestinaltrakt, wodurch sie wieder zurlick in die Umwelt gelangen. So kann der
Erkrankungskreislauf erneut beginnen (Thompson u. a., 2006). Anhand der Symptome ist die
Cholera gut zu erkennen. Besonders durch ihr Hauptmerkmal den erheblichen wassrigen
Durchfall (Austin, 2010), der durch den sich ablésenden Mukus des Darmes auch als
.Reiswasser-Durchfall“ bezeichnet wird (Farmer Ill und Michael Janda, 2006); (Thompson
u. a., 2006). In (Thompson u. a., 2006) wird berichtet, dass innerhalb von drei Tagen bis zu 90
Liter Durchfall ausgeschieden werden konnen. Dieser extreme Flissigkeits- und
Elektrolytverlust kann unbehandelt zu einem Kreislaufzusammenbruch und schlussendlich
zum Tod flhren. Zusatzlich kann die Erkrankung von Bauchkrampfen, Nausea, Vomitus und

Fieber begleitet sein.

Choleraauslosende Bakterien besitzen eine grof3e Vielzahl an Virulenzfaktoren. Die zwei
Wichtigsten von ihnen sind das Choleratoxin (CTX) und der Toxin-koregulierte Pilus (TCP)
(Farmer Il und Michael Janda, 2006); (Wong und Desmarchelier, 1999). Das CTX verursacht,
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dass ein Chloridionen-Kanal in die Enterozyten eingebaut wird (Alter u. a., 2012); (Farmer |l
und Michael Janda, 2006). Folglich wird Chlorid ins Darmlumen sezerniert, zusatzlich wird die
Natriumaufnahme gehemmt. Beide lonen sind osmotisch wirksam, wodurch Wasser passiv
ins Darmlumen gezogen und die typische Diarrhoe verursacht wird. Die Gene flr das Toxin
werden von dem Bakteriophagen CTX® kodiert (Thompson u. a., 2006) (Farmer Ill und
Michael Janda, 2006). Mit ihm ist es mdglich Gene auf einen Toxin-negativen Stamm zu

Ubertragen und diesen in einen Toxin-positiven Stamm umzuwandeln.

Der zweite Hauptvirulenzfaktor ist der TCP. Ihm kommen zwei Hauptaufgaben flir das
Pathogenitatspotential von V. cholerae zu. Die Eine ist die Besiedlung des Wirtsdinndarmes,
daflr ist er unabkdmmlich (Farmer Il und Michael Janda, 2006). Die Zweite ist es, dem CTX®
als Rezeptor zu dienen und ihn zur CTX Produktion zu bewegen (Farmer Il und Michael
Janda, 2006); (Thompson u. a., 2006).

Die Spezies V. cholerae besitzt noch eine Reihe weiterer Virulenzfaktoren und Eigenschaften
wie z.B. Lipopolysaccharide zum Schutz vor duf3erem Stress oder das RTX (repeat in toxin),
welches unter anderem die Eigenschaften zur Porenbildungen in der Wirtszelle verursacht und
die Wirtszellbindung der Bakterien begunstigt (Thompson wu.a., 2006). Weitere
Virulenzfaktoren sind Hamagglutinin, Quorum sensing, die Eigenschaft bestimmte Gene in
Abhangigkeit ihrer Zelldichte zu regulieren (Thompson, lida und Swings, 2004) oder die
Moglichkeit Biofilme zu bilden. Denn Biofilme bieten die Mdglichkeit Bakterien vor Stressoren
wie scharfen Chemikalien oder Antibiotika zu schiitzen und deren Uberleben zu sichern
(Thompson u. a., 2006).

3.2.9 Vibrio mimicus

Diese Vibrio-Gruppe erhielt ihren Namen von (Davis u. a., 1981), der atypische non-O1 V.

cholerae-Stamme untersuchte und darin eine neue Vibriospezies differenzierte.

V. mimicus kommt sowohl in Frisch- als auch in Brackwasser vor und konnte aus vielfaltigen
Matrices isoliert werden wie z.B. aus Fisch, Austern, Sedimenten, Plankton und aquatischen
Pflanzen (Cary, Linz und Bhatnagar, 1999); (Chowdhury u. a., 1990). Insgesamt hat es grolte
Ahnlichkeiten zu V. cholerae, besonders zu den Non-O1/-O139 Serotypen. Beide Spezies
zeigen die meisten Stoffwechselwege in gleicher Weise und besitzen auch gemeinsame O-
Antigene (Thompson u. a., 2006). Deshalb werden sie oft als Schwesternspezies bezeichnet
(Thompson u. a., 2009). V. mimicus-Isolate unterscheiden sich in der Anzucht von V. cholerae
lediglich dadurch, dass sie Succrose-negativ sind, in der Voges-Proskauer-Reaktion, in ihrer
Polymyxinsensitivitdt und einem negativen Lipasetest (Farmer Il und Michael Janda, 2006);
(Shandera u. a., 1983).
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Basierend auf der whole-genom-sequence Analyse teilen sich V. mimicus und V. cholerae
64% des Genoms (Doyle, Diez-Gonzalez und Hill, 2019). Sie sind zwar genetisch etwas
unterschiedlich, ihre Okologie und Pathologie sind jedoch analog (Farmer Ill und Michael
Janda, 2006); (Thompson u. a., 2006). V. mimicus wurde unter anderem von Patienten mit
Diarrhoe isoliert, allerdings nicht so haufig wie V. cholerae Non-O1/-O139 Isolate. V. mimicus-
assoziierte Diarrhoen kommen nur sporadisch vor, gréRere Ausbriiche sind selten (Thompson
u. a., 2006). Die Patienten kénnen ferner unter Nausea, Vomitus und abdominalen Krampfen,
sowie Fieber und Kopfschmerzen leiden (Shandera u. a., 1983). Durch V. mimicus verursachte
Gastroenteritiden lieRen sich bisher ausschlieBlich auf den Verzehr von Meeresfriichten
zurtckfiihren, bspw. durch den Genuss roher Austern (Matthews, Kniel und Montville, 2019).
Selten wurde V. mimicus auch aus extraintestinalen Infektionen wie Otitiden, Wunden oder
Septikdmien isoliert, bei denen zuvor Kontakt zu Meerwasser bestand (Farmer Ill und Michael
Janda, 2006); (Shandera u. a., 1983).

Virulenzfaktoren wurden in klinikverursachenden Isolaten gefunden und genetisch
untersucht. Viele Gene sind homolog zu den Genen des CTX-Bereiches und des TCP
Operons von V. cholerae, zusétzlich weisen sie aber auch genetische Ahnlichkeiten
zum TDH (V. parahaemolyticus) (Farmer Il und Michael Janda, 2006); (Thompson
u. a., 2006) und zum Gen des hitzestabilen Enterotoxins von Escherichia coli auf.
Diverse Erkrankungsisolate trugen sowohl das ctx Gen, das tdh Gen und das Gen fur
das hitzestabile Enterotoxin von Escherichia coli. Deshalb werden diese Gene damit
in Verbindung gebracht, z.B. mittels eines Bakteriophagen Ubertragen zu werden
(Farmer lll und Michael Janda, 2006); (Thompson u. a., 2006). Experimentell ist es
ebenfalls gelungen einen V. mimicus-Stamm, der kein CTX produzierte, mittels des
CTX® in einen toxinproduzierenden Stamm zu verwandeln (Thompson u. a., 2006).
Zusatzlich wurden auch Feldisolate gefunden, die CTX produzieren (Jones, 2014).
Somit ist die Mdglichkeit gegeben, dass V. mimicus-Stamme ein potentielles CTX®-
und -Reservoir flr bislang nicht toxinbildende V. cholerae darstellen (Boyd u. a.,
2000).

Als weitere Virulenzfaktoren besitzt V. mimicus Hamolysine, Phospholipase, eine

Metalloprotease und Hamagglutinin (Thompson u. a., 2006).

3.2.10 Vibrio metoecus

Diese erst vor einigen Jahren entdeckte Spezies ist nahe verwandt mit V. cholerae und wird
deshalb von (Boucher u. a., 2011) als deren Schwesternspezies bezeichnet. Sie kommt

ubiquitar als Umgebungsstamm in Kistengewassern und Lagunen vor (Doyle, Diez-Gonzalez
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und Hill, 2019); (Haley u. a., 2010), wurde aber auch aus Brackwasser, Flussmindungen und

Stuhlproben von Erkrankten isoliert (Kirchberger u. a., 2014).

(Doyle, Diez-Gonzalez und Hill, 2019) beschreiben, dass V. metoecus sowohl phanotypisch
als auch biochemisch V. cholerae sehr ahnelt, dass es aber im Unterschied zu V. cholerae in
der Lage ist N-Acetyl-D-galaktosamin und D-Glukuronsaure als Kohlenstoffquelle zu nutzen
und genauso wie V. mimicus negativ im Voges-Proskauer-Test reagiert. Auch (Kirchberger
u. a., 2014) zeigen in ihrer Arbeit, dass es sich aufgrund von Untersuchungen, wie der Average
Nucleotid Indentity (ANI) oder der Multi Locus Sequence Analysis (MLSA), um eine
eigenstandige Spezies handeln muss, die der sehr nahe verwandten V. cholerae - V. mimicus-
Gruppe angehort. Ein in dieser Studie dargestelltes Dendrogramm zeigt, dass V. metoecus
naher mit V. cholerae verwandt zu sein scheint, als mit V. mimicus. Mittels der 16S rRNA
Sequenzierung ist es nicht moglich die Spezies zu unterscheiden, aber z.B. per PCR lber das

ompW Gen.

Auch fiir V. metoecus wird die Annahme geduRert, dass die Ubertragung pathogener
Eigenschaften durch horizontalen Gen-Austausch geschehen und sie als Reservoire fur
Ubertragbare genetische Informationen dienen kann (Haley u. a., 2010). AuRerdem wurde in
der Arbeit von (Orata u. a., 2015) durch vergleichende Untersuchungen der genetischen
Informationen beider Spezies (V. metoecus und V. cholerae) nachgewiesen, dass V. metoecus
recht anfallig dafir ist genetische Informationen von V. cholerae zu ibernehmen. Es wurde
festgestellt, dass V. metoecus etwa sechsmal haufiger Gene von seiner Schwesternspezies
aufnimmt als es V. cholerae umgekehrt tut. Der Grund dafur ist bislang nicht abschliel3end
geklart. Als eine Moglichkeit wird von den Autoren vermutet, dass V. cholerae deutlich
zahlreicher in der Umgebung vorkommt, in dieser Studie zehnmal haufiger. Ahnliches berichtet
auch (Boucher u. a., 2011) und erklart, dass beide Spezies haufig aus der gleichen Umgebung
gemeinsam isoliert werden und somit enge Interaktionen vollziehen kénnen. Somit ware laut
(Orata u. a., 2015) allein durch die hdhere Anzahl an V. cholerae auch mehr Genmaterial

vorhanden, das Ubertragen werden kann.

Ein weiterer interessanter Aspekt dieser Spezies ist, dass sie in einer Studie von (Carda-
Diéguez M u. a., 2017) im Schleim und der Haut von Aalen gefunden wurde. Sie war
zusammen mit V. anguillarum und V. cholerae die am haufigsten auftretende Vibrio-Spezies

im Schleim der Aale und zahlt folglich zu deren nattrlichem Mikrobiom.
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3.3 Rechtliche Situation fiir Lebensmittel, die pathogene Vibrio enthalten

konnen und deren Analyse im Labor

Allgemeinglltige Regelungen sind in der Verordnung (EG) 178/2002, der Basis-Verordnung
des Lebensmittelrechts, zugrunde gelegt. In ihr ist als elementarer Baustein der
Lebensmittelsicherheit gefordert, dass Lebensmittel nach Artikel 14 Absatz 1, die nicht sicher
sind, nicht in den Verkehr gebracht werden dirfen und, dass sie nach Absatz 2 als nicht sicher
gelten, wenn davon auszugehen ist, dass sie a) gesundheitsschadlich bzw. b) fir den Verzehr

durch den Menschen ungeeignet sind.

Da das natirliche Habitat von Vibrio das Wasser darstellt, ist zusatzlich zu beachten, dass in
der Verordnung (EG) 852/2004 Uber Lebensmittelnygiene, Anhang II, Kapitel VII
Voraussetzungen fiir Wasser zur Lebensmittelbe-, -verarbeitung sowie dem sonstigen Kontakt
mit Lebensmitteln, wie z.B. durch Eis zur Kuihlung, beschrieben sind. Nach Anhang II, Kapitel
IX durfen keine Zutaten oder Rohstoffe verwenden, wenn davon auszugehen ist, dass sie mit
Parasiten, pathogenen Mikroorganismen, zu denen pathogene Vibrio gehdéren, und anderen
Stoffen so kontaminiert sind, dass das Endprodukt fur den menschlichen Verzehr ungeeignet

ist.

Die Verordnung (EG) 853/2004 enthalt spezifische Hygienevorschriften fir Lebensmittel
tierischen Ursprungs. In ihren Anhangen stellt sie besondere Anforderungen an Muscheln und
Fischereierzeugnisse, damit in Gewinnungs-, Reinigungs- oder  sonstigen
Herstellungsprozessen keine Kontamination oder Verunreinigung z.B. durch Schmutzwasser

oder Ausristungsgegenstande geschieht.

Auch nach Verordnung (EG) 2073/2005 Uber mikrobiologische Kriterien gehort zu den
grundlegenden Zielen des Lebensmittelrechts ein hohes Schutzniveau der Gesundheit der
Bevolkerung, da mikrobiologische Gefahren in Lebensmitteln eine Hauptquelle
lebensmittelbedingter Erkrankungen darstellen (Erwagungsgrund 1). In dieser Verordnung
werden mikrobiologische Kriterien in Lebensmitteln fur bestimmte Mikroorganismen festgelegt,
die von den Lebensmittelunternehmern einzuhalten sind. In Anhang | mit mikrobiologischen
Kriterien flr Lebensmittel sind Vibrio weder bei den Lebensmittelsicherheitskriterien noch bei

den Prozesshygienekriterien aufgeflihrt.

In Bezug auf die Untersuchung von Lebensmitteln werden von Verordnung (EG) 2017/625
Uber amtliche Kontrollen und Tatigkeiten u.a. Anforderungen an die amtlichen Kontrollen, das
Personal, Dokumentation, Probenahme und die amtlichen Untersuchungseinrichtungen
gestellt. Weiterhin werden Merkmale von Analysenmethoden beschrieben (Anhang Il in
Verbindung mit Art. 34).
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Ferner werden in der Durchfilhrungs-VO (EU) 2019/627 Titel V spezifische Anforderungen
an amtliche Kontrollen fiir lebende Muscheln gestellt. Dort wird in Kapitel I, Artikel 53 nur der
Gehalt an E. coli fur verschiedene Klassen von Erzeugungsgebieten festgeschrieben. Nach
Kapitel II, Artikel 59, b) sind lebende Muscheln aber regelmaflig durch die zustandigen
Behdrden auf ihre mikrobiologische Beschaffenheit zu Giberwachen und nach Kapitel 111, Artikel
64, Absatz 2 darf ihre mikrobiologische Beschaffenheit kein Risiko fur die menschliche
Gesundheit darstellen. Nach Artikel 70 in Verbindung mit Anhang VI missen bestimmte
Prifungen wie z.B. organoleptische oder mikrobiologische Kontrollen erfolgen. Bei nicht
Einhalten sind die Waren nach Artikel 71 genussuntauglich. Auf Vibrio wird hier nicht

eingegangen.

Auch in Verordnung (EG) Nr. 2160/2003 zur Bekampfung von Salmonella und bestimmten
anderen durch Lebensmittel Ubertragbaren Zoonoseerregern (Erwagungsgrund 2) ist der
Schutz der menschlichen Gesundheit vor Krankheiten und Infektionen durch Zoonosen, zu
denen Vibrio gehort, von héchster Bedeutung. Nach Artikel 1 soll gewahrleistet werden, dass
angemessene und wirksame MalRnahmen zur Feststellung und Bekdmpfung der
Zoonoseerreger auf allen relevanten Herstellungs-, Verarbeitungs- und Vertriebsstufen
getroffen werden. Die Mitgliedsstaaten haben deshalb nach Artikel 5 nationale
Bekampfungsprogramme aufzustellen. Ein Bekdmpfungsprogramm fir Vibrio wird hier nicht
genannt, auch (Schirmeister u. a., (2013) informieren, dass es keine systematischen

Monitoring Programme flr Vibrio-Infektionen gibt.

In Richtlinie 2003/99/EG Absatz 2 ist der Gesundheitsschutz vor Krankheiten und Infektionen
durch Zoonosen auch als von héchster Bedeutung genannt. In Anhang | zahlen Vibrio nicht zu
den in A. genannten Uberwachungspflichtigen Zoonosen und Zoonoseerregern, allerdings
zahlt die Vibriose nach B. zu den situationsbedingt Gberwachungspflichtigen Zoonosen und

Zoonoseerregern.

Im  deutschen Recht ist im Lebensmittel-, Bedarfsgegenstinde- und
Futtermittelgesetzbuch (LFGB)§ 1 Absatz 1 Nummer 1 der Verbraucherschutz durch
Vorbeugung sicherzustellen. Nach § 13 Absatz 5 dirfen Lebensmittel, die einer Einwirkung
durch Verunreinigungen z.B. mit Wasser ausgesetzt waren, nicht in den Verkehr gebracht
werden. Ferner haben laut § 14 Absatz 2 Lebensmittel von ihrer Herstellung bis zur Abgabe

eine einwandfreie Beschaffenheit aufzuweisen und dirfen nicht nachteilig beeinflusst werden.

Nach dem Infektionsschutzgesetz (IfSG) § 6 Absatz 1 Nummer 1 sind 18 Krankheiten
meldepflichtig, darunter auch die Cholera. Zusatzlich ist nach § 7, Absatz 1 der Nachweis
diverser Krankheitserreger beim Menschen meldepflichtig. Unter Nummer 48 auch

humanpathogene Vibrio spp.
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Die Verordnung uber Anforderungen an die Hygiene beim Herstellen, Behandeln und
Inverkehrbringen von Lebensmitteln (LMHV) enthdlt allgemeine Anforderungen zur
Vermeidung einer nachteiligen Beeinflussung, zu der auch Beeintrachtigungen der
einwandfreien hygienischen Beschaffenheit durch Mikroorganismen gehéren (§ 2 und 3 der
VO).

Ferner sind in der Verordnung Uber Anforderungen an die Hygiene beim Herstellen,
Behandeln und Inverkehrbringen von bestimmten Lebensmitteln tierischen Ursprungs
(Tier-LMHV) in Abschnitt 7 Anlage 1 spezifische Anforderungen an die Abgabe kleiner Mengen
von Fischereierzeugnissen oder lebenden Muscheln enthalten, wie z.B. keine Verunreinigung
oder geeignete Lagertemperaturen. AuRerdem wird die genaue Verwendung von Wasser zu
Reinigungszwecken festgelegt. Nach den speziellen Anforderungen an die Abgabe von
Fischereierzeugnissen dirfen auch diese nicht nachteilig beeinflusst werden.
Fischereierzeugnisse mussen nach Aussehen, Geruch und Konsistenz frisch sein. Seefische
missen auf sichtbare Parasiten geprift werden und auch Muscheln missen bestimmte

Merkmale an Frische und Lebensfahigkeit aufweisen.

Nach der Verordnung uiber die Durchfiihrung der veterinarrechtlichen Kontrollen bei der
Einfuhr und Durchfuhr von Lebensmitteln tierischen Ursprungs aus Drittlandern sowie
tiber die Einfuhr sonstiger Lebensmittel aus Drittlandern (LMEV) gibt es in der Anlage 4,
Kapitel V spezielle Anforderungen an die Warenuntersuchung bei Fischereierzeugnissen und
lebenden Muscheln. Hier soll z.B. die sensorische Untersuchung oder eine Sichtkontrolle auf
Parasiten bericksichtigt werden. Lebende Muscheln sind auf Frische und Lebensfahigkeit zu
untersuchen. Auflerdem sind Laboruntersuchungen durchzufiihren wie z.B. auf Listeria

monocytogenes, Salmonella und E. coli. Vibrio sind auch hier nicht abgebildet.

Im Rahmen des Zoonosenmonitorings 2019 wurden Proben von importiertem, gekihltem oder
tiefgefrorenem, unverarbeitetem Fisch (Tilapia und Pangasius) aus Aquakultur fir die
Untersuchung auf Vibrio spp. im Einzelhandel gewonnen und nach DIN EN ISO 21872-1:2017
untersucht. Von diesen 399 Proben waren neun Proben, also 2,3% positiv auf Vibrio spp.
getestet worden, vier dieser Isolate wurden weiter differenziert und zwei Isolate als nicht
toxinogene V. cholerae (non-O1, non-0139) am BfR typisiert (Bundesamt fir

Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, 2020).

AbschlieRend sind Regelungen fiir Vibrio in den europaischen und deutschen Rechtstexten im
Gegensatz zu anderen Erregern nicht abgebildet. Fir Fische, Fischereiprodukte sowie
Meeresfrichte wie Muscheln etc. werden jedoch einige Anforderungen gestellt. Die
Entwicklung von Leitlinien zu mikrobiologischen Kriterien pathogener Vibrio sollte kunftig

berlcksichtigt werden.
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3.4 Nachweismethoden von Vibrio

Vibrio sind relativ einfach zu isolieren, denn sie wachsen gut zwischen 15 und 30°C. Allerdings
liefern sie in der phanotypischen und biochemischen Differenzierung haufig variable
Ergebnisse und einige zeigen Variationen in der Koloniemorphologie (Thompson, lida und
Swings, 2004), was ihre Identifizierung schwierig gestaltet. Deshalb ist es wichtig, sie auch

anhand ihrer genetischen und spektrometrischen Informationen zu differenzieren.

3.4.1 Kulturelle Nachweis-Methoden von Vibrio

Die meisten Vibrio benétigen salzhaltige Nahrmedien, wobei es Spezies gibt, die nur sehr
wenig NaCl benétigen wie V. cholerae und V. mimicus. Sie wachsen deshalb und aufgrund
ihrer Herkunft gut auf Medien mit Meerwasserbasis. Weitere wichtige selektive Agentien sind
z.B. Gallensalze oder hohe pH-Werte (Farmer Il und Michael Janda, 2006); (Thompson u. a.,
2006).

Ein weit verbreitetes Anreicherungsmedium fur V. cholerae, V. parahaemolyticus und V.
vulnificus ist Alkalisches Peptonwasser (Thompson u. a., 2006). Dazu berichten (Farmer llI
und Michael Janda, 2006), dass Vibrio besser an der Oberflache des Peptonwassers wachsen
als andere Bakterien. Vibrio-lIsolate anzuziichten und zu erhalten ist einfach, sofern sie nicht
austrocknen. Medien, die fur den Nachweis von Enterobacteriaceae z.B. in klinischen oder
Verbraucherschutzlaboren verwendet werden, sind auch zum Nachweis von V. cholerae und
V. mimicus geeignet (Farmer Il und Michael Janda, 2006). Um Vibrio auf einem
Selektivnahrmedium anzuziichten und Reinkulturen zu erhalten, hat sich vor allem TCBS-Agar
(Thiosulfat Citrat Bile Salt Sucrose Agar) durchgesetzt (Thompson, lida und Swings, 2004),
allerdings wachsen nicht alle von ihnen gut auf diesem Medium, so z.B. V. cincinatiensis oder
V. metschnikovii (Farmer Il und Michael Janda, 2006); (Thompson u. a., 2006). TCBS-Agar
enthdlt Galle, die grampositive und coliforme Bakterien hemmt (Alter u.a., 2012);
(Desmarchelier, 1999. Natriumthiosulfat enthalt Schwefel und Eisen-(ll)-Citrat dient der
Schwefelwasserstoffbildung, wahrend Saccharose die Kohlenhydratquelle ist. Zusatzlich hat
dieses Medium einen alkalischen pH-Wert, den sie zum Anwachsen bevorzugen. Durch die
Farbindikatoren Bromthymolblau und Thymolblau kann eine pH-Wert-Anderung mit einem
Farbumschlag angezeigt werden. Bei Verwertung von Saccharose erfolgt er von blau nach
gelb (Jones, 2017). V. cholerae erscheinen deshalb gelb, wahrend V. mimicus grin bis
grunblau sind. Weitere Selektivnahrmedien sind STT (Sucrose Teepol Tellurit), TTGA
(Monsur’s Tellurit-Taurocholat Gelatin Agar) oder CPC Agar (Cellobiose-Polymyxin B-Colistin)
(Desmarchelier, 1999). AuRerdem berichten (Thompson u. a., 2006) von einem chromogenen

Agar (CHROMagar Vibrio), mit dem V. cholerae, V. parahaemolyticus und V. vulnificus dhnlich
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dem TCBS-Agar unterschieden werden kénnen. (Farmer Il und Michael Janda, 2006)
berichten, dass seltene Isolate von V. cholerae sogar Biolumineszenz zeigen. Des Weiteren
kann anhand von Oberflachenantigenen, den O-Gruppen, eine Serotypisierung erfolgen,
bspw. von V. cholerae O1 und O139 Isolaten mittels Latexagglutination (Jones, 2017); (Farmer
Il und Michael Janda, 2006).

Fir Vibrio existieren in der amtlichen Lebensmitteluntersuchung vor allem zwei Methoden zum
Nachweis. Die Erste ist die DIN EN ISO 21872-1 (2017), in der das Vorgehen zum Nachweis
detailliert aufgefiihrt ist. Nach dieser Norm werden 25g/25ml Probe in einem Verhaltnis von
1:10 in 225 ml salzhaltigen (2%) alkalischem Peptonwasser homogenisiert und
vorangereichert. Anschliellend wird 1 ml aus der Voranreicherung in 10 ml salzhaltiges (2%)
alkalisches Peptonwasser zur sekundaren Anreicherung uberflhrt, um die Begleitflora zu
unterdriicken (Alter u. a., 2012) und nochmals inkubiert. Anschlielend wird zur primaren
Isolierung auf TCBS-Agar und auf einem zweiten geeigneten Selektivnahrmedium
ausgestrichen und bebritet. Danach wird zur sekundaren Isolierung auf Kochsalznahragar
mindestens eine typische Kolonie subkultiviert. Danach erfolgt die Bestatigung durch
biochemische Tests, konventionelle PCR oder Real-time-PCR, gefolgt von einer weiteren
Bestatigung der Pathogenitatsmarker. Bei den biochemischen Tests kénnen nach DIN EN ISO
21872-1 (2017) z.B. Oxidase, L-Lysin-Decarboxylierung, die Arginin-Dihydrolase-Aktivitat oder
der Nachweis von Indol geprift werden. V. cholerae und V. mimicus reagieren allerdings beide

in gleicher Weise (Farmer Il und Michael Janda, 2006).

Es sind viele kommerzielle Differenzierungsmoglichkeiten kauflich erhaltlich, wie z.B. API-
Systeme oder Enterotubes. Allerdings weist (Alter u.a., 2012) darauf hin, dass in
verschiedenen Studien diese sog. miniaturisierten Testsysteme eine recht geringe
Genauigkeit zur Identifizierung von Vibrio aufgewiesen haben. Ebenfalls berichten (Burbick
u.a., 2018) und (Thompson u.a., 2006) von Fehlidentifizierungen bei kommerziellen
biochemischen Verfahren. Es kdnnen verschiedene Vibrio spp. dieselben biochemischen
Ergebnisse erbringen wie z.B. V. splendidus-related Spezies oder Isolate der gleichen Spezies
haben unterschiedliche biochemische Reaktionen wie bei V. fortis (Burbick u. a., 2018).
Dadurch ist es nahezu unmoglich alle Vibrio spp. mit biochemischen Tests zu differenzieren,

zumal diese Tests aufwandig sind und viel Material benétigen (Thompson u. a., 2006).

Die ISO/TS 21872-2 behandelt in der neuesten Version von 2020 lediglich die

Nukleinsaurehybridisierung von V. parahaemolyticus.
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3.4.2 Molekularbiologische Nachweis-Methoden

Vibrio kénnen mit sehr vielen verschiedenen molekularbiologischen Methoden nachgewiesen
bzw. typisiert werden, denn die genetische Identifizierung beruht meist darauf, dass z.B.
bestimmte Gene, Basen in einem Gen oder Nukleotidsequenzen dazu verwendet werden
sollen eine spezifische Bakterienspezies, so auch Vibrio spp., zu identifizieren (Thompson

u. a., 2006). An dieser Stelle werden nur einige mégliche Methoden kurz vorgestellt.

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bietet eine schnelle, spezifische und sensitive
Analyse, bei der die Bakterien-DNA Uber eine Polymerase vervielfaltigt wird und spezifische
Genbereiche nachgewiesen werden (Alter u. a., 2012); (Thompson u. a., 2006). Ein Vorteil ist,
dass man bei dieser Methode nicht unbedingt die Anzucht der Bakterien benétigt (Thompson
u. a., 2006). Zusammengefasst besteht die PCR aus drei Reaktionsschritten, die in vielfachen
Zyklen nacheinander ablaufen. Die Reaktionsschritte bestehen aus der Hitzedenaturierung
der DNA, dem Annealing, also dem Anbinden von sog. Primern an den DNA-Strang und der
Elongation, also der Verlangerung des neu entstandenen komplementaren DNA-Stranges. Bei
der Denaturierung werden die DNA-Doppelstrange aufgrund von Hitze langs aufgetrennt, nun
kénnen die fir das gesuchte Zielgen ausgewahlten spezifischen Primer an den DNA-
Einzelstrangen binden. Primer sind kleine Oligonukleotide, die an der komplementaren Stelle
der DNA binden kénnen (Annealing), sie liegen in Vorwarts- und Ruckwartslaufrichtung, fur
beide DNA-Strange, passend vor. Bei der anschliellienden Elongation werden die Nukleotide
mittels der hitzestabilen Polymerase zunachst an den Primern und dann verlangernd entlang
des vorliegenden DNA Stranges angesetzt und verbunden (Gressner und Arndt, 2019). Sind
die gesuchten DNA Abschnitte in der Probe vervielfaltigt worden, so kdnnen sie anschliellend
detektiert werden. Bei der klassischen PCR geschieht dies als Gelelektrophorese. Bei der
Real-Time PCR wird die Quantitat der PCR-Produkte mittels floureszenzmarkierten Sonden
ermittelt. Es lassen sich somit gewisse Riickschllsse ziehen, wie viele Zielgene/Vibrio spp. in
der urspringlichen Probe enthalten waren. Zielgene die zur Differenzierung der Spezies Vibrio
dienen gibt es viele, ein Teil davon kann mit klassischer PCR nachgewiesen werden, andere
mit der Real-Time PCR. Als Zielgene zur Identifizierung von V. cholerae werden z.B. die 16S-
23S rRNA intergenic spacer region, das toxR Gen oder das ompW Gen genannt. Um zwischen
pathogenen und apathogenen Isolaten zu unterscheiden, kann bspw. das ctx Gen dienen oder
das tcpA Gen (Thompson u. a., 2006). Fur die Erfassung spezifischer Pathogenitatsfaktoren
gibt es zahlreiche weitere PCR-basierte Methoden (Alter u. a., 2012). Bei einer Multiplex-PCR
werden mehrere PCR-Ansatze zu einem einzigen Ansatz kombiniert (Gressner und Arndt,
2019). Es gibt Multiplex-PCR-Methoden mit denen das Vibrio-Genus (Kim u. a., 2015), aber

auch pathogene Vibrio spp. differenziert werden kénnen (Wei u. a., 2014). Es kénnen auch
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mehrere Vibrio spp. gleichzeitig oder unterschiedliche V. cholerae Typen differenziert werden.

Gleiches qilt fur V. mimicus (Thompson u. a., 2006).

Far die amtliche Lebensmitteluntersuchung sind in der DIN EN ISO 21872-1:2017 detaillierte
Vorgaben zur Durchfiihrung sowohl von konventioneller, als auch von Real-Time PCR
angeben. Hier sind in Anhang C und D die Zusammensetzung des Mastermix, die
Primersequenzen und die PCR-Bedingungen im Verlauf der Amplifikationszyklen vorgegeben.
V. cholerae wird mit der konventionellen PCR Uber prVC erfasst, allerdings nicht seine

Pathogenitatsfaktoren. V. mimicus ist hier nicht abgebildet.

Das Wissen um die DNA-Sequenz sowohl von Menschen als auch von Mikroorganismen stellt
eine grofle Chance dar und ist zur Untersuchung von z.B. Resistenzgenen oder
Verwandtschaftsbeziehungen  unverzichtbar (Kwong u.a., 2015), denn die
Nukleinsauresequenzierung soll die genaue Abfolge von Nukleotiden in einer DNA oder RNA
ermitteln (Grada und Weinbrecht, 2013). Zunachst erfolgte die Analyse der Nukleotid-Abfolge
von DNA-Strangen nach der Sanger-Methode (=First-Generation Sequencing) (Grada und
Weinbrecht, 2013); (Bonetta, 2006). In der Sanger-Sequenzierung werden Dideoxinukleotid-
Triphosphate anstatt der Gblichen Deoxinukleotide zusatzlich in den Reaktionsansatz gegeben
(Sanger, Nicklen und Coulson, 1977). Die Dideoxinukleotid-Triphosphate entsprechen aber je
Reaktionsansatz nur einer Base (Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin), es gibt also vier separate
Reaktionsansatze mit je einem der vier Dideoxinukleotide. Wird Polymerase zum Ansatz
gegeben, beginnt zunachst die DNA-Synthese des komplementaren Stranges, aber es ist
nach dem Einbau eines Dideoxinukleotids nicht mehr mdglich weitere Dinukleotide
einzubauen, es geschieht ein Kettenabbruch (Grada und Weinbrecht, 2013); (Bonetta, 2006).
Der Kettenabbruch endet dabei immer mit dem gleichen Dideoxinukleotid. Anschlief3end
werden die vielen unterschiedlich langen DNA-Fragmente mittels Elektrophorese aufgetrennt,
der Lange nach sortiert und somit die tatsachliche Nukleotidabfolge/Sequenz ermittelt
(Sanger, Nicklen und Coulson, 1977). Allerdings ist diese Methode arbeits- und zeitaufwandig
und auRerdem kostenintensiv (Bonetta, 2006). Ein weiterer beschrankender Faktor ist, dass
maximal 1000 Basen sequenziert werden konnen. Beim sog. Shotgun-Sequencing wird sich
damit beholfen, dass lange DNA-Segmente zunachst zufallig in kleinere Stlicke geschnitten
werden, um dann sequenziert zu werden, anschlielend missen die Sequenz-Stiicke in die
richtige Reihenfolge gebracht werden (Kwong u.a., 2015). Um einen groReren,
automatisierten Probendurchsatz zu erreichen und die Analysekosten zu senken wurden
Systeme entwickelt, bei denen in einem einzigen Reaktionsansatz alle vier Nukleotide mit vier
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen versehen sind. Der Einbau eines bestimmten

Nukleotids wird dabei Uber sein Fluoreszenzsignal detektiert (Bonetta, 2006).
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Vor einigen Jahren wurden Next-Generation-Sequencing Systeme entwickelt. Mit diesen
Methoden wird ein hoher Sequenzierungsdurchsatz angestrebt, mit dem Genome in weniger
als einem Tag sequenziert werden kdnnen. Es kénnen tausende von Basen innerhalb von
Sekunden in mehreren Proben parallel sequenziert werden (Grada und Weinbrecht, 2013).
Besonders haben sich die lon Torrent und lllumina Systeme durchgesetzt (Grada und
Weinbrecht, 2013). Eine Sequenzierungs-Methode (lon Torrent) arbeitet mit Mikrokligelchen
(Microbeads) auf denen die Nukleinsaurefragmente angebracht werden (Quail u. a., 2012),
eine andere Moglichkeit ist die Briickenamplifikation in Flusszellen (flowcells) Gber pH-Wert-
Anderungen (Grada und Weinbrecht, 2013). Bei beiden Systemen werden neue DNA-
Fragmente synthetisiert, die Sequenzabfolge ergibt sich dann aus einem Ablauf von Wasch-
und Zugabeschritten der Nukleotide. Nur die Detektion selbst unterscheidet sich. lon Torrent
detektiert eine pH-Wert-Anderung beim Einbau eines Nukleotids, wodurch ein H*-lon
freigesetzt wird. lllumina hingegen detektiert einen Floureszenzfarbstoff, der an die Nukleotide
gebunden ist. Ferner kann NGS in das Whole-Genom Sequencing aufgeteilt werden, bei dem
das gesamte Genom erfasst wird, wahrend beim Targeted Sequencing relevante Gen-
Regionen erfasst werden (Grada und Weinbrecht, 2013). Gerade die 16S rRNA
Sequenzierung kann von zweierlei Nutzen sein. Zum einen zur taxonomischen Einordnung
verschiedener Bakterienspezies, wie dies auch bei den Vibrionaceae geschehen ist, zum
anderen zur Spezies-ldentifizierung eines Isolates (Thompson u. a., 2006); (Thompson, lida
und Swings, 2004). In (Thompson, lida und Swings, 2004) wird daraufhin sogar
vorgeschlagen, dass V. cholerae und V. mimicus ein eigenes Genus erhalten kdnnten. Die
Sequenz-Variation von V. cholerae und V. mimicus und auch von V. metoecus ist also nicht
ausgepragt genug, um sie voneinander zu unterscheiden (Kirchberger PC u. a., 2014);
(Thompson u. a., 2009). Das foxR Gen besitzt laut (Thompson u. a., 2006) eine sehr hohe
Variation, so dass damit bestimmte Vibrio spp. identifiziert werden kénnen, wie z.B. V. cholerae
oder V. parahaemolyticus. Weitere Sequenzmarker zur Identifizierung und taxonomischen

Zuordnung sind z.B. die rpoB- oder gyrB-Sequenz (Thompson, lida und Swings, 2004).

Bei der Multilocus-Sequenz-Typisierung (MLST) werden verschiedene Haushaltsgene
mittels PCR amplifiziert und anschlieRend sequenziert (Maiden wu.a., 1998). Die
Sequenzdaten geben Auskunft Uber Anderungen in der DNA, die phanotypisch keine
Auswirkungen haben mussen (Belén, Pavén und Maiden, 2009). Identische Sequenzen
erhalten gleiche Allel-Nummern und die Kombination der Allele bzw. Nummern auf dem
jeweiligen Locus definiert dann den Multilocus Sequenz Typ (Maiden u. a., 1998). Die DNA-
Sequenzen kénnen gut zwischen Laboren verglichen werden und tber Online-Datenbanken

abgerufen  werden. Mit  diesem  Verfahren ist es  modglich  genetische
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Verwandtschaftsbeziehungen nahe verwandter Bakterienspezies nachzuvollziehen (Alter
u. a., 2012).

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) war bis vor wenigen Jahren das Goldstandart-
Verfahren zur Typisierung von Bakterien. Die DNA wird durch selten spaltende
Restriktionsendonukleasen (Alter u. a., 2012) in grol’e Fragmente von Uber 20 Kilobasen
geschnitten. Solch grofle Fragmente kdénnen in einer klassischen Gelelektrophorese kaum
aufgetrennt werden, da sie nicht schnell genug durch das Gel wandern kénnen. Bei der
Pulsfeld-Gelelektrophorese wechselt das elektrische Feld periodisch, wodurch die DNA-
Stlicke kompakt gehalten werden und eine bessere Auftrennung erfahren (Wink, 2011). Diese
Methode ist jedoch aufwandig, zeit- und kostenintensiv (Alter u. a., 2012) und wird inzwischen

von NGS-Verfahren abgeldst.

3.4.3 Spektroskopische Nachweis-Methoden

Die Infrarot-Spektrometrie (IR-Spektrometrie) zeichnet sich dadurch aus, dass Molekile,
wenn sie von Infrarot-Wellen durchstahlt werden, auf typische Weise in Schwingung bzw.
Rotation geraten, weil sie sie absorbieren. Die ankommende Reststrahlung wird dann
detektiert. Bei klassischen IR-Spektrometern wird das emittierte Lichtbuindel in zwei gleiche
Bindel geteilt. Das eine Bundel wird durch die Probe geleitet, das andere durch Luft als
Nullwert (Hesse, Meier und Zeeh, 2005). Anschliel’end wird die Absorption in aufsteigender
Wellenlange aufgezeichnet, so ergibt sich fur organische Substanzen ein charakteristisches
Infrarot-Spektrum (Gressner und Arndt, 2019). Anhand des Spektrums ist es dann mdglich die
Anwesenheit bestimmter Stoffe in einer Probe zu identifizieren. Die Erstellung eines

Spektrums dauert etwa zehn Minuten (Hesse, Meier und Zeeh, 2005).

Fourier-Transform-Infrarot (FT-IR) Spektrometer sind eine Weiterentwicklung der IR-
Spektrometer und leistungsstarker als diese. Hier werden alle Frequenzen des IR-Spektrums
simultan erfasst. Die von einer Lichtquelle emittierte IR-Strahlung wird im Interferometer durch
eine halbdurchlassige Platte geleitet. Die Halfte der Strahlung wird auf einen unbeweglichen
Spiegel gelenkt und zurilick zur halbdurchlassigen Platte geworfen, die andere Halfte wird auf
einen beweglichen Spiegel gelenkt und ebenfalls zurlickgeworfen. Dadurch tritt an der Platte
eine Interferenz ein. Diese modulierte Strahlung wird durch die Probe geleitet, wodurch sie je
nach angeregter Schwingung der Probenbestandteile spezifisch absorbiert wird (Hesse, Meier
und Zeeh, 2005) (Novais u. a., 2019). Das vom Detektor aufgezeichnete Interferrogramm wird
anschliefend mathematisch in ein IR-Spektrum Fourier-transformiert. Da die IR-Spektren von
Mikroorganismen sehr spezifisch und einzigartig sind, werden sie auch als spektraler

Fingerabdruck der untersuchten Spezies bezeichnet. Es werden intakte Bakterien verwendet,
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deren Spektrenprofile Informationen Gber den Vibrationscharakter samtlicher Zellbestandteile
geben (Oust u. a., 2004); (Naumann, Helm und Labischinski, 1991). Hier wird also die
komplette Zusammensetzung eines Organismus in einer einzigen Messung dargestellt. Es
wird nur wenig Ausgangsmaterial bendétigt (Sandt C u. a., 2006) und die Bakterien missen
nicht vorselektiert oder biochemisch voruntersucht werden (Helm u. a., 1991). Wenige Mengen
an Koloniematerial werden auf einen Probenhalter aufgetragen, vakuumgetrocknet und
anschlieend dem [R-Strahl ausgesetzt (Novais u.a., 2019); (Naumann, Helm und
Labischinski, 1991). Das Spektrum wird mit hinterlegten Datensatzen verglichen (Schawe
u. a., 2011). Die Datensatze stehen fiir lange Zeit zur Verfiigung und kénnen auch noch Jahre
nach der Spektrenerstellung zur Beurteilung verwendet und mit weiteren Spektren verglichen
werden (Naumann, Helm und Labischinski, 1991). Aulerdem sind die Spektren gut
reproduzierbar (Oust u. a., 2004) und es ist sogar moglich Bakterien auf Isolat-Ebene zu

erkennen (Schawe u. a., 2011).

Eine weitere Mdglichkeit der spektrometrischen Differenzierung von Bakterien bietet die
Massenspektrometrie. Sie beruht auf der Trennung von geladenen lonen der untersuchten
Proben. Zur Untersuchung von sehr empfindlichen Analyten, wie Zellen bzw. Bakterien, wird
seit gut einem Jahrzehnt, die sehr schonende Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
(MALDI) eingesetzt. Diese ist dann gewdhnlich an ein Flugzeitspektrometer (Time of flight =
TOF) gekoppelt, es handelt sich also um ein MALDI-TOF Massenspektrometer (Gressner

und Arndt, 2019). Dieses Verfahren wird in einem eigenen Kapitel naher beschrieben.

3.5 Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-of-Flight
Massspektrometry (MALDI-TOF MS)

Die Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation - Time of Flight Massenspektrometrie (MALDI-
TOF MS) ist eine sog. "softe" bzw. weiche lonisationsmethode zur Detektion grofer,
nichtflichtiger, labiler Molekile (Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013), unter anderem von
Peptiden, synthetischen Polymeren bis hin zu Biomakromolekulen u.v.m. (Gross, 2012). In der
Mikrobiologie werden bspw. Bakterien, Hefen oder Pilze untersucht, aber auch Analysen aus

Blutkulturen, Urin oder Liquor sind mdglich (Clark u. a., 2013).

Um Makromolekule mittels MS untersuchen zu kénnen, mussen sie von einem Laser ionisiert
und flichtig gemacht werden. Um die Fragmentierung der Proteine zu verringern werden sog.
Matrices eingesetzt, wodurch sich schlieRlich der Name MALDI ableitet (Zimmermann, 2015).
Das Grundprinzip besteht darin, dass mit Hilfe der Matrix und einem Laser aus einem Analyten
lonen erzeugt werden (Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013). Die lonen werden aufgetrennt
und detektiert (Gressner und Arndt, 2019). Die MS selbst ist also ein destruktives Verfahren,
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bei dem sich die Probe nicht zurickgewinnen lasst. Allerdings wird nur sehr wenig

Probenmaterial bendtigt (Gross, 2012).

3.5.1 Funktionsweise eines MALDI-TOF Massenspektrometers

(Gressner und Arndt, 2019) teilen ein Massenspektrometer in vier Komponenten auf: die
Probenaufgabe, die lonisierung, die Massentrennung und die Detektion. Ferner sind die

Ergebnisdarstellung und ggf. die Méglichkeit zur Kalibration von Belang.

3.5.1.1 Probenaufgabe

Fir die MALDI Matrix und die Probenpraparation gibt es kein allgemeingtiltiges Protokoll, dass
fur alle analytischen Fragestellungen anwendbar ist (Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013).
Es existieren verschiedene Methoden, z.B. vom Direktauftrag einer Bakterienkolonie Uber die
Inaktivierung der Probe auf dem Target mit Ameisensaure, den Einsatz von Trifluoressigsaure
(Cho Y u. a., 2017) bis hin zu ethanolbasierten Extraktionsmethoden (Clark u. a., 2013). Die
"dried  droplet" Praparation (Tropfchentrocknung) ist eine der einfachsten
Praparationsmethoden. Ein sehr kleines Probenvolumen und Matrix werden entweder
gemischt oder separat, mit je 1pl, auf die Oberflache eines Probentragers (Target) aufgebracht
und anschlie®end getrocknet (Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013). Dabei kristallisiert die
Matrix in extrem kleine Kristalle, wobei der Analyt in diese Kristalle inkorporiert wird (Co-
Kristallisation) (Gross, 2012).

Die Matrix ist eine gesattigte Lésung eines organischen Gemisches von niedriger Masse (Clark
u. a., 2013). Sie verdinnt die Molekile des Analyten und isoliert sie voneinander. Bei UV-
MALDIs bendtigen die Molekiile der Matrix einen geeigneten Chromophor (Clark u. a., 2013),
um die Energie des Lasers effizient zu absorbieren und diese an den Analyten zu vermitteln,
ohne dass die zu untersuchenden Strukturen fragmentieren (softe lonisierung) (Gross,
2012). Sie schitzt also die Probenmolekile und unterstiitzt deren Vaporisation und lonisation.
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (HCCA) wird haufig flr Peptide und kleinere Proteine mit einer
Masse von weniger als 20 000 Da verwendet (Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013). Sie
produziert eher kleine und gleichmaRige Kristalle. Es existieren eine Vielzahl weiterer
Matrices, abgestimmt auf den zu untersuchenden Analyten (Clark u. a., 2013); (Hillenkamp
und Peter-Katalinic, 2013).

Der Kristallisationsprozess ist ein kritischer Punkt in der Probenaufbereitung, da sich die
Kristalle nicht immer gleichmafig an der Auftragsstelle bilden. Grol3e Kristalle beeinflussen die
Reproduzierbarkeit und Massengenauigkeit negativ. Deshalb sind die meisten MALDI-

Apparaturen mit Mikroskopen ausgestattet, damit der Untersucher ggf. die Position, an
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welcher die Probe mit dem Laser beschossen werden soll, manuell lenken kann. Die
Schichtung von Probe und Matrix sollte also moglichst gleichmafig, dinn und mikrokristallin
sein. Dies kann durch flichtige Losungsmittel wie Aceton, vorsichtiges Erwarmen des Targets,

trocknen im Luftstrom oder polierte Targets verstarkt werden (Gross, 2012).

Das getrocknete Matrix-Proben-Gemisch wird anschlieBend in das Hochvakuum des

Massenspektrometers eingebracht (Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013); (Gross, 2012).

3.5.1.2 lonisierung

Das in dieser Arbeit verwendete Gerat besitzt einen im UV-Bereich (337nm) arbeitenden
gepulsten Nitrogen-Laser (BRUKER DALTONIK GmbH, 2008). Diese Laser werden laut
(Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013) am haufigsten eingesetzt, da sie relativ einfach gebaut,
klein und kostenglinstig sind. AulRerdem liegt fir einige Matrices, wie auch HCCA, das
Absorptionsmaximum nahe 337nm. Fur UV-MALDIs werden plankonvexe UV-bestandige
Quarz-Linsen zur Fokussierung des Laserstrahls verwendet. Au3erdem sind bei UV-MALDIs
gepulste Laser von wenigen Nanosekunden vorteilhaft, da sie die Energie, die zur Desorption

und lonisation bendtigt wird, innerhalb extrem kurzer Zeit auf die Probe Ubertragen.

Der auf die Kristalle gelenkte Laserstrahl und dessen eindringende Energie verursacht eine
Abtragung (= Desorption) und lonisation der obersten Schicht der Probe (Hillenkamp und
Peter-Katalinic, 2013). Die kurzen Pulse verursachen eine explosionsartige Sublimation von
Probe und Matrix, eine sog. Plume (Explosionswolke) wird gebildet. Dadurch wird eine
thermische Beschadigung des Analyten vermieden (Clark u. a., 2013); (Gross, 2012). Da die
lonen durch den Laserpuls simultan gebildet werden, fliegen sie zeitgleich los (Clark u. a.,
2013). Sie werden durch eine Kondensatorplatte mit entgegengesetzter Ladung beschleunigt
und konnen die Platte durch ein darin enthaltenes Loch passieren. Ein lonenstrahl entsteht,
der in das Bauteil zur Massentrennung eintreten kann. Aus diesem Grund kénnen also nur
positive oder negative lonen detektiert werden, je nach Ladung der Kondensatorplatte (Gross,
2012). Da der grofite Teil des abgesprengten Materials ungeladen ist (Hillenkamp und Peter-
Katalinic, 2013), werden fiir das endglltige Spektrum in der Regel 50-500 Einzelschuss-
Spektren akkumuliert (Gross, 2012).

3.5.1.3 Massentrennung

(Gressner und Arndt, 2019) beschreiben, dass MALDI-Gerate besonders flir Proben mit hohen
Molmassen (z.B. Proteine) und aufgrund ihres nahezu unbegrenzten Massenbereichs und der
gepulsten lonisation besonders in Kombination mit Flugzeit-Massenspektrometern (TOF =
Time of Flight) eingesetzt werden. AuRerdem bestechen MALDI-TOF MS mit einer hohen
Empfindlichkeit und in der sehr schnellen Aufnahmegeschwindigkeit (Clark u. a., 2013);
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(Claydon u. a., 1996), mit einer relativ einfachen und kostenglinstigen Bauart und der
Méglichkeit sie an weitere Funktionseinheiten zu koppeln, wie z.B. der Tandem-MS (Gross,
2012).

In den TOF-MS werden die erzeugten lonen einem kurzen Spannungsstol3 ausgesetzt und
somit beschleunigt. Dabei driften sie durch ein feldfreies Flugrohr und werden anhand ihrer
Flugzeit, abhangig von ihrer Masse und Ladung, unterschieden (Gressner und Arndt, 2019);
(Clark u. a., 2013). Deshalb erreichen leichtere oder mehrfachgeladene lonen den Detektor
friher (Gross, 2012). Wenn lonen sich in gerader Linie auf den Detektor zu bewegen, wie bei
dem in dieser Arbeit verwendeten Gerat (BRUKER DALTONIK GmbH, 2008), nennt man es
ein lineares TOF-MS (Gross, 2012). Reflektron-TOF Gerate enthalten zusatzlich einen

Reflektor mit einem weiteren Detektor.

3.5.1.4 Detektion

Die meisten MALDI-TOF Detektoren sind Mikrokanal Platten (MCP), denn sie kdnnen den
leicht gestreuten lonenstrahl gut erfassen (Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013); (Gross,
2012). Sie sind auch in dem in dieser Arbeit verwendeten Gerat verbaut (BRUKER DALTONIK
GmbH, 2008). Sie detektieren die eintreffenden lonen und konvertieren sie in ein elektrisches
Signal. Die Platten entsprechen Glasplatten mit einer Vielzahl an 2-10 ym @ messenden
Kanalchen, die um etwa 10-20° rotiert sind. lonen die die Vorderseite der Platten treffen, rufen
Elektronen hervor, die entlang der Kanale hin und her "schiefen", das lonensignal somit
verstarken, an deren Ende wieder austreten und ein verstarktes Signal auslésen (Hillenkamp
und Peter-Katalinic, 2013). Ein analog-to-digital Konverter (ADC) gibt die Signale dann an
einen Computer weiter (BRUKER DALTONIK GmbH, 2008). Weil lonen mit nahe
beieinanderliegenden Werten innerhalb eines sehr kurzen Zeitabstandes auf den Detektor
treffen, andert sich das entstehende Signal extrem schnell. Um das Ergebnis zu optimieren

werden deshalb einige hundert Einzelspektren summiert (Gross, 2012).

3.5.1.5 Spektrendarstellung

Das aufgezeichnete Signal entspricht der Atommasse des detektierten lons pro Anzahl
Elementarladungen und wird als Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis = m/z bezeichnet (Clark u. a.,
2013); (Gross, 2012). Die Signale werden als Peaks (Spitzen) zweidimensional in
Massenspektren dargestellt, mit dem m/z auf der Abszisse und der Intensitat des Signals auf
der Ordinate. Die Intensitat gibt die Haufigkeit des detektierten lons an. Der Peak mit der
héchsten Intensitat heildt Basis-Peak. Je nach Fachgebiet wird die Einheit der Masse als
Thomson (Th) oder Dalton (Da) bezeichnet. In der Biomedizin hat sich die Einheit Dalton

durchgesetzt, sie ist jedoch keine Sl-Einheit (Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013); (Gross,
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2012). Die Proteine, die mit MALDI gemessen werden, sind meistens einfach positiv geladen
(Clark u. a., 2013); (Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013). Gelegentlich sind sie mehrfach
geladen (Gross, 2012). Ein einfach geladenes lon bei einem m/z von 12 000 hatte als doppelt
geladenes lon also einen weiteren Peak bei einem m/z von 6 000 und im dreifach geladenen

Zustand einen dritten Peak bei einem m/z von 4 000 usw.

Die Aufldsung gibt an, wann zwei benachbarte Massensignale bei gleicher Intensitat noch
getrennt dargestellt werden kdnnen. Bei einer Auflésung von z.B. 2000 kénnen die Massen
von m =1 999 und m = 2 000 noch getrennt dargestellt werden. Der maximale Fehler der
Messgenauigkeit wird als absoluter Fehler in Masseneinheiten u oder als relativer Fehler in
ppm angegeben. Das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (signal-to-noise ratio, S/N) gibt die Qualitat
des Peaks wieder. Denn das Rauschen, welches durch die Elektronik eines Geréats verursacht
wird, ist sowohl zwischen den Peaks als auch auf den Peaks gelagert, wodurch die Intensitaten
hdher erscheinen als sie tatsachlich sind. Zusatzlich gibt es das sog. chemische Rauschen
das durch verschiedenste Hintergrundsignale wie z.B. aus der Matrix oder von
Verunreinigungen stammen kann. Genauer gesagt ist es das Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnis
(signal-to-background, S/B) (Gross, 2012). Um diese Faktoren zu korrigieren und diverse
Variationen zwischen verschiedenen Spektren auszugleichen, kann man in der
geratespezifischen Software (in dieser Arbeit flexAnalysis) die Basislinie angleichen (baseline

substraction) und/oder die Spektren glatten (smothing) (Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013).

Moéchte man Spektren mit sehr vielen Informationen also mit mehrdimensionaler Gréle
darstellen, gibt es statistische Tools. Mit der Hauptkomponentenanalyse (Principal component
analysis = PCA) kénnen viele Informationen als Punktwolken auf eine drei-/zweidimensionale
Weise dargestellt werden und der Informationsgehalt bleibt trotzdem bewahrt. Hierarchisches
Clustern z.B. als Dendrogramm ist ebenfalls eine Mdéglichkeit die Unterschiede zwischen

Spektren zu verdeutlichen (Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013).

3.5.1.6 Massenkalibrierung

Bei Massenspektrometern sollte in regelmafligen Abstanden und z.B. vor der Inbetriebnahme,
nach einer Wartung oder Reparatur eine externe Kalibrierung vorgenommen werden. Von
einer bekannten Kalibriersubstanz wird daflir ein Massenspektrum erzeugt, in dieser Arbeit mit
einem Bakterien-Test-Standard (IVD BTS). Darin sollen mehrere definierte Peaks mit
bekannten Massen detektiert werden, die gleichmafig Gber den untersuchten Messbereich
(bei Bakterien meist zwischen 2 000 Da - 20 000 Da) verteilt liegen. Die aufgenommenen
Massen durfen nur eine bestimmte Abweichung von den tatsdchlichen Massen der

Kalibriersubstanz aufweisen (Gross, 2012).
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Zusatzlich gibt es die Mdglichkeit intern zu kalibrieren (Internal Calibration). Nach (Gross,
2012) wird dafiir die Kalibriersubstanz mit dem Analyten gemischt. Dadurch kénnen die
Spektren sehr genau auf einen bestimmten Peak ausgerichtet werden. (Zautner u. a., 2016)
mischten dazu rekombinantes Humaninsulin in die Matrix, alle Spektren wurden auf den Peak
des Insulins ausgerichtet. Als weitere Moglichkeit kann man einen bestimmten Peak aus dem
Analyten selbst auswahlen und die Spektren darauf kalibrieren, wie es (Pranada AB u. a.,
2017) und (Paauw u.a., 2014) machten. Die interne Kalibrierung kann eine hohe
Massengenauigkeit liefern, typischerweise von <20 ppm (Hillenkamp und Peter-Katalinic,
2013); (Gross, 2012).

3.5.2 Analyse von Bakterien mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie

Bereits 1996 berichten (Claydon u. a., 1996), (Holland u. a., 1996) und (Krishnamurthy und
Ross, 1996), wie leicht es flr Nicht-Spezialisten ist mittels MALDI-TOF MS eine
Ganzzellanalyse von intakten Bakterien zu erstellen. Die Technik besticht durch ihre akkurate
Identifikation, Geschwindigkeit, geringe Analysekosten und wenig Laborabfall (Kostrzewa,
2013). Sie ist einfach und leicht standardisierbar (Lasch u. a., 2008).

Far die MALDI-TOF MS wurden viele Einsatzmdglichkeiten erkannt, wie z.B. in der klinischen
Mikrobiologie, der Detektion von Biosafety-Level 3-relevanten Erregern, aber auch in der
Lebensmittelmikrobiologie (Lasch u. a., 2008). (Haag u. a., 1998) berichten tber den wichtigen
Zeitgewinn bei der Differenzierung pathogener Haemophilus, der damit verbundenen
schnelleren Einleitung einer Therapie und Uber die Mdoglichkeit Bakterien auch aus
Mischkulturen zu identifizieren, ohne diese ggf. subkultivieren zu missen. Es gibt sogar
vielversprechende Studien auf SARS-CoV-2 zu testen (lles u. a., 2020). Ferner bietet MALDI-
TOF MS bei hochpathogenen Erregern die Moéglichkeit einer einfachen Identifizierung, ohne
viel Manipulation, Arbeitsaufwand oder Erregerkontakt (Kostrzewa, 2013); (Drevinek u. a.,
2012). In der Lebensmitteluntersuchung ist aulterdem die Mdglichkeit gegeben bei Fisch- und
Meeresfrichten diverse Verderbniserreger oder pathogene Mikroorganismen anhand ihrer

einzigartigen Spektren zu differenzieren (Gross, 2012); (Béhme u. a., 2010).

(Claydon u. a., 1996), (Holland u. a., 1996) und (Krishnamurthy und Ross, 1996) haben
Bakterien in ihren Untersuchungen direkt von Agarplatten auf das Target aufgetragen. Dieser
Direkttransfer wird als Intact Cell Mass Spectrometry (ICMS) bezeichnet (Lasch u. a., 2008);
(Edwards-Jones u.a., 2000), wahrend die Methode auch Fingerprinting genannt
wird (Kostrzewa, 2013) und den Beginn der sog. Chemotaxonomie darstellt (Zimmermann,
2015). Uber 40% der detektierten bakteriellen Massen sind hochkonservierte ribosomale
Proteine (Clark u. a., 2013); (Bbhme u. a., 2010). MALDI-TOF MS gibt also Aufschluss Uber
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die molekulare Zusammensetzung der untersuchten Mikroorganismen (Clark u. a., 2013);
(Lasch u. a., 2008). Ublicherweise werden Massenbereiche zwischen 2 000 - 20 000 Da
beurteilt, wo sich viele Metaboliten finden (Maier u. a., 2006). (Maier u. a., 2006) schreiben,
dass in einem Massenbereich von 4 000 - 12 000 Da verwendete Nahrmedien nahezu keinen
Einfluss auf Peaks haben, ahnliches beschreiben auch (Moura u. a., 2008). Anders berichten
jedoch (Winkler, Uher und Cepa, 1999), wo der verwendete Schafblutagar Hintergrundionen
verursachte, weshalb sie den zu beurteilenden Massenbereich zwischen 10 000-70 000 Da
gesetzt haben. Nach (Barbuddhe u. a., 2008) scheint die Lange der Bebritungszeit Spektren
nur wenig zu verandern, sofern die Bakterien sich in Vermehrung befinden. (Karamonova u. a.,
2012) berichten allerdings von Unterschieden in den Spektren, sowohl bei der Verwendung
verschiedener Nahrmedien, besonders Sellektivnahrmedien, als auch bei der Bebritungszeit,
von Cronobacter sakazakii. Sporenspektren unterscheiden sich ebenfalls von denen
vegetativer Zellen (Maier u. a., 2006). Vorteilhaft ist auch, dass Isolate nicht unbedingt sofort
gemessen werden mussen. Inaktivierte Bakterien kdnnen in Ethanol fir Monate gelagert

werden, Proteinextrakte bei -20°C flr mehrere Wochen (Barbuddhe u. a., 2008).

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit fur die MALDI-TOF MS stellt die Typisierung von
Isolaten auf Subspezies- oder Isolatebene, anhand feinster Unterschiede zwischen den
jeweiligen Spektren, dar (Wieser u.a., 2012). (Holland u. a., 1999) schreiben von der
Moglichkeit einzigartige Komponenten von Bakterien als sog. Biomarker fur deren

Identifizierung zu verwenden, in diesem Fall flir Escherichia coli und Shingella flexneri.

3.56.2.1 Softwares zur Ergebnisinterpretation von Bakterien

Zur Identifizierung werden Massenspektren unbekannter Isolate mit Referenzspektren
bekannter Isolate verglichen (Burbick u. a., 2018). Die Referenzspektren missen dafir in
validierten Datenbanken hinterlegt sein (Lasch u. a., 2008). Datenbankeintrage mit der
gréRten Ahnlichkeit bzw. dem besten Match zum unbekannten Spektrum ergeben dann eine
Trefferliste (Burbick u. a., 2018). Die Treffer erhalten einen Identifizierungs-Score, anhand
dessen das untersuchte Isolat einem Genus oder einer Spezies zugeordnet werden kann
(Zimmermann, 2015, S. 223).

Das in dieser Arbeit verwendete System enthielt dafiir die Software Biotyper. Hier erhielten die
zehn besten Treffer Scores bzw. Log-Scores mit Spannbreiten von 0.000 bis 3.000 und
Konsistenzkategorien von A bis C. Die Scores stellten den Grad der Ahnlichkeit zwischen
Proben- und Referenzspektrum dar. Scores = 2.300 bekamen die Wertung "Sehr
wahrscheinliche Speziesidentifikation" mit griner Farbzuordnung und (+++), Scores = 2.000
"sichere Genus-, wahrscheinliche Speziesidentifikation" in grin und (++), Scores = 1.700

"Wahrscheinliche Genusidentifikation" in gelb und (+) und Scores £ 1.699 waren "keine
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verlassliche Identifikation" in rot und (-). Anhand der Scores erstellte Biotyper eine
Ergebnisliste mit den zehn besten Treffern (Maier u.a., 2006). Erganzend gab die
Konsistenzkategorie Aufschluss Uber eine mdogliche Zuordnung zu Spezies- (A), Gattungs- (B)
oder keine Konsistenz (C), da es auch moglich war verschiedene Spezies oder Gattungen
unter den besten Treffern, mit jeweils sehr guten Scores, zu finden. Wiirde bspw. ein Isolat als
besten Treffer die Spezies A mit einem Score von 2.486 erhalten und als zweiten Treffer
Spezies B mit einem Score von 2.479, so ware bei diesem knappen Ergebnis eine endgliltige

Differenzierung nicht sicher.

Ungenltgende oder falsche Ergebnisse kdénnen dadurch verursacht werden, dass die zu
identifizierende Spezies in den Datenbanken mit zu wenigen Eintrdgen bzw. MSP (Main
spectra projections) reprasentiert ist (Seng u. a., 2009). (Vlek A u. a., 2014) zeigt in seiner
Studie an Hefen, dass durch Hinzufligen weiterer Datenbankeintrdge die Richtigkeit der
angezeigten besten Treffer deutlich verbessert werden konnte. Jedoch zeigt diese Studie
auch, dass die Ergebnisse fur Spezies die nicht in den verwendeten Datenbanken vertreten

sind, nicht zuverlassig sind oder zu niedrige Scores erbringen.

In anderen Studien wurde die Mdglichkeit genutzt, die Grenzen der Scores von 2.000 auf 1.700
herab zu setzen, um die Identifizierungsraten zu erhohen (Cameron M u.a., 2018);
(Schulthess u. a., 2014); (Vlek A u. a., 2014).

3.5.2.2 Madgliche Lésungen zur Differenzierung von Bakterien mit ahnlichen

Spektrenprofilen

Trotz aller Vorteile gelingt mit der MALDI-TOF MS und der zugehdrigen Software nicht immer
eine exakte ldentifizierung von Bakterien, da sich die Spektrenprofile nahe verwandter Spezies
stark ahneln kénnen. Die Algorithmen der Softwares kdnnen sie unter Umstanden nicht korrekt

voneinander trennen (Cameron u. a., 2017).

Schaut man sich die Massenspektiren jedoch sehr genau an, so kann man dennoch
Unterschiede zwischen den Spezies erkennen. Spezifische Peakvariationen kann man sich
zunutze machen, um bestimmte Bakterienspezies zu typisieren (Kostrzewa, 2013); (Claydon
u. a., 1996). Sogar verschiedene Stamme sind anhand bestimmter Biomarkerproteine noch
unterscheidbar (Gross, 2012). Auch wenn diese Methode ggf. nicht dieselbe Genauigkeit
aufweist wie DNA-basierte Analysen, so ist es trotzdem madglich, die Typisierung simultan oder
kurz nach der Erst-Differenzierung durchzufiihren, mit ein und demselben Spektrum (Taneja
u. a., 2016); (Kostrzewa, 2013). (Malainine u. a., 2013) bezeichnen dies auch als Anwendung

zur sog. real-time Epidemiologie. Allerdings werden hierflir gewisse Bausteine bendtigt, wie
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eine entsprechende Software, Algorithmen, Datenbanke (Kostrzewa, 2013) oder auch

bestimmte Peaks.

(Krishnamurthy und Ross, 1996) konnten in ihren Untersuchungen reproduzierbare genus-,
spezies- und sogar isolatspezifische Biomarker finden. Dies nutzten bspw. (Edwards-Jones
u. a., 2000) zur Unterscheidung von methicillin-resistenten und -sensitiven Staphylokokkus
aureus oder (Moura u. a., 2008) bei invasiven und noninvasiven Streptococcus pyogenes-
Isolaten. (Barbuddhe u. a., 2008) beschreiben, dass in ihren Untersuchungen verschiedener
Listerien typische Peaks, die nur bei einer Spezies vorhanden waren und sogar Peaks flr
bestimmte Linien von Listeria monocytogenes dargestellt waren. Auch (Karamonova u. a.,

2012) berichten von spezifischen Peaks fiir Cronobacter sakazakii-Biogruppen.

Eine Schwierigkeit bei dieser Form der Bakterien-Typisierung kann nach (Holland u. a., 1996)
allerdings die schlechte Reproduzierbarkeit mancher Peaks darstellen. Aber sie berichten
auch vom maoglichen Vorteil einer internen Kalibrierung und von sog. Peak-Shifts, die schwierig
voneinander zu differenzierende Escherichia coli und Shingella flexneri aufwiesen. Bei Peak-
Shifts haben sich die Massen des gleichen Proteinpeaks um einige Dalton verschoben. Davon
berichten ebenfalls (Nagy u. a., 2013). (Hillenkamp und Peter-Katalinic, 2013) schlagen somit
zur Erstellung einer Aussage in Bezug auf erstellte MALDI-TOF MS Daten vor, ein sog.

Trainings-Set und ein Validierungs-Set an Isolaten zu verwenden.

3.5.2.3 Differenzierung verschiedener Vibrio spp. mittels MALDI-TOF MS

Differenzierungs- und Typisierungsmethoden anhand bestimmter Peaks in gemessenen
Spektren von Vibrionen wurden mehrfach untersucht. (Eddabra, Prévost und Scheftel, 2012)
und (Dieckmann, Strauch und Alter, 2010) berichten davon schwierig zu differenzierende
Vibrio anhand speziesspezifischer Massen-Peaks, sog. SIBl, zu differenzieren. Auch
(Malainine u. a., 2013) konnten durch solche Peaks V. parahaemolyticus-Isolate in mehrere
Klone unterteilen. (Hazen u. a., 2009) waren auf der Ebene der Subspeziesdifferenzierung
Peaks aufgefallen, die ausschlielllich bei V. parahaemolytikus O3:K6- oder O4:K12-Isolaten
auftraten oder bei Isolaten, die aus bestimmten geographischen Lagen stammten. Und
(Schirmeister u. a., 2014) haben in ihren Untersuchungen Biomarker flr die Diskriminierung
zwischen den eng verwandten Spezies V. fluvialis und V. furnissii festgestellt. In ihren Studien
haben (Jackel u. a., 2020) ein vermeintliches V. cincinnatiensis-lsolat untersucht, das sowonhl
im MALDI-TOF MS Ergebnis als auch in der Whole-Genome-Sequenzierung vermutlich zu
einer verwandten, aber noch nicht definierten, Vibrio-Spezies gehért. (Taneja u. a., 2016)
beschreiben das Clustern eines Cholera Ausbruches von 2002 mit MALDI-TOF MS. In dieser

Studie entsprachen die Cluster den beiden Regionen in denen der Ausbruch stattfand.
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In Vorversuchen zur vorgelegten Dissertation wurde die Erfahrung gemacht, dass Isolate von
V. cholerae und V. mimicus haufig sehr nahe beieinanderliegende Scores aufwiesen und somit
eine sichere Differenzierung nicht gewahrleistet werden konnte. Deshalb sollte in dieser Arbeit
geprift werden, ob die beiden Spezies anhand von diskriminierenden Peaks voneinander
unterschieden werden koénnen und ob Tools verschiedener Softwares diese Form der
Differenzierung im Routinelabor der amtlichen Lebensmitteliiberwachung vereinfachen

konnen.
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4 Eigene Untersuchungen

4.1 Material

4.1.1 Probenmaterial

Die Untersuchungen wurden an 73 Stdmmen der Spezies V. cholerae, V. mimicus und im
weiteren Verlauf auch V. metoecus durchgefuhrt. Die Kulturen stammten aus verschiedenen
Matrices. Ihre Benennung, Herkunft und die Matrixsind in Anh. 1, Anh. 2 und Anh. 3 aufgefuhrt.
Im CVUA Freiburg wurden in der Abteilung Lebensmittel tierischer Herkunft, Mikrobiologie
Routineuntersuchungen auf Vibrionen nach der ISO 21872-1 (2017) modifiziert durchgefuhrt.
Die Modifikation und der
Isolatbestatigung mittels PCR und MALDI-TOF-MS. Die bei Routineuntersuchungen und

Ringversuchen

bestand in einem einstufigen Anreicherungsverfahren

isolierten V. cholerae- und V. mimicus-Stamme wurden durch das

Bundesinstitut flr Risikobewertung (BfR) bestatigt und seit dem Jahr 2005 in der hauseigenen

Stammsammlung mit einem Kryokonservierungsverfahren aufbewahrt.

4.1.2 Untersuchungsmaterial

4.1.2.1 Anzuchtmedien

Brain Heart Infusion-Boullion (BHI-Boullion)

Blut Kochsalz-Agar (BLKS)

41.2.2 Gerite
Kryobank/Gefrierschrank -70°C
Bunsenbrenner
Reagenzglasrittler
Brutschrank
Kolbenhubpipette 100-1000 pl
Kolbenhubpipette 10-100 pl
Kolbenhubpipette fiir 0,5-10 pl
Tischzentrifuge
Thermoblock

Kuhl-Gefrierkombination

Merck 110493 Hirn Herz Boullion
Hauseigene Herstellung (Anh. 7)
Roth 9265 NacCl

Hauseigene Herstellung (Anh. 7)

GFL, Typ 6485

IBS Integra Biosiences, Fireboy plus
Bender & Hobein AG, Vortex Genie 2™
Binder KB 720, 700 |

Eppendorf Reference Nr. 397432A
Eppendorf Reference Nr. 284886A
Eppendorf Reference Nr. 499129A
Eppendorf Centrifuge 5424

Biometra TB2

Liebherr, KGT 304324
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MALDI-TOF MS Biotyper microflex

Computer
Bildschirm

Laborabzug

4.1.2.3 Verbrauchsmaterialien

10 ul Impfdsen flexibel

1 ul Impfésen flexibel
Pipettenspitzen 50-1000 ul
Pipettenspitzen 2-200 pl
Pipettenspitzen 1-10 ul

1,5 ml Reaktionsgefal’ (Safe Lock Tubes)
0,5 ml Reaktionsgefal® (Safe Lock Tubes)

Handschuhe (saurefest) Dermatril P

Holzzahnstocher
Kryoréhrchen

Kimwipe (fusselfreies Einmaltuch)

4.1.2.4 Hilfsmittel
Reagenzglaser mit Deckel
Pinzetten
Reagenzglasstander
Stander fur Reaktionsgefalle
Petrischalenstander
MSP 96 Target, polierter Stahl BC

Schutzbrille
Aufbewahrungsbox fiir Kryoréhrchen

Kryoblock mit Styroporbox fiir

4.1.2.5 Reagenzien
Ethanol absolute
Acetonitril (ACN)
Matrix (HCCA portioned)

Bruker Daltonik GmbH, Fahrenheitstr. 4,

28359 Bremen (Bruker)
HP Z400 Workstation

HP Compaq LA 2405wg
Waldner Electronics, FAZ 1

VWR Nr. 612-9358

VWR Nr. 612-9356

Eppendorf Nr. 0030 073.460
Eppendorf Nr. 0030 073.428
Eppendorf Nr. 0030 073.363
Eppendorf Nr. 0030 123.328
Eppendorf Nr. 0030 121.023

KCL Nr. Gr 8 =M
Chemikalienschutz Leistungsstufe IlI
Hugi Nr. 66874

Mast Diagnostica GmbH Nr. 291709
Roth Nr. AA64.1

Bestand CVUA Freiburg

Bestand CVUA Freiburg

Bestand CVUA Freiburg
Schafer®Vollendet Nr. 111542
Bestand CVUA Freiburg

Bruker Bestell-Nr.: 8280800,
Mehrwegtarget mit 96 Probenspots,
Pulsafe Millenia Classic

Mast Diagnostica GmbH Nr. 291704
Mast Diagnostica GmbH Nr. 291610

Sigma-Aldrich Nr. 24102-1L-R
Sigma-Aldrich Nr. 34967-250ML

Bruker Nr. 8255344, Zubereitung Anh. 8
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Reinstwasser Hauseigene Herstellung Millipore, Milli-Q
Academic

Fluka Analytic water Fluka Nr. 39253-1L-R

Trifluoressigsaure 2,5% (TFA) Sigma-Aldrich Nr. 40967

Ameisensaure Fluka Nr. 06440-100ML

IVD Bacterial Test Standard (IVD BTS) Bruker Nr. 255343

Standard Solvent Hauseigene Herstellung (Anh. 8)

4.1.2.6 Softwares

Ein Computer war am Massenspektrometer angeschlossen, auf dem die geratespezifischen
Softwares installiert waren. Es handelte sich dabei um die folgenden Elemente:
e flexControl Version 3.4 (Build 135): Steuersoftware
o flexAnalysis Version 3.4 (Build 76): Analysesoftware
e MALDI Biotyper RTC Version 3.1 und OC Version 3.1 (Build 66):
Klassifizierungssoftware

e ClinPro Tools Version 3.0 (Build 22): Analysesoftware

flexControl ist die Steuersoftware, um das Massenspektrometer zu bedienen. In dieser Arbeit
wurde zur Erzeugung der Spektren die Methode Method MBT _AutoX verwendet. Anh. 9 zeigt

die verwendeten Grundeinstellungen.

flexAnalysis ist eine Software zur Analyse von Spektren. In diesem Programm wurden die
erzeugten Spektren analysiert. Die Spektren wurden in das Programm geladen. Es folgte eine
Glattung (Smoothing) (Abb. 1) und ein Verschieben der Spektren auf eine gemeinsame

Basislinie (Baseline substraction) (Abb. 2), als Voraussetzung fir eine ideale Beurteilung.

MALDI Biotyper unterteilt sich in die Komponenten RTC (RealTimeClassification) zur
Messung und direkten Klassifizierung von Proben in Echtzeit sowie OC (Offline Classification)

zur Klassifizierung bereits gemessener Proben und deren Analyse.

Mit dem Programm MALDI Biotyper OC wurden erzeugte Spektren mit denen in der Datenbank
hinterlegten Spektren verglichen. Somit war es moglich Spektren aus alteren Probenlaufen
erneut offline abzugleichen. Die in dieser Arbeit verwendeten kommerziellen Bruker-
Datenbanken ,BDAL® (MBT Compass Library, Biotyper DB Version 3.1, 5989 MSP, Stand
2015) enthielten Referenzspektren als main spectra projections (MSP) von 52 Vibrio-Arten
(103 MSP) mit einem als unclassified Vibrio (miscellaneous, 3 MSP) bezeichneten Eintrag. Die

Spezies V. mimicus war hier mit einem MSP hinterlegt.
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44 Edit Processing Method [Active Settings] ||
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Abbildung 1: Darstellung des Algorithmus fiir die Spektrenglattung

44 Edit Processing Method [Active Settings] ® @
[ = Mass List -
Find Smoothing
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Abbildung 2: Darstellung des Algorithmus fiir die Verschiebung auf die Basislinie

Die Eintrage fur Vibrio cholerae mit 3 MSP lagen in einer separaten ,Klinische SR-Datenbank*

(SR = security-relevant).

Im Verlauf dieser Arbeit gab es mehrere Datenbank-Updates, bei denen sich die Anzahl der
MSP fur die beiden untersuchten Spezies nicht verandert hat. Anhand dieser MSP geschieht
der Abgleich mit selbst gemessenen Kulturen. Waren in der Datenbank von einer Spezies zu
wenig oder keine MSP vorhanden, ist eine sichere Identifikation schwierig oder nicht moglich.
HierfGr gab es die Moglichkeit von vorhandenen Isolaten selbst MSP, also eigene

Datenbankeintréage zu erstellen und diese in den Routineabgleich mit einzufugen.

Bei der MSP-Erstellung bertcksichtigen die standardmaRig festgelegten
Softwareeinstellungen Ublicherweise die 70 auffalligsten Peaks mehrerer Spektren eines
Isolates. Auf Abb. 3 sieht man diese Peaks in Form von Balken dargestellt. In der unteren
Halfte sind die 70 Peaks des MSP der Datenbank in blauer Farbe, in der oberen Halfte sind
die Peaks eines Teststammes dargestellt. Balken in griiner Farbe stimmen mit den Peaks des
Datenbank-MSP Uberein, solche in gelber Farbe sind um einige Da von einem moglichen

zugehdrigen blauen Peak verschoben. Rote Peaks finden keine Peaks zum Datenbank-MSP.

In dieser Software waren neben dem ublichen Abgleich der Spektren mit den darin enthaltenen
Datenbanken weitere visuelle Untersuchungen maoglich (Maier u. a., 2006). Mit diesen Tools
sollte ebenfalls versucht werden, die beiden untersuchten Spezies V. cholerae und V. mimicus

voneinander zu unterscheiden:
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Abbildung 3: Abgleich eines Teststammes gegen ein MSP der MALDI Biotyper Datenbank

Gelview

In dieser Funktion wurden in einer Art Pseudo-Gel die Peaks der Spektren als Banden

dargestellt, ahnlich einer Agarosegelelektrophorese.

Dendrogramm

Mit dieser Funktion wurden die Spektren untereinander in Beziehung gesetzt und anhand ihrer
Unterschiede in verschiedenfarbige Aste sortiert. Spektren mit groBen Unterschieden lagen

auf weit entfernten Asten, solche mit geringen Unterschieden auf nahe benachbarten.

Principal Component Analysis Cluster (PCA Cluster)

Hier wurde jedes Spekitrum in einem dreidimensionalen Diagramm als einzelner separater

Punkt dargestellt. Die Einstellungen dieses Tools sind in Abb. 4 und Abb. 5 dargestellt.

Erstellen reduzierter Massenspektren

Im Programm MALDI Biotyper OC war es mdglich, die Software-Einstellungen so zu andern,
dass nicht die 70 auffalligsten Peaks zum Datenabgleich verwendet werden, sondern es
konnte auch festgelegt werden, dass weniger bzw. ausgesuchte Peaks zur Analyse

herangezogen werden sollten.

ClinPro Tools ist eine weitere Software zur Analyse von Spektren. Mithilfe dieser Software
der Firma Bruker sollten Biomarker gefunden und bewertet werden. Die bei einer Software-
Schulung durch die Firma Bruker empfohlenen Grundeinstellungen in der ,Data Preparation®
wurden beibehalten (siehe Abb. 6). In dieser Abbildung ist unter "Total Average Spectrum" zu
erkennen, dass die Angabe der gewilnschten typischsten Peaks manuell verandert werden

konnte; hier wirden also die 25 typischsten Peak im Total Average Spectrum erscheinen.
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(7 MALDI Biotyper Method Editor =
PCA Clustering
Method Name: [BioTyper PCA Clustering ¢ Method ~|
Description: default parameter set -
Method ID: 6a5e26ed-c5bf-4a33-8231-e3c40a0elede
Method Version: 1.1
(& PCA Clustering Method
& Pasmien Metrod
Distance / Linkage
Ditance Measure
Urkage Agethm:
Clustering
© Maximal Cluster
) Cutoff
Dendrogram
Maximal Number of Top Level Nodes (0: Al):

Abbildung 4: Einstellungen zur PCA-Erstellung

(.5} MALDI Biotyper Method Editor (Read-only)

PCA Creation |
Method Name: | Bio Typer PCA Creation Standard Method -]
Description: default parameter set -
Methed ID: 2b3fbec0472c-4221-9547480688d80338
Method Version: 12
{© PCA Creation Method —
% Parameters Lower Bound: 2000
Upper Bound: 15000
Resolution: 2

Number of Principal Components
© Automatically

© User Defined, Maximal: (30
© A

Abbildung 5: Einstellungen zum PCA Clustering

Settings Spectra Preparation (=3
[ ez ]
800  Resolution
Cancel
[ _v|  Resolution Defaits Heb
Baseline Subtraction ~Null Spectra Exdusion
c [V Enable . =
 TopHat Baseine 2 Settings Peak Calculation
€ Convex Hull Baseline
Noise Spectra Exdusion Peak Pickingon ... (Resolution Used From “Settings Spectra Preparation” Dialog)
10.0 % Minimal Baseline Width ™ Enable
(% ... Total Average Spectrum 1 O ...Single Spectra
0.80 Baseline Flatness 2.00 Noise Threshold
| [s00 ?w:lmumemem;ld 5.00 ?fg‘a!m"w“:)es'“‘d
: ; (on Average Spectrum; Single Spectr:
Mass Range (m/z) ‘Adduct/Polymer Spectra Exdlusion 5 Maximal Peak Number
I~ Enable % Relative Threshold Base Peak (on Single Spectra)
3000 Minimal Mass Advanced 0.000 (on Average Spectrum)
10000 Maximal Mass ‘: ~Peak Aggregation
[V Limit Peak Number W% Minimal Occurrence in
Smoothing - Spectra Grouping Single Spectra
[V Enable [V Support Spectra Grouping 500 ppm Aggregation Width
Type: Savitzky Golay ¥ I Enable Simiarity Selection t Mode
2.0 Width (m/2) @ si " ‘
o [ Recalbration saSraliclioes Peak Calauation
¥ Ensble " Area " UseAreas (¥ Use Intensities
Data Reduction
- :
1000 pem Maxinal Peak Shift Intensty Zerolevel | IntegrationType
L/[Eabic [30 % Match to CalbrantPeaks
2 Factor

¥ ExcidenotRecalbrotabe Specra | ‘I’ Cancel Help

Abbildung 6: Von Bruker empfohlene Grundeinstellungen fiir die Datenpréaparation in ClinPro Tool
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Analog zur Software MALDI Biotyper OC standen auch in dieser Software die Auswertetools
Gelview, Dendrogramm und PCA zur Verfigung. Weitere Analysemdglichkeiten stellten die
ROC Curve und die Model Generation dar.

ROC Curve

Mit dem ROC Tool wird fir jeden Peak eine eigene Kurve abgebildet und die zugehdrige AUC
berechnet. AUC-Werte nahe 1,0 beschreiben dabei einen diskriminierenden Faktor zwischen
zwei Merkmalen. Werte um 0,5 geben keinen Zusammenhang wieder, das heif3t, der in dieser
AUC bewertete Peak kann die zwei untersuchten Klassen nicht trennen. In dieser Arbeit

wurden nur Peaks mit einer AUC von = 0,90 weiterverfolgt.

Model Generation

Dieses Tool bietet die Mdglichkeit der einfachen Zuordnung von Isolaten zu den untersuchten
Spezies, indem man eigene Modelle zur Typisierung generieren und abspeichern konnte.

Zusatzlich war es moglich ausgewahlte Peaks selbst per Mausklick in das Modell zu bewegen.

4.1.2.7 Datenbanken
e _BDAL" (MBT Compass Library, Biotyper DB Version 3.1, 5989 MSP, Stand 2015)
¢ Klinische SR-Datenbank® (104 MSP)
e Eigene Datenbankeintrage (20 reduzierte MSP)
e VibrioBase (997 MSP)

4.2 Methoden

4.2.1 Konservierung der Vibrio-Stamme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Stdmme wurden in der hauseigenen Kryobank des CVUA
Freiburg in separaten Lagerungsboxen aufbewahrt. Diese waren ausschlieBlich fir die
Lagerung von Isolaten der Gattung Vibrio bestimmt. Zur Konservierung der Stdmme wurden
frische 24h-Reinkulturen auf Blut-Kochsalz-Agar (BLKS) verwendet. Mit einer 10ul Impfése
wurden etwa 5ul Koloniematerial von der Agarplatte abgehoben und mit der in den
Kryoréhrchen vorhandenen Flissigkeit und den darin befindlichen Glasperlen sorgfaltig
vermischt. AnschlieBend wurde das Roéhrchen verschlossen und einige Male geschwenkt. Die
Flissigkeit wurde anschliefsend abpipettiert und die Réhrchen, mit den Bakterien-beladenen

Perlen, in den Vibrio-Aufbewahrungsboxen in der Kryobank eingefroren.
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4.2.2 Anzucht der Vibrio-Stamme

Die Kryordhrchen der zur Untersuchung bestimmten Stdmme wurden zuerst aus der Kryobank
entnommen, in einem Kryoblock zwischengelagert, um ein Auftauen der nicht bendtigten

Glasperlen zu vermeiden, und zum Arbeitsplatz transportiert.

Von jedem untersuchten Stamm wurde aus dem Kryoréhrchen mit einer abgeflammten und
abgekiihlten Pinzette eine Glasperle entnommen und in ein mit Brain Heart Infusion-Boullion
(BHI-Boullion) geflilltes, beschriftetes Reagenzglas eingebracht. Die beimpfte Bouillon wurde
mit einem Deckel verschlossen, anschliefiend flir 5sek gevortext und im Brutschrank bei 37°C
flr 24 + 1h bebrutet.

Die Keimsuspension wurde nach der Bebritung mit einem Vortexer aufgeschittelt. Als
Nachstes folgte die Entnahme des Suspensionsmaterials mit einer 10ul Impfése, womit auf
einer BLKS-Agar-Platte ein Verdiinnungsausstrich angefertigt wurde. Es schloss sich eine 21-

stiindige Bebrutung der Agar-Platten bei 37°C an.

4.2.3 Probenvorbereitung

4.2.3.1 Proteinextraktion der Vibrio-Stamme

Die Aufarbeitung der Kulturen geschah in Anlehnung an die von Bruker beschriebene
Ameisensaure-Extraktionsmethode (BRUKER DALTONIK GmbH, 2013a).

Fir jeden Stamm wurde ein 1,5ml Reaktionsgefal® mit 300ul Fluka Analytic water bestickt.
Von den bebriteten Platten wurde mit einer 1ul Impfése 1-2ul Koloniematerial abgehoben, so
dass die Ose groRziigig befiillt war. Darauf folgte das Einmischen des Koloniematerials in die
300ul Fluka Analytic water. Das Reaktionsgefall wurde gevortext, bis eine homogene
Suspension hergestellt war. Zur Verhinderung einer weiteren Vermehrung der Bakterien

wurden anschlieRend 900pul absoluter Alkohol dazu gegeben und nochmals gevortext.

Als Nachstes erfolgte die Zentrifugation der Suspension bei 14 000 U/min fir zwei Minuten,
um eine Sedimentation der Bakterien zu erreichen. Daflir wurden die Reaktionsgefale so in
der Zentrifuge positioniert, dass die Scharniere der GefaRdeckel nach aul3en zeigten. Somit
sedimentierten die Bakterien einheitlich in jedem Gefall. AnschlieBend wurden die Proben
etwas geschwenkt, um ein schnelles Ablésen des Bakterienpellets zu erkennen. Proben, bei
denen sich das Pellet abléste, wurden ein zweites Mal zentrifugiert und der Uberstand mit
einer Kolbenhubpipette abgehoben, ohne das Pellet zu beschadigen. Proben, bei denen das

Pellet an der GefalRwand anhaftete, wurden dekantiert.
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Abbildung 7: Mehrwegtarget mit aufpipettierten Extrakten

Um Zeit einzusparen, wurden die Probengefdlle nicht bei Raumtemperatur getrocknet,
sondern mit einem auf 37°C vorgeheizten Thermoblock, da bei dieser Temperatur keine
Beeintrachtigung der Proben zu erwarten war. Es wurde abgewartet bis das Probenpellet
vollstdndig getrocknet war. Hierbei war darauf zu achten, dass die Pellets, sobald sie
getrocknet waren, unverzlglich weiterbearbeitet wurden, um eine Beschadigung der

Bakterienproteine zu vermeiden.

Wahrend der Trocknung wurde aus der Ameisensaure eine 70%ige Losung mit Fluka Analytic
water vorbereitet. Nach erfolgter Trocknung schloss sich ein Pipettierschritt an, bei dem man,
je nach GroRe des Pellets, 5-50ul 70%ige Ameisensaure auf das Pellet pipettierte und es
resuspendierte. AnschlieRend wurde die gleiche Menge Acetonitril (ACN) dazu gegeben und
ebenfalls mit einer Kolbenhubpipette gemischt. Darauf folgte erneut die Zentrifugation der

Probenanséatze bei 14 000 U/min fiir zwei Minuten.

Aus den Probenansatzen wurde 1ul vom Uberstand entnommen und auf das Stahltarget
aufgetragen, welches fir die Messung am MALDI-TOF MS verwendet wurde. Dafiir wurde
die Flussigkeit in die eingezeichneten Probenspots pipettiert (Abb. 7) und mit der
Pipettenspitze gleichmaRig tber den jeweiligen Spot verteilt. Fir jeden Extraktionsansatz
wurden zwei Spots bestlckt und diese luftgetrocknet. AnschlieRend wurden die Spots mit 1pl
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure-Matrix (HCCA-Matrix) (Herstellung Anh. 8) Uberzogen. Auch
hier wurde mit der Pipettenspitze die HCCA-Matrix gleichmaRig verteilt. Es war darauf zu
achten, dass zwischen dem Aufpipettieren der Extrakte und dem Uberschichten mit HCCA-
Matrix nicht mehr als 20 Minuten vergingen, um eine Beschadigung der bakteriellen Proteine

zu verhindern. Es erfolgte wiederum eine Lufttrocknung.

4.2.3.2 Direkttransfer

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte zusatzlich die Aufarbeitung der Stdmme mit der
Dirkettransfermethode (BRUKER DALTONIK GmbH, 2013b). Dabei wurde von den bebriteten

BLKS-Agar-Platten mit einem sterilen Holzzahnstocher durch sachtes Antippen einer
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gewachsenen Kolonie wenig Bakterienmaterial aufgenommen. AnschlieRend erfolgte das
Aufbringen dieses Koloniematerials durch sorgfaltiges Aufschmieren auf einem Targetspot mit
dem Zahnstocher. Das Material war mit dem Zahnstocher durch kreisférmiges Verreiben so
lange und dinnschichtig zu verteilen, bis es makroskopisch nicht mehr zu sehen war.
Innerhalb von 20 Minuten waren die bestickten Probenspots mit 1yl HCCA-Matrix zu

Uberschichten.

4.2.4 Kalibrierlosung IVD BTS

Um optimale Messbedingungen zu schaffen, wurde bei jedem Probendurchlauf der IVD BTS
als Kalibrierlésung mit bearbeitet. Er bestand aus einem Extrakt des Stammes Escherichia coli
DH5 alpha, welcher ein typisches Spektrenprofil aufwies, und zusatzlich um zwei weitere
Proteine erganzt wurde, damit ein Massenbereich von 3,6 bis 17 kDa abgedeckt werden
konnte (BRUKER DALTONIK GmbH, 2015). Der IVD BTS wurde nach Herstellerangaben
(siehe Anh. 8) zubereitet. Die fertige Losung wurde in 5ul Portionen aliquotiert und bei -25°C
eingefroren. Fir die Kalibrierung wurde aus einem Aliquot 1ul IVD BTS auf einen Probenspot
des Targets pipettiert und luftgetrocknet, mit anschlieBender Uberschichtung durch 1ul HCCA-
Matrix und erneuter Trocknung an der Luft.

4.2.5 Spektrenerstellung

Das mit den Extraktionsproben bestiickte Target wurde Uber die Offnungsschleuse in das
Massenspektrometer MALDI-TOF-MS Biotyper microflex eingelegt und in die Apparatur, Gber
eine Kammer mit Vorvakuum, in die Hauptkammer beférdert. Ein Computer war am
Massenspektrometer angeschlossen, auf dem die geratespezifische Software aus Abschnitt

4.1.2.6 installiert war.

AutoXecute 1 Sample Camier I Detection | Spectrometer | Processing | Calibration | Setup | Status

Calibration strategy | Mass Control List [MBT_Standard ~) [ Edit... | [Automatic Assign| [ Clear Assigned |
Smart
S et Name Ref. MassfDa Cur.Mass/Da Err/ppm Err/Da
" RL29 [M+2H]2+ 3637.80000  3637.37521 -116.77 -0.42479 y
+  RS32 M+H] + 5096.80000 5096.83289 6.45  0.03289 Zaom tanae [*5'0%7';
~ RS34 [M+H]+ 5381.40000 5381.65813 47.97 0.25813 Peak Assignment Tolerance
~" RS33meth M+... 6255.40000 6255.82894 68.57 0.42894 From Mass Control List
" RL29 M+H] + 7274.50000  7275.26299 104.89  0.76299 Near Neighbor (S0 ppm)
~ RS19 M+H] + 10300.10000 10298.89593 -116.90 -1.20407 ® User Defiad 1000 || iea
~" RNAse A M+H]+ 13683.20000 13682.55293 -47.29 -0.64707
+~  Myoglobin [M+...  16952.30000 16953.09309  46.78  0.79309 Mode [Quadratic ~
Calibrants 8 Std dev (ppm): Before LastFit  510.58  InLastFit 84.32 [ Ppropertes... |

Abbildung 8: Darstellung einer erfolgreichen Kalibrierung mit dem IVD BTS

4.2.5.1 Messung in flexControl

Das Programm flexControl wurde gedéffnet und die Methode Method MBT _AutoX ausgewahilt,

darin wurden die Grundeinstellungen tberpriift (Anh. 9).
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Es folgte die Kalibrierung des Gerates mit dem von Bruker Daltonik GmbH beschriebenen
automatischen Kalibrierverfahren (BRUKER DALTONIK GmbH, 2015). Dies erfolgte, um die
Prazision des Gerates zu Uberpriifen. Dabei wurde der mit dem IVD BTS bestiickte Spot
automatisch an verschiedenen Positionen in sechs Serien mit jeweils 40 Schiissen mit dem
Laser beschossen und anschlieltend ein Summenspektrum erstellt. Dieses beinhaltete somit
240 Laserschisse. Das Summenspekirum wurde benétigt, da die Materialdicke auf dem
Kalibrierspot stellenweise variieren kann. Dementsprechend kann die Intensitat gleicher Peaks
von Laserschuss zu Laserschuss héher oder geringer ausfallen. Im Summenspektrum musste
mindestens ein Peak eine Intensitat von mehr als 10 000 a.u. (arbitrary units) aufweisen. War
dies nicht der Fall, musste in den Grundeinstellungen die Laserleistung verandert werden. Im
Verlauf der Untersuchungen musste die Leistung des Lasers nie geandert werden. Die
Untersuchungen wurden mit einer Laserleistung von 30-60% durchgefihrt. Bei gelungener
Kalibration mussten die gemessenen Peakmassen des IVD BTS innerhalb vorgegebener
Grenzen liegen. Dies wurde durch das Vorhandensein eines Hakens bei den gesuchten
Proteinen den IVD BTS angezeigt (Abb. 8)

Im Anschluss an die Kalibrierung wurden die zu untersuchenden Stdmme gemessen. Fur
jeden Messdurchgang wurde ein eigener Ordner auf der Festplatte angelegt, in dem die
Rohdaten der erzeugten Spektren gespeichert wurden. In die Software wurde die Belegung
der Probenspots des Targets eingepflegt. Darlber hinaus wurde die Anzahl der
Summenspektren festgelegt, die pro Stamm erzeugt werden sollten: Pro Spot wurden drei
Durchgange mit jeweils 240 Laserschissen (sechs Serien a 40 Schisse) programmiert, die in
drei Summenspektren resultierten. Bei zwei Spots pro Stamm ergaben sich somit sechs
Summenspektren pro Stamm. Zusatzlich wurde ein Spektrum des IVD BTS aufgenommen,
um die Vergleichbarkeit der Massen von vermeintlich spezifischen Peaks besser abschatzen

zu kdnnen, da die Massen des IVD BTS bekannt sind.

Abschliellend wurde der Messlauf gestartet.

4.2.6 Spektrenanalyse in flexAnalysis

Alle in der Arbeit untersuchten Stamme wurden mithilfe der Software flexAnalysis analysiert.
Dazu wurden die nach Abschnitt 4.2.5 erstellten sechs Summenspektren eines jeden
Stammes auf Ausreil3er Uberprift. Ausreilder konnten Spektren sein, die als gerade Nulllinie
zu erkennen waren oder Spektren, die mit vergleichsweise sehr viel geringerer Intensitat
auffielen. AusreilRer wurden aus der Ansicht entfernt. Innerhalb der zu untersuchenden
Spektren durfte bei den sechs Spektren pro Isolat maximal ein Ausreiller-Spektrum auftreten.

Andernfalls wirden alle sechs Spektren nicht beurteilt und der Stamm in einer
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Wiederholungsmessung erneut angeziichtet und aufgearbeitet werden. AnschlieRend wurde
die Ansicht so gewahlt, dass alle Spektren der zu untersuchenden Stdmme gemeinsam in
einem Fenster Uberlappend zu sehen waren. Alle Spektren der V. cholerae-lsolate waren in
roter Farbe dargestellt, die Spektren der V. mimicus-Isolate in Schwarz, um

speziesdiskriminierende Peaks leichter zu erkennen.

Im nachsten Schritt folgte die interne Kalibrierung. Dabei wurden alle Spektren auf die Masse
4279 Dalton (Da) ausgerichtet, um auch hier eine bessere Vergleichbarkeit der Massen
moglicher diskriminierender Peaks zu erzielen. Diese Masse wurde ausgewahlt, da sie in

(Dieckmann, Strauch und Alter, 2010) bei allen Vibrio spp. vorhanden war.

AnschlieRend erfolgte eine extreme VergroRerung der Spektren mit der Zoom-Funktion. Ideal
war eine VergroRerung bei der die Massen auf der X-Achse in Schritten von flinf bis zehn
Dalton zu sehen waren, um genau erkennen zu kénnen an welcher Position sich auffallige
Peaks befanden. Nun schloss sich die genaue Durchsicht der roten (V. cholerae) und
schwarzen Spektren (V. mimicus) auf Unterschiede an. Dabei wurden samtliche Peaks im
Massenbereich zwischen 3000 und 17000 Da betrachtet, da mit der Kalibrierung anhand des
IVD BTS dieser Massenbereich abgedeckt wird. Traten Peaks ausschliel3lich bei einer Spezies
auf, wurden diese zunachst tabellarisch als potentielle diskriminierende Peaks notiert.
Beachtet wurden lediglich Peaks, die eine Intensitat von > 1000 a.u. aufwiesen und sich somit

eindeutig vom Grundrauschen der Spektren abhoben.

4.2.7 Suchsablauf fiir die Auswahl von potentiell speziesdiskriminierenden Peaks der

Spezies V. cholerae und V. mimicus

Die Untersuchungen wurden unter standardisierten Bedingungen durchgefihrt, welche
folgende waren:
1. Anzucht der kryokonservierten Stamme in BHI-Boullion bei 37°C fiir 24 £ 1h
2. Anfertigung eines Verdinnungsausstrichs auf einer BLKS-Agar-Platte mit einer
anschlieltenden Bebritung bei 37°C fiir 21h
Extraktion der Stdmme mit der modifizierten Ameisensaure-Extraktionsmethode
Bestiickung des Targets mit den Probenextrakten und Uberschichtung der Extrakte mit
HCCA-Matrix innerhalb von 20min
Kalibrierung des MALDI-TOF MS Biotyper microflex mit dem IVD BTS

Messung der Proben in flexControl

Die detaillierte Spektrenanalyse erfolgte zunachst mithilfe der Software flexAnalysis. Weiterhin

wurden Analysen in den Programmen MALDI Biotyper OC und ClinPro Tools durchgefihrt,
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um zu prifen, ob durch die dort hinterlegten Softwaretools eine Vereinfachung der Analyse

erreicht werden konnte.

Zunachst wurde an 20 Vibrio-Stammen als Trainingsset (Hillenkamp und Peter-Katalinic,
2013) eine Vorauswahl von potentiell speziesdiskriminierenden Peaks getroffen. Fur diese
vorausgewahlten Peaks wurde eine Uberpriifung an weiteren 42 Stammen als Validierungsset
durchgefihrt. Fir die aus diesen Arbeitsschritten resultierenden  potentiell
speziesdiskriminierenden Peaks folgte eine Validierung der Identifizierung der Spezies V.

cholerae und V. mimicus.

4.2.7.1 Vorauswahl von potentiell speziesdiskriminierenden Peaks an

20 Vibriostammen

Zu Beginn wurden die funf V. cholerae-Stamme VI 4, VI 28, VI 41, VI 42 und VI 76 ausgewahlt.
Es wurden fiir die Spezies V. mimicus die funf Stamme VI 11, VI 54, VI 55, VI 56 und VI 57
ausgesucht. Diese zehn Stdmme wurden nach der in Abschnitt 4.2.2 beschriebenen Weise
angezuchtet. Anschlieend folgte die in Abschnitt 4.2.3.1 dargestellte Extraktion und die nach
Abschnitt 4.2.5.1 vorgegebene Messung der Isolate. Somit wurden 61 Spektren (sechs

Spektren pro Stamm und ein Spektrum des IVD BTS) generiert.

Im Anschluss an die Messung in flexControl wurde von jedem Isolat ein aufgenommenes
Spektrum in die Software MALDI Biotyper OC geladen und mit der Datenbank verglichen. Dies
diente der Uberpriifung der Isolate auf Gattungsebene, um eine grobe Verwechslung der
Stamme auszuschlieBen. Die Analyse beziglich der potentiell diskriminierenden Peaks
erfolgte in flexAnalysis (Abschnitt 4.2.6).

Um zu erkennen, ob die gefundenen potentiellen diskriminierenden Peaks reproduzierbar
waren, wurden die Stdamme noch zwei weitere Male aufgearbeitet und ihre Spektren analysiert.
Fir jeden Stamm resultierten somit aus drei unabhangigen Analysen mit jeweils sechs

Summenspektren insgesamt 18 Summenspektren.

Im nachsten Abschnitt wurden weitere finf Stdmme je Spezies auf die gleiche Art Uberpruft.
Fir die Spezies V. cholerae waren dies VI 14, V1 16, VI 43, VI 45 und VI 75. Und fir die Spezies
V. mimicus waren es VI 29, VI 30, VI 31, VI 32 und VI 33. Auch hier wurde die
Reproduzierbarkeit vermeintlich diskriminierender Peaks an zwei weiteren Messtagen

ausgewertet.

Somit ergab sich aus dem Trainingsset eine Gesamtsumme von 360 Summenspektren (20
Stamme, je sechs Spektren pro Stamm pro Messtag, je drei Messtage), die zur Ermittlung

potentiell speziesdiskriminierender Peaks analysiert wurden.
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4.2.7.2 Festlegung von Auswabhlkriterien potentiell speziesdiskriminierender

Peaks

Nach der Untersuchung des Trainingssets erfolgte eine erste Auswertung und Einschatzung
der gefundenen potentiell diskriminierenden Peaks. Alle Peaks wurden daraufhin in folgender
Reihenfolge geprift:

e Verwerfen von Peaks, die ein mehrfach geladenes Protein darstellen

o Weiterverfolgen von Peaks mit einer Reproduzierbarkeit von > 70%

e Verwerfen von Peaks mit einer Fehlerquote von > 5%

¢ Hintenanstellen von Peaks, die zu stark streuten (+ 2 Da)

Zunachst folgte die Prifung auf mehrfach geladene Proteine. Alle Peaks, die zu einem einfach

geladenen Protein gehoérten wurden weiterverfolgt.

AnschlieRend wurde berechnet mit welcher Haufigkeit die (brig gebliebenen Peaks
reproduzierbar waren. Peaks die zu > 70% in den Messungen wiedergefunden werden

konnten, wurden weiterhin beobachtet.

Danach erfolgte die Beurteilung der Fehlerquote. Wenn ein Peak, der bei V. cholerae-
Stammen zu finden war, bei mehr als 5% der V. mimicus-Stamme ebenfalls auftrat

(Fehlerquote > 5%), wurde dieser Peak verworfen.

Abschlielend wurden nur Peaks ausgewahlt, die um den gefundenen Massenbereich maximal
2 Da streuten. Peaks von Stammen, die mehr als 2 Da streuten, wurden fir eine
abschliefende Bewertung der im Anschluss verwendeten lIsolate nicht verwendet, aber

interessehalber weiterhin beobachtet.

4.2.7.3 Uberpriifung zur Bestitigung der potentiell diskriminierenden Peaks

anhand weiterer 42 Stamme

Nun folgte in einem weiteren Arbeitsabschnitt die Prifung der moglichen diskriminierenden
Peaks an 42 weiteren Stdmmen (Validierungsset). Diese lIsolate stammten aus: CVUA
Freiburg, CVUA Stuttgart, CVUA Rhein-Ruhr-Wupper, verschiedenen Laborvergleichs-
untersuchungen (LVU) und dem BfR (siehe Anh. 1 bis 3).

Es handelte sich dabei um folgende Isolate:

VI79,VI80, VI 81, VI 82 VI83, VI 84, VI 85, VI 86, VI 93, VI 94, VI 95, VI 96, VI 97, VI 98, VI
99, VI 103, VI 104, VI 105, VI 106, VI 107, VI 108, VI 109, VI 110, VI 111, VI 112, VI 113, VI
114, VI 115, VI 117, VI 118, VI 119, VI 120, VI 121, VI 122, VI 123, VI 124, VI 125, VI 126, VI
127, V1128, VI 129, VI 130.
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Pro Aufarbeitungs- und Messtag wurde eine Gruppe von jeweils drei bis vier V. cholerae- und
V. mimicus-Stdammen bearbeitet. An ihnen erfolgte die Anzucht in der in Abschnitt 4.2.2
beschriebenen Weise. Die Extraktion wurde entsprechend Abschnitt 4.2.3.1 durchgefuhrt. Die
Spektrenerstellung (sechs Spektren pro Isolat) erfolgte anhand des in Abschnitt 4.2.5.1
beschriebenen Vorgehens. In diesem Abschnitt wurden also aus den 42 untersuchten
Stammen weitere 252 Summenspektren erstellt. Es schloss sich eine Gattungsuberprifung

der erzeugten Spektren im Programm MALDI Biotyper OC an.

Im Programm flexAnalysis wurde anschlielend geprift ob die Spektren die bisher
ausgesuchten potentiell diskriminierenden Peaks enthielten oder nicht. Dies wurde auf selbst
erstellten Datenblattern notiert und geprift, ob eine richtige Zuordnung in die entsprechende
Spezies erfolgt ware. Anhand dieser Zuordnung sollte spater eine Validierung durchgefiihrt

werden.

In MALDI Biotyper OC wurden die Spektren im Gelview-Modus begutachtet, ebenso in der
Dendrogramm-Funktion und im PCA Cluster. Zusatzlich wurden sie auch gegen die 20
reduzierten MSP der Teststdmme aus dem ersten Versuchsabschnitt abgeglichen. Dies
geschah um zu testen, ob diese Variante eine schnellere visuelle Beurteilung der Spektren
bietet, wenn nur wenige Peak-Balken betrachtet werden muissen, anstatt langwierig in

flexAnalysis zu zoomen und zu den bendtigten Massenbereichen zu scrollen.

AbschlieRend wurden die Spektren nach Spezies sortiert in ClinPro Tools geladen und im
Gelview-Modus betrachtet. Hierbei sollte geprift werden, ob sich die betreffenden Peaks in
den Bandenmustern wiederfinden lassen. In weiteren Schritten wurde ein Total Average
Spektrum erstellt, Dendrogramme und ROC Kurven gepriift sowie getestet, ob sich ein dort

eigens generiertes Modell zur zlgigen Differenzierung eignet.

4.2.7.4 Validierung der Spezies V. cholerae und V. mimicus anhand der Isolate
VI 79 bis VI 130

In diesem Abschnitt erfolgte eine Validierung fiir die beiden untersuchten Spezies V. cholerae
und V. mimicus nach der hausubergreifenden Standard Operation Procedure (SOP) der
CVUAs in Baden-Wirttemberg (Scherer B. und Wind C., 2017). In dieser SOP wurden
Parameter so validiert, dass sie unabhangig vom Standort und dem dort befindlichen Gerat
ist, sofern das gleiche Gerate- und Datenbanksystem verwendet wurde. Hierin besteht der
Vorteil, dass im akkreditierten Labor validierte Parameter zusatzlich in einem anderen Labor
Glltigkeit erhalten kdnnen bzw. untereinander ausgetauscht werden konnen, unter der

Voraussetzung, dass die in dieser SOP definierten Grundsatze beachtet wurden.
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Vor der eigentlichen Validierung wurde fur die betreffenden Isolate die Validitat ihrer

Benennung (Validitat O bis 4) entsprechend ihrer Vertrauenswirdigkeit festgelegt (Tab. 1).

Die Einstufung erfolgte nach der Bewertung aller vorliegenden Informationen zum jeweiligen

Isolat.

4.2.7.4.1 Validierung des Parameters Vibrio cholerae

Fir die Validierung des Parameters V. cholerae wurde der gesamte Satz von 32 vorhandenen
Isolaten als Zielparameter verwendet, dies waren die Isolate VI 4, VI 14, VI 16, VI 28, VI 41,
V142,V143,V145,VI75,VI76,VI79,VI81,VI82, VI 84, VI97, VI8, VI 99, VI 103, VI 104,
VI 105, VI 106, VI 107, VI 117, VI 118, VI 119, VI 120, VI 123, VI 124, VI 125, VI 126, VI 127,
VI 128. Ein weiterer Satz aller 30 bis zu diesem Zeitpunkt verwendeten "Nicht"-Vibrio cholerae-
Isolate wurde als Nicht-Zielparameter ausgewahlt, es waren die Isolate VI 11, VI 29, VI 30, VI
31, VI 32, VI 33, VI 54, VI 55, VI 56, VI 57, VI 80, VI 83, VI 85, VI 86, VI 93, VI 94, VI 95, VI
96, VI 108, VI 109, VI 110, VI 111, VI 112, VI 113, VI 114, VI 115, VI 121, VI 122, VI 129, VI
130.

Als Voraussetzung fur den Befund als Zielparameter V. cholerae mussten die Spektren der
Isolate folgendes aufweisen: Mindestens eine potentiell V. cholerae-spezifische Masse und

keine der vermeintlichen V. mimicus-typischen Massen.

Tabelle 1: Validitatsstufen fiir Isolate, die zur Validierung herangezogen werden nach Scherer B. und Wind
C. (2017)

Validitdt | Beschreibung

0 Unbekanntes Isolat ohne Vorinformation / zweifelhaftes Isolat / Probe

Isolat, fir das standardisierte Basisinformationen vorliegen (Vibrio Spezies nach ISO/TS 21872-
1:2007 und ISO/TS 21872-2:2007)

Isolat, dessen Benennung durch zusatzliche Ergebnisse bestatigt wurde, die aber der Stufe 3
2 noch nicht entsprechen (z.B. miniaturisierte Testkits wie z.B. API 20 E oder API 20 NE, Fa.

Biomérieux). Die Einstufung des Genus ist auf dieser Stufe sicher.

Isolat, Giber das weitergehende genetische oder phanotypische Informationen vorliegen, welche
die Benennung zweifelsfrei machen (Goldstandard). Bsp.: zertifizierte Referenzisolate aus

3 offiziellen Stammsammlungen; Isolate mit Informationen Uber ihre 16S oder rpoB Sequenzen;
Isolate fiir die bestimmte PCR-Untersuchungen vorliegen, die konkrete spezies-spezifische

Informationen liefern.

In der Spezies sicher benanntes Isolat, fir das Gber die Stufe 3 hinausgehende typisierende

Informationen vorliegen.
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Fir den Befund des Nicht-Zielparameters (Nicht-V. cholerae) war festgelegt: Keine V.

cholerae-typische Masse und/oder mindestens eine V. mimicus-spezifische Masse.

Die ermittelten Werte wurden mittels einer Vierfeldertafel sortiert und daraus die Sensitivitat

und Spezifitat berechnet.

4.2.7.4.2 Validierung des Parameters Vibrio mimicus

Fir die Validierung dieses Parameters wurden alle 28 V. mimicus-Stamme als Zielparameter
verwendet, in diesem Fall die Isolate VI 11, VI 29, VI 30, VI 31, VI 32, VI 33, VI 54, VI 55, VI
56, VI 57, VI 85, VI 86, VI 93, VI 94, VI 95, VI 96, VI 108, VI 109, VI 110, VI 111, VI 112, VI
113, VI 114, VI 115, VI 121, VI 122, VI 129, VI 130. Im Umkehrschluss zu Kap.4.2.7.4.1 wurden
34 "Nicht"-Vibrio mimicus-Isolate als Nicht-Zielparameter verwendet, hier die Isolate VI 4, VI
14, V1 16, VI 28, VI 41, VI 42, V1 43, V1 45, VI 75, VI 76, VI 79, VI 80, VI 81, VI 82, VI 83, VI
84, V197, VI 98, VI 99, VI 103, VI 104, VI 105, VI 106, VI 107, VI 117, V1 118, VI 119, VI 120,
VI 123, VI 124, VI 125, VI 126, VI 127, VI 128.

Die Voraussetzung fir den Zielparameter V. mimicus war: Mindestens eine potentiell V.

mimicus-typische Masse und keine der V. cholerae-typischen Massen.

Voraussetzung fur den Befund des Nicht-Zielparameters (Nicht-V. mimicus) war: Keine V.

mimicus-typische Masse und/oder mindestens eine V. cholerae-spezifische Masse.

Tabelle 2: Validierungsstufen der Parameter nach Scherer B. und Wind C. (2017)

\Validierungsstufe Parameter

»Premium Parameter® Parameter mit einer StichprobengréRRe > 20;

Sensitivitat und Spezifitéat > 95%

»Standard Parameter” Parameter mit geringerer StichprobengréRe (5-19);

Sensitivitdt und Spezifitat > 50%

»,Basic Parameter” Parameter mit einer StichprobengréRe < 5

4.2.7.4.3 Einschatzung der Validierungsergebnisse

Das Ergebnis einer Validierung nach der oben genannten SOP kann in drei verschiedene
Validierungsstufen unterteilt werden (Tab. 2). Anhand der erzielten Validierungsstufe und -
ergebnisse wird entschieden, ob der Parameter als routinetaugliches Bestatigungsverfahren

freigegeben wird.
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4.2.8 Weitere Analysen in MALDI Biotyper OC

In dieser Software waren neben dem Ublichen Abgleich der Spektren mit den darin enthaltenen
Datenbanken weitere visuelle Untersuchungen moglich. So wurden die Spektren in dieser
Software mittels Gelview, Dendrogramm, PCA und reduzierten MSP (Abschnitt 4.1.2.6)

analysiert.

4.2.8.1 Gelview in MALDI Biotyper OC

Hierflr wurden die Spektren nach Spezies und Messung sortiert, in das Programm geladen
und die Funktion Gelview ausgewahlt. Die Darstellung der Spektren wurde hier mit einer
Pseudo-Gel-Ansicht gezeigt, die Peaks wie Banden in einer Agarosegelelektrophorese
aussehen lasst. Dabei sollte geprift werden, ob es moglich war, durch unterschiedliche
Bandenmuster auf die verschiedenen Spezies schlieen zu kénnen. Hierflir wurden die

Banden mit der Zoom-Funktion extrem vergrof3ert und visuell analysiert.

4.2.8.2 Dendrogramm in MALDI Biotyper OC

Fir die bereits geladenen Spektren wurde die Dendrogramm-Funktion gewahlt. Hier wurde
Uberprift, ob sich die Spektren der untersuchten Spezies in verschiedene Hauptaste des
Baumdiagrammes einflgten und somit eine einfache optische Trennung madglich war, oder ob

sie sich gleichmaBig in den vorhandenen Asten vermischten.

4.2.8.3 Principal Component Analysis Cluster (PCA Cluster) in MALDI
Biotyper OC

Mit der Funktion der Hauptkomponentenanalyse sollte geprift werden, ob sich die Punkte,
also die Spektren der beiden Spezies, als getrennte Punktwolken darstellten oder ob sich die

Punkte in diffusen Wolken gleichmaRig verteilten.

4.2.8.4 Erstellen reduzierter Massenspektren in MALDI Biotyper OC

In dieser Arbeit wurden von zehn V. cholerae- und zehn V. mimicus-Stammen, eigene MSP
erstellt und in einem separaten Abschnitt der hauseigenen Datenbank eingefligt. Hierflir
wurden die Stamme VI 4, VI 14, VI 28, VI 42, VI 43, V1 75, VI 79, VI 84, VI 98 und VI 107 far
die Spezies V. cholerae verwendet, fur V. mimicus waren es VI 11, VI 29, VI 30, VI 31, VI 32,
VI 33, VI 54, VI 55, VI 57 und VI 95. Von jedem der 20 MSP wurde die dazugehdrige Liste mit
den 70 auffalligsten Peaks geoffnet. Bis auf den Kalibrier-Peak (4279 Da) und die Peaks, die
im Laufe der Untersuchungen als potentiell diskriminierend identifiziert worden waren, wurden
alle Peaks aus der Liste geldscht. So wurden reduzierte MSP mit einer geringeren Anzahl an

Peaks generiert.
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4.2.9 Weitere Analysen in ClinPro Tools

Die aufgenommenen Spektren aus der Extraktionsmethode wurden vorab getrennt nach

Spezies in Extraordner einsortiert und jeder Ordner nacheinander in das Programm importiert.

4.2.9.1 Beurteilung der Spektren in ClinPro Tools

Mit den Grundeinstellungen zur Peak Berechnung (,Settings Peak Calculation) war es
madglich ein sogenanntes Total Average Spektrum zu generieren. Das Total Average Spektrum
zeigte die typischsten Peaks der geladenen Gruppe farblich abgehoben an (Abb. 9). Hierbei
war es unter Anderem mdglich die Anzahl der typischsten Peaks selbst zu wahlen, z.B. den

Leinzigen bzw. typischsten“ Peak, die funf Typischsten usw.

Im nachsten Schritt wurde geprift, ob die in flexAnalysis gefundenen potentiell

diskriminierenden Peaks auch in ClinPro Tools in den typischsten Peaks vertreten waren.

| | |
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Abbildung 9: Darstellung eines Total Average Spektrums (grau unterlegt) mit funft typischen Peaks
(hellblaue Balken)

Dabei wurden die funf typischsten Peaks erst in einzelnen Schritten abgefragt (1, 2, 3, 4, 5

typischste Peaks), dann wurde in Flinfer-Schritten vorgegangen (5, 10, 20...).

Die angezeigten typischsten Peaks wurden anschlielend mit den in Kapitel 4.2.7.2 ermittelten
potentiell diskriminierenden Peaks verglichen. Zusatzlich wurden sie auch untereinander
(typischste Peaks fur V. cholerae mit typischsten Peaks fUr V. mimicus) abgeglichen, um zu
prifen, ob hier ggf. typische Massen fiir V. cholerae ebenfalls als typische Massen fir V.

mimicus angegeben wurden.

4.2.9.2 Gelview in ClinPro Tools

Hier wurden die untersuchten Spektren in einem Massenbereich von 3000 Da bis 10000 Da
auf Unterschiede in den Peaks der beiden Spezies optisch durchgemustert und geprift, ob
sich hier die in Kapitel 4.2.7.2 gefundenen potentiell diskriminierenden Peaks wiederfinden
lieRen und ob weitere potentiell diskriminierende Peaks gefunden werden konnten. Es wurden

die Spektren der untersuchten Stamme geladen und gegeneinander dargestellt.
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4.2.9.3 Dendrogramm in ClinPro Tools

Die geladenen Spektren wurden anschlielfend mit dem Symbol fir Dendrogramme in ein
Baumdiagramm umgerechnet. Hier waren in der Bildschirmansicht die einfarbigen
Endaufzweigungen als ein einzelnes Isolat abgebildet, im Gegensatz zu MALDI Biotyper OC
wo jedes einzelne Spektrum dargestellt wurde. Damit wurde jede Endaufzweigung einem
einzelnen Isolat zugeordnet. Es gab die Moglichkeit das Dendrogramm durch unterschiedliche
Einstellungen verschiedenartig darzustellen (Abb. 10). Um das Dendrogramm mit zwei
Hauptasten darzustellen wurde unter Linkage Method die Auswahiméglichkeit ,Ward“ gewahilt.

Unter Distance Method konnten weitere Modi zum Clustern gewahlt werden.

Unsupervised Clustering @

Scaling Method: Unit Variance Ll
[V Use PCA Data

I Reduce Dimensions

95.0 % Sum Explained Variance

[V CreateFull Tree |V Show Paths 40 Max. Path Length
14 Number of Classes [

OK | Cancel | Help | Advanced <<

Eudidean v | Distance Method 1.5 Minkowski Exponent
ard " thod
T = | =)

Abbildung 10: Einstellungen fiir die Darstellung im Dendrogramm in ClinPro Tools

4.2.9.4 PCA Cluster in ClinPro Tools

Hier wurde der entsprechende Button flir PCA Cluster gewahlt. Die Darstellung und
Auswertung der lIsolate als Punktwolken geschah ebenfalls wie in MALDI Biotyper OC

mehrfarbig.

4.2.9.5 ROC Curve in ClinPro Tools

Zunachst wurden die Isolate von V. cholerae und V. mimicus geladen und in den Einstellungen
ein Total Average Spektrum mit den 30 auffalligsten Peakmassen erstellt. Mit den ROC Kurven
wurde geprift, ob mit diesem Tool weitere bisher nicht entdeckte speziesdiskriminierende
Peaks auffallen. Zusatzlich wurden die AUC-Werte der in Kapitel 4.2.7.2 gefundenen Peaks
beurteilt. Es wurden nur Peaks mit einer AUC von = 0,90 weiterverfolgt. Peaks mit einer hohen

AUC, die aber dennoch bei beiden Spezies zu finden waren, wurden nicht weiterverfolgt.
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4.2.9.6 Model Generation in ClinPro Tools

Mit der Auswahl des Quick Classifiers wurde ein Modell generiert, in das die Stamme VI 4, VI
14, VI 16, VI 28, VI 41, VI 42, VI 43, VI 45, VI 75 und VI 76 fir die Klasse der V. cholerae
hinterlegt wurden. Fur die Klasse V. mimicus wurden die Isolate VI 11, VI 29, VI 30, VI 31, VI
32, VI 33, VI 54, VI 55, VI 56 und VI 57 gewahlt. Diese Isolate wurden bereits in Kapitel 4.2.7.1
als Trainingsset verwendet. Die Isolate der Spezies V. cholerae wurden als Class 1 definiert,
Isolate von V. mimicus als Class 2. Zusatzlich war es mit dieser Anwendung mdglich
gewlnschte Peaks aus dem Total Average Spektrum manuell in das zu generierende Model

einzufligen.

AnschlieBend wurden die Isolate des Validierungsssets zur Klassifizierung mit dem

generierten Modell geladen und auf eine korrekte Typisierung gepriift.

4.2.10 Untersuchungen mit der Direkttransfermethode

Zur Uberpriifung der Eignung dieser weniger aufwendigen Bearbeitungsmethode im Vergleich
zur Ameisensaure-Extraktionsmethode, wurden die Isolate VI 79 bis VI 130 parallel mit dem
in Abschnitt 4.2.3.2 beschriebenen Vorgehen aufgearbeitet. Es sollte geprift werden, ob diese
Methode als Mdglichkeit dienen kann, den Ablauf des Verfahrens fur die Routineuntersuchung
im Labor zu vereinfachen. Von jedem Stamm wurden zwei Spots auf dem Target bestlckt,
sodass ebenfalls sechs Spektren pro Isolat erzeugt wurden. Die Spektrenerstellung erfolgte
wie in Kapitel 4.2.5 beschrieben. Es resultierte eine Gesamtzahl von 252 Spektren, die wie in
den Kapiteln 4.2.6.4, 4.2.7 und 4.2.8 beschrieben in den Softwares flexAnalysis, MALDI

Biotyper OC und ClinPro Tools analysiert wurden.

4.2.11 Untersuchungen an elf Isolaten aus Badegewassern mit vorberichtlich

unterschiedlichen Ergebnissen
Im Januar 2016 wurden vom BfR zusatzlich weitere elf Vibrio-Isolate zur Verfligung gestellt.
Dieses waren die Isolate:
V1136, VI 137, VI 138, VI 139, VI 140, VI 141, VI 142, VI 143, VI 144, V1 145 und VI 146.

Diese Isolate stammten vorberichtlich aus verschiedenen Badegewassern in Norddeutschland
und lieferten in den Untersuchungen am BfR widersprichliche Ergebnisse bezlglich der
Spezies. Mit Ausnahme des Stammes VI 145 (Anh. 3) waren diese Isolate mittels rpoB
Sequenzierung als V. cholerae identifiziert worden, wahrend sie bei der sodB Sequenzierung

der Spezies V. mimicus entsprachen.
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Da diese Stamme zeitlich nach Abschluss der in den Abschnitten 4.2.6 bis 4.2.10 dargestellten
Untersuchungen erhalten wurden und es sich nicht um lebensmittelassoziierte Stamme

handelte, wurden sie in einem getrennten Abschnitt behandelt.

Auch diese Stamme wurden mit der Ameisensaure-Extraktionsmethode aufgearbeitet. Die
Spektren der Isolate wurden wie in Kapitel 4.2.5 erstellt und auch die Auswertung erfolgte in

den drei bisher verwendeten Softwares flexAnalysis, MALDI Biotyper OC und ClinPro Tools.

4.2.12 Uberpriifung der verwendeten Isolate mit VibrioBase

Nach Abschluss der praktischen Labor-Phase in dieser Arbeit konnte im Marz 2017 das CVUA
Freiburg eine weitere Datenbank zur Identifizierung von Vibrionen erhalten. Es handelte sich
um die von (Erler u. a., 2015) beschriebene, nicht kommerziell verfligbare ,VibrioBase®. In
dieser Datenbank befanden sich 997 Datenbankeintrage von insgesamt 24 Spezies. Fur

V. cholerae waren 64 Eintrage enthalten und fiir V. mimicus 27.

Alle in dieser Arbeit untersuchten Isolate wurden nachtraglich, in der bereits in Kapitel 4.2.8
beschriebenen Software MALDI Biotyper OC gepruft, mit den Datenbanken:

e _BDAL" (MBT Compass Library, Biotyper DB Version 3.1, 5989 MSP, Stand 2015)

e Klinische SR-Datenbank® (104 MSP)

e Eigene Datenbankeintrage (20 reduzierte MSP)

e VibrioBase (997 MSP)

Es wurde geprift, ob die Isolate nun eine bessere Identifizierung und ein besseres Scoring
erhalten wirden als bisher, mit den kommerziell durch die Fa. Bruker erhaltlichen
Datenbanken BDAL und SR oder selbst erstellten Datenbankeintragen (20 reduzierte MSP).
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5.1 Erkenntnisse wahrend der Anzucht und Extraktion

Bei der Bearbeitung fiel bei einigen V. mimicus-Kulturen im gesamten Verlauf der
Untersuchungen ein heterogenes Erscheinungsbild der Koloniemorphologie auf den Agar-
Platten auf. Auf diesen Platten waren sowohl transparente farblose Kolonien mit einem
Durchmesser von 0,5mm, als auch Kolonien von truber, hellgrauer Farbe und einem
Durchmesser von 1mm zu sehen. Eine Verunreinigung der Platten und der konservierten
Kulturen wurde Uberprift und konnte ausgeschlossen werden. Auch im spaterem
Versuchsverlauf waren die Massenspektren dieser morphologisch unterschiedlichen Kolonien

bei extremer VergréRerung identisch.

Die Stamme wurden in Fluka Analytic water suspendiert, mit absolutem Alkohol versetzt,
zentrifugiert und dekantiert. Besonders bei vielen V. mimicus-Stammen, unabhangig von ihrer
Morphologie, wurde wahrend dieses Arbeitsschrittes beobachtet, dass sie sich, im Vergleich
zu V. cholerae-Stammen, sehr leicht von der Wand des Reaktionsgefales abldsten und somit
haufig mit dem Dekantat verloren gingen. V. cholerae-Isolate zeigten dieses Verhalten nicht.
Deshalb wurden die Reaktionsgefalte nach dem Zentrifugieren ein wenig geschwenkt. Proben,
bei denen sich das Pellet leicht abloste, wurden erneut zentrifugiert. Der Uberstand konnte
dann mit einer Kolbenhubpipette vorsichtig abgehoben werden, ohne das Pellet zu
beschadigen. Je nachdem wie viele Pellets sich in einem Probendurchgang ablésten und per
Pipette nachbearbeitet werden mussten, schwankte die Spanne der Arbeitszeit. Anschlieliend

wurde die Extraktion wie in Kapitel 4.2.3.1 beschrieben beendet.
Der zeitliche Aufwand fur die Extraktion von zehn Stammen lag bei circa 60-90min.

Das Target wurde in den MALDI-TOF-MS Biotyper microflex eingebracht und mit der Software
flexControl die bendtigten Spektren generiert. Der zeitliche Aufwand flur die Erstellung von 61
Spektren (zehn Stdmme, sechs Spektren pro Stamm und ein Spektrum des IVD BTS) lag bei
30-45min. Somit ergab sich in diesem Arbeitsschritt fur die Extraktion und Messung eine

Gesamtbearbeitungszeit von 90-135min.

71



Ergebnisse

Abbildung 12: Gute optische Unterscheidung von VI 4 (griin) und VI 28 (rot) als verschiedene Isolate der
Spezies V. cholerae

5.2 Ergebnisse der Vorauswahl von potentiell speziesdiskriminierenden Peaks

an 20 Vibrio-lsolaten

5.2.1 Auswertung der Vibrio-Isolate in flexAnalysis

Im Programm flexAnalysis wurden die Spektren der beiden Spezies V. cholerae und V.
mimicus farblich getrennt dargestellt und durch extreme Vergrolierung auf feine
Peakunterschiede gepruft. Hierbei fiel auf, dass die beiden Spezies keine bzw. wenige flr sich
alleinstehenden Peaks enthielten, sondern vielmehr feine Peakverschiebungen, sogenannte
Peakshifts, zu finden waren. Ein Beispiel flr diese Peakshifts, die sich wie Peakpaare

darstellten, ist in Abb. 11 zu sehen.

Innerhalb derselben Spezies fiel weiterhin auf, dass die Spektren verschiedener Isolate
untereinander nicht identisch aussahen, sondern auch optisch gut voneinander zu

unterscheiden waren (Abb. 12).
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==

Abbildung 13: Abweichender Peak von VI 76 (rot) im Vergleich zu anderen V. cholerae (bunt)

Die Vorauswahl von mdglichen speziesdiskriminierenden Peaks wurde in zwei getrennten
Arbeitsblécken von jeweils zehn Isolaten @ 5 Stdmme pro Spezies durchgefiihrt, um eine
gewisse Ubersichtlichkeit in der Bildschirmanzeige der vielen Massenspektren zu erhalten.

Gefundene Peakshifts wurden in einer Tabelle von Hand notiert.

5.2.2 Ergebnisse aus der Messung der ersten zehn Vibrio-lsolate

Bei der Begutachtung der Spektren der ersten zehn gemessenen Vibrio-Isolate aus Abschnitt
4.2.7.1 wurden 26 Peakpaare identifiziert, von denen in den Wiederholungsmessungen 22

wiedergefunden wurden.

In Anh. 4 ist zu sehen bei welchen Massen (blau hinterlegt) Peakshifts feststellbar waren.
Schwarz unterlegte Parzellen bedeuten die Anwesenheit eines Peaks, weil} hinterlegte
bedeuten dessen Abwesenheit. Die Massen, welche orangefarben unterlegt sind, wurden aus
(Dieckmann, Strauch und Alter, 2010) Gbernommen. Die Masse von 4279 Da wurde gewahlt,
da dies der verwendete Peak zur internen Kalibrierung war. Es war Voraussetzung, dass jeder
Stamm diesen Peak aufweisen musste. Die anderen fiinf Massen von 5123 Da, 6166 Da, 6277
Da, 8739 Da, 8854 Da wurden in diese Untersuchung mit eingebunden, da sie in der
erwahnten Veroffentlichung (Dieckmann, Strauch und Alter, 2010) nicht bei anderen Vibrio
spp. zu finden waren und somit auf ein Alleinstellungsmerkmal fir die Spezies V. cholerae
hindeuteten. In diesem Untersuchungsabschnitt wurden diese Peaks bei beiden Spezies

gefunden. Deshalb waren sie nicht als speziesdiskriminierende Peaks verwendbar waren.

In diesem Arbeitsabschnitt stellte sich der Stamm VI 76 als deutlich auffallig dar. Das
Erscheinungsbild seiner Spektren wich in allen drei Messungen stark von dem der anderen V.
cholerae-Isolate ab (siehe Abb.13). Dieser Stamm wurde deshalb interessehalber bei den

weiteren zehn Stammen als elfter Stamm mitgefihrt.
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5.2.3 Ergebnisse aus der Messung weiterer zehn Vibrio-lsolate

Im  Versuchsabschnitt 4.2.7.1 waren insgesamt 19 Peakpaare in den
Wiederholungsmessungen wiedergefunden worden. Sechs Peakshifts, die bei den ersten
zehn gemessenen Stdmmen gefunden wurden, waren hier nicht wieder aufzufinden. Anh. 5
zeigt in gleicher Weise, wie oben beschrieben, bei welchen Massen (gelb unterlegt) Peakshifts
zu sehen waren. Die orangefarben unterlegten Peaks aus (Dieckmann, Strauch und Alter,
2010) konnten auch hier bei allen Isolaten gefunden werden, inklusive des Peaks zur internen
Kalibrierung. Es wichen die Spektren des Stammes VI 16 deutlich von denen anderer V.
cholerae ab. Im Vergleich zu dem hier erneut mitgefiihrten Stamm VI 76 des vorhergehenden
Messabschnittes, sahen die Spektren beider Stamme nahezu identisch aus. In Anh. 1 ist zu
erkennen, dass diese beiden Stamme jeweils aus der LVU Oslo aus den Jahren 2010 und
2014 stammen und das NCTC-Isolat 11348 darstellen.

5.2.4 Weitere Verarbeitung der erstellten Peaktabellen

Die Tabellen aus Anh. 4 und 5 wurden in einer gemeinsamen Tabelle (Anh. 6)
zusammengefuhrt. Hierbei wurden Peakshifts die in Abschnitt 5.2.2 festgestellt wurden, aber
in Abschnitt 5.2.3 nicht zu finden waren, entfernt, ebenso die funf Peaks aus (Dieckmann,
Strauch und Alter, 2010), die sich nicht als speziesdiskriminierend erwiesen hatten. Somit
wurden 19 Peakpaare weiterbearbeitet. Diese 19 Peakpaare wurden anhand der in Kapitel
4.2.7.2 aufgefiihrten Auswahlkriterien und Reihenfolge geprift. Wie in Tab. 3 dargestellt,
erfolgte zunachst die Prifung auf mehrfach geladene Peaks. Deshalb wurden zwei Peakpaare
(3159/3163 und 3978/3985) aus der Liste entfernt. Im nachsten Schritt wurden nur Peaks in
der Tabelle belassen, die zu >70% wieder auffindbar waren. Peaks mit einer Fehlerquote von
> 5% wurden beseitigt. Im letzten Schritt der Auswabhlkriterien wurden Peaks, welche um den
gefundenen Massenbereich herum mehr als zwei Da streuten, aus der Liste gestrichen. Diese
Peaks wurden aus Interesse weiterhin beobachtet, sie wurden allerdings nicht flr die spatere
Validierung herangezogen. Es blieben fir den nachsten Untersuchungsabschnitt zwei
Peakpaare und drei einzelne Peaks (brig. Flr die mdgliche Identifizierung als V. cholerae
wurden die folgenden drei potentiell diskriminierenden Peaks mit einer Intensitat von > 1000

a.u. bei den Massen gesucht:
4025 Da 7969 Da 9122 Da
FUr eine ldentifizierung als V. mimicus waren es vier Peaks mit den Massen:

7958 Da 9141 Da 9477 Da 9981 Da
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Tabelle 3: Bearbeitung der Peakliste nach den Auswabhlkriterien aus 4.2.7.2

Zusammengefihrte
Peaks

Ohne mehrfach
geladene Peaks

Reproduzierbar-
keit > 70%

Fehlerquote
<5%

Streuung
max. 2 Da

Dalton

4025
4081

4368
4371

4562
4570

4739
4746

4820
4827

4991
4998

5274
5290

5495
5509

7473
7481

7958
7969

8091
8108

8144
8151

9122
9141

9477
9490

9637
9652

9981
9993

10544
10580

4025

7958
7969

9122
9141

9477
9490

9981
9993

4025

7958
7969

9122
9141

9477
9490

9981
9993

4025

7958
7969

9122
9141

9477

9981
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Tabelle 4: Auflistung der Peakhaufigkeiten der 42 Isolate fiir die Spezies V. cholerae (rot), V. mimicus
(schwarz), V. metoecus ( ), Vergleich Aufarbeitung Direkttransfer (DT) und Ameisensaure-Extraktion
(EAE)

Peakmasse Anzahl V. cholerae Anzahl V. mimicus Anzahl

(in Dalton)
DT EAE DT EAE DT EAE

4025 17 17 2

7969 15 18 0

9122 19 18 0

7958 0 0 16 14 2 2
9141 0 0 9 9 0 0
9477 0 0 14 14 1 1
9981 0 0 8 10 1 1

5.3 Ergebnisse der Untersuchung von weiteren 42 Vibrio-lsolaten

In  diesem Abschnitt wurden die unter 5.2.4 ermittelten sieben potentiell
speziesdiskriminierenden Peaks an insgesamt 42 Vibrio-Isolaten Giberprift. Darunter waren 22
Stamme der Spezies V. cholerae, 18 Stamme V. mimicus und zwei V. metoecus-Stamme. Die

Haufigkeiten, wie viele Isolate welchen Peak besallen, sind in Tab. 4 aufgefihrt.

Von den gepriften V. cholerae-Stammen fiel besonders der Stamm VI 106 auf. Denn dieser
wies keinen der drei gepruften Peaks flur die Spezies V. cholerae auf und ebenso keinen der
vier V. mimicus-Peaks. Dafir wurden Peaks gefunden bei einer Masse von 9491 Da und 9994
Da, welche zu den Peaks von V. cholerae passen, die wegen zu starker Streuung lediglich

interessehalber beobachtet wurden.

Aulerdem waren zwei Isolate (VI 80 und VI 83) und deren Spektren ganz besonders
aufgefallen. Die Isolate VI 80 und VI 83 wurden in der Bezugsquelle als V. mimicus identifiziert
und mit dieser Bezeichnung zur Verfugung gestellt. Bei der Verwendung innerhalb dieser
Arbeit wies der Stamm VI 80 Peaks bei den vermeintlichen V. mimicus-spezifischen Massen
(7958 Da, 9477 Da, 9981 Da) auf und er besal} keine typischen Peaks bei vermeintlichen V.
cholerae-spezifischen Massen. Dennoch unterschied sich der Stamm bei der optischen
Durchsicht immer wieder von anderen V. mimicus-Spektren. Dies war auch bei einer
Wiederholungsmessung reproduzierbar. Der Stamm VI 83 besal} Peaks bei 4025 Da, welcher
flr V. cholerae sprechen wirde und bei 7958 Da, der potentiell V. mimicus-typisch ist. Dies
geschah auch in einer Wiederholungsmessung. Die beiden Stamme wurden deshalb zunachst

als V. mimicus-like bezeichnet und zur rpoB Sequenzierung an das BfR gesendet.
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AnschlieRend wurden sie Uber die Plattform BLAST® des NCBI mit dem Modul blastn als V.
metoecus mit einem Ergebnis von 99% identifiziert. Bei VI 80 erschien die nachste Spezies
als V. cholerae bei 96%. Bei VI 83 war die als nachste genannte Spezies V. mimicus bei 96%.
Bis zum Abschluss der Untersuchungen zu war die Spezies V. metoecus nicht in der BDAL-
Datenbank enthalten und konnte somit nicht dartiber identifiziert werden. Nachfolgend wurden

die beiden Isolate als V. metoecus benannt.

Von den gepriiften V. mimicus- und V. metoecus-Stammen fielen insgesamt vier Stamme
besonders auf. Es handelte sich hierbei um folgende Stamme:

e VI 80 V. mimicus-like spater V. metoecus

e VI 83 V. mimicus-like spater V. metoecus

e VI129

e VI130

Der Stamm V 129 besal} V. cholerae-typische Peaks bei 4025 Da und 9490 Da. Zusatzlich
hatte dieser Stamm V. mimicus-typische Peaks bei den Massen 7958 Da, 9141 Da und 9981
Da. Die Peaks traten ebenso in einer Wiederholungsmessung auf. Der Stamm VI 130 besal}
ebenfalls V. cholerae-typische Peaks bei den Massen 4025 Da und 9490 Da und V. mimicus-
typische Massen bei 7958 Da und 9981 Da, mit gleichem Ergebnis in der

Wiederholungsmessung.

Der zeitliche Aufwand fir die visuelle Auswertung aller bis zu diesem Zeitpunkt erstellten

Spektren lag bei einigen Arbeitswochen.

5.4 Validierung der potentiell speziesdiskriminierenden Peaks fiir V. cholerae

und V. mimicus anhand aller bislang untersuchten Isolate

Nachfolgend wurde eine Validierung fir die Spezies V. cholerae und V. mimicus nach der in
Abschnitt 4.2.7.4 beschriebenen SOP (Scherer B. und Wind C., 2017) durchgefuhrt.

Zunachst wurden die verwendeten Stdmme nach einer der funf Validitatsstufen O bis 4 (Tab.

1) benannt, hierflr wurden alle bekannten Informationen des jeweiligen Isolates einbezogen.

Nach der o0.g. SOP sollte nach Moglichkeit ein Umfang von mindestens 20 Isolaten pro
Parameter mit einer Validitat von >1 angestrebt werden. Alle verwendeten Isolate erhielten
eine Validitatsbenennung von 3, da ihre Bezugsquelle entweder das BfR (Konsiliarlabor flr
Vibrionen) war, sie von diesem sequenziert wurden oder es sich um definierte Isolate aus

Laborvergleichsuntersuchungen handelte.
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5.4.1 Validierung des Parameters V. cholerae

Mit den in Abschnitt 4.2.7.4.1 angegebenen Vorgaben, in Verbindung mit den unter 5.2.4
ermittelten sieben potentiell speziesdiskriminierenden Peaks, wurden 31 Isolate des
Zielparameters V. cholerae als Befund V. cholerae und ein Isolat als Befund Nicht-V. cholerae
gewertet. Kein Isolat der Nicht-Zielparameter wurde als V. cholerae befundet und 30 Isolate
als Nicht-V. cholerae (Tab. 5).

Tabelle 5: Vierfeldertafel der Validierung von 32 V. cholerae-Isolaten und 30 anderer Isolate (V. mimicus
plus V. metoecus)

Zielparameter Nicht-Zielparameter
n=32 n=30
Befund V. cholerae bedeutet: Mind.
Befund
31 0 eine V. cholerae-spezifische Masse
V. cholerae und keine V. mimicus-spezifische Masse
Befund Nicht-V. cholerae bedeutet:
Befund
1 30 Keine V. cholerae-spezifische Masse und/oder
Nicht-V. cholerae mindestens eine V. mimicus-spezifische Masse

Die Sensitivitat wurde errechnet aus den Isolaten des Zielparameters:
Befund V. cholerae / (Befund V. cholerae + Befund Nicht-V. cholerae)

Folglich 31:(31+1) = 0,96875.

Die Spezifitdt wurde errechnet anhand der Nicht-Zielparameter:
Befund Nicht-V. cholerae / (Befund Nicht-V. cholerae + Befund V. cholerae)
Dies war 30:(30+0) = 1,0.

Somit errechnete sich eine Sensitivitdt von 97% und eine Spezifitdt von 100% fir den

Parameter V. cholerae.

5.4.2 Validierung des Parameters V. mimicus

Unter Anwendung der in Abschnitt 4.2.7.4.2 angegebenen Vorgaben, in Verbindung mit den
unter 5.2.4 ermittelten sieben potentiell speziesdiskriminierenden Peaks, wurden bei der
Validierung dieses Parameters 26 Isolate des Zielparameters richtig als V. mimicus befundet,

zwei Isolate erhielten den Befund Nicht-V. mimicus zu sein. Von den Nicht-Zielparametern
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erhielt ein Stamm den Befund V. mimicus und 33 Stamme wurden korrekt als Nicht-V. mimicus
erkannt (siehe Tab. 6).

Tabelle 6: Vierfeldertafel der Validierung von 28 V. mimicus-lsolaten und 34 anderer Isolate (V. cholerae
plus V. metoecus)

Zielparameter Nicht-Zielparameter
n=28 n=34
Befund V. mimicus bedeutet: Mind.
Befund
26 1 eine V. mimicus-spezifische Masse
V. mimicus und keine V. cholerae-typische Masse
Befund Nicht-V. mimicus: Keine
Befund
2 33 V. mimicus-typische Masse und/oder
Nicht-V. mimicus mind. eine V. cholerae-spezifische Masse

Die Sensitivitat und Spezifitat wurden analog in der oben beschriebenen Weise berechnet.

Fir die Validierung dieses Parameters ergaben sich eine Sensitivitdt von 93% und eine
Spezifitat von 97%.

5.4.3 Bewertung der Validierungsergebnisse

Das Ergebnis einer Validierung nach dieser Methode kann in verschiedene Validierungsstufen

unterteilt werden (siehe Tab. 2).

Der validierte Parameter V. cholerae erhalt aufgrund der StichprobengréfRe von 32, einer
Sensitivitdt von 97% und einer Spezifitdt von 100% somit die Einstufung als Premium
Parameter und kann kunftig ohne weitere Prifung freigegeben werden. V. mimicus erhalt
aufgrund der StichprobengréflRe von 34, einer Sensitivitat von 93% und einer Spezifitdt von
97% die Validierungsstufe eines Standard-Parameters und kann somit erst nach Entscheidung
des Laborleiters unter Berlicksichtigung weiterer Informationen zum Isolat bspw. die beurteilte

Koloniemorphologie, PCR, Sequenzierung etc. freigegeben werden.
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Abbildung 14: Darstellung des Konzeptes zum Mitfiihren von Kontrollstammen fiir jede Spezies

Aufgrund dieser Validierungsergebnisse wurde gezeigt, dass das in dieser Arbeit
beschriebene Vorgehen zur Ermittlung diskriminierender Peaks mittels MALDI-TOF MS
funktioniert und es wurde eine entsprechende SOP zum Routineeinsatz des Verfahrens in der
amtlichen Lebensmitteluntersuchung im CVUA Freiburg erstellt (Schill, Vick und Wind, 2015).

5.5 Eignung von Tools der Software MALDI Biotyper OC fir die
Analyse/Differenzierung der Spezies V. cholerae und V. mimicus

Die Software MALDI Biotyper OC dient dem Abgleich gemessener Spektren mit den in den
Datenbanken hinterlegten MSP. Zusatzlich bietet sie verschiedene Funktionen, die einem

Vergleich geladener Spektren untereinander dienen kénnen.

5.5.1 Gelview-Ergebnisse in MALDI Biotyper OC

Mit diesem Tool wurden die Peaks ausgewahlter Spektren als Banden dargestellt, ahnlich
einem Elektrophoresegel. Die Peak-Banden werden in dieser Software jedoch mit sehr groRen
Pixeln dargestellt, weshalb sich das Erkennen von extrem feinen Peakdifferenzen als sehr
schwierig gestaltet hat. Ohne die Software flexAnalysis und den daraus folgenden
Erkenntnissen, bei welchen Massen sich die entscheidenden Peaks bzw. Peakshifts befinden,
war es nicht moglich mit diesem Hilfsmittel die einzelnen Stamme einer Spezies zuzuordnen
oder Unterschiede in den jeweiligen Bandenmustern zu erkennen. Erst nach Abschluss der
Untersuchungen mit flexAnalysis konnten auch hier die zu tUberprifenden Peaks aufgefunden

werden.
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Somit liel sich ein Konzept durch Mitflihren von ,Kontrollstdmmen*® in Form von V. cholerae-
und V. mimicus-lsolaten erstellen, bei denen bereits bekannt war, dass sie die zur
Identifizierung bendtigten Peaks besitzen. Es war dann durch extremes Zoomen und visuellen

Abgleich méglich untersuchte Stdmme einer Spezies zuzuordnen (Abb.14).

5.5.2 Dendrogramm-Ergebnisse in MALDI Biotyper OC

Mit dieser Funktion konnten ausgesuchte Spektren anhand ihrer Unterschiede bzw. ihrer

Ahnlichkeiten in einem Baumdiagramm zueinander in Beziehung gesetzt werden.

Hier war bei allen Messungen eine eindeutige Gruppierung in die jeweiligen zwei Spezies zu
erkennen (Abb. 15). Lediglich bei einer Messung wurden zwei der sechs Spektren des V.
mimicus-lsolates VI 130 zum Ast der V. cholerae-Gruppe sortiert, die tbrigen vier Spektren
befanden sich auf dem V. mimicus zugehdrigen Ast. Dieses Isolat fiel bereits in Abschnitt 5.3

auf, weil es auch V. cholerae-typische Peaks besal}.

Die als V. metoecus sequenzierten Stdmme wurden zum Ast V. mimicus gruppiert. Sie
erhielten keinen separaten Ast. Sie wurden deshalb zunachst als V. mimicus-like bezeichnet,
da sie zu diesem Zeitpunkt der Untersuchungen noch nicht zur Sequenzierung geschickt
worden waren. Interessehalber wurden diese beiden Isolate im Dendrogramm-Tool auch mit
einer Gruppe von ausschlielBlich V. mimicus-lsolaten geprift, jedoch erhielten sie auch hier
keine separate Zuordnung, sondern verteilten sich gleichmaRig auf alle Hauptaste. Sie
konnten somit von der Gruppe V. cholerae abgegrenzt werden, jedoch nicht von der Spezies

V. mimicus.

Die Auswertung mit diesem Tool gestaltete sich als umstandlich, da die Nummerierung der
einzelnen Spektren nach der Nummerierung der geladenen Liste erfolgt und die Benennung
der Stdmme nicht intuitiv ersichtlich ist. Die einzelnen Endaufzweigungen werden hier also
lediglich mit Nummern (z.B. 1-38) benannt. Meist lagen zusammengehdrige Spektren eines
Isolates dicht beieinander, gelegentlich gruppierten sich wenige Spektren eines Isolates zu
denen anderer Isolate (Abb. 15 Spektrum Nr. 4, welches zur Gruppe mit der Nummer 1-6
gehorte, blaue Kreise). Es war deshalb nicht méglich, auf einen Blick zu erkennen, welche
Endaufzweigung zu welchem Stamm gehorte, besonders da es nur eine farbliche Zuordnung
mit bis zu vier Farben gab. Die einzelnen Stamme wurden jedoch nicht einer bestimmten Farbe

zugeordnet.
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Abbildung 15: Dendrogramm erstellt aus Spektren von V. cholerae-Isolaten (rot) und V. mimicus-lsolaten

( )

Darum musste man notieren welche Nummer zu welchem Vibrio-Stamm gehérte. Bei einer
groften Anzahl an geladenen Spektren waren die Endaufzweigungen des Dendrogrammes so
eng beieinanderstehend, dass die Nummerierung tberlappend und somit kaum zu lesen war.
Somit stellte sich als sinnvoll heraus, eine begrenzte Spektrenanzahl zu laden, um eine
einfache Zuordnung erkennen zu kénnen. Ohne Vorinformationen Uber die verwendeten
Isolate war auch hier keine Zuordnung in eine der beiden untersuchten Spezies maoglich. Auch
hier erwies sich das Konzept des Mitflhrens jeweils eines Kontrollstammes flir jede Spezies
als praktisch. War bekannt, auf welchem Hauptast des Dendrogrammes sich der jeweilige
Kontrollstamm befand, so konnte auch eine Gruppierung der untersuchten Stamme

stattfinden.

5.5.3 PCA Cluster-Ergebnisse in MALDI Biotyper OC

Mit diesem Werkzeug kdnnen sehr viele Informationen, bei der Analyse der Spektren z.B. viele
Peaks, sehr vereinfacht dargestellt werden. Dieses Herunterbrechen von tausenden
Informationen zu einem leicht verstandlichen optischen Hilfsmittel geschieht in Form einer
Darstellung jedes einzelnen Spektrums als separater Punkt in einem dreidimensionalen
Diagramm, mit drei Ebenen. Die Punktwolken wurden in vier verschiedenen Farben
dargestellt. Somit erhielten die Spektren mehrerer Stamme die gleiche Farbe, was die optische

Unterscheidung der einzelnen Isolate erschwerte. Haufig erhielten die Punkte von
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Abbildung 16: Darstellung der Spektren mit dem PCA Cluster-Tool und einer gedachten Senkrechten durch
Null in der PC1-Achse (V. mimicus rot und griin, V. cholerae blau und )

Spektren ein und desselben Stammes sogar unterschiedliche Farben in verschiedenen
Wolken. Zusatzlich musste jeder Punkt separat angeklickt werden, um zu identifizieren, um
welches Spektrum es sich handelt. Diese Vorgehensweise war deshalb sehr zeitaufwendig
(Abb. 16).

Bei der Betrachtung dieser Diagramme konnte haufig eine gute Trennung der beiden Spezies
erkannt werden. Wenn in den Ebenen PC1-PC2 und PC1-PC3 eine gedachte senkrechte Linie
durch Null in der PC1-Achse gelegt wurde liefl3 sich erkennen, dass sich auf der einen Seite
der Senkrechten eine Spezies befand und auf der anderen Seite die andere Spezies (Abb.
16). Jedoch ordneten sich die Spezies nicht immer auf derselben Seite der Senkrechten an.
Die Anordnung war von Messgruppe zu Messgruppe unterschiedlich. In der Ebene PC2-PC3
konnte kein optischer Zusammenhang zwischen den Punktwolken und den Spektren der
beiden untersuchten Spezies gefunden werden. Folglich lie3 sich mit diesem Tool nicht
feststellen, ob Teststamme zur einen oder zur anderen Spezies gehorten, da nicht abzulesen
war wo in der Abbildung sich die beiden Spezies gruppieren wirden. Auch hier erwies sich
das Mitfuhren von Kontrollstdammen als hilfreich. War bekannt zu welcher Punktwolke ein

Kontrollstamm gehorte, konnte eine Gruppierung der Teststamme erfolgen.

Die beiden in Abschnitt 5.3 aufgefallenen Stamme VI 80 und VI 83 ordneten sich hier auf der
Seite der V. mimicus-Isolate ein. Zusatzlich wurden diese Stdmme wie im o0.g. Abschnitt
(Dendrogramm) ebenfalls mit einer Gruppe von ausschliel3lich V. mimicus lIsolaten gepruft.
Die beiden Isolate verteilten sich jedoch auf beide Seiten der Senkrechten, ebenfalls wie die
restlichen V. mimicus Stdamme. Es war somit moglich diese Spezies von V. cholerae
abzugrenzen, jedoch nicht von V. mimicus. Zusatzlich fielen in diesem Arbeitsschritt zwei
Stamme der V. cholerae-Gruppe (VI 98 und VI 103) auf, die sich mit ihren Spektren genau auf
der Senkrechten platzierten und somit keiner Spezies zugeordnet werden konnten. Innerhalb

der V. mimicus-Gruppe fielen keine Spektren in dieser Weise auf.
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Mi: Detected Species Lag(Seore)
1 ibiio minicus V1 54 - Capw
@ | | Vibrio cholerae V) 28 1.503
@ | | vibrio miricus Y1 33 1.501
@ | | Vibrio mimicus Y1 95 1.419
@ | | Vibrio mimicus Y1 30 1.405
@ | | vibrio miricus ¥ 32 1.379
@ |y |Vibrio mimicus VI 57 1.375
@ | | Vibrio cholerae VW) 43 1.359
@ | | Vibrio cholerae Y 79 1.359
@ | | Vibrio cholerae V) 84 1.359

Abbildung 17: Beispielhafte Darstellung der zehn besten Treffer der reduzierten MSP im Abgleich mit einem
V. cholerae-Isolat (VI 106)

5.5.4 Reduzierte MSP-Ergebnisse in MALDI Biotyper OC

In dieser Arbeit lag das Augenmerk auf feinen Peakunterschieden sehr weniger Peaks mit z.T.
geringer Intensitat, die méglicherweise von den Algorithmen der Software kaum bertcksichtigt
werden. Deshalb wurden von zehn V. cholerae- und zehn V. mimicus-Stdmmen 20 reduzierte
MSP, wie in Abschnitt 4.2.8.4 beschrieben, erstellt und in die hauseigene Datenbank

eingefugt.

Es wurde verglichen, wie sich die als Balken dargestellten Peaks der reduzierten MSP im
Abgleich zu den Spektren der untersuchten Isolate verhalten wirden. Bei der daraus
automatisch erstellten Ergebnisliste fiel sehr schnell auf, dass der erste Treffer der zehn besten
bzw. ahnlichsten Spektren sehr haufig mit der falschen Spezies gelistet wurde (siehe Abb. 17).
Ebenso waren in der Liste der zehn besten Treffer meist beide Spezies vertreten, mit nur sehr
geringen Differenzen in den Scores, was eine sichere Zuordnung zu einer Spezies unmoglich
machte. Besonders auffallig war auch der Versuch ein Spektrum der reduzierten MSP gegen
sein unverandertes Spektrum abzugleichen. Die unveranderten Spektren erhielten dabei nie

den zugehorigen reduzierten Datenbankeintrag als ersten Treffer.

Des Weiteren ist bei dieser Auswertung aufgefallen, dass fast immer die gefundenen Peaks
der Teststamme als grline Balken dargestellt wurden, welche somit als zugehdrig zu den
Peaks der reduzierten MSP gewertet werden konnten. Wurde der Bildausschnitt an dieser
Stelle jedoch stark vergrof3ert, besallen die beiden abzugleichenden und von der Software als
identisch betrachtete Peaks oftmals einen Abstand von zehn Da oder mehr, sie lagen nach
den in dieser Arbeit verwendeten Kriterien zu weit auseinander (Abb. 18). Sie wurden deshalb

als nicht zur gleichen Spezies gehorend betrachtet.
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Abbildung 18: Darstellung eines Peaks von V. cholerae (VI 106), dessen erster Treffer das reduzierte MSP
von V. mimicus (VI 11) ist, mit einem als griin und somit falsch ilibereinstimmenden Peak

Der farblichen Zuordnung der Peaks konnte somit nicht vertraut werden. Denn selbst wenn ein
Balken-Peak mit roter Farbe dargestellt wurde, war es trotzdem mdglich, dass er eigentlich an
der fUr seine Spezies "richtigen" Masse lag. Die rote Zuordnung lag dann lediglich daran, dass
der beste Treffer der Ergebnisliste die falsche Spezies war und somit alle nicht zur falschen

Spezies gehorenden Peaks automatisch rot eingeordnet wurden.

Zusammenfassend lie sich mit diesem Tool kein zuverlassiges oder reproduzierbares

Ergebnis zur Unterscheidung der Arten erhalten.

5.6 Eignung von Tools der Software ClinPro Tools fiir die Differenzierung der

Spezies V. cholerae und V. mimicus

5.6.1 Beurteilung der Spektren und Peaks in ClinPro Tools

Diese Software stellt ebenso wie MALDI Biotyper verschiedene Tools zur Verfligung mit denen
die Typisierung von Bakterien erleichtert werden soll. Es ist jedoch nicht méglich, die erstellten
Massenspektren gegen Datenbanken abzugleichen, um Spektren mit unbekannter Spezies zu
differenzieren. Mit ClinPro Tools konnte aber von geladenen Spektren ein Total Average
Spektrum erstellt werden, mit dem aul3erst schnell besonders typische Peaks erfasst wurden
(Abb. 9). Der Zeitaufwand hierfir lag bei nur wenigen Minuten. Es konnte jedoch im
Unterschied zu flexAnalysis keine interne Kalibrierung der Spektren durchgefiihrt werden. Bei
der Betrachtung der Spektren fiel deshalb auf, dass die mit flexAnalysis ermittelten potentiell
speziesdiskriminierenden Peaks in ClinPro Tools um % zwei bis drei Da verschoben waren.
Hier konnte also eine schnellere visuelle Beurteilung erfolgen welche der in Kapitel 5.3
ermittelten potentiell speziesdiskriminierenden Peaks bei welchen Spezies wie oft vorhanden
waren, weil alle Spektren auf einmal geladen werden konnten und die herangezoomten Peaks

Spektrum fir Spektrum schnell durchgeklickt werden konnten. Die Ermittlung der
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Reproduzierbarkeit und auch ein starkes Streuen einzelner Peaks konnte deutlich schneller

erfasst werden.

Zunachst wurde geprift, ob die in flexAnalysis ermittelten Peaks automatisch von ClinPro
Tools als typisch im Total Average Spektrum erfasst werden. Daflir wurden die Spektren aller

untersuchten Isolate getrennt nach ihrer Spezies in die Software geladen.

Zusammenfassend wurden mit diesem Tool innerhalb der 20 typischsten Peaks flr die
Spezies V. cholerae drei geeignete Massen bei 7969 Da, 9122 Da, 9490 Da angezeigt. Von
ihnen wurden die Massen 7969 Da und 9122 Da auch in Kapitel 5.3 als potentiell
speziesdiskriminierend angenommen. Der Peak bei 9490 Da wurde dort wegen einer zu
grolRen Streuung lediglich interessehalber weiter beobachtet. Innerhalb der 20 typischsten
Peaks der V. mimicus-Spektren wurden vier geeignete Peaks angezeigt. Es waren die Massen
bei 7956 Da, 9140 Da und 9478 Da, die bereits in Kapitel 5.3 gefunden wurden und zusatzlich
eine Masse bei 9505 Da, dieser Peak war bisher nicht als potentiell speziesdiskriminierend
gefunden worden. Fir die beiden V. metoecus-Isolate konnten keine geeigneten Massen

ermittelt werden.

Es wurde nur ein weiterer potentiell speziesdiskriminierender Peak (9505 Da fir V. mimicus)
durch diese Anwendung gefunden. Der zeitliche Aufwand fir die Beurteilung der Total Average
Spektren und somit aller in bis zu diesem Zeitpunkt erstellten Spektren dieser Arbeit lag bei

einem Arbeitstag.

5.6.2 Gelview-Ergebnisse in ClinPro Tools

Mit diesem Tool wurde geprift, ob die in flexAnalysis ermittelten potentiell diskriminierenden
Peaks hier leichter zu erkennen waren als z.B. mit dem Gelview Tool der Software MALDI
Biotyper. Die Gelview-Funktion hatte in diesem Programm eine sehr gute Auflésung, wodurch
eine optische Beurteilung der Spektren respektive Banden auf diskriminierende Peaks bzw.
Peakshifts zwischen den jeweiligen Spezies sehr gut moéglich war. Das Erkennen der
Peakshifts war sehr leicht (siehe Abb. 19). Ein starkes Streuen der Banden war sofort
ersichtlich (Abb. 20), zusatzlich ergab sich der Vorteil, dass Flatlinespektren ausgegraut waren
und somit nicht unbedingt von Hand entfernt werden mussten, wie in flexAnalysis. Der
potentiell V. cholerae-diskriminierende Peak bei 4025 Da war hier nur schwach sichtbar und
fiel zunachst nur auf, da er bereits aus den vorherigen Untersuchungsergebnissen bekannt

war.
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Abbildung 19: Darstellung der Gelview-Funktion in ClinPro Tools, obere Bildhélfte V. mimicus-Spektren,
untere Bildhilfte V. cholerae-Spektren mit Peakshift
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Abbildung 20: Gut erkennbares Streuen mehrerer Isolate um den potenziell V. cholerae-spezifischen Peak
bei 9490 Da

Die weiteren aus flexAnalysis bekannten Peakshifts bei 7958 Da / 7969 Da, 9122 Da / 9141
Da, 9490 Da / 9477 Da waren einfach und deutlich zu erkennen. Der Shift bei 9993 Da / 9981
Da war nur schwach sichtbar und konnte leicht GUbersehen werden. Auch hier zeigte sich in
den Gelbildern eine besonders starke Streuung der Peaks mit 9490 Da und 9993 Da, welche
bereits im Kapitel 5.2.4 wegen zu starker Streuung lediglich interessehalber weiter beobachtet

wurden.

Zusatzlich aufgefallen waren folgende Shifts:

V. cholerae V. mimicus V. metoecus
4562 Da 4570 Da

4746 Da 4738 Da 4734 Da
4998 Da 4990 Da
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Abbildung 21: Dendrogramm aus Spektren von V. cholerae (rot), V. mimicus (schwarz), V. metoecus (griin),
Einstellung Cosine

Diese Peaks waren in Kapitel 5.2.4 wegen einer zu geringen Reproduzierbarkeit nicht
weiterverfolgt worden. Die in Kapitel 5.2.3 auffalligen Stdmme VI 16 und VI 76 waren mit
diesem Tool nicht aufgefallen. Der Zeitaufwand der Beurteilung aller verwendeter Isolate

betrug etwa vier Stunden inklusive des Abgleichs der Peaks aus Kapitel 5.2.4.

5.6.3 Dendrogramm in ClinPro Tools

Bei dieser Funktion der Software war es durch die Benennung der geladenen Ordner leicht
moglich aus den Endaufzweigungen des Dendrogrammes die entsprechenden Isolate zu
erkennen. Jedoch ergab sich durch die einheitlich einfarbige Darstellung eine weniger intuitive
Zuordnung der Hauptéaste. Je nachdem welche Einstellung man unter Distance Method wahlte,
stellten sich die Stamme und ihre Sortierung auf den Asten des Dendrogrammes
unterschiedlich dar. Lediglich mit der Einstellung ,Spearman® konnte in dieser Arbeit eine
korrekte Trennung der Spezies V. cholerae und V. mimicus dargestellt werden. Bei allen
anderen Einstellungen gab es keine korrekte Zuordnung (Abb. 21). Wurden die Isolate von V.
cholerae und V. metoecus gegeneinander geclustert, wurden nur in der Einstellung
»correlation die V. metoecus-Stamme auf einem separaten Unterast dargestellt, aber nicht

auf einem Hauptast.
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Abbildung 23: Punktwolke von V. cholerae (rot) und V. metoecus (griin)

Eine korrekte Zuordnung der V. mimicus- und V. metoecus Isolate war in keiner Einstellung
moglich. Hier lag der Zeitaufwand zur Beurteilung der Dendrogramme aller Isolate und

Einstellungsvarianten bei etwa einer Stunde.

5.6.4 PCA Clusterin ClinPro Tools

Bei diesem Softwaretool fiel im Vergleich zu MALDI Biotyper auf, dass keine farbliche
Zuordnung von Punktwolken anhand der Spektrendaten erfolgte, sondern die Farben der
Punkte/lsolate durch das Laden der Ordner erfolgte und somit in der Ansicht vorgegeben war.

So erhielten alle Isolate derselben Spezies automatisch die gleiche Punktfarbe.

Beim Clustern der V. cholerae- und V. mimicus-lsolate war eine gute optische Auftrennung der
beiden Spezies in zwei Punktwolken zu sehen. Auch hier stellte sich die Abtrennung der
beiden Gruppen besonders auffallig in den zweidimensionalen Clustern PCA 1 zu PCA 2 und
PCA 1 zu PCA 3 sowie im dreidimensionalen Cluster dar, ahnlich wie im Programm MALDI
Biotyper. An einigen wenigen Stellen berlUhrten sich die beiden Punktwolken (Abb. 22), so wie

es auch bei einigen Isolaten im 0.g. Kapitel war.

Im Abgleich der Spezies V. cholerae und V. metoecus war eine gute Abtrennung der beiden
V. metoecus-Isolate von der Punktwolke V. cholerae zu erkennen (Abb. 23). Fir das Clustern
von V. mimicus und V. metoecus konnten die beiden V. metoecus-Isolate nicht abgegrenzt

werden. Wurden alle drei Spezies gemeinsam geclustert, war auch eine Auftrennung der
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Wolken von V. cholerae und V. mimicus nicht mehr eindeutig erkennbar, nur anhand der
voreingestellten Farben. Blindproben kdnnten hier nicht zugeordnet werden.

Der Zeitaufwand fur den Abgleich aller untersuchter Spektren lag bei etwa 20 Minuten. Auch
hier ware eine Zuordnung von Blindproben denkbar, wenn Kontrollspektren von V. cholerae

und V. mimicus mitgefihrt werden wirden.

5.6.5 ROC Curve in ClinPro Tools

Bei der Anwendung von diesem Tool war es nur moglich, zwei Ordner bzw. zwei Spezies zu
laden und gegeneinander abzugleichen. Es wurden zunachst die ROC-Kurven und AUC der
70 auffalligsten Peaks ab 3000 Da nach ihrer Masse aufsteigend ausgewertet, da in den
hinterlegten MSP/Datenbankeintragen auch 70 pragnante Peaks zur Identifizierung enthalten

sind.

In dieser Anwendung wurden nur Peaks beachtet, die eine AUC 20,90 aufwiesen. Peaks, die
Anhand ihrer AUC als pragnant galten, bei denen jedoch in der gleichzeitigen visuellen
Durchsicht der Spektren und des Gelviews folgendes aufgefallen war, wurden ignoriert:

e Peak augenscheinlich bei beiden Spezies vorhanden

e Reproduzierbarkeit geringer als 70 %

e Zu starke Streuung

e Zu geringe Intensitat (nur ca. 1000-2000)

e Zu nahe beieinanderliegend (ca. 2-3 Dalton Abstand)

Bei den ausgewerteten Spektren erhielten einige Peaks sehr aussagekraftige AUC-Werte, die
in Kapitel 5.2.4 nicht die geforderten Kriterien erflllten. Zusatzlich waren einige der in Kapitel

5.2.4 ausgewerteten Peaks in diesem Tool nicht unter den 70 pragnantesten Peaks gelistet.

Im Abgleich V. cholerae |/ V. mimicus wurden als pragnante Marker folgende Massen

angegeben:

V. cholerae V. mimicus

4026 Da (AUC 0,93) 7956 Da (AUC 0,99)
7970 Da (AUC 0,99) 9141 Da (AUC 0,99)

9479 Da (AUC 0,99)

Diese Massen entsprachen den Peaks und Peakshift bei 4025 Da, 7958 Da / 7970 Da, 9141
Da und 9479 Da aus Kapitel 5.2.4.

Fir V. cholerae und V. metoecus waren es:

V. cholerae V. metoecus
3173 Da (AUC 1,00) 3190 Da (AUC 1,00)
4562 Da (AUC 0,95) 4569 Da (AUC 1,00)
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6278 Da (AUC 1,00) 6367 Da (AUC 1,00)
7970 Da (AUC 1,00) 6382 Da (AUC 1,00)
9123 Da (AUC 0,91) 7956 Da (AUC 1,00)

)

9135 Da (AUC 1,00

Sie entsprachen einigen Peaks, die zunachst in Kapitel 5.2.2 und 5.2.3 gefunden und spater

nicht weiterverfolgt wurden, und ebenfalls Peaks aus Kapitel 5.2.4.

Im Abgleich der V. mimicus-lsolate mit den beiden V. metoecus-Isolaten wurden keine Peaks

angezeigt, die die oben genannten Kriterien erflillen konnten.

Der Zeitaufwand fir diesen Auswertungsschritt lag bei etwa sechs Stunden. Zusatzlich gab
die Angabe der AUC eine schnelle statistische Einschatzung der Peaks und somit auch einen

gewissen Rickschluss auf die Spezifitdt und Sensitivitat.

5.6.6 Model Generation in ClinPro Tools

Mit dieser Anwendung war es moglich, eigene Modelle zu generieren, die eine Einordung
unbekannter Isolate in die eine oder andere Spezies ermdglichen sollten. Es wurden alle
Isolate aus Kapitel 5.4 hierfiir verwendet. In diesem Untersuchungsabschnitt sollten drei
Modelle erstellt werden, eines zur Differenzierung von V. cholerae /| V. mimicus, eines V.

cholerae | V. metoecus und eines V. mimicus / V. metoecus.

Im ersten Modell, zur Differenzierung von V. cholerae und V. mimicus, wurden alle Spektren
der V. mimicus-Isolate richtig in die Class 2 (= V. mimicus) sortiert, bis auf eines der sechs
Spektren des Isolates VI 93. Von den V. cholerae-Isolaten wurden alle Spektren in Class 1 (=
V. cholerae) richtig klassifiziert. Die beiden V. metoecus-Isolate wurden in Class 2, also zu V.

mimicus eingruppiert.

Die Generierung der beiden Modelle zur Unterscheidung von V. metoecus gelang nicht, da
immer nur die im Modell befindlichen Spektren richtig gruppiert wurden. Andere Spektren
dieser Isolate von z.B. anderen Messtagen wurden immer zu V. mimicus oder V. cholerae

sortiert und trafen dabei nicht die eigene Klasse und nicht einmal Spektren desselben Isolates.

5.7 Eignung der Direkttransfermethode

Um zu prufen, ob diese Methode eine Zeitersparnis im Laborablauf bringen kann, wurden die
untersuchten Stamme VI 79 bis VI 130 zusatzlich mit der Direkttransfermethode aufgearbeitet.
Dabei wurde frisches natives Koloniematerial auf das Target aufgetragen, direkt mit HCCA-

Matrix Uberschichtet und auf die gleiche Weise wie in Abschnitt 4.2.5 gemessen und wie in
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Abschnitt 4.2.6. (flexAnalysis), Abschnitt 4.2.8 (MALDI Biotyper OV) und Abschnitt 4.2.9

(ClinPro Tools) ausgewertet.

5.7.1 Auswertung der Direkttransferspektren in der Software flexAnalysis

Bei der Auswertung unterschieden sich die Direkttransferspektren von denen, die mittels
Ameisensaure-Extraktion aufgearbeitet wurden, stark. Die Peaks dieser Spektren waren sehr
haufig durch eine deutlich geringere Intensitat gekennzeichnet. Oft hatten sie sogar eine
Intensitat von <1000 a.u. und waren somit weniger gut vom Hintergrundrauschen abgesetzt.
Dadurch erfiiliten sie oft die Voraussetzung aus Abschnitt 4.2.7.2 nicht und wurden als nicht
vorhanden gewertet. Zusatzlich zeigten die Peaks der Spektren aus dem Direkttransfer eine
sehr viel groflere Streuung um den betreffenden Massenbereich der vermeintlich
speziesdiskriminierenden Peaks. Viele Peaks besallen eine deutlich breitere Basis und

gelegentlich waren einige Peaks leicht deformiert.

In Tab. 4 ist dargestellt wie viele der jeweils pro Spezies verwendeten Stamme den gesuchten
Peak aufwiesen. Diese Tabelle stellt die Haufigkeit der vorhandenen Peaks des
Extraktionsverfahrens und der Direkttransfermethode gegeniber. Dabei ist zu erkennen, dass
mit dem Direkttransfer die untersuchten Peaks zwar etwas weniger haufig auftraten und die
Qualitat der Peaks etwas schlechter war als mit der Ameisensaure-Extraktion, die Zuordnung

zu einer der beiden Spezies dennoch gut und schnell gelang.

5.7.2 Direkttransfer und Tools der Software MALDI Biotyper OC

5.7.2.1 Gelview der Direkttransferspektren in MALDI Biotyper OC

In dieser Anwendung war die Qualitat der Pseudo-Gel-Banden schlecht, was sich mit der
geringeren Qualitdt der Spektren und den Intensitaten der Peaks erklaren lasst. Deshalb
waren die relevanten Peaks aus Kapitel 5.2.4 nur sehr blass zu sehen. Es war nicht mdglich,
die untersuchten Isolate zu einer Spezies zu gruppieren oder auffallige Banden visuell auf
einfache Weise zu erfassen. Nur durch die bisherigen Erkenntnisse war es moglich, relevante
Peaks zu erkennen. Deshalb erwies sich auch das Konzept durch mitgeflihrte Kontrollstamme
als sinnvoll. Es lieRen sich hier keine reproduzierbaren Ergebnisse erzielen und auch kein

schnelles anwenderfreundliches Konzept ableiten.

5.7.2.2 Dendrogramm der Direkttransferspektren in MALDI Biotyper OC

Mit diesem Tool unterschied sich die Auswertung dieser Aufarbeitungsmethode in ihren
Ergebnissen stark von denen der Ameisensaure-Extraktion. Im Dendrogramm hatten die

Stdmme eine deutlich schlechtere Auftrennung der Spezies auf die Haupt- und Nebenaste.
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Hier erhielten > 50% der generierten Spektren keine passende Gruppierung zu einer Spezies.
Die sechs Einzelspektren der untersuchten Isolate waren sehr haufig auf mehrere Hauptaste
verteilt, sodass bei unbekannten Proben auch unter Verwendung von Kontrollstdmmen keine

aussagekraftige Zuordnung getroffen werden konnte.

5.7.2.3 PCA Cluster der Direkttransferspektren in MALDI Biotyper OC

Auch mit diesem Hilfsmittel war die Zuordnung zu einer der beiden untersuchten Spezies kaum
madglich. Denn die generierten Punktwolken wiesen eine schlechtere Trennung auf, als bei der

Aufarbeitung mittels Ameisensaure-Extraktion.

5.7.2.4 Reduzierte MSP der Direkttransferspektren in MALDI Biotyper OC

Mit dieser Anwendung entsprachen die Ergebnisse nahezu denen aus Abschnitt 5.5.4. Der
erste Treffer und auch die zehn besten Treffer waren sehr haufig der falschen Spezies
zugeordnet. Ebenfalls gelang eine korrekte farbliche Zuordnung der Balken zu denen im

reduzierten MSP nicht. Mit diesem Tool konnte kein korrektes Ergebnis erzielt werden.

5.7.3 Direkttransfer und Tools der Software ClinPro Tools

5.7.3.1 Beurteilung der Direkttransferspektren in ClinPro Tools

In diesem Untersuchungsabschnitt verlief die Auswertung wie in Abschnitt 4.2.9 beschrieben.
Im Total Average Spektrum wurden viele vermeintlich typische Peaks angezeigt, von denen

einige aus den in Kapitel 5.6 angegebenen Griinden ebenfalls ungeeignet waren.

Fir V. cholerae wurden unter den 20 typischsten Peaks die Massen bei 4354 Da, 4368 Da,
4746 Da, 6730 Da, 7970 Da, 9123 Da, 9492 Da, als geeignet gezeigt. Von diesen Peaks waren
in Kapitel 5.2.4 bereits die Massen 4368 Da, 4746 Da, 9492 Da aufgrund der dortigen
Auswabhlkriterien nicht weiterverfolgt worden. Die Massen bei 7970 Da, 9123 Da waren in dem
Kapitel ebenfalls als potentiell speziesdiskriminierend ausgewahlt worden. Die Massen bei

4354 Da und 6730 Da waren zuvor nicht aufgefallen.

Bei den Spektren der Spezies V. mimicus waren geeignete Peaks bei den Massen von 3081
Da, 4423 Da, 7525 Da, 7957 Da und bei 9138 Da gelistet. Von ihnen war der Peak bei 4738
Da in Kapitel 5.2.4 nicht weiterverfolgt worden. Die Massen bei 7957 Da und 9138 Da wurden
dort auch als potentiell speziesdiskriminierende Peaks erkannt. Die Peaks bei 3081 Da und

7525 Da waren bislang nicht aufgefallen.
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5.7.3.2 Gelview der Direkttransferspektren in ClinPro Tools

Auch bei den Spektren, die aus der Aufarbeitung mittels Direkttransfer erstellt wurden, waren
die gesuchten Peakshifts mit dieser Anwendung zu erkennen. Jedoch waren aufgrund der
geringeren Intensitaten der Peaks die Pseudo-Gel-Banden ebenso wie in Kapitel 5.6.2 deutlich
blasser ausgebildet. Aus diesem Grund waren die in Kapitel 5.2.4 ermittelten Peaks weniger
deutlich zu erkennen und haufig um einige Dalton verschoben. Die Peaks bei 4025 Da, 7958
Da /7969 Da und 9122 Da / 9141 Da waren so blass (geringe Intensitaten), dass sie nahezu
Ubersehen wurden und der Shift bei 9490 Da / 9477 Da streute sehr stark.

Zusatzlich wurden die folgenden Peaksshifts gesehen:

3978 V. mimicus / 3983 V. cholerae (geringe Intensitat und double-charged-Peak)

4739 V. mimicus | 4747 V. cholerae (geringe Intensitat und geringe Reproduzierbarkeit)

4991 V. mimicus | 4998 V. cholerae (geringe Intensitat und geringe Reproduzierbarkeit)

Diese Peaks wurden aufgrund der in Kapitel 5.2.4 vorgegebenen Auswahlkriterien nicht

weiterverfolgt.

In der Ansicht der V. metoecus-Isolate waren keine optischen Unterschiede aufgefallen.

5.7.3.3 Dendrogramm der Direkttransferspektren in ClinPro Tools

In diesem Tool konnte interessanterweise eine bessere Auftrennung als bei den Spektren, die

mittels Ameisensaure-Extraktion erstellt wurden, erreicht werden (Abb. 24).

In den meisten verfugbaren Einstellungen (Euclidean, Minkowski, Cosine und Correlation)
gelang eine richtige Auftrennung von Spezies V. cholerae und V. mimicus auf zwei
verschiedene Hauptaste. Die V. metoecus-Isolate gruppierten sich dabei immer auf den Ast,
auf dem die V. mimicus-lsolate lagen. In der Einstellung Spearman zeigte sich keine
Auftrennung auf beide Hauptaste, aber eine richtige Auftrennung auf die vier grofRten

Nebenaste. Lediglich die Einstellung Chebychev zeigte keine richtige Auftrennung der Isolate.
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Abbildung 24: Korrekte Zuordnung der V. cholerae- (unterer Ast, rot) und V. mimicus-lsolate (oberer Ast,

schwarz), beide V. metoecus-Isolate (obere zwei Zeilen, griin) des Dendrogammes (Einstellung Euclidean)
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Abbildung 25: PCA der Direkttransfer-Spektren mit V. cholerae- (rot) und V. mimicus-lsolaten (griin)

5.7.3.4 PCA der Direkttransferspektren in ClinPro Tools

Wurden die Spezies V. cholerae und V. mimicus gegeneinander geclustert, konnte nur eine

mafige Abtrennung der Punktwolken gezeigt werden, denn die Wolken gingen mittig

ineinander Uber (Abb. 25). In der Analyse V. cholerae- gegen V. metoecus-lIsolate, erhielt man

eine optisch gute Abtrennung der V. metoecus-Punkte, denn diese setzten sich weit entfernt

von der V. cholerae-Punktwolke ab. Bei der Gegenlberstellung von V. mimicus und V.

metoecus zeichnete sich keine Trennung der Punkte ab, weil sich die V. metoecus-Punkte in

die Wolke von V. mimicus einfugten. Beim gleichzeitigen Clustern aller drei Spezies gingen

die Isolat-Punkte in eine einzige gemeinsame Wolke ein und konnten nicht voneinander

getrennt werden.

5.7.3.5 ROC Curve der Direkttransferspektren in ClinPro Tools

Auch hier mussten die Kriterien aus Kapitel 5.6.5 erfullt werden.
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Dabei wurden im Abgleich V. cholerae zu V. mimicus folgende Peaks angezeigt:

V. cholerae V. mimicus:

3984 Da (AUC 1) 3979 Da (AUC 1)

4025 Da (AUC 0,92)

4561 Da (AUC 1) 4569 Da (AUC 1)

4992 Da (AUC 1)

7970 Da (AUC 1) 7957 Da (AUC 1)
(

9479 Da (AUC 0,93)

Von diesen wurden die Peaks 4025 Da, 7957 Da / 7970 Da und 9479 Da auch in Kapitel 5.6.5
angegeben. Die anderen hier angezeigten Peaks waren bereits in Kapitel 5.2.4 gefunden, aber

aus den dort erklarten Griinden nicht weiterverfolgt worden.

Im Abgleich V. cholerae zu V. metoecus waren es folgende Peaks:

V. cholerae V. metoecus:

3137 Da (AUC 1)

3163 Da (AUC 0,98) 3190 Da (AUC 1)
3984 Da (AUC 1)

4562 Da (AUC 1) 4569 Da (AUC 0,98)

4746 Da (AUC 0,95)
4997 Da (AUC 1)
6278 Da AUC 1
6383 Da (AUC 1)
7970 Da (AUC 1) 7957 Da (AUC 1)

Von ihnen wurden in Kapitel 5.6.5 die Peaks 3137 Da, 3190, 4562 Da, 4569 Da, 6278 Da,
6383 Da, 7957 Da und 7970 Da ebenfalls angezeigt. Alle weiteren hier gezeigten Peaks waren

auch bereits in Kapitel 5.2.4 entdeckt, aber nicht weiterverfolgt worden.

Im Abgleich von V. mimicus zu V. metoecus erflllten drei fir V. mimicus gezeigte Peaks die
oben genannten Kriterien und keiner die Kriterien flir V. metoecus:

V. mimicus V. metoecus

5599 Da (AUC 1)

5754 Da (AUC 0,92)

8738 Da (AUC 0,97)

In Kapitel 5.6.5 hatte kein Peak die erforderlichen Kriterien erflllt. Es ist anzunehmen, dass
einige bereits bekannte Peaks aufgrund der schlechteren Spektrenqualitdt von der Software
anders interpretiert wurden und somit hier als nicht unter den 70 préagnantesten Peaks ermittelt

wurden.
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5.7.3.6 Uberpriifung der Direkttransferspektren mit dem selbst generierten Model

in ClinPro Tools

In diesem Abschnitt wurden alle generierten Spektren aus der Direkttransfer-Aufarbeitung in
das in Kapitel 5.6.6 selbst erstellte Model geladen und gepriift in welche Klasse bzw. Spezies

die Spektren gruppiert wurden.

Alle V. cholerae-Spektren wurden richtig zu Class 1 = V. cholerae-Gruppe klassifiziert. Von
den Spektren der Spezies V. mimicus wurden alle Spektren richtig zu Class 2 gruppiert,
lediglich bei Isolat VI 129 waren vier der sechs erstellten Spektren falsch zu Class 1 sortiert
worden. Von den beiden V. metoecus-Isolaten wurden von Stamm VI 80 alle sechs Spektren
zu Class 2 = V. mimicus sortiert, bei Stamm VI 83 wurden finf Spektren zu Class 1 = V.

cholerae und ein Spektrum zu Class 2 = V. mimicus gruppiert.

5.8 Abgleich der Isolate mit der VibrioBase Datenbank

In diesem Abschnitt wurden alle Isolate von VI 4 bis VI 130 nochmals Uberprift, um zu testen,
ob sich mit dem Erhalt der VibrioBase-Datenbank bessere Ergebnisse erzielen lieen. In
diesem Abgleich wurde die SR-Datenbank verwendet, die 20 selbst erstellten reduzierten MSP
und die VibrioBase-Datenbank. Die handelsubliche BDAL-Datenbank wurde zunachst nicht
verwendet, da sich in dieser Datenbank lediglich 1 MSP fiir die Spezies V. mimicus befand
und sich durch die restlichen 5988 darin befindlichen MSP die Rechenzeit des PC erheblich

verlangerte.

Es wurden alle V. cholerae-Isolate richtig identifiziert, die Spektren erhielten eine grine
Einstufung und die Scores lagen insgesamt bei 2,0 bis 2,5. Nur vereinzelte der sechs Isolat-
Spektren erhielten eine gelbe Zuordnung aufgrund eines Scores <2,0, dennoch waren hier
immer die ersten beiden Treffer mit V. cholerae angegeben. Die Differenzierung der Spezies

V. cholerae verlief somit zu 100% korrekt.

Bei den V. mimicus-Isolaten wurden drei Isolate (VI 93, 129 und VI 130) falsch oder nicht
eindeutig identifiziert. VI 93 erhielt zwar gute Scores von >2,0, jedoch wurde als erster Treffer
V. cholerae angegeben und erst als zweiter Treffer V. mimicus. VI 129 wurde mit griiner
Kategorie und dem falschen Ergebnis V. cholerae angegeben. Dieser Stamm war bereits in
Kapitel 5.3 aufgefallen, weil er zusatzlich zu potentiell speziesdiskriminierenden V. mimicus-
Peaks auch den V. cholerae-typischen Peak bei 4025 Da und den lediglich interessehalber
weiter beobachteten Peak bei 9490 Da besal3. VI 130 erhielt ebenfalls eine griine Kategorie,
aber es wurde fiir drei Spektren als erster Treffer V. mimicus und als zweiter Treffer V. cholerae

angegeben, bei den Ubrigen drei Spektren waren beide Treffer V. cholerae. Auch dieser
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Stamm hatte in Kapitel 5.3 die beiden Peaks bei 4025 Da und 9490 Da gezeigt. Bei der
Identifizierung aller 28 V. mimicus-Isolate wurden also 10,71 % der Isolate auch mit der

VibrioBase Datenbank mit falschem Ergebnis differenziert.

Von den beiden Isolaten der Spezies V. metoecus erhielt der Stamm VI 80 ein griines Ergebnis
"V. mimicus" und Scores von > 2,2. Bei Stamm VI 83 war das Ergebnis ebenfalls wie bei VI
80.

Der Zeitaufwand fir alle Isolate lag bei einer Stunde.

Wurden die Spekitren anstelle der VibrioBase Datenbank mit der BDAL-Datenbank,
ausgewertet, wurden alle V. cholerae-Isolate richtig differenziert. Lediglich ein Spektrum erhielt
wegen eines geringen Scores ein gelbes Ergebnis, die ersten beiden Treffer waren dennoch

V. cholerae.

Allerdings erhielten die V. mimicus-Isolate nur zu etwa 20% ein richtiges Ergebnis mit V.
mimicus in den ersten beiden Treffern, hauptsachlich mit gelbem und selten griinem Ergebnis.
Die Mehrheit der Spektren erhielt entweder ein falsches Ergebnis mit V. cholerae in den zwei
besten Treffern oder ein unzureichendes Ergebnis mit V. cholerae und V. mimicus in den

besten zwei Treffern.

Von den beiden V. metoecus-Isolaten erhielten die Spektren beider Stdmme ein

durchmischtes Ergebnis, mit abwechselnd V. cholerae und V. mimicus als erste beide Treffer.

Der Zeitaufwand lag hier aufgrund der gréReren Anzahl an hinterlegten MSP bei drei bis vier

Stunden.

5.8.1 Ergebnisse aus der Direkttransfer-Methode mit der VibrioBase Datenbank

Es wurden ebenfalls die 0.g. Datenbanken verwendet. Alle V. cholerae-Isolate wurden richtig
zugeordnet, bei allen Spektren waren die zehn besten Treffer V. cholerae mit Scores von 2,2-
2,5. Bei den V. mimicus-Isolaten wurden alle Spektren richtig zugeordnet mit Ausnahme der
Stamme VI 93, VI 129 und VI 130. Die beiden V. metoecus-Isolate erhielten auch hier kein
eindeutiges Ergebnis. Wurden die Isolate anstatt mit der VibrioBase Datenbank mit der BDAL-
Datenbank geprift waren die Ergebnisse flr V. cholerae-, V. mimicus- und V. mefoecus-

Isolate gleichbleibend wie im oberen Abschnitt.

Der Zeitaufwandlag bei drei bis vier Stunden.

98



Ergebnisse

5.9 Ergebnisse der elf Vibrio-Isolate aus Badegewassern

Die elf Isolate aus Badegewassern, bei denen fraglich war, ob es sich bei ihnen um die Spezies
V. cholerae oder V. mimicus handelte, wurden wie in Kapitel 4.2.2 angeziichtet und mittels
Ameisensaure-Extraktion aufgearbeitet. Die Spektren wurden nach Kapitel 4.2.5 erstellt und
ebenfalls wie in den Kapiteln 4.2.7.3, 4.2.8 und 4.2.9 beschrieben ausgewertet. Zusatzlich

wurden sie auch mit der VibrioBase Datenbank tiberpruft.

5.9.1 Spektrenbeurteilung der Badegewasser-Isolate in flexAnalysis

Nachdem die Spektren intern kalibriert wurden, wurde visuell nach den potentiell

speziesdiskriminierenden Peaks aus Kapitel 5.2.4 gesucht.

Alle elf Isolate besallen keinen der drei V. cholerae-typischen Peaks, jedoch alle vier Peaks,
die flr die Spezies V. mimicus sprechen. Von diesen Peaks war bei allen Isolaten der
ursprunglich bei 9141 Da liegende Peak leicht verschoben auf die Masse bei 9138 Da, die

anderen drei Peaks befanden sich exakt bei der angegebenen Masse.

Nach diesem Abschnitt wurde das Ergebnis V. mimicus lauten.

5.9.2 Beurteilung der Badegewasser-Isolate in MALDI Biotyper OC

5.9.2.1 Gelview der Badegewasser-Isolate in MALDI Biotyper OC

Um die Banden im Gelview besser beurteilen zu kénnen wurden hier, wie in Kapitel 5.5
vorgeschlagen, zwei Kontrollstamme (VI 4 = V. cholerae und VI 11 = V. mimicus) zusatzlich
geladen. Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, gestaltete sich die Beurteilung als recht
umstandlich, wegen der grofRen Pixel und den blassen Banden. Dennoch lie3en sich durch
Heranzoomen die potentiell speziesdiskriminierenden Peaks auffinden. Abb. 26 zeigt, dass
alle Isolate aus Badegewassern den V. mimicus-typischen Peak bei 7958 Da besitzen und

keines den V. cholerae-typischen Peak bei 7969 Da.

Wenn auch schlecht beurteilbar, wurden die Isolate mit der Tendenz zu V. mimicus beurteilt.
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Abbildung 26: Gelview der Badegewasser-Isolate (blau), untere sechs Isolate V. mimicus- (schwarz), obere
sechs Isolate V. cholerae-Kontrollstamme (rot)
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Abbildung 27: Dendrogramm mit VI 4 (V. cholerae) und VI 11 (V. mimicus) als Kontrollstamme, VI 4 (lila) ist
links separiert, Badegewasser-Isolate und VI 11 ordnen sich rechts an (griin, rot und tiirkis)

5.9.2.2 Dendrogramm der Badegewasser-Isolate in MALDI Biotyper OC

Es wurden, fur eine leichtere Zuordnung, die beiden o.g. Isolate VI 4 und VI 11 als
Kontrollstdmme zusatzlich geladen. Mehr Kontrollstdmme zu laden stellte sich als nicht

sinnvoll heraus, da die Ansicht sonst uniibersichtlich wurde.

Alle elf Isolate positionierten sich in dieser Anwendung auf dem Hauptast des Kontrollstammes
VI 11 = V. mimicus, wahrend sich der Kontrollstamm VI 4 = V. cholerae allein auf dem anderen
Hauptast absetzte (Abb. 27).

Das Ergebnis wiirde V. mimicus lauten.
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5.9.2.3 PCA der Badegewasser-Isolate in MALDI Biotyper OC

In diesem Tool wurden ebenfalls die beiden Kontrollstdmme VI 4 und VI 11 verwendet. Die
Punkte des Kontrollstammes VI 4 setzten sich sehr weit von der Gbrigen Punktwolke ab. Die
Punkte der Badegewasser-Isolate vermischten sich dabei mit denen des Kontrollstammes VI

11 zu einer gemeinsamen Punktwolke.

Das Ergebnis hatte auch hier V. mimicus gelautet.

5.9.2.4 Abgleich der Badegewasser-lsolate mit reduzierten MSP in MALDI
Biotyper OC

Der Abgleich erfolgte mit den in Kapitel 4.2.8.4 erstellten 20 reduzierten MSP. Das Ergebnis
war sehr eindeutig, denn alle Spektren der elf Isolate hatten immer in den zehn besten Treffern
ausschliellich die hinterlegten zehn reduzierten MSP der V. mimicus-Gruppe und keines der
V. cholerae- Gruppe enthalten. Auch in den als Balken dargestellten Spektren wurden die vier
hinterlegten potentiell speziesdiskriminierenden V. mimicus-Peaks immer korrekt in grin

dargestellt und fanden somit ihre Zuordnung zu den Peaks der Spezies V. mimicus.

Mit dieser Anwendung lautete das Ergebnis V. mimicus.

5.9.3 Beurteilung der Badegewasser-Isolate in ClinPro Tools

5.9.3.1 Gelview der Badegewasser-Isolate in ClinPro Tools

Als Kontrollstimme wurden hier die Isolate aus Kapitel 4.2.7.1 verwendet. In dieser
Anwendung waren die Banden im Pseudo-Gel sehr gut zu erkennen und zuzuordnen. Anhand
dieses Gelviews konnte eine Zuordnung der Badegewasser-Isolate zur Spezies V. mimicus

hergestellt werden, wie in Abb. 28 zu sehen ist.

5.9.3.2 Dendrogramm der Badegewadsser-Isolate in ClinPro Tools

Hier konnte keine Zuordnung erhalten werden, da sich in keiner Einstellung alle
Kontrollstdmme nur auf einem einzigen Hauptast gruppierten. Gerade die beiden Gruppen der
Kontrollstdmme vermischten sich hier auf den gleichen Haupt- und Nebenasten. Es war jedoch
eine Tendenz zu erkennen, dass sich die Gewasser-Isolate eher zu den Kontrollstimmen von

V. mimicus flgten.
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Abbildung 28: Gelview mit V. mimicus- (oben), V. cholerae-Kontrollstimmen (unten), Badegewasser-Isolate
liegen mittig

5.9.3.3 PCA der Badegewasser-Isolate in ClinPro Tools

In diesem Tool bildeten die Badegewasser-Isolate eine eigene relativ kleine Punktwolke aus,
in die sich ein paar V. mimicus-Kontrollstamme hinein mischten, wahrend sich die Punktwolke

der V-cholerae-Kontrollstamme etwas absetzte.

5.9.3.4 ROC Curve in ClinPro Tools verzichtet

Auf das ROC Tool wurde verzichtet, da drei Ordner nicht gleichzeitig verglichen werden
kénnen und in dieser Auswertungsphase das Augenmerk nicht mehr auf der Suche nach
pragnanten Peaks lag, sondern bei einer Zuordnung der fraglichen Isolate zu einer der beiden

Spezies.

5.9.3.5 Uberpriifung der Badegewisser-Isolate mit dem selbst generierten Model

in ClinPro Tools

Die elf Isolate wurden in das selbst generierte Modell geladen. Alle Isolate erhielten die

Zuordnung zu Class 2, also die Einordnung zur Spezies V. mimicus.

5.9.4 Uberpriifung der Badegewisser-Isolate mit und ohne VibrioBase

Auch hier erfolgte der Abgleich der Spektren mit der SR-Datenbank, den 20 reduzierten MSP
und der VibrioBase Datenbank. Alle Isolate erhielten eine griine Ergebniszuordnung mit dem
Ergebnis V. mimicus. Sie besalten sehr gute Scores zwischen 2,3 und 2,5 und unter den zehn

besten Treffern waren ausschlie8lich V. mimicus-Eintréage gelistet.

Wurde die VibrioBase Datenbank jedoch gegen die kommerzielle BDAL-Datenbank ersetzt,
erhielten nur die wenigsten Spektren ein grines Ergebnis. In den meisten Fallen waren die

Scores der ersten beiden Treffer < 2,0 und haufig erschien sowohl ein V. mimicus- als auch
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ein V. cholerae-Eintrag in den ersten beiden Treffern. Aber in der Haufigkeit in der die Spezies
V. mimicus innerhalb der ersten zehn Treffer gelistet wurde liel3 sich auch hier eine Tendenz

zum Ergebnis "V. mimicus" ableiten.

5.9.5 AbschlieBende Beurteilung der elf Isolate aus Badegewaéssern

Insgesamt wurden diese Isolate anhand der in dieser Arbeit angewendeten

Beurteilungsschemata als Spezies V. mimicus beurteilt.
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6 Diskussion

6.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, anhand von 73 Vibrio-Isolaten eine schnelle und sichere
Differenzierung der Spezies V. cholerae und V. mimicus im Routinelabor der amtlichen
Lebensmitteluntersuchung zu erreichen. Dabei wurde die Praktikabilitdt von drei verwendeten
Softwares (flexAnalysis, MALDI Biotyper OC und ClinPro Tools) und ihren Anwendungen
gegenlbergestellt. Fur die Spezies V. cholerae und V. mimicus konnten mit einer visuellen
Beurteilung der Spektren in flexAnalysis speziesdiskriminierende Peaks gefunden und validiert
werden. MALDI Biotyper OC war mit seinen enthaltenen Tools zum Auffinden
speziesdiskriminierender Peaks nicht geeignet. Seine Tools zeigten eine unterschiedlich gute
Differenzierung der beiden untersuchten Spezies. Mit ClinPro Tools lieBen sich ebenfalls
speziesdiskriminierende Peaks mit einem deutlich geringeren Zeitaufwand finden. Weitere hier
vorhandene Tools wie z.B. die Model Generation boten eine zusatzliche sichere Mdglichkeit,

die beurteilten Spektren rasch und sicher in zwei Klassen zu unterscheiden.

Wahrend der Untersuchungen der Isolate fielen zwei zunachst vermeintliche V. mimicus-
Isolate optisch in ihren Spektren ganz besonders auf. Bei diesen Isolaten handelte es sich um
die im Jahr 2010 durch (Haley u. a., 2010) entdeckte Spezies V. metoecus. Zusatzlich wurde
ermittelt, dass sich eine Zeitersparnis, durch die Aufarbeitung der Isolate mittels Direkttransfer,
zumindest flr die Differenzierung der Isolate ergab. AuRerdem wurde erkannt, dass sich die
Treffsicherheit der Ergebnisse mit dem Einsatz der VibrioBase verbessern lie3. AbschlielRend
wurden die Methoden dieser Arbeit an elf Badegewasser-Isolaten mit unbekanntem Spezies-

Status getestet. Diese Isolate erhielten dabei die richtige Zuordnung zu V. mimicus.

6.2 Diskussion der Aufarbeitungsmethoden

6.2.1 Anzucht und Aufbereitung der Isolate

Alle zuvor kryokonservierten Isolate wurden standardisiert angezlchtet. Dabei waren auf den
BLKS-Agar-Platten V. mimicus-Kulturen aufgefallen, die zum einen transparent und farblos
waren und zum anderen trib und hellgrau. Fir V. cholerae wird von (Farmer |ll und Michael
Janda, 2006) berichtet, dass einige Isolate farblich abweichen kénnen und ein braunliches
Melanin-ahnliches Pigment ausbilden. Diese Eigenheit war bei den verwendeten V. cholerae-
Isolaten zwar nicht aufgefallen, die nahe Verwandtschaft beider Spezies kann aber eine

Erklarung fir die unterschiedliche Morphologie der V. mimicus-lsolate sein.
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Weiterhin trat wahrend der Ameisensaure-Extraktion bei V. mimicus-Isolaten das Problem auf,
dass das zentrifugierte Bakterienpellet in den Reaktionsgefalen haufig abschwamm. Deshalb
wurde erneut zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgehoben. GleichermaRen behalfen
sich auch (Mougin u. a., 2020).

Im Vergleich der beiden Aufarbeitungsmethoden waren bei der Ameisensaure-Extraktion
Nachteile aufgefallen. Sie war deutlich arbeitsaufwandiger (extrahieren, trocknen,
resuspendieren, auftragen, trocknen, Gberschichten mit HCCA Matrix) und auch geringfligig
teurer im Materialverbrauch und im Bereithalten von Geraten (Pipetten, Thermoblock). Andere
Autoren (Cameron u. a., 2017); (Schulthess u. a., 2014) beobachteten dies ebenfalls und
halten sie deshalb flir wenig praktikabel im Routineeinsatz mit sehr vielen Proben. (Burbick
u. a., 2018) berichten zusatzlich zur Kosteneinsparung von der immensen Einsparung an Zeit
bis zur ldentifizierung der Spezies zwischen MALDI-TOF MS (ein Tag) und kulturellen
Methoden (mehrere Tage). Die Arbeitszeit dauerte in dieser Arbeit bei der Ameisensaure-
Extraktion deutlich langer (60-90 min fur zehn Isolate) als mit dem Direkttransfer (10-20 min
fur zehn lIsolate), weshalb er in vielen Laboren bevorzugt wird (Cameron u. a., 2017);
(Schulthess u. a., 2014).

Nach eigenen Erfahrungen kann die Anzahl erzeugter Spektren Uberdacht werden. In dieser
Arbeit wurden je Isolat sechs Spektren (drei je Spot) erzeugt. Andere Autoren haben mehr
Spektren gemessen, so z.B. (Pranada u. a., 2017) mit 24 Spektren aus acht Spots oder
(Camoez u. a., 2016) mit 30 Spektren flr Referenzisolate und sechs fiir Testisolate. Werden
sehr viele Isolate visuell untersucht, kbnnen zu viele Spekiren die Ansicht allerdings
undbersichtlich machen. (Cordovana u.a., 2018) hatten festgestellt, dass sich die
Reproduzierbarkeit verbesserte, wenn zwei Spots pro Isolat anstatt einem belegt wurden.
Durch die in dieser Arbeit gesammelten Erfahrungen kann dies empfohlen werden, besonders
um Flatline-Spektren oder Spektren von schlechter Qualitat auszugleichen, ohne den
Messansatz wiederholen zu missen. Kinftig kénnten mit wenig Aufwand von
Referenzisolaten, dhnlich den Ausfiihrungen von (Mansson u. a., 2015), 24 Spektren erstellt
werden, von denen lediglich ein paar fir die Suche nach spezifischen Peaks in flexAnalysis
verwendet werden. Anschliellend kann von den 24 Spektren, sofern erforderlich, ein
Datenbankeintrag erstellt werden, ohne dass das Isolat nochmals aufgetragen werden musste.
Fir die Uberprifung von Testisolaten, zur Validierung von bereits gefunden Peaks ist eine

Anzahl von sechs Spektren ausreichend.

Den Testansatz an drei verschiedenen Tagen durchzufihren, wie auch (Rizzardi, Wahab und
Jernberg, 2013), bedeutet zwar zunachst den dreifachen Arbeitsaufwand, es kann aber

gleichzeitig Aufschluss Uber die Reproduzierbarkeit der Peaks geben. Eine mdgliche
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Uberinterpretation konnte dadurch verhindert werden. Dies verdeutlicht bspw. der Peakshift
bei 4690 Da und 4692 Da in Anh. 4. Denselben Grund nennen auch (Hu u. a., 2019); (Spinali
u. a., 2014). Dennoch kann das Vorhalten der Ameisensaure-Extraktion sinnvoll sein. Denn in
Laboren mit einer héheren Schutzstufe, wie z.B. BSL-3 Labore, ist ein Massenspektrometer
nicht unbedingt verfligbar. Hier bietet sie den Vorteil, dass Isolate extrahiert und gleichzeitig

abgetotet werden.

AbschlielRend kdnnen sich mit dem Direkttransfer als Routine-Aufarbeitungsmethode fir die
Bearbeitung von zehn Routine-Isolaten kiinftig 50-70 min Arbeitszeit einsparen lassen.

Zusatzlich werden Arbeitsaufwand und Material gespart.

6.2.2 Spektrenerstellung in flexControl

Bei der Spektrenerstellung wurde festgestellt, dass die Extraktions-Spektren etwas schneller
generiert wurden, da hier der Materialauftrag diinner und optimaler war. Beim Direkttransfer
kann die Auftragsdicke sehr schwanken. Der zeitliche Unterschied lag allerdings nur bei

wenigen Sekunden pro Targetspot.

6.3 Spektrenanalyse und Auswahl von potentiell speziesdiskriminierenden

Peaks fur die Spezies V. cholerae und V. mimicus mit flexAnalysis

Um das visuelle Analysieren der Spektren Ubersichtlich zu halten, wurden in den Abschnitten
5.2.2 und 5.2.3 jeweils zehn Isolate untersucht. In diesem Untersuchungsabschnitt erwies sich
die interne Kalibrierung bei 4279 Da als sehr hilfreich. Der Peak war bei jedem untersuchten
Isolat vorhanden, die Spektren und deren Peaks konnten sehr prazise daran ausgerichtet
werden. Auf ahnliche Weise wurde auch in anderen Untersuchungen intern kalibriert (Paauw
u. a., 2014); (Pranada u. a., 2017); (dstergaard und Mgller, 2018). (Zautner u. a., 2016) geben
jedoch zu bedenken, dass Kalibrierpeaks aus Bakterienspektren auch in ihren Massen von
Isolat zu Isolat variieren kénnen. Deshalb kann die Zentrierung vereinzelter Isolat-Spektren
auch variieren. Sie empfehlen, die HCCA-Matrix mit zugesetztem rekombinantem
Humaninsulin zu versetzen. Somit stinde immer der gleiche Peak (5808.29 Da) zur internen
Kalibrierung zur Verfiigung. Die Autoren geben allerdings zu bedenken, dass dieser Peak nicht
verwendbar ware, sollte eine untersuchte Bakterienspezies in diesem Massebereich ebenfalls
einen natlrlichen Peak besitzen. AuRerdem muisste nach eigenen Einschatzungen fir diese
Kalibriermethode dauerhaft eine zweite gespickte Matrix vorgehalten werden. Vermutlich
wirden sich Variationen innerhalb von Isolaten ggf. auch im gesamten Spektrum abzeichnen.

Einen bereits bekannten Peak auf Gattungsebene zu verwenden, hat sich in dieser Arbeit als
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praktisch und zeitsparend erwiesen, auch weil dadurch nochmal eine Kkurze

Gattungsuberprufung geschieht.

Ein weiterer Vorteil dieser Software war, dass die geladenen Spektren Ubereinander gelagert
dargestellt werden konnten (Abb. 11 und Abb. 13), wodurch sich intuitiv erkennen lief3, ob alle
Stamme einer Spezies einen vermeintlich auffalligen Peak besalten oder nicht, (Pranada u. a.,
2017) bekraftigen dieses Vorgehen in gleicher Weise. Peaks, die bei beiden Spezies

vorhanden waren, konnten sofort ignoriert werden.

Zusatzlich vorteilhaft war, dass das visuelle Auffinden und Auswerten der Peaks mit etwas
Erfahrung sehr genau geschah. Durch das langsame Durchscrollen und extreme Zoomen in
die Spektren konnte jeder einzelne Peak genau beurteilt werden. Moégliche Schwachpunkte
dieser Methode kdnnen allerdings die Auswahlkriterien aus Kapitel 4.2.7.2 sein. Viele Autoren
geben keine Auswahlkriterien fir ihre gefundenen Peaks an. (Cordovana u. a., 2018) haben
alle Peaks als aussagekraftig gewertet, die eine dreimal hohere Intensitat als das
Grundrauschen besalen. Die dort gefundenen Peaks durften um die urspringlich
beschriebene Masse hochstens + funf Da streuen, um das zugehdrige Isolat als positiv fur
eine bestimmte Klebsiellengruppe auszulegen. Es gibt bislang keine standardisierten
Vorgaben in welcher Weise potentiell speziesdiskriminierende Peaks ausgesucht und
weiterverfolgt werden sollten. Fir die Untersuchungen von Vibrio und die Auswertung ihrer
Spektren haben sich die in dieser Arbeit erstellten Auswahlkriterien bewahrt. Denn von
zunachst 19 potentiell speziesdiskriminierenden Peaks bzw. Peakshifts sind, anhand der
Auswahlkriterien und der Vorgabe zur Intensitat, nur drei Peaks fiir V. cholerae und vier fir V.
mimicus zur Differenzierung verblieben. In der Untersuchungsphase von Abschnitt 4.2.7.3 war
es somit nicht mehr notwendig die Robustheit der ausgewahlten potentiell
speziesdiskriminierenden Peaks erneut zu hinterfragen. Andere Arbeiten (Pranada u. a., 2017)
haben erst in spateren Untersuchungsabschnitten Peaks entfernt, die double-charged Peaks
darstellten oder eine geringe Intensitat aufwiesen. (Kudirkiene u. a., 2015) bieten eine weitere
Méglichkeit, ahnlich dieser Arbeit. Dort wurden nur solche Spektren als qualitativ ausreichend
beurteilt, die mindestens 80 Peaks besallen und eine Reproduzierbarkeit von mindestens 70%
aufwiesen. Eine ahnliche Reproduzierbarkeit berichten auch (Wunschel u. a., 2005) und (Kang
u. a., 2017).

Ein weiterer Vorteil der Software flexAnalysis war, dass mit dieser Methode und mit der
entsprechenden Erfahrung andersartige Isolate schnell auffallen, weil es mdglich war, den
Spektren eines Isolates eine separate Farbe zu zuweisen. Deshalb waren in Kapitel 5.2.2 und
5.2.3 die Isolate VI 16 und VI 76 als ungewdhnlich gleichartig aufgefallen und hatten sich
anschlielRend als das Isolat NCTC 11348 herausgestellt. AulRerdem waren in Kapitel 5.3 die
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beiden Isolate VI 80 und VI 83 mit ihren stark abweichenden Spektren aufgefallen, sie
erwiesen sich spater als die neue Spezies V. metoecus. In anderen Softwares dieser Arbeit
waren solche gravierenden Ahnlichkeiten oder Unterschiede nicht so explizit
aufgefallen. (Kudirkiene u. a., 2015) konnten in ihren Untersuchungen sogar phanotypisch
unterschiedliche Isolate mittels MALDI-TOF MS identifizieren, was bei den phanotypisch
unterschiedlichen V. mimicus-Kolonien in dieser Arbeit nicht gelang. Ferner ergaben die in

Kapitel 5.1 beschriebenen heterogenen Kolonien der V. mimicus-Isolate identische Spektren.

Die in Kapitel 5.2.1 groRte Erkenntnis war, dass die beiden untersuchten Spezies, im
Gegensatz zu z.B. den Untersuchungen von (Li u. a., 2018) und (Paauw u. a., 2014), nur einen
spezifischen alleinstehenden Peak bei 4025 Da flr V. cholerae besalten. Andere
alleinstehende Peaks gab es nicht. Die untersuchten Spektren dieser Dissertation fielen in
ihren Unterschieden ahnlich wie bei (Paauw u. a., 2014) hauptsachlich durch Peakshifts auf,
also durch Peaks, die zwischen den Spezies um einige Dalton auseinandergeschoben waren
(V. cholerae 4025 Da, 7969 Da, 9122 Da; V. mimicus 7958 Da, 9141 Da, 9477 Da, 9981 Da).
In dieser Arbeit streuten Peaks gelegentlich zwischen den jeweiligen Isolaten, wie z.B. die in
Kapitel 5.2.4 aussortierten Peaks bei 9490 Da und 9993 Da in Tab. 3 und Abb. 20. Sie streuten
aber nicht innerhalb der Spektren desselben Isolates. Auch in anderen Arbeiten wurden
charakteristische Peaks von nahe verwandten Bakterienspezies gefunden, wie z.B. (Paauw
u.a., 2014) far epidemische O1/0139 V. cholerae. (Schirmeister u. a., 2013) haben in
flexAnalysis geprtft, Serogruppen von V. cholerae O1, 0139 und pathogenen non-O1, non-

0139 V. cholerae zu differenzieren, jedoch ohne Erfolg.

Der grofite Nachteil an dieser Methode zur Spektrenanalyse war, dass sie aul3erordentlich
zeitaufwandig und mit visuellen Analysen von Wochen bis Monaten verbunden war. Auffallige
Peaks wurden in Excel notiert. Der manuelle Eintrag von Daten birgt die Gefahr von
Ubertragungsfehlern. Um kiinftig eine einzig MALDI-TOF MS basierte Differenzierung zu
erarbeiten, kénnte z.B. das Vorgehen von (Cordovana u. a., 2018) verwendet werden, denn
dort wurden die Spektren zuerst visuell in flexAnalysis beurteilt und spater ein automatischer

Algorithmus geschaffen, in den der gefundene Peak integriert wurde.

6.3.1 Vergleich der Ameisensaure-Extraktions-Spektren mit den Direkttransfer-

Spektren

Hier konnte visuell deutlich erkannt werden, dass die Spektren, die aus der Ameisensaure-
Extraktion generiert wurden, eine sehr hohe Qualitat aufwiesen. Peaks besalien eine schmale
Basis und viele hatten eine Intensitat von >10 000 a.u. Deshalb konnten ausgewahlte potentiell

speziesdiskriminierende Peaks den vorgegebenen Kriterien standhalten. Es gibt Arbeiten in
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denen flr die Suche nach spezifischen Peaks ausschlieBlich Direkttransfer-Spektren
verwendet wurden (Jstergaard und Mgller, 2018). Nach eigenen Erfahrungen waren diese
Spektren von schlechterer Qualitdt. Besonders die Intensitat der ausgewahlten Peaks lag
haufig bei <1000 a.u. Sie waren schlechter vom Hintergrundrauschen abgesetzt, streuten
starker und erflllten haufig nicht die Kriterien aus Kapitel 5.2.4. Trotzdem konnte die
Zuordnung zu den Spezies V. cholerae oder V. mimicus mit den Direkttransfer-Spektren gut
gelingen, da oft wenigstens einige der sechs Spektre, die Kriterien erfiillten. Auch (Rizzardi,
Wahab und Jernberg, 2013) beschreiben, dass die Peakintensitaten ihrer Direkttransfer-
Spektren geringer waren, als die aus der Extraktion, und somit die Bewertung fir die An- oder
Abwesenheit eines Peaks erschwert wurde. Die aufwandigere Aufarbeitung der
Ameisensaure-Extraktion hatte hier also einen deutlichen Vorteil. Ahnliches beschreiben (Li
u. a., 2018) und auch bei (Drevinek u. a., 2012) schnitt die Ameisensaure-Extraktion mit den

besten Ergebnissen ab.

Fur die Suche nach potentiell speziesdiskriminierenden Peaks sollten also, zumindest von
Referenz-Isolaten, Spektren mit besonders guter Qualitat erzeugt und intern kalibriert werden.
Potentiell speziesdiskriminierende Peaks sollten im Falle von Vibrio eine Intensitat von > 1000
a.u. besitzen und sich gut vom Hintergrundrauschen absetzen. Fur die Bestatigung der
Verwendbarkeit der ermittelten Peaks kann die Aufarbeitung weiterer Testisolate mit dem
Direkttransfer eine Zeitersparnis bieten. Zu diesem Schluss kommen auch (Moussa u. a.,
2021) in ihrem Vergleich der Aufarbeitungsmethoden. Ggf. kdnnen anschlielend

problematische Stdmme individuell mit der Ameisensaure-Extraktion nachgearbeitet werden.

6.3.2 Validierung der Parameter V. cholerae und V. mimicus

Fir die Validierung der beiden Parameter wurde flr die Spezies V. cholerae eine Sensitivitat
von 97% und eine Spezifitdt von 100% ermittelt, flr V. mimicus eine Sensitivitat von 93% und
eine Spezifitdt von 97%. Aufgrund dieser Daten wurde das beschriebene praktische Vorgehen
im CVUA Freiburg flir den Routineeinsatz als geeignet eingestuft und etabliert, aulRerdem
wurde eine entsprechende SOP (Schill, Wind und Vick, 2015) erstellt. Nach Tab. 2 wurde V.
cholerae als Premium-Parameter eingestuft. Isolate, die als V. cholerae identifiziert werden,
kénnen somit ohne weitere Priifung freigegeben werden. Der Parameter V. mimicus jedoch
kann erst nach weiteren Prifungen und mit Entscheidung der Laborleitung freigegeben
werden, da dieser nicht die Anforderungen eines Premium Parameters erfullt. Bei anderen
Spezies konnen diese Werte variieren. Bei der visuellen Analyse eines Peaks (2413 Da) zur
Differenzierung von methicillinresistenten und methicillinsensitiven Staphylococcus aureus

erreichten (Hu u. a., 2019) eine Spezifitdt von 100 % und eine Sensitivitat von 60,2 %. Bei
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(Cordovana u. a., 2018) lagen die Sensitivitdt und Spezifitdt der visuellen Prifung von

Klebsiella pneumoniae sogar jeweils bei 100%.

6.4 Diskussion MALDI Biotyper OC und erweiterte Datenbanken

Die Software MALDI Biotyper OC bietet zusatzlich zum Abgleich mit hinterlegten Datenbanken
verschiedene Tools, mit denen die Daten entweder erglichen werden kénnen, wie in der
Gelview-Funktion, oder zueinander in Beziehung gesetzt werden, wie im Dendrogramm oder
der PCA. AuRerdem hat sie den Vorteil, dass die darin hinterlegten Datenbanken um weitere

Eintrage erganzt werden kénnen, indem sie selbst erstellt oder von extern hinzugefiigt werden.

6.4.1 Diskussion der Tools in MALDI Biotyper OC

6.4.1.1 Gelview

Wegen der schlechten Darstellung der Peak-Banden war es mit diesem Tool nicht mdglich,
visuelle Unterschiede zwischen den 20 V. cholerae- und V. mimicus-Isolaten aus Abschnitt
4.2.7.1 zu finden. Allerdings war es mit einigem Aufwand mdoglich, mit der Verwendung von
Kontrollstdammen, die 42 Isolate aus Abschnitt 4.2.7.3 der entsprechenden Spezies
zuzuordnen. Da es sich aber als sehr umstandlich erwies, war es einfacher, die
entsprechenden Massen in flexAnalysis aufzusuchen. AuRerdem wirden in MALDI Biotyper
OC grofde Probenzahlen allein durch die unpraktischere Darstellung, die Zuordnung zu den
Kontrollstdmmen erschweren. Dieses Tool kann also nicht zur Identifizierung diskriminierender

Peaks empfohlen werden und ist wenig praktikabel flr den Einsatz im Routinelabor.

6.4.1.2 Dendrogramm

Bei dieser Anwendung sollte geprift werden, ob es moglich war, mit wenig Aufwand zu
erkennen, zu welcher Spezies gemessene Testisolate gehdren. Als Nachteil erwies sich
allerdings, dass die Endaufzweigungen nicht intuitiv erkennen liefien, um welches Isolat es
sich dabei handelte. Es war aufwandig die Nummerierung der Isolate nachzuschauen und es
birgt die Gefahr des falschen Ablesens. Aulerdem konnten grof3e Probenzahlen nicht oder
nur umstandlich betrachtet werden. Und es konnte nicht erfasst werden, welche Peaks zur
Auftrennung der beiden Spezies fiihrten, welche Peaks also speziesdiskriminierend waren.
Ferner war mit diesem Tool eine Spezieszuordnung nur durch das MitfUhren von
Kontrollstammen mdglich. Fur den Routineeinsatz wird das mehr Arbeitsaufwand bedeuten,
da mindestens zwei Kontrollstdmme mit den Testisolaten frisch angezuchtet, aufgearbeitet
und gemessen werden mussten. Fur ein anwenderfreundliches Konzept, wie es das Ziel dieser

Arbeit sein sollte, ist das zu aufwandig.
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Die Spektren der Ameisensaure-Extraktion haben in diesem Auswerteabschnitt besser
abgeschnitten. Denn die Auftrennung der Direkttransfer-Spektren war so schlecht, dass auch
mit Kontrollstdmmen keine Differenzierung zu einer Spezies mdglich war, sie sind deshalb fur
diese Anwendung ungeeignet. Alle Extraktions-Spektren wurden zum richtigen Hauptast
zugeordnet, bis auf zwei Spektren vom V. mimicus-Isolat VI 130, das auch V. cholerae-
typische Peaks besald. Die Anordnung der zwei Spektren auf dem V. cholerae-Ast scheint mit
der Anwesenheit dieser Peaks erklarbar zu sein. Fir die beiden V. metoecus-Isolate erscheint
die Zuordnung zum V. mimicus-Ast eher unerwartet, da sie nach (Kirchberger u. a., 2014)
eigentlich naher mit V. cholerae verwandt sind. Da die Messungen mit MALDI-TOF MS aber
proteinbasiert sind, scheint es hier eine nadhere Ubereinstimmung mit V. mimicus zu geben.
Da die Spektren von VI 80 drei typische V. mimicus-Massen besallen und keine V. cholerae-
typische, liegt die Zuordnung zu V. mimicus nahe. Jedoch besall VI 83 eine V. cholerae-
typische Masse und eine V. mimicus-typische und wurde dennoch zu V. mimicus gruppiert.
Von der Spezies V. cholerae waren diese beiden Isolate also gut abgrenzbar, allerdings nicht
von V. mimicus. Unbekannte V. metoecus-Testisolate kdnnten mit dieser Anwendung nicht

erkannt werden. In flexAnalysis ware dies mit etwas Erfahrung moglich.

6.4.1.3 PCA Cluster

Auch mit diesem Tool erwies es sich als nachteilig, dass die einzelnen Spektren visuell nicht
intuitiv einem Isolat zugeordnet werden konnten. Es lie® sich zwar eine gute Auftrennung in
zwei Bereiche erkennen (Abschnitt 5.6), allerdings ware in Blindversuchen nicht bekannt, ob
sich bspw. V. cholerae-Isolate auf der rechten oder linken Punktwolke befinden. Aul3erdem
konnte auch hier nicht nachvollzogen werden, welche Peaks zur Auftrennung der beiden
Spezies flhrten. Es mussten flir Routineproben Kontrollsamme mitaufgearbeitet werden, was
einen hoheren Arbeitsaufwand bedeutet. Punkte von Isolaten, die sich zwischen den beiden
Punktwolken beider Spezies befinden, wie z.B. VI 98 und VI 103 (V. cholerae), mussten auf
andere Weise nachbeurteilt werden. Auch mit diesem Tool lieBen sich beide V. metoecus-
Isolate von V. cholerae abgrenzen, aber nicht von V. mimicus. Auflerdem schnitten
Direkttransfer-Spektren in diesem Tool mit einer schlechten Auftrennung ab, weshalb sie flr

diese Anwendung ungeeignet sind.

6.4.1.4 Reduzierte MSP

Die Erstellung reduzierter MSP war in dieser Arbeit nicht zielfUhrend. Wahrscheinlich sind die
geringen Masseunterschiede und die teilweise niedrigen Peakintensitaten fur die hinterlegten
Algorithmen der Software nicht signifikant genug, um hiertber eine einfache und sichere

"Mausklick-Differenzierung" zu erhalten. (Mansson u. a., 2015) haben mit sog. designten MSP
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gearbeitet, bei denen die Peaklisten nachbearbeitet wurden und erzielten ebenfalls im

Vergleich zu flexAnalysis oder CleanPro Tools, schlechtere Ergebnisse.

6.4.2 Diskussion der Verwendung zusatzlicher Datenbanken in MALDI Biotyper OC

In einem spateren Untersuchungsabschnitt wurden die bisher zur Verfiigung stehenden
kommerziellen Bruker Datenbanken BDAL und SR um die externe Datenbank VibrioBase
(Erler u. a., 2015) erweitert. Es sollte Gberprift werden, ob die Differenzierung, der in dieser

Arbeit verwendeten Isolate, mit der zusatzlichen Datenbank verbessert werden konnte.

Bei der ersten Variante wurde die Datenbank VibrioBase (997 MSP) zusammen mit der SR-
Datenbank (104 MSP) und den reduzierten MSP (20 MSP) verwendet. Bei der zweiten
Variante wurde anstelle der VibrioBase die BDAL Datenbank (5989 MSP) zusammen mit der
SR-Datenbank und den reduzierten MSP verwendet. Als dritte Variante diente die mit
flexAnalysis herausgearbeitete Methode, bei der visuell gepriift wurde welche der spezifischen
Peaks ein Isolat aufwies. ei der ersten Variante (VibrioBase) lag die Rechenzeit fur alle in
dieser Arbeit untersuchen Isolate bei etwa einer Stunde. Alle V. cholerae-Isolate wurden zu
100% richtig differenziert. Die V. mimicus-Isolate erhielten zu 89 % eine Kkorrekte
Spezieszuordnung. Bei der zweiten Variante (Bruker Biotyper) mussten deutlich mehr
hinterlegte Datenbankeintrdge abgeglichen werden, wodurch sich die Rechenzeit auf drei bis
vier Stunden erhdhte. Hier erhielten alle V. cholerae-Isolate ein richtiges Ergebnis (100%). Die
V. mimicus-Isolate nur zu etwa 20%, haufig mit niedrigen Log-Scores. Bei der dritten Variante
dauerte die Differenzierung etwa zwei Stunden und es wurden 97% der V. cholerae-Isolate
und 93% der V. mimicus-Isolate korrekt identifiziert. Um die Rechenzeit somit mdglichst kurz
zu halten, empfiehlt es sich, den Datenbank-Abgleich auf Vibrio spp. anzupassen, sobald bei
Routine-Isolaten die Gattung Vibrio bekannt ist. Ggf. kann auf die Verwendung der BDAL-,
SR-Datenbank und der reduzierten MSPs verzichtet werden, da sie insgesamt nur ein MSP
von V. mimicus enthalt, 3 MSP von V. cholerae und somit wenig Mehrwert im Vergleich zur
VibrioBase (64 MSP V. cholerae, 27 MSP V. mimicus) bringen. Die Ergebnisse zwischen der
Verwendung der VibrioBase und der Methode in flexAnalysis unterscheiden sich nicht
erheblich. Den jeweiligen Arbeitsaufwand zu vergleichen ist schwer mdéglich, da auch die
Erstellung der vielen Datenbankeintrage in der VibrioBase einige Monate an Arbeit benétigt
haben durfte. Die beiden V. metoecus-Isolate konnten mit keiner Datenbank differenziert
werden, da sie bis zum Abschluss dieser Arbeit fur diese Spezies keine Eintrage enthielten.
Diese Spezies ware mit den verwendeten Datenbanken also nicht aufgefallen, mit flexAnalysis
und genug Erfahrung, wére dies kiinftig moglich. Ahnliches berichten auch (Mougin u. a.,
2020) von Isolaten, die nicht in den Bruker Datenbanken enthalten waren und dennoch Scores

von > 2,0 oder sogar > 2,3 erhielten. Diese Erfahrung macht deutlich, dass jedes mit MALDI-
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TOF MS erzeugte Ergebnis so gut ist, wie die verwendeten Datenbanken bzw. wie zahlreich
eine Spezies darin reprasentiert ist. Zu diesem Schluss kommen auch (Cameron u. a., 2017)
und (Rizzardi, Wahab und Jernberg, 2013). (Burbick u.a., 2018) konnten in ihren
Untersuchungen V. cholerae mit MALDI-TOF MS nicht korrekt identifizieren, da sie nicht in der
verwendeten Datenbank (BDAL) enthalten war, sie ist nur in der separaten SR-Datenbank
inbegriffen. Auflerdem berichten auch sie, dass ein einzelnes MSP fir die korrekte
Differenzierung diverser Vibrio nicht ausreicht. Auch nach eigenen Erfahrungen ist, selbst
wenn V. mimicus (1 MSP) als erster Treffer angezeigt wird, der zweite Treffer immer eine
andere Spezies (V. cholerae), was bei nahe beieinanderliegenden Log-Scores keine
zuverlassige ldentifikation bedeutet. Deshalb sollte angestrebt werden, eventuelle Liicken in
den Datenbanken mit zusatzlichen Eintragen zu flllen und unterreprasentierte Spezies
nachzuerfassen. Anwender konnen ihre Datenbanken so ideal auf die eigenen Bedurfnisse
anpassen. (Erler u.a., 2015) und (Mougin u.a., 2020) schreiben ferner, dass die
kommerziellen Bruker Datenbanken (BDAL und SR) urspringlich fir medizinische
Laboratorien entwickelt wurden. In ihnen sind eher klinische Isolate hinterlegt gewesen und
weniger Umgebungsisolate. (Mougin u. a., 2020) haben fur Vibrio von aquatischen Tieren die
LuviBase Datenbank erstellt und konnten damit gute Log-Scores (>2,3) erreichen. Sie
erhielten im Dendrogrammcluster mit MALDI-TOF MS eine bessere Auftrennung bestimmter
Vibrio spp. als mit der 16S rRNA Sequenzierung. (Vlek u. a., 2014) empfehlen eine Anzahl
von elf MSP pro Spezies. (Seng u. a., 2009) empfehlen zehn oder mehr Eintrage. Auch (Li
u. a., 2018) berichten, dass alle in ihrer Studie verwendeten V. parahaemolyticus-lsolate mit
der kommerziellen Datenbank zwar richtig differenziert wurden, aber die Log-Scores mit der
hauseigenen erweiterten Datenbank héher lagen, ahnlich wie bei den V. mimicus-Isolaten in

dieser Arbeit durch die Verwendung der VibrioBase.

Eine interessante Moglichkeit, Datenbanken selbst zu vergréliern, bietet bspw. die Plattform
MALDI-UP (Rau u. a., 2016), auf der fir den Anwender die Moéglichkeit besteht, Spektren
auszutauschen, um die eigene Datenbank zu vergrofRern. Aullerdem schreiben die Autoren,
dass es lange dauern kann, bis kommerziell erhaltliche Datenbanken vom Hersteller
ausgebaut werden, besonders da bestimmte Gebiete der Lebensmitteliberwachung in
kommerziellen Datenbanken noch nicht abgedeckt sind, wie z.B. Tierarten in Speiseinsekten,

Fleisch und Fisch, Parasiten (Martiny u. a., 2013) oder flr neu entdeckte Spezies.

In der vorliegenden Arbeit hatten beide Aufarbeitungsmethoden mit der Verwendung der
VibrioBase gleich gute Ergebnisse. Das bedeutet, dass der Direkttransfer fur den
Routineeinsatz geeignet ist. Eine kunftige praktische Durchfuhrung fur Routineisolate ware

zuerst mit den Direkttransfer aufzuarbeiten und nur solche, die ein fragliches Ergebnis liefern,
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anschlieRend mit der Ameisensaure-Extraktion erneut aufzuarbeiten. Dieses Verfahren

empfehlen auch (Cameron u. a., 2018).

6.5 Diskussion der Tools in ClinPro Tools

Diese Software und ihre Tools sollten mit denen der bisher verwendeten Softwares verglichen
und auf Vor- und Nachteile Uberprift werden. Es sollte die intensive visuelle Analyse in
flexAnalysis durch eine Algorithmengestutzte erleichtert werden. Au3erdem bot sie ahnliche,

aber auch mehr Tools an, als MALDI Biotyper OC.

Von Vorteil in dieser Software war, dass alle Spektren gleichzeitig geladen werden konnten,
ohne unibersichtlich dargestellt zu werden. Dies hatte eine grol3e Zeitersparnis zur Folge, da

alle Isolate gemeinsam in einem Arbeitsgang beurteilt werden konnten.

6.5.1 Beurteilung der Spektren in ClinPro Tools

Ein erleichternder Vorteil bei der Analyse der Spektren war die Mdglichkeit, ein Total Average
Spektrum flr jede untersuchte Spezies erstellen zu kébnnen. Damit lieRen sich aul3erst schnell
und einfach typische Peaks ermitteln. Man konnte frei wahlen ob z.B. die drei typischsten
Peaks darin angezeigt werden sollten, die zehn typischsten Peaks usw. Der Zeitaufwand zum
Auffinden von potentiell speziesdiskriminierenden Peaks verringerte sich somit erheblich.
Allerdings konnte hier keine interne Kalibrierung vorgenommen werden, was sich mit leichtem
Streuen der Peaks zeigte. Somit konnten klnftig nicht die gleichen Auswahlkriterien wie in
Abschnitt 4.2.7.2 verwendet werden. Mit der Darstellung aller Spektren in separaten
Abteilungen war hier die Ermittlung der Reproduzierbarkeit und von starkem Streuen der
Peaks sehr viel schneller abgeschlossen. Dies ware in flexAnalysis mit iiber 600 Spektren, die
im Verlauf dieser Arbeit erstellt wurden, zu unubersichtlich gewesen. Andererseits war in
flexAnalysis durch die Ubereinander gelagert dargestellten Spektren leichter ersichtlich, wenn
ein naher untersuchter Peak bei beiden Spezies vorhanden war. Wahrend ein vom Total
Average Spektrum angegebener Peak auch in den Spektren der anderen Spezies vorkommen
konnte. Somit musste jeder dort angezeigte Peak nochmals bei der anderen Spezies Uberprift

werden.

Ein Nachteil in dieser Software war, dass man den Spektren eines Isolates manuell keine
separate Farbe zuweisen konnte. Es erhielt immer die gesamte Gruppe bzw. Spezies die
gleiche Farbe durch die Reihenfolge des Ladens in die Software. Dadurch waren besondere
Isolate wie z.B. VI 16 und 76 oder VI 80 und VI 83 nicht aufgefallen. Somit erhielt flexAnalysis
den Vorteil, dass es die Mdglichkeit einer detaillierten Uberprifung der Spektren bot, trotz des

Arbeitsaufwandes. In ClinPro Tools war dies durch die hinterlegten Algorithmen nicht ohne
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bioinfomatisches Hintergrundwissen madglich. AuRerdem ist ClinPro Tools eine Software, die
separat erworben werden muss, wahrend flexAnalysis und MALDI Biotyper OC im

Lieferumfang enthalten sind.

Ein weiterer Nachteil lag darin, dass man die Spektren nicht gegen Datenbanken abgleichen
konnte. Mit ClinPro Tools kénnen nur Spektren untersucht werden, zu denen bereits
Hintergrundinformationen vorhanden sind. Ganzlich unbekannte Isolate kdnnen nicht

differenziert werden.

Allerdings wurden mit dieser Anwendung in nur einem Tag alle speziesdiskriminierenden
Peaks gefunden, die auch in flexAnalysis gefunden worden waren, bis auf den V. mimicus-
diskriminierenden Peak bei 9981 Da. Zusatzlich wurde ein weiterer Peak bei 9505 Da als
typisch fur V. mimicus angegeben. Fir V. metoecus konnte mit diesem Tool keine
Differenzierung von V. cholerae und V. mimicus erreicht werden. (Li P u. a., 2018) hatten in
ihren Untersuchungen mit dieser Software ebenfalls potentiell diskriminierende Peaks fur das

V. parahaemolyticus Serovar O4/K8 gefunden.

Bei den Direkttransferspektren wurden etwas weniger Peaks fir V. cholerae (7970 Da, 9123
Da) sowie fur V. mimicus (7957 Da, 9138 Da) angezeigt. Aullerdem waren fUr V. cholerae zwei
neue typische Massen (4354 Da, 6730 Da) gelistet, ebenso fur V. mimicus (3081 Da, 7525
Da), die in flexAnalysis nicht aufgefallen waren. Aufgrund der bisher aufgezeigten schlechteren
Qualitdt von Direkttransferspektren sollte jedoch vorsichtig mit diesen Massen zur
Speziesdifferenzierung umgegangen werden und diese ggf. auf ihre Eignung zur

Differenzierung gepruft werden.

Als Ausblick kann kinftig mit diesem Programm beim Auffinden von potentiell
diskriminierenden Peaks bekannter Isolate eine erhebliche Zeitersparnis erlangt werden. Die
Anzeige der 20 typischsten Peaks erscheint daflir ausreichend. Allerdings ist darauf zu achten,
dass in beiden Total Average Spektren dieselben Peaks gelistet sein kénnen, was aufgrund
der nahen Verwandtschaft beider Spezies und ihrer ahnlichen Proteinprofile zu erwarten ist.
Aulerdem konnen Spektren gleicher Isolate oder anderer verwandter Spezies (V. metoecus)

nicht erkannt werden. Dafir ist die Software flexAnalysis besser geeignet.

6.5.2 Gelview in ClinPro Tools

Durch die gute qualitative Auflosung lielen sich groRe und intensive Peakshifts bei
Extraktionsspektren leichter und schneller erkennen, was einen weiteren Zeitgewinn brachte.
AuBerdem wurden Flatlinespektren ausgegraut und stérten nicht die visuelle Ansicht.
Zusatzlich wurden Peaks, die stark streuten erheblich besser erkannt als mit MALDI Biotyper

OC. Jedoch ist die Wahrscheinlichkeit gegeben sehr blasse Peakshifts, also Peaks mit
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geringer Intensitat, zu Ubersehen. Ebenso werden auffallige Stdmme wie z.B. VI 16 und VI 76
und VI 80 und VI 83 Ubersehen und die Reproduzierbarkeit kann weniger gut beurteilt werden
als bei der Direktansicht der Spektren. Bei den Direkttransferspektren waren die Peak-Banden
durch ihre geringeren Intensitaten blasser ausgebildet, wodurch einige der bisher gefundenen
diskriminierenden Peaks leicht Ubersehen wurden. AuRerdem streuten manche Peaks starker.

Weitere Peaks als die bisher Gefundenen wurden bei dieser Anwendung nicht ermittelt.

Fir Analysen auf potentiell diskriminierende Peaks sind Extraktionsspektren besser geeignet,
allerdings ware eine Differenzierung unbekannter V. cholerae-mimicus-Isolate mit
Direkttransferspektren moglich, wenn Kontrollisolate fiir einen Bandenabgleich mitgefiihrt

werden.

6.5.3 Dendrogramm

In dieser Anwendung waren die Endaufzweigungen mit den entsprechenden Spektren sehr
einfach zu erfassen, im Vergleich zu MALDI Biotyper OC. Allerdings war die
Spezieszuordnung der Extraktionsspektren schlechter, denn nur in einer (Spearman) von
mehreren méglichen Einstellungen konnten die Isolate von V. cholerae und V. mimicus korrekt
getrennt werden. Fur kiunftige Isolate ware also nicht bekannt, welche Einstellung fur eine
korrekte Differenzierung gewahlt werden muss. Auch die Spezies V. metoecus konnte in
diesem Tool einigermallen gut von V. cholerae abgegrenzt werden, von V. mimicus jedoch
nicht. Allerdings muss bedacht werden, dass nur zwei verfligbare Isolate sehr wahrscheinlich
keine ausreichende Trennung der Spezies erreichen. Hier waren kunftige Untersuchungen mit
mehr Isolaten notwendig. Interessanterweise war die Auftrennung der Direkttransferspektren
besser als die der Extraktionsspektren. Die meisten Einstellungsmaoglichkeiten zeigten eine
korrekte Auftrennung. Mdglicherweise werden aufgrund der veradnderten Spektrenqualitat
zwischen Extraktions- und Direkttransferspekiren dieselben Peaks durch veranderte
Intensitaten anders verarbeitet. Eine Abtrennung von V. metoecus war hier ebenfalls nicht

maglich.

Somit ist die Dendrogrammfunktion von MALDI Biotyper OC besser zur Differenzierung

geeignet, sofern Extraktionsspektren verwendet und Kontrollisolate mitgefiihrt werden.

6.54 PCA

Bei dieser Funktion war die farbliche Zuordnung der Spektren-Punkte, die durch die geladenen
Ordner vorgegeben war von Vorteil. Es war sofort ersichtlich, dass die beiden Spezies gut
voneinander getrennt wurden. Die Auftrennung ahnelte dabei der in MALDI Biotyper OC.

Jedoch war keine Auftrennung der beiden Spezies mehr ersichtlich, sobald die beiden V.
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metoecus-Isolate dazu geladen wurden. Diese storten die Auftrennung erheblich. Ferner
schnitten die Direkttransferspektren schlechter ab, als die Extraktionsspektren. Bei beiden
Aufarbeitungsmethoden konnten die V. metoecus-Isolate zwar gut von V. cholerae, jedoch

nicht von V. mimicus abgegrenzt werden.

Dennoch ware eine kinftige Auswertung von Routineisolaten moéglich, sofern Kontrollstamme

mitgeflhrt werden.

6.5.5 ROC

Vorteilhaft in dieser Anwendung war, dass man durch die angezeigten AUC-Werte sehr schnell
einschatzen konnte, welche Peaks potentiell diskriminierend waren und welche nicht. Diese
Peaks lieken sich hier innerhalb weniger Stunden ermitteln. AulRerdem konnte der
Untersucher selbst festlegen fiir wie viele Peaks die AUC ermittelt werden soll. Ein Nachteil
lag darin, dass nur zwei Gruppen miteinander verglichen werden konnten und nicht mehrere

gleichzeitig.

Bei den Extraktionsspektren wurden flr V. cholerae zwei Massen (4026 Da, 7970 Da)
angezeigt, die eine AUC von > 0,90 aufwiesen und die Kriterien aus Abschnitt 5.6 erfillten, fur
V. mimicus waren es drei Massen (7956 Da, 9141 Da, 9479 Da). Diese Peaks waren bereits
in flexAnalysis als diskriminierend ermittelt worden. Fur die Differenzierung zwischen V.
cholerae und V. metoecus wurden zwar Peaks mit guten AUC Werten gezeigt, sie erfullten
allerdings nicht die verwendeten Kriterien und entsprachen einigen Peaks, die urspringlich fur
V. mimicus galten. Die Direkttransferspektren schnitten ahnlich ab, zeigten aber etwas mehr
Peaks mit guten AUC-Werten an. Wahrscheinlich werden ebenfalls aufgrund der veranderten
Spektrenqualitdt zwischen Extraktions- und Direkttransferspektren, dieselben Peaks mit
verschiedenen Intensitaten anders interpretiert. Im Abgleich V. mimicus und V. metoecus

wurden keine differenzierenden Peaks angezeigt.

Kinftig kdnnen mit dieser Anwendung sehr schnell potentiell diskriminierende Peaks erfasst

werden. Eine ldentifizierung unbekannter Isolate ist jedoch nicht méglich.

6.5.6 Model Generation

Mit der Model Generation konnte in dieser Arbeit am schnellsten eine Differenzierung aller
Isolate durchgefiihrt werden. Hiermit war es mdglich, die gewinschte Mausklick-
Differenzierung zu erhalten. Allerdings ist es fortan notwendig, vor der Erstellung der Modelle
Informationen zu den untersuchten Spezies und deren Spektren zu haben, z.B. welche Peaks
als diskriminierend gelten. Vorteilhaft war die Moglichkeit, bestimmte Peaks zur

Unterscheidung der Spezies in das zu erstellende Modell manuell einzufigen, damit genau
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diese Peaks beim Klassifizieren die Differenzierung verursachen. (Pranada AB u. a., 2017)
gingen ahnlich wie in dieser Arbeit vor. Dort wurden verschiedene Modelle generiert, bei denen
sowohl Modelle mit Peaks, die aus den ClinPro Tools Algorithmen stammten erstellt wurden,
als auch Modelle mit einer unterschiedlichen Anzahl manuell eingefiigter Peaks, die zuvor in
flexAnalysis ermittelt wurden. Dort wiesen die Modelle mit manuell eingefligten Peaks eine
bessere Sensitivitat und Spezifitat auf, als das Modell, dass ganzlich auf der Basis von ClinPro

Tools Informationen erstellt wurde.

Die Isolate der Extraktionsspektren wurden alle richtig zugeordnet. Bei den
Direkttransferspektren wurde lediglich ein Isolat von V. mimicus nicht eindeutig klassifiziert.
Ahnliche Ergebnisse erhielten auch (Camoez u. a., 2016) bei der Analyse spezifischer
Biomarker von MRSA mit selbst erstellten Modellen. (Tadros u. a., 2019) haben in ihren
Modellen als zusatzliches Kriterium festgelegt, dass zehn von zwolIf Spektren eines Isolates
die gleiche Gruppierung erhalten missen, ahnlich verfuhren auch (Mansson u. a., 2015).
Dieses Kriterium wurde in dieser Arbeit nicht verwendet, da es aul3er bei wenigen Isolaten wie
z.B. VI 93 in Abschnitt 5.6.6 nicht relevant war. Die Isolate von V. metoecus konnten mit den
beiden generierten Modellen nicht abgegrenzt werden, da sich mit den beiden verfligbaren

Isolaten kein verlassliches Modell generieren liel3.

Findet ein Untersucher in seinen vorangegangenen Analysen Peaks, die diskriminierend sind
und generiert mit diesen Peaks zwei entsprechende Modelle, dann wére es in Zukunft méglich,
ein Ergebnis fraglicher V. cholerae-mimicus-Isolate innerhalb von etwa 15 min zu erhalten,
sofern der Direkttransfer als Aufarbeitungsmethode verwendet wird. Es erscheint au3erdem
sehr vielversprechend, mit dieser Anwendung eine sehr schnelle Differenzierung auch von
anderen Bakterienspezies als V. cholerae und V. mimicus zu erhalten. Naheverwandte
Spezies wie V. metoecus erhalten dabei allerdings eine Fehldifferenzierung. Fir die Erstellung

eines derartigen Modells missten weitere Isolate zur Verfigung stehen.

6.6 Diskussion der untersuchten Vibrio-lsolate aus Badegewassern

Der Erhalt dieser elf Isolate bot eine ideale Testmdglichkeit der bisher verwendeten Methoden,
da noch nicht eindeutig belegt war, um welche Spezies es sich tatsachlich handelte. Sowohl
mit der visuellen Methode in flexAnalysis, als auch mit den Tools aus den Softwares MALDI
Biotyper OC und ClinPro Tools und mit der Uberprifung mit VibrioBase wurde das Ergebnis
V. mimicus gestellt. Von vier dieser Isolate wurden im BfR spater Ganzgenom-Sequenzen
erstellt mit dem Ergebnis V. mimicus. Dadurch bestatigte sich, dass die in dieser Arbeit

verwendeten Anwendungsmaglichkeiten zur Differenzierung von V. cholerae und V. mimicus
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geeignet sind. Die Praxis des Mitflihrens von Kontrollstdmmen hat sich dabei bewahrt und die

Auswertung erleichtert.

6.7 Ausblick fur die kunftige Differenzierung fraglicher V. cholerae-mimicus-
Isolate und fiir die kinftige Ermittlung potentieller spezifischer Peaks

anderer Bakterienspezies

6.7.1 Kunftiger Arbeitsablauf im Routinelabor der Lebensmitteluntersuchung

Nach den in dieser Arbeit erlangten Erfahrungen, kann ein kunftiger Arbeitsgang zur

Differenzierung von V. cholerae-mimicus-fraglichen Isolaten folgendermalien aussehen:

1. Anreicherung und Anzucht von Vibrionen nach EN ISO 21872-1:2017

2. Verdachtige Kolonien in Reinkulturen auf BLKS Agar anzichten (21h +- 1h, 37°C)
3. Aufarbeitung der Subkultur mittels Direkttransfer

4. Spektrenerstellung im MALDI-TOF MS Biotyper microflex

— Lautet das Ergebnis V. cholerae oder V. mimicus, sind mehrere Varianten zur Auswertung
maglich:
A: Sofern vorhanden, erneuter Spektrenabgleich in MALDI Biotyper OC mit auf Vibrio

abgestimmten Datenbanken z.B. VibrioBase (Erler u. a., 2015) durchfihren.

B: Sofern vorhanden, in ClinPro Tools generierte Modelle flir V. cholerae und V. mimicus zur
Klassifizierung verwenden, in denen die diskriminierenden Peaks flir V. cholerae und V.

mimicus enthalten sind.

C: Spektren in flexAnalysis intern kalibrieren (4279 Da) und auf V. cholerae- und V. mimicus-

spezifische Peaks prifen.

D: Sofern gewlnscht, zusatzliche Zuordnung der Spektren mit den Tools Dendrogramm/PCA
in MALDI Biotyper OC und/oder Gelview/PCA in ClinPro Tools.

6.7.2 Auffinden potentiell diskriminierender Peaks schwer zu differenzierender

Bakterienspezies
Fir das Auffinden solcher Peaks kann der folgende Arbeitsgang empfohlen werden:

1. Anzuchtbedingungen missen immer mit gleichen Parametern durchgefuhrt werden.
2. Dreifachansatz zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit.

3. Aufarbeitung der Isolate mittels Ameisensaure-Extraktion.
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4. Sofern verfluigbar mit ClinPro Tools eine Kombination aus der Beurteilung der Total Average
Spektren, Gelview und ROC verwenden, um diskriminierende Peaks zu ermitteln.

5. Sofern vorhanden, erstellen geeigneter Modelle in ClinPro Tools.

6. Ggf. Isolatspektren in flexAnalysis intern kalibrieren und auf augenscheinliche Auffalligkeiten
prifen, wie starke Abweichungen oder nahezu identische Spektren. Dabei jedem lIsolat eine

eigene Farbe zuzuordnen wird empfohlen.

Diese Vorgehensweise erscheint nach den Erfahrungen und Ergebnissen dieser Arbeit
geeignet zu sein, um kinftig diskriminierende Peaks z.B. flir V. metoecus oder V. campbellii
und V. harveyi aufzufinden. Ferner kénnte sie auch zur Unterscheidung von Serotypen oder
diversen Stdmmen derselben Spezies wie Listeria monocytogenes angewendet werden.
Aulerdem konnen weitere moderne Methoden wie Next Generation Sequencing zusatzliche

Informationen Uber neuartige Spezies erbringen.
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7 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es, die nahe verwandten Spezies V. cholerae und V. mimicus mittels
MALDI-TOF MS und den zur Verfligung stehenden Standard-Softwares (flexAnalysis, MALDI
Biotyper OC) und deren Tools schnell und sicher zu differenzieren. Spater war es mdglich,
eine weitere Software (ClinPro Tools) und eine zusatzliche Vibrio-spezifische Datenbank

(VibrioBase) zu erhalten und diese in die Untersuchungen einzubinden.

Zunachst wurden von 62 Vibrio-Isolaten 20 (zehn je Spezies) ausgewahlt, um sie auf potentiell
speziesdiskriminierende Peaks in der Software flexAnalysis zu untersuchen. Hier war eine
interne Kalibrierung der Spektren auf einen gattungsgemeinsamen Peak (4279 Da) vorteilhaft,
da sie einheitlich darauf ausgerichtet und Streuungen minimiert wurden. Auffallige Peaks
mussten Auswahlkriterien standhalten, um als potentiell speziesdiskriminierend gewertet zu
werden. Anschlie®end wurden diese Peaks anhand der bisherigen 20 und weiterer 42 Isolate
validiert. Dabei ergab sich fur V. cholerae eine Sensitivitat von 97% und eine Spezifitat von

100%, fur V. mimicus waren es 93% und 97%.

Mit den Anwendungen der Software MALDI Biotyper OC konnten keine diskriminierenden
Peaks ermittelt werden. Allerdings konnten die Spezies mit der Dendrogramm- und PCA-
Funktion gut voneinander unterschieden werden, sofern Kontrollisolate mitgeflihrt wurden.
Parallel wurden von den 42 o.g. Isolaten sowohl Spektren mittels Direkttransfer (BRUKER
DALTONIK GmbH, 2013b) als auch mit der Ameisensaure-Extraktion (BRUKER DALTONIK
GmbH, 2013a) erstellt und verglichen. Dabei machte sich schnell bemerkbar, dass der

Direkttransfer eine erhebliche Einsparung von Arbeitsaufwand, -mitteln und -zeit erbringt.

Spater wurde mit der Software ClinPro Tools festgestellt, dass sich die bisher gefundenen
diskriminierenden Peaks hiermit sehr viel schneller ermitteln lieRen. Besonders mit der
Funktion, eigene Modelle zu generieren, ergabe sich kinftig mit dem Direkttransfer die
Méglichkeit, ein Ergebnis fur ein V. cholerae-mimicus-fragliches Isolat (von der Agarplatte bis
zum Resultat) innerhalb von etwa 15 min zu erhalten. Allerdings hatte ClinPro Tools die
Einschrankung, dass Spektren gleicher Isolate oder von sehr nahe verwandten Spezies, wie
z.B. V. metoecus, nicht auffallen und nicht differenziert werden konnten. Bei dieser
Problematik stellte sich flexAnalysis zwar als zeitintensiv, aber durch die sehr genaue

Spektrenauswertung als geeigneter heraus.

Zu einem nochmals spateren Zeitpunkt wurden weitere elf Isolate vom BfR zur Verfligung
gestellt, bei denen in vorherigen Untersuchungen widerspriichliche Speziesergebnisse
auftraten. Diese Isolate wurden in gleicher Weise, wie die Bisherigen untersucht. In allen drei

verwendeten Softwares und deren Anwendungen erhielten sie das Ergebnis V. mimicus. Dies
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wurde spater vom BfR Uber Genom-Sequenzanalysen bestatigt und es unterstiitzt die
Anwendbarkeit der in dieser Arbeit untersuchten Differenzierungsmoéglichkeiten nahe
verwandter Bakterienspezies mittels MALDI-TOF MS.

Zuletzt wurde die Datenbank VibrioBase in MALDI Biotyper OC hinzugefligt. Es sollte gepruift
werden, ob sich mit ihr die untersuchten Spezies besser differenzieren lieRen als mit den
bisher verfligbaren Datenbanken (BDAL und SR). V. cholerae-Isolate wurden sowohl mit der
VibrioBase (+ SR) als auch mit der Bruker BDAL-Datenbank (+SR) zu 100% richtig identifiziert.
Die V. mimicus-Isolate wurden zu 89% richtig identifiziert und zu 11% falsch als V. cholerae
oder nicht sicher. Wohingegen die BDAL-Datenbank (+SR) nur etwa 20% der V. mimicus-
Isolate korrekt differenzieren konnte. Die in dieser Arbeit zufallig gefundenen Isolate der
Spezies V. metoecus erhielten immer das falsche Ergebnis V. mimicus, da diese Spezies in

den Datenbanken nicht hinterlegt war.

Um kinftig Routineisolate zlgig zu differenzieren, wird empfohlen, V. cholerae-mimicus-
fragliche Isolate zunachst per Direkttransfer aufzuarbeiten und mit Vibrio-spezifischen
Datenbanken z.B. VibrioBase abzugleichen. Hat der Anwender keine solcher Datenbanken
zur Verfugung, kann er eigene Modelle in ClinPro Tools mit den Peaks bei 4025 Da, 7969 Da
und 9122 Da fur V. cholerae und 7958 Da, 9141 Da, 9477 Da und 9981 Da fur V. mimicus
erstellen und die Isolate in kurzer Zeit klassifizieren. Andernfalls kdnnen diese Peaks selbst in
flexAnalysis aufgesucht werden, nachdem die Spektren intern auf den Peak bei 4279 Da
kalibriert wurden. Die Spezies V. metoecus konnte nicht differenziert werden, da nur zwei
Isolate vorlagen. Allerdings kann ein erfahrener Anwender u.U. die Andersartigkeit dieser

Spektren im Vergleich zu V. cholerae- und V. mimicus-Spektren erkennen.

Um kinftig bei weiteren Spezies mit sehr dhnlichen Spektren, z.B. V. metoecus, spezifische
Peaks selbst zu ermitteln, wird empfohlen, die zu untersuchenden Isolate unter
standardisierten Bedingungen anzuzichten und mit der Ameisensaure-Extraktion
aufzuarbeiten. Die Suche nach spezifischen Peaks sollte zunachst in ClinPro Tools erfolgen
z.B. mit dem Total Average Spektrum, der Gelview Funktion, der ROC Analyse oder einer
Kombination daraus. AnschlieRend konnen entsprechende Modelle generiert werden. Eine
kurze Uberpriifung in flexAnalysis sollte trotzdem erfolgen, um auffallige Isolate zu erkennen.
Steht ClinPro Tools nicht zur Verfligung, ist ein visueller Abgleich in flexAnalysis auf
alleinstehende Peaks oder Peakshifts moglich. Dabei sollte eine interne Kalibrierung aller

Spektren z.B. auf einen gattungsspezifischen Peak erfolgen.

124



8 Summary

Evaluation and establishment of analytical methods for the differentiation of the species
V. cholerae Non-01/-0139 and V. mimicus by means of MALDI-TOF MS in a routine

laboratory of official food monitoring

The aim of this work was to differentiate the closely related species V. cholerae and V. mimicus
quickly and reliably, using MALDI-TOF MS and the available standard softwares (flexAnalysis,
MALDI Biotyper OC) and their tools. Later on it was possible to get an additional software
(ClinPro Tools) and an extra Vibrio-specific database (VibrioBase) to also include them into

the tests.

First, 20 (ten per species) of 62 Vibrio-Isolates were selected to examine them for potentially
species-discriminating peaks in the flexAnalysis software. An internal calibration of the spectra
to a genus common peak was profitably, because they were constistently lined up and scatter
was minimized. Noticeable peaks had to pass the selection criteria to become evaluated as
potentially species-discriminating. Then these peaks were validated using the previous 20 and
another 42 isolates. A sensitivity of 97% and a specificity of 100% for V. cholerae were

calculated and 93% and 97% for V. mimicus.

With the software tools of MALDI Biotyper OC no discriminating peaks could be detected. But
the species could easily be distinguished with the dendrogram- and PCA-function, if control
isolates were included. In parallel, spectra of the 42 above-mentioned isolates were created
and compared using direct transfer (BRUKER DALTONIK GmbH, 2013b) and formic acid
extraction (BRUKER DALTONIK GmbH, 2013a). It quickly became apparent that the direct

transfer saves an important amount of work, resources and time.

Later it was discovered with the software ClinPro Tools that the previously found discriminating
peaks were determined much faster. Especial using the function to generate your own models,
in the future direct transfer could result in the possibility of obtaining a result for a questionable
V. cholerae-mimicus isolate (from agar plate to result) within about 15 minutes. However,
ClinPro Tools had the limitation, that spectra of the same isolates or of very closely related
species, e.g. V. metoecus, were not noticed and could not be differentiated. With this problem,
felxAnalysis turned out to be time-consuming, but because of the very precise spectrum

analysis it turned out to be more suitable.

At a later point in time, eleven additional isolates were provided by the BfR, for which contrary
species results have been obtained in previous examinations. These isolates were examined
in the same way as the previous ones. In all three used softwares and their applications they

got the result V. mimicus. This was later confirmed by the BfR via genome sequence analysis
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and it supports the applicability of the differentiation, used in this work, of closely related
bacterial species by MALDI-TOF MS.

Finally, the VibrioBase database was added to MALDI Biotyper OC. The aim was totest, if it
could be used to differentiate the investigated species better than the previously available
databases (BDAL and SR). V. cholerae isolates were identified 100% correctly with both the
VibrioBase (+ SR) and Bruker BDAL databases (+SR). V. mimicus isolates were identified
89% correctly and 11% incorrectly as V. cholerae or questionable. While the BDAL database
(+SR) was only able to differentiate about 20% of the V. mimicus isolates correctly. The
isolates of the species V. metoecus found by chance in this work always received the wrong

result V. mimicus, because this species was not deposited in the databases.

To rapidly differentiate routine isolates in the future, it is recommended to first process V.
cholerae-mimicus questionable isolates by direct transfer and matched with Vibrio-specific
databases, e.g. VibrioBase. If the user does not have such databases available, they can
create their own models in ClinPro Tools using the peaks at 4025 Da, 7969 Da, and 9122 Da
for V. cholerae and 7958 Da, 9141 Da, 9477 Da and 9981 Da for V. mimicus and classify the
isolates in a short time. Otherwise, these peaks can be searched in flexAnalysis after the
spectra have been internally calibrated to the peak at 4279 Da. The species V. metoecus
could not be differentiated because only two isolates were available. However, an
experienceduser may be able to recognize the different nature of these spectra compared to

V. cholerae and V. mimicus spectra.

To determine specific peaks for other species with very similar spectra, e.g. V. metoecus, in
the future, it is recommended to grow the examined isolates under standardized conditions
and to process them with the formic acid extraction. The search for specific peaks should first
be performed in ClinPro Tools e.g. using the Total Average Spectrum, the Gelview function,
ROC analysis or a combination of them. Appropriate models can then be generated. A rapid
check in flexAnalysis should still be performed to identify unusual isolates. If ClinPro Tools is
not available, visual comparison in flexAnalysis for stand-alone peaks or peak shifts is
possible. An internal calibration of all spectra, e.g. to a genus-specific peak, should be

performed.
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9 Anhénge

Anh. 1 Isolate V. cholerae

Bezeichnung Bezugsquelle Matrix

VI 4 BfR Unbekannt

VI 14 CVUA Karlsruhe Unbekannt

V116 LVU Oslo 2010 Lyophilisat Non 0:1, NCTC 11348, WDCM 00136
VI 28 CVUA Freiburg Feldstamm Welsfilet Aquakultur
VI 41 CVUA Freiburg Feldstamm Welsfilet
VI 42 CVUA Freiburg Welsfilet

VI 43 CVUA Freiburg Reiskrebs

VI 45 CVUA Freiburg Hockerschwan

VI 75 LVU Vibrionet Q-Bioanlytic Unbekannt

VI 76 LVU Oslo 2014 Lyophilisat Non 0:1, NCTC 11348, WDCM 00136
VI 79 CVUA Stuttgart Garnelen

VI 81 CVUA Stuttgart Gambas Premium

VI 82 BfR Blut Human

VI 84 BfR Feces Human

V197 BfR \Wasser Ostsee

VI 98 BfR Feces Human

VI 99 BfR King prawns

VI 103 BfR Pangasius

VI 104 BfR Fisch Berlin

VI 105 BfR Ente Sachsen

VI 106 CVUA Stuttgart Neon-Zierfische

VI 107 BfR Riesengarnele

VI 117 BfR King prawns

VI 118 BfR Black Tiger Garnelen
V1119 BfR Seewasser Osterreich
VI 120 BfR Seewasser Osterreich
VI 123 BfR Riesengarnelen

VI 124 CVUA Rhein-Ruhr-Wupper Unbekannt

VI 125 BfR Welsfilet

VI 126 BfR Riesengarnelen

VI 127 BfR Garnelen

VI 128 BfR Welsfilet
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Anhange

Anh. 2 Isolate V. mimicus und V. metoecus

Bezeichnung

Bezugsquelle

Matrix

VI 11 CVUA Freiburg Feldstamm Biogarnelen roh

VI 29 CVUA Freiburg Feldstamm Welsfilet Aquakultur NL
VI 30 ICVUA Freiburg Feldstamm Welsfilet Aquakultur NL
VI 31 ICVUA Freiburg Feldstamm anfrikanisches Welsfilet
VI 32 CVUA Freiburg Feldstamm Welsfilet Aquakultur NL
VI 33 CVUA Freiburg Feldstamm Wels

VI 54 BfR Unbekannt

VI 55 BfR Unbekannt

VI 56 BfR Unbekannt

VI 57 BfR Unbekannt

VI 80 V. Metoecus/Mimicus--like CVUA Stuttgart \Welsfilet

VI 83 V. Metoecus/Mimicus- like CVUA Stuttgart Zierfisch Malawi Mbuna

VI 85 BfR \Waran Deutschland

VI 86 BfR Koi Deutschland

VI 93 BfR unbekannt BGA

VI 94 BfR Garnelen Bangladesch

VI 95 BfR Welsfilet

VI 96 BfR IAfrikanisches Welsfilet

VI 108 BfR Wels

VI 109 BfR Rauhnackenwaran

VI 110 BfR unbekannt Cefas

VI 111 BfR Rauhnackenwaran

VI 112 BfR Welsfilet

VI 113 BfR unbekannt Cefas

VI 114 BfR unbekannt Cefas

VI 115 BfR Wels

VI 121 BfR Garnelen

VI 122 BfR KSnigspython

VI 129 BfR Garra rufa

VI 130 BfR Koi
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Anhange

Anh. 3 Isolate aus Badegewassern

Bezeichnung Bezugsquelle Matrix rpoB Sequenzierung sodB Sequenzierung
VI 136 BfR Badegewasser V. cholerae V. mimicus
VI 137 BfR Badegewasser V. cholerae V. mimicus
VI 138 BfR Badegewasser V. cholerae V. mimicus
VI 139 BfR Badegewasser V. cholerae V. mimicus
VI 140 BfR Badegewasser V. cholerae V. mimicus
VI 141 BfR Badegewasser V. cholerae V. mimicus
VI 142 BfR Badegewasser V. cholerae V. mimicus
VI 143 BfR Badegewasser V. cholerae V. mimicus
VI 144 BfR Badegewasser V. cholerae V. mimicus
VI 145 BfR Badegewasser V. mimicus V. mimicus
VI 146 BfR Badegewasser V. cholerae V. mimicus

129




Anhange

Anh. 4 Gefundene Peaks der ersten zehn gemessenen Vibrio-lsolate, schwarze Felder
bedeuten die Anwesenheit des Peaks

Erste Messung Zweite Messung Dritte Messung

Dalton V. cholerae | V. mimicus V. cholerae | V. mimicus V. cholerae | V. mimicus

4279
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Anhange

Anh. 5 Gefundene Peaks der weiteren zehn gemessenen Vibrio-Isolate

Erste Messung

Zweite Messung

Dritte Messung

Dalton

V. cholerae

V. mimicus

V. cholerae

V. mimicus

V. cholerae

V. mimicus

3040

3046

[3159

3163

| 3978

3985

| 4025

| 4081

L4279

[[4368

| 4371

| 4562

L4570

| 4683

| 4685

[[4690

L4692

[[4739

4746

[[4755

L4761

[[4820

| L4827

[[4991

L4998

[5123

[5135

5137

[5274

L5290

[5431

| L5435

| 5495

|L5509

6166

L6277

[7473

7481

[7958

L7969

[[8091

|.8108

[8144

L8151

| 8739

L8854

[9122

9141

[[9477

L9490

[[9637

L9652

[[9981

9993

| 10544

10580
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Anhange

Anh. 6 Zusammengefihrte Tabelle der Peaks aus Anh. 4 und 5

Erste Messung Zweite Messung Dritte Messung
Dalton V. cholerae V. mimicus V. cholerae V. mimicus V. cholerae V. mimicus
3159
3163

3978
3985
4025
4081
4368
4371

4562
4570
4739
4746
4820
4827
4991

4998
5274
5290
5495
5509
7473
7481

7958
7969
8091

8108
8144
8151
9122
9141

9477
9490
9637
9652
9981

9993

10544

10580
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Anhange

Anh. 7 Herstellung der Anzuchtmedien
BHI-Boullion

Verwendung Frische Anzucht von kryokonservierten Stammen
Zubereitung

1000ml Aqua demineralisiert in Sterilbrustflasche abfullen. 37,09 Hirn Herz Boullion (Merck
110493) einwiegen. pH-Wert auf 7,60 einstellen. Im Dampftopf auflésen.15 min bei 121°C

autoklavieren. Abfullen in mittlere Reagenzglaser a 10ml.

BLKS-Agar
Verwendung Anzucht Vibrionen
Zubereitung

1000ml Agar 1,6% im Dampftopf verflissigen. 25,0g NaCl (Roth 9265) zugeben. pH-Wert auf
7.2 einstellen. 20min bei 110°C autoklavieren. Im Wasserbad auf ca. 50° C abkihlen. 70ml

auf ca. 40° C aufgewarmtes defibriniertes Schafsblut zugeben. In Petrischalen abflllen.

Anh. 8 Herstellung der Gebrauchslésungen

Standard Solvent

Verwendungszweck Standardlosungsmittel fur HCCA-Matrix und IVD BTS
Zubereitung

Die Lésung besteht zu 50% aus ACN, 47,5% Fluca Analytic water und 2,5% TFA. In ein 1,5
ml Reaktionsgefall werden 500 ml ACN, 475 ml Fluca Analytic water und 25 ml TFA pipettiert
und anschlieRend gevortext. Das Gefall mit der Bezeichnung und dem Herstellungsdatum
versehen. Losung vor Gebrauch auf Ausflockungen und Verfarbungen prifen und ggf.

verwerfen.

Aufbewahrung Lichtgeschutzt, Raumtemperatur
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Anhange

HCCA-Matrix

Verwendungszweck Das auf das Target aufgetragene Probenmaterial in eine
kristalline Struktur zu Gberflhren.

Zubereitung

In Tube ,HCCA portioned® 250 ml Standard Solvent pipettieren. Gefal verschlieRen und
vortexen bis sich alle Kristalle aufgelést haben. Die Lésung in zwei Teile aliquotieren und mit
der Bezeichnung und dem Herstellungsdatum versehen. Bei Anbruch das Aliquot mit dem

Anbruchdatum versehen, es ist zwei Wochen haltbar.
Aufbewahrung Vor Zubereitung in der Kiihl-Gefrierkombination bei 0-7°C

Nach Zubereitung lichtgeschitzt bei Raumtemperatur

IVD BTS
Verwendungszweck Kalibrieren des MALDI-TOF-MS Biotyper microflex
Zubereitung

Zum lyophilisierten IVD BTS 50 pl Standard Solvent geben und vorsichtig auf- und
abpipettieren, um das Pellet aufzulésen. Die Losung soll nicht schaumen. Lésung fur 5 min
bei Raumtemperatur inkubieren, anschlielend nochmals mittels Auf- und Abpipettieren
mischen. AnschlieRend 2 min bei 13 000 U/min bei zentrifugieren. Uberstand in 5 pl-Aliquote

in 0,5 ml Reaktionsgefale Uberfuhren und verschliel3en.

Aufbewahrung Lyophilisat und Aliquots bei —18°C oder tiefer.
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Anhange

Anh. 9 Auszug den Grundeinstellungen der MBT_AutoX-Methode

AutoXecute Method: [ MBT_AutoX

=)

General | Laser | Evaluation | Accumulation | Movement | Processing | MS/Ms |

flexControl Method: D:\Methods\flexControlMethods\MBT_FC par >~ [
Standard MBT method. usual for typical lab y standard les. -
Used for for validation and specffication issues.

Description:

General | Laser EvduxionIAceumjmlMovemerllecesshglMS/MS

Laser Power
Fuzzy Control
MS / Parent Mode: @ On ) Off o
Weight: 2.00=

Fragment Mode: On @@ Off

tee oerpeer o o e

Initial Laser Power: mq % orfrom Laser Attenuator
Maximal Laser Power: | 40% %

Matrix Blaster

Fire initially | 10';’ shots with a laser power of [ 40'?' z

General | Laser | Evaluation | Accumulation | Movement | Processing | MS/Ms |

Peak Selection

Use masses from 4000:] Dato 10000:] Da for evaluation and processing

Use background list none + for evaluation and processing Edit
Peak Exclusion

[¥] Ignore the [ 1;.‘ largest peaks in the defined mass range

Peak Evaluation

Processing Method: MBT_Process - @
Smoothing: @ On ©) OFf

Baseline Subtraction: @) On © Off

Pesk (Resoton =] mstbetisherthan

) Digest/Peptides Signal Intensity:

@) Proteins/Oligonucleotides Maximal Resolution

| High v |

10 - times above threshold

General | Laser | Evaluation | Accumulation | Movement | Processing | MS/MS |

Fuzzy Control
MS / Parent Mode: @ On © Off

Sum up 240"% satisfactory shots in 40?' shot steps
[¥] Allow only [ soq satisfactory shots per raster spot
Fragment Mode On @ Off

Sum up [ 300q atisfactory shots in [ 100:] shot steps
Allow only 100‘q satisfactory shots per raster spot

Dynamic Temination
Dynamic Temination: (©) On @) Off
Criteria Signal/Noise @ Intensity

MS / Parent Mode MS/MS
Eary Temination if

reaching Intensity

) iOOE)q reaching Intensity

for this number of peaks [ 10_1 for this number of peaks

Eary Temination if
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