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Brutkrankheiten der Honigbiene I
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Brutkrankheiten der Honigbiene I

Labortest — Amerikanische Faulbrut «Paenibacillus larvae»
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Brutkrankheiten der Honigbiene I

Bekampfung der AFB — Sperrung des verseuchten Standes
Futterkranzproben (FKP)
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Brutkrankheiten der Honigbiene I

Amerikanische Faulbrut (AFB) - Paenibacillus larvae

Klassische Methode

1-3 Tage !?_

4 Tage
Transport, etc ... + Bebritung + 3 Tage im
Brutschrank
— |Ergebnis (8-10 Tage)
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MALDI-TOF MS in der Bienendiagnostik
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MALDI-TOF MS in der Bienendiagnostik | I}
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Geiselzopfe

3-4d Inkubation
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MALDI-TOF MS in der Bienendiagnostik |

1,5-2d Inkubation
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MALDI-TOF MS in der Bienend
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MALDI-TOF MS in der Bienendiagnostik | B

Validierung

>

Konzept UA-BW:
Parameterspezifische Validierung
z.B. Parameter: Paenibacillus larve (Art), Paenibacillus spp. (Gattung)

Fur Mikroorganismen und Tierarten

Hauserubergreifend

Gemeinsamer Validierungsbericht
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MALDI-TOF MS in der Bienendiagnostik | i

Validierung

» Sensitivitat (Ziel-Organismus -> Richtig-Positiv-Rate) und Spezifitat
(Nicht-Ziel-Organismen -> Richtig-Negativ-Rate)

» Mindestprobenzahl von n=20 jewells fur Ziel-Organismus und Nicht-
Ziel-Organismen

» Nicht-Ziel-Organismus: eng verwandte Arten, Arten mit &hnlichem
Spektrum, Arten mit ahnlicher Morphologie, Arten des gleichen
Herkunftsgebietes

» Auswertung: softwarespezifisches Score-System des
Gerateherstellers
Scores = 2,0 -> Identifizierung der Art
Scores < 2,0/ 2 1,7 Identifizierung der Gattung (bei Validierung auf Art-
Ebene als ,nicht identifiziert” gewertet)
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MALDI-TOF MS in der Bienendiagnostik

Validierung

Validierungsstufe Parameter

Parameter mit einer Stichprobengrofe < 5,

,Basic Parameter* o _ _ L _
Validierungsisolate/-material unabhangig von Datenbankeintrag
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MALDI-TOF MS in der Bienendiagnostik | li

Validierung — Mikroorganismen «Paenibacillus larvae» BB srasrucnes mevaserucnes

|
| | UNTERSUCHUNGSAMT AULENDORF
R

R/ - DIAGNOSTIKZENTRUM -

» Ziel-Organismus: Paenibacillus larvae; n=21

» Nicht-Ziel-Organismen: aus der Klasse der Bacilli; n=99

(u.a. Bacillus spp., Actinobacillus spp., Lysinibacillus spp., Paenibacillus spp. (non larvae), Virgibacillus spp.,
Brevibacillus spp.)

» Probenpraparation: Direkt-Transfer

» Datenbanken:
- Bruker MBT Compass Library + Klinische SR DB (7909 msp)
- FLI Paenibacillus larvae (80 msp)*
- CVUA-BW (520 msp)

*Schafer, M. O. et al., (2014): Rapid identification of differentially virulent genotypes of Paenibacillus larvae,
the causative organism of American foulbrood of honey bees, by whole cell MALDI-TOF mass spectrometry
Veterinary Microbiology 170 (2014) 291-297 Baden-Wiirttemberg [
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MALDI-TOF MS in der Bienendiagnostik

Validierung — Mikroorganismen «Paenibacillus larvae»

Validierungsergebnis Parameter:
Biotyper-Ergebnis: Paenibacillus larvae #Paenibacillus larvae
Paenibacillus larvae 21 0
#Paenibacillus larvae 0 99
Gesamt 21 99
Sensitivitat: Spezifitat:
100% 100%

Validierungsstufe

Parameter

Folie 16
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Validierung — Mikroorganismen «Paenibacillus larvae»
(Differenzierung ERIC | und II)

%Aé*ﬁ‘% STAATLICHES TIERARZTLICHES
|

lﬁ\ UNTERSUCHUNGSAMT AULENDORF
R/ - DIAGNOSTIKZENTRUM -

» Ziel-Organismus:
Paenibacillus larvae ERIC |: n=11
Paenibacillus larvae ERIC II: n=10

» Probenpraparation: Direkt-Transfer

» Datenbanken:
- FLI Paenibacillus larvae (80 msp)*
- 6 msp CVUA FR
(3 x Paenibacillus larvae ERIC I, 3 x Paenibacillus larvae ERIC II)

*Schafer, M. O. et al., (2014): Rapid identification of differentially virulent genotypes of Paenibacillus larvae,
the causative organism of American foulbrood of honey bees, by whole cell MALDI-TOF mass spectrometry

Veterinary Microbiology 170 (2014) 291-297 Baden-Wiirttemberg ¥
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Validierung — Mikroorganismen «Paenibacillus larvae» e ———

(D|fferenzierung ERIC I und II) Iﬁ‘\ UNTERSUCHUNGSAMT AULENDORF

R/ - DIAGNOSTIKZENTRUM -

ERIC | (n=11) ERIC Il (n=10)
Bei allen Proben bester Treffer ERIC | Bei allen Proben bester Treffer ERIC Il
(Score 2,205-2,41) (Score 2,296-2,51)

Bei 9 Proben ERIC Il unter 10 besten Treffern | Bei 0 Proben ERIC | unter 10 besten Treffern

Score-Differenz zu ERIC II: 0,019-0,15 Score-Differenz zu ERIC I: 0,148-0,251

» Bel 7 von 21 Proben Score-Differenz ERIC | zu ERIC 11 < 0,1
-> sehr ahnlicher spektraler Phanotyp
-> keine abschlieRende Zuordnung des ERIC-Typs tber Score-
Differenz mdglich

» Zuordnung tber Marker-Peaks (Subtyping) moglich?
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Validierung — Mikroorganismen «Paenibacillus larvae» e ———
(leferenzierung ERIC I und II) I‘ﬂ“ UNTERSUCHUNGSAMT AULENDORF

Zuordnung tber Marker-Peaks (Subtyping) maoglich?

R/ - DIAGNOSTIKZENTRUM -

» Erste Messungen zeigen Peak-Unterschiede bei
verschiedenen ERIC-Typen

» Fur abschlieRende Aussage mehr typisierte Stamme erforderlich!
Kooperation?
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o-Q
Validierung — Tierarten «Apis mellifera» SEV UA
\ 9 P 0™™¥ () CVUA-RRW

» Zuordnung Uber Marker-Peaks (Subtyping) moglich?

» Nicht-Ziel-Organismen: holometabole Insekten; n=109
(u.a. Larven von Wachsmotten, Mehlwirmern, Buffalowlirmern,...)

» Probenpraparation: EtOH-FA-I

(Ethanol-Ameisensaure-Extraktionsmethode der Fa. Bruker,
modifiziert flr Insekten)

» Datenbanken:
CVUA FR Insekten DB (52 msp),
Datenbank CVUA RRW Makroorganismen (52 msp) ok

,Dh maden in der Pfanne: Auch das sind essbare Insekte!

Datenbank CVUA Westfalen - Insekten (9 msp) \
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Gattungs-Ebene

Organism Score

o)
| Validierung — Tierarten «Apis mellifera» e ‘0) CVUA RRW
Validierungsergebnis Parameter:
Biotyper-Ergebnis: Apis spp. #Apis spp.
Apis spp. 63 0
#Apis spp. 3 109
Gesamt 71 109
Sensitivitat: Spezifitat:
89% 100%

(best match) Value

not reliable identification -

Art-Ebene
Organism Score
(best match) Value

1.891

Apis mellifera

not reliable identification

8 Proben mit Score < 1,7 = nicht als Gattung Apis spp. identifiziert

Validierungsergebnis

Parameter:

Biotyper-Ergebnis: Apis mellifera #Apis mellifera
Apis mellifera 33 0
#Apis mellifera 38 109

Gesamt 71 109
Sensitivitat: Spezifitat:
46% 100%

38 Proben mit Score < 2,0 = nicht als Art Apis mellifera identifiziert
Baden-Wiirttemberg Fge
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®)
o : : : o-Q
Validierung — Tierarten «Apis mellifera» CYUA
J - 0¥ ™ (i) CVUA-RRW

Grunde;

» Zu wenige DB-Eintrage von Apis mellifera:
msp von Apis mellifera (EtOH-FA-I-Extraktion): 1 x Larve, 1 x Puppe,
2 X Adulte

» ldentifizierung abhangig von Entwicklungsstadium (Larve/Adult)

» Geographische Unterschiede?

Nachste Schritte:

» Erweiterung der DB bzgl. Apis mellifera
- unterschiedliche Entwicklungsstadien
- unterschiedliche geographische Herkiinfte
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Vielen Dank fur lhre Aufmerksamkeit! |
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Hr. Dr. Eisenberg (LHL Giel3en)
Fr. Dr. Dolch (CVUA Rhein-Ruhr-Wupper)

Fr. Godecke (CVUA Westfalen)
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