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Gilt es, Mikroorganismen in komplexen Proben wie ,,weiflen
Pulvern®, Lebensmitteln oder Erde nachzuweisen, findet
hiufig die Polymerasekettenreaktion (PCR) Anwendung.!"
Meistens allerdings verhindern Inhibitoren in den Proben
selbst, dass eine direkte Analyse mittels PCR méglich ist.”! So
ist es oft zwingend erforderlich, zuvor die Bakterienkulturen
anzureichern, was sich bei anspruchsvollen Mikroorganismen
als sehr zeitaufwindig erweisen kann. Alternativ bietet sich
eine Extraktion simtlicher DNA an, wobei hier die Proben-
aufarbeitung stark von der Art der Matrix abhéngig ist, um
reproduzierbare DNA-Ausbeuten zu erzielen.??!

Verlegt man sich auf die Analyse von intakten Einzel-
bakterien, so ist eine Anreicherung der Biomasse ebenso wie
eine Extraktion bestimmter Zellbestandteile obsolet.[!
Diesen Vorteil macht sich die Raman-Mikrospektroskopie
mit einer Anregung im sichtbaren Spektralbereich zu Eigen.
Hierbei wird der gesamte Organismus durch sein Raman-
Spektrum charakterisiert, da Informationen aus dem Zyto-
plasma, der Zellmembran und der Oberflache der Zellen
einflieBen. Bakterien lassen sich so mittels ihrer spektralen
Fingerabdriicke identifizieren, indem diese mit Referenz-
spektren anderer Bakterien gleicher oder dhnlicher Spezies
verglichen werden. So ist die Detektion von Keimen in ver-
schiedensten zivilen und militdrischen Feldern moglich, wie
beispielsweise die des endosporenbildenden Erregers des
Milzbrandes (Anthrax), Bacillus anthracis.”) Das Aufspiiren
von Bacillus-Endosporen mittels Raman-Spektroskopie in
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komplexen Matrices und Briefsendungen wurde bereits in
einzelnen Publikationen behandelt, wobei aber ausschlieBlich
das endosporenspezifische Salz Calciumdipicolinat (CaDPA)
detektiert wurde.”! Dieser Ansatz hat allerdings den inhi-
renten Nachteil, dass nicht-pathogene Bazillen nicht von
B.-anthracis-Endosporen unterschieden werden konnen.

Daher wenden wir zum ersten Mal die Raman-Spektro-
skopie an, um Anthrax-Endosporen in Umweltproben und
der gleichzeitigen Gegenwart anderer Bacillus-Arten zu de-
tektieren und zu identifizieren. Wir schlagen dafiir einen
Arbeitsablauf vor, der mit minimalem Zeit- und Material-
aufwand bereits drei Stunden nach Probenahme Resultate
generiert: Zuerst wird die kontaminierte Probe (ca. 100 mg)
eine Stunde mit Formaldehyd behandelt, um mogliche Pa-
thogene zu inaktivieren.”! Danach erfolgt die Extraktion der
Sporen mittels einer Dichtegradientenzentrifugation inner-
halb von 30 Minuten, ehe ein Mikroliter der Endsuspension
auf einem Quarzsubstrat getrocknet und mit einem Raman-
Mikrospektrometer (532 nm, 6 s pro Einzelspore) vermessen
wird.®! Die erhaltenen Raman-Spektren werden zuletzt mit-
hilfe chemometrischer Verfahren und spektraler Datenban-
ken analysiert.

Besonderes Augenmerk gilt pulverférmigen Substanzen,
da sie zu den am héufigsten auf B. anthracis zu testenden,
nicht-klinischen Proben gehoren.”) Wir wihlten ein breites
Spektrum an sieben Haushaltspulvern (Backpulver, Gips,
Milchpulver, Natron, Schmerztabletten, Vogelsand, Wasch-
mittel) und versetzten diese mit Endosporen zweier B.-an-
thracis-Stimme sowie vier weiterer Bacillus-Arten: Die ge-
netisch eng verwandten B. anthracis, B. mycoides und
B. thuringiensis gehoren dabei zur Bacillus-Cereus-Gruppe,
welche in PCR-Ansitzen zuweilen verwechselt wurden."”
Entferntere Spezies sind die Erdbakterien B. megaterium und
B. subtilis.

Der LDs,-Wert von Anthrax-Aerosol gegeniiber Men-
schen wurde nach Experimenten an Javaneraffen auf 8000 bis
50000 koloniebildende Einheiten (KbE) taxiert, was unge-
fihr 8-50 ng Endosporen entspricht.!" Um zu iiberpriifen, ob
die ausgewihlte Isolierungstechnik ausreichend empfindlich
ist, haben wir definierte Mengen an Sporen in Backpulver-
und Vogelsandproben inokuliert. Dazu wurden beide Matri-
ces mit lebenden B.-thuringiensis-Endosporen in Konzentra-
tionen von 10, 10° 10* und 10° KbE pro Gramm Matrix
versetzt. Nach dem Extraktionsschritt wurden die isolierten
Endosporen ausgezihlt (Tabelle S1 in den Hintergrund-
informationen): 1-12% der vorgelegten Bakterien wurden
zuriickgewonnen, was ausreichend fiir mindestens 100 Sporen
pro Probe ist, womit belastbare Resultate in den folgenden
Raman-Messungen erzielt werden konnen. Dazu wurde 1 pL
jeder verarbeiteten Probe Raman-mikrospektroskopisch auf
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Abbildung 1. Partikelanalyse einer mit B. anthracis Sterne versetzten
Backpulverprobe. a) Sichtfeld unter Dunkelfeldbeleuchtung. b) Im Bi-
nirbild erfillen fiinf Partikel (i-v) die morphologischen Kriterien einer
Bakterienzelle. ¢) Unbearbeitete Raman-Spektren der Partikel i-v. Das
Sternchen markiert eine Bande des Quarzglassubstrats.

Einzelzellebene analysiert, wie es in Abbildung 1 anhand
einer mit B. anthracis Sterne versetzten Backpulverprobe
demonstriert wird. Das Sichtfeld unter Dunkelfeldbeleuch-
tung wurde zur Erfassung und Beurteilung der Partikel hin-
sichtlich ihrer Morphologie binérisiert. Die fiinf in Abbil-
dung 1b markierten Teilchen wurden dann gemessen und
ergaben die unbearbeiteten Raman-Spektren in Abbil-
dung 1c (i-iv: Endosporen, v: Polyhydroxybutyrat, ein bak-
terieller Speicherstoff). Derart wurden ungefidhr 50 Partikel
pro Probe mit einer Integrationszeit von jeweils 5s plus 1s
Vorbrennzeit vermessen. Letztere wurde appliziert, um
mogliche, allenfalls geringe Beitrdge durch Fluoreszenz zu
minimieren.

Abbildung 2 a prasentiert Mittelwertspektren einer jeden
analysierten Bacillus-Art. Hervorstechende Merkmale sind
die vom endosporenspezifischen Salz CaDPA hervorgerufe-
nen Signale bei 657, 1013 und 1397 cm™'. Andere spektrale
Beitriige entstammen von Proteinen bei 1001 cm™' (Ring-
atmungsschwingung von Phenylalanin) oder 1659 cm™!
(AmidI) erginzt durch Signale von Nukleinsduren wie
781 cm™ (Ringschwingung von Cytosin/Uracil). Andere
Banden hingegen ergeben sich durch Uberlagerungen von
Signalen unterschiedlicher Biomolekiile mit CaDPA-Banden,
etwa bei 821 cm™' die Ringatmungsschwingung von Tyrosin
mit der CaDPA-Carboxylat-Streckschwingung; oder aber bei
1450 cm™' die CH,/CH;-Deformationsmoden von Proteinen
und Lipiden sowie bei 1578 cm™! die Ringschwingungen von
Guanin und Adenin mit den Pyridinringschwingungen des
CaDPA. Das intensive Signal bei 2939 cm™! ist den (as)sym-
metrischen CH-Streckschwingungen von iiberwiegend Pro-
teinen und Fetten zuzuordnen.™?

Sind in bestimmten Proben nur wenige Bakterien présent,
so ist eine ungewollte Messung biotischer und abiotischer
Matrixpartikel mit Endosporenmorphologie unvermeidbar.
Diese Spektren konnen sich negativ auf die statistische Aus-
wertung auswirken, da unmoglich von jedem Matrixmaterial
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Abbildung 2. Raman-Spektren von Bacillus-Endosporen und verschiede-
ner Matrixpartikel. a) Hintergrundkorrigierte Mittelwert-Raman-Spek-
tren von B. anthracis (i, berechnet aus 997 Einzelsporen-Spektren),

B. megaterium (ii, 1420 Spektren), B. mycoides (iii, 1142 Spektren),

B. subtilis (iv, 1217 Spektren) und B. thuringiensis (v, 947 Spektren). Das
Sternchen markiert eine Bande des Quarzglassubstrats. b) Raman-
Spektren von Teilchen aus Milchpulver (i, Milchfett), Backpulver (ii,
Stirke), Vogelsand (iii, Quarz), Natron (iv, Natriumhydrogencarbonat),
Gips (v, Calciumsulfat-Dihydrat), Schmerztabletten (vi, Acetylsalicyl-
sdure) und Waschpulver (vii, Kupferphthalocyanin). Die Spektren
wurden zur besseren Ubersicht skaliert und vertikal verschoben ange-
ordnet.

ein Referenzspektrum in der Datenbank hinterlegt sein kann.
Abbildung 2b représentiert eine Auswahl an Raman-Spek-
tren von Matrixpartikeln, die wéhrend der Messungen regis-
triert worden sind. Deutlich sichtbar sind die Unterschiede
zwischen den Spektren untereinander, aber auch verglichen
mit denen der Endosporen in Abbildung 2a, was ein friih-
zeitiges Aussortieren dieser Spektren leicht ermoglicht.

Eine geeignete Datenauswertung nach Inaktivierung und
Isolierung stellt den letzten Schritt des hier vorgestellten
Konzeptes dar. Als Auswertealgorithmus wéhlten wir eine
lineare Diskriminanzanalyse (LDA) aus, welche kiirzlich zur
Diskriminierung von Bakterien und anorganischen Teilchen
anhand ihrer Raman-Spektren herangezogen wurde. Um
das gegebene Problem zu l6sen, muss der Klassifizierer so
trainiert werden, dass er zwischen den Spektren der fiinf
Bacillus-Arten unterscheiden kann. Dazu wurden Endospo-
renspektren bekannten Ursprungs mit dem Algorithmus so
ausgewertet, dass Diskriminanzfunktionen berechnet werden
konnten, die eine maximale Unterscheidbarkeit zwischen den
fiinf Klassen abbilden. Diese Spektren wurden wie folgt er-
stellt: Von jeder nicht-pathogenen Bacillus-Art wurden min-
destens 10 unabhéngig kultivierte Batches prépariert und
entweder direkt aus dem Kultivierungsmedium entnommen
oder fiir wenigstens 24 h in die verschiedenen Pulver inoku-
liert (B. anthracis nur Backpulver- und Vogelsandproben),
danach inaktiviert, isoliert und schlieBlich jede Spezies-
Matrix-Kombination zweimal Raman-spektroskopisch ana-
lysiert und chemometrisch ausgewertet. Dadurch entstand ein
LDA-Modell mit insgesamt 5723 Raman-Spektren (Tabel-
le S2a). Eine deutliche Partitionierung der Daten durch drei
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der vier Diskriminanzfunktionen zeigt Abbildung S1 auf.
Zudem ergab eine Kreuzvalidierung der Daten eine Klassi-
fizierungsgenauigkeit von 94.8 % (5427 Spektren wurden der
korrekten Spezies zugeordnet, Tabelle S3). Die Mehrzahl der
Falsch-Positiven trat zwischen B. mycoides und B. thurin-
giensis auf, ebenso die meisten der falsch zugeordneten B.-
anthracis-Spektren. Offensichtlich dhneln sich die Spektren
der Bacillus-Cereus-Gruppe stiarker als die der anderen
Arten.

Um den Fall zu simulieren, dass es unbekannte Umwelt-
proben zu analysieren gilt, wurden weitere gespikte Proben
mit neuen Batches der fiinf Bacillus-Arten angefertigt. Da-
durch kann gleichsam die Neigung des erstellten Modells zur
Uberanpassung gepriift werden. Wenn das Modell zu spezi-
fisch an den Trainingsdatensatz angepasst wurde, kann es nur
unzureichend neue Daten beurteilen. Ein Identifizierungs-
versuch des neuen Satz an 1650 Spektren ,,unbekannter
Identitdt* (Tabelle S2b) mittels des zuvor erstellten LDA-
Modells resultierte in dem in Abbildung 3a dargestellten

Angewandte

Tabelle 1: Ergebnisse des Validierungsexperiments mit einem unabhin-
gigen Datensatz.”

Identifiziert als®  Bant Bmeg Bmyc Bsub Bthu Bant[C]
Bant 241 4 3 0 0 183
Bmeg 0 374 0 0 0 0
Bmyc 0 0 382 0 26 8
Bsub 0 0 0 331 0 0
Bthu 1 2 17 0 269 0
Sens. [%] 99.6 98.4 95.0 100 91.2 95.8

[a] Angegeben sind die Empfindlichkeiten pro Art (Sens.). Die Gesamt-
genauigkeit betrug 96.8%. Die letzte Spalte gibt die Einordnung der

Endosporen aus Kochsalz [C] an. [b] Bant=B. anthracis, Bmeg = B. me-
gaterium, Bmyc = B. mycoides, Bsub = B. subtilis, Bthu = B. thuringiensis.

Wie aber kann das Modell eine Probe bisher unbekannter
Matrix verarbeiten? Dafiir wurden B.-anthracis-Endosporen
in Kochsalz eingebracht und wie oben beschrieben verarbei-
tet. 191 Spektren konnten gemessen und mit dem LDA-

Modell ausgewertet werden. Wie in Abbildung 3b
ersichtlich, finden sich fast alle (183/191, 95.8%,

Tabelle 1) Spektren in dem Raum wieder, der von
den B.-anthracis-Modelldaten zuvor aufgespannt
worden ist. Simtliche Fehlzuordnungen sind bei B.
mycoides zu finden. Aber es ist offensichtlich, dass
zufriedenstellende Identifizierungsraten selbst dann

erreicht werden konnen, wenn der Probentyp nicht
zuvor im LDA-Modell integriert worden ist.

Die geringe Anfilligkeit der Methode gegen-
iiber etwaigen Matrixeinfliissen ist bei nukleinsiu-
rebasierten Detektionsmethoden wie der PCR nicht
gegeben, welche vergleichsweise reine Proben be-
notigen. Ausgehend von vorkultivierten Organis-

6 4 2 0 2 4 6 8 G T B v T
LDAVektor 1 LDA-Vektor 1

Abbildung 3. LDA-Score-Plot der Validierungsdaten. Die Ellipsen bilden das Konfi-
denzintervall (zweifache Standardabweichung) jeder Klasse ab. a) B. anthracis
(rot), B. megaterium (cyan), B. mycoides (olivgriin), B. subtilis (blau) und B. thurin-
giensis (hellgriin). b) Die roten Kreuze stellen 191 Spektren von B.-anthracis-367-
Endosporen dar, die aus einer dem Modell unbekannten Matrix (Kochsalz) isoliert

wurden.

Resultat: Nach Projektion der Spektren auf zwei der LD-
Achsen bilden sich klar abgegrenzte Punktwolken pro Spe-
zies, welche zudem mehrheitlich im LDA-Modell-Vertrau-
ensintervall der jeweiligen Spezies (doppelte Standard-
abweichung, dargestellt als Ellipsen) liegen. Tabelle 1 gibt die
Identifizierungsgenauigkeiten pro Spezies wieder; 96.8 % der
Spektren wurden korrekt zugeordnet. Die hochsten bzw.
niedrigsten Raten liegen bei B. subtilis (100%) und B.
thuringiensis (91.2%) vor — bei B. anthracis wurde eine
Empfindlichkeit von 99.6% erreicht. Auch befanden sich
samtliche Fehlzuordnungen von B. anthracis, B. mycoides und
B. thuringiensis genau in diesen drei Klassen. Es ist damit
festzuhalten, dass die Genauigkeiten dieses Validierungs-
experiments denen des LDA-Modells entsprechen, was fiir
alle hier untersuchten Probentypen gilt, da offensichtlich
keine der Matrices merklich Einfluss auf die Endosporen-
Spektren nimmt.
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L men sind so sehr gute Ergebnisse durch die PCR zu
erzielen, aber ein Einsatz der Methode zur Echt-
zeitdetektion von Pathogenen in Umweltproben
zeitigte aufgrund einer Vielzahl moglicher Storsub-
stanzen bisher kaum Erfolge. Deshalb denken wir,
dass der hier vorgestellte schwingungsspektrosko-
pische Ansatz diese Unzuldnglichkeiten der PCR
gut kompensieren kann. Eine hohe Robustheit ge-
geniiber Matrixeinfliissen sowie schnelle, sichere
Ergebnisse nach drei Stunden machen eine Point-of-Care-
Diagnostik von B. anthracis in Umweltproben moglich.

Experimentelles

Details der Methoden sind in den Hintergrundinformationen zu
finden. Samtliche Endosporen wurden durch einstiindige Behandlung
mit 20 %iger Formaldehyd-Losung inaktiviert. Zur Isolation wurde
als Dichtegradientenmedium eine Losung Polyvinylpyrrolidon-
beschichteter Silicagelpartikel in 0.15M NaCl-Losung verwendet.
Eine Zellzahlbestimmung nach der Isolierung erfolgte iiber Aus-
plattierung und Koloniezdhlung. Raman-Spektren wurden unter
Standardbedingungen mit 532-nm-Anregung mittels eines Raman-
Mikrospektrometers aufgenommen, wobei die Proben auf Quarzglas
mit 7mW (ca. 1 um Laserspot) 6 s lang bestrahlt wurden (1s ,,Vor-
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brennen“ und 5s Integrationszeit). Alle chemometrischen Berech-
nungen wurden mit Gnu R ausgefiihrt.
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