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Ausgangssituation:

Die Identifizierung von Mikroorganismen mit
klassischen Methoden der Bestimmung von Re-
aktionsmustern ist aufwandig und zeitintensiv.
Ergebnisse liegen erst nach einigen Tagen Be-
briitung der Versuchsanséatze vor. Mit der FTIR-
Mikrospektroskopie werden Mikrokolonien von
ca. 200 ym Durchmesser, wie sie nach einer
Inkubation von etwa 24 Stunden vorliegen,
Uber ein Abklatschverfahren von der Agarplatte
auf das Tragermaterial Uberfihrt. Die einzelnen
Mikrokolonien auf dem Probenfenster werden
unter dem Lichtmikroskop detektiert, markiert
und dann im Infrarotmodus des Mikroskops au-
tomatisiert gemessen. Die Summe der Absorp-
tionen aller Zellbestandteile ergibt unter stan-
dardisierten Bedingungen sehr gut
reproduzierbare und hoch charakteristische
Spektren, die unter Zuhilfenahme von Refe-
renzdatenbanken flr eine Identifizierung genutzt
werden.

Ziel des Vorhabens war es, aufbauend auf den
Ergebnissen der AiF/FEI-Vorhaben 10768 N und
11627 N das FTIR-Mikrospektroskopie-Verfah-
ren fir die Lebensmittelindustrie zur Anwen-
dungsreife zu bringen, um damit die automati-
sche, schnelle und vor allem kostenglinstige
Analyse von komplexen mikrobiellen Hausfloren
zu ermoglichen. Hierzu sollten die FTIR-

Datenbanken fir lebensmittelmikrobiologisch re-
levante Keime an die automatisierte FTIR-
Mikroskopie angepasst und Arbeitsroutinen fir
Dienstleistungslabors (z. B. milchwirtschaftliche
Untersuchungsanstalten) und lebensmittelverar-
beitende Betriebe erstellt werden. Bestandteile
des Projektes waren neben der Entwicklung der
allgemeinen Methodik die Wahl der Mess- und
Auswerteparameter, der Aufbau von Referenzda-
tenbanken flr unterschiedliche Organismengrup-
pen sowie die Anwendung der Ergebnisse unter
Praxisbedingungen.

Forschungsergebnis:

Die Entwicklung der allgemeinen Methode wurde
am Beispiel der Hefen durchgefiihrt. Bevor mit
dem Aufbau einer Datenbank begonnen werden
konnte, mussten die Parameter der Proben-
aufbereitung festgelegt werden. Hierzu gehérten
das Wachstumsmedium und die Inkubations-
temperatur, die die stoffliche Zusammensetzung
der Zellen maf3geblich beeinflussen, sowie die In-
kubationsdauer, die den Durchmesser und damit
auch die Dicke der Kolonien nach dem Transfer
auf das Probenfenster determiniert. Die Korrelati-
on zwischen Inkubationsdauer, Koloniedurch-
messer und Reproduzierbarkeit der Messungen
ergab einen optimalen Koloniedurchmesser fir
gut reproduzierbare Messungen von mindestens
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70 um, was fir Hefen eine Inkubation von ca.
24 Stunden bei 25 °C erfordert. Ein Vergleich
des Identifizierungserfolges von Mikro-
spektroskopie und Spektroskopie am Beispiel
einer Modelldatenbank ergab &quivalente Er-
gebnisse fir beide Systeme. Die Spezifitat der
Mikrospektroskopie geht zudem bis auf
Stammniveau hinunter. Insgesamt wurden fir
Hefen, coryneforme Bakterien und Milchs&ure-
bakterien Referenzdatenbanken erstellt. Fir He-
fen war es maoglich, alle Arten mit einem einzi-
gen Zeitpunkt fir die Probenahme, also den
Transfer der Kolonien von der Agarplatte auf
das ZnSe-Probenfenster, zu erfassen. Die Da-
tenbank umfasste 84 Spektren von 13 Arten
und erzielte nach Optimierung der Auswertepa-
rameter 80 % richtige Identifizierungen auf
Speziesebene. Die Coryneformen konnten nicht
alle mit einem Probenahmezeitpunkt erfasst
werden, da die Wachstumsgeschwindigkeiten
zu stark variierten; hier wurden insgesamt drei
verschiedene Zeitpunkte festgelegt. In die Bi-
bliothek wurden 85 Spektren von 18 Spezies
aufgenommen, von denen mit dem erarbeiteten
Identifizierungsmodus 64 % richtig klassifiziert
wurden. Fir die Milchsaurebakterien wurden
ebenfalls drei Zeitpunkte fir den Kolonietransfer
festgelegt. Die Referenzbibliothek umfasste 44
Spektren von 10 Spezies und erzielte 68 %
richtige ldentifizierungen. Dies ist umso hdher
einzuschéatzen, als es im Gegensatz zur FTIR-
Spektroskopie keine zusatzlichen Zuckertests
far die Vorauswahl einer Subbibliothek gab,
sondern alle Arten in einer Datenbank zusam-
mengefasst waren.

Bei der Bewertung der Ergebnisse muss beach-
tet werden, dass der Erfolg stark von der Zu-
sammensetzung der jeweiligen Datenbank ab-
hangt. So fallen die Identifizierungsraten bei
kleinen Datensdtzen nicht so gut aus, wie man
es sich winschen wirde, da die einzelnen Spe-
zies mit drei bis finf Vertretern in der Daten-
bank unterreprasentiert und in ihrer Variabilitat
keinesfalls abgedeckt sind. Eine beispielhafte
Erweiterung der Spektrenzahl von D. hansenii in
der Hefenbibliothek von drei auf 21 verbesserte
den Identifizierungserfolg fir diese spektrosko-
pisch gesehen sehr heterogene Art von 37 %
auf 81 %. Die Erfassung moglichst vieler For-
men einer Art in der Referenzdatenbank wirkt
sich also aulRerordentlich positiv auf den ldenti-
fizierungserfolg aus und zeigt, dass die erzielten
Identifizierungsraten fir die hier vorgestellten
Datenséatze sehr positiv zu bewerten sind.

Als praktische Anwendung der FTIR-Mikro-
spektroskopie wurde das Vorgehen fur Popula-
tionsanalysen erarbeitet und die Floren von

Molkereiabwasser nach der Kldrung und fir zwei
Rotschmierekdse untersucht. Um der Tatsache
Rechnung zu tragen, dass erwartungsgemaf
nicht alle detektierten Keime auch ihre Entspre-
chung in der Datenbank finden, wurde die Me-
thode dahingehend optimiert, dass die Organis-
men nach der Messung vom Probenfenster
isoliert werden kénnen. So wird eine mdgliche
Identifizierung dieser Isolate mit alternativen Me-
thoden sichergestellt und eine Beschrédnkung des
Systems auf bestimmte Floren vermieden. Bei
der Analyse beider Kasekonsortien wurden je-
weils ca. 1.000 Spektren aufgenommen. Die Er-
gebnisse zeigen, dass mit FTIR-
Mikrospektroskopie die Zusammensetzung derar-
tiger Populationen in vergleichsweise kurzer Zeit
detailliert erfasst werden kann. Damit ist erst-
mals eine Methode beschrieben, die eine einfache
und schnelle ldentifizierung von Mikroorganismen
direkt aus der Probe gestattet, ohne molekular-
biologische Kenntnisse zu erfordern. Es empfiehlt
sich jedoch, die Methode nicht zu stark zu gene-
ralisieren, sondern auf spezifische Problemstel-
lungen anzuwenden, um das Potential des Sys-
tems voll ausschépfen zu kénnen.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Mikrospektroskopie kann und soll die her-
kédmmliche FTIR-Spektroskopie nicht ersetzen,
sondern ergdnzen. lhre Vorteile liegen in der
Identifizierung von Mikroorganismen unter Zeit-
druck und in der Analyse ganzer Populationen.
Ausgehend von einer Produkt- oder Umfeldprobe
kénnen schnell wachsende Organismen bereits
nach 15 Stunden, durchschnittlich wachsende
nach ca. 24 Stunden und sehr langsam wach-
sende nach 48 Stunden gemessen und identifi-
ziert werden. Dies bedeutet im Vergleich zu bis-
herigen Identifizierungsmethoden, fir die reine
Kulturen vorliegen missen, einen Zeitvorteil von
mehreren Tagen, der besonders bei der Identifi-
zierung pathogener Organismen in Lebensmitteln
entscheidend zum Tragen kommen kann. Ferner
kann eine Probe auf das Vorhandensein eines be-
stimmten Keims getestet werden, wie es héaufig
bei Kontaminationsrouten-Analysen der Fall ist.
Auch kénnen ausgewéhlte Floren wie Reifungs-
floren bei Kase, aber auch die Hausflora, Keime
im Abwasser oder ahnliches untersucht werden.
Unternehmen der milchverarbeitenden Industrie
haben somit ein wichtiges Instrument zur Kon-
trolle des mikrobiologischen Status der Produkti-
onsstatte an der Hand. Durch Monitoring techno-
logisch wichtiger Konsortien kann zudem die
gleichbleibende Zusammensetzung dieser Kultu-
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ren und damit eine stabile Produktqualitat ge-
wabhrleistet werden. Bei der Entwicklung neuer
Starter oder Kulturen kann mit dem vorgestell-
ten System der Erfolg der Entwicklung in der
praktischen Anwendung auf einfache Weise
kontrolliert werden.
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