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ABKURZUNGEN

Bl RCV — Boehringer Ingelheim Regional Center Vienna

MBT OC — MALDI Biotyper Offline Classification

MBT RTC — MALDI Biotyper Real Time Classification

FDA — Food and Drug Administration

ICH — International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use

AGES - Osterreichische Agentur filr Gesundheit und Ernahrungssicherheit

AMG — Osterreichisches Arzneimittelgesetz

MSP — Main Spectra (Synonym fur Fingerprint)

MALDI — Matrix Assisted Laser Desorption/lonization

TOF — Time Of Flight

MS — Massspectrometry

HCCA — a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure

DHB — 2,5-Dihydroxybenzoesdure

HPA — Hydroxypicolinsdure

SA — Sinapinséure

PIE — Pulsed lon Extraction

ATCC — American Type Culture Collection

MM — Meselson Matthew

PAL - Peptidoglycan associated lipoprotein

TSA — Trypton Soja Agar

RA — Rambach Agar

LB — Luria Bertani Agar

BTS — Bacterial Test Standard

GUI — Graphic User Interface

IVD — In Vitro Diagnostics

JP — Japanese Pharmacopoeia

UV/VIS — Ultraviolett/Visible

S/N — Signal to Noise



BEGRIFFE

Glycerinkultur: Eine Glycerinkultur ist eine Keimsuspension mit einer bestimmten Keimzahl. Die

Keime wurden in Casobouillon hochgeziichtet und mit Glycerin versetzt. Dieses Ubernimmt hierbei
eine Rolle als Zellschutz, da es sich im Keim statt Wasser einlagert und selbst bei niedrigen
Temperaturen nicht gefriert, sondern lediglich seine Viskositdt verandert. Dies ermdglicht das
Lagern von Mikroorganismen zur Stammbhaltung und stellt sicher, dass im Falle einer Reaktivierung
des Keimes (Inkubation) gentigend Zellen tberleben, um Kolonien zu bilden.

Zur Stammhaltung erstellte Losung aus 100 mL Stammkultur (lyophilisierter Keim in geeignetem
N&hrmedium) + 20 mL Glycerin. Es resultiert dabei eine Lésung mit ca. 17% Glycerin insgesamt,

welche bei -70 °C praktisch unbegrenzt haltbar ist.

Schragagarkultur: Eine Schrégagarkultur ist ein, auf einem Nahrmedium angeziichteter Stamm,

welcher verteilt tUber die schrage Oberflache des Agars wachst. Sie wird aus einer Glycerinkultur
angefertigt indem ein Osenabstrich in einem sterilen Schragagarréhrchen (Mit festem Nahrmedium
gefiilltes und verschraubbares Glasflaschchen, welches beim Aushadrten des Mediums schrég
gelagert wurde um die Oberflache des Agars zu vergroRern) durchgefiihrt wird. Sie hat den Vorteil
gegentiber einer Glycerinkultur, dass die Mikroorganismen ohne Zusatz von Konservierungsmitteln
als Lebendkultur gehalten werden konnen und beim Reaktivieren der Keime weniger Verluste
stattfinden. Diese ist bei 2-8 °C fiir 4 Wochen lang haltbar, danach muss eine weitere Subkultur

angelegt werden.

Stamm-Ebene: Die generelle Nomenklatur (Taxonomie) der Klassifizierung von Mikroorganismen
endet bei der Bestimmung einer Species. Dariber hinaus ist bekannt, dass verschiedene Species
durch unterschiedliche Variationen in ihrem Genom in verschiedene ,strains®, also Stimme
eingeordnet werden konnen, obwohl sie zur selben Species gehdren. Die Bezeichnung Stamm-

Ebene bezeichnet hierbei eine Identifikation auf dieser Ebene.

Plasmid-Ebene: Dartiber hinaus ist es mdglich, Mikroorganismen die derselben Species und

demselben Stamm angehdren auf einer weiteren Ebene darunter zu klassifizieren. Hierbei handelt es
sich entweder um eine Variation des eigenen Genoms, oder eine Verdnderung, die durch das
Einbringen von artifizieller DNA, in Form eines gespliceten Plasmides verursacht wird. Die

Bezeichnung Plasmid-Ebene bezeichnet hierbei eine Identifikation auf dieser Ebene.



EINLEITUNG

Die aktuelle Datenbank (Version 7.0.0.0) des Geréates (Bruker Daltonik microflex LT) kann
die Stamme bis auf Spezies Ebene identifizieren, jedoch gibt es keine Unterscheidung der
Stamme untereinander. Boehringer Ingelneim RCV nutzt Escherichia coli als
Expressionssystem zur Produktion biopharmazeutischer Produkte, deshalb wurde dieser
Mikroorganismus fur die Etablierung eines Schemas zur Erstellung von Datenbankeintrégen
verwendet, mit dem Vorhaben, die bereits existierende Datenbank von Bruker Daltonik zu
erweitern. In weiterer Folge wurden auch andere Mikroorganismen zur Uberpriifung
verwendet. Die Anzucht erfolgte gemal der etablierten Methode um eine der
Routineanalytik entsprechende und durchfuhrbare Prozedur zur gewahrleisten. Samtliche bei
der Auswertung von Analysenergebnissen relevanten Gerateparameter wurden unveréndert
ubernommen und es wurde nur die vom Hersteller empfohlene Software zur Aufbereitung

der Daten verwendet.

Fur das Erstellen von Datenbankeintrdgen musste eine neue Prozedur etabliert werden,
welche sowohl sicherstellt, dass die neuen Eintrdge in der Datenbank repréasentativ flr
einzelne Produktionsstdimme sind, als auch qualitativ von hoher Giite (Wiederholbarkeit und
Préazision). Zur Erstellung der Prozedur wurde eine Evaluierung mit verschiedenen
Produktionsstammen durchgefiihrt, in der die wichtigsten Parameter (Nahrmedium,
Inkubationszeit, Anpassung der Peak-Detektionsparameter relative Haufigkeit und die

Anzahl der im MSP resultierenden Peaks) tberprift und optimiert wurden.

Dies erforderte eine alternative VVorgehensweise im Vergleich zu Routinemessungen. In der
Betriebsanleitung des Gerétes wird auf das Programm MBT OC nur insofern eingegangen,
dass damit im MBT RTC gemessene Daten wieder aufgerufen, abermals identifiziert und ein
Analysenbericht gedruckt werden kann. S&mtliche weitere Funktionen des Programmes
wurden den mitgelieferten Handbiichern und einer mitgelieferten Anleitung entnommen.
Zur Abdeckung statistischer Eventualititen und um den Auflagen verschiedener
regulatorischer Autoritdten (z.B. FDA, ICH, AGES, etc.) zu entsprechen, wurde
beschlossen, dass ein Datenbankeintrag aus 6 biologischen Replikaten, welche an 2
verschiedenen Tagen vermessen wurden und unter Berucksichtigung der von Bruker
Daltonik vorgeschlagenen Qualitatskriterien fiir Spektren zur Erstellung von Standard-

MSP’s zu verwenden.



ZIEL und ZWECK

Ziel ist die Etablierung der Identifizierung von Produktionsstammen und die Entwicklung
einer Prozedur zur Erstellung von Datenbankeintragen, welche fur die Gesamtheit aller

Parameter reprasentativ ist.

Des Weiteren wurde die Signalstabilitat in der Keimidentifizierung mittels MALDI-TOF-
MS unter Einfluss unterschiedlicher Bedingungen in der Vorgeschichte der Probe

(verschiedene N&hrmedien/Alter der Kultur) untersucht.

AuRerdem sollte mittels des experimentellen Setups gezeigt werden, ob eine Unterscheidung
zwischen den Produktionsstimmen mit Plasmid und den Produktionsstimmen ohne Plasmid

moglich ist, indem beide wie eigene Stdmme behandelt werden.

AKZEPTANZKRITERIEN

Wie in den Tabellen in Abbildung 1 ersichtlich ist, wird die Giite einer Identifikation mittels
eines sogenannten Log-Scores angegeben. Dieser berechnet sich anhand der
Ubereinstimmung eines MSP’s welches aus einem Spektrum einer unbekannten Probe
berechnet wird mit einer Datenbank, welche aus Standard-MSP’s besteht. Der Log-Score
kann Werte zwischen 0 und 3 annehmen, je hoher die Zahl, desto besser die Identifikation.

Nach der hinterlegten Standard Methode (MBT_AutoX), welche in der Routine-Analytik
verwendet wird, stellen sich die Akzeptanzkriterien wie folgt dar:

e Eine als sehr wahrscheinlich geltende Identifikation auf Spezies-Ebene (+++)
erfordert einen Log-Score > 2,3.

e Eine als sicher geltende lIdentifikation auf Genus-Ebene (++) erfordert einen Log-
Score > 2,0 und < 2,3 und kann als mdgliche Identifizierung auf Spezies-Ebene
beurteilt werden.

e Eine mdgliche Identifizierung auf Genus-Ebene (+)erfordert einen Wert > 1,7 und <
2,0. Ab einem < 1,7 ist die Identifikation unzuverlassig (-).

Des Weiteren wird die Konsistenz, also wie plausibel das Ergebnis einer Identifikation ist, in

drei Kategorien angegeben:



e Ist der beste Treffer griin (+++ oder ++) und folgende griine Treffer von derselben
Spezies und/oder folgende gelbe (+) Treffer zumindest vom selben Genus spricht
man von der Konsistenz A (Spezies-Konsistenz).

e Gibt es keine Ubereinstimmung der Folgetreffer auf Spezies-Ebene sondern nur auf
Genus-Ebene (egal ob grin oder gelb) spricht man von Konsistenz B (Genus-
Konsistenz).

e Ist weder eine Ubereinstimmung der Folgetreffer auf Spezies noch auf Genus

ubereinstimmend spricht man von Konsistenz C (keine Konsistenz).

Fur dieses Projekt werden fir Analysenzwecke vergleichbar mit der Routineanalytik
dieselben Akzeptanzkriterien gewdhlt (> 2,0), welche nach den Angaben von Bruker
Daltonik empfohlen werden. Lediglich bei der Uberpriifung des Testdatensatzes wahrend

der Evaluierung wurden strengere Akzeptanzkriterien von Log-Scores > 2,3 akzeptiert.

Meaning of Score Values

Range Description Symbols Color
2.300 - 3.000 (+++) green
2.000 - 2.299 (++) green
1.700 - 1.999 probable genus identification +) yellow
0.000 - 1.699 “) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Description
(A) Species Consistency: The best match was classified as 'green' (see above). Further 'green’ matches are of

the same species as the first one. Further 'yellow' matches are at least of the same genus as the first one.

Genus Consistency: The best match was classified as 'green’ or 'yellow' (see above). Further 'green’ or
(B) 'vellow' matches have at least the same genus as the first one. The conditions of species consistency are
not fulfilled.

©) No Consistency: Neither species nor genus consistency (Please check for synonyms of names or
microbial mixture).

Abbildung 1 Akzeptanzkriterien

Obwohl man bei der Analysenmethode durchaus von einer heuristischen Herangehensweise
sprechen konnte (die Methode bedient sich einer Top-Down-Proteomics basierten
Identifikation von Mikroorganismen, bei der nur ein Massenbereich von 2000 bis 20000 Da
vermessen wird), zeigen jahrelange Forschung auf diesem Gebiet und neueste
Erkenntnisse[1], dass unter bestimmten Bedingungen konsistente Ergebnisse mit sehr
hohem Wahrheitsgehalt auch bei einem derart nahen Verwandtschaftsverhaltnis resultieren

kdnnen.



4.1.

MESSPRINZIP

EinfUhrung

Bereits in den frihen 1960er Jahren wurden die Grundsteine der heutzutage haufig
verwendeten massenspektrometrischen Analysenmethode MALDI-TOF zur
Charakterisierung von Biomolekilen gelegt. Zu dieser Zeit wurden vor allem die Kopplung
von Laser-gestltzter lonisierung mit verschiedensten MS-Analysatoren und die
Verwendung verschiedener Laser getestet. Wie sich in den 1970er Jahren herausstellte war
die Kopplung von Laser desorption/ionisation mit einem Time of Flight Spektrometer eine
vielversprechende Variante in der sich der lonisierungsprozess (gepulste Laser-Schiisse) mit
dem Analysenprozess (Flugzeiten von Molekil-lonen) perfekt ergénzten und fir die

Analytik von Biopolymeren etablierte[2].

Der Begriff ,,Matrix assisted laser desorption/ionisation* wurde erstmals im Jahr 1985 durch
Michael Karas, Doris Bachmann und Franz Hillenkamp geprégt, als ihnen bei ihren
Experimenten zum Einfluss der Laserwellenldénge auf die lonisierung von Peptiden und
Dipeptiden der Zusammenhang zwischen der lonisierbarkeit von Alanin in An- und
Abwesenheit von Tryptophan auffiel. Tryptophan wurde in diesem Zusammenhang erstmals
als ,,Matrix*“ bezeichnet und der lonisierungsvorgang als ,Matrix assistiert”, da das
Vorhandensein von Tryptophan die lonisierbarkeit von Alanin bei einem Zehntel der sonst

daflir notwendigen Bestrahlungsstarke ermoglichte[3].

SRUKER

' Detektor

] Analysator

CF\/’ Laser
/[

i < // Targetplatte

Abbildung 2 Bruker microflex LT Abbildung 3 Schematischer Aufbau MALDI-TOF



Ein weiterer Durchbruch in diesem Bereich gelang Koichi Tanaka 1988 als er demonstrierte,
dass eine lonisierung von Biomolekilen selbst bei einer GrélRe von 100000 Da mdglich ist,
wenn die daflr entsprechenden experimentellen Bedingungen erflllt werden (Matrix und

Laser) [4]. Im Jahr 2002 wurde er dafur mit einem Teil des Nobel-Preises in Chemie geehrt.

Die Ubertragung der Energie von Matrix-Molekiilen auf nicht absorbierende Molekiile in
einem diskreten Zeitintervall (1-100 ns) produziert dabei lonenpakete die anschliefend mit
einer bestimmten Energie (1-30 kV) in einem statischen elektrischen Feld beschleunigt
werden bis sie zur Feld-freien Zone gelangen (TOF-Flugrohr 0,1-3m). Durch die
unterschiedliche GréRRe der ionisierten Molekule resultieren verschiedene Flugzeiten und die

Molekil-lonen kommen zu unterschiedlichen Zeiten am Detektor an.

Die unter bestimmten Umstanden erzeugten Massenspektren von ganzen Zellen eines
Mikroorganismus bzw. Extrakten von diesem generieren ein stabiles Spektrum aus Signalen,
welches wiederholbar und charakteristisch ist. Dieses besteht in einem Massebereich von
2000 bis 20000 Da hauptsachlich aus ribosomalen und regulatorischen Proteinen. Da diese
ubiquitdr sind und in allen lebenden Zellen abundante Komponenten darstellen
(konserviert), erlaubt ein Vergleich dieser Spektren nicht nur eine Unterscheidung von
Mikroorganismen sondern auch ihre phylogenetische Einordnung[5]. Studien von Arnold et
al. konnten zeigen, dass mittels MALDI-TOF 55 von 56 existierenden subunit Proteinen von
Ribosomen aus Escherichia coli K-12 inklusive ihrer posttranlationalen Modifikationen

darstellbar und identifizierbar sind[6].

Diese Eigenschaften machten die MALDI-TOF Dbasierte Identifikation wvon
Mikroorganismen zu einer heute vielfach verwendeten Methoden in der klinischen
Mikrobiologie, da sie nicht nur zuverlassig in der Aussagekraft, sondern auch kostengtinstig
und zeitsparend im Vergleich zu anderen Analysenmethoden ist[7]. Die standige
Weiterentwicklung durch das Erweitern von Datenbanken und das Optimieren und
Homogenisieren von Extraktionsprozeduren machen die Methode zu einer sehr gefragten
und aktuell verfolgten  Analysenmethode[8]. Beispielsweise  wurden  eigen
Extraktionsprotokolle fur gram-positive Bakterien[9], gram-negative Bakterien[10] oder

auch fir Schimmel[11] entwickelt.



4.2.

lonisierung

Die lonisierungsmethode MALDI ist gut erforscht, da seit mittlerweile mehr als 40 Jahren
Bestrebungen zur Aufklarung eines genauen Mechanismus angestellt werden. Sie ist sehr
beliebt, wenn es um die Analyse von groflen Biomolekilen (Proteine, Nucleinsiuren,
Biopolymere, etc.) geht, da es eine der weichsten lonisierungsmethoden (kaum
Fragmentierung) ist, die bis dato verwendet werden. Auf Grund der Komplexitat des
Vorganges und der Tatsache, dass nicht nur ein Mechanismus, sondern vielmehr das
Zusammenspiel mehrerer Vorgange, die zum Teil auch konzertiert ablaufen, konnte bis

heute kein allgemein gultiger Mechanismus gefunden werden[12].

| |
— — Beschleunigungslinsen
. Laser
@
o
o Analyt-Molekiilion
Matrix-Molekiil
Probentriger

Abbildung 4 Schema lonisierung

Prinzipiell werden bei MALDI Analyt-lonen erzeugt, indem der Analyt mit einer Matrix co-
kristallisiert und anschlieBend unter Vakuum (ca. 3,7 x 107 mbar) mit einem Laser
beschossen wird. Dabei kommt es zur Ausbildung einer sogenannten MALDI-Wolke,
welche sowohl Matrix- und Analyt-Molekiile, als auch Cluster in verschiedenen GroRen und
Zusammensetzungen aus diesen beinhaltet[13]. Wéhrenddessen absorbieren die Matrix-
Molekiile die Laser-Energie wodurch sie angeregt und zum Teil ionisiert werden, aber auch
Protonen auf Analyt-Molekile tbertragen. Durch das angelegte Beschleunigungspotential
werden die gebildeten lonen in Richtung TOF-Analysator beschleunigt und aus der Wolke
herausgerissen. Die Vorgange, welche zur Bildung von lonen fiihren kdnnen in zwei

Gruppen eingeteilt werden: Primére Bildung von lonen und Sekundéare Bildung von lonen in



der MALDI-Wolke. Eine ebenso bedeutsame Rolle im lonisierungsprozess nehmen Matrix
und das Aufbringen der Probe und ebendieser ein[14].

4.2.1. Matrix

Je nach Probentyp werden bei UV-MALDI-Methoden verschiedene Matrices verwendet.
Eine geeignete Matrix sollte im verwendeten Wellenldngenbereich absorbieren und ein eher
geringes Molekulargewicht aufweisen. Bei der hier angewandten Methode wird
beispielsweise mit a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure (HCCA) kokristallisiert, da sich diese als
hervorragende Matrix zum lonisieren von kleinen Proteinen und Peptiden herausgestellt hat.
Einer der Vorteile von HCCA und ihren Derivaten gegenuber anderen Matrices ist die
geringere Fluchtigkeit im Vakuum bei Raumtemperatur.[15] 2,5-Dihydroxybenzoeséure
(DHB) kann beispielsweise fur die Analyse von Peptiden (<10 kDa), Nucleotiden,
Oligonukleotiden oder auch Oligosacchariden eingesetzt werden. Ein Vorteil dieser Matrix
ist der breitgefacherte Einsatzbereich[16].
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a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure 2,5-Dihydroxybenzoesaure
(HCCA) (DHB)
Formula Weight : 189,167(8) Formula Weight : 154,120(6)
Formula : C, H,NO, Formula : C.H,O,
0
OH o) o .
| | ~ OH
= OH
| HO
. N
o)
AN
3-Hydroxypicolinsaure Sinapinsaure
(HPA) (SA)

Formula Weight : 139,109(5) Formula Weight : 224,210(9)
Formula : C;H;NO, Formula : C,,H,;,0O,

Abbildung 5 UV-MALDI-Matrices fur verschiedene Probentypen bei 337 nm Laserwellenlange



Zur Analyse von Oligonukleotiden eignet sich 3-Hydroxypicolinsaure (HPA) am besten da
sie im Gegensatz zu anderen Matrices weniger Energie auf die Analyt-Molekile Ubertragt
und dadurch die sonst hadufig auftretende Fragmentierung von Oligonukleotiden im
lonisierungsprozess vermindert[17]. Die letzte angefuhrte Matrix ist Sinapinséure (SA)
eignet sich sehr gut fur Proteine, da sie im Vergleich zu anderen Matrices eine bessere
Massen-Auflosung in diesem Bereich durch reduzierte photochemische Adduktbildung
aufweist[18]. Alle aufgefuhrten Matrices sind in Abbildung 5 dargestellt und kénnen bei

einer Laserwellenlange von 337 nm zur lonisierung verwendet werden.

4.2.2. Targetplatte

Das gezielte Auftragen der Probe und der Matrix ist ein unumganglicher und kritischer Teil
der Probenvorbereitung bei der ,,Dried Droplet*“-Methode, welche hier angewendet wird.
Nur wenn beide Schritte richtig durchgefiihrt werden kann eine homogene Verteilung der
Matrix und eine homogene Schichtdicke des Kokristallisates sichergestellt werden. Hat die
Matrix-Losung nicht die optimale Konzentration kommt es zu einer nicht homogenen
Verteilung und zur Bildung von Ringen (,,coffee rings*) im Trocknungsprozess[19]. Zur
einfacheren Handhabung wurden von Bruker Targetplatten entwickelt, die das
GroRenverhaltnis einer genormten Microtiterplatte mit 96 Wells, wie sie beispielsweise bei
der Durchfiihrung von Immuno-Assays verwendet wird, in dem Verhéltnis 1:4 entspricht.
Sie besteht aus poliertem Edelstahl und kann wiederverwendet werden. Durch die mit Laser
gefrésten Target-Bereiche wird das Auftragen von 1 pL Losung erleichtert und es

resultieren symmetrische Tropfen.

QOO 00000000
QOO 0000000
QOO 0OOO0OO000CO
QOO0 00000O0O0
OO0 0000000 OO0
QOO0 0000OOO0
OO0 0O000000O0
OCOO0O0O0O0OO0O00CCO

Abbildung 6 Targetplatte schematisch

- 3
Abbildung 7 Targetplatte



Im Folgenden wird auf einige der im lonisierungsprozess ablaufenden Vorgéange
eingegangen. Das Symbol M in den Formeln beschreibt hierbei nicht wie sonst in der
Massenspektrometrie Ublich ein Molekil sondern ein Matrix-Molekul wéhrend das Symbol
A ein Analyt-Molekil beschreibt. Diese Unterscheidung ist zwingend notwendig, wenn die
lonisierungsprozesse erldautert werden, da sich einige Prozesse ausschlie3lich auf Matrix-
Molekiile beziehen. Da es sich um eine Ubersicht handelt kann nicht im Detail auf alle
Prozesse eingegangen werden und es wird nur eine Auswahl an Theorien aufgefiihrt. Diese
sind nach aktueller Meinung definitiv Teil des lonisierungsprozesses und wurden Uber

verschiedene Experimente nachgewiesen[20].

4.2.3. Primare Bildung von lonen

Einer der ersten Vorschlage zur priméren Bildung von lonen lieferte Ehring 1992 mit dem
Modell der Photoionisation, bei dem davon ausgegangen wird, dass die
hauptverantwortliche Spezies fur die Bildung von Analyt-lonen das kationische Matrix-
Molekil-lon-Radikal (M* °) ist, welches durch die Aufnahme der Laser-Energie zustande
kommt[21].

h
(1) M n[—vg M™+ e”

Wie viele Photonen flr die lonisierung notwendig sind héangt hauptsachlich vom
lonisierungspotential der Matrix ab. Messungen der Matrix DHB legen nahe, dass zwei
Photonen involviert sind, wobei das erste Photon eine Anregung des Matrix-Molekdls in den
S1 Zustand bewirkt und das zweite Photon das Herausldsen des Elektrons und damit die

Entstehung des Radikals verursacht[22].

hv hv
(2) MM ->M™4+ e~

Eine andere Erklarung ist die Ubertragung von Energie zwischen zwei angeregten Matrix-
Molekiilen durch das sogenannte ,,Energy pooling®. Hierbei iibertrégt eines der angeregten
Molekiile im S; Zustand die Energie auf ein anderes im gleichen Zustand, wodurch ein
nicht-angeregtes Molekil und ein Molekul in einem hdher angeregten S, Zustand entsteht.
Dieses kann entweder ein weiteres Molekul im S; Zustand anregen, oder tber thermische

lonisation ein priméres lon generieren[23, 24].
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2h
3) MM =S M'M* >M+M* + e”

,,Excited state proton transfer” (ESPT) ist eine weitere Theorie fir die Bildung von priméren
lonen. Dabei wird angenommen, dass ein Uber ,single photon ionization® angeregtes
Molekul ein Proton an ein anderes Molekil Gbertragt (Matrix- oder Analyt-Molekul) und
damit ein primares lon generiert. Ausloser ist hierbei die hohere Aziditat von gebundenen

Protonen welche durch die Anregung ausgeldst wird[25].

hv

(4) M — M*

(5) M*+M-[M—H] + [M+H]
oder

(6) M*+A—-[M—-H| + [A+H]"

Als letzte Theorie sei der ,,Cluster Ionization*“-Prozess angeflhrt. Dieser beruht auf der
Annahme, dass im Kristall aus Matrix- und Analyt-Molekilen bereits geladene Analyt-
lonen vorliegen, welche beim lonisieren der Matrix durch den Laser-Beschuss in Form von
Clustern desorbiert werden. Diese Cluster haben unterschiedliche GréRen und fiihren Gber
mehrere Abspalt-prozesse von neutralen Matrix-Molekilen zu den geladenen Analyt-
Molekiilen[26].

4.2.4. Sekundare Bildung von lonen in der MALDI-Wolke

In der entstehenden MALDI-Wolke kommt es zu Gasphasen-Reaktionen bei denen
ausgehend von den Primér-lonen (meist Matrix-lonen) Analyt-lonen erzeugt werden. Dies
kann auf verschiedene Arten und Weisen geschehen, etwa durch Gas-Phasen-Protonen-

Transfer oder durch Gas-Phasen-Kationisierung.

Beim Gas-Phasen-Protonen-Transfer findet zuerst die Bildung einer protonierten Matrix-
Species ausgehend von dem Primar-lon M* * mit einem neutralen Matrix-Molekdil statt.
AnschlieRend Ubertragt das resultierende [M+H]"-lon sein Proton auf ein neutrales Analyt-

Molekul und erzeugt so das entsprechende Analyt-Quasimolekil-lon. Diese Reaktion ist



thermodynamisch oft beglnstigt da die Protonen-Affinitdten von Matrices im Regelfall
niedriger sind als die von Peptiden und Proteinen[27].

@) M™+4+ M- [M+H]"+[M—H]

(8) [M+H]"+A-M+ [A+H]?

Die Gas-Phasen-Kationisierung stellt ein weiteres Phdanomen dar, welches bei MALDI-
Experimenten beobachtet und benutzt werden kann. Dabei kommt es durch Reaktion von
Analyt-Molekilen mit Kationen in der Gas-Phase zur Ausbildung von einfach-geladenen
Molekil-lonen. Sie entstehen meistens beim Vorhandensein von Alkali-Metall-lonen wie
Li* Na" oder K* aber auch bei Ag*™ oder NH4*. Das ubiquitare VVorhandensein von Na* und
K* erfordert in den meisten Fallen keine Zugabe von Kationisierungsreagenzien. Ihr
Massen-Shift kann zur Identifizierung des protonierten Analyt-lons eingesetzt werden[28,
29].

9) A+ Na” > [A+ Na]”
oder
(10) A+K">[A+ K]

11



4.3.
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Analysator

Abbildung 8 zeigt den schematischen Aufbau des Time of Flight (TOF)-Analysators. Wie
auf der Abbildung zu erkennen ist gliedert sich der Aufbau in zwei Hauptsegmente. Im
ersten Segment (d) befinden sich die drei Elektroden P1, P2 und G. Wobei die Elektrode P1
als Probentrdager fungiert. In diesem Segment findet die lonisierung statt, bei der alle
ionisierbaren Molekile mit einer Initialgeschwindigkeit von ca. 700 m/s [30] in alle
Raumrichtungen geschleudert werden und die entstandenen lonen zur Elektrode G mit
einem konstanten elektrischen Feld von ca. 20 kV beschleunigt werden. Abhédngig von ihrer
Initialposition und Initialgeschwindigkeit wirden dabei auch Molekille mit dem gleichen
Masse zu Ladungs-Verhéltnissen zu unterschiedlichen Zeitpunkten an der Elektrode G
ankommen und im Endeffekt eine Signalverbreiterung und einen Verlust von Auflésung bei

der Detektion fuhren.

d L
I
» 30 Q% 2o Detektor

G ~—

HV

Abbildung 8 Schematischer Aufbau eines TOF-Analysators

Deshalb wird die sogenannte ,,pulsed ion extraction” (PIE) angewandt. Hierbei wird einige
100 ns nach dem Laser-Beschuss fur 130 ns ein Potential zwischen den beiden Elektroden
P1 und P2 angelegt, bevor die lonen-Pakete die Elektrode G erreichen. Dieses zusétzlich
gepulste elektrische Feld bewirkt eine Art Kompression des lonen-Paketes weil auf lonen in
der N&he der Elektrode P1 eine groRere Kraft wirkt als auf lonen in der Nahe von Elektrode
P2 (Gradient)[31]. AnschlieRend kommen die Molekil-lonen in den feldfreien Bereich,
indem sie durch ihre resultierende Geschwindigkeit nach ihrem m/z-Verhaltnis aufgeteilt
werden. Da alle lonen netto gesehen dieselbe Energie im Beschleunigungsprozess

aufgenommen haben bewegen sich kleinerer lonen schneller als groRere.



Das Prinzip des Time of Flight-Analysators beruht auf der Beschleunigung geladener
Teilchen mit der Ladungszahl z in einem elektrischen Feld der Feldstarke eV und der
anschlieBenden Zeitmessung auf einer feldfreien Flugstrecke im Vakuum. Da die
resultierende Geschwindigkeit der Teilchen nur vom Beschleunigungspotential und der
Ladungszahl abhéngt, wirken auf alle lonen (bei gleicher Ladungszahl) dieselbe Energie,
welche zum Teil als kinetische Energie absorbiert wird[32]:

Einooooviiiiiiiiin, kinetische Energie [J]
(P Masse [kg]
E.. = _mVZ = zel Vet Tonen Geschwindigkeit [m/s]
(11) kin 2 A Ladungszahl [ ]
EV e Beschleunigungs-Potential [V]

Die resultierende Geschwindigkeit v ist dabei abhéngig von der zuriickgelegten Strecke D

und der dafur bendtigten Zeit t:

_ D Vet Tonen Geschwindigkeit [m/s]
(12) V= ? Do, Distanz [m]
T Zeit [s]

Da sowohl das Beschleunigungspotential als auch die Flugstrecke konstant sind, kann durch

einsetzten und umformen der Gleichungen nach der Messgrofie t aufgeldst werden:

L PO Zeit [s]
Do, Distanz [m]
(13) t=D - 1+ . Masse [ke]
2zeV Zot e Ladungszahl [ ]
EV Beschleunigungs-Potential [V]

Gleichung (14) illustriert, dass die Flugzeit eines geladenen Teilchens im feldfreien Raum

direkt proportional zu seinem Masse-Ladungsverhéltnis ist:

m Fe e e Zeit [s]
t o — 11 FOTOU U Masse [kg]
(14) Z Z Ladungszahl [ ]

Folglich haben kleinere lonen kiirzere Flugzeiten als grdRere lonen und es findet eine
Auftrennung nach ihrem Masse-Ladungsverhaltnis statt. Sind nur einfach geladene Teilchen

vorhanden erfolgt die Auftrennung nach ihrer Masse[33].

13



4.4,
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Detektor

Die entstandenen Ionen werden mittels eines ,,micro channel plate detectors (MCP)
detektiert. Ein MCP ist eine Art Sekundarelektronenmultiplier (SEM) bei dem Millionen
einzelner SEM’s in einer pordsen Platte elektrisch parallel verbunden sind. Jeder einzelne
fungiert dabei als Vervielfacher und die entstehenden Signale werden am Ende der Channels
gleichzeitig registriert. Das Prinzip der Detektion ist dabei folgendes: Jeder einzelne
Channel besteht aus einer Doppelschicht an Coatings. Die dul3ere Schicht besteht im
Normalfall aus Glas oder einem anderen nicht leitendem Material (Resistor) wéhrend die
innere Schicht aus einer Halbeiter-Materialschicht besteht. Wird nun Hochspannung
angelegt (> 1000 V) und die innere Schicht von einem Kation getroffen schlagt dieses ein
Sekundar-Elektron aus der Halbleiterschicht welches eine Kaskade auslost bei der bei jedem
Auftreffen eines weiteren Sekundar-Elektrons aus der Halbleiterschicht geschlagen werden.
Damit kommt es zur Amplifizierung des Signals und einzelne lonen kénnen hochaufgeldst
detektiert werden[34].

(
N
= \H
=
.

Abbildung 9 Querschnitt eines Microchannels

Abbildung 9 zeigt ein eintreffendes lon (blau) welches beim Aufschlagen auf die
Halbleiterschicht des Microchannels Sekundérelektronen (rot) erzeugt. Durch die ausgel6ste

Kaskade kommt es ca. zu einer Amplifizierung des Signals um den Faktor 10.
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5.1

5.1.1. Verwendete Mikroorganismen

MATERIALIEN und METHODEN

Material

Im ersten Experiment wurden ausschlieBlich Stimme von Escherichia coli verwendet. Bei

weiteren Versuchen wurden auch Pseudomonas fluorescens Stdmme in die Datenbank

integriert. Fur die Erstellung von Datenbankeintragen wurden ausschlieBlich Kulturen

ausgehend von Schragagarkultern verwendet.

Tabelle 1 Verwendete Mikroorganismen

Teststamm Hersteller Herstellungsdatum | Keimnummer

Escherichia coli ATCC 8730 | C19€ne 19.10.2017 01-AS
Herstellung

Escherichia coli MM 294-1 Eigene 19.10.2017 02-AS
Herstellung

Es_cherlchl_a coli MM 294-1 Eigene 19.10.2017 03-AS

mit Plasmid Herstellung

Escherichia coli PAL 1000 clgene 07.11.2017 04-AS
Herstellung

Es_cherlchl_a coli PAL 1000 Eigene 07.11.2017 05-AS

mit Plasmid Herstellung

Pseudomonas fluorescens Eigene

MB101 Herstellung 14.11.2017 06-AS

Pseudomonas fluorescens Eigene

MB101 mit Plasmid Herstellung 14.11.2017 07-AS

Escherichia coli DH5a Kan Eigene 28.11.2017 08-AS
Herstellung

Es_cherlchl_a coli W3110 Ton A | Eigene 18.12.2017 09-AS

mit Plasmid Herstellung

Escherichia coli BL 21 (DE3) | C'9ene 18.12.2017 10-AS
Herstellung

Es_cherlchl_a coli BL 21 Eigene 18.12.2017 11-AS

mit Plasmid Herstellung

Escherichia coli HMS 174 Eigene

(DE3) Herstellung 18.12.2017 12-AS

Pseudomonas fluorescens DSM | Eigene

50090 Herstellung 08.01.2018 13-AS
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5.1.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli gehort zur Familie der Enterobacteriaceae und ist ein gramnegatives
stabchenférmiges Bakterium das vor allem im Verdauungstrakt von Sdugetieren verbreitet,
aber auch im Boden und im Wasser Uberleben kann. Es gilt als einer der am besten
charakterisierten Mikroorganismen weltweit. Es wurde nach seinem Entdecker Theodor
Escherich benannt der es 1886 aus einer menschlichen Stuhlprobe isolierte. Es wird seit Gber
einem Jahrhundert verwendet um biologische Vorgange in Mikroorganismen aufzuklaren
und zu verstehen[35]. Durch die gesammelten Daten und dem Wissen, welches sich zu
Fragestellungen der Systembiologie Uber diesen Mikroorganismus angehduft hat, ist eine
rasche Entwicklung und Adaption von Produktionsstéammen mdglich. Diese Maoglichkeiten

machten Escherichia coli zu einem Modellorganismus im Metabolomic Engeneering[36].

Umso weniger verwunderlich ist es, dass dieser Organismus auch der meist verwendete bei
biotechnologischen Produktionen ist und bereits bei einer Vielzahl von Chemikalien oder
anderen Zielverbindungen als Host verwendet wurde. Grund hierfiir sind seine attraktiven
Eigenschaften: Schnelle Wachstumsraten, durchfiihrbare Fermentation bei hoher Zelldichte,
niedrige Produktionskosten, genaue Kenntnis Uber den Metabolismus sowie ausgereiftes
genetisches Werkzeug und Wissen zur Manipulation bzw. Optimierung von
Produktionsstammen[37, 38].

5.1.1.2 Pseudomonas fluorescens

16

Pseudomonas fluorescens gehort zur Familie der Pseudomonadaceae und ist ebenso wie
Escherichia coli ein gramnegatives stdbchenférmiges Bakterium. Es ist ubiquitér verbreitet
und sowohl an Lebensraume innerhalb von S&ugetieren als auch auRerhalb angepasst. Dabei
helfen ihm seine extrem vielseitigen metabolischen Fahigkeiten. Er toleriert pH Werte
zwischen 4 und 8 sowie Temperaturen zwischen 4° und 32° C (Nicht-Saugetier Isolat) bis
hin zu 37°C (Sdugetier Isolat)[39].

Zusatzlich zu seiner Toleranz gegenuber verschiedenen Bedingungen ist er ungewdhnlich
gut geeignet fir Hochexpressionssysteme, in denen er teilweise bessere Ausbeuten liefert als
Escherichia coli. Ein Grund hierfur ist vor allem die Exkretion des produzierten Produktes
in den periplasmatischen Raum der Zelle, oder gar in den Extrazelluldrraum, was die

anschlieBende Aufreinigung des Produktes erheblich erleichtert[40].



5.1.2. Verwendete Ndhrmedien

Zur Uberprifung der Signalstabilitit und Reproduzierbarkeit der Signale wurden
unterschiedliche N&hrmedien verwendet, um ein mdglichst breites Spektrum an

Bedingungen zu simulieren.

Tabelle 2 Verwendete Nahrmedien

Medien Hersteller

TSA - Trypcase Soja Bouillon Bio Merieux

RA — Rambach Agar Eigene Herstellung
LB — Luria Bertani Agar Eigene Herstellung
R2+B1 Medium Eigene Herstellung
R2+B1 + 50 pg/mL Ampicillin® Eigene Herstellung

"Konzentration und Antibiotikum wurden It. der produktspezifischen internen Vorschrift ausgesucht
5.1.2.1 TSA - Trypton Soja Agar:

TSA st ein nicht-selektives Universal-Medium, welches gentigend Nahrstoffe bietet um das
Wachstum einer Vielzahl von verschiedenen Mikroorganismen zu ermdglichen. Das Medium
enthalt die durch enzymatischen Verdau mittels Trypsin entstandenen Peptone aus Casein und
Sojabohnen-Mehl, welche eine gute Aminosdure- und Stickstoffquelle darstellen, die von
vielen Mikroorganismen genutzt werden kann. Natriumchlorid erhdlt das osmotische
Gleichgewicht. Zur Neutralisierung von Desinfektionsmittel- Resten an der Oberflache
enthadlt das Medium eine spezielle Kombination aus Reagenzien: Sojalezithin, Polysorbat 80
und L-Histidin zur Neutralisation von Aldehyden und Phenolen, Natriumthiosulfat zur

Neutralisation von Halogenbestandteilen.

Zusammensetzung':

Caseinpepton (Rind)..........c.cooiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 1509
SOJAPEPLON. ..ttt 5049
Hefeextrakt.......cooooiiiiii 6,0 g
Natriumchlorid. ..o 50¢g
NatrTUMPYIUVAL. .. veeeeeet et eeeee e 2,0¢g
Sojalezithin........ ... 0,7¢g
Polysorbat 80 (Tween 80).........c.oviiiiiiiiiiii e 50g
Natriumthiosulfat, 5 H20............coo 0,05¢
L-HiStidin. ..o 1,0g
A AT . 15¢

Gereni@tes WasSer.......vvriiie et 1000 mL

*biomerieux, REF 43 811, 43 819
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5.1.2.2 RA - Rambach

RA wird verwendet um Salmonella spp. nachzuweisen. Das Medium unterstitzt das
Wachstum von Enterobacteriaceae. Das zugesetzte Natriumdesoxycholat inhibiert das
Wachstum grampositiver Bakterien. Propylenglykol ermdglicht die Unterscheidung zwischen
Salmonella spp. und anderen gram negativen Bakterien. Dabei verstoffwechseln Salmonellae
das Propylenglykol zur Milchséure und in Kombination mit einem pH-Indikator kommt es zu
einer Rotfarbung. Zur Unterscheidung zwischen anderen Laktose positiven coliformen
Bakterien und Salmonella spp. enthdlt das Medium ein Chromogen, welches B-galactosidase
Aktivitat durch blau-griin Farbung anzeigt. Andere gramnegative Bakterien wie zum Beispiel
Proteus spp., Pseudomonas spp., Shigella spp., Salmonella typhi or S. paratyphi A bilden eine
falrblose bzw. gelblich geféarbte Kolonien[41].

Zusammensetzung”:

PPEON. .. e 8 g/L
Natriumchlorid............ooooii 5¢g/L
Natriumdeoxycholat...............coooiiiiiii 1 g/L
Chromogen MiX........ooviniiii e 1,59/L
Propylenglycol........c.ouiirinii e 10,5 g/L
AGAI-AQAT. . 15 g/L

*Merck Technical Data Sheet 1. 07500.0001 / 1.07500.0002 / 1.07500.0003

5.1.2.3 LB - Luria Bertani Agar
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LB ist ein Komplexmedium, welches erstmals 1951 von Giuseppe Bertani flr Studien des
lysogenen Zyklus am Beispiel von Escherichia coli verwendet wurde. Urspriinglich enthielt
das Nahrmedium zusétzlich Glucose, welche bei moderneren Formen dieses Mediums nicht
mehr zum Einsatz kommt. Trypton (durch enzymatischen Abbau mittels Trypsin erhaltene
Peptone) stehen als Aminosdurequelle zur Verfiigung, wéhrend der Hefe-Extrakt Vitamine
und Spurenelemente zu Verfligung stellen soll. Durch den Zusatz von Natriumchlorid wird

das osmotische Gleichgewicht erhalten[42].

Zusammensetzung:

7 0110 o B 1009
Hefe EXIraKt. .. ooooeeeiteet e, 5049
Natriumchlorid. ... 1009
A AT . . e 20,09
Gereinigtes WasSer. ... ...vuuieei ettt eans 1000 mL

pH7,0£0,2



5.1.24 R2+Bl1
R2+B1 ist ein, an LB angelehntes Nahrmedium. Es unterscheidet sich lediglich im Anteil an

Trypton und Hefe-Extrakt, sowie dem Zusatz von 1% Thiamin Lésung.

Zusammensetzung:

TIYPLON. .ttt 20,09
Hefe EXTrakt. . ..o e, 10,09
Natriumehlorid. . ...o oo, 10,0¢g
N2 1509
GereinNigtes Wasser.......ououiiriit it 1000 mL
1% Thiamin-HCI ... 1,0 mL

pH7,0£0,2

* Thiamin-HCI wird erst nach dem Autoklavieren dem temperierten Agar zugesetzt.
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5.1.3.1 Equipment

Tabelle 3 Equipment

5.1.3. Verwendetes Equipment und Verbrauchsguter

Equipment Hersteller
Laminar Flow HERA SAFE KS Thermo Scientific
Brutschrank 32,5°C £2,5°C Binder
Brutschrank 37 °C + 1,0 °C Binder
Brutschrank 30 °C £ 1,0 °C Binder
Biotyper microflex LT Bruker Daltonik
Centrifuge 5424 Eppendorf
elektr. Kolbenhubpipette Xplorer 10 pL Eppendorf
elektr. Kolbenhubpipette Xplorer 100 pL Eppendorf
elektr. Kolbenhubpipette Xplorer 300 pL Eppendorf
elektr. Kolbenhubpipette Xplorer 1000 uL | Eppendorf

andere:

Vortexer

Bunsenbrenner

5.1.3.2 Verbrauchsgtter

Sterile Impfdsen 1+10 pL (Biosiama)
Prézisionswischtucher (Kimberly-Clark)
Pipettenspitzen 10+1000 pL (Eppendorf)

Sterile Filter-Pipettenspitzen 100+300 pL (VWR)
Sterile Handschuhe (Sempermed)

Sterile Armelschoner (Lohmann und Rauscher)
Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 mL (Eppendorf)

5.1.3.3 Verwendete Chemikalien

Tabelle 4 Verwendete Chemikalien

Reagenz Hersteller
Acetonitril (ACN) Honeywell
Ameisenséure (AS) Honeywell
Ethanol, absolut (EtOH) Merck

70% Ethanol VWR
Trifluoressigséure (TFA) Honeywell
Standardlésungsmittel” (SLM) Honeywell
gereinigtes Wasser (H.O) Eigene Herstellung
BTS-Standard lyophilisiert Bruker

HCCA lyophilisiert Bruker

70% Ameisensdure—Lsg. Eigene Herstellung
HCCA Lbsung Eigene Herstellung
BTS-Standardldsung Eigene Herstellung

*Standardldsungsmittel (50% ACN, 47,5% H20, 2,5% TFA)
20



5.1.4. Software

Die hier angefiihrten Programme wurden im Rahmen des Compass 1.4 Software-Paketes mit
dem Gerét erworben und sind in der Routineanalytik etabliert und in der internen
Betriebsanleitung dargestellt. Es wurde ausschlief3lich diese Software zur Bearbeitung und
Auswertung von Daten verwendet, samtliche GMP-relevanten Einstellungen wurden dabei
nicht verandert. Das Vorgehen beim Erstellen von Datenbankeintrdgen wurde von Bruker
Daltonik geschult, die hierzu erhaltenen Informationen und Dokumente wurden ebenfalls

verwendet.

5.1.4.1 flexControl

Das Programm flexControl steuert alle Parameter die fiir den Messvorgang ben6tigt werden
und ist fir die Aquisition von Daten notwendig. Es liefert Informationen bezliglich des
Status einzelner Komponenten wie zum Beispiel dem des Sample Carriers, der Detektion
oder der generellen Spektrometer Eigenschaften. Uber den AutoExecute-Reiter konnen
Messungen durchgefiihrt und tber das Graphical User Interface (GUI) uberwacht werden.
Messungen mit der Methode MBT_AutoX generieren dabei die Rohdaten, also
unbehandelte Massenspektren.

5.1.4.2 flexAnalysis

Mit flexAnalysis wird die Uberpriifung der Spektren durchgefiihrt. Es ist ein Programm, das
nur zur Analyse bereits erhaltener Rohdaten verwendet werden kann (es konnen damit keine
Messungen durchgefuhrt werden). Das gesamte Preprocessing der Rohdaten wird mit
diesem Programm durchgefuhrt. Hierzu muss die Methode MBT Standard ausgewéhlt
werden und anschlieBend eine Kurvenglattung und eine Basislinienkorrektur durchgefiihrt
werden. Beide Prozesse dienen lediglich der besseren Darstellung der Spektren. Die
Kurvenglattung reduziert dabei Rauschen und verbessert das S/N-Verhéltnis und damit die
Auflésung. Die Basislinienkorrektur bewirkt, dass das Spektrum entlang der y-Achse
(Intensitat) korrigiert wird und entfernt die durch das Vorliegen von Untergrundrauschen

erhohte Basislinie.

5.1.4.3 MALDI Biotyper Offline Classification (MBT OC)

MBT OC ist die Software welche verwendet wird um MSP*s zu berechnen, Datenbanken zu

kreieren sowie diese zu verwalten und das gesamte Sub-typing mittels Subtyping-MSP,
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PCA (Principal Component Analysis) oder CCl (Composite Correlation Index)-Analysis
durchzufiihren. Es hat keinerlei Einfluss auf die Routineanalytik (dieses Programm wird

nicht verwendet).

5.1.4.4 MALDI Biotyper Realtime Classification (MBT RTC)

MBT RTC ist das routinemélig verwendete Messprogramm fur Identifizierungen. Es ist
darauf ausgelegt schnell und einfach Proben gegen eine vorhandene Datenbank
abzugleichen und eine schnelle und zuverlassige lIdentifizierung zu erhalten. Alle damit
durchgefuhrten ~ Messungen  werden in  einem eigenen  Ordner  gespeichert
(,,MaldiBiotyperRealTimeClassification®), welcher schreibgeschiitzt ist und auch das

Ldschen von Daten verhindert.

5.1.4.5 Data Integrity

5.2.

Um sicher zu stellen, dass alle Messungen fur Forschungszwecke nicht mit denen der
Routineanalytik vermischt werden, wurde im Unterordner ,,MSP creation ein Ordner
,Datenbankerweiterung Produktionsstdamme* erstellt, in dem sdmtliche Messungen
gespeichert werden. Da alle Routinemessungen mit dem Programm MBT RTC durchgefihrt
werden, und dieses einen eigenen Speicherort hinterlegt hat, ist ein Vermischen der Daten
ausgeschlossen. Kalibrationsmessungen werden wie bereits erwahnt im MBT RTC
durchgefuhrt, weshalb die Daten anschlieBend zu Dokumentationszwecken in den
,Datenbankerweiterung Produktionsstimme*-Unterordner ,,BTS Kalibrierung™ kopiert

werden mdssen.

Methoden

5.2.1. Inokulation
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Die ausgewdhlten Mikroorganismen werden unter sterilen Bedingungen mittels
Osenabstrich (1 pL Impfose) aus Schragagarkulturen bzw. aus Glycerinkulturen auf die

N&hrmedien Ubertragen.

5.2.2. Inkubation

Je nach Nahrmedium wurden unterschiedliche Inkubationstemperaturen verwendet. Die

Inkubationsdauer wurde beim ersten Experiment mit 11 Tagen fir alle Nahrmedien



festgesetzt, damit nach gewissen Zeitabstdnden (1, 4, 6 und 11 Tagen) Messungen
durchgefihrt werden konnten.

Tabelle 5 Inkubationsbedingungen

Nahrmedium Temperatur
TSA 325°C+25°C
RA 37,0°C+1,0°C
LB 37,0°C+1,0°C
R2+B1 37,0°C+1,0°C
R2+B1 + 50 pg/mL Ampicillin 37,0°C+1,0°C

5.2.3. Extraktion

Zur Erstellung der Datenbankeintrdge wurde ausschliellich die bereits etablierte
Vorbereitung des Keim-Materials mittels Ameisensdure Extraktion, welche von Bruker

Daltonik empfohlen wird, verwendet. Es wurde dabei folgender MalRen vorgegangen:

1. 300 pL deionisiertes Wasser werden in ein Eppendorfgefal’ vorgelegt.

2. Eine 1 puL Impfose wird verwendet um biologisches Material in das Eppendorfgefal zu
transferieren. Anschlielend wurde das Keim-Material durch wiederholtes aufziehen mit
einer Pipette homogenisiert.

3. 900 pL Ethanol wurden hinzugefugt und grundlich vermischt.

4. Bei maximaler Geschwindigkeit (15000 rpm) fir 2,5 min abzentrifugiert, Uberstand
verworfen, nochmals zentrifugiert und das restliche Ethanol vorsichtig mit einer Pipette
entfernt, ohne dabei das Pellet zu verletzen.

5. Pellet bei Raumtemperatur 2-3 min trocknen lassen.

6. 30 pL 70%ige Ameisensaure zum Pellet hinzugefigt und durch Pipettieren
homogenisiert.

7. 30 pL Acetonitril hinzugefiigt und vorsichtig vermischt.

8. Bei maximaler Geschwindigkeit (15000 rpm) fir 2,5 min abzentrifugiert, damit sich das

Material zu einem Pellet formte.

Abbildung 10 Ablauf der Ameisensdure Extraktionsmethode
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Der Uberstand enthalt nun hauptséchlich ribosomale Proteine und wird als Probe vermessen.
Grolkere Proteine werden durch den Zusatz von Acetonitril auf Grund ihrer groReren

Oberflache denaturiert und ausgefallt.

5.2.4. Belegung der Targetplatte mit Probe

1 pL des Uberstandes welcher bei der Ameisenséure Extraktion resultiert wurde auf eine
MALDI-Targetplatte pipettiert und bei Raumtemperatur trocknen gelassen. AnschlieRend
wurde der Spot innerhalb 1 Stunde mit 1 pL HCCA-LGsung (10mg/mL) tberzogen und bei
Raumtemperatur trocknen gelassen.

Von jeder Probe wurden beim ersten Experiment 12 Spots (1 Reihe) je 3 Mal (Drei
aufeinander folgende Messungen) vermessen (12x3=36 Spektren), wobei jedes
Einzelspektrum bereits ein  Summenspektrum aus 120 Laser-Schissen (3x40 an
randomisierten Stellen mit einer Laser-Intensitdt zwischen 30% und 40%) darstellt. In
weiterer Folge wurde fiir die Erstellung von MSP’s festgelegt, dass pro Probe und Tag 9

Spots 3 Mal vermessen werden (Jedes biologische Replikat wurde 3 Mal aufgetragen und 3

Mal vermessen).

Abbildung 11 Aufgetragener Spot seitlich Abbildung 12 Aufgetragener Spot von oben

5.2.5. Kalibration

Vor jeder Messung muss das Gerét kalibriert werden. Hierzu wird eine separate Messung im
Programm MBT RTC gestartet und mit der Identifizierung des IVD Bacterial Test-
Standards begonnen. Da vor jeder Messung in diesem Programm automatisch eine
Kalibrationsmessung mit anschlieRender Validierung der Messparameter durchgeftihrt wird,
kann diese Messung als Kalibration fir alle Folgemessungen herangezogen werden. Die

Dokumentation erfolgt Giber den Analysenreport, welcher anschlieRend ausgedruckt wird.



5.251

IVVD Bacterial Test Standard

Der In Vitro Diagnostic Bacterial Test Standard (IVD BTS) ist ein externer Standard, der
auf dieselbe Targetplatte wie die zu vermessene Probe aufgetragen wird. Da er mit jedem
Projekt mitaufgetragen wird, wird jedes Mal vor dem Messen der ersten Probe eine neue
Kalibrierung durchgefiihrt, die den aktuellen Bedingungen entspricht. Er enthdlt einen
praparierten Extrakt des Escherichia coli — Stammes DH5 . Dieser weist charakteristische
Peptid- und Proteinprofile in MALDI-TOF MS-Spektren auf. Zusétzlich wurden von Bruker
Daltonik, zur Erweiterung der Obergrenze des Massenbereichs zwei zusétzliche Proteine
zugesetzt. Der Standard deckt einen Massenbereich von 3,6 — 17 kDa ab. Als
Kalibrierpunkte mit einer Massentoleranzgrenze von +300 ppm werden folgende Massen

herangezogen:

Tabelle 6 Kalibrierpunkte des IVD BTS*

Protein Referenzmasse (mittlere Masse) | Toleranzbereich 300 ppm
RL29 [M+2H]?* 3637,8 Da 3636,7 Da — 3638,8 Da
RS32 [M+H]* 5096,8 Da 5095,3 Da —5098,3 Da
RS34 [M+H]* 5381,4 Da 5379,8 Da —5383,0 Da
RS33meth [M+H]* 6255,4 Da 6253,5 Da — 6257,3 Da
RL29 [M+H]" 7274,5 Da 7272,3 Da—7276,7 Da
RS19 [M+2H]* 10300,1 Da 10297,0 Da — 10303,2 Da
RNAse A [M+H]* 13683,2 Da 13679,1 Da — 13687,3 Da
Myoglobin [M+2H]* 16952,3 Da 1647,2 Da — 16957,4 Da

*Gebrauchsanweisung VD Bacterial Test Standard REF 8290190

5.2.6. Messung der Proben

Sobald sémtliche Spots getrocknet sind kann die Targetplatte in das Gerét gelegt werden und
ins Vakuum (berfihrt werden (IN/OUT-Taste am Gerét). Samtliche Messungen zur
Erstellung eines Datenbankeintrags wurden mit dem Programm flexControl und der

Methode ,,AutoXecute* ausgefiihrt.

5.2.7. Preprocessing

Beim Preprocessing wird der vorhandene Roh-Datensatz (54 Spektren bei der Erstellung
von Datenbankeintragen) einer Kurvenglattung (,,Smoothing®) via Savitzky Golay-Funktion
unterworfen. Anschlielend wird eine Basislinienkorrektur (,,Baseline Subtraction®)
durchgefuhrt, bei der von allen Spektren eine Funktion abgezogen wird, die eine Basislinie
annéhert (Basislinien werden angeglichen). AnschlieBend werden jene Spektren aussortiert,

die aufféallige Peaks, Ausreier oder Null-Linien beinhalten. Die verbliebenen Spektren
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werden nun in 1000 Da Schritten auf ihren Peakshift kontrolliert. Eine Differenz von 500
ppm ist hierbei erlaubt (flr ein bestimmtes m/z-Verhéltnis dirfen unterschiedliche Spektren
maximal einen Unterschied von 500 ppm aufweisen). Das Preprocessing ist nun
abgeschlossen und erlaubt die Speicherung der bearbeiteten Spektren sowie die Erstellung

von Peaklisten.

U,\/J

3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720 3730 3740 3750 miz

Abbildung 13 Preprocessing: unbehandelt (blau), mit Kurvenglattung (rot)
und mit Kurvenglattung und Basislinienkorrektur

5.2.8. Processing

Der bereits bearbeitete Datensatz wird nun zur Erstellung eines MSPs verwendet (Main
SPectrum), welches ein Linienspektrum darstellt, das in allen Einzelmessungen enthalten ist
(Fingerprint). Dabei sind die m/z-Werte und deren Intensitdt fir jeden Organismus
einzigartig und konnen deshalb fur die Identifikation herangezogen werden. Im Zuge der
Optimierung wurde die urspriinglich verwendete Methode zur Erstellung von MSP’s
adaptiert. In der urspriinglichen Version (Bio Typer MSP Creation Standard Method) wurde
ein Minimum an relativer Haufigkeit in den Spektren vorhandener Peaks bei 25 % angesetzt
(damit ein Peak fiir die Berechnung eines MSP’s herangezogen wird muss er in mindestens
25% aller Spektren vorkommen) mit einer gewilinschten Peak-Anzahl von 70 bei einer
Spektrenanzahl von mindestens 20. In der optimierten Version muss ein Peak in mindestens
80% der Spektren vertreten sein, damit er zur Berechnung herangezogen wird. Die

maximale gewinschte Peak-Anzahl wurde auf 80 und die Spektrenanzahl auf 30 erhoht.



6.1.

ERGEBNISSE

Rohdaten

Insgesamt wurden beim ersten Versuch 1728 (576/Stamm) Spektren aufgezeichnet. Dabei
wurden drei verschiedene Bakterienstimme von Escherichia coli in vier verschiedenen
Nahrmedien zu vier verschiedenen Zeitpunkten vermessen. Jede Probe wurde 12-mal

vermessen und anschlieRend der Uberpriifung der Qualitatskriterien unterworfen.

Im Folgenden werden alle Zeitverlaufe in der Rohversion dargestellt. Dabei wurde fir jeden
Spektrensatz (12*3=36 Spektren) eine reprasentative Messung ausgewéhlt (Kontrolle der
Qualitatskriterien in FlexControl) und dargestellt. Dabei wurde darauf geachtet, dass alle
Spektren mit gleicher Skalierung auf x- und y-Achse flr jede Zeitreihe dargestellt werden

um Intensitatsunterschiede sichtbar zu machen.

Fur die Erstellung eines Datenbankeintrages wurden die Daten aus dem ersten Versuch
Spektrensatz (12*3=36 Spektren) verwendet. Hierbei wurde auf Grund der Ergebnisse (siehe
6.3 und 6.4) beschlossen, TSA als Nahrmedium und eine Inkubationszeit von einem Tag fur
die Erstellung von Datenbankeintragen festzulegen (Abnahme der Spektrenqualitat Gber die
Zeit, deutliche Unterschiede bei Intensitdt und Anzahl der Peaks bei unterschiedlichen

Né&hrmedien).

Nach neueren Erkenntnissen wurde beschlossen, mehrere biologische Replikate fir die
Erstellung von Datenbankeintrdgen zu verwenden. Beim zuvor verwendeten Schema wird
letztendlich nur ein biologisches Replikat vermessen, was die statistischen Eventualitaten

nicht ausreichend abdeckt.

Das AMG (8 28 Allgemeine Voraussetzungen) schreibt eine Mindestanzahl von drei
biologischen Replikaten vor, wéhrend das japanische Arzneibuch (Japanese Pharmacopoeia,
JP) 6 Replikate fordert. Als erste Anndherung wurden vier Replikate vermessen, wobei der
jeweilige Keim aus vier verschiedenen Kulturen auf ein und demselben Nahrmedium nach
derselben Inkubationszeit entnommen und separat extrahiert wird. Der neue Spektrensatz
enthélt wieder insgesamt 36 Spektren, dabei wird jedes biologische Replikat dreimal als
Triplikat vermessen (4*3*3=36 Spektren).

Da die zweite Annéherung mit vier Replikaten eine deutliche VVerbesserung der Ergebnisse
bei einer Routineméaligen Analyse brachte, wurde das Schema abermals optimiert. Die
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finale Prozedur involviert nicht nur eine groRere Anzahl an biologischen Replikaten (6), es

inkludiert auBerdem die Wiederholbarkeit des Verfahrens, da nun an zwei unterschiedlichen

Tagen gemessen wird. Der neue Spektrensatz enthdlt insgesamt 54 Spektren, dabei wird

jedes biologische Replikat dreimal als Triplikat an 2 unterschiedlichen Tagen vermessen
((2*(3*3*3))=54 Spektren). Von diesen 54 Spektren werden 30 ausgewahlt die den
Qualitatskriterien entsprechen (siehe 5.2.7) und mit der optimierten Methode (siehe 5.2.8)

prozessiert.

Abbildung 14 zeigt den schematischen Aufbau des finalen Spektrensatzes zur Erstellung von

Datenbankeintrégen.

Tag 1

Tag 2

N |

|

1 2 3 4 5
Extraktion Extraktion

VDO Q@O Q@ @03 @B)QaE 4)(4)(4) (5 (5 (5)(6)(6)(6
Messung Messung

n n=9

|

n=9

:
.

:

Abbildung 14 Spektrensatz zur Erstellung von Datenbankeintrégen
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Abbildung 16 E. coli MM 294-1 auf TSA nach 1 (blau), 4 (rot), 6 (grun), und 11 (lila) Tagen Inkubation bei 32,5 + 2,5°C
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Abbildung 18 E. coli ATCC 8739 auf RA nach 1 (blau), 4 (rot), 6 (griin) und 11 (lila) Tagen Inkubation bei 37 + 1°C
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Abbildung 20 E. coli MM 294-1 mit Plasmid auf RA nach 1 (blau), 4 (rot), 6 (griin) und 11 (lila) Tagen Inkubation bei 37 + 1°C
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Abbildung 22 E. coli MM 294-1 auf LB nach 1 (blau), 4 (rot), 6 (grtin) und 11 (lila) Tagen Inkubation bei 37 + 1°C
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Abbildung 24 E. coli ATCC auf R2+B1 nach 1 (blau), 4 (rot), 6 (griin) und 11 (lila) Tagen Inkubation bei 37 + 1°C
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Abbildung 26 E. coli MM 294-1 mit Plasmid auf R2+B1 nach 1 (blau), 4 (rot), 6 (griin) und 11 (lila) Tagen Inkubation bei 37 + 1°C
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Wie in den Gegenlberstellungen zu sehen ist verdndern sich die Intensitat und die
Intensitatsverteilungen der Signale. Teilweise kommt es dabei nur zu einer Anderung,
teilweise gehen Signale dabei ganz verloren. Ursachen fir die generelle Abnahme der
Intensitat Uber die Zeit kbnnten an Schwankungen bei der Extraktionsmethode liegen oder,
was wahrscheinlicher ist, an der abnehmenden Anzahl lebender Zellen in der Probe. Durch
die langere Inkubationszeit und dem schnellen Generationswechsel wird bei der
Probennahme mit jedem spéteren Zeitpunkt mehr totes Zellmaterial entnommen, welches
wiederum durch Abbauprozesse ein anderes Proteom als eine lebende Zelle aufweist. Diese
Veranderungen legen nahe, einen moglichst friihen Zeitpunkt (1 Tag Inkubation) zur
Erstellung von Datenbankeintrdgen zu verwenden. Zur korrekten ldentifizierung wére es
daher auch notwendig, alle Proben die mit der Datenbank verglichen werden sollen,
demselben Inkubationszeitraum zu unterwerfen. Diese Erkenntnisse sind konsistent mit
Beobachtungen, die von Williams et al. bei einer Studie im Jahr 2003 gemacht wurden. Die
Arbeitsgruppe untersuchte den Einfluss experimenteller Parameter auf die Qualitat der
erhaltenen Spektren und kam unter Anderem zu dem Schluss, dass die Inkubationszeit einen
starken Einfluss auf die Reproduzierbarkeit von Spektren aufweist[43].

Aus unterschiedlichen N&hrmedien resultieren des Weiteren leicht unterschiedliche Spektren
(andere Zusammensetzung des Proteoms), was durch das unterschiedliche Nahrungsangebot
und verschiedene Wachstumsbedingungen zurtickzufiihren sein konnte, da diese Faktoren
einen starken Einfluss auf den Stoffwechsel des Bakteriums haben. Obwohl es erwiesener
MaRen Signalmuster gibt, die nahrmedienunabhédngig reproduzierbar sind, stellt sich die
Frage, ob die Anzahl davon ausreichend ist und die variierende Intensitét keinen zu grof3en
Storfaktor darstellt[44]. Da das Unterscheiden auf Plasmid-Ebene vor Allem wvon
verschiedenen Intensitatsverhéltnissen abhangt, ware es sinnvoll, ein bestimmtes Medium
auszuwdhlen, auf dem die Datenbankeintrdge erstellt werden und s&mtliche Proben der

Routineanalytik auf dem gleichen Medium zu inkubieren.



6.2.

\nl[:ns — I — Escherichia coli ATCC 8739 0812 US
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Abbildung 28 E. coli ATCC 8739 nach einem Tag Inkubation auf TSA, RA, LB und R2+B1

Die in Abbildung 28 markierten Bereiche illustrieren einen N&hrmedien-abhangigen
Intensitatsunterschied, welcher teilweise bis zum Verschwinden der Signale im Rauschen
fuhrt. Von links nach rechts: m/z ca. 4200 Peak bei R2+B1 mit deutlich geringerer
Intensitat, m/z ca. 4900 Intensitatsverteilung zweier Peaks bei TSA und RA ca. 1:1 bei LB
1:3 und bei R2+B1 1:2, m/z ca. 6500 deutlich geringere Intensitat bei RA und LB gegeniber
TSA und kein Signal bei R2+B1, m/z ca. 9200 deutlich hohere Intensitat bei LB und R2+B1
als bei TSA und RA dafir deutlich verringerte Intensitat des benachbarten Peaks.
Prozessierte Daten

Zur genaueren Analyse der Zeitreihe wurden Mittelwertspektren und MSP’s (MBT AutoX)
berechnet und miteinander verglichen. Da die Berechnung der Mittelwertspektren sehr viel
Zeit in Anspruch nimmt, wurde beschlossen vorerst eine genauere Analyse von Escherichia
coli ATCC 8739 auf dem Nahrmedium TSA durchzufiihren. Dazu wurden die, nach der
Qualitatskontrolle verbliebenen Spektren einzeln als Tabelle in Excel importiert und der
Mittelwert der Intensitaten gebildet. Das resultierende Spektrum enthalt dabei die gesamte
Information aller Einzelspektren und ermdglicht eine deutlichere Gegentiberstellung
mehrerer Spektren zur gleichen Zeit. Des Weiteren kann es fir die Identifizierung von
Biomarkern herangezogen werden in dem Mittelwertspektren unterschiedlicher Stdmme

miteinander verglichen werden.
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TSA-1 Vergleich Mittelwertspektren
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Abbildung 29 Mittelwertspektren von E. coli ATCC 8739, E. coli MM 294-1 und E.coli MM 294-1 mit Plasmid
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Abbildung 30 Mittelwertspektren von E. coli ATCC 8739, E. coli MM 294-1 und E. coli MM 294-1 mit Plasmid

Abbildung 29 zeigt bei m/z ca. 7710 Da eine deutlich héhere Intensitét bei E.coli ATCC
8739 im Vergleich zu E.coli MM 294-1 und E.coli MM 294-1 mit Plasmid bei einer
vergleichbaren Intensitat des benachbarten Peaks (m/z 7871; RL31) fiur alle drei Keime.
Abbildung 30 zeigt bei m/z ca. 7158 (RL35) eine deutlich hohere Intensitat bei E.coli MM
294-1 mit Plasmid als bei den beiden anderen (m/z 7273; RL29).




Die m/z Werte der entsprechenden ribosomalen Proteine der grof3en Subunit des Ribosoms
von Escherichia coli K-12 wurden aus einer Tabelle von Arnold et al. entnommen[6].
Studien von Suarez et al. zeigten, dass es Variation von ein und demselben Protein innerhalb
verschiedener Stamme geben kann und dass auch diese zur ldentifikation eingesetzt werden
kdnnen[45].

Obwohl die Suche nach Biomarkern eine vielversprechende Mdglichkeit zur Optimierung
der Unterscheidung bei sehr eng miteinander verwandten Mikroorganismen darstellt[46],
konnte dieser Ansatz nicht weiterverfolgt werden. Auf Grund der fehlenden Option der
manuellen Bearbeitung von erstellten MSP’s in der Software von Bruker Daltonik und der
mangelnden Umsetzbarkeit einer Alternative war es nicht méglich und auch nicht sinnvoll

diesem Konzept in dieser Arbeit nachzugehen.
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Mittelwertspektrum, MSP und relative Haufigkeit

e 24 Spektren nach der Qualitatskontrolle

Escherichia coli ATCC 8739 TSA 1 Tag
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Mittelwertspektrum, MSP und relative Haufigkeit

27 Spektren nach der Qualitatskontrolle

Signale > 10000 a.u. =4

Signale > 5000 a.u. = 12

Mittlere relative Intensitat 14,14 %
Mittlere relative Haufigkeit 98,94 %

Frequency [%]

m 100 %
m963%

926 %
m889%

Escherichia coli ATCC 8739 TSA 6 Tage

40

25000
20000
m. 15000
3
m 10000
: rg
2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000
mfz[ ]
MSP Escherichia coli ATCC 8739 TSA 6 Tage
100
90 |
80 |
70 -
T 60
£ 5
g

30 -

2

o

1

o

o Mnlnns .l _—_ _ _:_7__;__—-__ Ial —_—_ _.— __—- _ _

m/z[ ]

48



[ 1z/w
1] _._ | _._ LU UIUUUIL _ rjre prepegre ©
Bl 1 1) 'y []!
0¢
- 0€
%688 M 5
or 3
% €76 2
0s &
% €06 M -
09 E
%00T ™ =
0L
- 08
- 06
[95] Aduanbauy o
93e] TT VSL 6€48 JJ1V 1/02 biyd1i3yds3 dSN
[ Jz/w
00021 000TT 0000T 0006 0008 000L 0009 000s 000t 000€ 000z
-~ 0
000¢
_ _ 000%
0009 _
0008 m
i
00001 &
% 0T'66 HoXByNeH aAneal s o 000zt
% /T'ST JelSualu| aANR|al I3 e 000%1
6 =Nt 000G < m_mcm_m . 00091
Z ='N"e 0000T < 3Jeubls e 00081
a1jojuosyeNend ap yoeu usnxads /g e 98e] TT VSL 6E£48 DIL1V /02 pbIYs143YIs]

UXBIYNBH dAITR[31 PUN dSIA| ‘WN.IIXadSs1IaM[aIA

49



50

Anhand des Beispiels Escherichia coli ATCC 8739 wurden Mittelwertspektren fur die auf
TSA gezichteten Kulturen fur jeden einzelnen Messzeitpunkt (1, 4, 6 und 11 Tage
Inkubation) und ein MSP berechnet. Anhand unterschiedlicher Parameter wurde versucht,
die Qualitat zu beurteilen. Obwohl bei allen Messungen ungeféhr die gleiche Menge an
Zellmaterial entnommen wurde (1pL Impfdse), nimmt die Intensitat Uber langere
Inkubationszeiten ab. Dies kdnnte vor Allem bei einer Sub-Typing Identifizierung Probleme
mit sich bringen da hier hauptsachlich Peaks mit geringerer relativer Intensitat von
Bedeutung sind und diese eventuell nicht mehr als Peaks identifiziert werden (S/N). Der
Vergleich der MSP’s zeigt, dass die mittlere relative Intensitét der in den MSP‘s vertretenen
Peaks nach einem Tag (20,16%) deutlich hoher ist, als nach mehreren Tagen (9,24% nach 4
Tagen). Das bedeutet, dass sich der Intensitatsverlust fiir die Erstellung von MSP’s nach
langerer Inkubationszeit auch auf die Auswahl der Peaks auswirkt. Bei der ,,Frequency®,
also der mittleren relativen Haufigkeit der Peaks (nicht jeder Peak im MSP ist auch in allen
Spektren enthalten bzw. wird als Peak detektiert S/N Threshold= 600 a.u.) gibt es keine
nennenswerten Unterschiede (98,94% - 99,20%). Wahrscheinlich hat der Algorithmus zur
Erstellung der MSP’s einen Grenzwert fiir die maximale Unsicherheit bzw. die relative
Hé&ufigkeit hinterlegt und reduziert bei einem zu ungenauen Wert die Anzahl der
ausgewahlten Peaks.

Auch wenn sich die Zusammensetzung der MSP’s nicht wesentlich veridndert, kommt es im
Laufe der Zeit zu drastischen Veranderungen in der Intensitat. Die Inkubationsdauer spielt
eine  wichtige Rolle und muss berlcksichtigt werden. Zur Erstellung von
Datenbankeintragen sollten daher nur Proben verwendet werden die mdglichst kurz, zum

Beispiel tber einen Tag inkubiert wurden.
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Abbildung 31 Verdinnungsexperiment zur Ermittlung des Einflusses der Konzentration auf die Intensitat
Zur Uberpriifung des Einflusses der entnommenen Zellmenge auf die Spektrenqualitat

wurde ein weiteres Experiment durchgefuhrt, bei dem bei zwei unterschiedlichen Kulturen
(E.coli ATCC 8739 aus Schraggérkultur und E.coli MM 294-1 aus Glycerinkultur) auf TSA
inokuliert und nach einem Tag Inkubation miteinander verglichen wurden. Hierzu wurde
eine 1uL Impfése voll an Zellmaterial entnommen und in 300 pL H2O suspendiert. Die
erhaltene Losung wurde am UV/VIS Photometer bei A = 600 nm vermessen. Anschlieend
wurde ein Aquivalent entnommen und auf einen geeigneten Konzentrationsbereich verdiinnt

(1:8) damit die Absorbanz im validierten Bereich zwischen 0 und 1 liegt.

Tabelle 7 optische Dichte verschiedener Ldsungen bei 1L entnommenem Zellmaterial in 300 pL. H20

Teststamm ODeoo [rel. Int.] 1:8 ODeoo [rel. Int.]
Escherichia coli ATCC 8739 0,6520 5,216
Escherichia coli MM 294-1 0,2910 2,328

Ausgehend von diesen Werten wurden Losungen mit ODeoo=1 und ODeo=0,2 (unter
Annahme eines linearen Zusammenhanges zwischen Zellmasse und optischer Dichte) von
beiden Teststdammen zubereitet, extrahiert und mittels MALDI-TOF MS vermessen (3
Konzentrationen/2 Spots pro Konzentration/3 Messungen pro Spot = 18 Spektren). Beim
Herstellen der Verdunnungen wurde darauf geachtet, beide Verdinnungen aus der
gemessenen Losung herzustellen. Jede Losung hatte vor Beginn der Extraktion ein Volumen
von 300 pL.
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Zeitverhalten der Intensitat
Da zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen wurde und die Kalibration des Standards geman

der internen Arbeitsvorschrift taglich durchgefiihrt wurde, musste zur Gegeniiberstellung der
Mittelwertspektren eine Korrektur an der x-Achse (m/z) durchgefihrt werden (Im Zuge der
Kalibration werden die Messpunkte an den Standard BTS angepasst). Hierzu wurden alle
Folgemessungen auf die Messpunkte des Spektrums nach einem Tag Inkubationszeit
kalibriert.

Escherichia coli ATCC 8739 TSA 1-11 Tage
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Abbildung 32 Escherichia coli ATCC 8739 im Zeitverlauf auf TSA Ausschnitt bei m/z 4616
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Abbildung 33 Escherichia coli ATCC 8739 im Zeitverlauf Ausschnitt m/z 5235

Abbildung 32 zeigt ein Beispiel bei dem die zu erwartende Intensititsanderung Uber
dargestellt wird (TSA-1 > TSA-4 > TSA-6 > TSA-11), wahrend Abbildung 33 ein anderes




6.4.

Beispiel darstellt bei dem die Intensitatsdanderung auf keinen Zusammenhang zwischen Alter
und Intensitat schlieen lasst (TSA-11 > TSA-6 > TSA-1 > TSA-4). Ein genereller

Zusammenhang ist somit auszuschlieen und hangt von dem betrachteten Protein ab.

Konzentrationsverhalten der Intensitat

Intens.
[au]
x104
a0

5350 5360 saro 5380 5390 5400 5410 5420 5430 5440

Abbildung 34 E.coli ATCC 8739 mit ODeoo = 5,216 (blau) 1 (griin) und 0,2 (rot) bei m/z 5384 Da
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7250 7260 7270 7280 7200 7300 7310

Abbildung 35 E.coli ATCC 8739 mit ODsoo= 5,216 (blau), 1 (griin) und 0,2 (rot) bei m/z 7275

Wie auf Abbildung 34 zu sehen ist nimmt die Intensitat des Signals mit fallender
Konzentration ab. Hervorzuheben ist hierbei, dass auch bei einer sehr starken Verdinnung
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von 1:25 (bezogen auf die Ursprungskonzentration) die niedrigste Intensitat des Peaks noch
uber 2500 a.u. aufweist und somit als Signal verwertbar ist. Abbildung 35 verdeutlicht, dass
dieses Verhalten nicht bei allen Signalen auftritt, in diesem Fall hat die 1:25 Verdinnung

annahernd die gleiche Intensitat wie die Ursprungslésung.

Escherichia coli ATCC 8739 Konzentrationen
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Abbildung 36 E.coli ATCC 8739 mit ODsoo = 5,216 (blau) 1 (griin) und 0,2 (rot) bei m/z 5384 Mittelwert

Escherichia coli ATCC 8739 Konzentrationen

8000
7000
6000

= 5000

[a

£ 4000 ~——0D=5.21 Int
w
g —0D=1Int
=
£ 3000 —0D=0,2 Int
2000
1000
LN
0
7200 7220 7240 7260 7280 7300 7320 7340

mfz[ ]
Abbildung 37 E.coli ATCC 8739 mit ODsoo= 5,216 (blau), 1 (griin) und 0,2 (rot) bei m/z 7275 Mittelwert

Abbildung 36 und Abbildung 37 zeigen die Mittelwerte von Abbildung 34 und Abbildung 35. Hier
sind die Unterschiede in der Intensitat noch deutlicher zu sehen. Wie Abbildung 36 illustriert hat

der Mittelwert der ODsoo=1 Messungen noch ca. die Halfte der Intensitat der Ursprungsldsung,
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wéhrend der Mittelwert der ODegoo= 0,2 nur noch ca. ein Sechstel der Ursprungsintensitat aufweist.
In diesem Bild ist auch gut zu erkennen, dass der benachbarte Peak (m/z ca. 5410) bei ODgoo =
5,216 noch deutlich als Peak erkennbar ist und bei ODsgo= 0,2 nicht.

Mass Spectrum

Intens.
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0

5350 5400 5450 5500 5550 5600 miz

Abbildung 38 E.coli MM 294-1 mit ODeoo= 2,328 (blau), 1 (griin) und 0,2 (rot) bei m/z 7275

Abbildung 38 verdeutlicht noch einmal die Abnahme der Intensitat bis zum Verschwinden
des Signals im Rauschen (m/z ca. 5459). Die vorliegenden Daten lassen insgesamt der
Rickschluss zu, dass das Verhaltnis zwischen eingesetztem Zellmaterial und zugesetztem
Extraktionsmittel (30 puL AS + 30 pL ACN) Spektren ergeben, welche in einem
aussagekraftigen Bereich anzusiedeln sind (kein Informationsverlust bei akzeptablem

Signal/Rauschverhaltnis).
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Uberprufung der erstellten Datenbank fiir Escherichia coli
Anhand des Datensatzes des ersten Experiments (siehe 6.3) wurde zuerst eine Datenbank fir

die Escherichia coli Stdamme 01-AS, 02-AS und 03-AS fir samtliche gemessenen
Néhrmedien (TSA, RA, LB, R2+B1) erstellt. Dabei wurde fir jeden Keim und jedes
Néihrmedium ein eigenes MSP kreiert (3*4=12 MSP’s) welches auch alle Messzeitpunkte
enthielt (1, 4, 6 und 11 Tage Inkubation). Einerseits um zu Uberprufen, ob nicht nur eine
Identifikation des Organismus sondern auch eine Zuordnung zum N&hrmedium mdglich ist.
Andererseits sollte dabei auch Uberpriift werden, inwiefern es tiberhaupt méglich ist, Plasmid-
tragende von nicht-Plasmid-tragenden zu unterscheiden. Dieser Versuch stellte sich als
erfolglos heraus. Auf Grund der hohen Variabilitat des Datensatzes und der grof’en Anzahl
von MSP’s war eine Zuordnung nicht moglich bzw. resultierten meist falsch positive
Ergebnisse (ATCC 8739 wurde zum Besipiel als MM-294-1 mit einem Log-Score von 2,548

identifiziert) und die Identifizierung war somit unzuverléssig.

Nachdem beschlossen worden war, nur noch ein Nahrmedium fur alle Eintrage zu verwenden
und die Inkubationszeit auf ein Maximum von einem Tag zu limitieren, besserten sich die
Ergebnisse drastisch. Die Optimierung des Schemas zur Erstellung von Datenbankeintréagen
verbesserte die Ergebnisse nochmals, sodass nach vier biologischen Replikaten bei 5
verschiedenen Keimen (01-AS bis 05-AS) bereits Ergebnisse mit einer Trefferquote von 73%
erzielt werden konnten (171207-1133-1011002759).

In weiterer Folge wurden 5 weitere Stdimme in die Datenbank integriert, sodass die Datenbank
insgesamt 10 verschiedene Escherichia coli Stimme enthélt. Obwohl die Qualitatskriterien
noch nicht hinreichend und zufriedenstellend erfiillt werden, konnte bereits ein Dendrogramm
berechnet werden, welches den Verwandtschaftsgrad der Stdmme realistisch wiedergibt
(Abbildung 39). Anzumerken ist hierbei, dass Plasmid tragender und nicht Plasmid tragender
Stamm immer am selben Ast eingegliedert werden und die MSP’s einen Unterschied
(Distance Level > 0) aufweisen. Eine Ausnahme ist hierbei der Stamm PAL 1000, bei dem
beide Stdamme ident sind (Distance Level =0). Des Weiteren ist zu sehen, dass die MSP’s in
zwei Hauptgruppen eingeteilt werden konnen, welche eindeutig voneinander unterschieden
werden kénnen (Distance Level=1000). So sind die Stamme DH5-0 und MM294-1 vom Rest

eindeutig unterscheidbar.



Abbildung 39 MSP-Dendrogramm von Escherichia coli-Stdmmen
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6.5.1. Uberprifung der Testdatensatze mit restriktiven Akzeptanzkriterien

In weiterer Folge wurden drei Testdatensétze aller 10 Escherichia coli Stamme erstelit.
Hierzu wurde ein biologisches Replikat jedes Stammes aus Schragagarkulturen auf TSA fir
einen Tag bei 32,5 + 2,5°C inkubiert. AnschlieBend wurden Extrakte als Referenz und als
unbekannte Proben (Probe von anderem Analytiker gezogen, Extraktion selbst durchgefuhrt)
vorbereitet und sowohl im MBT RTC unter Routinebedingungen, als auch mittels
FlexControl in Form von Triplikaten und als Summenspektren vermessen. Es wurden zwei

verschiedene Akzeptanzkriterien definiert.

Auf Plasmid-Ebene: Eine Messung wurde als erfolgreiche Identifizierung gewertet, wenn der
erste Treffer der Datenbank (Top-Hit) ident mit der Probe war, ist dies nicht der Fall wurde

die Messung als negativ bewertet.

Auf Stamm-Ebene: Eine Messung wurde als erfolgreiche Identifizierung gewertet, wenn der

erste Treffer der Datenbank entweder ident, oder vom selben Stamm wie die Probe war.

Im Folgenden werden die Resultate in Tabellenform prasentiert. Zur Veranschaulichung
wurden fur jeden Datenbankeintrag prozentuelle Werte fir positive Resultate berechnet.

Tabelle 8 Testdatensatz 1 zur Uberpriifung der Datenbank von Escherichia coli Stimmen (RTC)

Teststamm Keimnummer | Ergebnis* Ergebnis**
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 6/6 (100 %) 6/6 (100 %)
Escherichia coli MM 294-1 02-AS 4/6 (66,6 %) 0
Escherichia coli MM 294-1 mit Plasmid 03-AS 2/6 (33,3 %) 10712 (83,3 %)
Escherichia coli PAL 1000 04-AS 3/6 (50,0 %) 0
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05-AS 2/6 (33,3 %) 11712 (91,6 %)
Escherichia coli DH50. Kan 08-AS 4/6 (66,6 %) 4/6 (66,6 %)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 4/6 (66,6 %) 4/6 (66,6 %)
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 1/6 (16,6 %) 0
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11-AS 416 (66,6 %) | 1012 (83.3%)
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 1/6 (16,6 %) 1/6 (16,6 %)
gesamt 31/60 (51,6 %) 46/60 (76,6 %)

*auf Plasmid-Ebene, ** auf Stamm-Ebene



Tabelle 9 Testdatensatz 1 zur Uberpriifung der Datenbank von Escherichia coli (FlexControl)

Teststamm Keimnummer | Ergebnis* Ergebnis**
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 18/18 (100 %) 18/18 (100 %)
Escherichia coli MM 294-1 02-AS 15/18 (83,3 %) 0
Escherichia coli MM 294-1 mit Plasmid 03AS | 718 (388%) | 2230 (80.5%)
Escherichia coli PAL 1000 04-AS 7/18 (38,8 %) 0
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05AS | 6/18 (333 %) | o306 (91.6%)
Escherichia coli DH50 Kan 08-AS 16/18 (88,8 %) 16/18 (88,8 %)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 9/18 (50,0 %) 9/18 (50,0 %)
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 5/18 (27,7 %) 0
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11-AS | 1518 (833 %) | So/20 (91.6%)
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 8/18 (44,4 %) 8/18 (44,4 %)

gesamt

106/180 (58,8 %)

146/180 (81,1 %)

*auf Plasmid-Ebene, ** auf Stamm-Ebene

Tabelle 10 Testdatensatz 2 zur Uberpriifung der Datenbank von Escherichia coli (RTC)

Teststamm Keimnummer | Ergebnis* Ergebnis**
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 6/6 (100 %) 6/6 (100 %)
Escherichia coli MM 294-1 02-AS 3/6 (50,0 %) 0
Escherichia coli MM 294-1 mit Plasmid 03-AS 5/6 (833 %) | ~2/t2(100%)
Escherichia coli PAL 1000 04-AS 2/6 (33,3 %) 0
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05-AS 36 (50,0%) | Y12 (L6%)
Escherichia coli DH50 Kan 08-AS 6/6 (100 %) 6/6 (100 %)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 2/6 (33,3 %) 2/6 (33,3 %)
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 1/6 (16,6 %) 0
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11-AS 3/6 (50,0 %) 10712 (83,3 %)
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 3/6 (50,0 %) 3/6 (50,0 %)
gesamt 34/60 (56,6 %) 50/60 (83,3 %)

*auf Plasmid-Ebene, ** auf Stamm-Ebene

Tabelle 11 Testdatensatz 2 zur Uberpriifung der Datenbank von Escherichia coli (FlexControl

Teststamm Keimnummer | Ergebnis* Ergebnis**
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 17/18 (94,4 %) 17/18 (94,4 %)
Escherichia coli MM 294-1 02-AS 12/18 (66,6 %) 35/36 (97.2 %)
Escherichia coli MM 294-1 mit Plasmid 03-AS 14/18 (77,7 %) '
Escherichia coli PAL 1000 04-AS 9/18 (50,0 %) 34/36 (94,4 %)
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05-AS 3/18 (16,6 %) '
Escherichia coli DH50 Kan 08-AS 15/18 (83,3 %) 15/18 (83,3 %)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 6/18 (33,3 %) 6/18 (33,3 %)
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 1/18 (5,5 %) 3036 (83,3 %)
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11-AS 6/18 (33,3 %) '
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 7/18 (38,8 %) 7/18 (38,8 %)
gesamt 122/180 (67,7 %) | 144/180 (80,0 %)

*auf Plasmid-Ebene, ** auf Stamm-Ebene
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Tabelle 12 Testdatensatz 3 zur Uberpriifung der Datenbank von Escherichia coli (RTC)

Teststamm Keimnummer | Ergebnis* Ergebnis**
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 6/6 (100 %) 6/6 (100 %)
Escherichia coli MM 294-1 02-AS 5/6 (83,3 %) 0
Escherichia coli MM 294-1 mit Plasmid 03-AS 6/6 (100 %) 12/12 (100 %)
— - - 5
Escher!ch!a col! PAL 1000 _ _ 04-AS 4/6 (66,6 %) 7112 (58,3 %)
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05-AS 1/6 (16,6 %)
Escherichia coli DH50 Kan 08-AS 2/6 (33,3 %) 2/6 (33,3 %)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 5/6 (83,3 %) 5/6 (83,3 %)
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 1/6 (16,6 %) 0
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11-AS 306 (500%) | L/12(916%)
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 3/6 (50,0 %) 3/6 (50,0 %)
gesamt 36/60 (60,0 %) 46/60 (76,6 %)

*auf Plasmid-Ebene, ** auf Stamm-Ebene

Tabelle 13 Testdatensatz 3 zur Uberpriifung der Datenbank von Escherichia coli (FlexControl

Teststamm Keimnummer | Ergebnis* Ergebnis**
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 18/18 (100 %) 18/18 (100 %)
Escherichia coli MM 294-1 02-AS 16/18 (88,8 %) 36/36 (100 %)
Escherichia coli MM 294-1/ mit Plasmid 03-AS 17/18 (94,4 %)
Escherichia coli PAL 1000 04-AS 14/18 (77,7 %) 26/36 (72,2 %)
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05-AS 3/18 (16,6 %) '
Escherichia coli DH50 Kan 08-AS 6/18 (33,3 %) 6/18 (33,3 %)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 10/18 (55,5 %) 10/18 (55,5 %)
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 4/18 (22,2 %) 35/36 (97,2 %)
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11-AS 10/18 (55,5 %) '
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 7/18 (38,8 %) 7/18 (38,8 %)
gesamt 105/180 (58,3 %) | 138/180 (76,6 %)

*auf Plasmid-Ebene, ** auf Stamm-Ebene
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6.5.2. Uberpriifung der Testdatensatze mit unveranderten Akzeptanzkriterien

Tabelle 14 Testdatensatz 1 zur Uberpriifung von Escherichia coli (RTC) Standard-Methode Bruker

Teststamm Keimnummer | Ergebnis* Ergebnis**
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 6/6 (100 %) 6/6 (100 %)
—— - - - 5
Escher!ch!a col! MM 294-1 _ _ 02-AS 3/6 (50,0 %) 8/12 (66,6 %)
Escherichia coli MM 294-1 mit Plasmid 03-AS 4/6 (66,6 %)
Escherichia coli PAL 1000 04-AS 1/6 (16,6 %) 0
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05-AS 16 (166 %) | 1/12(16%)
Escherichia coli DH50 Kan 08-AS 4/6 (66,6 %) 4/6 (66,6 %)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 2/6 (33,3 %) 2/6 (33,3 %)
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 2/6 (33,3 %) 0
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11-AS 3/6 (33,3 %) 11712 (31,6 %)
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 4/6 (66,6 %) 4/6 (66,6 %)
gesamt 30/60 (50,0 %) 46/60 (76,6 %)

*auf Type-Strain Ebene, ** auf Stamm-Ebene

Tabelle 15 Testdatensatz 1 zur Uberpriifung von Escherichia coli (FlexControl) Standard-Methode Bruker

Teststamm Keimnummer | Ergebnis* Ergebnis**
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 18/18 (100 %) 18/18 (100 %)
Escherichia coli MM 294-1 02-AS 13/18 (72,2 %) 29/36 (80,5 %)
Escherichia coli MM 294-1 mit Plasmid 03-AS 16/18 (88,8 %) '
Escherichia coli PAL 1000 04-AS 7/18 (38,8 %) 36/36 (100 %)
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05-AS 8/18 (44,4 %)
Escherichia coli DH50 Kan 08-AS 17/18 (94,4 %) 17/18 (94,4 %)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 8/18 (44,4 %) 8/18 (44,4 %)
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 8/18 (44,4 %)
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11-AS 12/18 (66,6 %) 34/36 (94,4 %)
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 15/18 (83,3 %) 15/18 (83,3 %)
gesamt 122/180 (67,7 %) | 157/180 (87,2 %)

*auf Type-Strain Ebene, ** auf Stamm-Ebene

Tabelle 16 Testdatensatz 2 zur Uberpriifung von Escherichia coli (RTC) Standard-Methode Bruker

Teststamm Keimnummer | Ergebnis* Ergebnis**
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 6/6 (100 %) 6/6 (100 %)
Escherichia coli MM 294-1 02-AS 3/6 (50,0 %) 0
Escherichia coli MM 294-1 mit Plasmid 03-AS 5/6 (83,3 %) 11/12 (91,6 %)
Escherichia coli PAL 1000 04-AS 3/6 (50,0 %) 0
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05-AS 1/6 (16,6 %) 12/12 (100 %)
Escherichia coli DH50 Kan 08-AS 6/6 (100 %) 6/6 (100 %)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 0/6 (0 %) 0/6 (0 %)
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 2/6 (33,3 %) 0
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11-AS 206 (333%) | L1/12(916%)
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 1/6 (16,6 %) 1/6 (16,6 %)
gesamt 29/60 (48,3 %) 47/60 (78,3 %)

*auf Type-Strain Ebene, ** auf Stamm-Ebene
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Tabelle 17 Testdatensatz 2 zur Uberpriifung von Escherichia coli (FlexControl) Standard-Methode Bruker

Teststamm Keimnummer | Ergebnis* Ergebnis**
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 16/18 (88,8 %) 16/18 (88,8 %)
Escherichia coli MM 294-1 02-AS 1/18 (5,5 %) 34136 (94,4 %)
Escherichia coli MM 294-1 mit Plasmid 03-AS 15/18 (83,3 %) '
Escherichia coli PAL 1000 04-AS 6/18 (33,3 %) 34136 (94.4 %)
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05-AS 2/18 (11,1 %) ’
Escherichia coli DH50 Kan 08-AS 18/18 (100 %) 18/18 (100 %)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 3/18 (16,6 %) 3/18 (16,6 %)
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 8/18 (44,4 %)
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11AS | 7718 (333 %) | >2/36 (97.2%)
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 11/18 (61,1 %) 11/18 (61,1 %)
gesamt 87/180 (48,3 %) | 151/180 (83,8 %)

*auf Type-Strain Ebene, ** auf Stamm-Ebene

Tabelle 18 Testdatensatz 3 zur Uberpriifung von Escherichia coli (RTC) Standard-Methode Bruker

Teststamm Keimnummer | Ergebnis* Ergebnis**
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 6/6 (100 %) 6/6 (100 %)
Escherichia coli MM 294-1 02-AS 2/6 (33,3 %) 0
Escherichia coli MM 294-1 mit Plasmid 03-AS 6/6 (100 %) 11712 (31,6 %)
—— - - 5
Escher!ch!a col! PAL 1000 _ _ 04-AS 3/6 (50,0 %) 8/12 (66,6 %)
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05-AS 3/6 (50,0 %)
Escherichia coli DH50 Kan 08-AS 2/6 (33,3 %) 2/6 (33,3 %)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 5/6 (83,3 %) 5/6 (83,3 %)
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 1/6 (16,6 %) 0
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11-AS 206 (666 %) | 12/12(100%)
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 4/6 (66,6 %) 4/6 (66,6 %)
gesamt 35/60 (58,3 %) 48/60 (80,0 %)

Tabelle 19 Testdatensatz 3 zur Uberpriifung von Escherichia coli (flexControl Standard-Methode Bruker

Teststamm Keimnummer | Ergebnis* Ergebnis**
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 17/18 (94,4 %) 17/18 (94,4 %)
Escherichia coli MM 294-1 02-AS 9/18 (50,0 %)

—— - - - 35/36 (97,2 %)
Escherichia coli MM 294-1 mit Plasmid 03-AS 16/18 (88,8 %)
Escherichia coli PAL 1000 04-AS 8/18 (44,4 %)

— - - - 27/36 (75,0 %)
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05-AS 4/18 (22,2 %)
Escherichia coli DH5a Kan 08-AS 8/18 (44,4 %) 8/18 (44,4 %)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 12/18 (66,6 %) 12/18 (66,6 %)
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 6/18 (33,3 %) 0
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11AS 418 (222%) | 5436 (944 %)
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 10/18 (55,5 %) 10/18 (55,5 %)

gesamt 94/180 (52,2 %) | 143/180 (79,4 %)




6.6.

Uberprifung der selbst erstellten Datenbank mit Pseudomonas fluorescens
Schon der erste Versuch mit Pseudomonas fluorescens zeigte wesentliche Unterschiede in der

Auspragung der Spektren zwischen Plasmid tragendem Stamm und Stamm ohne Plasmid. Als
Né&hrmedium wurde wie bei spateren Experimenten mit Escherichia coli TSA mit einer
Inkubationszeit von einem Tag gewéhlt. Da im Laufe der Versuche mit Escherichia coli
beschlossen wurde, die Anzahl an biologischen Replikaten, welche zur Erstellung eines
Datenbankeintrages verwendet werden, auf vier zu erhéhen, wurde als zweites Experiment
das neue Datenbankeintrags-Erstellungsprozedere angewandt (4*3*3=36 Spektren). Dieser
Versuch wurde genutzt, um einen neuen Datenbankeintrag zu erstellen und die

Wiederholbarkeit der unterschiedlichen Spektren zu tberprifen.

Als weiteres Uberpriifungsexperiment wurden Proben gewahlt, die aus einer laufenden
Plasmid-Stabilitats-Analyse auf dem Selektiv-Ndhrmedium M9 durchgefiihrt wurde. Positiv-
und Negativgruppe wurden hierbei von einer anderen Person markiert. AnschlieRend wurden
zwei biologische Replikate jeder Gruppe (+/-) der Ameisensdure-Extraktionsprozedur
unterworfen und einerseits wie in der Routineanalytik im MBT RTC (gegen die selbst
erstellte Datenbank inklusive der von Bruker kreierten Datenbank) und andererseits als
technisches Triplikat mittels flexControl zur genaueren Analyse der Spektren vermessen. Eine
Identifizierung war auf Spezies ebene mdglich, eine Unterscheidung zwischen Plasmid

tragendem Stamm und Stamm ohne Plasmid jedoch nicht.

Da aus Vorversuchen mit Escherichia coli bereits bekannt war, dass verschiedene Keime auf
unterschiedlichen Nahrmedien unterschiedliche Spektren generieren, wurden die Proben auf
TSA Uberimpft und fir einen Tag bei 32,5°C £ 2,5°C inkubiert. Parallel dazu wurden
Referenzstamme aus der Stammhaltung in Form von Glycerin-Kulturen herangezogen und
ebenfalls auf TSA Uberimpft und bei 32,5°C +2,5°C fir einen Tag inkubiert. Die Proben
wurden extrahiert und im gleichen Modus wie am Tag zuvor vermessen (MBT RTC und
flexControl). Dieses Mal war eine Unterscheidung von Plasmid-tragendem Stamm und
Stamm ohne Plasmid eindeutig moglich. Dieses Experiment zeigte ebenfalls, dass es fiir eine
Identifikation auf Strain-Ebene notwendig sein wird, die Keime auf demselben N&hrmedium

zu inkubieren von dem der Datenbankeintrag erstellt wurde.
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Abbildung 45 PCA Clusteranalyse von Pseudomonas fluorescens MB 101 unbekannte
Proben und Referenzproben mit und ohne Plasmid

Wie auf Abbildung 45 zu sehen ist, wird der gesamte Datensatz in 2 Cluster eingeteilt
(hierarchische Clusteranalyse, distance measure correlation, Linkage algorithm average). Die
unbekannten Proben wurden dabei jeweils mit einer Referenzprobe in einen Cluster
eingeordnet, was einerseits das Ubereinstimmen mit der Referenz und andererseits die

Unterscheidbarkeit der Stdamme insgesamt veranschaulicht.

Die grofRen Unterschiede in den Spektren zwischen Pseudomonas fluorescens mit Plasmid
und ohne Plasmid lassen sich eventuell auf die Natur des eingeschleusten Plasmides
zurlickfihren. Da das Plasmid mit einem Knock-out Gen gespliced ist, welches die
Biosynthese von Uracil (eine Nucleobase in der RNA) unterbindet. Wird der Keim auf einem
Nahrmedium inkubiert, welches kein zusatzliches Uracil zur Verfligung stellt, ist der

Organismus gezwungen ein anderes Proteom auszubilden.

Zur weiteren Bestatigung wurden die beiden Stdmme und ein zusétzlicher Stamm
(Pseudomonas fluorescens DSM 50090) dem finalen Schema zur Erstellung von
Datenbankeintragen (siehe Abbildung 14) unterworfen und in einer Kontroll-Messung
Uberprift. Dieses Experiment sollte zum einen zeigen, dass die Wiederholbarkeit der

Messungen unter qualitativ anspruchsvollen Bedingungen ausreicht um verlassliche und



akkurate Ergebnisse zu erhalten und zum anderen zeigen, dass die Unterscheidung zwischen
Plasmid-tragendem und nicht Plasmid-tragendem Stamm auch funktioniert, wenn die
Datenbank erweitert wird. Hierzu wurden alle drei Stdimme auf TSA fir einen Tag bei 32,5°C
+ 2,5°C inkubiert, extrahiert und vermessen. Es wurden jeweils 2 biologische Replikate drei
Mal gespottet und als technisches Triplikat vermessen. Zur Uberpriifung wurden von einem
anderen Analytiker unbekannte Proben fur jeden Stamm gezogen und mit den
Referenzstammen der Extraktionsprozedur unterworfen und im gleichen Schema vermessen.
Abbildung 46 veranschaulicht, wie prazise eine Identifikation unter den gewahlten
Bedingungen vorgenommen werden kann (blau: Standard-MSP, griin: gute Ubereinstimmung,

orange: maRige Ubereinstimmung und rot: keine Ubereinstimmung).
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Abbildung 46 Identifikation einer unbekannten Probe als Pseudomonas fluorescens MB 101 (Log-Score: 2,809)

Aus insgesamt 81 Spektren wurden 80 bei der Primar-Identifikation korrekt identifiziert
(98,76 %). In der Sekundar-ldentifizierung auf Sub-Typing-Ebene wurden 81 von 81 (100 %)
korrekt identifiziert.

Mix Detected Species Log(Scare) M Detected Species Log(Scare)
ﬂll—ll_
1 | Pseudomonas fluorescens MB 101 mit Plasmid 2531 @ | § |Pseudomonas fluorescens ME 101 2234
G 1| Pseudomonas fiuorescens DSM 50030 1.340 @ | || | Pseudomonas fluorescens DSM 50090 0.975
g ] ESEUSD""U“E'S so 057 Gag‘;;:‘;'[ms_r oan ::;ié @ | i |Pseudomonas protegens DSM 19095T DSM <0
1 _| Pseudomonas protenens . B B e
@ i [Pscudomonas sp 107 Neb26 NFI i Abbildung 48 Sekundér-ldentifizierung
@ 1 | Pseudomonas sp B153 LIFL 1.165
@ | 1 | Pseudomonas quariconensis 8382 2010 IMHM 1.141
@ | 1 | Pseudomonas seastis DSM 18913T DSM 1.085
=3 Forharirhiz nali ATCT TR CHR 1072

Abblldung 47 Primér-ldentifizierung
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Alle 27 unbekannten Proben konnten in der Primar-Identifikation korrekt zugeordnet werden.
Die falsch identifizierte Probe war eine Referenzmessung bei der 2 von 3 Messungen richtig
zugeordnet werden konnten. Vermutlich war die Intensitéat bei dieser Messung auf Grund zu
hoher lonenausbeute bei der lonisierung derart hoch, dass die Zuordnung davon beeinflusst
wurde. Bei der Sekundar-ldentifizierung (bei der deckungsgleiche Peaks nicht bei der

Zuordnung verwendet werden) war die ldentifizierung jedenfalls korrekt.

Auch die PCA-Cluster-Analyse (hierarchische Clusteranalyse, distance measure correlation,
Linkage algorithm average) zeigt eindeutige Ergebnisse und eine klare Unterscheidbarkeit der
drei Pseudomonas fluorescens Stamme. Abbildung 49 zeigt sdmtliche Messungen und teilt
den Datensatz deutlich sichtbar in 3 verschiedene Cluster (rot: Pseudomonas fluorescens MB
101 mit Plasmid, grin: Pseudomonas fluorescens MB 101 und gelb: Pseudomonas
fluorescens DSM 50090).

PC3

B -3 PC2

PC1

Abbildung 49 PCA-Clusteranalyse von Pseudomonas fluorescens



6.7.

Das MSP-Dendrogramm zeigt eine realistische und zu erwartende Néahe der Verwandtschaft
zwischen den drei Stdmmen. Dabei werden die beiden MB 101 Stamme als sehr nahe
verwandt (Distance Level < 100) eingeordnet und sind entfernt verwandt (Distance Level =
1000) mit dem DSM 50090 Stamm derselben Spezies.

MSP Dendrogram

Pseudomonas fluorescens DSM 50090

Pseudomonas fluorescens MB 101 mit Plasmid

[ ]

Pseudomonas fluorescens MB 101

1 1 1 1 1 1 1
1000 900 800 70O GO0 500 400 300 200 100
Distance Level

Abbildung 50 MSP-Dendrogramm von Pseudomonas fluorescens

Vermessung von Plasmid Extrakten

Tabelle 20 Vermessene Plasmid Extrakte

Teststamm Keimnummer Ergebnis
33 Drug Substance 33-DS keine Peaks
33 MWCB PC 33-WCB keine Peaks
08 WCB 08-WwCB keine Peaks

Zur Uberpriifung, ob bei der Ameisensaure-Extraktionsmethode auch DNA-Fragmente in einer
ahnlichen GroRenordnung mit extrahiert werden und ein Signal produzieren, wurden drei
Plasmid-Extrakte extrahiert und vermessen. Es wurde dasselbe Extraktionsschema mit den
gleichen Reagenzien durchgefiihrt. Die einzige Abweichung war eine langere Zentrifugation
der Proben nach dem Zusatz von Ethanol. Anders als bei der Prozedur mit Keimmaterial wurde
das reine DNA-Material bei diesem Schritt ausgefallt (Ethanol-Prézipitation). Obwohl sich die
Proben &hnlich wie Keimmaterial Proben verhielten, kam es zu keinen Peaks im Spektrum. Bei
der Extraktion entstehen mit der verwendeten Matrix keine Molekul-lonen im Massenbereich

2000-20000 Da. Das Vorliegen eines Plasmid reicht also weder aus, noch spielt seine physische
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Anwesenheit eine Rolle fur eine Identifizierung mittels MALDI-TOF in diesem Massenbereich
mit HCCA. Vielmehr spielen die Produkte nach der Transkription des Plasmides eine Rolle.
Einerseits sind sie Teil des Proteoms und andererseits werden diese Proteine, vorausgesetzt sie

haben eine dhnliche GroRe, auch mit erfasst.

Russel et al. haben zu einer &hnlichen Fragestellung 2007 ein Protokoll fur die Detektion von
Plasmid-Insertion in Escherichia coli mittels MALDI-TOF ver6ffentlicht. Dieses basiert auf
der Detektion von B-Lactamase (Verantwortlich fiir die Resistenz gegen -Lactam-Antibiotika
wie z.B. Ampicillin) und wird mit einer Mischung aus SA und HCCA als Matrix durchgefuhrt.
AuRerdem erfordert es einen Enzymverdau der Probe mittels Trypsin vor der Messung und
einen groferen Massenbereich (m/z B-Lactamase [M+H]" 28907). Es wird einerseits direkt das
Enzym bzw. das korrespondierende Molekil-lon detektiert und andererseits die durch den
Trypsin-Abbau entstandenen Peptide[47]. Durch die geédnderten Parameter ist eine Umsetzung

des Protokolls in den laufenden Routinebetrieb nicht moglich.

Erstellung eines phylogenetischen Baums mittels 16S Full Gene Sequencing

Phylogenetic Tree

Specimen : Specimen

— 1 =0.0949%

Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid (C)

Escherichia coli MM294-1 mit Plasmid (C)
_I Escherichia coli PAL 1000 (C)

Escherichia coli DH5alpha_Kan (C)

L Escherichia coli MM294-1 (C)

Escherichia coli ATCC 8739 (C)
| Escherichia coli BL 21 (DE3) (C)

| Escherichia coli BL21 mit Plasmid (C)

Escherichia coli HMS 174 (DE3) (C)
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid (C)
Abbildung 51 Phylogenetischer Baum 16S Full Gene Sequencing

Zum Vergleich mit dem MSP-Dendrogramm (siehe 6.5) wurde ein 16s rDNA Full-Gene
Sequencing aller 10 sich in der Datenbank befindlichen Escherichia coli-Stdimme durchgefuhrt.
Zum einen ist diese Methode im Moment die Referenzmethode zur routinemaRigen
Bestimmung von phylogenetischen VVerwandtschaftsverhéltnissen und zum anderen wird diese

Methode als sicher und zuverldssig eingestuft[48].



Tabelle 21 relative Unterschiede in Prozent in der Genom-Sequenz der 16S Untereinheit aller E. coli Stdmme

Teststamm Keimnummer Unterschied [%]
Escherichia coli ATCC 8739 01-AS 0,52320
Escherichia coli MM 294-1 02-AS 0,03270
Escherichia coli MM 294-1 mit Plasmid 03-AS 0,20601
Escherichia coli PAL 1000 04-AS 0,06540
Escherichia coli PAL 1000 mit Plasmid 05-AS 0
Escherichia coli DH50 Kan 08-AS 0
Escherichia coli W3110 Ton A mit Plasmid 09-AS 0
Escherichia coli BL 21 (DE3) 10-AS 0,55917
Escherichia coli BL 21 mit Plasmid 11-AS 0,55917
Escherichia coli HMS 174 (DE3) 12-AS 0

Wie jede Analysenmethode hat auch das 16s rDNA Full-Gene Sequencing eine
Auflosungsgrenze, weshalb eine Klassifikation auf Spezies-Ebene zwar oft moglich ist aber eine
Unterscheidung der Stamme untereinander nicht. Ubereinstimmungen ab 90% gelten dabei als
eng verwandt, als sicher identifiziert Ergebnisse ab 99 %[49]. Alle Proben wurden mit einer
Ahnlichkeit der Genomsequenz von > 99,4% zur Referenz identifiziert. Wie Anhand der
relativen Unterschiede in Tabelle 21 zu erkennen ist, waren bei 4 Stammen keine
Unterscheidung vom Referenzstamm Escherichia coli W 3110 mit dieser Methode mdglich (16s
Subunit ist ident; Match=100 %). Bei 02-AS und 04-AS konnte ein Unterschied < 0,1 %
festgestellt werden. Bei 03-AS konnte ein Unterschied von ca. 0,2 % der Genomsequenz
festgestellt werden. Nur bei drei Stdammen (01-AS, 10-AS und 11-AS) konnte ein Unterschied

zum Referenzstamm von > 0,5 % festgestellt werden.

Hervorzuheben ist, dass mit dieser Methode generell keine Unterscheidung auf Plasmid-Ebene
moglich ist (das hinzugefigte Plasmid wird bei der PCR nicht amplifiziert und daher nicht
vermessen). Obwohl die Spezies Identifizierung in allen Féllen richtig war, ist der Unterschied
der Genomsequenz zu gering um eine klare Unterscheidung zu ermdglichen. Interessant ist, dass
dennoch ein Unterschied zwischen Plasmid tragendem Stamm und nicht-Plasmid tragendem
Stamm vorliegt (Unterschied 02-AS zu 03-AS = 0,17% oder 04-AS zu 05-AS = 0,07 %).

Das Uber MALDI-TOF generierte MSP-Dendrogramm ist nicht deckungsgleich mit den
erhaltenen Ergebnissen mittel 16s-Full Gene Sequencing. Beim MSP-Dendrogramm wurden 02-
AS,03-AS und 08-AS in einen Cluster eingeteilt und wiesen eine eindeutige Unterscheidbarkeit
auf (Distance-Level=1000), wahrend beim 16s-Full Gene Sequencing 01-AS, 10-AS und 11-AS
einen Cluster bilden, also am ehesten von den anderen Stdmmen unterscheidbar waren

(Unterschied der Gensequenz ca. 0,5%).
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SCHLUSSFOLGERUNG

Conclusio

Die Erstellung der Datenbank konnte mit einer Identifizierung auf Stamm-Ebene von 79,2 %
und einer Identifizierungsrate von 61,6% auf Plasmid-Ebene flr die ausgewahlten zehn
Stamme von Escherichia coli erfolgreich durchgefiihrt werden. Die Erstellung von
zusétzlichen Eintrdgen aus drei Stammen Pseudomonas fluorescens mit einer

Identifizierungsrate von 98,8 % konnte ebenfalls realisiert werden.

Des Weiteren ist es gelungen, eine Prozedur zur Erstellung von Datenbankeintrdgen zu
entwickeln, welche in einer relativ kurzen Zeit (3 Tage) das Erstellen und Integrieren von
reprasentativen MSP’s in die Datenbank zuldsst. Es konnte gezeigt werden, dass Prozedur
nicht Spezies gebunden ist, es kénnten damit also Datenbankeintrdge flr verschiedenste
Keimarten generiert werden. Durch die Erkenntnisse aus den Versuchen konnte auBerdem
gezeigt werden, dass sich der durchschnittliche Log-Score bei einer Identifizierung durch die
Anpassung der experimentellen Parameter (Inkubationszeit, Nahrmedium, entnommene
Keimmenge und Extraktionsvolumina) verbessert (von 2,0 bis 2,4 auf 2,5 bis 2,8) und bei

einer erfolgreichen Identifizierung aussagekraftiger ist.

Die Prozedur zur Erstellung von Datenbankeintrdgen stellt einen in der Routineanalytik
durchfhrbaren  Prozess dar, welcher sich unter Einhaltung der gultigen
GMP-Reglementierung problemlos im laufenden Betrieb eingliedern lasst und auch den
Anspriichen an Data Integrity geniigt. Die durchschnittlichen Identifizierungsraten erlauben
den Schluss, dass eine Identifizierung auf Stamm-Ebene bei Escherichia coli- Stdimmen
moglich und bei einer entsprechenden Anzahl von Messungen (Triplikate) auch
aussagekraftig ist. Der erforderliche Zeitaufwand zur Vermessung einer Probe wurde sich auf

ca. einen Tag belaufen (durch die Uberimpfung des Keimmaterials auf TSA).

Da eine Unterscheidung auf Plasmid-Ebene mit der erstellten Datenbank nur zu 61,1%
erfolgreich war, konnen Ergebnisse auf diesem Akzeptanzkriterien-Niveau nicht als
aussagekraftig eingestuft werden maximal einen Hinweis auf das Vorliegen oder die

Abwesenheit eines Plasmides darstellen.



7.2.

Ausblick

Um eine Unterscheidung auf Plasmid-Ebene zu ermdglichen sind weitere Experimente und
eine Anpassung des Prozesses in der Routineanalytik erforderlich. Da die Auspragung des
Proteoms nahrmedienabhéngig ist und jeder Keim der mit einem Plasmid gespliced wurde
immer auch ein Antibiotika-Resistenz-Gen trégt, ware die Ausnutzung dieses Mechanismus
von Vorteil. Es konnten beispielsweise Datenbankeintrage von Plasmid-tragenden
Escherichia coli Stdammen erstellt werden und in einer separaten Datenbank abgelegt werden.
Diese mussten nach den Erkenntnissen dieser Arbeit ebenfalls ein charakteristisches und
reproduzierbares Proteinprofil aufweisen, welches sich von den Datenbankeintragen basierend
auf dem Nahrmedium TSA unterscheidet.

Wiirde nun beim Uberimpfen eines Keimes in der Routineanalytik auf TSA parallel auf einem
Antibiotika-N&hrmedium angeimpft werden, kénnte mit der ersten Analyse Uber die TSA
Datenbank der Stamm des Keimes aufgekléart werden und (ber eine zweite Analyse ob ein
Plasmid vorliegt. Wachst der Keim auf dem Antibiotika-Ndhrmedium und wurde als
Produktionsstamm identifiziert, muss er ebenfalls das Plasmid enthalten, da er sonst keine
Resistenz gegentiber dem im Nahrmedium enthaltenen Antibiotikums aufweisen wirde.
Idealer Weise sollte die zweite Analyse dann auch ein giltiges Analysenergebnis ausgeben.

AufRer Uber Workaround — Methoden, welche sich auch anderer Mechanismen bedienen
(Antibiotika-Resistenz), wird eine direkte Erfassung von Information uber das Vorliegen
eines Plasmides im Produktionsstamm mit diesem Massenspektrometer und dieser
Extraktionsmethode nicht mdéglich sein, auch wenn dhnliches bereits bei einem anderen Gerat
mit einer anderen Methode erreicht wurde (direkte Detektion von Antibiotika-Resistenz-
Markern mittels MALDI-TOF)[50].
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8. ANLAGEN / REFERENZEN

8.1. Zusammenfassung

Die Keimidentifizierung mittels Matrix assisted laser desorption ionization time of flight
massspectrometry (MALDI-TOF MS) auf Spezies Ebene ist bei Boehringer Ingelheim RCV bereits
etabliert und wird routinemaRig durchgefuhrt. Dabei werden die vermessenen Proben mit einer
Datenbank der Firma Bruker Daltonik abgeglichen (verifiziert) und Ergebnisse auf Spezies-Ebene
erhalten. Durch Erweitern der Datenbank um die Produktionsstdamme aus der biopharmazeutischen
Fermentation konnte die Analysenmethode auf dieser Ebene des Gesamtprozesses der

Routineanalytik bereits Ergebnisse auf Stamm-Ebene liefern (verifizierbar).

Die Erstellung der Datenbank konnte mit einer Identifizierung auf Stamm-Ebene von 79,2 % und
einer ldentifizierungsrate von 61,6% auf Plasmid-Ebene fiir die ausgewahlten zehn Stdmme von
Escherichia coli erfolgreich durchgefuhrt werden. Die Erstellung von zusatzlichen Eintragen aus
drei Stammen Pseudomonas fluorescens mit einer Identifizierungsrate von 98,8 % konnte ebenfalls

realisiert werden.

8.2.  Abstract

The identification of microorganisms via matrix assisted laser desorption/ionization on species level
is already established at Boehringer Ingelheim RCV and is executed routinely. According to the
procedure the measured samples will be compared to a database of the company Bruker Daltonik
(verified) and generates results on species level. Extension of the existing Database by adding
production strains of the biopharmaceutical fermentation provides the possibility of generating

results on strain level within this state of the whole analytic procedure (verifiable).

Creation of an internal database could be realized successfully with an identification rate of 79,2%
on strain level and of 61,6 % on plasmid level for ten different production strains of Escherichia
coli. The creation of an additional database containing three different strains of Pseudomonas

fluorescens with an identification rate of 98,8 % could be performed successfully as well.
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