Online-Detektion von Bakterien

Identifizierung von Mikroorganismen im Reinraum

Bakterien in Minutenschnelle identifi-
zieren: der Traum jedes Mikrobiologen.
Denn die herkdmmlichen Verfahren zur
Identifizierung bakterieller Kontamina-
tionen sind sehr zeitintensiv. Dabei
spielt gerade die Zeit bei vielen An-
wendungen der Bakterienidentifizie-
rung eine entscheidende Rolle. Im For-
schungsschwerpunkt Biophotonik, der
vom Bundesministerium fiir Bildung
und Forschung (BMBF) unterstiitzt
wird, arbeiten Wissenschaftler aus uni-
versitarer und industrieller Forschung
gemeinschaftlich an einer Technologie,
die es in Zukunft erméglichen soll, ein-
zelne Bakterien innerhalb kiirzester
Zeit zu identifizieren.

Beispiel: Reinraumproduktion

In vielen reinen Produktionen, wie z.B.
bei der Herstellung bzw. Verpackung von
Medikamenten oder Lebensmitteln, ist
eine stdndige Kontrolle der Reinraumbe-
dingungen notwendig. Treten partiku-
lire biologische Verunreinigungen bei-
spielsweise in Form von Bakterien oder
Pilzen auf, miissen die moglicherweise
kontaminierten Produkte aus dem Ver-
kehr gezogen werden. Das kann unter
Umstdnden bedeuten, dass die Produk-
tion des gesamten Zeitraums — von der
Probennahme bis zur Erkennung einer
Kontamination - vernichtet werden
muss: ein extremer Kostenfaktor. Daher
ist es besonders wichtig, moglichst
schnelle Methoden zur Kontrolle der
Reinrdume zur Verfiigung zu haben,
~ damit diese moglichst online erfol-
. gen kann.

Abb. 1: Dunkelfeldaufnahmen (a, b) und Fluore-
szenzaufnahmen (c, d) einer Probe unter Einsatz
verschiedener Emissionsfilter. Ort, Gr6Be und
Form von einzelnen Bakterien konnen mittels
Mustererkennungsverfahren definiert werden.
Staub (rundes Partikel in b) und Bakterien (lang-
liches Partikel in c-d) zeigen unterschiedliche
Fluoreszenzeigenschaften.

Herkommliche Verfahren zur Identifi-
zierung von Mikroorganismen

Etablierte Nachweismethoden fiir Mikro-
organismen sind gewohnlich sehr zeitin-
tensiv. Die Mikroorganismen miissen zu-
nédchst auf Ndhrmedien iiberfithrt und
bebriitet werden. Nach dieser Voranrei-
cherung erfolgen selektive Anreiche-
rung, biochemisches Screening und sero-
logische Bestitigung. Die Anzucht einer
Kolonie von etwa 10° Mikroorganismen
dauert in der Regel zwischen 18 und 24
Stunden; fiir die meisten medizinischen
und industriellen Belange eine sehr
lange Zeit. Es sind auch bereits Schnell-
tests auf dem Markt, die innerhalb von
2-3 Stunden ein Ergebnis liefern. Der

'\ Nachteil hieran ist, dass diese Tests

. sehr gezielt auf die Identifizierung ei-
'_ ner bestimmten Bakterienart abge-
stimmt sind und dann lediglich als
~ Ergebnis liefern, ob es sich bei dem
Erreger um diese spezielle Art han-
delt oder nicht.

Neue Ansatze mit spektroskopi-
schen Methoden

Es gibt bereits sehr gute Ansétze fiir
neuartige schnelle Detektionsverfahren
mittels optischer Methoden. Die Arbeits-
gruppe Naumann vom Robert-Koch In-
stitut in Berlin konnte sehr erfolgreich
die IR-Spektroskopie zur Identifizierung
von Mikroorganismen einsetzen. [1]
Hierzu wird eine Mikrokolonie in defi-
niertem Zustand eingesetzt, d.h. bei ei-



M. JuteuDSM 20030

AWM. 1yla DSM 20315

“\xj..'! I'. . lylacDSM 20318 Sy
|u$ COQEP—HS—EA_ 6669 "'M’"M“‘"“w

\_,v I\ \S. cohr@iifi A

g ' |lS CohmDSM 6719

\\J"I s. cohmDSM 20260
| \i, M“N&\fﬁﬂh’\f'ﬂwﬂ

Raman-Intensitat ———»

A\ E. coliDSM 498
— ‘\‘W-”u

\ E. coliDSM 423

e | \w%fv
oo | | E. cOIDSM 499
h MMW'\-#‘ "“j\'“ A
" \"B. pumilu DSM 2? Ll WA
4 . o
f.g il f? pumiluSM 361
§ ""‘m-'v’l .1 -w“\‘““"-\-, '_ﬂ"\—.."‘r‘ﬁ“";- .'r‘,
E AR e B WY
& 11 B. sphaena DSM 396
& .

1\ B. sphaeric. DSM 28 WA
FI \ T S,
|

<—— Wellenzahl / cm™

b~ | 1S warne DSIVI 20036 . o, \
S wame DSM 20316 | VB subtiipsm10 ~ a
L, “‘*--...u L VA m"ﬁ‘i_w \ .\“' . g LV A
o S (,;iidermfd;E{P 62A o o B.-Subtiii:DSM 347 ) )
3000 2500 2000 1500 1000 3000 2500 2000 1500 1000

<—— Wellenzahl / cm

Abb. 2: Mikro-Raman-Spektren einzelner Bakterien verschiedener Stamme

ner bestimmten Temperatur, in einem
bestimmten Medium kultiviert, etc. Der
Vorteil beim Einsatz einer Mikrokolonie
im Vergleich zu einer herkoémmlichen
Kolonie ist, dass deren Anzucht nur noch
6 Stunden dauert. Im Vergleich zur An-
zucht von Reinkulturen ist das bereits
ein extremer Zeitvorsprung. Die Probe
wird vor der Untersuchung getrocknet,
da sich wasserfreie Proben in der IR-
Spektroskopie besser vermessen lassen.
Fiir die Untersuchung von getrockneten
Filmen von Mikroorganismen wurden
auch die FT-Raman- und die UV-Reso-
nanz-Raman-Spektroskopie eingesetzt.
Der Arbeitsgruppe Puppels von der Uni-
versitdt in Twente (Niederlande) ist es
zudem  gelungen, Mikroorganismen
durch konfokale NIR-Raman-Spektros-
kopie zu identifizieren. [2] Anhand dieser
ersten Untersuchungen zur Identifizie-
rung von Mikroorganismen mittels spek-
troskopischer Methoden erkennt man
das hohe Potenzial dieser Techniken. Vor
allem der Zeitfaktor, der von der Anzahl
der zur Identifizierung notwendigen
Mikroorganismen abhéingt (Reinkultur
bendtigt etwa ein bis mehrere Tage im
Vergleich zur Mikrokolonie, die nach
etwa 6 Stunden verfiigbar ist), kann mit
spektroskopischen Techniken positiv be-
einflusst werden. Ein weiterer Vorteil
dieser Methoden ist auerdem, dass die
Zellen, die fiir die Identifizierung ver-
wendet werden, parallel den herkomm-
lichen mikrobiologischen Verfahren zu-
gefiihrt werden konnen. Das Ziel der
Erforschung und Weiterentwicklung
spektroskopischer Methoden fiir die

Abb. 3: Hans Thiele von der Firma Kayser Threde
mit dem Labordemonstrator aus dem Verbund-

projekt OMIB auf dem Biophotonik-Symposium
im Marz 2005 in Jena

Identifizierung von Mikroorganismen ist,
eine Methode zu etablieren, bei der eine
noch geringere Anzahl an Einzelzellen
fiir eine eindeutige Identifizierung aus-
reichend ist. Somit konnte die Identifizie-
rung noch schneller erfolgen.

Identifizierung einzelner
Mikroorganismen

Unsere Arbeitsgruppe erforscht derzeit
im Rahmen des Verbundprojekts OMIB
(Online-Monitoring und Identifizierung
von Bioaerosolen) die Grundlagen fiir
eine schnelle Methode zur Identifizie-
rung von Mikroorganismen ohne jegliche
Kultivierung. Der gesamte Prozess soll
hierbei in wenigen Minuten abgeschlos-

sen sein. Dank der sehr guten rdum-
lichen Auflésung der spektroskopischen
Methoden kénnen bereits einzelne Bak-
terien, die sich rein d&uBerlich nicht von-
einander unterscheiden lassen, nachge-
wiesen und identifiziert werden [3, 4].
Das Projekt ist in den Forschungs-
schwerpunkt Biophotonik eingegliedert,
einem bundesweiten Schwerpunktpro-
gramm, das vom Bundesministerium fiir
Bildung und Forschung (BMBF) gefor-
dert und vom VDI-Technologiezentrum
koordiniert wird.

Optische Methoden werden sowohl
zum Monitoring (Unterscheidung von
biotischen und abiotischen Kontamina-
tionen mittels Fluoreszenz, Fraunhofer
IPA, Stuttgart) als auch zur Identifizie-
rung (spektroskopische Methoden, Ar-
beitsgruppe Popp, Jena) eingesetzt. Da-
bei macht man sich zunidchst die
Eigenfluoreszenz biologischer Systeme
zu Nutzen. Unter dem Fluoreszenz-
mikroskop werden sowohl Dunkelfeld-
aufnahmen als auch Fluoreszenzaufnah-
men unter Anwendung verschiedener
Fluoreszenzfilter =~ vorgenommen, die
mittels Mustererkennungsverfahren (Zu-
sammenarbeit mit Institut fiir Informa-
tik, Universitdt Freiburg) ausgewertet
werden. So kann neben den Fluoreszenz-
eigenschaften, die eine Unterscheidung
von biotischen (beispielsweise Bakterien)
und abiotischen (beispielsweise Haar-
schuppen) Partikeln erlaubt auch
Position, GroBe und Form (Abb. 1) der
Partikel detektiert werden. Diese Vorsor-
tierung der Partikel in die beiden Klas-
sen biotisch und abiotisch ist notwendig,
um die Anzahl der zu identifizierenden
Mikroorganismen mdoglichst gering zu
halten. Im Gegensatz zu den biotischen
Mikropartikeln sind die abiotischen
Mikropartikel im Allgemeinen nicht be-
sorgniserregend, kommen jedoch in rei-
nen Produktionen sehr viele héufiger
vor. Damit reduziert dieses Monitoring
den spéiteren Identifizierungsaufwand
erheblich.

Ist dann festgestellt, an welchen Stel-
len der Probe biologische Verunreinigun-
gen (z.B. Mikroorganismen) vorliegen,
kann man diese Stellen gezielt ansteuern
und Raman-spektroskopisch untersu-
chen. Hierbei wird Laserlicht eingesetzt,
welches dann auf die Zellen fokussiert
wird. Das Laserlicht wird inelastisch an
der Probe gestreut, d.h. man erhilt ein
charakteristisches Spektrum, welches
Informationen iiber die chemische Zu-
sammensetzung der Probe (in diesem
Fall der Zelle) liefert (Abb. 2). Diese In-
formationen alleine wiirden jedoch noch
nicht ausreichen, um die so erhaltenen
Raman-Spektren einem bestimmten
Bakterienstamm zuzuordnen.
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Ausgekliigelte statistische Auswerte-
verfahren helfen bei der Zuordnung

Um eine schnelle und sichere Identifizie-
rung vornehmen zu koénnen, ist der Auf-
bau einer umfangreichen Datenbank un-
erlidsslich. Diese Datenbank muss
zundchst mit Spektren bekannter Mikro-
organismen trainiert werden. Von jeder
Bakterienart werden mehrere Einzel-
spektren an unterschiedlichen Stellen
verschiedener einzelner Zellen gesam-
melt. Die Auswahl der Keime fiir die Ex-
perimente konzentriert sich dabei zu-
nédchst auf Leitkeime nach deutschem
und amerikanischem Arzneibuch und
weitere fiir die pharmazeutische Rein-
raumproduktion relevante Mikroorganis-
men. Das Trainieren der Datenbank und
die weitere Auswertung ist dann ein Fall
fiir die Statistik. Die Computergestiitzte
Auswertung erfolgt in Zusammenarbeit
mit dem Institut fiir Informatik an der
Universitédt Freiburg, wo statistische Me-
thoden und Ahnlichkeitsrechnungen hel-
fen, die erhaltenen Daten moglichst
schnell einer bestimmten Verunreinigung
zuzuordnen. Beispielsweise werden sog.
Support-Vector-Maschinen hierfiir einge-
setzt. Derzeit liegen mehrere tausend Ra-
man-Spektren von 50 Stimmen aus 28
Arten vor. Die Erkennungsrate (Anzahl
richtig zugeordneter Spektren) liegt da-
bei zwischen 90 % und 100 %.

Zeitnahe Umsetzung
der Forschungsergebnisse

Von geritetechnischer Seite wird der
OMIB-Verbund kompetent durch indus-
trielle Partner unterstiitzt. In Kooperation
mit den Firmen RapID aus Berlin und Kay-
ser-Threde aus Miinchen sowie dem Insti-
tut fiir Physikalische Hochtechnologie
(IPHT) Jena werden diese modernen Tech-
niken derzeit in ein Funktionsmuster inte-
griert (Abb. 3), das zunéchst an der phar-
mazeutischen Prozessiiberwachung
erprobt wird und spéter auch in der Le-
bensmittelproduktion  Einsatz  finden

konnte. Die Schering AG Berlin ist als An-
wender im Verbund mit der Uberwachung
von Testmessungen verantwortlich. Diese
Messungen werden derzeit unter Normal-
bedingungen durchgefiihrt.

Zusammenfassung und Ausblick

Bakterien spielen in vielen Lebensberei-
chen eine wichtige Rolle. Vor allem wenn
sie als Krankheits- oder Verderberreger
auftreten, ist es wichtig, moglichst schnell
Kontaminationen zu detektieren und die
genaue Bakterienart zu identifizieren. Mit
herkommlichen Methoden vergehen ein
bis mehrere Tage, bis ein Ergebnis vor-
liegt. Bei vielen Anwendungen koénnte
eine schnelle Identifizierung die teilweise
erheblichen Schiden minimieren.

Im BMBF-geforderten Verbundprojekt
OMIB wird derzeit an einer Methode ge-
forscht, die eine Identifizierung von Bak-
terien online, d.h. innerhalb weniger Mi-
nuten ermdglichen soll. Ein Labormuster
wird derzeit getestet. Die Anwendung ist
dabei zunidchst auf die pharmazeutische
Reinraumproduktion fokussiert.
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