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Schnelle automatische Identifizierung von
Bakterien und Pilzen

Automatische Probenvorbereitung MIROB

Die schnelle und sichere Identifikation
von Bakterien und Pilzen ist fiir die
heutige Mikrobiologie oberstes Ziel.
So sind korrekte Bestimmungen von
Krankheiten und das Auffinden neuer
Antibiotika oder neuartiger biochemi-
scher Verbindungen notwendig. Viele
Mikroorganismen sind noch unbekannt
und man erhofft sich neue Medika-
mente, industriell einsetzbare Enzyme
oder bisher unbekannte Rohstoffe fiir
weitergehende Synthesen. Dazu wer-
den viele Mikroorganismen angeziich-
tet und identifiziert.

Typische Identifizierungsverfahren wie
PCR oder biochemische Reaktionsmuster
finden Anwendung im Bereich der hu-
manpathogenen Mikrobiologie, Veterinir-
mikrobiologie, Umweltmikrobiologie, Bi-
otechnologie, Naturstoffproduktion und
Life Science Forschung. Seit wenigen
Jahren etabliert sich jedoch eine neue
Methode basierend auf der MALDI-TOF
Massenspektrometrie zur Charakterisie-
rung und Identifizierung von Bakterien
und Pilzen [1]. Der Einsaiz der Massen-
spektrometrie konnte dabei die Identifi-
kationszeiten von mehreren Tagen auf
wenige Minuten reduzieren. Der mas-
senspektrometrische Gesamtprozess war

bisher jedoch nur teilweise automatisiert
und besteht aus der Probenvorbereitung
(Zelliibertragung auf die MALDI-Proben-
platte), der eigentlichen MALDI-TOE-MS
Messung und der Auswertung bzw. lden-
tifizierung mittels der SARAMIS Software
und Datenbank (Spectral ARchive And
Microbial Identification System). Diese
Publikation zeigt erstmals den Losungs-
vorschlag fiir die automatische Proben-
vorbereitung, des zeitintensivsten Schrit-
tes und der miglicherweise gefihrlichen
Handhabung der Ubertragung von Kolo-
nien von der Petrischale auf das Target
des Massenspektrometers. Dadurch-kann
die gesamte SARAMIS-MALDI-TOF-MS
Identifizierung von Mikroorganismen au-
tomatisch durchgefiithrt werden.

Ziel des neuartigen Roboters (MIROB
Mlkroorganismen-Transfer-ROBoter) ist
die automatische Probenvorbereitung
zur mikrobiellen Artbestimmung mitiels
SARAMIS-MALDI-TOF  Massenspektro-
metrie. Der Roboter reduziert die Vorbe-
reitungszeit aul unter eine Minute. Dabei
etabliert er zusitzlich in einer Mikroti-
terplatte eine Reinzucht. Neben der ein-
fachen Proben-Riickverfolgung iiber eine
Datenbank ist somit auch der Zugriff auf
den Mikroorganismus fiir Folgeuntersu-
chungen moglich. Zusitzlich wird im La-
borbertrieb ein sicherer Umgang mit pa-
thogenen Erregern gewiihrleistet.

Ablauf

Bebriiteie Petrischalen (AGAR-Platten)
mit Bakterien- oder Pilzkolonien werden
iiber ein Forderband in den Roboter ein-
zeln eingeschleust und genau positioniert
(Abb. 2). Eine pneumatische Hub-Schwen-
keinheit mit Vakuumsauger entfernt den
Deckel. Die Petrischale wird auf einem
3D-Tisch abgesetzt (Abb. 3). Eine Kamera
vermisst die Kolonien. Mit diesen Infor-
mationen wird der Tisch hochgenau posi-
tioniert, um die jeweilige Probe mittels
eines Probenstabes sicher zu entnehmen
(Abb. 4). Das Zellmaterial wird auf dem
Target abgestireift oder suspendiert (Abb.
4). Danach impft derselbe Probenstab das
in der Mikrotiterschale vorbereitete Kul-
turmedium an. Der Probensiab ist als
Disposable ausgefiihrt und wird automa-
tisch gewechselt. Nach Aufsetzen des De-
ckels wird die Petrischale wieder iiber
das Forderband aus der Roboterstation
transportiert.

Die Materialflusskontrolle ist fiir das
Massenscreening essentiell, um eine ein-
deutige Zuordnung der Ergebnisse zur
Probe zu gewiihrleisten. Die eingesetzten
Barcodes miissen, um die Bildverarbei-
tung nicht zu beeintrichtigen, seitlich an
die uniere Petrischale angebracht wer-
den. Da die Rundung kleiner Schalen das
Ablesen durch Barcodescanner er-
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Abb. 1: Schnelle Arthestimmung von Mikroorganismen durch Massenspektrometrie. Der zeitintensive und fehleranfillige Schritt der Probenvorbereitung
wurde hier durch einen neuartigen Roboter beschleunigt.
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Abb. 2: Ein- und Ausschleusen der Petrischa-
len erfolgt iiber ein Forderband und ein
Greifersystem. Ein Sauger nimmt zuvor die
Deckel ab und verschlieBt die Schalen nach
dem Ablauf.

schwert, wurde eine kamera-
basierte Losung integriert.
Ein Rundumspiegel macht
den Barcode fiir die Bildver-
arbeitungskamera  sichibar,
eine handelsiibliche Software
deckt ein breites Spektrum
der iiblichen Barcodes ab.
Samtliche Bilder mit Barcodes
und Entnahmepostionen wer-
den gespeichert.

Der Roboter erzeugt fir
jede Probe einen zugehdrigen
Datenbankeintrag. Die Riick-
verfolgung der Probe zur ur-
spriinglichen Kolonie ist z.B.
auch iiber das Ubersichtsbild
und den Barcode nachvoll-
ziehbar.

Die Auswertekriterien der
Bilderkennung werden durch
den Benutzer eingerichtet.
Danach kategorisiert der Ro-
boter die Kolonien nach der
GroBe, Farbe und Oberfli-
chenstruktur. Anhand der Ka-
tegorien erfolgt dann die Pro-
benentnahme. Eine spezielle
Schriglichttechnologie er-
moglicht die Auswertung sehr
kleiner und durchsichtiger
Kolonien. Um eine Reinzucht
zu gewiihrleisten, kinnen un-
runde Kolonien von der Pro-
benentnahme ausgeschlossen
werden.

Nach der Ablage der Petri-
schale durch den Roboter er-
zeugl eine Kamera ein Farb-
bild der Szene, und die Soft-
ware zur automatischen Ob-
jektdetektion und -auswertung

wird gestartet. Eine ad-
aptive Belichtungskor-
rektur gleicht unter-
schiedliche  Lichtver-
hiiltnisse und Farhdii-
ferenzen  aus  und
ermiglicht der nachfol-
genden Auswertesoftware das
sichere Bestimmen der defi-
nierten Objekiparameter. Die
Algorithmen zur Farb-Bild-
verarbeitung nutzen intelli-
gente Segmentierungsverfah-
ren, um Bakterienkolonien
vom Agar im Hintergrund zu
unterscheiden. Mit einer grob-
zu-fein Strategie werden ver-
schiedene ROI (regions of in-
terest) identifiziert und hin-
sichtlich wesentlicher Farb-,
Form- und Texturparameter
analysiert. Als Ergebnis ste-
hen die verschiedenen organi-
schen Strukturen in Form von
Objekten zur Verfiigung. In
weiteren Schritien wird zu je-
dem Objekt ein Merkmalsvek-
tor erzeugt, der Informatio-
nen iiber Position, GriBe und
Textur enthilt.

Die Software stellt zudem
eine  Benuizer-Schnittstelle
zur Verfiigung, mit der inter-
aktiv aul den Detektionspro-
zess Einfluss genommen wer-
den kann, um beispielsweise
nur Objekte einer bestimmien
GroBen- oder Farbklasse zu
detektieren und auszuwerten.
Ebenso existieren Parameter
fiir minimale Koloniegrofe
und den Sicherheitsabstand
zweier Kolonien. So wird die
Entnahme einer Mischprobe
vermieden.

Bei der halbautomatischen
Auswahl legt der Labormitar-
beiter selbst die zu pickenden
Stellen am Bildschirm fest. Der

Abb. 3: Prazisions-Positioniertisch mit Rundumspiegel zur Bar-
coderkennung, Mikrotiterplatte zur Reinzuchtetablierung und
MALDI-TOF Target zur Artidentifikation.

Vorteil ist, dass dafiir kein
Kontakt mit der Probe bzw.
physische Anwesenheit im La-
bor notwendig ist. Uber ein
Computernetzwerk kann diese
Aufgabe auch vom Biiro oder
von zu Hause erledigt werden.

Der Probenstab kann vib-
rieren oder iiber einen Zwi-
schenschritt mit Wasser be-
netzt werden. Vorversuche
zeigten, dass so auch von har-
ten oder krustigen Kolonien
ausreichend Zellen aufgenom-
men werden. Das Ablegen
folgt dem gleichen Muster.
Hierbei kann die Ablagestelle
ebenfalls mit Wasser benetzt
werden, so dass durch Vibrie-
ren des Stabes eine Zellsus-
pension erstellt wird. Droht
ein Uberladen der Probenpo-
sition auf dem Target, kann
durch mehrfaches Ablegen
eine Verdiinnung erfolgen.
Zuletzt wird die Mikrotiter-
platte beimpft. Der benutzie
Probenstab wird ausgeworlen
und ein neuer aus dem Vor-
ratsbehiilter automatisch von
oben nachgefiihri.

Zusammenfassung

Der mikrobielle Mikroorga-
nismen-Transfer-Roboter ent-
nimmt Proben von Kolonien
ohne verfilschende Medien-
beimischungen. Dies erlaubt
die schnelle SARAMIS-MALDI-
TOF [2] massenspekirometri-
sche Artidentifikation und In-
haltsstoffbestimmung. Die
Bildverarbeitung trennt die
Kolonien nach GriBe, Farbe
und Oberflichenstruktur und
ermoglicht die Einstellung
von  Sicherheitsparametern.
Gleichzeitig wird neben der
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Abb. 4: Entnahme direkt aus der Petrischale (links) und Ablage der Probe auf dem Target (rechts). Der Stab wird nur sanft aufgesetzt und iibertragt so nur
das Probenmaterial ohne Mediumbeimengungen.

Probenaufarbeitung eine Reinzuchi fiir
Folgeuntersuchungen angeimpft. 100
Proben werden in etwa einer Stunde vor-
bereitet.

Die Moglichkeiten der ,fabrikartigen®
Wissenschalft sind in den Anfédingen. Auch
kleine und mittlere Unternehmen kén-
nen derartige Lisungen fiir ihren Bedarf
mitentwickeln oder entwickeln lassen
und selbst komplexe Laborabliufe kin-
nen durch Roboter unterstiitzt werden.

Dieses Projekt wurde in Kooperation
mit dem IMOS der Universitit Magdeburg
und den Firmen Symacon GmbH, engelke
engineering art GmbH, Proteomfactory
AG und AnagnosTec GmbH durchgefiihrt

Durch das Studium von Mausen haben Wissenschaftler
einen bislang unbekannten Mechanismus fir neuro-
degenerative Erbkrankheiten entdeckt. Ihr
Ergebnis: Bei der so genannten ,Wobbler-Maus”, die
an einem fortschreitenden Verlust von Nervenzellen
leidet, ist ein Gen verdndert, das eine wichtige Rolle
bei Transport und Verteilung von Stoffen in der Zelle
spielt. Der Defekt lasst sich durch die Einfilhrung eines
voll funktionsfahigen Gens heilen. Die Arbeiten der
Bielefelder Forscherteams um Prof. Jockusch und Dr.
Thomas Schmitt-John, inzwischen Professor an der
Universitat Aarhus in Danemark, zeigen jetzt: Ein De-
fekt in einem Gen namens Vps54 ist die Ursache fiir
den Verlust der Nervenzellen bei der Wobbler-Maus —
und dieser Befund wirft ein neues Licht auf mégliche
Krankheitsmechanismen, die auch fiir ALS-kranke
Menschen von Bedeutung sein konnen. Die Befunde
der Bielefelder Arbeitsgruppe wurden in Zusammenar-
beit mit Dr. Andreas Lengeling von der GBF und Prof.
Miriam Meisler aus Ann Arbor gewonnen. lhre Ergeb-
nisse beschreiben sie in der Online-Version von Nature
Genetics (Oktober 2005). www.uni-bielefeld.de

und durch das BMBF im Rahmen ,Pro-
duktion fiir morgen* geftrdert.
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Weiterfiihrende Informationen zum SARAMIS-
MALDI-TOF MS Gesamitsystem: Herr Dr. Mar-
cel Erhard; AnagnosTec Gmbl; Im Biotechno-
logiepark, TGZ 1I; 14943 Luckenwalde,
Tel.:03371/681-126,  Fax:  03371/681-127,
m.erhard@anagnostec.de, www.anagnostec.de
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DNA-Methyltransferasen spielen eine zentrale
Rolle in der Epigenetik. Dieses komplexe regulatorische
Netzwerk van Modifikationen betrifft nicht direkt die in der
DNA enthaltene Erbinformation, sind aber entscheidend
fiir die Genaktivitat. Veranderungen im Methylierungsmus-
ter der DNA werden haufig bei Krebszellen gefunden. Bis-
lang war sehr wenig tiber die DNA-Methyltransferasen be-
kannt. Mangels anderer experimenteller Optionen wurden
die Enzyme bislang nur im Reagenzglas untersucht. Die da-
bei gewonnenen Erkenntnisse sind aber nur von limitierter
Aussagekraft, weil die Enzyme nicht in ihrer natiirfichen
Umgebung beobachtet werden kdnnen. Den erhofften
Blick in die lebende Zelle erlaubt jetzt aber eine neue expe-
rimentelle Methode, die von Heinrich Leonhardt und seinen
Mitarbeitern in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr.
M. Cristina Cardoso vom Max-Delbriick-Centrum fiir Mole-
kulare Medizin in Berlin entwickelt wurde. Die Ergebnisse
wurden in Nature Methods verdffentlicht (September
2005). www.mdc-berlin.de, www.uni-muenchen.de

www.nature.com

Neue Impulse zur Therapie des Schlaganfalls, einer der vorherrschenden Erkrankungen unserer Zeit, soll der nun ge-
griindete Forschungsverbund ,,Stammzellbasierte Regeneration nach Schlaganfall” unter der Koordi-
nation von Prof. Dr. Magdalena Gétz vom Institut fiir Stammzellforschung am GSF — Forschungszentrum fiir Umwelt
und Gesundheit und Prof. Dr. Ulrich Dirnagl von der Charité in Berlin bringen. Der Verbund ist in das Programm , Zell-
basierte, regenerative Medizin” des Bundesministeriums fiir Bildung und Forschung (BMBF) eingebettet.

www.bmbf.de, www.gsf.de, www.charite.de
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Das Genom eines weiteren unter Extrembedingungen
lebenden Mikroorganismus ist entschliisselt. Durch
Analyse des Genoms von Natronomonas
pharaonis haben die Wissenschaftler der Abteilung
Membranbiochemie des Max-Planck-Instituts fiir Bio-
chemie jene Uberlebens-Strategien aufgedeckt, mit
denen das Archaeon unter todlichen Umwelthedingun-
gen noch bestens gedeihen kann. In Genome Re-
search (Oktober 2005).prasentieren Prof. Dieter Oes-
terhelt und seine Kollegen ihre Ergebnisse
www.mpg.de
www.biochem.mpg.de

Mit einem erhohten Cholesterinspiegel steigt auch das
Risiko einer Alzheimer-Erkrankung. Zu diesem
Ergebnis kommen Wissenschaftler des Nationalen Ge-
nomforschungsnetzes (NGFN). Sie deckten die moleku-
laren Zusammenhange zwischen einem gestorten Fett-
stoffwechsel und der Gehimnerkrankung auf. Die
Forscher erhoffen sich nun in Zukunft, durch eine ge-
zielte Veranderung des Fettstoffwechsels, zum Beispiel
durch cholesterinsenkende Medikamente und durch
eine Eréhrungsumstellung, vielleicht die ibermaBige
Produktion von Amyloid Beta verringern und so das Ab-
sterben der Nervenzellen verhindern, zu konnen. Viel-
leicht lieBe sich die Alzheimer-Erkrankung dadurch be-
siegen. Die Ergebnisse der Studie wurden in Nature
Cell Biology verdffentlicht. www.ngfn.de
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