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PCA  Hauptkomponentenanalyse (engl.: principal component analysis) 

PCR  Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction) 

SDM  gemittelte Standardabweichung (engl.: standard deviation mean) 

SERS  Oberflächenverstärkte Raman-Spektroskopie (engl.: surface enhanced 

Raman spectroscopy) 
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Kapitel 1 

Zusammenfassung 

 

1.1 Motivation 

Die Thematik Lebensmittelsicherheit und die damit verbundene Notwendigkeit für 

angepasste Richtlinien und Analyseverfahren haben in den letzten Jahren zunehmend an 

Bedeutung gewonnen. Der Anstieg lebensmittelassoziierter Infektionen spielt ebenso 

eine Rolle, wie die Aufklärung und das Interesse der Bevölkerung durch die 

zunehmende öffentliche Berichterstattung. 

Die Weltgesundheitsorganisation (engl.: world health organisation, WHO) informiert, 

dass jedes Jahr 1,8 Mio. Menschen, vor allem in Entwicklungsländern, an Durchfaller-

krankungen sterben [1]. Ein großer Anteil dieser Erkrankungen kann auf den Verzehr 

von kontaminierten Lebensmitteln oder Wasser zurückgeführt werden. Auch in 

Industrieländern kann davon ausgegangen werden, dass jährlich jeder Dritte an einer 

Lebensmittelinfektion erkrankt [2]. 

Allein in den USA werden jährlich 76 Mio. Erkrankungen durch Lebensmittelkeime, 

325.000 Fälle verbunden mit Krankenhausaufenthalten und 5.000 Todesfälle erfasst [3, 

4]. Durch den damit einhergehenden Personalausfall und dem hohen Bedarf an Gesund-

heitsmaßnahmen entstehen enorme Kosten, welche die ökonomische Produktivität und 

wirtschaftliche Lage stark beeinflussen [5]. 

Faktoren, wie ein verändertes Konsumverhalten, der Wandel in Produktion und Handel, 

die demografische Entwicklung, aber auch die Einstufung von Erregern als pathogene 

Lebensmittelkeime spielen eine entscheidende Rolle im Hinblick auf den akuten An-

stieg der durch Lebensmittel verursachten Infektionen [6-8].  
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Vor allem auch der Wandel der Betriebsgrößen und somit die Entwicklung weg von 

Kleinbetrieben hin zu großen Produktions- und Industrieanlagen birgt ein enormes 

Risiko [9]. Deutlich kann das am Beispiel der Fleischproduktion gezeigt werden: Kleine 

fleischverarbeitende Betriebe werden durch große Schlachthäuser ersetzt, welche ihre 

Produkte nicht nur national, sondern auch international vertreiben. Damit verbunden ist 

die Entwicklung hin zu großen Masthöfen, welche aufgrund der hohen Anzahl von Vieh 

veränderte landwirtschaftliche Methoden mit sich bringen. Die Gefahr durch die Über-

tragung pathogener Organismen zwischen den Tieren oder durch Kreuzkontaminationen 

zwischen den Schlacht- und Fleischprodukten hat sich drastisch erhöht [10].  

Dieser Hergang steht in einem direkten Zusammenhang mit dem ansteigenden 

Kontaminationsrisiko in den letzten Jahrzehnten [11] und kann auf andere Industrie-

zweige, wie milch- und geflügelverarbeitende Produktionen, übertragen werden [12]. 

Auch die Möglichkeit Lebensmittel durch ausgeklügelte Verpackungen und Kühl-

systeme länger haltbar zu machen, geht mit dem Risiko einher, an Kälte angepasste 

Erreger einen idealen Lebensraum zu bieten [10].  

 

Die erst kürzlich zurückliegende EHEC-Epidemie 2011 in Deutschland zeigt ebenfalls 

exemplarisch, welche Auswirkungen unbekannte krankheitserregende Mikroben in 

Lebensmitteln haben können. Im geschilderten Fall waren enterohämorrhagische 

Escherichia coli (EHEC), welche höchstwahrscheinlich durch Sprossengemüse über-

tragen wurden, Auslöser für zahlreiche Magen-Darm-Infekte [13]. 

 

Ein weiterer Aspekt der Lebensmittelsicherheit ist bedingt durch die drohende Gefahr 

bioterroristischer Anschläge: Terroristen können sich hochpathogene, leicht aus-

zubringende Keime, wie beispielsweise Bacillus anthracis und Brucella spp., zunutze 

machen, um gezielt Lebensmittel und Wasser zu kontaminieren. Durch Auslösen einer 

Epidemie geht eine enorme Dynamik einher, bei der nicht nur mit einem hohen 

Personenausfall, sondern auch mit hohen ökonomischen und wirtschaftlichen Verlusten 

bis hin zum Zusammenbruch des Versorgungssystems gerechnet werden muss [14, 15]. 

 

Begründet durch die geschilderten Tatsachen sind geeignete Strategien erforderlich, um 

mikrobielle Erreger schnell und eindeutig zu detektieren, und so die Lebensmittel-



 _____________________________________________________________ Zusammenfassung 

 

3  

sicherheit von der ersten Produktionsstätte bis hin zum Konsumenten (engl.: from farm 

to fork) zu gewährleisten.  

Obwohl bereits zahlreiche Analysemethoden existieren, stellt diese Aufgabe noch 

immer eine große Herausforderung dar. Die Ansprüche, welche die Industrie den 

Detektionsverfahren auferlegt, sind dabei oft durch die Komplexität der Lebensmittel 

begrenzt. So kann zum einen nicht von einer gleichmäßigen Verteilung der Bakterien in 

der Lebensmittelmatrix ausgegangen werden. Zum anderen sind neben den meist sehr 

wenigen pathogenen Keimen eine hohe Anzahl nicht pathogener Mikroben vorhanden, 

welche eine selektive Isolierung und Identifizierung erforderlich machen. Auch die 

Heterogenität der Lebensmittelmatrix ist problematisch, da Inhaltstoffe, wie Proteine, 

Kohlenhydrate, Fette, Chemikalien oder Konservierungsstoffe, die Detektionsmethoden 

genauso limitieren können, wie die physikalische Konsistenz oder Viskositätsunter-

schiede durch Fette und Öle [16]. 

Trotz dieser schwierigen Ausgangsbedingung sollen die Verfahren nicht nur schnell, 

sondern auch hochsensitiv und spezifisch sein. Zusätzlich müssen Möglichkeiten ge-

schaffen werden, um den Kosten- und Personalaufwand zu reduzieren und Vor-Ort-

Analysen zu realisieren. 

 

Die vorliegende Dissertation beschäftigt sich mit der Evaluierung der Raman-Mikro-

spektroskopie als schnelles Detektionsverfahren zur Identifizierung relevanter Lebens-

mittelkeime. Dabei rücken vor allem Milch und Fleisch als essenzielle Lebensmittel der 

westlichen Bevölkerung in den Fokus der Analysen.  

Kuhmilch und deren Milchprodukte sind Quelle einer Vielzahl von möglicherweise 

pathogenen Mikroorganismen [17]. Meist gelangen dabei die Lebensmittelkeime durch 

den direkten Kontakt mit infizierten Quellen in der Farmumgebung oder durch Exkre-

mente infizierter Tiere am Euter in die Milch. Meist sind die Lebensmittelerkrankungen 

mit dem Verzehr von Rohmilch oder -käse verbunden. Dennoch sind Fälle bekannt, bei 

denen der Konsum von pasteurisierten Milchprodukten Ursache für eine Erkrankung 

war. Dies ist darauf zurückzuführen, dass einige der Organismen selbst nach der 

Pasteurisierung noch aktiv sein können oder die Milchprodukte im Laufe des weiteren 

Prozessierens rekontaminiert werden [12, 17]. 

Auch durch den Verzehr von mikrobiell kontaminiertem Fleisch (-Produkten) kann eine 

Vielzahl von Krankheitserregern wie zuvor bereits beschrieben übertragen werden. 
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Besonders Geflügel, aber auch Schweine- oder Rindfleisch geraten im Zusammenhang 

mit Lebensmittelinfektionen immer wieder in den Fokus der Betrachtung. Dabei spielt 

vor allem die Aufnahme von halb garem oder rohem Fleisch eine entscheidende Rolle. 

 

In den nachfolgenden Abschnitten werden einige wichtige Lebensmittelpathogene vor-

gestellt und verschiedene Identifizierungsverfahren diskutiert. Dabei wird, neben 

bekannten mikrobiologischen, biochemischen oder optischen Detektionsverfahren, die 

Raman-Spektroskopie, als alternative Analysetechnik, hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit 

geprüft. Im Anschluss werden die im Rahmen der vorliegenden Dissertation 

entstandenen Ergebnisse zusammengefasst. Die Arbeit schließt mit einem Resümee 

über das Potenzial der Raman-Mikrospektroskopie als diagnostisches Werkzeug im 

Lebensmittelsektor ab und zeigt in diesem Zusammenhang mögliche zukünftige 

Anwendungsfelder auf. 
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1.2 Ausgangssituation 

Erkrankungen, die in einem direkten Zusammenhang mit dem Verzehr von mikrobiell 

kontaminierten Lebensmitteln stehen, sind schon so alt wie Hippokrates selbst und sind 

unter dem Begriff Lebensmittelvergiftung zusammengefasst [18]. 

Bereits die „große Plage von Athen“ im fünften Jahrhundert v. Chr., welche zum 

Niederschlag der Athener im Peloponnesischen Krieg führte, könnte mutmaßlich durch 

mit Salmonellen verseuchtem Weizen verursacht worden sein [19]. 

Im Mittelalter wurden Lebensmittelerkrankungen allerdings dem Zorn Gottes oder 

anderen bösartigen Mächten zugeschrieben [20]. Noch bis zum 19. Jahrhundert wurde 

angenommen, dass teuflische Hände im Spiel waren, wenn Menschen nach dem Ver-

zehr von Lebensmitteln Symptome wie Halluzinationen, bizarres Verhalten und 

schmerzhafte Muskelzuckungen aufzeigten. Heute weiß man, dass viele Epidemien 

zwischen dem neunten und 19. Jahrhundert, u. a. durch den Verzehr von mit Claviceps 

(parasitäre Pilze) verseuchtem Roggen ausgelöst wurden [21].  

Der Verkauf von ranzigen, kontaminierten und verunreinigten Lebensmitteln war bis 

zur Einführung von Hygiene, Kühlung und Ungezieferkontrolle im 19. Jahrhundert all-

täglich. Erst die Entdeckung von Techniken zur Abtötung von Keimen durch Hitze und 

andere mikrobiologische Studien, wie die von Wissenschaftlern wie Louis Pasteur, 

gaben den Anstoß für die Einführung von Hygienestandards, die bis zum heutigen Tag 

in den entwickelten Ländern aktuell sind. Weiterführende Arbeiten von Justus von 

Liebig, der moderne Lebensmittellager und Konservierungsmethoden entwickelt hatte, 

ist es zu verdanken, dass Lebensmittelerkrankungen eingeschränkt werden konnten.  

In den vergangenen Jahren hat das bessere Verständnis für die Ursachen von Lebens-

mittelerkrankungen dazu geführt, das Systeme wie das HACCP (engl.: Hazard Analysis 

and Critical Control Points; Gefahrenanalyse und kritische Kontrollpunkte) eingeführt 

wurden, die Risiken vorbeugend identifizieren und eliminieren können. Das HACCP-

Konzept ist heute die EU-Richtlinie für Lebensmittel [5, 22]. Dennoch müssen jegliche 

Richtlinien auf die zur Diagnostik verwendeten Verfahren vertrauen. 

Welche Mikroben im Zusammenhang mit Lebensmittelerkrankungen relevant sind und 

welche Analyseverfahren momentan zur Detektion angewandt werden, soll im nach-

folgenden Kapitel erläutert werden. 
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1.2.1 Lebensmittelrelevante Mikroorganismen 

Viele pathogene Lebensmittelkeime weisen ein ubiquitäres Vorkommen auf und werden 

im Allgemeinen aus Boden, Wasser, Tieren oder Pflanzen isoliert. Meist werden die 

Organismen erst durch das betriebliche Prozessieren auf das Rohmaterial übertragen. 

Dabei spielt die Einbringung der Erreger durch den Menschen eine genauso ent-

scheidende Rolle, wie die verwendeten Arbeitsutensilien und mögliche Re-

kontaminationen nach dem eigentlichen Bearbeitungsprozess. Da die Erreger zudem 

über lange Perioden auf den Lebensmitteln, welche geeignete Nährstoffquellen bieten, 

überleben können, ist es von großem Interesse den Keimen entgegenzuwirken. 

Nachfolgend wird auf einige relevante Lebensmittelkeime, die für den Verderb und für 

die Vergiftung von Fleisch, Milch und Milchprodukten verantwortlich sind, näher ein-

gegangen. 

 

Bacillus cereus und Bacillus anthracis 

Bacillus cereus und Bacillus anthracis sind Spezies Gram-positiver, Endosporen 

bildender, beweglicher und aerob, aber auch fakultativ anaerob, wachsender Stäbchen. 

B. cereus ist ein Bodensaprophyt, der sich leicht über viele verschiedene Lebensmittel, 

vor allem pflanzlichen Ursprungs, verteilt. Oft wird er auch aus Fleisch, Eiern und 

Milchprodukten isoliert. Eine Lebensmittelvergiftung mit B. cereus ist meist nur von 

kurzer Dauer, kann sich aber unterschiedlich symptomatisch äußern: Gelangen 

vegetativ wachsende Zellen in den Dünndarm werden Enterotoxine ausgeschüttet, die 

zu Diarrhöe führen (Diarrhöe-Typ), während bei direkter Freisetzung der Toxine im 

Lebensmittel Symptome wie Brechreiz auftreten (emetischer Typ) [23, 24]. Häufig 

werden diese Erscheinungen mit hitzebehandelten Lebensmitteln assoziiert. Der 

Diarrhöe-Typ ist oftmals mit der Essensaufnahme von kontaminierten Fleisch-

produkten, Gemüsen, Suppen, Soßen und Milchprodukten verbunden, während 

Lebensmittel wie Reis, Nudeln und Pasteten oft mit dem emetischen Typ in Ver-

bindungen gebracht werden. [24-26]. Ursache sind hochresistente Endosporen und 

hitzestabile Peptide, die über den gesamten Herstellungsprozess aktiv bleiben. Deshalb 

sind die Erreger oft auch nach dem Kochen oder Kühlen überlebensfähig. Meist führt 

die Hitzebehandlung zur Sporenkeimung und aufgrund fehlender Konkurrenz können 

sich die, sonst nicht kompetitiven, Bazillen gut vermehren [23].  
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Dies gilt ebenfalls für den hochpathogenen Erreger Bacillus anthracis. 

Obwohl überwiegend Lebensmittelinfektionen ausgelöst durch Bacillus cereus in 

Erscheinung treten, kann eine Infektion mit dem eher atypischen Lebensmittelkeim 

Bacillus anthracis nicht ausgeschlossen werden. Besonders durch das bekannte hohe 

Potenzial des Endosporen bildenden Keims im Einsatz als biologische Waffe ist stets 

das Risiko bioterroristischer Anschläge durch die willentliche Einbringung des Keims 

in Lebensmittel gegeben [14, 27]. 

Der Anthrax verursachende Keim ist ein Erreger animalischer Herkunft, der durch den 

direkten Kontakt mit infizierten Tieren oder deren Produkte auf den Menschen über-

tragbar ist. Dabei variiert das Krankheitsbild von Lungen-, über Haut- oder gastro-

intestinale Infektionen [28]. Die Mehrheit der Anthraxerkrankungen beim Menschen 

können auf agrokulturelle und industrielle Erzeugnisse zurückgeführt werden. Dabei 

gehen die Magen-Darm-Erkrankungen auf die Aufnahme von kontaminiertem Geflügel 

und Fleisch zurück. Statistisch gibt es weltweit jedes Jahr 2.000 bis 20.000 Fälle von 

Anthrax [29]. 

 

Brucella spp. 

Die Gram-negativen Brucellen sind Zoonoseerreger der Brucellose, welche in Ländern 

der Mittelmeerregion, im Mittleren Osten, der Mongolei und in Südamerika verbreitet 

sind [30]. Neben Brucella melitensis zählen auch B. suis, B. abortus, B. canis und die 

marinen Brucella-Vertreter B. pinnipedialis und B. canis zu den Spezies, die für 

Menschen virulent und somit infektiös sind [31]. Das klinische Erscheinungsbild ist 

dabei durch undulierendes Fieber, Gelenkschmerzen, Abdominal- und Kopfschmerz, 

sowie Persönlichkeitsänderungen beschrieben [14, 32]. Oft wird Brucellose in Ver-

bindung mit dem Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln, Kontakt mit infizierten 

Tieren oder im Zusammenhang mit Laborunfällen erwähnt [31, 33, 34].  

Durch die hohen hygienischen Standards und Sicherheitsmaßnahmen sollten 

kommerziell erhältliche Lebensmittel der westlichen Länder nicht von Brucellen be-

troffen sein. So wird z. B. in Deutschland Milch bei 72 bis 75 °C für 15 bis 30 s 

pasteurisiert, wodurch Brucellen abgetötet werden [31]. Dennoch sind auch heute noch 

Brucella-Ausbrüche in Europa zu verzeichnen. Diese sind erfahrungsgemäß eng mit 

dem Verzehr von Rohmilchprodukten verknüpft. In Spanien gab es z. B. in 2002 einen 

Ausbruch in Verbindung mit unpasteurisierten Rohmilch-Ziegenkäse [35]. Ebenso 
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wurden Brucellosefälle nach dem Verzehr von Rohmilchkäse 2008 in Griechenland 

wahrgenommen [36]. 

Im Vergleich zu den vereinzelt auftretenden Fällen in Europa verzeichnen Ent-

wicklungsländer jährlich neue Brucellosefälle [37-39].  

Eine weitere Gefahr geht von einer beabsichtigten Einbringung von Brucelloseerregern 

in Lebensmitteln aus. Die experimentelle Arbeit mit den hochpathogenen Erregern ist 

im Hinblick auf Biowaffen-Entwicklungsprogrammen geschichtlich belegbar [14, 15]. 

Auch wenn die Sterblichkeitsrate für Brucellose sehr gering ist, verbirgt sich dahinter 

eine kräftezehrende und langwierige Erkrankung, von der eine reale Bedrohung für das 

öffentliche Gesundheitssystem ausgeht. Insbesondere durch das geringe Auftreten von 

Brucellose-Fällen, sind Mediziner und Fachpersonal der westlichen Welt nur gering mit 

den klinischen und epidemiologischen Eigenschaften der Krankheit vertraut [40]. 

Zusätzlich wird das Kontaminationsrisiko mit Brucella-Spezies durch die Komplexität 

moderner Lebensmittelketten und dem Handel von Lebensmitteln über die ganze Welt 

zu einer realen Bedrohung und Herausforderung für die Aufrechterhaltung der Lebens-

mittelsicherheit. 

 

Escherichia coli 

Escherichia coli sind Gram-negative, fakultativ anaerobe Bazillen, die im Allgemeinen 

im Darm von Menschen und Warmblütern vorkommen. Die kleinen Stäbchen sind 

mittlerweile als Modellorganismen für zahlreiche mikrobielle Analysen (z. B. 

bakterielle Physiologie, Metabolismus, Signaltransduktion, genetische Abläufe, Zell-

wandstruktur und Funktion) bekannt. 

Während die meisten der bekannten E. coli-Stämme harmlos sind, können einige patho-

gene Stämme verschiedenartige Erkrankungen, wie Gastroenteritis, das hämolytisch 

urämische Syndrom (HUS), Harnweginfekte (engl.: urinary tract infection, UTI), 

Sepsis, Meningitis oder Lungenentzündung hervorrufen [26]. Ursachen für die Über-

tragung der Erreger auf den Menschen sind meist eng mit vernachlässigten Hygiene-

vorschriften verbunden. 

Besonders der enterohämorrhagische Escherichia coli hat in den letzten Jahren für 

Schlagzeilen gesorgt. Vorwiegend in Entwicklungsländern ist es vermehrt nach Auf-

nahme von kontaminierten Fleisch, Früchten und Obst zu Ausbrüchen mit diesem 

Erreger gekommen. Der als EHEC (enterohämorrhagische E. coli) bekannte Keim gilt 
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als Hauptauslöser für lebensmittelbedingte Erkrankungen. Das Gesundheitswesen stufte 

den Erreger 1982 in Folge einer EHEC-Epedemie in den USA als signifikanten 

Lebensmittelkeim ein [41]. Der bis heute wichtigste EHEC-Serotyp im Hinblick auf das 

öffentliche Risiko ist E. coli O157:H7, dessen Reservoir hauptsächlich Rinder sind. 

Doch auch Schafe, Ziegen, Wildtiere und andere Säuger (z. B. Schweine, Pferde, 

Hunde, Hasen und Katzen) können als Lebensraum für den Erreger infrage kommen 

[42]. 

Aber auch andere Escherichia coli, u. a. enterotoxigene E. coli (ETEC), entero-

pathogene E. coli (EPEC), enteroaggregative E. coli (EAEC) oder Shigatoxin bildende 

E. coli (STEC) treten hin und wieder in Erscheinung [26, 43]. 

E. coli wird primär durch den Verzehr kontaminierter Nahrungsmittel (z. B. rohes oder 

halb gares Hackfleisch, Rohmilch, rohes Gemüse oder Sprossen) auf den Menschen 

übertragen. Dabei treten vorwiegend Symptome wie Magenkrämpfe, blutiger Durchfall, 

Erbrechen und Fieber auf. Die Inkubationszeit des Erregers beträgt zwischen drei und 

acht Tagen. Während sich die meisten Patienten innerhalb von zehn Tagen wieder 

rehabilitieren, kann sich eine Erkrankung in Einzelfällen zu einer lebensbedrohlichen 

Infektion ausweiten. Dabei kann der Patient Symptome des hämolytisch-urämischen 

Syndroms (HUS) aufzeigen. 

Fäkal verunreinigtes Wasser oder Fleisch, aber auch Kreuzkontaminationen während 

des Herstellungsprozesses durch verunreinigtes Fleisch oder kontaminierte Küchen und 

Utensilien können Ursache für Infektionen sein.  

Immer mehr Lebensmittel rücken durch vorangegangene Ausbrüche mit E. coli 

O157:H7 in den Fokus der Betrachtung. Es liegen bereits Vorfälle mit halb garen 

Hamburgern, luftgetrockneter Salami, unpasteurisierten Cider, Joghurt und Rohmilch-

käse vor [42]. Auch durch den Kontakt mit Fäkalien von Haus- oder Wildtieren 

während des Reifungs- und Verarbeitungsprozesses ist eine ansteigende Zahl von E. 

coli-Fällen nach dem Konsum von Früchten und Gemüse zu verzeichnen [44]. 

 

Listeria monocytogenes 

Der Lebensmittelkeim L. monocytogenes ist ein Gram-positives Stäbchen der Gattung 

Listeria, welcher eine hohe Anpassungsfähigkeit an seine Umgebung aufweist. Der 

Keim kann sowohl niedrige Temperaturen (2 - 4 °C), als auch einen niedrigen pH-Wert 

und osmotischen Stress, welcher durch z. B. hohe Salzkonzentrationen ausgelöst wird, 
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überleben [45]. Somit ist es dem pathogenen Erreger möglich, Konservierungsprozesse 

und Sicherheitsbarrieren bei der Lebensmittelherstellung zu überwinden, welches ihm 

zu einem potenziellen Risiko für die menschliche Gesundheit macht.  

L. monocytogenes verursacht eine Listeriose, eine schwere Infektionskrankheit, die 

oftmals mit Klinikaufenthalten und zudem mit Todesfällen verbunden ist. Besonders 

Schwangere, Neugeborene, ältere und immungeschwächte Personen sind anfällig für 

diese Erkrankung [4]. Die lange Inkubationszeit der Listeriose erschwert dabei die 

Detektion des Erregers und so das Aufspüren der kontaminierten Nahrungsmittel [45]. 

L. monocytogenes kann in einer Vielzahl von rohen und verarbeiteten Lebensmitteln, 

wie in Milch und Milchprodukten, verschiedenen Fleischsorten und deren Produkten 

(Rind, Schwein oder fermentierte Würste), aber auch in frischen Produkten wie Rettich 

und Kohl oder in Meeresfrüchten und Fisch vorkommen.  

 

Pseudomonas spp. 

Die Gattung Pseudomonas ist eine hochheterogene und ökologisch signifikante Gruppe 

von Bakterien. Die Gram-negativen, beweglichen und aeroben Stäbchen sind weit ver-

breitet und sind besonders durch ihre erhöhte metabolische Anpassungsfähigkeit auf-

grund eines komplexen enzymatischen Systems charakterisiert [46, 47]. Pseudo-

monaden haben nur geringe Anforderungen an Nährstoffe, weshalb die Gattung in den 

verschiedensten Lebensräumen, wie z. B. im Boden oder Süß- und Salzwasser, zu 

finden sind. Doch auch auf klinischen Instrumenten, aseptischen Lösungen oder 

Kosmetikartikeln wurden die Keime bereits gefunden [48].  

Einige der Pseudomonas-Spezies erscheinen opportunistisch pathogen für Menschen 

und Tiere, während andere wiederum schädlich für Pflanzen sind [47, 49].  

Als opportunistisch humanpathogener Keim der Gattung Pseudomonas, der durch 

Lebensmittel und Wasser übertragen werden kann, ist Pseudomonas aeruginosa 

bekannt. Vor allem immungeschwächte Personen und Personen mit zystischer Fibrose 

können leicht mit diesem Erreger infiziert werden. Um Infektionen vorzubeugen, gibt es 

in einigen Ländern die Bestimmung, dass abgefülltes Trinkwasser frei von 

P. aeruginosa sein muss [50]. 

Die meisten Vertreter der Pseudomonas-Spezies sind allerdings psychotrop und als 

Hauptverantwortliche für den Lebensmittelverderb bekannt. Dabei zählt neben 

P. fluorescens, P. putida und P. fragi zu den Spezies, die bisher am häufigsten aus 
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Lebensmitteln isoliert wurden [51, 52]. Oft spielen die Keime beim Verderb von 

Gemüse eine entscheidende Rolle, da sie sich während der Lagerung und selbst 

während der Verarbeitung ständig weiter vermehren können. Aufgrund ihrer hohen 

enzymatischen Aktivität bewirken sie dabei z. B. die Verfärbung der befallenen 

Gemüsesorten [48, 53, 54].  

Auch Fischprodukte, besonders jene, die unter aeroben und eisgekühlten Bedingungen 

gelagert werden, bieten eine optimale Lebensgrundlage für die Pseudomonaden, die  bei 

niedrigen Temperaturen lebensfähig sind. Dabei produzieren sie flüchtige 

Komponenten, wie Aldehyde, Ketone oder Ester, die den Geschmack beeinflussen [55, 

56]. 

Des Weiteren haben Pseudomonas-Spezies einen entscheidenden Einfluss auf den 

Milchverderb. Während der Lagerung von Rohmilch bilden sie thermotolerante, lipo-

lytische und proteolytische Enzyme, die während der Pasteurisierung und der UHT-

Behandlung stabil bleiben [57]. Das hat nicht nur eine Minderung der Qualität, sondern 

auch der Mindesthaltbarkeit zur Folge [46, 58]. Doch auch Kontaminationen der 

Erreger nach der Pasteurisierung haben einen hohen Anteil an dem Verderb 

konventionell pasteurisierter Milch während einer gekühlten Lagerung [58].  

 

Salmonella spp. 

Die Gram-negativen Salmonellen sind vermeintlich die bekanntesten Vertreter der 

pathogenen Lebensmittelkeime [59], Noch heute ist mit Salmonella-Infektionen, nicht 

nur in Entwicklungs-, sondern auch in Industrieländern, eine hohe Sterblichkeitsrate 

assoziiert [26, 60]. Dabei sind 95 % aller Salmonellosen bedingt durch die Aufnahme 

kontaminierter Lebensmittel [4]. Obwohl Salmonellen häufig in einem Kontext mit 

landwirtschaftlichen Produkten gebracht werden, können sie eine breite Masse an 

Wirten bevölkern.  

Rohes Fleisch, Geflügel, Ei, Milch und deren Produkte gelten als vielfache Auslöser 

von Salmonellen bedingten Lebensmittelvergiftungen. [17, 59, 61, 62]. Doch auch viele 

andere mit den Erregern verseuchte Lebensmittel, wie Mayonnaise [62], Salat, Eiscreme 

[63] oder Orangensaft [64] waren bisher schon Ursache für Erkrankungen. Dabei 

werden die Lebensmittel vorwiegend durch Kontakt mit anderen infizierten Lebens-

mitteln oder unzureichend gereinigten Utensilien oder Händen kontaminiert. 
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Eine Salmonellose ist charakterisiert durch Fieber, abdominale Schmerzen, Übelkeit, 

Diarrhöe und teilweise Erbrechen [63], wobei die Symptome meist auf wenige Tage 

begrenzt sind. Nur in wenigen Fällen, meist im Zusammenhang mit Immun-

geschwächten, schwangeren oder älteren Menschen, kann es zu ernsthaften 

Komplikationen kommen [65]. Da die Inkubationszeit für  Salmonella-Infektionen 

zwischen 8 und 72 h schwankt, gestaltet sich die Ermittlung des krankheitsver-

ursachenden Lebensmittels jedoch oftmals sehr schwierig. 

 

Staphylococcus aureus 

Die Gram-positiven, fakultativ anaeroben Kokken Staphylococcus aureus sind ebenfalls 

bekannte Verursacher von Lebensmittelerkrankungen, welche im Zusammenhang mit 

Fleisch, Geflügel, Ei- oder Milchprodukten stehen. Meist werden dabei die Nahrungs-

mittel während des Präparations- und Herstellungsprozesses mit dem Erreger 

kontaminiert, wobei der eigentliche Lebensraum der Keime Nase, Haut oder Haare von 

Warmblütern sind [66]. Tatsächlich sind 30 % bis 50 % der menschlichen Bevölkerung 

Träger von Staphylococcus aureus [66]. Obwohl Kontaminationen von Lebensmitteln 

zumeist mit einer unzureichenden Handhabung und falschen Lagerbedingungen einher-

gehen, können Staphylococcus aureus auch in Milch von Nutztieren (z. B. Milchkühe, 

Schafe oder Ziegen), die eine subklinische Mastitis aufweisen, vorkommen [67]. 

Zusätzlich zu ihrer ökologischen Nische erklärt deren Anpassungsfähigkeit an ver-

schiedenste Temperatur- und pH-Bereiche sowie Natriumchlorid-Konzentrationen 

deren Vorkommen in einer Vielzahl von Lebensmitteln [66].  

Im menschlichen Körper können die pathogenen Staphylokokken beinahe jedes Gewebe 

befallen und somit Infektionen, wie Lungenentzündung oder Abszesse, aber auch 

systemische Erkrankungen, wie Sepsis oder das toxische Schocksyndrom auslösen [68]. 

 

Yersinia enterocolitica  

Yersinia enterocolitica sind Gram-negative Zoonoseerreger, welche zu einer akuten 

Gastroenteritis oder teilweise zu schwerwiegenderen Krankheiten führen können. Durch 

die Fähigkeit bei Tiefkühltemperaturen vermehrungsfähig zu bleiben, stellen die Keime 

ein Risiko für die Lebensmittelsicherheit dar und werden in einigen Ländern sogar den 

Salmonellen als wichtigste Lebensmittelpathogene gleichgestellt [10]. Der 
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symptomatische Verlauf einer Infektion mit Y. enterocolitica gestaltet sich dabei oft 

abhängig vom Alter der betroffenen Personen. So sind z. B. viele Fälle von infizierten 

Kindern unter 5 Jahren verzeichnet [10]. Der Krankheitserreger führt vermehrt zu 

Fieber, starken Bauchschmerzen, blutigem Durchfall, aber auch Blinddarm-

entzündungen [69]. In wenigen Fällen können Arthritisbeschwerden nach einer 

Infektion auftreten. 

Die als signifikante Lebensmittelkeime eingeordneten Y. enterocolitica werden jedoch 

relativ selten aus Nahrungsmitteln isoliert [10]. Bisher wurden pathogene Erreger vor-

wiegend aus Schweinen isoliert [69], obwohl einige andere Haustiere wie Hunde, 

Katzen oder Schafe, aber auch Wildtiere wie Mäuse, Rotwild oder Füchse als 

potenzielle Wirte infrage kommen [10, 70]. Dennoch müssen auch Gemüse und un-

behandeltes Wasser als Infektionsquelle für eine Yersiniose angesehen werden. 

Der häufigste Übertragungsweg ist dabei die Aufnahme von kontaminierten Lebens-

mitteln, die mit Ausscheidungen infizierter Lebewesen in Kontakt gekommen sind. Eine 

zwischenmenschliche Übertragung der Erreger ist dagegen selten.  

Y. enterocolitica bildet eine biochemisch heterogene Gruppe, die mehr als 50 ver-

schiedene Serotypen umfasst, von denen nur wenige tatsächlich pathogen sind. In den 

USA ist der Serotyp O:8 der häufigste Auslöser für Infektionen, gefolgt von O:3, 

O:5,27, O:9, etc. [71]. In Europa, wie in China, tritt dagegen vor allem der Serotyp O:3 

in Erscheinung [72]. 
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1.2.2 Analyseverfahren zur Detektion von Keimen in Lebensmitteln 

Das Hygienerecht der Europäischen Union verlangt die Kontrolle mikrobiologischer 

Kriterien während der gesamten Prozesskette der Lebensmittelherstellung. Die bisher 

etablierten klassischen mikrobiologischen Kultivierungsverfahren sind hierfür jedoch 

nur bedingt geeignet. Deswegen wurden diese in den letzten Jahrzehnten durch eine 

Vielzahl anderer Methoden ergänzt. 

Im Hinblick auf die Lebensmitteldiagnostik wurden vor allem die zuvor beschriebenen 

pathogenen Erreger mit DNA-basierten Techniken [27, 73-79], immunologischen Ver-

fahren [80-82], Biosensoren [2, 83], Massenspektrometrie [84-88] oder Infrarot-

Spektroskopie [89-93] analysiert. 

Im folgenden Abschnitt sollen diese Verfahren vorgestellt und hinsichtlich ihrer Vor- 

und Nachteile untersucht werden, um deren Leistungsfähigkeit im Hinblick auf Vor-

Ort-Analysen in der Analytik von Nahrungsmitteln zu evaluieren. Dabei ist die 

Beurteilung der Schnelligkeit, Sensitivität und Spezifität genauso entscheidend, wie die 

Möglichkeit Multiplexanalysen durchzuführen, die eine gleichzeitige Charakterisierung 

und Identifizierung mehrerer Pathogene erlauben. In den meisten Fällen bedeutet diese 

Option eine Zeit- und Kostenersparnis. 

 

Charakterisierung von Bakterien durch Kultivierung 

Die konventionellen mikrobiologischen Testverfahren basieren auf der Kultivierung 

von vitalen Erregern auf spezifischen Medien, um so die Keime aus der Lebensmittel-

matrix zu isolieren. Diese Methodik ist sehr sensitiv, preiswert und liefert qualitative 

sowie quantitative Informationen über die Anzahl und die Natur der Organismen in 

Lebensmitteln. Dennoch ist dieses traditionelle Verfahren sehr aufwendig und gliedert 

sich in folgende Basisschritte: (1) Vorkultivierung, (2) selektive Anreicherung und 

letztlich (3) biochemisches Screening und serologische Überprüfungsverfahren [16]. 

Demnach ist mit dieser Methodik ein hoher Zeitaufwand von meist mehreren Tagen 

verbunden, bevor eine eindeutige Identifizierung der Bakterien erfolgen kann. Zudem 

ist es ein sehr laborintensives Verfahren, welches neben der Medienpräparation, die 

Inokulation der Platten bedingt, wodurch Fachpersonal unersetzlich wird [94]. 

Außerdem können nur dann Bakterien detektiert werden, wenn sie tatsächlich kultivier-

bar sind. Es ist jedoch bekannt, dass einige Keime, darunter einige pathogene Vertreter, 
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die Fähigkeit besitzen, einen VBNC-Zustand (engl.: viable but not culturable) einzu-

nehmen. In diesem Stadium sind sie zwar aktiv, aber nicht länger kultivierbar [95]. 

Somit lässt sich schlussfolgern, dass obwohl das Kultivierungsverfahren noch immer als 

goldener Standard angesehen wird, jede weitere Technik, welche eine schnellere 

Analyse und die Erfassung aller Kontaminationen erlaubt, eine vielversprechende 

Ergänzung ist. 

 

DNA-basierte Methoden 

Unter dem Begriff DNA-basierte Methoden kann man sowohl die Analysemethode 

Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) als auch die 

Technologie der DNA-Microarrays zusammenfassen.  

Bei einer PCR werden isolierte DNA-Stränge zunächst mit Hilfe von spezifischen 

Oligonukleotidprimern vermehrt, um im weiteren Verlauf die gewonnenen PCR-

Produkte elektrophoretisch aufzuspalten und die resultierenden DNA-Muster durch 

Abgleich mit genetischen Datenbanken zu analysieren. Bei einem DNA-Mikroarray 

wird der Vorgang der PCR um verschiedenste Hybridisierungsreaktionen erweitert, um 

so mehrere Tausend Gene gleichzeitig zu detektieren. 

Beide Methoden haben im letzten Jahrzehnt die Lebensmittelkeimdetektion signifikant 

verbessert. Durch die Weiterentwicklung der Methoden zu Multiplexarrays [73, 76, 77, 

79] liefern sie nun schnell Ergebnisse mit hoher Spezifität und im Vergleich zu Kultur-

basierten Methoden mit steigender Sensitivität, wobei bis zu 100 CFU g
-1

 (engl.: colony 

forming units per gram, koloniebildende Einheiten pro Gramm) detektierbar sind [16].  

Obwohl die Methoden mittlerweile nach 24 bis 30 Stunden Ergebnisse liefern, ist eine 

Vorkultivierung der Erreger stets erforderlich. Zudem bleibt die Isolierung der Erreger-

DNA aus den meist komplexen Matrices problematisch, da z. B. Probenbestandteile 

PCR spezifische Enzyme inhibieren können [96]. Eine Unterscheidung zwischen 

lebenden und toten Zellen kann erst nach Zugabe entsprechender Marker realisiert 

werden [78]. Diese Faktoren verursachen einen hohen Labor- und Kostenaufwand, was 

Vor-Ort-Analysen momentan undenkbar macht.  
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Immunologische Verfahren 

Immunologische Verfahren vertrauen auf die spezifische Affinität von gezielt ein-

gesetzten Antikörpern zur Detektion einzelner Bakterienspezies. Dieses Verfahren 

zeichnet sich durch eine hohe Spezifität, auch im Hinblick auf komplexe Matrices, aus. 

Um die Spezifität weiter zu erhöhen, werden vermehrt rekombinante Antikörper her-

gestellt [97]. Sowohl polyklonale, als auch monoklonale Antikörper werden bereits für 

die Detektion von Lebensmittelkeimen eingesetzt [80]. 

Eine bereits etablierte Anwendung immunologischer Verfahren im Rahmen der 

Lebensmittelsicherheitsbewertung ist ELISA (engl.: enzyme linked immunosorbent 

assay) [98]. Dabei werden in einem sogenannten Sandwichverfahren die Zielanalyte 

(mikrobielle Zellen mit Oberflächenantigenen oder Antigene in bakteriellen Lysaten) 

von einem immobilisierten Antikörper gefangen und im weiteren Verlauf mithilfe eines 

weiteren Antikörpers detektiert. Größte Einschränkung dieses Verfahrens ist das hohe 

Detektionslimit, welches bei einer Nachweisgrenze von 10
4
 bis 10

6
 koloniebildenden 

Einheiten pro Milliliter liegt [16].  

Obwohl auch einige andere immunologische Analyseverfahren das Potenzial aufzeigen 

in eine Prozesskette eingebunden zu werden, werden ohne vorherige Anreicherungs-

schritte nur geringe Sensitivitäten erzielt. Dabei ist sowohl die Spezifität als auch die 

Sensitivität vor allem von der Qualität der Antikörper abhängig. Zusätzlich ist zu 

erwähnen, dass bei Konformationsänderungen der Zielantigene durch z. B. fehlerhafte 

Expression oder Denaturierung, die Bindungsaffinität reduziert werden kann. Eine 

Lebend-Tod-Unterscheidung ist nicht möglich [16]. Zudem ist ELISA im Hinblick auf 

Multiplexanalysen immer noch Zeit-, Kosten- und Labor-intensiv [98]. 

 

Biosensoren 

Biosensoren sind analytische Geräte, die eine biologische Antwort in u. a. elektrische 

Signale umwandeln können. Dabei wird ein biospezifisches Erkennungselement, 

oftmals ein Antikörper oder Nukleinsäure-Proben, in einem Transduktor integriert, 

welcher die Impulse z. B. in optische oder elektrochemische Signale umwandelt.  

In dem aufsteigenden Feld der Biosensorik weisen vor allem elektrochemische Bio-

sensoren das Potenzial für die Detektion von Lebensmittelkeimen auf. Sie zeichnen sich 

im Allgemeinen durch Schnelligkeit, geringe Kosten und Miniaturisierung aus [2]. 

Doch deren limitierte Sensitivität und die Einschränkung von Multiplexinganalysen 
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durch technische Schwierigkeiten bei dem Auslesen von Multielektroden Arrays haben 

bisher dazu geführt, dass nur wenige Studien mit Realproben durchgeführt werden 

konnten [16, 94]. 

Optische Biosensoren werden dagegen durch eine hohe Sensitivität und die Möglichkeit 

zu Multiplexuntersuchungen charakterisiert, verursachen aber durch komplexe 

Instrumente insbesondere bei markerfreien Analysen hohe Kosten und können nur 

begrenzt verkleinert werden [83]. 

 

Massenspektrometrie  

Massenspektrometrie (MS) bezeichnet ein Verfahren, mit welchem man das Masse-

Ladungs-Verhältnis einzelner Atome oder Moleküle nach deren Ionisierung bestimmen 

kann. Durch den Einsatz von sanften Ionisierungstechnologien ist es möglich geworden, 

Proteinanalysen durchzuführen und somit auch Kulturkeime zu analysieren. Dabei wird 

vorwiegend zur Bakteriendetektion das Prinzip der MALDI/TOF-MS (engl.: matrix-

assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) angewandt, 

welches einen fingerabdruck-ähnlichen Abgleich der vorliegenden Zellen mit einer 

entsprechenden Datenbank erlaubt. Ein entscheidender Vorteil der Methodik ist die 

Möglichkeit auf bereits existierende Datenbanken zurückzugreifen, welche durch das 

beständige Wachstum proteomischer Bibliotheken stetig ergänzt werden kann [99].  

Die schnelle Methode ermöglicht zudem die Analyse ganzer Zellen ohne vorherigen 

Aufschluss der Proteine, Verdauungsprozesse, Einsatz von Biomarkern, Auftrennung 

oder anderen Waschschritten. Dabei können Mikroben mit Zelldichten von ≤ 10
4
 Zellen 

detektiert werden [99]. Dennoch kann es durch Probe-Matrix-Interferenzen zu 

abweichenden oder fehlerhaften Ionisierungserscheinungen kommen. Auch durch die 

oft sehr teuren Komponenten und das fehlende Potenzial für Vor-Ort-Analysen findet 

die Methode wenig Anwendbarkeit in der Lebensmittelindustrie. 

 

Infrarot-Spektroskopie 

Infrarot-Spektroskopie (IR) ist ein zerstörungsfreies, schwingungsspektroskopisches 

Verfahren basierend auf der Anregung von Molekülen in verschiedene Schwingungs-

zustände mittels infraroter Strahlung.  
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Die dabei am häufigsten genutzte IR-Technik ist die FT-IR-Spektroskopie (Fourier-

Transform-Infrarot-Spektroskopie). Bereits existierende automatisierte Plattformen 

ermöglichen den Einsatz dieser Technik für Screeningverfahren im großen Maßstab.  

FT-IR-Spektroskopie liefert Informationen über die biochemische Zusammensetzung 

von Zellen, weshalb zahlreiche Lebensmittelkeime mit diesem Verfahren bereits unter-

sucht wurden [100]. Durch eine anschließende Auswertung unter Ausnutzung 

mathematischer Algorithmen (Chemometrik) kann ein hohes Diskriminierungspotenzial 

von Mikroben verschiedener Ebene erzielt werden [101]. 

Dennoch erfordert das Verfahren eine vorgelagerte Anreicherung der Zellen, um sowohl 

eine ausreichende Biomasse zu erzeugen, als auch die Bakterien in eine reine Um-

gebung zu bringen [16]. 

 

Trotz dieser zahlreichen Anwendungen, welche sich bereits positiv auf die Keim-

detektion ausgewirkt haben, gibt es stets Nachteile. Besonders die Weiterentwicklung 

der Methoden für schnelle und preiswerte Vor-Ort-Analysen ohne Vorkultivierung steht 

noch aus. Deshalb soll nachfolgend geprüft werden, welches Potenzial eine Anwendung 

der Raman-Spektroskopie zur Keimdetektion im Bereich der Lebensmitteldiagnostik 

hat. 
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1.3 Stand der Forschung: Raman-Spektroskopie als alternative 

Detektionsmethode 

Die Raman-Spektroskopie ist, wie die Infrarot-Spektroskopie, eine schwingungs-

spektroskopische Technik, welche auf der inelastischen Streuung von Licht an 

Molekülen beruht. Während der überwiegende Teil des zurückgeworfenen Lichts, die 

selbe Wellenlänge besitzt wie das eingestrahlte Licht (Rayleigh-Streuung), bedeutet 

inelastisch gestreut, dass das Streulicht eine andere Wellenlänge als das Einfallende 

aufzeigt. Die dabei entstehenden Frequenzunterschiede lassen sich detektieren und sind 

nachfolgend charakteristisch für das untersuchte Material. Dieser Effekt wird als 

Raman-Effekt bezeichnet und wurde erstmals von den beiden indischen Wissen-

schaftlern C. V. Raman und K. S. Krishnan beobachtet [102-104].  

Die Raman-Spektroskopie besticht durch ihr Potenzial schnell, hochspezifisch und nicht 

invasiv Informationen von Biomolekülen zu liefern. Auch der minimale Proben-

präparationsaufwand und das Arbeiten ohne zusätzliche Marker erhöhen im Vergleich 

zu anderen Techniken die Anwendbarkeit der Raman-Spektroskopie bei der Lebens-

mittelüberwachung. Zudem ist das Arbeiten unter physiologischen Bedingungen 

möglich, wodurch In-vivo- und In-situ-Analysen von zellulären Zielstrukturen und Bio-

molekülen unproblematisch sind [105, 106]. Dieser Punkt hebt einen entscheidenden 

Vorteil gegenüber der IR-Spektroskopie hervor, bei der wässrige Lösungen zu einem 

hohen und oft störenden Absorptionsuntergrund führen.  

Nach Bestrahlung einer Probe mit monochromatischem Licht wird das inelastische 

Streulicht gesammelt und mithilfe eines Gitters am Detektor in die einzelnen Wellen-

zahlen aufgeschlüsselt, die wiederum in Summe ein Raman-Spektrum bilden. Das 

Raman-Spektrum einer komplexen Probe ist eine Kombination aller angeregten 

Molekülschwingungen. Somit kann man anhand der Signalbanden, Rückschlüsse auf 

die biochemische Zusammensetzung und molekulare Struktur der Probe ziehen. 

Im Hinblick auf die Detektion von mikrobiellen Zellen ist das Raman-Spektrum ein 

komplexes spektroskopisches Signal, welches spezifische Informationen über Proteine, 

DNA, RNA, Kohlenhydrate und Lipide widerspiegelt [107]. Wie bereits zuvor an-

gedeutet, trägt das in allen Bakterien vorhandene Wasser aufgrund seines geringen 

Raman-Streuquerschnitts kaum zum Raman-Spektrum bei. 
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In den vergangenen Jahrzehnten wurde vermehrt versucht, zahlreiche biologische 

Fragestellungen mithilfe der Raman-Spektroskopie zu beantworten [106, 108].  

Da der Raman-Prozess jedoch eine geringe Streueffizienz aufweist [109], nur jedes 10
7
. 

Photon wird inelastisch gestreut [110], und bei Anregung von biologischen Materialien 

im sichtbaren Wellenlängenbereich zudem störende Fluoreszenz auftreten kann, wurden 

Raman-basierte Methoden entwickelt, die den bekannten Problemen entgegenwirken. 

Sowohl die Resonanz-Raman-Spektroskopie als auch die Oberflächen verstärkte 

Raman-Spektroskopie (engl.: surface enhanced Raman spectroscopy, SERS) sind 

Techniken, die eine Verstärkung des Raman-Effekts gewährleisten können. Dadurch 

kann mitunter eine Erhöhung der Sensitivität einhergehen. Die Anwendung der Raman-

Mikrospektroskopie erlaubt jedoch die Analyse einzelner Zellen und Strukturen. 

 

Resonanz-Raman-Spektroskopie 

Bei der Resonanz-Raman-Spektroskopie werden Moleküle mit einer Wellenlänge, die 

im Bereich der elektronischen Absorptionsbande liegt, angeregt. Durch die, am 

elektronischen Übergang, resultierenden gekoppelten Schwingungen wird eine Intensi-

tätserhöhung bis zu einem Faktor von 10
6
 erzielt [106]. Somit ist durch die Auswahl 

geeigneter Anregungswellenlängen eine selektive Molekülanregung möglich. Werden 

z. B. Bakterien mit ultraviolettem (UV) Licht angeregt, kann man eine Verstärkung der 

Signale von Nukleinsäurebasen und aromatische Aminosäuren in Proteinen beobachten 

[111]. Bei sichtbarer Anregung von Bakterienzellen werden dagegen insbesondere 

Carotinoide oder Hämoproteine, wie Zytochrome, verstärkt [112, 113]. Zudem erlaubt 

die Resonanz-Raman-Spektroskopie bei Anregung im tiefen UV (< 250 nm) die 

Detektion von fluoreszenzfreien Raman-Signalen, da bei niedrigeren Wellenlängen eine 

Fluoreszenzemission erst in sichtbaren Wellenlängenbereichen zu erwarten ist [114, 

115]. Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass eine selektive Anregung 

absorbierender Chromophore nicht nur zu deren Identifizierung, sondern auch als 

Markerbanden für die Diskriminierung von Zellen und Zellstrukturen eingesetzt werden 

kann [116-118]. 

Vor allem Bazillen und deren Endosporen, Pseudomonaden und Milchsäurebakterien 

wurden mithilfe der Resonanz verstärkten Methode analysiert [119-121]. 

Obwohl sich die Resonanz-Raman-Spektroskopie demnach für bakterielle Analysen 

eignet, erfordert eine Analyse noch immer eine Bakterienmasse von mindestens 100 bis 
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1000 Zellen, wobei Anwendungen mit meist deutlich höheren Zelldichten (~10
6
 Zellen) 

realisiert werden [122]. Besonders dieses Kriterium behindert die Anwendung der 

Methode im Hinblick auf schnelle Analysen im Rahmen einer Lebensmitteldiagnostik.  

 

Oberflächen verstärkte Raman-Spektroskopie (SERS) 

Bei SERS wird die Verstärkung des eingestrahlten Feldes an nanostrukturierten Metall-

oberflächen ausgenutzt. Dabei können zwei verschiedene Verstärkungsmechanismen 

beobachtet werden: eine elektromagnetische und eine chemische Verstärkung.  

Während bei der elektromagnetischen Verstärkung Oberflächenplasmonen mit dem 

externen Feld koppeln und so ein verstärktes, evaneszentes Feld generieren, welches an 

dem Analytmolekül nahe den metallischen Nanostrukturen gestreut wird, beschreibt die 

chemische Verstärkung eine Komplex bildende Wechselwirkung des Analyten mit der 

metallischen Oberfläche. Meist werden Metalle wie Silber, Kupfer oder Gold in Form 

von Kolloiden oder strukturierten Oberflächen als SERS-aktive Substrate eingesetzt. Je 

nach Anwendung kann mit SERS eine 10
4
 bis 10

15
-fache Verstärkung im Vergleich zur 

konventionellen Raman-Spektroskopie erzielt werden [123].  

Natürlich ist die Anwendbarkeit des Verstärkungseffekts, im Rahmen einer gezielten 

und schnellen Keimdetektion, Thema zahlreicher wissenschaftlicher Arbeiten [123-

126]. Die Problematik, die in diesem Zusammenhang immer wieder in Erscheinung 

tritt, ist durch die Vielfältigkeit der Herstellungsprozesse für SERS-Substrate gegeben, 

für die es bisher noch keine Standardisierung gibt [127]. Die Anfertigung identischer 

metallischer Nanostrukturen ist jedoch zur Gewährleistung der Reproduzierbarkeit von 

SERS-Spektren unumgänglich. Des Weiteren ist zu beachten, dass sich die spektrale 

Erscheinung von den konventionellen Raman-Spektren unterscheiden kann, da lediglich 

die Moden, die senkrecht zur Metalloberfläche ihre Polarisierbarkeit ändern, eine 

Verstärkung erfahren.  

Dennoch konnten durch präzise Probenpräparationen und die Analyse in einem mikro-

fluidischen „Lab-on-the-chip“-System reproduzierbare mikrobielle SERS-Spektren 

generiert werden. Neun verschiedene E. coli-Stämme wurden in diesem Zusammenhang 

mit einer Genauigkeit von 92 % differenziert [128]. Andere lebensmittelrelevante 

Keime, wie Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus epidermidis, Listeria 

monocytogenes und Enterococcus faecalis, konnten ebenfalls mit SERS differenziert 

werden. Jedoch bedingt dieses Verfahren für eine Detektion wiederum eine hohe Zell-
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dichte [129]. Auch die Detektion von Bacillus-Endosporen und damit verbunden die 

Analyse des sporenintrinsischen Calcium-Dipicolinats (CaDPA) sind in zahlreichen 

SERS-Studien erfolgreich untersucht worden [130]. Dennoch konnte eine 

Differenzierung von pathogenen und nicht pathogenen Sporen bisher nicht hinreichend 

gegeben werden. Auch die Detektion von Bakterien und Endosporen aus Realproben 

und insbesondere aus Lebensmitteln steht noch aus. 

 

Raman-Mikrospektroskopie 

Neben den signalverstärkenden Methoden hat sich die Raman-Mikrospektroskopie zur 

Identifizierung von mikrobiologischen Erregern durchgesetzt: Hierbei wird ein Raman-

Spektrometer mit einem optischen, oft konfokalen, Mikroskop geeigneter Ausstattung 

(Objektiv mit einer hohen numerischen Apertur und hoher Vergrößerung) kombiniert, 

um die räumliche Auflösung zu erhöhen. Mit einer Anregungswellenlänge im sicht-

baren Bereich (532 nm) kann eine Analyse von einem Probenvolumen ≤ 1 µm
3
 realisiert 

werden, wodurch das Raman-Spektrum eines einzelnen Bakteriums - ähnlich eines 

Fingerabdrucks - erfasst werden kann [131]. Hierin zeigt sich der Vorteil im Vergleich 

zu den signalverstärkenden Techniken: Aufwendige Vorkultivierungsverfahren werden 

durch die Analyse von einzelnen Bakterien abundant, was wiederum eine hohe Kosten- 

und Zeitersparnis mit sich führt.  

Um jedoch einzelne Zellen anhand ihres spezifischen Raman-Signals zu identifizieren, 

ist der Aufbau einer Referenzdatenbank unerlässlich. Variationen zwischen den Einzel-

zellen müssen als gegeben angesehen werden und können somit nicht während der 

Messungen standardisiert werden. Der Einfluss von Kultivierungsparametern, wie Alter, 

Medium oder Temperatur auf die Entwicklung der Bakterien und somit auf das 

Spektrum muss zudem stets berücksichtigt werden [117, 132-134]. In diesem Kontext 

wurde die Zugabe von Mangan zum Kultivierungsmedium als Sporulations-

beschleuniger untersucht. Dabei wurden Bacillus-Sporen ohne und nach Zugabe von 

Mangan zum Medium kultiviert und Raman-spektroskopisch untersucht. Als Resultat 

dieser Studie ging hervor, dass Spektren von Endosporen, welche auf dem spezifischen 

Sporenmedium gewachsen sind, charakteristische Banden und Bandenverschiebungen 

aufwiesen [135]. 

Meist ist aber die komplexe Matrix, welche den Keim umgibt, von genauso großem 

Interesse wie die Wachstumsparameter selbst. So ist auch die Nutzung von 
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Fluoreszenzmarkern zur Lokalisierung der Keime in Kombination mit Raman-Mikro-

spektroskopie untersucht wurden [136, 137].  

Die Einsatzfähigkeit der Raman-Spektroskopie zur Einzelzelldiagnostik in Realproben 

zeigt sich in der Studie von Harz et al., in der Keime der Spezies N. meningitidis in 

Zerebrospinalflüssigkeit detektiert wurden [138].  

Das Potenzial der Raman-Mikrospektroskopie hinsichtlich der Detektion von Keimen in 

Lebensmitteln soll im Rahmen dieser Arbeit erfasst werden. 

 

Raman-kompatibles Inaktivierungsverfahren 

Beim Umgang mit mikrobiell kontaminierten und möglicherweise pathogenen Proben 

ist eine verlässliche und akkurate mikrobielle Inaktivierungsmethode unerlässlich. Im 

Hinblick auf Vor-Ort-Analysen ist zudem eine methodenkompatible Inaktivierung vor 

der eigentlichen Analyse wünschenswert, um ein gesichertes und risikominimiertes 

Arbeitsumfeld zu schaffen. Im Hinblick auf Raman-mikrospektroskopische Unter-

suchungen bedeutet dies, dass die Zellintegrität der abgetöteten Mikroben erhalten 

bleiben muss, da die Komposition der Zelle als Ganzes in einen spektroskopischen 

Fingerabdruck erfasst werden soll, um nachfolgend den Abgleich der Spektren mit 

Referenzdaten zu ermöglichen.  

Hinzu kommt, dass sich eine Inaktivierung von Bacillus-Sporen herausfordernd 

gestaltet, da die Endosporen u. a. aufgrund ihres geringen Wassergehalts hochresistent 

gegen Hitze, physikalische oder chemische Einwirkung sind [139, 140]. 

Nach der Überprüfung von verschiedenen Inaktivierungsverfahren mit Danchlorix, 

Peressigsäure, einer Wofasteril-Alcapur-Mischung, Formaldehyd und Autoklavieren hat 

sich herausgestellt, dass eine Inaktivierung von Bakterien und im Speziellen von Endo-

sporen mit einer 10 %igen Formaldehydlösung über einen Zeitraum von einer Stunde 

hinreichend ist, um anschließende Raman-spektroskopische Untersuchungen zu 

gewährleisten [141]. Dieses Verfahren wurde auf die in dieser Arbeit untersuchten 

Pathogene überführt. 
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Chemometrische Datenauswertung 

Wie sich bereits zuvor herauskristallisiert hat, sollte es möglich sein, einzelne Mikroben 

unterschiedlicher Taxonomie und somit unterschiedlicher biochemischer Zusammen-

setzung anhand ihres spezifischen Raman-Signals zu differenzieren [107]. 

Um jedoch die geringen Unterschiede bakterieller Raman-Signaturen zu visualisieren 

und die meist multidimensionalen Datenmengen auszuwerten, ist die Anwendung 

multivariater statischer Datenanalysen unabdingbar. In diesem Zusammenhang haben 

sich unüberwachte Methoden, wie die hierarchische Clusteranalyse (HCA) oder 

Principal Component Analysis (PCA), genauso wie überwachte Lernalgorithmen, z. B. 

lineare Diskriminanzanalyse (LDA), Support Vector Machines (SVM) oder künstliche 

neuronale Netze (ANN), bewährt. Die Nutzung statistischer Auswertealgorithmen 

vertraut dabei auf große Datensätze, deren Spektren unter den gleichen Bedingungen 

aufgenommen und vorbehandelt wurden. Dies dient vor allem der Minimierung von 

externen Einflüssen, wie Herkunft, Kultivierung oder Alter der Mikroorganismen, aber 

auch von intrinsischen, gerätespezifischen Parametern, wie fluktuierende Laserintensität 

oder unterschiedliche Labortemperaturen, da diese unerwünschte Effekte auf die 

spektroskopischen Daten haben können [132, 135, 142].  

Der Vorteil überwachter gegenüber unüberwachter Methoden besteht vor allem darin, 

dass Datenbanken trainiert (Klassifikationsmodell) und im Anschluss mithilfe eines 

Identifizierungsmodells validiert werden können. 

Dieser Ansatz für die statistische Auswertung wurde auf die in der Arbeit generierten 

Daten überführt und mithilfe der Programmiersprache „Gnu“ R realisiert [143]. Die 

überwachten Methoden LDA und SVM wurden zum Aufbau von Klassifizierungs-

modellen und zur anschließenden Validierung verwendet. Der Einsatz von PCA erfolgte 

im Sinne einer Dimensionsreduzierung, während hierarchische Clusteranalysen für die 

Einschätzung taxonomischer Einordnungen genutzt wurden. Im Vorfeld wurden die 

Raman-Spektren stets nach demselben Prinzip vorbehandelt: Zunächst wurde der 

Untergrund korrigiert und kosmische Spikes entfernt, bevor eine Wellenzahl-

kalibrierung mittels eines Standards (4-Acetamidophenol) durchgeführt wurde. Im 

weiteren Verlauf wurden die Spektren auf die signifikanten Bereiche begrenzt und 

Vektor-normiert [SM1, SM2, SM3, SM4]. 
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1.4 Eigene Forschungsergebnisse 

Obwohl bereits vielfältig biologische und medizinische Fragestellungen mittels Raman-

Spektroskopie untersucht wurden, ist die Keimdetektion von Realproben im Hinblick 

auf eine schnelle Lebensmittelanalyse noch unterrepräsentiert. 

Deshalb wurden im Rahmen dieser Dissertation bekannte nahrungsmittelassoziierte 

Pathogene mit Raman-Mikrospektroskopie untersucht: 

Zur Detektion von Bacillus cereus, Bacillus anthracis und anderen nah verwandten 

Endosporen wurde eine Datenbank aufgebaut, die es ermöglicht, die kleinen, hoch-

resistenten Zellen in einem realen Umfeld zu detektieren [SM1].  

Ein weiterer Aspekt der Arbeit bestand in der Evaluierung von Extraktionsmethoden zur 

Isolierung von Keimen aus Milch hinsichtlich ihrer Eignung im Kontext mit Raman-

spektroskopischen Untersuchungen [SM2]. Im Zuge dieser Analysen wurden Daten-

banken erstellt, um Milchkeime und im Speziellen Brucella spp. von nah verwandten 

Gattungen zu differenzieren [SM3]. 

Da viele Lebensmittelerkrankungen zudem mit dem Verzehr von Fleisch und Fleisch-

produkten verbunden sind, war die Detektion von humanpathogenen Erregern aus 

Fleisch ebenfalls Gegenstand dieser Dissertation. Nach Erstellung eines geeigneten 

Klassifizierungsmodells wurde das System mit Hilfe von gezielt mit Keimen versetzten 

Rinderhack- und Hähnchenbrustproben validiert, um dessen Anwendungsfähigkeit in 

der Lebensmitteldiagnostik zu prüfen [SM4]. 

 

1.4.1 Detektion von Bacillus-Endosporen 

Nachdem bereits im Vorfeld dieser Dissertation Raman-mikrospektroskopische 

Analysen über den Einfluss der Manganzugabe während der Kultivierung von Bacillus-

Endosporen [144] und die Entwicklung eines sicheren, Raman-kompatiblen 

Inaktivierungsverfahrens für hochpathogene Keime durchgeführt worden sind [145], 

sollte in dieser Arbeit die Differenzierbarkeit von Endosporen verschiedener Bacillus-

Spezies, insbesondere von Bacillus anthracis und anderen Vertretern der Bacillus 

cereus-Gruppe untersucht werden. 
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Aufbau und Validierung einer Bacillus-Endosporen-Datenbank 

Die Gattung Bacillus bildet eine der größten Endosporen bildenden Gruppen und um-

fasst aerobe Bakterien mit einer enormen physiologischen und genetischen Vielfalt. Vor 

allem die Bacillus cereus-Gruppe, nachfolgend als CG bezeichnet, ist dabei von hohem 

wissenschaftlichen und gesellschaftlichen Interesse. Obwohl die Taxonomie der Gruppe 

teilweise kontrovers ist, kann man folgende Vertreter darunter zusammenfassen: (1) 

B. cereus; (2) B. anthracis; (3) B. thuringiensis; (4) B. mycoides; (5) B. pseudomycoides 

und (6) B. weihenstephanensis.  

Dennoch machen besonders deren oft mehrdeutige taxonomische Wechselbeziehungen 

eine Diskriminierung zwischen den einzelnen Spezies schwierig.  

Um die enorme Vielfalt der Spezies zu erfassen und vor allem eine Raman-Spektro-

skopie-basierte Trennung der pathogenen (u.a. B. anthracis oder B. cereus) und nicht 

pathogenen (z. B. B. thuringiensis) Erreger zu realisieren, musste eine Raman-Daten-

bank mit einer Vielzahl an Bacillus und Bacillus verwandten Spezies aufgestellt 

werden. In Summe wurden 66 Stämme von 13 Bacillus-Arten, insbesondere der Cereus-

Gruppe und nah verwandter Gattungen, wie Geobacillus spp. und Paenibacillus spp., 

für die Untersuchungen herangezogen. Eine Übersicht der untersuchten Stämme 

befindet sich in Tabelle 1 [SM1]. 

Um den Umgang mit den teils hochpathogenen Keimen abzusichern, wurden alle 

Bakterien mit einer 10 %igen Formaldehydlösung für eine Stunde inaktiviert. Zudem 

wurde darauf geachtet, dass alle Keime mit denselben Kultivierungsparametern 

angezogen und stets mit den gleichen Messbedingungen detektiert wurden. Letztendlich 

wurden spektrale Fingerabdrücke von 10.759 einzelnen Endosporen aufgenommen. 

Mit dem Impuls, die Raman-Daten zu strukturieren, wurde eine HCA zur Feststellung 

spektraler Ähnlichkeiten durchgeführt. Resultat dieser Analyse war die Einteilung der 

Daten in zwei Hauptcluster (siehe Dendrogramm Abbildung 1): Während ein Ast vor-

wiegend die Spektren der Stämme, die der Bacillus cereus-Gruppe angehören, 

zusammenfasst (A), werden in dem Zweiten alle Spektren der nicht Bacillus cereus-

Stämme, bis auf wenige Ausnahmen, gruppiert (B). Nachfolgend werden die Stämme 

deshalb ihrer taxonomischen Einordnung entsprechend in einer Cereus-Gruppe (CG) 

und einer nicht Cereus-Gruppe (NCG) zusammengefasst. 
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Abbildung 1: Resultierendes Dendrogramm einer HCA (euklidische Distanz, Ward´s 

Algorithmus) der Mittelwert-Raman-Spektren von 66 Bacillus, Geobacillus und Paenibacillus 

Stämmen. Fehlklassifizierte Spektren sind in fetter Schrift gekennzeichnet. 

 

Mit diesen zugrundeliegenden Erkenntnissen wurde ein zweistufiges Klassifizierungs-

konzept entwickelt: So werden die Spektren in einem ersten Schritt entweder der CG- 

oder NCG-Gruppe zugeordnet, während im zweiten Schritt die Zuordnung der Spektren 

auf Art-Ebene erfolgt. Der Klassifizierungsbaum wurde im Schema 1 [SM1] grafisch 

dargestellt. Hinter dem Top-Level-Klassifizier verbirgt sich eine SVM mit radialem 

Kernel. Diese findet auch bei der Unterscheidung der CG-Mitglieder Anwendung. Im 

Gegensatz dazu wird die Einordnung der Spektren in die NCG-Gruppe durch eine 
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Kombination aus PCA und LDA gewährleistet. Somit werden an jedem Knotenpunkt 

optimierte Klassifizier eingesetzt, welche zusätzlich durch eine Kreuzvalidierung 

evaluiert wurden: 99,3 % der 10.759 Spektren konnten mit dem Top-Level-

Klassifizierer richtig in die jeweilig zugehörige Gruppe eingeordnet werden. Die 6.063 

Spektren der CG-Gruppe konnten mit einer Genauigkeit von 97,1 % korrekt zu einer 

der fünf Spezies B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis und 

B. weihenstephanensis zugeordnet werden. Mit einer Zuordnungsrate von 93,1 % 

wurden dagegen die Spektren der NCG-Gruppe (4.696 Spektren) richtig als 

B. atrophaeus, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus, B. sphaericus, B. subtilis, 

Geobacillus spp. oder P. polymyxa erkannt. 

Unabhängig von den für die Datenbank generierten Batches wurden 27 „unbekannte“ 

Testproben hergestellt, Raman-spektroskopisch vermessen und zur Validierung des 

Modells herangezogen. Sieben der Proben enthielten Keime mit, für die Datenbank, 

unbekannten Stämmen, wodurch das System zusätzlich auf seine Robustheit überprüft 

werden konnte. Datenbankspezies, welche nur durch zwei Bacillus-Stämme 

charakterisiert werden, wurden für diese Leave-one-strain-out-Validierung nicht 

berücksichtigt. 

Die 27 Testproben wurden auf Basis des Zwei-Level-Modells identifiziert, wobei eine 

Zuordnung als signifikant eingestuft wurde, wenn mindestens 85 % der Spektren einer 

Klasse zugeordnet wurden. Die Resultate der Testproben sind in Tabelle 2 [SM1] 

zusammengefasst. 

Im ersten Schritt wurden alle 27 Testproben korrekt in die CG oder NCG-Gruppe mit 

einer Genauigkeit von 99,4 % eingestuft. Daraufhin wurden die vermeintlich 15 CG-

Proben auf Basis der SVM auf Spezies-Level charakterisiert. Dabei wurden alle Proben 

mit Genauigkeiten von 88,4 % (Probe 20, B. thuringiensis) bis zu 100 % (Probe 3, 

B. anthracis; Probe 21, B. thuringiensis) treffend eingeordnet. Besonders hervorzuheben 

ist die Tatsache, dass die beiden B. cereus-Proben und alle sechs B. anthracis-Proben 

richtig als solche erkannt wurden. Dabei traten für B. anthracis lediglich 10 Falsch-

negative und 15 Falschpositive anderer Spezies auf. Auch die Proben 6 (B. anthracis), 9 

(B. cereus), 22 (B. thuringiensis) und 25 (B. weihenstephanensis), deren Stämme der 

Datenbank unbekannt waren, wurden eindeutig den korrekten Spezies zugeordnet. 

Insgesamt konnten 1.424 von 1.467 Raman-Spektren der CG-Gruppe, was einer 

Genauigkeit von 97,1 % entspricht, richtig gelabelt werden. Außerdem wurden die 
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beiden pathogenen Bacillus spp., B. anthracis und B. cereus, korrekt identifiziert und 

konnten somit von den anderen nicht pathogenen Spezies differenziert werden. 

Auch die 12 Proben der NCG-Gruppe konnten durch die Anwendung der LDA mit vor-

gelagerter PCA zur Dimensionsreduzierung ihren entsprechenden Spezies zugewiesen 

werden. Außer für Probe 16 (B. sphaericus, 93,1 %) konnten Erkennungsraten von über 

97 % erzielt werden. Somit erreichte der Klassifizierer für die Testproben eine Gesamt-

genauigkeit von 98,6 %, da 1.367 von 1.387 Spektren richtig zugeordnet wurden. Selbst 

die unbekannten Stämme wurden ebenfalls mit Sensitivitäten im Bereich der anderen 

Spezies problemlos erkannt: Probe 15 (B. pumilus), Probe 17 (B. sphaericus) und Probe 

19 (B. subtilis). 

Zusammenfassend wurden alle Testproben richtig identifiziert. Schlussfolgernd kann 

des Weiteren davon ausgegangen werden, dass kein Problem durch Überanpassung 

gegeben ist.  

Besonders die Bacillus anthracis und Bacillus cereus-Proben 1 bis 9, welche es im 

Hinblick auf die Lebensmitteldiagnostik zu berücksichtigen galt, konnten problemlos 

von nicht pathogenen Vertretern der Gattung Bacillus abgetrennt und zudem mit hohen 

Raten von 92,1 % bis 100 % identifiziert werden. 

 

Identifizierung von Umweltproben 

Die Detektion von Endosporen aus komplexen Matrices, wie Lebensmitteln oder 

weißen Pulvern, welche oft im Zusammenhang mit bioterroristischen Anschlägen 

gebracht werden, stellt eine große Herausforderung für zahlreich etablierte Methoden, 

wie der PCR, dar. Dass die Raman-Mikrospektroskopie in Kombination mit einem ein-

fachen und schnellen Isolierungsschritt ein geeignetes Verfahren ist, dieser Aufgabe 

gerecht zu werden, konnte bereits im Vorfeld dieser Dissertation gezeigt werden.  

Stöckel et al. entwickelte ein Ablaufschema, welches die Inaktivierung, die Isolierung, 

und die Raman-spektroskopische Detektion von Endosporen in weißen Pulvern (u. a. 

Backpulver, Gips, Milchpulver, Natron, Schmerztabletten, Vogelsand, Waschmittel) 

innerhalb von drei Stunden nach Probennahme ermöglicht [146]. 

Um die Stabilität des Klassifizierungsmodells basierend auf der erstellten Datenbank 

weiter zu testen, wurde versucht, acht Proben von Endosporen aus künstlich 

kontaminierten Haushaltspulvern (Salz, Vogelsand, Milchpulver und Backpulver), 
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nachfolgend mit P1 bis P8 nummeriert, zu detektieren. Die Resultate dieses Identi-

fizierungsprozesses sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 

 

Tabelle 1: Resultate der acht isolierten Endosporen-Proben aus Haushaltspulvern nach Durch-

laufen des Klassifizierungssystems 

Probe Klasse Matrix 

Top-Level Spezies-Level 

CG NCG Resultat TP/alle Sens. 

 

Klasse 
FP 

Resultat 

 

P1 

 

Bant 

 

Salz 

 

108 

 

1 

 

CG 

 

97/109 

 

89,0 % 

 

Bthu (8) 

Bwei (3) 

Bmyc (1) 

 

Bant 

P2 Bant Salz 82 0 CG 68/82 82,9 % Bthu (12) 

Bwei (2) 

Bant 

P3 Bmeg Vogelsand 6 53 NCG 52/59 88,1 % Ppol (5) 

Bpum (2) 

Bmeg 

P4 Bmeg Vogelsand 7 58 NCG 64/65 98,5 % Ppol (1) Bmeg 

P5 Bsub Milchpulver 0 100 NCG 99/100 99,0 % Batr (1) Bsub 

P6 Bsub Milchpulver 0 100 NCG 100/100 100 % - Bsub 

P7 Bthu Backpulver 100 1 CG 98/101 97,0 % Bmyc (2) 

Bwei (1) 

Bthu 

P8 Bthu Backpulver 76 0 CG 76/76 100 % - Bthu 

 
CG = Cereus-Gruppe, NCG = nicht Cereus-Gruppe, Sens. = Sensitivität 

TP = Richtig-Positive, FP = Falsch-Positive 

Bant (B. anthracis), Bmeg (B. megaterium), Bsub (B. subtilis), Bthu (B. thuringiensis), Bwei 

(B. weihenstephanensis), Bmyc (B. mycoides), Bpum (B. pumilus), Ppol (P. polymyxa), Batr 

(B. atrophaeus)  

 

Sowohl nach Durchlaufen des Top-Level-Klassifizierers, als auch der Klassifizierer für 

die Einordnung der Spezies konnten nachfolgend alle acht Identifizierungsproben 

unabhängig von der Matrix zufriedenstellend mit Sensitivitäten im Bereich von 82,9 % 

(P1, B. anthracis aus Salz) bis 100 % (P6, B. subtilis aus Milchpulver; P8, 

B. thuringiensis aus Backpulver) identifiziert werden.  

Schlussfolgernd zeigt sich in dieser Studie wieder die hohe Sensitivität und Spezifität 

der Raman-Spektroskopie. Das Potenzial für die Differenzierung von Bakterien aus 

komplexen Lebensmitteln, wie Milch und Fleisch, war Thema der folgenden Unter-

suchungen. 
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1.4.2 Isolierung und Identifizierung von Milchkeimen 

„Eine Nadel im Heuhaufen finden“ – So bezeichnen Mikrobiologen die Problematik, 

eine geringe Anzahl von Keimen aus ihrer komplexen Umgebung, ohne vorgelagerte 

Kultivierungsschritte zur Zellzahlerhöhung, zu extrahieren [147]. Dennoch sind 

Isolierung und Konzentrierung oft unumgängliche Schritte, um die Mikroben eindeutig 

zu identifizieren. Deswegen ist es notwendig, Isolierungsverfahren zu evaluieren und 

hinsichtlich ihrer Kompatibilität mit dem angedachten Detektionsverfahren zu unter-

suchen, bevor eine Analyse der Erreger erfolgen kann. 

 

Evaluierung von Extraktionsmethoden zur Kompatibilitätsprüfung für Raman-

spektroskopische Analysen von Milchkeimen 

Um das Potenzial Raman-spektroskopischer Analysen von Bakterien aus komplexen 

Proben, wie Milch, voll auszuschöpfen, sollte ein vorgelagerter Isolierungsschritt 

folgenden Anforderungen genügen: Die Matrix und das Isolierungsverfahren dürfen die 

Integrität der Zelle insoweit nicht beeinflussen, dass eine Raman-spektroskopische 

Analyse ganzer Zellen gewährleistet bleibt. Da sich Änderungen in der Zellstruktur im 

Raman-Signal widerspiegeln und somit das Diskriminierungspotenzial der Methode 

einschränken können, muss darauf geachtet werden, welche Einflüsse die verwendeten 

Chemikalien und Laborgeräte auf die Bakterien ausüben. 

Ein physikalisches und ein biochemisches Verfahren wurden ausgewählt, um deren 

Kompatibilität für Raman-Studien zu überprüfen: eine Dichte-Gradienten-

Zentrifugation und eine enzymatische Verdauung. 

Die Dichte-Gradienten-Zentrifugation (engl.: buoyant density centrifugation, BDC) 

ermöglicht eine selektive Auftrennung von Partikeln nach ihrer Schwebedichte mithilfe 

eines Dichte-Gradienten. Die Vorteile dieser Präparationsmethode zeigen sich darin, 

dass neben einer simplen Handhabung die Funktionsfähigkeit der mikrobiellen Zellen 

aufrechterhalten bleibt und so die Analyse intakter Zellen möglich ist. In Anlehnung an 

die Literatur wurde für die Separation der Keime aus Milch eine wässrige Suspension 

mit Polyvinylpyrrolidon beschichteten Siliziumdioxidpartikeln (Percoll) als Trenn-

lösung verwendet [147, 148]. In Abbildung 2 ist das angewandte Verfahren schematisch 

dargestellt: Im ersten Schritt, der Flotation, werden die Milchbestandteile und die 

Bakterien aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichten mithilfe einer Percolldichte von 

1,05 g/ml aufgetrennt. Im weiteren Verlauf, der Sedimentation, bedient man sich eines 
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Percollgradienten mit zwei Dichten, um die Bakterien weiter zu konzentrieren und auf-

zureinigen. 

 

 

Abbildung 2: Zweistufige Dichte-Gradienten-Zentrifugation mit Percoll als Gradientenmedium 

zur Separation von Keimen aus Milch im Vorfeld einer Raman-spektroskopischen 

Untersuchung 

Die enzymatische Verdauung der Milchbestandteile kann durch das Enzym Savinase 

gewährleistet werden. Bei dem als milk clearing (MC) bezeichnete Verfahren kata-

lysiert Savinase die Hydrolyse der Peptidbindungen der Milchproteine [149]. Durch die 

Erweiterung des Verfahrens mit einem Zentrifugationsschritt wird die Gewinnung eines 

Bakterienpellets, welches frei von Milchproteinen und -fetten ist, möglich. Der 

Isolierungsvorgang ist nachfolgend schematisch abgebildet (Abbildung 3).  

 

 

Abbildung 3: Isolierung von Keimen aus Milch mittels enzymatischer Verdauung von 

Milchpartikeln mit Savinase 

Nach Zugabe von 10 µl Savinase zur Milch wird die Probe für 45 min bei 30 °C 

inkubiert. Anschließend wird die Probe mit einer 0,15 M Natriumchlorid-Lösung 

gespeist und zentrifugiert.  
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Für die Studie wurde ultrahocherhitzte, kommerziell erhältliche Milch (UHT-Milch) mit 

bekannten Milchkeimen (Pseudomonas spp. und E. coli) versetzt und die Isolierungs-

methoden daraufhin hinsichtlich Ausbeute und Raman-Kompatibilität untersucht. 

Die Ausbeute wurde über eine Lebendzellzahlbestimmung für die mit E. coli versetzten 

Proben im Konzentrationsbereich von 10
3
 bis 10

8
 Zellen je 500 µl Milch evaluiert: Mit 

BDC konnten unabhängig von der Eingangskonzentration 10 % bis 30 % der Keime 

wiedergewonnen werden. Dabei ist das Ergebnis konform mit Resultaten aus anderen 

Publikationen und geht mit einem Verlust einer Größenordnung der mikrobiellen Aus-

gangskonzentration einher. Die Ausbeuten für MC schwanken dagegen stark und 

nehmen Werte zwischen 9 %  und 53 % abhängig von der Inokulationskonzentration an. 

Ursache hierfür könnte eine bakterizide Wirkung des Enzyms sein [150], welche jedoch 

bisher nicht hinreichend untersucht ist [151].  

Beide Methoden ermöglichen die Isolierung von Bakterien aus Milch mit hinreichender 

Quantität, um anschließende Raman-spektroskopische Untersuchungen zu ermöglichen. 

Dennoch muss berücksichtigt werden, dass ein Teil der MC-isolierten Keime nicht 

länger aktiv sein könnten, wodurch die Raman-spektroskopische Detektion ein-

geschränkt würde.  

Um die Einflüsse der Extraktionsmethoden auf die Zellen zu untersuchen, wurden 

Raman-Spektren von unbehandelten Zellen mit Spektren isolierter Zellen verglichen. 

Dabei wurden die Bakterien sowohl aus Wasser als auch aus Milch untersucht, um 

Extraktionseffekte zu erfassen. Im Vergleich zu den Spektren unbehandelter Zellen 

konnten nur minimale spektrale Unterschiede wahrgenommen werden. Auch wenn die 

Spektren der einzelnen Klassen (unbehandelt, aus Wasser oder Milch isoliert) einer 

Spezies für BDC (siehe Fig. 1(B) [SM2]) und MC (siehe Fig. 2(B) [SM2]) mit einer 

linearen Diskriminanzanalyse (LDA) analysiert werden, wird deutlich, dass sich die 

Spektren so ähneln, dass eine klare Diskriminierung der einzelnen Klassen kaum 

möglich ist. 

Zur Ermittlung des Diskriminierungspotenzials der isolierten Keime wurden Spektren 

von den Bakterien Pseudomonas fragi, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri und 

Escherichia coli aufgenommen und anschließend chemometrisch untersucht. Dabei 

wurden ein Teil der Spektren für die Erstellung eines Klassifizierungsmodells 

herangezogen. Die anderen unabhängigen Messungen wurden nachfolgend genutzt, um 
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eine Identifizierung zu simulieren. Die chemometrische Auswertung erfolgte analog zur 

Klassifizierung. 

In Summe wurden 372 Raman-Spektren der BDC-isolierten Bakterien zur 

Klassifizierung genutzt, von denen 290 Spektren nach einer leave-one-out Kreuz-

validierung richtig ihren entsprechenden Klassen zugeordnet wurden. Dementsprechend 

weist das Modell eine Genauigkeit von 96 % auf. Mit einer hohen Genauigkeit von 

91 % konnten anschließend die unabhängig kultivierten und gemessenen Raman-

Spektren auf Spezies-Level identifiziert werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 

[SM2] zusammengefasst. Dasselbe Verfahren wurde auf die MC-isolierten Keime 

angewandt, wobei 88 % der Klassifizierungsdaten richtig zugeordnet wurden. Fehl-

klassifizierungen traten vor allem zwischen den einzelnen Pseudomonas-Spezies auf. 

Dies schlägt sich auch in den Identifizierungsraten nieder. Während 98,3 % der 

Spektren richtig als E. coli eingeordnet werden, können die einzelnen Pseudomonaden 

nur mäßig identifiziert werden (Tab. 3 [SM2]). Insgesamt können 78 % der 

unabhängigen Spektren korrekt zugeordnet werden.  

Beide Methoden sind, in einem simplen Präparationsschritt mit geringem Proben-

volumen und innerhalb einer Stunde, zur Separation und Konzentrierung von Bakterien 

aus Milch geeignet. Jedoch weist BDC eine bessere Kompatibilität im Hinblick auf 

Raman-spektroskopische Messungen auf als MC, welches sich in den Klassifizierungs- 

und Identifizierungsergebnissen niederschlägt. Die deutlich schlechteren Resultate für 

MC-isolierte Bakterien deuten daraufhin, dass eine bakterizide Wirkung des Enzyms 

Savinase nicht ausgeschlossen werden kann [150], welche zu abweichenden spektralen 

Informationen und somit zur Limitierung der Identifizierung führen können. 

 

Detektion von Brucella spp. und genetisch nah verwandten Erregern aus Milch 

Mit einer geeigneten Isolierungsmethode zur Hand sollte nachfolgend die Detektion von 

mikrobiellen und pathogenen Milchkontaminationen möglich sein. Dabei wurde die 

Zielstellung verfolgt, aus Milch isolierte Brucella spp. zu detektieren und von genetisch 

nah verwandten Erregern zu differenzieren. 
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Aufbau einer Datenbank 

Der Umgang mit Brucella spp. erfordert besondere Aufmerksamkeit, da die kleinen, 

Gram-negativen und in Risikogruppe 3 eingestuften Kokken ein hohes Gefahren-

potenzial aufzeigen. Eine Ursache ergibt sich aus der Tatsache, dass die Erreger in 

westlichen Ländern nur sehr selten auftreten, wodurch die Laborroutine und das Fach-

personal im Umgang mit den Erregern oft nicht vertraut ist. Zudem gibt es Hinweise auf 

Probleme bei der Detektion von Brucella mit etabliertem Analysemethoden. Das zeigt 

sich deutlich in zahlreichen falschen Zuordnungen, wenn es darum geht, Brucella von 

genetisch nah verwandten Gattungen, wie Ochrobactrum oder Yersinia, zu 

differenzieren. Ein weiteres Problem zeigt sich im Hinblick auf das bioterroristische 

Potenzial der Keime, da schon die Aufnahme einer geringen Anzahl von Erregern 

genügt, um eine Brucellose auszulösen. In diesem Zusammenhang ist eine willentliche 

Ausbringung der Keime in kommerziell erhältlicher Milch nur eines von vielen 

Schreckensszenarien. 

Auf Basis dieser Erkenntnisse wurden neben verschiedenen virulenten Brucella spp. 

(7 Spezies, 13 Subspezies),  Ochrobactrum spp. (2 Spezies, 4 Stämme) und Yersinia 

enterocolitica (2 Stämme/ Serovare), auch andere Gram-negative Keime, die typischer-

weise in Milch zu erwarten sind, wie Pseudomonas spp. (5 Spezies, 6 Subspezies) und 

E. coli (2 Stämme) für eine nachfolgende Betrachtung in Erwägung gezogen. 

Um das Diskrimierungspotenzial der Raman-Mikrospektroskopie hinsichtlich der ver-

schiedenen genetisch ähnlichen Gattungen und der Brucella-Spezies ohne Matrixein-

flüsse zu beurteilen, wurde zunächst eine Raman-Datenbank mit Spektren von auf 

Nährmedium kultivierten und mit Formaldehyd inaktivierten Keimen aufgenommen. 

Zudem wurde die Performance von zwei Klassifizierungsalgorithmen, einer PCA-LDA 

und einer SVM verglichen, um letztlich ein bestmöglich optimiertes Modell zur 

Differenzierung der in die Datenbank eingespeisten Arten zu gewährleisten. Die 

Modelle wurden nachfolgend mit unabhängig präparierten und gemessenen Batches der 

einzelnen Spezies validiert.  

In Summe wurden für die Differenzierung der Gattungen 2.610 Raman-Spektren zur 

Klassifizierung und 1.151 Raman-Spektren einzelner Bakterienzellen zur Validierung 

genutzt. 

Unter Verwendung von 88 Hauptkomponenten (PCs) wurde eine Genauigkeit von 

92,9 % für das PCA-LDA-Modell erzielt. In der Validierung wurden 1.045 von 1.151 
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Raman-Spektren (90,8 %) den richtigen Klassen zugeordnet. Die Ergebnisse sind in 

Tabelle 2 [SM3] in der Spalte „LDA“ im Einzelnen aufgeschlüsselt. Mit einer 

Sensitivität von 96,8 % konnten die Brucella spp. von den anderen Gattungen 

abgetrennt werden. Die Spektren von Ochrobactrum wurden dagegen nur mit einer 

Genauigkeit von 72,9 % (153 von 210 Raman-Spektren) identifiziert, wobei die Fehl-

identifizierungen zumeist der Brucella-Klasse zugeordnet werden konnten (siehe 

Tabelle A2 [SM3]). 

Im weiteren Verlauf wurden die Daten durch Verwendung einer SVM mit radialer 

Basisfunktion mit einer Genauigkeit von 98,8 % trainiert. Auf Basis dieses Modells 

konnten 91,8 % der Spektren richtig identifiziert werden. Durch Ausnutzung des SVM-

Algorithmus konnten die Ergebnisse für die Detektion von Ochrobactrum leicht ver-

bessert werden. Die Spektren wurden mit einer Genauigkeit von 77,1 % erkannt. Die 

fehlerhaften Einordnungen konnten wiederum Brucella und Pseudomonas zugeordnet 

werden.  

Sowohl mit der PCA-LDA, als auch mit der SVM konnten die Raman-Daten mit hohem 

Genauigkeitsgrad trainiert werden. In der anschließenden Validierung mit 

„unbekannten“ Batches zeichnet sich außerdem ab, dass unabhängig vom 

Klassifizierungsalgorithmus Brucella spp. von genetisch nah verwandten Gattungen 

mittels Raman-Spektroskopie differenziert werden können. Eine spektrale Analyse der 

Mittelwertspektren der einzelnen Gattungen, welche vergleichend mit den loading-

Vektoren einer LDA mit 5 PCs in Zweiklassenproblematiken erstellt wurden, deutet 

ebenfalls drauf hin, dass sich die Raman-Spektren der untersuchten Gattungen in 

Positionen und Intensitäten bekannter DNA- und Proteinbanden von den Brucella-

Spektren unterscheiden. In Abbildung 1 [SM3] sind diese Ergebnisse grafisch zu-

sammengefasst. 

Um zu evaluieren, ob die Modelle stabil gegenüber der Detektion „unbekannter“ 

Stämme sind, wurden sechs unabhängig kultivierte und nicht in der Datenbank 

integrierte  Brucella-Biovar-Proben hergestellt und versucht auf Basis des PCA-LDA-

Modells zu identifizieren. Von den 324 erzeugten spektralen Raman-Daten konnten 307 

Signale korrekt der Gattung Brucella zugeordnet werden. Falsch klassifizierte Spektren 

wurden in diesem Zusammenhang überwiegend Pseudomonas zugeordnet. Eine exakte 

Aufschlüsselung der Resultate befindet sich in Tabelle 3 [SM3]. Eine Evaluierung der 

„unbekannten“ Spektren, basierend auf der SVM, zeigten ähnliche Resultate. 
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Diskriminierung einzelner Brucella spp. 

Ein weiterer Aspekt der Studie war die Erörterung der Diskriminierbarkeit ver-

schiedener Brucella spp.. Dementsprechend wurden mit den Spektren der sieben 

analysierten, auf Medium kultivierten Brucella spp. (B. abortus, B. canis, B. ceti, 

B. melitensis, B. microti, B. pinnipedialis und B. suis) neue Modelle auf Basis einer 

PCA-LDA und SVM erstellt und anschließend mit einem, nicht im Trainingssatz 

integrierten, Batch validiert. Die Resultate sind in Tabelle 4 [SM3] zusammengetragen.  

Das aus der PCA (86 PCs)-LDA resultierende Klassifizierungsergebnis gibt an, dass 

85,7 % der Spektren nach einer leave-one-out Validierung richtig ihren Klassen 

zugeordnet werden konnten. Die Sensitivitäten variieren dabei im Bereich von 75,0 % 

(B. melitensis) bis 87,7 % (B. abortus), wobei häufig Falschklassifizierungen von 

B. melitensis als B. abortus und umgekehrt auftraten. Nach Rotation des Identi-

fizierungsdatensatzes in den spektralen Raum der Klassifizierungsdaten und 

anschließender LDA konnte eine Identifizierungsrate von 79,6 %, mit Sensitivitäten 

zwischen 60,0 % (B. ceti) und 91,8 % (B. canis), ermittelt werden. Weitere Resultate 

können der Tabelle A6 [SM3] entnommen werden. 

Die Generierung des Trainingsmodells mit der SVM erbrachte eine Gesamtgenauigkeit 

von 99,4 %, mit denen 83 % der Testproben richtig identifiziert werden konnten. Dabei 

sind zwar die Resultate der Klassifizierung (speziesbezogene Sensitivitäten > 96 %) 

deutlich besser als die des PCA-LDA-Modells, dennoch unterscheiden sich die Identi-

fizierungsresultate nur geringfügig. Die Ergebnisse wurden für einen Vergleich in 

Tabelle A7 [SM3] zusammengetragen.  

Daraus ergibt sich, dass eine Differenzierbarkeit von Brucella auf Art-Ebene zwar 

gegeben, aber im Hinblick auf die Identifizierung unabhängiger Proben nicht optimal 

ist. Dabei scheint nicht nur die Raman-Spektroskopie durch die hohe genetische 

Homologie (> 90 %) der einzelnen Brucella spp., sowie deren umstrittene taxonomische 

Nomenklatur limitiert zu sein. Auch andere Fingerabdruck-basierte Methoden, wie die 

Massenspektrometrie, oder genetische Analysen, wie die PCR, können eine exakte 

Unterscheidung der Brucella-Spezies nicht gewährleisten [152, 153]. 
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Detektion von Brucella-Kontaminationen in Milch 

Da sich die Diskriminierung der Brucellen von den anderen Gattungen als erfolgreich 

erwiesen hat, wurde ein Modell erarbeitet, welches eine Detektion von Brucellen als 

Milchkontamination erlaubt. 

So wurde kommerziell erhältliche 1,5 %ige Milch mit den zuvor auf Medium 

präparierten Spezies in einer Konzentration von 10
7
 Zellen pro Milliliter gezielt 

kontaminiert und nach einem Tag Lagerung (24 h, 4 °C) analysiert. Vor der eigentlichen 

Raman-spektroskopischen Messung wurden die kontaminierten Milchproben mit einer 

10 %igen Formaldehydlösung für eine Stunde inaktiviert. Die anschließende zentri-

fugale Konzentrierung der Bakterien in einem Pellet und die Entfernung des Über-

standes machte eine weitere Isolierung obsolet. Im Falle von real kontaminierten 

Milchproben, bei denen Zellzahlen im Bereich von 10
3
 bis 10

5
 Keime pro Milliliter zu 

erwarten sind, kann ein zusätzlicher Extraktionsschritt, wie die zuvor evaluierte Dichte-

Gradienten-Zentrifugation, alternativ vor der spektroskopischen Analyse angewandt 

werden. 

Mit den so produzierten Proben konnte eine weitere Datenbank mit 2.140 Raman-

Spektren einzelner Zellen aufgenommen werden. Zudem wurden weitere 1.078 

Spektren von unabhängig präparierten Proben zur Validierung gemessen. Alle Daten 

wurden erneut sowohl mit einer PCA-LDA, als auch mit einer SVM ausgewertet (siehe 

Tabelle A4 und A5 [SM3]). Die Werte von 67 Hauptkomponenten der 

Klassifizierungsdaten wurden den Datenalgorithmus der LDA ausnutzend mit einer 

Genauigkeit von 92,5 % klassifiziert. Auf der Basis dieses Modells konnten 92,4 % der 

1078 Testspektren richtig ihrer entsprechenden Klasse zugeordnet werden. Die 

Ergebnisse konnten durch die Anwendung einer SVM noch verbessert werden. 

Lediglich 54 der 2140 Trainingsdaten wurden falsch klassifiziert (97,5 %). Die 

Berechnung der Identifizierungsdaten ergab eine Erkennungsrate von 95,8 %. 

Dementsprechend konnten 94,0 % der Brucella-Spektren und 93,6 % der 

Ochrobactrum-Spektren korrekt identifiziert werden. Die Sensitivitäten der anderen 

Milchkontaminanten lagen zudem noch höher: Escherichia wurde mit 100 % erkannt, 

während Pseudomonas mit 97,8 % und Yersinia mit 96,2 % detektiert wurde. 
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In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Anwendung von Raman-Mikro-

spektroskopie in Kombination mit einem geeigneten chemometrischen Verfahren eine 

Detektion von Brucella - mit einem hohen Diskriminierungspotenzial gegenüber 

genetisch schwer differenzierbaren Gattungen - bewerkstelligt. Außerdem war es 

möglich, aus Milch isolierte Brucellen mit einer Sensitivität von 94 % zu detektieren.  

Die Differenzierung von Brucella auf Art-Ebene konnte ebenfalls gezeigt werden.  

Lediglich die Identifizierung unabhängiger Proben der verschiedenen Brucella spp. ist 

optimierbar, zeigt jedoch ähnliche oder sogar bessere Resultate als andere Methoden im 

Vergleich. 

 

1.4.3 Detektion von pathogenen Keimen aus Fleisch 

Da sich das Konzept Raman-spektroskopischer Analyse mit vorgelagerter Isolierung 

und anschließender statistischer Auswertung für die Detektion von mikrobiellen Milch-

kontaminationen bewährt hat, sollte diese Vorgehensweise auf andere Szenarien 

anwendbar sein. Mit dem Ziel eine Raman-spektroskopische Identifizierung von patho-

genen Keimen aus Fleischprodukten zu gewährleisten, wurde eine Datenbank mit 

fleisch- und geflügelassoziierten Erregern erstellt, welche nachfolgend den Abgleich 

unabhängig gemessener Raman-Spektren von, aus Fleischprodukten isolierten, Erregern 

erlaubt. 

 

Aufbau eines dreistufigen Klassifizierungsmodells 

In diesem Zusammenhang wurden spektrale Fingerabdrücke von 19 verschiedenen 

Spezies erfasst; darunter bekannte pathogene Lebensmittelkeime, wie Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus 

aureus und Yersinia enterocolitica, aber auch genetisch nah verwandte, nicht pathogene 

Keime derselben Gattungen. In Summe wurden 4.622 Raman-Spektren von insgesamt 

24 Stämmen, welche in Tabelle 1 [SM4] zusammengefasst sind, detektiert. Mit dem 

Hintergrund, dass sich Keime besser detektieren lassen, wenn sie sich in einer ähnlichen 

Umgebung befinden, wurde versucht, die Fleischmatrix so realistisch wie möglich 

abzubilden. Dafür wurde jeder Keim auf drei verschiedenen Agartypen, welche alle aus 

Fleischkomponenten hergestellt wurden, kultiviert: BA (Columbia Blutagar), BHI 

(brain heart infusion) und MHA (Müller-Hinton-Agar). Um zusätzlich realistische 
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Streuungen innerhalb der Proben zu erfassen, wurden für jede Probe mindestens vier 

unabhängige Batches präpariert.  

Um den Einfluss der verschiedenen Kultivierungsmedien auf die Raman-Spektren zu 

untersuchen, wurden aus allen Spektren einer Spezies die Mittelwerte und deren 

doppelte Standardabweichung berechnet, sodass alle Kultivierungsparameter berück-

sichtigt werden konnten. In Abbildung 1 [SM4] sind die Mittelwertspektren und die 

dazugehörigen Standardabweichungen dargestellt. Zudem wurde eine normalisierte 

Standardabweichung pro Spezies berechnet. Setzt man dann die Standardabweichung 

der einzelnen Kanäle in das Verhältnis zu den Werten der Standardabweichung der 

gemittelten Kanäle, erhält man einen statistisch relevanten Wert, der eine Aussage über 

die Variabilität innerhalb der Spektren und deren Reproduzierbarkeit zulässt. 

Nachfolgend wird dieser Wert als SDM (standard deviation means) bezeichnet. Die 

SDM-Werte der einzelnen Spezies sind in Tabelle 1 [SM4] zusammengefasst. Kleine 

SDM-Werte zeigen eine kleine spektrale Kanalvariabilität und somit eine hohe 

Reproduzierbarkeit innerhalb des Datensatzes auf, wohingegen hohe Werte im Bereich 

von 1 auf hohe Fluktuationen innerhalb einzelner Kanäle hindeuten, welche die Belast-

barkeit der Daten infrage stellt. Alle berechnenden Werte sind signifikant kleiner als 1 

im Bereich von 0.12 und 0.18. Somit zeigt sich, dass die beobachtete Raman-

Information weitestgehend unabhängig von den verschiedenen Kultivierungsmedien ist. 

Die Aufstellung eines Klassifizierungssystems mit den zugrundeliegenden Daten sollte 

demnach gewährleistet sein. 

In einem ersten Versuch die Daten zu strukturieren, wurde sich eine unbewachten Aus-

wertung verwendet. Die Mittelwertspektren der 24 Stämme wurden in die Cluster-

analyse eingespeist und unter Verwendung des Ward´s Algorithmus und Bestimmung 

der euklidischen Distanz ihrer Heterogenität entsprechend aufgeschlüsselt. Das daraus 

resultierende Diagramm kann in Abbildung 2 [SM4] eingesehen werden. Die Spektren 

wurden dabei vorwiegend in zwei Hauptcluster unterteilt. Dabei bilden alle Gram-

positiven Spezies und das Spektrum von Yersinia rohdei Cluster A und alle anderen 

Gram-negativen Spezies Cluster (B).  

Diese auf die Raman-Spektren übertragene taxonomische Information wurde nach-

folgend bei der Erstellung eines dreistufigen Klassifizierungsbaums (siehe Grafik 3 

[SM4]) berücksichtigt.  
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Der Top-Level-Klassifizierer ordnet im ersten Schritt die Daten in Gram-positiv oder 

Gram-negativ ein. Die Daten wurden hierbei auf Basis einer SVM mit radialem Kernel 

mit einer Genauigkeit von 99,5 % richtig klassifiziert. In einem zweiten Schritt werden 

die Spektren einer Gattung zugewiesen, bevor sie im dritten Schritt zudem auf Spezies-

Ebene, bzw. im Falle von E. coli auf Stamm-Ebene diskriminiert werden. Alle Knoten-

punkte werden durch die Anwendung einer SVM realisiert.  

Der „Gram+“-Klassifizierer konnte 97,2 % der gemessenen 1.648 Raman-Spektren der 

Listeria spp. und Staphylococcus spp. richtig zuordnen. Im Gegenzug wurden 92,8 % 

der 2.974 Spektren mit dem „Gram-"-Klassifizierer korrekt als Escherichia, 

Pseudomonas, Salmonella oder Yersinia erkannt. 

 

Validierung des Modellsystems mit „unbekannten“ Proben 

Die Validierung des Modellsystems erfolgte mit zwölf unabhängigen Identifizierungs-

proben: Davon waren sechs Proben Pathogene, die auf Blutagar kultiviert wurden, drei 

Proben bestanden aus mit Bakterien versetzten Rinderhackproben und wiederum drei 

aus künstlich kontaminierten Hühnerbrustproben. Eine Übersicht der Identifizierungs-

proben ist in Tabelle 1 [SM4] integriert.  

Die auf Agar angezogenen Identifizierungsproben wurden für die Beurteilung der 

generellen Fähigkeit des Basismodells zur Differenzierung von Bakterienproben heran-

gezogen. Die Proben wurden deshalb entsprechend der Trainingsdaten präpariert und 

analysiert.  

Die kommerziell erhältlichen, vakuumverpackten Fleisch- und Geflügelproben wurden 

zunächst portioniert. Jeweils 2 g des Fleisches wurden für eine Analyse herangezogen 

und mit 1 ml (~10
7
 Zellen/ml, auf Blutagar für 24 h bei 37 °C kultiviert) bakterieller 

Lösung versetzt. Die Proben wurden zunächst für weitere 24 h im Kühlschrank bei 4 °C 

gelagert, um den Erregern eine Adaption an die Matrix zu ermöglichen und die Ein-

haltung der Kühlkette zu gewährleisten. Somit wurden Proben nahe industrieller Real-

bedingungen generiert, die eine starke Vermehrung der Keime und ein fortschreitenden 

Verderb der Probe eindämmen. 

Anschließend wurden die Mikroben aus den Fleischstücken isoliert. Hierfür wurden 

5 ml destilliertes Wasser auf die Probe gegeben und für 10 min in einem Rotator 

geschüttelt. Der dabei entstandene Fleischsaft wurde entnommen und filtriert. Ein 

steriler 5 µl-Filter wurde verwendet, um möglichst viele fleischliche Komponenten 



Forschungsergebnisse _________________________________________________________  

 

42 

abzutrennen. Letztlich wurde mit dem Zweck der Konzentrierung und Reinigung der 

Bakterien das Filtrat mehrfach zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in 1 ml 

destilliertem Wasser resuspendiert. 1 µl der Lösung wurde auf Nickelfolie aufgebracht 

und an der Luft getrocknet, bevor die Raman-spektroskopischen Untersuchungen 

starteten. 

Die Validierung eines Klassifizierungsmodells mit den Testdaten liefert wichtige 

Informationen über dessen Stabilität und gibt zudem Auskunft über das Potenzial, Real-

proben zu identifizieren. 

Alle Spektren durchliefen vollständig die drei Stufen des Klassifizierungssystems. 

Dementsprechend erfolgte eine Zuordnung zu Gram-positiv oder Gram-negativ, bevor 

den Spektren zuerst eine Gattung und anschließend eine Spezies zugeordnet wurde. Alle 

Entscheidungen erfolgten dabei probenweise, d. h. die Klasse, welcher die Mehrheit der 

Spektren einer Probe zugeordnet wurde, wurde als Klasse für die gesamte Probe 

definiert. In Tabelle 2 [SM4] sind die Resultate zusammengestellt. 

Mit 99,2 % konnten die Spektren der zwölf Proben (#1 bis #12) richtig, ihres 

taxonomischen Hintergrunds entsprechend, als Gram-positiv oder Gram-negativ identi-

fiziert werden. Dabei wurden alle Testsamples, bis auf Probe #4 (91,1 %), fehlerfrei 

kategorisiert. Die Proben #1, #2, #5, #6, #7, #8, #11 und #12 wurden demnach Gram-

negativen Bakterien zugeordnet, wobei die Proben #3, #4, #9, #10 als Gram-positiv 

erkannt wurden. 

Im zweiten Schritt wurden die Proben einer Gattung zugeordnet. Das Ergebnis für die 

zwölf Proben ist in Abbildung 4 [SM4] grafisch erfasst. Für alle Proben konnte mit 

einer Mehrheit von mindestens 73,5 % (#11, Yersinia) die korrekte Gattung bestimmt 

werden. Die Proben #3 (Listeria, BA), #5 (Pseudomonas, BA), #6 (Pseudomonas, 

Beef), #7 (Salmonella, BA) wurden darüber hinaus mit einer Genauigkeit von 100 % 

detektiert.  

Der Erfolg der vorangegangenen Klassifizierungen zur Identifizierung der Proben auf 

Gattungs-Ebene mit einer Gesamtgenauigkeit von 81,7 % deutet daraufhin, dass weder 

das adaptierte Isolierungsverfahren noch die ursprüngliche Matrix der Keime einen Ein-

fluss auf die Identifizierungsgenauigkeit haben.  

Aus diesem Grund wurde eine Identifizierung auf Spezies-Level angestrebt. Alle zwölf 

Testproben wurden auf Basis einer entsprechend optimierten SVM analysiert. Die 

Proben #1 (E. coli DSMZ 10806); #2 (E. coli DSMZ 10806); #3 (L. monocytogenes); #4 
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(L. monocytogenes); #7 (S. typhimurium); #8 (S. typhimurium) und #10 (S. aureus) 

konnten mit einer Genauigkeit von 100 % identifiziert werden. Die Spezies-

Zuordnungen der anderen Proben ergaben sich wie folgt: #5 P. aeruginosa (14,0 %); 

#6 P. aeruginosa (25,0 %); #9 S. aureus (89,9 %); #11 Y. enterocolitica (97,1 %) und 

#12 Y. enterocolitica (97,8 %). 

Somit konnten zehn der zwölf Testproben zufriedenstellend auf Art-Ebene bzw. auf 

Stamm-Ebene identifiziert werden. Lediglich die Determinierung der beiden 

P. aeruginosa-Proben war auf Spezies-Level nicht erfolgreich. Die hohe Biodiversität 

der Gattung Pseudomonas, sowie die hohe metabolische Vielfältigkeit der Spezies 

selbst könnten das Raman-spektroskopische Ergebnis beeinflusst haben. Hinweise auf 

Fluktuationen zeigten sich bereits in dem hohen SDM-Wert (0.18) für die Spektren von 

P. aeruginosa. Für nachfolgende Studien sollte die Untersuchung weiterer 

P. aeruginosa Stämme und die Erweiterung der analysierten Kultivierungsparameter in 

Betracht gezogen werden. 

Dennoch wird in dieser Proof-of-principle Studie gezeigt, dass die Analyse von Raman-

Spektren mit ausgereiften chemometrischen Algorithmen eine vielversprechende 

Methode ist, schnell und präzise, Fleischkontaminationen zu detektieren. 
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1.5 Resümee  

Die Lebensmitteldiagnostik verlangt nach einer Analysemethode, welche innerhalb 

eines knappen Zeitrahmens, schnell, akkurat und unbedenklich mit hohen Sensitivitäten 

Resultate liefert. Mit dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass die Anwendung 

von Raman-Mikrospektroskopie in Kombination mit einer ausgereiften statistischen 

Datenanalyse das Potenzial aufzeigt, Lebensmittelkontaminationen im Rahmen der 

Anforderungen zu detektieren und bereits etablierte Methoden so sinnvoll zu ergänzen. 

 

Im Vordergrund der Arbeit stand die Generierung von Klassifizierungsmodellen durch 

die Erarbeitung spektraler Datenbanken, welche ermöglichen sollten, „unbekannte“ 

Proben sicher zu identifizieren. 

In diesem Zusammenhang wurde ein zweistufiges Modell aus circa 11.000 Raman-

Spektren von 66 Bacillus-Stämmen und weiteren nah verwandten Spezies zur Detektion 

von Endosporen entwickelt. Besonderes Augenmerk wurde auf die Analyse der 18 

Bacillus anthracis- und 6 Bacillus cereus-Stämme gelegt, welche im Hinblick auf die 

Thematik Lebensmittelsicherheit hochrelevant sind. Die Validierung des Systems 

erfolgte mit 27 unabhängigen Proben, welche alle auf Art-Ebene selbst dann identi-

fiziert werden konnten, wenn die betreffenden Stämme nicht teil der Datenbank waren. 

Bei der anschließenden Detektion von acht kontaminierten Umweltproben, u. a. Milch-

pulver und Salz, konnte die Stabilität des Systems gegenüber Realproben demonstriert 

werden [SM1]. 

Da Raman-mikrospektroskopische Untersuchungen die Analyse von Einzelzellen 

ermöglichen, wird ein zeitaufwendiger Vorkultivierungsschritt zur Anreicherung der 

Erreger obsolet. Dennoch ist die Konzentration und Aufarbeitung der Keime aus den 

meist komplexen Matrices, wie Milch oder Fleisch, besonders bei geringen Zellzahlen 

ein kritischer Faktor. Deswegen wurden Isolierungsverfahren hinsichtlich ihrer Raman-

Kompatibilität analysiert. Die Anwendung einer Dichte-Gradienten-Zentrifugation mit 

Percoll als Gradientenmedium hat sich nicht nur für die Isolierung von Milchkeimen als 

effizient erwiesen, sondern kann vielmehr für eine Vielzahl von Medien, wie Fleisch 

oder Haushaltspulver, eingesetzt werden. Die Raman-spektroskopische Detektion wird 

dabei nicht behindert [SM2]. 
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Die Detektion von pathogenen Kontaminationen in Lebensmitteln, wie Milch, Fleisch 

und deren zahlreichen Nebenprodukte, welche als Hauptnahrungsmittel der westlichen 

Welt gelten, ist ein entscheidender Aspekt in der Lebensmittelindustrie, um die Haltbar-

keit und Genießbarkeit der Nahrungsmittel zu gewährleisten. 

Deshalb wurden einige wichtige Vertreter pathogener lebensmittelassoziierter Keime 

Raman-spektroskopisch untersucht: Aus kontaminierten Milchproben isolierte Brucella-

Spezies konnten klar von genetisch nah verwandten und schwer differenzierbaren 

Gattungen, wie Ochrobactrum und Yersinia, aber auch von anderen Milchkeimen, wie 

Escherichia coli und Pseudomonas spp. unterschieden werden [SM3]. Zudem konnten 

nach Erstellen eines dreistufigen Klassifizierungsmodells und unter Berücksichtigung 

verschiedener Kultivierungsmedien mit Fleischbestandteilen aus kontaminierten 

Fleisch- und Geflügelproben isolierte, pathogene E. coli, L. monocytogenes, S. typhi-

murium, S. aureus und Y. enterocolitica auf Art-Ebene identifiziert werden [SM4]. 

Zusammenfassend zeigten sich die erstellten Klassifizierungsmodelle auch dann stabil, 

wenn es darum ging, unabhängige Batches, unbekannte Stämme und Bakterien aus 

unbekannten Matrices zu detektieren.  

 

Daraus impliziert sich, dass eine Raman-Mikrospektroskopische Identifizierung von 

Lebensmittelkeimen dann gewährleistet ist, wenn neben einem geeigneten Isolierungs- 

und Inaktivierungsprotokoll, Referenzspektren der zu analysierenden, taxonomisch 

ähnlichen Spezies und geeignete Klassifizierungsalgorithmen in einer zugrunde 

liegenden Datenbank berücksichtigt werden [SM1, SM2, SM3, SM4]. Eine Analyse 

kann dann von der Probennahme zumeist innerhalb weniger Stunden erfolgen. Die 

Möglichkeit mehrere Keime in einem Durchlauf zu erfassen (Multiplexing) ist dadurch 

gewährleistet, dass Raman-Mikrospektroskopie die Detektion einzelner Zellen er-

möglicht.  

Die Übertragung der Proof-of-principle Konzepte auf Vor-Ort-Analysen in der Lebens-

mittelindustrie zeigen sich in der Möglichkeit, den Raman-Mikroskopie-Ablauf zu 

automatisieren und den Aufbau auf eine kompakte Größe zu verkleinern. Darüber 

hinaus zeigt sich hierin auch das Potenzial, andere medizinische Fragestellungen zu 

beantworten. 
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