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Zusammenfassung

Die Fourier-transform Infrarot (FTIR)-Spektroskopie wird bereits seit ei-
nigen Jahren erfolgreich zur Identifizierung von Mikroorgansimen in ver-
schiedenen Bereichen eingesetzt. Einen Vorteil dieser physikalischen Metho-
de stellen flexibel anpassbare Referenzdatenbanken dar, die einen optima-
len Einsatz in unterschiedlichen Bereichen zulassen. Weiterhin ermdoglicht
eine Kombination der FTIR-Spektroskopie mit kiinstlichen neuronalen Net-
zen (KNN) das Losen komplexerer Klassifizierungsprobleme, da mit Hilfe
dieser mathematischen Datenverarbeitung detailliertere Informationen aus
den Spektren extrahiert werden kénnen. So wird beispielsweise die Unter-
scheidung sehr nah verwandter und damit phanotypisch dhnlicher Arten bis
hin zur Differenzierung verschiedener Stimme einer Art ermoglicht.

Die Zielsetzung dieser Arbeit beinhaltete die Etablierung eines zuverlassi-
gen Systems zur Identifizierung von Hefen, welches erstmals auf der Anwen-
dung von FTIR-Spektroskopie in Kombination mit kiinstlichen neuronalen
Netzen basiert. Durch die Uberarbeitung und Erweiterung der bestehenden
spektralen Referenzdatenbank zur Identifizierung von Hefen wurde diese
fiir den Einsatz im Lebensmittelbereich verbessert und konnte dariiberhin-
aus fiir den Bereich der Futtermittelindustrie sowie den klinischen Bereich
neu erschlossen werden.

Fiir eine erfolgreiche Anwendung der bestehenden Datenbank zur Identi-
fizierung von Hefen in der klinischen Diagnostik war eine Erweiterung um
Spektren klinischer Isolate erforderlich. Durch die Kooperation mit zwei kli-
nischen Untersuchungslaboratorien standen hierzu 210 Stimme von insge-
samt 30 klinisch relevanten Arten zu Verfiigung. Zur Ergdnzung der Da-
tenbank wurden die Spektren von 107 dieser Stimme verwendet. Die ver-
bleibenden 103 Stimme wurden, reprasentiert durch 538 Spektren, fiir eine
erste Validierung der Datenbank genutzt. Diese resultierte in einer korrekten
Identifizierungsquote von 87,4 %, wobei die Spektren der vier neu erganzten
Arten C. africana, Cr. neoformans, Cr. terreus und Cr. uniguttulatus zu 100 %
richtig identifiziert wurden. Ebenso wurden alle Spektren acht weiterer Ar-
ten, die bereits zuvor in der Datenbank vertreten waren, richtig identifiziert.

Weiterhin erfolgte die Entwicklung eines KNN zur Differenzierung von
nah verwandten Arten der Gattungen Issatchenkia und Pichia, die haufig in
der Lebens- und Futtermittelindustrie sowohl als Schad- als auch Nutzkei-

me in Erscheinung treten. Das System umfasst die 16 hdufigsten Pichia-Arten
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sowie alle fiinf beschriebenen Issatchenkia-Arten. Zur Entwicklung des Sys-
tems wurden 237 Referenzstimme, isoliert aus unterschiedlichsten Habita-
ten, genutzt, wobei die Identitdt eines Grofiteils dieser Staimme mittels 26S
rDNS-Sequenzierung iiberpriift wurde. Das KNN beinhaltet 10 einzelne Sub-
netze, die auf vier aufeinanderfolgenden Ebenen zu einem Netz verbunden
sind. Die interne Validierung des Systems mit Spektren der Referenzstam-
me, die nicht im Training des Systems enthalten waren, ergab eine Quote
von 99,2 % korrekten Identifizierungen. Um die Genauigkeit und Funktions-
fahigkeit des KNN in der Praxis zu testen, erfolgte eine externe Validierung
mit 1608 Spektren von 179 Stammen, deren Ergebnis ein Anteil von 98,6 %
korrekt identifizierten Spektren war.

Zur Identifizierung und Klassifizierung von probiotischen und ubiquitdren
S. cerevisine-Stammen wurde ein KNN etabliert, das alle fiinf derzeit in der
Europdischen Union zugelassenen probiotischen Futtermittelzusdtze sowie
ubiquitdre Stamme aus unterschiedlichen Habitaten umfasst. Zur Entwick-
lung des KNN wurden 108 Referenzisolate verwendet. Zundchst wurden
zwei molekularbiologische Methoden, 6-PCR und dHPLC, fiir eine Differen-
zierung der Referenzisolate angewandt. Der Einsatz dieser beiden duferst
sensitiven Methoden ermdglichte zudem eine Unterscheidung zwischen den
probiotischen Futtermittelzusitzen. Die externe Validierung des Systems mit
965 Spektren von 65 probiotischen und ubiquitdren S. cerevisiae-Isolaten er-
gab 98,2 % korrekte Zuordnungen zur richtigen Klasse probiotischer bzw.
ubiquitdrer S. cerevisiae, wobei die korrekte Differenzierungsquote innerhalb
der probiotischen Isolate bei 94,9 % lag.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Anwendung der FTIR-Spektroskopie
in Kombination mit KNN ein hohes Potential zur Identifizierung und Diffe-
renzierung von Hefen birgt. Es konnten zuverldssige Systeme zur eindeu-
tigen Identifizierung der im Lebens-, Futtermittel- und klinischen Bereich
vorkommenden Hefearten etabliert werden. Dariiber hinaus wurde die Me-
thode erstmals fiir den Bereich der Futtermittelindustrie erschlossen und so-
mit die Differenzierung zwischen probiotischen und ubiquitédren S. cerevisiae-

Stammen ermoglicht.
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Summary

During the last couple of years Fourier-transform infrared (FTIR) spec-
troscopy has developed into a valuable tool for the rapid identification of mi-
croorganisms in different fields of application. The identification can be per-
formed by using large and well-designed databases with reference spectra.
Advantageously, these databases can be modulated to any kind of interest
providing an ideal implementation. However, to solve complex classification
problems associated with closely related groups, FTIR spectroscopy has been
combined with artificial neural network (ANN) analysis of infrared spectra.
This effective dataprocessing method enables the precise extraction of subtle
discriminant information from the spectra. Thus, an accurate differentiation
at the species and even at the subspecies level is feasible.

The aim of the presented work was the establishment of a reliable identfi-
cation system for yeasts based on FTIR spectroscopy and ANN. The readap-
tation of the existing reference database provided an improved application
in food microbiology. Furthermore, this approach was newly implemented
for usage in clinical diagnostics and quality control of animal feeding stuff.

The development of the existing reference database for application in clini-
cal diagnostics required an enlargement of FTIR spectra from clinical isolates.
A total of 210 strains representing 30 clinically relevant species were obtained
from two clinical institutes. Spectra of 107 strains were used to enlarge the
database. A validation of the system was performed using 538 spectra of
the remaining 103 strains. This validation resulted in 87.4 % correct identifi-
cation including 100 % correct identification of 12 species. Remarkably, also
four newly supplemented species — C. africana, Cr. neoformans, Cr. terreus and
Cr. uniguttulatus — were identified correctly.

A reliable identification system for closely related species of the genera
Issatchenkia and Pichia was established using ANN-based FTIR spectroscopy.
The system includes 16 common Pichia species and all five known Issatchenkia
species. A total of 237 strains isolated from a large variety of habitats were
used as reference strains to generate an ANN identification system. This
system consists of 10 single subnets connected to an ANN with four consec-
utive levels. An internal validation of the system, using unknown spectra of
each reference strain, yielded an identification rate of 99.2 %. To evaluate the
performance of the ANN in routine diagnostics, 1,608 spectra of 179 strains

unknown to the ANN were used as a test dataset in an external validation.
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An overall identification rate of 98.6 %, including a success rate of 100 % for
two common species — P. anomala and P. membranifaciens — was achieved.

For the differentiation of environmental from probiotic S. cerevisiae strains
another classification system using FTIR spectroscopy combined with ANN
was generated. The system comprises five authorised feed additive strains
plus environmental strains isolated from a great variety of habitats. A total
of 108 isolates were used as reference strains to create an ANN. For probiotic
isolates dHPLC-analysis and 8-PCR, which are characterised by high sensi-
tivity and reproducibility, were successfully used as typing methods. The
performance of the ANN was tested in two validation steps. First, an inter-
nal validation of the system using unknown spectra of each reference strain
yielded a classification rate of 99.1 %. For the following external validation a
test data set comprising 965 spectra of 65 probiotic and environmental S. cere-
visiae isolates unknown to the ANN was used. This validation resulted in a
classification rate of 98.2 % for the differentiation between probiotic and en-
vironmental isolates and 94.9 % for the discrimination of different probiotic
feed additives.

The presented work demonstrates the high potential of FTIR spectroscopy
combined with ANN analysis for the identification of yeasts at the species
and even at the subspecies level. Thus, three reliable identification systems
could be established, which were applied successfully in food microbiology,
clinical diagnostics, and — for the first time — in feed microbiology. Fur-
thermore, differentiation between probiotic and environmental S. cerevisiae
strains could be realised due to the high sensitivity of the presented ap-

proach.
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1 Einleitung

Die Identifizierung von Mikroorganismen und insbesondere von Hefen spielt in
vielen Bereichen der Biowissenschaften sowie in verschiedenen Industriezwei-
gen eine wichtige Rolle. Das Vorhandensein von Hefen hat eine ambivalente
Wirkung, da sowohl positive als auch negative Effekte auftreten konnen. Die
exakte Benennung der vorliegenden Hefenspezies ist daher von entscheidender
Bedeutung. Wichtige Bereiche stellen in diesem Zusammenhang die Qualitétssi-
cherung und -beurteilung von Produkten der Lebens- und Futtermittelindustrie,
aber auch die klinische Diagnostik dar. Die Anforderungen an die zur Verfiigung
stehenden Identifizierungssysteme sind dementsprechend hoch. Die Forderung
nach schnellen und verldsslichen Techniken, die einfach in der Anwendung sind
und eine immer genauere Differenzierung bis hin zur Stammebene ermdoglichen,
stellt fiir den Bereich der Hefenidentifizierung eine grofie Herausforderung dar.
Aufgrund der sehr hohen und stetig wachsenden Artenvielfalt, die mit grofler
phéanotypischer Varianz verbunden ist, erweist sich der Einsatz der vielfach ang-
wandten biochemischen und physiologischen Testsysteme héufig als problema-
tisch und nicht ausreichend sensitiv. Im Gegensatz dazu zeichnet sich die An-
wendung von FTIR-Spektroskopie in Kombination mit KNN durch ein besonders
hohes Identifizierungspotential aus, welches sich gerade zur Unterscheidung von

nah verwandten Arten und Staimmen der gleichen Art eignet.

1.1 Hefen

1.1.1 Taxonomie

Hefen sind definiert als einzellige Pilze mit einem durchschnittlichen Zelldurch-
messer von 10 pm, deren vegetatives Wachstum gekennzeichnet ist durch Knos-
pung (budding) oder seltener durch Zellteilung (fission), die fiir die Gattung Schi-
zosaccharomyces charakteristisch ist [7,45]. Im Zuge des vegetativen Wachstums
kann es zur Bildung von Pseudohyphen oder Hyphen kommen. Ein weiteres
Merkmal stellt die Ausbildung sexueller Stadien ohne Fruchtkorperbildung dar
[62].

Grundsatzlich lassen sich Hefen in die Abteilung der Ascomyceten (lat.: As-

comycota) und der Basidiomyceten (lat.: Basidiomycota) einteilen, deren Namen
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jeweils aus der Bildung der entsprechenden Asco- bzw. Basidiosporen resultiert.
Die grofiere Gruppe der Ascomyceten umfasst die drei Klassen Archiascomy-
cetes, Euascomycetes und Hemiascomycetes [7]. Die Gruppe der Basidiomyce-
ten wird ebenfalls in drei Klassen unterteilt: Ustilaginomycetes, Urediniomycetes
und Hymenomycetes [34]. Die Einteilung der Klassen basiert auf Analysen der
Septenmorphologie, der Zellwand sowie der ribosomalen DNS. Beide Gruppen
konnen unter dem Begriff Fungi Perfecti zusammengefasst werden, da sie sich
durch die Fahigkeit der Bildung sexueller Stadien, den Asco- bzw. Basidiospo-
ren, von den sich ausschliefilich durch asexuelle Sprossung und Konidienbildung
vermehrenden Fungi Imperfecti (lat.: Deuteromycota) unterscheiden.

Viele Hefearten sind allerdings befahigt sowohl sexuelle als auch asexuelle Sta-
dien auszubilden. Von diesen Arten sind daher eine teleomorphe (geschlecht-
liche) und eine anamorphe (ungeschlechtliche) Form beschrieben. So wird bei-
spielsweise die Spezies Issatchenkia orientalis nach ihrer teleomorphen Form be-
zeichnet, wohingegen die anamorphe Form Candida krusei lautet. Beide Formen
der Benennung werden in der klassischen Taxonomie anerkannt, ihre Anwen-
dung ist hdufig an unterschiedliche Bereiche der Mikrobiologie gekoppelt. So
wird im Lebensmittelbereich vorwiegend die teleomorphe Namensgebung ver-
wendet, wiahrend im klinischen Bereich die anamorphen Bezeichnungen bevor-
zugt werden. In Tabelle 1.1 nach Spencer & Spencer [107] ist ein Uberblick iiber
die Hefegattungen der drei Gruppen der Ascomyceten, Basidiomyceten und Fun-
gi Imperfecti gegeben.

Die Taxonomie der Hefen ldsst sich in unterschiedliche Perioden unterteilen,
die auf neu vorgestellten technologischen und wissenschaftlichen Entwicklun-
gen basieren. Bis etwa 1960 konzentrierten sich die Untersuchungen auf die Cha-
rakterisierung der Zellmorphologie, Vergleichsanalysen der Nahrstoffumsetzung
einer limitierten Zahl unterschiedlicher Kohlen- und Stickstoffquellen, sowie der
genetischen Analyse der sexuellen Vermehrung [13]. Mit Einfiihrung der Elek-
tronenmikroskopie in den sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts wurde die mor-
phologische Charakterisierung von Hefen deutlich verbessert. So wurden Un-
terschiede des Zellwandaufbaus zwischen Asco- und Basidiomyceten erkennbar
und auch die Analyse der Septenstruktur wurde ermoglicht. Taxonomische Un-
tersuchungen umfassten in dieser Zeit biochemische Analysen der Zellwand, der
Cytochrome oder der Fettsdaurezusammensetzung [13].
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Tabelle 1.1: Gattungsiiberblick iiber die Phyla Asco- und Basidiomycota sowie
der Deuteromycota nach Spencer & Spencer [107].

Ascomycetes
Ambrosiozyma
Clavispora
Debaryomyces
Hanseniaspora
Kluyveromyces
Metschnikowia
Pachysolen
Saccharomyces
Sporopachydermia
Wickerhamia
Zygosaccharomyces

Basidiomycetes
Chionosphaera
Filobasidium
Rhodosporidium
Tremella

Deuteromycetes
Aciculoconidium
Candida
Malassezia
Rhodotorula
Sporobolomyces
Trichosporon

Arthroascus
Coccidiascus
Dekkera

Hansenula
Lipomyces

Nadsonia
Pachytichospora
Schizosaccharomyces
Stephanoascus
Wickerhamiella

Fibulobasidium
Holtermannia
Sirobasidium
(Cr. neoformans)

Brettanomyces
Cryptococcus
Oosporidium
Sarcinosporon
Sterigmatomyces
Trigonopsis

Citeromyces
Cyniclomyces
Guilliermondella
Issatchenkia
Lodderomyces
Nematospora
Pichia
Schwanniomyces
Torulaspora
Wingea

Filobasidiella
Leucosporidium
Sporidiobolus

Bullera

Kloeckera

Phaffia
Schizoblastosporion
Sympodiomyces

Durch die Einfithrung vergleichender DNS-Analysen Ende der siebziger Jah-

re wurden Berechnungen der phylogenetischen Distanz zwischen unterschiedli-

chen Taxa ermoglicht. Diese Berechnungen zeigten, dass nicht alle systematischen

Gruppierungen, die basierend auf den biochemischen Charakteristika getroffen

wurden, korrekt waren. Daher miissen immer wieder bestimmte Hefearten um-

benannt und aufgrund ihrer genetischen Verwandtschaft neu gruppiert werden.

Ein Beispiel stellen die Nitrat verwertenden Hansenula-Arten dar, die aufgrund

phylogenetischer Berechnungen der Gattung Pichia zugeteilt wurden und ent-

sprechend umbenannt wurden [61].
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Die bis heute anhaltende Entwicklung unterschiedlicher molekularbiologischer
Techniken, wie Pulsfeldgelelektrophorese zur Untersuchung chromosomaler DNS
oder PCR-Methoden wie AFLP zur Analyse genomischer DNS, ermdglicht es,

immer genauer auf Art- und sogar Stammebene zu differenzieren.

1.1.2 Vorkommen und Bedeutung

Hefen sind ubiquitér verbreitete Mikroorganismen, die eine Vielzahl unterschied-
lichster Habitate besiedeln konnen, darunter auch osmo- bzw. halophile sowie
saure Substrate mit geringem a,,—Wert. Nach Boekhout & Robert [13] lafst sich das
Auftreten von Hefen vereinfacht in drei Bereiche unterteilen. Diese drei Bereiche
umfassen nattiirliche Substrate wie Luft, Boden, Wasser, Pflanzen sowie Friichte,
den gezielten Einsatz von Hefen in kiinstlichen Habitaten und schliefslich auch
das klinische Auftreten in Mensch und Tier.

In der klinischen Diagnostik stellen Hefen die am haufigsten isolierten Pilze in
Patientenproben dar. Da sie in der Umwelt weit verbreitet sind und im mensch-
lichen wie auch tierischen Korper als nicht krankheitsverursachende Bewohner
vorkommen [50], ist es schwierig, die klinische Signifikanz der jeweils vorliegen-
den Hefe zu bestimmen. Ein Grofiteil der Hefearten wird in Deutschland nach
den Technischen Regeln fiir biologische Arbeitsstoffe (TRBA 460) [4] der Risi-
kogruppe 1 mit Einschrankung zugeordnet. Bei Mikroorganismen, die in diese
Gruppe eingeteilt werden, wird die Verursachung einer Krankheit bei immun-
kompetenten Personen als unwahrscheinlich erachtet. Allerdings werden einige
Arten, darunter beispielsweise C. albicans, C. africana, C. dubliniensis, C. tropica-
lis und viele Trichosporon-Arten, der Risikogruppe 2 zugeteilt. Vertreter dieser
Risikogruppe konnen eine Krankheit beim Menschen hervorrufen, eine Verbrei-
tung in der Bevolkerung wird jedoch als unwahrscheinlich erachtet und eine
wirksame Vorbeugung oder Behandlung ist normalerweise moglich. Bei Erkran-
kungen durch Hefen liegt in der Regel bereits eine immunsystemschwéachende
Grunderkrankung vor, durch die es zu einer Manifestation der Hefen im Kor-
per und zur Ausbildung eines Krankheitsbildes kommt [9,29,89]. Bei gesunden,
immunkompetenten Personen ist belegt, dass es selbst durch Vertreter der Risi-
kogruppe 2 zu keinerlei Manifestation kommt, sofern sie in geringen Zellzahlen
auftreten [58,81]. Hefen werden daher als opportunistisch pathogene Keime ein-
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gestuft. Da aber gerade unter den opportunistisch pathogenen Spezies viele Ver-
treter Antibiotikaresistenzmechanismen besitzen, ist eine schnelle Identifizierung
des verursachenden Keimes fiir eine erfolgreiche Therapie sehr wichtig.

Lebensmittel stellen im Allgemeinen aufgrund des Nahrstoffreichtums durch
die enthaltenen Zucker, Mineralien und Vitamine ein ideales Substrat fiir das
Wachstum von Hefen dar [91]. Dies wird genutzt, um Hefen gezielt zur Pro-
duktion bestimmter Lebensmittel und auch Getrianke einzusetzen. So werden
einige Arten beispielsweise gezielt zur Produktion fermentierter Lebensmittel
eingesetzt, um deren Qualitdt zu verbessern [54]. Besonders Pichia-Arten, wie
beispielsweise P. anomala in Komboucha, sind wichtige Bestandteile fiir traditio-
nell fermentierte Produkte in Afrika, Lateinamerika und Asien [82]. Die Spezies
P. jadinii ist daftir bekannt, dass sie die Geschmacksbildung, sowie die Konsis-
tenz von Kése positiv beeinflussen kann, wenn sie der bakteriellen Starterkultur
zugesetzt wird [108]. Andere Arten sind dagegen als Lebensmittelverderber be-
schrieben, die beispielsweise hdufig aus Fruchtzubereitungen und Sauermilch-
produkten isoliert werden konnen [13,35]. Die hdufig vorkommenden Arten, die
als Kahmhefen bekannt sind, zdhlen ebenfalls zu den Verderbsorganismen, da
sie auf Fruchtsédften oder Wein einen charakteristischen Oberflachenfilm — eine
Kahmhaut - bilden kénnen. Zu ihnen zdhlen unter anderem P. membranifaciens
und [. orientalis.

Die mikrobielle Qualititsminderung bzw. der Verderb von Lebensmitteln durch
Hefen kann grofle Zeit-, Material- und Personalkosten fiir die herstellenden Be-
triebe nach sich ziehen. Eine zuverldssige und schnelle Artidentifizierung ist so-
mit entscheidend, um die Qualitat der Produkte zu erhalten bzw. Kosten durch
Kontaminationen moglichst gering zu halten. Eine exakte Identifizierung ist von
grofier Bedeutung, da das Vorhandensein von Hefen in Lebensmitteln je nach
vorliegender Spezies positive, aber auch negative Auswirkungen haben kann.

Auch in der Futtermittelindustrie nutzt man bereits seit Beginn des 20. Jahr-
hunderts den Einsatz lebender Hefen zur positiven Unterstiitzung der natiirli-
chen Darmflora von Nutztieren [20,27,106,120]. Nach einer ersten Definition von
Fuller 1989 [38] sind diese Hefen als probiotisch bekannt. Derzeit sind fiinf S. ce-
revisige-Stamme (CNCM 1-1079, CNCM 1-1077, NCYC 1026, NCYC Sc47, MUCL
39885) als probiotische Futtermittelzusdtze anerkannt und durch das europédische
Futtermittelgesetz zugelassen. Der Einsatz dieser probiotischen Futtermittelzu-
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sdtze verursacht allerdings Probleme bei der Qualitidtsbeurteilung von Futtermit-
teln, da hierfiir die quantitativ ermittelten Zellzahlen aller Hefen das entschei-
dende Kriterium zur Beurteilung des Futtermittels darstellen [118]. Dabei wird
jedoch keinerlei Bezug zur Herkunft der Hefen, ihrer potentiellen Pathogeni-
tat fiir das Tier, sowie ihrer tatsdchlichen Gefahr als Verderbniskeim hergestellt.
Gerade durch den Einsatz von Abbauprodukten aus der Lebensmittelindustrie
als Futtermittel sind allerdings haufig relativ hohe Hefekeimzahlen nachweisbar.
Diese Keimzahl wird zusitzlich durch probiotische S. cerevisiae erhoht, die, um
einen positiven Effekt garantieren zu konnen, in hohen Keimzahlen von 10® bis
10'° KBE/kg Futtermittel zugesetzt werden (European Commission Regulation
No. 1831/2003). Auch die Beurteilung von Produkten, die Kreuzkontaminatio-
nen verschiedener Probiotika beinhalten, bzw. die Beurteilung nicht ausreichend
deklarierter Produkte erweist sich als problematisch. Eine Identifizierung und
Differenzierung probiotischer und ubiquitdrer S. cerevisiae ist daher von grofser

Bedeutung.

1.2 Methoden zur Identifizierung von Hefen
1.2.1 FTIR-Spektroskopie

Erste Identifizierungen und Differenzierungen von Bakterien mit FTIR-Spektros-
kopie konnten bereits in den fiinfziger Jahren des 20. Jahrhunderts durchge-
fithrt werden [46]. Die nicht ausgereifte Gerdtetechnologie, aufgrund derer ein
extrem hoher Aufwand zur Berechnung der Fourier-Transformation der Inter-
ferogramme notig war, verhinderte jedoch zundchst einen routineméfiigen Ein-
satz. Erst durch die Computerweiterentwicklung der achtziger Jahre konnte sich
die FTIR-Spektroskopie etablieren. Sie findet heute unter anderem in der routi-
nemdfligen Identifizierung von Mikroorganismen im Lebensmittelbereich ihren
Einsatz [2,15,60,84,110,122].

In der FTIR-Spektroskopie wird der mittlere Infrarotbereich (4 000-500 cm™) ge-
nutzt, um Atome innerhalb eines Molekiilverbandes anzuregen und in Schwin-
gung zu versetzen. Die Emission und Absorption von Photonen wird im Strahlen-

gang des IR-Spektrometers gemessen und mit Hilfe der Fourier-Transformation
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in Spektren umgewandelt:

Fu{f(0} = Fw) = < [ fhe " a

Mit Hilfe dieser Integraltransformation lédsst sich fiir zeitliche Signale das Fre-
quenzspektrum berechnen. Dabei stellt f(t) die reelle Originalfunktion und F(w)
die Bildfunktion dar, wobei ¢ fiir die Zeit und w fiir die Winkelgeschwindigkeit
steht [46].

Die Energiezufuhr fiir die Anregung bestimmter Atome ist spezifisch, so dass
die Absorption funktioneller Molekiilgruppen spezifischen Wellenzahlen zuge-
ordnet werden kann [79]. Vor diesem Hintergrund ist die Zuordnung bestimmter
spektraler Bereiche zur Absorption unterschiedlicher Zellbestandteile moglich.
Helm et al. [47] deklarierten hierzu fiinf spektrale Fenster, die in Tabelle 1.2 auf-
gelistet sind. Fiir die Identifizierung von Hefen sind besonders drei Spektralbe-
reiche (in Abbildung 1.1 grau hinterlegt) geeignet [60]. Diese Bereiche enthalten
spektrale Informationen mit grofitmoglichem Differenzierungspotential fiir die
grofitmogliche Anzahl an Hefearten.

Tabelle 1.2: Absorption von Zellbestandteilen in spezifischen Bereichen des FTIR-

Spektrumes.
absorbierende Verbindungen spektraler Bereich
Fettsduren 30002800 cm™
1500-1400 cm™
Phospholipide etwa 1740 cm™!
Proteine, DNS/RNS 1800-1500 cm™
Polysaccharide 1200-900 cm™

In den Spektren spiegelt sich die chemische Zusammensetzung der Zellen wi-
der, die fiir unterschiedliche Organismen charakteristisch ist. Deshalb werden
FTIR-Spektren von Mikroorganismen auch als Fingerabdruck bezeichnet. Dieser
ist jedoch durch den sehr komplexen mikrobiellen Zellaufbau von stark {iberla-
gernden Banden im FTIR-Spektrum charakterisiert. Um dennoch Aussagen iiber
die Identitdt des betreffenden Mikroorganismus treffen zu kénnen, werden Ab-

leitungen des Absorptionsspektrums berechnet, fiir Hefen die zweite Ableitung,
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Absorption [AU]

Abbildung 1.1: FTIR-Spektren zweier Hefearten (grau und schwarz) mit zugeho-
rigen zweiten Ableitungen. Im vergoflerten Ausschnitt zwischen
1400-1200cm™ ist der Abschnitt der zweiten Ableitungen her-
vorgehoben, der das grofite Differenzierungspotential fiir die dar-
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und fiir einen Vergleich mit Spektren einer Referenzdatenbank herangezogen

[60].

Unbekannte Spektren lassen sich mit Hilfe von Referenzdatenbanken mit be-

kannten vergleichen. Mittels der Quantifizierung der spektralen Distanz konnen

Aussagen iiber die Identitdt gemacht werden. Dieser direkte Vergleich setzt so-

wohl die Einhaltung der standardisierten Methodik in der Probenaufbereitung

als auch die Wahl einer passenden Referenzdatenbank voraus.
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1.2.2 Kiinstliche neuronale Netze

In den letzten Jahren wird FTIR-Spektroskopie hdufig in Verbindung mit selbst-
lernenden kiinstlichen neuronalen Netzen (KNN) angewandt, um den steigen-
den Anforderungen nach immer genauer differenzierenden Methoden gerecht
werden zu konnen [16, 98, 99]. Gerade fiir den Bereich der mikrobiologischen,
medizinischen und biodiagnostischen Routineanalyse, in dem das Probenmate-
rial sehr komplex ist, erdffnet diese Kombination neue Moglichkeiten der Daten-
auswertung [103]. Durch den Einsatz von KNN steht eine mathematische Daten-
auswertung zur Verfiigung, die es ermoglicht, detaillierte Informationen aus den
FTIR-Spektren zu extrahieren.

Wie ihr biologisches Vorbild sind KNN aus Zellen — den Neuronen — aufgebaut.
Obgleich diese stark idealisiert werden, stehen auch sie miteinander in Verbin-
dung und koénnen ab Uberschreitung eines gewissen Schwellenwertes ihren Ak-
tivierungszustand d@ndern und so Informationen weiterleiten. Die Ausgabe bein-
haltet in den meisten Fillen eine Identitdtsfunktion, was der Zuordnung von un-
bekannten Daten zu bekannten, vorgegebenen Klassen entspricht. Handelt es sich
um die Identifizierung von Mikroorganismen, entsprechen die unbekannten Da-
ten gemessenen FTIR-Spektren. Die vorgegebenen Klassen stellen das gewtinsch-
te Zuordnungsschema zu einer bestimmten Gruppe von Mikroorganismen dar.

Um einen besseren Lernprozess zu ermdoglichen, werden gerade bei komple-
xen Klassifizierungen Netze ohne Riickkopplung (feedforward) mit sogenannten
shortcut connections eingesetzt. Feedforward-Netze stellen die Basis fiir sogenann-
te backpropagation-Netze dar [114], die aus einer Eingabeschicht (engl.: input layer),
einer Ausgabeschicht (engl.: output layer) und mindestens einer verborgenen Schicht
(engl.: hidden layer) bestehen (siehe Abbildung 1.2). Die verborgene Schicht, deren
Aktivitat im Allgemeinen verdeckt bleibt, wurde eingefiihrt, um die Leistungs-
tahigkeit des Netzes zu erhohen. Bei Netzen ohne Riickkopplung werden die
Informationen von der Eingabeschicht {iber die verborgene Schicht zur Ausga-
beschicht geleitet. Dabei gibt es keine Verbindung von einer hoheren zu einer
der vorgelagerten Ebenen und keine in sich riickgekoppelten Informationsfliisse
eines einzelnen Neurons. Durch die shortcut connections kann eine Schicht tiber-
sprungen werden. Eine weitere Verbesserung wird durch vollstandig verbundene

(engl.: fully connected) Netze erzielt, in denen jedes Neuron der zugrunde liegen-
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......... _ Eingabeschicht

Ebene 1 verborgene Schicht

Ausgabeschicht

Klasse1 Klasse2 Klasse3 Klasse4

N

Klasse Klasse Klasse Klasse Klasse Klasse Klasse Klasse Klasse Klasse Klasse Klasse Klasse Klasse Klasse Klasse
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Abbildung 1.2: Vollstdndig verbundenes dreischichtiges neuronales Netz, beste-
hend aus zwei Klassifizierungsebenen.

den Schicht mit jedem Neuron der darauf folgenden Schicht verbunden ist.

Die backpropagation gehort zu den Verfahren des tiberwachten Lernens. Der
Lernprozess aller neuronalen Netze beinhaltet eine Selbstmodifikation basierend
auf Versuch und Fehler. Besonders fiir die Klassifizierung von Mikroorganismen
bietet das iiberwachte Lernen den Vorteil, dass man dem Netz zu jeder Einga-
be (gemessenes Spektrum) die korrekte Ausgabe (zugehorige Klasse) vorgeben
kann. Zudem konnen Subnetze fiir einzelne Klassen von Mikroorganismen zu
einem Gesamtnetz verbunden werden, welches dadurch eine hohe Flexibilitat
und ein noch grofieres Klassifizierungspotential erhélt [103]. Dieses wird in Ab-
bildung 1.2 verdeutlicht, die den strukturellen Aufbau eines vollstandig verbun-
denen backpropagation-Netzes, bestehend aus einem Toplevel-Netz (Ebene 1) und
drei Sublevel-Netzen (Ebene 2), darstellt. Die hohe Flexibilitdt verbunden mit
dem grofieren Klassifizierungspotential eignet sich sehr gut, um nah verwandte
Gattungen, Arten und teilweise sogar Stimme der gleichen Art exakt voneinan-
der zu differenzieren.
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1.2.3 Molekularbiologische Methoden

Fiir die Artidentifizierung von Hefen wurden bislang vorwiegend klassische Me-
thoden, die physiologische, morphologische und biochemische Tests umfassen,
angewandt. Diese basieren auf der Untersuchung von Enzymprofilen und Wachs-
tumscharakteristika [22-24]. Ein seit Jahren hdufig angewandtes System stellt bei-
spielsweise das Identifizierungssystem nach Barnett [7] dar, bei welchem anhand
der artspezifischen Verstoffwechselung unterschiedlicher Kohlen- und Stickstotf-
quellen Riickschliisse auf die vorliegende Hefespezies gezogen werden. Das glei-
che Prinzip liegt den kéuflich zu erwerbenden Identifizierungskits, wie dem API-
System von bioMérieux, zugrunde. Diese traditionellen Techniken eignen sich
jedoch nur bedingt zur Identifizierung von nah verwandten Arten mit grofier
phénotypischer Ahnlichkeit, eine Unterscheidung von Stimmen der gleichen Art
ist in der Regel nicht moglich. Als nachteilig erweisen sich neben einem hohen
Zeitaufwand, der fiir die Durchfiihrung dieser Methoden benétigt wird, vor al-
lem die hdufig schwer zu interpretierenden Ergebnisse.

Seit einigen Jahren werden daher vermehrt unterschiedliche molekularbiologi-
sche Methoden eingesetzt, die sich sowohl zur Artidentifizierung als auch zur
Differenzierung auf Stammebene eignen. So werden Restriktionsenzymanalysen,
wie beispielsweise die Analyse des AFLP [72] und RFLP [3,33,104, 119], aber
auch PFGE [59,77] oder auf PCR-Analysen basierende Techniken wie RAPD [18,
25,94,117] angewandt. Zur Differenzierung auf Stammebene ist der Einsatz von
Mikrosatelliten-Primern bereits mehrfach beschrieben worden [5,48,55,68,92].

NL-1
—>
ITS 1 ITS 2
— 188 5,89 269 IGS1 1 55 | 1GS2
<_
NL-4
ITS IGS
Region Region

Abbildung 1.3: Ribosomale Genstruktur bei Hefen.

Bei diesen molekularbiologischen Methoden werden bestimmte Bereiche des
ribosomalen Hefengenoms untersucht (Abbildung 1.3), da sie universell vorhan-

den sind und funktionelle Gene sowie variable und nicht variable Genbereiche
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enthalten. Zur Unterscheidung verschiedener Hefearten eignen sich konservier-
te, fiir ribosomale Gene kodierende Bereiche (in Abbildung 1.3 grau markierte
Felder) [116]. Dagegen miissen zur Differenzierung auf Stammebene nicht kodie-
rende und daher weniger konservierte Genomabschnitte, wie die ITS- und die
IGS-Region [40], untersucht werden. Diese variablen Bereiche enthalten selbst
bei Stammen der gleichen Art Unterschiede in der DNS-Sequenz.

Die bekannteste molekularbiologische Methode zur Identifizierung von He-
fearten stellt die Sequenzierung der variablen D1/D2 Doméne am 5-Ende der
26S rDNS [34, 64, 65] dar. In Abbildung 1.3 ist der entsprechende Bereich durch
das verwendete Primerpaar NL-1 und NL-4 gekennzeichnet. Der stark varia-
ble Abschnitt der IGS 2-Region eignet sich dagegen durch den hohen Grad an
Sequenz-Polymorphismus sehr gut zur Stammtypisierung, beispielsweise von
S. cerevisiae [51].

1.3 Zielsetzung

Im Fokus dieser Arbeit stand die Etablierung eines zuverldssigen Systems zur
Identifizierung von Hefen in den Bereichen der Lebens- und Futtermittelindus-
trie sowie klinisch relevanter Hefearten, welches auf der Anwendung der FTIR-
Spektroskopie basiert. Zunachst sollte eine Uberarbeitung der bestehenden spek-
tralen Datenbank zur Identifizierung von Hefen aus dem Lebensmittelbereich
[60], sowie eine Erweiterung um Spektren neuer Isolate aus dem klinischen und
Futtermittelbereich erfolgen. Hierbei sollten unterschiedliche molekularbiologi-
sche Methoden zur Uberpriifung der Referenzisolate getestet und eingesetzt wer-
den.

Um komplexe Klassifizierungsprobleme, die gerade bei nah verwandten Arten
eine exakte Identifizierung erschweren, zu l6sen, wird die FTIR-Spektroskopie in
Verbindung mit KNN angewendet. Durch dieses erhohte Klassifizierungspotenti-
al sollte eine Differenzierung zwischen probiotischen und ubiquitdren S. cerevisiae
ermoglicht werden, die die Nutzung des Systems im Rahmen der Qualitdtskon-

trolle von Futtermitteln realisieren sollte.
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2 Material und Methoden

2.1 Referenzstimme

In der vorliegenden Arbeit wurde mit 800 Stimmen bzw. Isolaten von 48 Hefe-
arten, die 11 unterschiedlichen Gattungen angehoren, gearbeitet. Eine Auflistung
aller verwendeten Referenzstamme findet sich in Anhang A-C.

Es werden fiir alle Gattungen und Arten die teleomorphen Bezeichnungen
verwendet. Als Ausnahme wird fiir die Gattung Filobasidiella (teleomorph) die
anamorphe Bezeichnung Cryptococcus verwendet, da diese Bezeichnung in der

Fachliteratur gebrauchlicher ist.

2.1.1 Stammbhaltung

Fiir die Messung im FTIR-Spektrometer erfolgte die Anzucht der Hefen auf Yeast-
Glucose-Chloramphenicol (YGC)-Agar (Merck). Um moglichst reproduzierbare Be-
dingungen gewihrleisten zu konnen, wurde von diesem standardisierten Medi-
um eine grofiere Menge derselben Charge gelagert. Vor dem Kauf einer neuen
Charge wurden daher die Ergebnisse beider Chargen zunéchst auf Vergleichbar-
keit getestet. Die untersuchten Chargen waren ausschlieSlich der Kultivierung
fiir die FTIR-Spektroskopie vorbehalten.

Die Anzucht der Organismen im Rahmen der Stammbhaltung erfolgte auf nicht
getesteten Agarchargen. Der verwendete YGC-Agar (Merck) wurde mit 0,01 8/;
Bromphenolblau (YGCB) versetzt. Die je nach Stamm unterschiedlich stark aus-
gepragte Fahigkeit der Zellen diesen Farbstoff aufzunehmen resultiert in ver-
schieden gefarbten Einzelkolonien, was das Erkennen von Mischkulturen erleich-
tert.

Das Medium wurde fiir beide Anwendungsbereiche nach Angaben des Her-
stellers mittels eines Agarklavs sowie einer daran angeschlossenen GiefSmaschine
(beide Gerite von IBS Integra Biosciences) zu je 22 + 1 g pro Platte gegossen.

Die Inkubation der Platten fiir die Messung im FTIR-Spektrometer erfolgte
nach standardisierten Bedingungen bei 27 °C [60]. Obwohl unterschiedliche spe-
zies- und habitatabhdngige Optimaltemperaturen vorlagen, war die Wachstums-
fahigkeit der Zellen bei 27 °C eine Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Mes-
sung. Aus diesem Grund erfolgte auch die Stammhaltung bei 27 °C.
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Reaktivierung von Stimmen aus der Gefriertrocknung

Hefeextrakt-Dextrose-Bouillon (HDB)

Hefeextrakt 30g
Caseinpepton 100g
D(+) - Glucose - H,O 50g
Aqua dest. ad 1000 ml

Das Medium wurde in Reagenzrohrchen zu je 5ml aliquotiert und bei 121 °C
fiir 15 Minuten autoklaviert.

Fiir die Reaktivierung der lyophilisierten Stimme erfolgte eine Resuspension in
1 ml Bouillon. Ausgehend von dieser Zellsuspension wurde ein Drei-Quadranten-
Ausstrich auf YGCB-Agar gemacht. Anschlieffend wurden je 0,5ml der Suspen-
sion auf eine weitere YGCB-Agar Platte bzw. in die verbliebenen 4 ml Bouillon
gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 27 °C fiir etwa 48 Stunden. Bei ausreichen-
dem Wachstum erfolgte ausgehend vom Drei-Quadrantenaustrich eine weitere
Passage auf YGCB, um eine moglichst optimale Stoffwechselaktivitdat der Hefen

gewdhrleisten zu konnen.

Reaktivierung von Stimmen aus Glyzerinstocks

Zur Reaktivierung der bei -70 °C tiefgefrorenenen Mikroorganismen wurde mit
einer Stahlose dem entsprechenden Glyzerinstock eine ausreichende Zellmenge
entnommen und ein Drei-Quadranten-Ausstrich auf YGCB-Agar gemacht. Nach
einer Inkubation fiir etwa 48 Stunden bei 27 °C wurde auch hier eine zweite Pas-
sagierung zur Wiederherstellung einer intakten Stoffwechselaktivitat angeschlos-

sen.

2.1.2 Stammlagerung

Die Konservierung aller Referenzstimme und Isolate erfolgte in Glyzerinstocks
bei -70 °C.



2 Material und Methoden 28

Suspensionsmedium
Natriumglutamat 10,0g
Lactose - H,O 16,0g
Agar 10g
Ascorbinsdure 01g
Glyzerin 1200g
Aqua dest. ad 1000 ml

Das Suspensionsmedium wurde in Reagenzrohrchen zu je 5ml aliquotiert und
bei 121 °C fiir 15 Minuten autoklaviert.

Von einem maximal 3 Tage alten Drei-Quadranten-Ausstrich wurde reichlich
Zellmaterial in das Suspensionsmedium eingeriihrt, homogenisiert und auf zwei
Cryo-Rohrchen (2ml PP-Rohrchen, Greiner) aufgeteilt. Nach 12-24 Stunden La-
gerung bei 4 °C wurden die Stimme bei -70 °C tiefgefroren. Wahrend dieser Vor-
lagerung bei geringerer Temperatur wird den Zellen ermoglicht Glyzerin aufzu-
nehmen. Dadurch wird die Kristallbildung im Zellinneren, die zu einem Aufbre-
chen der Zelle fithren kann, verringert und so der Verlust an vitalen, rekultivier-
baren Zellen vermindert.

2.2 FTIR-Spektroskopie
2.2.1 Probenvorbereitung und Messung

Zur Probenaufbereitung wurden ausschliefSlich Ausstriche verwendet, die maxi-
mal 5 Tage alt waren. Hiervon wurde je Probe eine halbe Impftse (1 mm Durch-
messer) Zellmaterial abgenommen und mittels Drigalski-Spatel auf gedrittelten
YGC-Agarplatten verteilt. Die Inkubation erfolgte fiir 24 Stunden bei 27 °C.

Fiir die Messung wurde eine volle Impfose Material aus der Mitte des konflu-
enten Zellrasens abgenommen und in 100 pl autoklaviertem Wasser suspendiert.
Von dieser moglichst homogenen Suspension wurden 35l je Feld auf ein ZnSe-
Probenrad aufgetragen, welches anschlieflend etwa 45 Minuten bei 40 °C getrock-
net wurde.

Die Messung erfolgte im IFS 28B Spektrometer (Bruker) mit folgenden Messpa-

rametern:

e 6cm ! Auflosung
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* 10kHz scan speed
* Apodisation Blackman-Harris 3-term
o Zerofilling 4

Mit Hinblick auf die spédtere Verwendung der Spektren — die Erstellung einer Da-
tenbank bzw. die Etablierung eines KNN — wurden fiir jeden Stamm unabhéngige
Mehrfachmessungen durchgefiihrt.

2.2.2 Auswertung und Identifizierung der Spektren

Fiir die Auswertung wurde von den erhaltenen Spektren zunidchst die zweite
Ableitung gebildet und diese anschliefend normiert. Da durch die Ableitung
der Spektren das Hintergrundrauschen verstarkt wird, erfolgte zur Reduktion
des Rauschens zusétzlich eine Gldttung der zweiten Ableitung [102] an neun
Stiitzpunkten. Zur Uberpriifung der physikalischen Giite der Messdaten wurden
die Originalspektren einem Qualitdtstest [47] mit den in Tabelle 2.1 aufgefiihrten
Parametergrenzwerten unterzogen.

Bei bestandenem Qualitétstest erfolgte die Identifizierung in Opus 3.1® (Bru-
ker Optics GmbH) mit der bestehenden Referenzdatenbank fiir Hefen [60]. Ver-
glichen wurde an dieser Stelle die zweite Ableitung innerhalb folgender drei
spektralen Fenster: 3030-2830cm™, 1350-1200cm™ und 900-700 cm™ mit einer
Gewichtung von eins und einem Reprolevel von 30. Zusétzlich wurden Spektren

Tabelle 2.1: Parametergrenzwerte fiir den Qualitétstest der FTIR-Spektren.

Parameter Minimaler Maximaler
Grenzwert Grenzwert

Absorption [AU] 0,3 1,3

Rauschen [AY/ 4] 0,00015

Signal 1/Rauschen 200/1

Signal 2/Rauschen 40/1

Wasserdampf [AY/ 4] 0,0003

Signal 1/Wasserdampf 100/1
Signal 2/Wasserdampf 20/1
Fringes 0,00015
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des gleichen Stammes auf Reproduzierbarkeit mittels hierarchischer Clusterana-

lyse untersucht. Als Grenzwert wurde eine spektrale Distanz von 0,3 festgelegt.

2.2.3 Erweiterung der Datenbank zur Identifizierung klinisch relevanter
Hefearten

Von jedem Referenzstamm (Anhang A) wurden mindestens drei unabhdngige
Wiederholungsmessungen durchgefiihrt. Zwei reprasentative Spektren wurden
in die bestehende Datenbank zur Identifizierung von Hefen iibernommen und

diese so um 212 Spektren erweitert.

2.2.4 Validierung der Datenbank zur Identifizierung klinisch relevanter
Hefearten

Es wurden 104 Staimme zur Validierung der erweiterten Datenbank verwendet.
Pro Stamm wurden mindestens drei Spektren getestet. Betrachtet wurden die
ersten beiden Artnamen der Identifizierungshitliste, wobei zwischen drei Identi-
fizierungsergebnissen unterschieden wurde. Als korrekte Identifizierung des ein-
zelnen Testspektrums wurde definiert, dass die ersten beiden Ergebnisse den
korrekten Artnamen enthalten mussten. Wurde unter diesen Positionen nicht der
korrekte Artname angezeigt, wurde das Testspektrum als falsch identifiziert ge-
wertet. Die Mischung des korrekten und eines falschen Artnamens wurde als
nicht eindeutige Identifizierung definiert.

Da in der Datenbank zum Teil mehrere Spektren einzelner Stimme abgelegt
sind, wurden zwei aufeinanderfolgende Spektren des gleichen Stammes als ei-
ne Position in der Identifizierungshitliste gewertet. In diesen Fillen wurden auch
die in der Hitliste folgenden Positionen betrachtet. Ein Grenzwert fiir die Hitqua-
litit wurde nicht definiert, da die Datenbank auch um neue Arten mit wenigen
Stammen erweitert wurde, bei welchen deshalb im Rahmen der Validierung ent-

sprechend hohe Hitwerte zu erwarten waren.
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2.3 Training des KNN

Fiir die Etablierung des jeweiligen KNN erfolgte eine Einteilung der zur Verfii-
gung stehenden Stimme in Trainingsstimme, deren Spektren zum Aufbau des
KNN eingesetzt wurden, und Validierungsstimme, mit deren Spektren im An-
schluss eine Priifung des Systems auf Funktionsfahigkeit und Korrektheit durch-
gefiihrt wurde. Diese Validierungsspektren wurden nicht in den Trainingsprozess

des KNN integriert und waren daher dem System vollig unbekannt.

2.3.1 Zusammenstellung von Datensitzen

Vor Beginn des Trainings wurden mit den {iiberpriiften Spektren der Trainings-
stimme drei Datensétze erstellt (Tabelle 2.2).

Der Validierungsdatensatz wurde von der verwendeten Software automatisch
wiéhrend des Trainings fiir eine interne Validierung genutzt. Eine weitere interne
Validierung mit den Testspektren, welche zur Priifung der gewihlten Netzstruk-
tur diente, erfolgte anschlieflend manuell. Zum Abschluss wurde eine externe Va-
lidierung durchgefiihrt. Dem Issatchenkia-Pichia-Netz wurden hierbei insgesamt
1608 unbekannte Spektren von 179 Stammen der beiden Gattungen prasentiert,
dem S. cerevisine-Netz 965 unbekannte Spektren von 65 Stammen bzw. Isolaten
der fiinf probiotischen Futtermittelzusatze.

Tabelle 2.2: Datensétze fiir das Training des KNN.
Datensatz ~ Spektrenanzahl Spektrenanzahl Spektrenanzahl

je Stamm S. cerevisiae- Issatchenkia-

Netz Pichia-Netz
Training mindestens 8 1399 2026
Validierung 1 108 237
Test 1 108 237

2.3.2 Trainingssoftware

Das Training des kiinstlichen neuronalen Netzes wurde mit der Software Neu-
roDeveloper® (Synthon GmbH, Heidelberg) durchgefiihrt. Diese Software wur-
de fiir die Erstellung modulierbarer neuronaler Bibliotheken fiir die Klassifizie-
rung spektraler Daten entwickelt. Im Vordergrund steht die unabhiangige Wahl
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verschiedener Techniken der Datenvorbehandlung fiir jede Klassifizierungsstu-
fe [115].

Dementsprechend dient der FeatureDeveloper, das erste von vier aufeinander
aufbauenden Modulen, der Datenvorbehandlung, sowie der automatisierten Se-
lektion der am stdrksten diskriminierenden Wellenzahlen. Diese sind fiir eine
Klassifizierung relevant, da hier wichtige Diskrepanzen fiir die Differenzierung
zwischen den Klassen lokalisiert sind. Vorab werden im FeatureDeveloper die
vorhandenen Trainingsspektren definierten Klassen zugeteilt und mit den ge-
wahlten Parametern (Tabelle 2.3) zu Datensédtzen fiir das Training und die pro-
gramminterne Validierung zur Uberwachung des Trainingsprozesses verkniipft.

Der NeuroSimulator stellt das zweite Modul dar, welches zum Training der ein-
zelnen Netze dient. Es findet eine automatisierte Suche nach der vorteilhaftesten
Neuronenkombination statt, die zudem vom Anwender tiberwacht und jederzeit
manuell angehalten werden kann. Die Software verfdhrt nach dem ihr vorgege-
benen Lernalgorithmus und bietet dementsprechend die Neuronenkombination
an, bei der wiahrend der vom System durchgefiihrten internen Validierung der
geringste Fehler aufgetreten ist (best net so far).

In jedem Fall werden mit Hilfe der NeuroDeveloper® Software KNN vom Typ
fully connected backpropagation trainiert. Die hier trainierten KNN enthielten zu-
dem shortcut connections.

Im dritten Modul, dem ModuleDeveloper, lassen sich die vorher einzeln trai-
nierten Netze in der gewtinschten hierarchischen Struktur zu einem Gesamtnetz,

bestehend aus einem Toplevelnetz und den entsprechenden Sublevelnetzen, zu-

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die gewéhlten Parameter zur Datenvorbehandlung.

Parameter Einstellung

Ableitung Zweiter Grad mit Savitzky-Golay Algorith-
mus und neun Glattungspunkten

Normierung Vektornormierung iiber gesamten Spektral-
bereich

Spektralbereiche Fenster 1: 700~1800 cm™! /900-1800 cm™

Fenster 2: 2800-3100 cm’!
Algorithmus zur Auswahl Covar
der Wellenldnge/Bestpoints
Lernalgorithmus Resilient propagation (Rprop)
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sammenstellen.

Das jeweils trainierte KNN-Modell kann im Classification-Modul einer exter-
nen Validierung mit unbekannten Spektren unterzogen werden. Die hierbei ge-
testeten Stdimme sind in Anhang B und C aufgelistet.

2.4 Biochemische und molekularbiologische Methoden

2.4.1 Methoden zur Artidentifizierung

API ID32C (bioMérieux)

Als Ausgangsmaterial zur Anwendung des API ID32C wurde eine junge Vor-
kultur (24-48 Stunden) bendétigt, die auf YGCB-Agar fiir etwa 40 Stunden bei
30°C angezogen wurde. Die Teststreifen wurden nach Anleitung des Herstel-
lers beimpft und nach 24, sowie 48 Stunden abgelesen. Die Auswertung erfolgte

mittels apiweb Software (bioMérieux, http:/ /apiweb.biomerieux.com).

26S rDNS-Sequenzierung

Die Zellanzucht erfolgte auf YGCB-Agar bei 27 °C fiir 48 Stunden. Fiir die Her-
stellung von Zell-Lysaten wurde eine definierte Menge Zellmaterial in 200l
sterilem MilliQ Wasser suspendiert und mittels Zirkoniumsilikatperlen (0,5 mm,
Roth) in einem FastPrep®-24 Gerdt (MP Biomedicals) bei 6,5™/s zweimal 45 Se-
kunden aufgeschlossen. Diese Suspension wurde bei 13 000 U/ min fiir 3,5 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand bei -21 °C bis zum weiteren Gebrauch tiefgefro-
ren.

Die spezifische Vervielfaltigung des 579bp langen DNS-Abschnittes der va-
riablen D1/D2 Domane am 5-Ende der 26S rDNS erfolgte mittels PCR und
wurde nach Kurtzman & Robnett [65] unter Verwendung der Primer NL-1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3") und NL-4 (5-GGTCCGTGTTTCAAG
ACGG-3’) durchgefiihrt. Der 50 ul Ansatz enthielt 8 ul Lysat als Template, 0,5l
je Primer [50 pmol/ ul, 51l 10x Thermoprime Standard Buffer (ABgene), 2l dNTP
Mix [20 mM] (ABgene), 3ul MgCl, [25 mM] (ABgene), 0,1 pul Thermoprime Taq
Polymerase® (ABgene) und 30,9 pl steriles MilliQ Wasser. Die Amplifizierung er-
folgte in einem T3000 Thermocycler (Biometra) unter folgenden PCR-Bedingung-

en:



2 Material und Methoden 34

Initiale Denaturierung 1 Zyklus  95°C, 5 Minuten

Denaturierung 95°C, 20 Sekunden
Annealing 30 Zyklen 55°C, 40 Sekunden
Elongation 72 °C, 2 Minuten
Finale Elongation 72°C, 7 Minuten

Zur Uberpriifung der PCR wurde eine Agarosegelelektrophorese in horizon-
talen Elektrophoresekammern der Firma Peqlab durchgefiihrt. Zur Herstellung
von 1%igen (w/v) Agarosegelen wurde die entsprechende Menge Agarose (Sea-
Kem® Agarose, Roth) mit 1x TAE Puffer versetzt, in der Mikrowelle geldst und
nach dem Abkiihlen auf Handwédrme luftblasenfrei in den Geltrdger gegossen.
Nach der Polymerisierung des Geles wurde dieses vollstindig mit 1x TAE-Puffer
tiberschichtet. Die PCR-Produkte wurden vor dem Auftragen mit 6x LoadingDye
(MBI Fermentas) im Verhdltnis 5:1 vermengt und in die Taschen pipettiert. Die-
se wurde so mit jeweils 6 ul PCR-Produkt geladen. Fiir die spédtere Auswertung
wurden zusétzlich 4 pul GeneRuler DNA Ladder Mix (#SM1173, MBI - Fermentas)
als Standard auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der DNS-Fragmente er-
folgte bei einer Spannung von 90V (Standard Power Pack P25, Biometra) fiir
etwa 45min. Anschlieffend wurden die Gele fiir die fotografische Auswertung
in einer Ethidiumbromidlosung (EtBr-Farbelosung) 20-30 min gefarbt und durch

UV-Transillumination im Imagemaster® VDS (Pharmacia Biotech) visualisiert.

50x TAE-Puffer
(Stammlosung) 2M Tris Base
50mM EDTA

mit konzentrierter Essigsdure auf pH 8,0 einstellen

EtBr-Féarbelosung

0,5ug/ml EtBr in Aqua dest.

Wurden die spezifischen PCR-Produkte mit etwa 579bp Lange erhalten, folg-
te die Reinigung des verbleibenden Volumens nach Protokoll des QIA-quick
PCR Purification Kits (QIAGEN). Die Sequenzier-PCR wurde extern durch die
Firma GATC Biotech AG durchgefiihrt. Die Identifizierung der erhaltenen Nu-
kleotidsequenzen erfolgte {iber eine Datenbankrecherche mit BlastN bei NC-
BI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Zur zusétzlichen Uberprijfung der
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Blast-Ergebnisse wurden mit den Sequenzen Alignments in ClustalX 1.81 [109]
errechnet und die entsprechenden phylogenetischen Baume in TREECON fiir
Windows 3.1b visualisiert [85]. Es wurden auch Referenzsequenzen offizieller
Stamme von NCBI (http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) in die Berechnungen

aufgenommen.

2.4.2 Methoden zur Stammdifferenzierung

6-PCR

Die Stimme wurden in 5ml HDB iiber Nacht bei 27 °C angezogen. Zur Isolati-
on genomischer DNS aus Zellen wurde das NucleoSpin® Tissue Kit (Macherey-
Nagel) mit den Protokollangaben fiir kultivierte Zellen verwendet.

Um fiir die spatere PCR-Reaktion eine definierte Konzentration an DNS ein-
stellen zu kdnnen, wurde die Menge der erhaltenen DNS in "&/; mit Hilfe des
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometers (NanoDrop Technologies) ermittelt.
Hierzu wurden 2l Elutionspuffer als Referenz bzw. 2l je PCR-Produkt auf-
getragen.

Die PCR-Amplifizierung erfolgte nach Ness et al. [80] unter Verwendung des
Primerpaares &-1 (5'-CAAAATTCACCTATA/TTCTCA-3’) und -2 (5'-GTGGATTT
TTATTCCAACA-3’) im 50l Ansatz. Fiir jeden Ansatz wurden 50 ng/pl DNS,
0,5ul je Primer [50 meI/pl]/ 5ul 10x Thermoprime Standard Buffer (ABgene),
2pul ANTP Mix [20 mM] (ABgene), 3 ul MgCl, [25 mM] (ABgene), 0,1 ul Thermo-
prime Taq Polymerase® (ABgene) und 30,9 pl steriles MilliQ Wasser eingesetzt.
Die Uberpriifung der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese,
je Ansatz wurde ein Volumen von 7pl auf ein 2%iges (w/v) Gel geladen. Die
Auftrennung der PCR-Fragmente erfolgte bei 100V fiir 90-120 Minuten.

dHPLC

Die Anzucht der Zellen erfolgte auf YGCB-Agar bei 27 °C fiir 48 Stunden. Zur Iso-
lation der DNS wurde das InstaGene™ Matrix Kit (Bio-Rad Laboratories) nach
den Herstellerangaben zur DNS-Praparation aus Bakterien verwendet. Zur An-
wendung dieses Protokolls auf Hefezellen wurde eine Modifizierung des ersten
Arbeitsschrittes vorgenommen. So wurden die Zellen direkt in 200 pl InstaGene-
Matrix-Losung suspendiert und bei 56 °C fiir 30 Minuten inkubiert. Die isolierte



2 Material und Methoden 36
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Abbildung 2.1: Ribosomale Genstruktur bei Hefen. Die Lage der beiden IGS-2
Primer ist mit Pfeilen markiert.

DNS wurde bei -21 °C bis zum weiteren Gebrauch tiefgefroren.

Fiir die Amplifizierung eines 200 bp langen rDNS-Fragmentes der IGS 2-Region
(Abbildung 2.1) wurden die fiir S.cerevisiae spezifischen Primer pIGS2-fp (5’-
CGGGTAACCCAGTTCCTCACT-3’) und pIGS2-rp (5'-GTAGCATATATTTCTTG
TGTGAGAAAGGT-3") verwendet [51]. Der 25 ul Ansatz enthielt 2,5ul DNA als
Template, 1,5pl je Primer [600 rlm01/}11], 2,51l 10x Optimase Reaction Buffer mit
15mM MgSO, (Transgenomic), 2,5 ul ANTP Mix [2mM] (Transgenomic), 0,5 ul
Optimase® [2,5 units] (Transgenomic) und 14 ul AMPU-Wasser (Fresenius Ka-
bi Deutschland GmbH). Die Amplifizierung wurde in einem T3 Thermocycler
(Biometra) unter folgenden PCR-Bedingungen durchgefiihrt und anschliefiend
mittels Agarosegelelektrophorese tiberpriift:

Initiale Denaturierung 1 Zyklus = 95°C, 5 Minuten

Denaturierung 95°C, 30 Sekunden
Annealing 30 Zyklen 54°C, 30 Sekunden
Elongation 72 °C, 40 Sekunden
Finale Elongation 72 °C, 5 Minuten

Die dHPLC-Analyse wurde von Dipl.-Ing. Mathias Hutzler am Lehrstuhl fiir
Brauereitechnologie II (Technische Universitdt Miinchen) durchgefiihrt [51]. Sie
erfolgte am WAVE® System 3500 (Transgenomic), wobei je PCR-Produkt 3 pl auf
den automatisierten Probennehmer des Systems aufgetragen wurden. Wahrend
der dHPLC wurde dieses Fragment tiber eine DNASep-HT-Saule (Transgeno-
mic) temperaturbedingt aufgetrennt und durch die Pufferlosungen A (0,1 M Tri-
methylammoniumacetat) und B (0,1 M Triammoniumacetat in 25% Acetonitril,

beide Transgenomic) abgewaschen. Aufgrund der polymorphen DNS-Sequenz
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kann das amplifizierte Fragment stammabhéngig unterschiedlich stark an die
Sdule binden, wobei die Bindeaffinitit umso hoher ist, je grofier der GC-Anteil
innerhalb dieses Sequenzabschnittes ist. Mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes
kann der Denaturierungszeitpunkt gemessen werden und als Peakprofil darge-
stellt werden. Zur Datenanalyse wurde die Navigator™ Software Version 1.5.4

(Transgenomic) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung einer Datenbank zur Identifizierung klinisch

relevanter Hefearten
3.1.1 Entwicklung und Bewertung der Datenbank

Zur Erschlieffung der bestehenden FTIR-Datenbank fiir den Bereich der klini-
schen Diagnostik musste zundchst eine Erweiterung um Spektren klinischer Iso-
late erfolgen. Da die lehrstuhleigene Stammsammlung vorwiegend Lebensmittel-
isolate enthdlt, wurden klinische Stamme, isoliert aus Patientenproben, von zwei
externen Kooperationspartnern bezogen. Dies war das Mykologische Labor der
Dermatologischen Klinik und Poliklinik der Technischen Universitdt Miinchen
sowie das Institut fiir Medizinische Mikrobiologie des Universitatsklinikums der
RWTH Aachen. Alle erhaltenen Staimme waren im Vorfeld durch die im jeweili-
gen Labor etablierten Methoden identifiziert worden.

Eine Gesamtliste aller Stimme findet sich in Anhang A. Diese Liste umfasst
weiterhin offizielle Sammlungsstamme fiir Arten, die neu in die Sammlung auf-
genommen wurden. Insgesamt wurden 210 Stamme von 30 klinisch relevanten
Arten zur Erweiterung und Validierung der FTIR-Datenbank verwendet. Im Zuge
der Isolatsammlung wurde darauf geachtet, dass neben den héufig auftretenden
Candida-Arten auch Arten selten auftretender Gattungen, wie Cryptococcus und
Trichosporon, vertreten waren.

In Tabelle 3.1 ist ein Uberblick iiber die verwendeten Spezies gegeben. Die Iden-
titat aller Staimme wurde nach Erhalt nochmals tiberpriift. Bei Arten, die bereits
in der Datenbank enthalten waren, erfolgte dies mit Hilfe der bestehenden FTIR-
Datenbank. Die Identitdt von Stimmen, deren Spezies nicht in der Datenbank
enthalten war, wurde mittels 265 rDNS-Sequenzierung iiberpriift (Tabelle 3.1).
Hierzu wurde eine HCA der FTIR-Spektren durchgefiihrt und anhand der sich
ergebenden Clusterbildung reprasentative Staimme fiir eine Sequenzierung aus-
gewdhlt. Ebenso wurden einzelne atypische Stimme, deren Spektren nicht in ein
Cluster mit Spektren anderer Stimmen der gleichen Art fielen, mittels 26S rDNS-
Sequenzierung hinsichtlich ihrer Identitit tiberpriift.
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Tabelle 3.1: Stammiibersicht iiber die klinisch relevanten Hefearten.

Spezies

Anzahl der
Stimme
insgesamt

Anzahl der
sequenzierten
Stamme

. africana

. albicans

. catenulata

. dubliniensis
glabrata

. inconspicua
. parapsilosis
. pararugosa
. Tugosa

. tropicalis

C. zeylanoides
CL. lusitaniae
Cr. albidus

Cr. carnescens
Cr. diffluens
Cr. laurentii
Cr. neoformans
Cr. terreus

Cr. uniguttulatus
D. hansenii

G. geotrichum
I. orientalis

K. marxianus
P. guilliermondii
P. jadinii

T. asahii

T. cutaneum

T. ovoides

Y. lipolytica
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11
74
1
14
12
2
12
1
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30 Spezies

210

95

Die beiden nah verwandten Arten C. albicans und C. africana wiesen eine iden-
tische 26S rDNS-Sequenz auf und konnten auch nicht mittels aktuellen API-
Systemen, in denen die Spezies C. africana nicht enthalten ist, differenziert wer-

den. Da bislang auch keine C. africana-Spektren in der Datenbank hinterlegt sind,
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wurde zur eindeutigen Differenzierung der beiden Arten eine HCA durchge-
fiihrt. Wie in Abbildung 3.1 beispielhaft fiir eine geringere Stammanzahl darge-
stellt, bildeten Stamme der beiden Spezies ein deutlich voneinander getrenntes
Cluster im Dendrogramm. Zur Abschédtzung des Differenzierungspotentials der
FTIR-Spektroskopie wurden in Anlehnung an eine bereits veroffentlichte Stu-
die [111] zusatzlich Spektren der ebenfalls nah verwandten Art C. dubliniensis in
die HCA miteinbezogen. Diese Spektren wiesen eine geringere spektrale Distanz
zu C. albicans-Spektren auf als die Spektren der C. africana-Stamme, bildeten aber
nichtsdestotrotz ein getrenntes Cluster. Aufgrund der deutlich voneinander ge-
trennten Cluster war die Zuordnung von Spektren zu einer dieser drei Arten und
damit auch eine Differenzierung zwischen C. albicans- und C. africana-Stammen
moglich.

Heterogenitat
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Abbildung 3.1: HCA der nahverwandten Arten C. africana, C. albicans und C. du-
bliniensis. Spektrale Fenster 3030-2800cm™, 1350-1200cm,
900-700 cm!, 2. Ableitung, Wards Algorithmus.
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Das klinische Stammset wurde unter Berticksichtigung der in der bestehenden
Datenbank bereits enthaltenen Art- und Stammzahlen in Referenz- und Validie-
rungsstimme geteilt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass bei neu zu integrie-
renden Arten mehr Staimme zur Erweiterung der Datenbank als zur Validierung
genutzt werden. So wurden beispielsweise mehr als 60 % der zur Verfiigung ste-
henden C. africana- und C. dubliniensis-Stamme in die Datenbank integriert. Die
Arten C. inconspicua, T. cutaneum und T. ovoides waren aufgrund der geringen
Anzahl an klinischen Stdimmen nicht in der Validierung vertreten. Aber auch bei
einigen bereits in der Datenbank vertretenen Arten, wie C. parapsilosis, C. glabrata
und C. tropicalis wurde eine hohere Anzahl an Stimmen zur Datenbankerweite-
rung verwendet, da die Spektren der klinischen Stimme deutliche Unterschiede
zu Spektren von Stimmen aus dem Lebensmittelbereich aufwiesen. Bei C. albicans
stand aufgrund des hdufigen Vorkommens dieser Art eine sehr hohe Anzahl an
Stammen zur Verfiigung. Anhand von HCA wurde jedoch eine geringe phéanoty-
pische Varianz festgestellt, die in Abbildung 3.1 anhand der geringen spektralen
Heterogenitét erkennbar ist. Daher wurden vorwiegend atypische Stimme in die
Datenbank integriert und mehr als die Halfte der Staimme fiir die Validierung
verwendet.

Um das Potential der Datenbank testen zu konnen, wurden bei einigen seltene-
ren Arten, trotz geringer Stammanzahl in der bestehenden Datenbank und gerin-
ger Anzahl an klinischen Stimmen, mehr Stimme fiir die Validierung verwendet.
So wurden beispielsweise Spektren der Spezies C. catenulata, C. pararugosa, C. ru-
gosa, Cr. albidus, Cr. diffluens, Cr. carnescens und Tr. cutaneum, von welchen jeweils
nur ein Stamm aus Patientenproben vorhanden war, zur Validierung verwendet.
Diese Arten waren jedoch, mit Ausnahme von Cr. diffluens und Cr. carnescens mit
nur einem Stamm, bereits mit mindestens drei Stimmen in der Datenbank ver-
treten. Von den insgesamt 210 Stimmen wurden 107 Referenzstimme zur Erwei-
terung der Datenbank verwendet. Mit den verbleibenden 103 Stimmen wurde
eine Validierung dieser Datenbank durchgefiihrt (Tabelle 3.2).

Zur Validierung der erweiterten Datenbank standen insgesamt 538 Spektren
zur Verfiigung. Wie aus Tabelle 3.3 hervorgeht, wurden 87,4 % dieser Spektren
richtig identifiziert, 6,1 % nicht eindeutig und 6,5% der Validierungsspektren
wurden falsch identifiziert. Die Spektren von 12 Arten wurden zu 100 % rich-
tig identifiziert, darunter waren die beiden hédufig isolierten Arten C. glabrata
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Tabelle 3.2: Stammdibersicht zur Erweiterung und Validierung der Datenbank.

Spezies Stamman-  Stamman-  Stamman-  Bisherige
zahl zahl fiir die  zahl fiir die Stamman-
insgesamt Datenbank  Validierung zahl in der

Datenbank

C. africana 11 7 4 -

C. albicans 74 28 46 7

C. catenulata 1 - 1 3

C. dubliniensis 14 11 3 -

C. glabrata 12 8 Z 19

C. inconspicua 2 2 - 3

C. parapsilosis 12 7 5 25

C. pararugosa 1 - 1 5

C. rugosa 1 - 1 7

C. tropicalis 10 5 5 15

C. zeylanoides 6 3 3 12

Cl. lusitaniae 5 3 2 19

Cr. albidus 1 - 1 8

Cr. carnescens 1 - 1 1

Cr. diffluens 1 - 1 1

Cr. laurentii 2 1 1 7

Cr. neoformans 7 5 2 =

Cr. terreus 2 1 1 -

Cr. uniguttulatus 6 3 3 -

D. hansenii 5 2 3 74

G. geotrichum 5 3 2 16

L. orientalis 9 4 5 134

K. marxianus 2 - 2 45

P. guilliermondii 8 5 3 35

P. jadinii 2 1 1 17

T. asahii 3 2 1 3

T. cutaneum 1 1 - 7

T. ovoides 2 2 — 20

Y. lipolytica 4 3 1 13

Summe 210 107 103 496

und [. orientalis sowie die vier neu integrierten Arten C. africana, Cr. neoformans,
Cr. terreus und Cr. uniguttulatus. Die Validierungsspektren von vier Arten, dar-
unter C. albicans und C. parapsilosis, wurden zu iiber 90 % richtig identifiziert.

Als einzige der hdufig auftretenden Arten wurden Spektren von C. tropicalis-
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Staimmen zu lediglich 44,1 % richtig identifiziert. Bei weniger hdufigen Arten,
die dementsprechend nur mit geringer Stammanzahl in der Datenbank vertreten
sind, zeigten sich ebenfalls noch Schwachpunkte. So wurden bei sechs Arten al-
le Spektren nicht eindeutig bzw. falsch identifiziert. Bei den Arten C. catenulata,

Cr. carnescens und T. asahii wurden sogar alle Spektren falsch identifiziert.

Tabelle 3.3: Validierungsergebnisse der Datenbank fiir klinisch relevante

Hefearten.
Spezies Gesamt- korrekt nicht falsch
anzahl der identifizierte eindeutig identifizierte

Spektren  Spektren (%) identifizierte  Spektren (%)
Spektren (%)

C. africana 16 16  (100) 0 0
C. albicans 245 231 (94,3) 9 (3,7) 5 (2,0
C. catenulata 8 0 0 8 (100)
C. dubliniensis 19 14 (73,7) 5 (26,3) 0
C. glabrata 34 34 (100) 0 0
C. parapsilosis 42 39  (92,9) 2 (4,8) 1 (23
C. pararugosa 4 0 1 (25,0 3 (75,0)
C. rugosa 2 0 1 (50,0) 1 (50,0)
C. tropicalis 34 15 (44,1) 8 (23,5 11 (324)
C. zeylanoides 14 13 (92)9) 1 (7,1) 0
Cl. lusitaniae 6 6  (100) 0 0
Cr. albidus 3 3  (100) 0 0
Cr. carnescens 3 0 0 3  (100)
Cr. diffluens 3 0 3 (100) 0
Cr. laurentii 4 3 (75,0) 1 (25,0 0
Cr. neoformans 6 6  (100) 0 0
Cr. terreus 3 3  (100) 0 0
Cr. uniguttulatus 9 9 (100) 0 0
D. hansenii 9 9  (100) 0 0
G. geotrichum 16 16  (100) 0 0
I. orientalis 15 15  (100) 0 0
K. marxianus 20 19  (95,0) 1 (5,0) 0
P. guilliermondii 11 11 (100) 0 0
P. jadinii 3 3 (100) 0 0
T. asahii 3 0 0 3 (100)
Y. lipolytica 6 5 (83,3) 1 (16,7) 0
Summe 538 470 (87,4) 33 6,1) 35 (6,5)
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3.1.2 Vergleich mit API ID32C

Das API ID32C-System von bioMérieux kommt in der routineméfSiigen Hefeni-
dentifizierung der klinischen Diagnostik besonders hadufig zum Einsatz. Es ba-
siert auf der Assimilationsreaktion verschiedener Substrate, die anhand von Trii-
bung visuell erkannt werden kann. Um dieses System mit der FTIR-Spektroskopie
vergleichen zu konnen, wurden 50 Staimme, die zur Validierung der Datenbank
verwendet wurden, parallel mit API ID32C identifiziert.

Die Auswahl der Stimme erfolgte in Anlehnung an die in aktuellen Studien
veroffentlichten Daten zum Auftreten klinisch relevanter Arten [89,101,112]. So
wurden vorwiegend Arten fiir diesen Test gewdhlt, die sich durch ein hdufige-
res Auftreten und damit verbunden einer grofleren klinischen Signifikanz aus-
zeichnen. Fur C. albicans wurde daher eine besonders hohe Anzahl, die sowohl
typische als auch atypische Stimme umfasst, ausgewihlt. Ein Uberblick der ge-
testeten Staimme je Art findet sich in Tabelle 3.4. Zur Auswahl reprasentativer
Staimme wurde jeweils eine HCA der FTIR-Spektren fiir Vertreter der gleichen
Art durchgefiihrt. Basierend auf den sich bildenden Clustern wurden einzelne
Stimme ausgesucht, sodass die phdnotypische Varianz innerhalb der vorliegen-
den Arten moglichst abgedeckt wurde.

Die exakten Identifizierungsergebnisse fiir jeden Stamm sind in der Anhangsta-
belle A aufgefiihrt. Der Ansatz und die visuelle Auswertung der API-Teststreifen
erfolgte entsprechend den Herstellerangaben nach 24 und 48 Stunden. Die Iden-

Tabelle 3.4: Stammiibersicht fiir die Identifizierung mit API ID32C.
Spezies Stammanzahl
C. albicans 20
C. dubliniensis 3
C. glabrata
C. parapsilosis
C. tropicalis
Cl. lusitaniae
Cr. neoformans
Cr. uniguttulatus
L. orientalis
9 Spezies 50

Q1 W NN O U1 =
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Tabelle 3.5: Ubersicht der richtig identifizierten Stimme mittels FTIR-Datenbank

und API ID32C.
Spezies Stamm- FTIR- API ID32C API ID32C
anzahl  Datenbank (%) 24 Stunden (%) 48 Stunden (%)
im Test
C. albicans 20 19 (95,0) 12 (60,0) 20 (100)
C. dubliniensis 3 1 (33,3) 2 (66,7) 2 (66,7)
C. glabrata 4 4  (100,0) 1 (25,0) 4 (100,0)
C. parapsilosis 5 4 (80,0) 0 4 (80,0)
C. tropicalis 6 2 (33,3) 1 (16,7) 0
Cl. lusitaniae 2 2 (100,0) 0 0
Cr. neoformans 2 2 (100,0) 0 1 (50,0)
Cr. uniguttulatus 3 3 (100,0) 0 0
L. orientalis 5 5 (100,0) 5  (100,0) 5  (100,0)
9 Spezies 50 42 (84,0) 21 42,0) 36 (72,0)

tifizierung erfolgte mittels apiweb Software, welche als Resultat die Arten an-
gibt, deren Verwertungsschema die grofite prozentuale Ubereinstimmung zum
vorliegenden Verwertungsmuster besitzen. Bei einer eindeutigen Identifizierung
wird vom System der Speziesname mit der groten Ubereinstimmung angege-
ben. Zusitzlich wird angezeigt, welche Art die zweitgrofite Ubereinstimmung
besitzt. Der prozentuale Abstand dieser beiden Namen lafst einen Riickschluss
auf die Qualitdt der Identifizierung zu. Diese ist umso verldsslicher, je grofier
der Abstand zwischen den aufgefiihrten Arten ist. Bei nicht eindeutigen Identi-
tizierungen tauchen mehrere Speziesnamen mit geringem prozentualen Abstand
auf.

Im Gegensatz dazu wird bei der Identifizierung mittels FTIR-Datenbank fiir
jedes Spektrum eine Liste der 12 dhnlichsten Referenzspektren mit absteigender
spektraler Ahnlichkeit angezeigt. Da alle vorliegenden Spektren je Stamm mit-
tels Datenbank identifiziert werden sollten, musste definiert werden, wann ein
Stamm als korrekt bzw. falsch identifiziert gewertet wird. Dadurch konnte das
Identifizierungsergebnis des API ID32C mit der Datenbankidentifizierung vergli-
chen werden. So wurde im Vorfeld festgelegt, dass eine richtige Identifizierung
des Stammes vorliegt, wenn fiir alle Spektren dieses Stammes an erster Position
der Ergebnisliste die korrekte Artbezeichnung steht.

Mit Hilfe der FTIR-Datenbank wurden 42 (84,0 %) der insgesamt 50 getesteten
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Stimme richtig identifiziert. Besonders hervorzuheben ist, dass finf Arten zu
100 % richtig identifiziert wurden, darunter die beiden haufigen Arten C. glabrata
und . orientalis, aber auch die weniger hdufigen Arten CI. lusitaniae, Cr. neoformans
und Cr. uniguttulatus. Bei C. albicans und C. parapsilosis wurde lediglich ein Stamm
falsch identifiziert. Dagegen lag die Quote der korrekt identifizierten Stamme bei
C. dubliniensis und C. tropicalis nur bei etwa 30 %.

Mittels API ID32C wurden nach 24 Stunden Inkubation lediglich 21 Stimme
(42,0 %) richtig identifiziert. Die Anzahl der korrekt identifizierten Stimme stieg
jedoch nach 48-sttindiger Inkubation der API-Teststreifen auf 36 (72,0 %). So wa-
ren nach 48 Stunden drei der neun getesteten Arten zu 100 % richtig identifi-
ziert. Anzumerken ist jedoch, dass ein C. tropicalis-Stamm nach 24 Stunden Inku-
bation richtig identifiziert wurde, nach 48 Stunden allerdings weitere fiir diese
Art seltene positive Reaktionen auftraten, die schliefslich zu einem falschen End-
ergebnis fithrten. Dieses Ergebnis konnte in zwei unabhéngigen Experimenten
reproduziert werden, der vorliegende Stamm stellt somit einen atypischen Ver-
treter dieser Spezies dar. Die guten Identifzierungsergebnisse mittels API ID32C
beschrankten sich jedoch auf die hdufig vorkommenden Arten C. albicans, C. gla-
brata und L. orientalis. Bei zwei Arten (C. dubliniensis und Cr. neoformans) wurden
50-60 % der Stamme richtig identifiziert. Die Staimme der drei Arten C. tropicalis,
Cl. lusitaniae und Cr. uniguttulatus wurden alle falsch identifiziert.

Insgesamt wurden mehr Arten mittels FTIR-Datenbank richtig identifiziert als
mittels API ID32C. Die Datenbankergebnisse weisen zudem keine komplett falsch
identifizierten Arten auf. Wahrend mit beiden Identifizierungssystemen dhnlich
gute Ergebnisse fiir hdufig auftretende Arten, wie C. albicans oder C. glabrata
erzielt wurden, zeigten sich dagegen deutliche Unterschiede bei der Identifi-
zierung weniger hdufiger Arten, wie beispielsweise Cl. lusitaniae. Hier lag die
Erfolgsrate der Datenbankidentifizerungen wesentlich hoher als die der API-

Identifizierungen.
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3.2 Identifizierung der lebensmittelrelevanten Hefegattungen

Issatchenkia und Pichia

Die Gattung Pichia zahlt mit derzeit 91 beschriebenen Arten zu einer der grofsten
beschriebenen Hefegattungen, die Gattung Issatchenkia dagegen stellt mit fiinf be-
kannten Arten eine der kleinsten Hefegattungen dar [62]. Beide Gattungen sind
im Lebensmittelbereich weit verbreitet und werden héufig aus unterschiedlichs-
ten Produkten isoliert. Wahrend einige Arten eine essentielle Rolle in der Pro-
duktion bestimmter Lebensmittel spielen, konnen andere Arten als Verderbsor-
ganismen erheblichen Schaden verursachen. Eine eindeutige Identifizierung auf
Artebene ist somit ein wichtiger Aspekt der Qualitdtssicherung in diesem Be-
reich.

Fir die Etablierung eines Identifizierungssystems basierend auf FTIR-Spek-
troskopie und KNN standen 237 Stamme zur Verfiigung, die alle fiinf derzeit
beschriebenen Issatchenkia-Arten sowie die 16 hdufigsten Pichia-Arten im Lebens-
mittelbereich reprasentieren (Tabelle 3.6). Die Auswahl der Pichia-Arten erfolg-
te in Anlehnung an eine Studie von Kurtzman & Robnett [64], in welcher die
phylogenetischen Beziehungen von 500 Ascomyceten-Spezies mittels 26S rDNS-
Analyse untersucht wurden. Hier wurde ein hoher Verwandtschaftsgrad zwi-
schen den fiinf Issatchenkia- und 11 Pichia-Arten, die grofitenteils in Abhdngigkeit
ihrer Lebensmittelrelevanz in das System integriert wurden, festgestellt.

Bei der Auswahl der Stimme wurde die Haufigkeit der Spezies sowie deren
Bedeutung berticksichtigt. So wurde darauf geachtet, dass beispielsweise bei der
hdufig auftretenden Art I. orientalis, die als Kahmhefe zu den Lebensmittelver-
derbern z&hlt und dariiber hinaus auch als opportunistisch pathogene Hefe be-
schrieben ist, eine hohe Anzahl an Stimmen vertreten ist, um die phanotypische
Biodiversitdt innerhalb der Art moglichst gut abzudecken.

Ein Grofsteil der Stimme konnte mit Hilfe der von Kiimmerle [60] etablierten
Datenbank, die zu diesem Zeitpunkt etwa 1500 Spektren von 160 Arten umfass-
te, identifiziert werden. Bei etwa 35 % der Stamme konnte keine eindeutige Iden-
tifizierung mittels Datenbank erzielt werden. Daher wurde die Identitdt dieser
Stimme durch 265 rDNS Sequenzierung ermittelt.
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Tabelle 3.6: Ubersicht iiber die mittels 26S rDNS Sequenzierung identifizierten
Stamme der Gattungen Issatchenkia und Pichia.

Gattung Art Anzahl der Anzahl der
Stamme sequenzierten
insgesamt  Stamme

L. hanoiensis 3 -

L. occidentalis 13 8

L. orientalis 142 36

L. scutulata 8 -

L. terricola 10 3

Summe Issatchenkia 5 Arten 176 47
P. angusta 13 3

P. anomala 31 2

P. cactophila 8 5

P. deserticola 22 22

P. fabianii 6 1

P. farinosa 5 1

P. fermentans 34 15

P. galeiformis 7 3

P. quilliermondii 30 6

P. jadinii 12 3

P. kluyveri 17 3

P. membranifaciens 27 3

P. nakasei 2 2

P. norvegensis 9 5

P. pseudocactophila 3 3

P. triangularis 14 -

Summe Pichia 16 Arten 240 77
Gesamt 21 Arten 416 124

3.2.1 26S rDNS-Sequenzierung

Fiir die Etablierung des KNN ist die eindeutige Identifikation aller Referenzstdm-
me essentiell, da der Trainingsprozess des KNN einen Schritt zur Kalibrierung
des Systems beinhaltet. Es erfolgte daher im Vorfeld die Identifizierung von ins-
gesamt 124 Stammen mittels 26S rDNS-Sequenzierung (Tabelle 3.6).

Die Datenbankrecherche mit BlastN bei NCBI ergab fiir alle sequenzierten
Staimme ein eindeutiges Identifizierungsresultat von 98-100 % Sequenzhomolo-

gie (Anhang B), wobei als ausschlaggebende Referenz ausschlieSlich von offiziel-
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len Stammsammlungen hinterlegte Sequenzen betrachtet wurden.
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Abbildung 3.2: Phylogenetischer Baum nahverwandter Issatchenkia- und Pichia-
Arten basierend auf 26S rDNS-Sequenzen. Die Berechnung
erfolgte mittels Jukes-&-Cantor-Algorithmus, Neighbourjoining
und Bootstrap 500. Als Auflengruppe wurde der Stamm Cr. lau-
rentii gewdhlt. Der Balken indiziert 10 % Sequenzunterschied.
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Mit Hilfe dieser 26S rDNS-Sequenzen wurden dariiber hinaus phylogenetische
Berechnungen durchgefiihrt, die Aufschluss iiber die Verwandtschaftsbeziehun-
gen innerhalb der verwendeten Arten und damit einen Hinweis fiir den struk-
turellen Aufbau des KNN liefern sollten. In der entsprechenden Abbildung 3.2
ist deutlich erkennbar, dass Arten der Gattung Issatchenkia kein separates Clus-
ter formen sondern eine gemischte Gruppe mit Pichia-Arten bilden (Cluster 1).
Besonders die Spezies I. orientalis scheint genetisch aufgrund grofer Ahnlich-
keit der 26S rDNS-Sequenz nédher zu den drei Pichia-Arten P. membranifaciens,
P. deserticola und P. galeiformis verwandt zu sein, als zu den verbleibenden vier
Issatchenkia-Arten.

Diese phylogenetischen Daten wurden mit einer HCA représentativer Spektren
aller funf Issatchenkia-Arten verglichen (Abbildung 3.3). Hierzu wurden die FTIR-
Spektren von insgesamt 25 Issatchenkia-Stammen offizieller Stammsammlungen
verwendet, wobei pro Stamm ein Spektrum in die Berechnung einfloss. Die Spe-

Heterogenitat
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Abbildung 3.3: HCA der FTIR-Spektren von 25 Issatchenkia-Stammen offiziel-
ler Stammsammlungen. Spektrale Fenster 3030-2 800 cm™, 1350
1200 cm™t, 900-700 cm™!, 2. Ableitung, Wards Algorithmus.
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zies I. orientalis war durch vier Stimme vertreten, die beiden Arten I. hanoiensis
sowie I. scutulata durch jeweils drei Stimme, I. occidentalis durch acht Stamme
und [. terricola durch sieben Stimme. Ahnlich der phylogenetischen Analyse bil-
den die Spektren der I. orientalis-Stimme auch im Dendrogramm eine eigene
Gruppe (Gruppe B), die einen grofien spektralen Abstand zu den tibrigen Issat-
chenkia-Arten (Gruppe A) aufweist.

3.2.2 Entwicklung und Bewertung des KNN

Zur Etablierung des KNN wurde die NeuroDeveloper Software® verwendet.
Diese bietet den Vorteil, dass einzelne Subnetze in voneinander getrennten Trai-
ningsprozessen trainiert werden und abschliefiend zu einem einzigen KNN mit-
einander verbunden werden konnen. Dadurch wird eine unabhingige Datenvor-
behandlung und unabhidngige Wahl der Trainingsparameter fiir jedes Subnetz
ermoglicht [115]. Im Zuge der Datenvorbehandlung kdnnen so systematisch die
Wellenzahlen mit dem grofiten Differenzierungspotential fiir die spezifischen Dif-

ferenzierungsprobleme jedes Subnetzes ermittelt werden.

Training und struktureller Aufbau des KNN
Die Giite eines Systems zur Identifizierung von Mikroorganismen ist stark von
der Qualitdt des Referenzdatensatzes abhingig. Aus diesem Grund wurde eine
hohe Anzahl an Stammen, die aus unterschiedlichsten Habitaten isoliert wurden,
fiir die Etablierung des KNN genutzt (Anhang B). Dadurch wurde ein grofst-
moglicher Varianzbereich hinsichtlich der Biodiversitidt innerhalb der Arten ab-
gedeckt. Insgesamt wurden 416 Stimme von 21 Arten als Referenzstdmme zum
Systemaufbau verwendet, wobei 237 von diesen Stimmen als Trainingsstamme
eingesetzt und die verbleibenden 179 Stimme zur Validierung des Systems ge-
nutzt wurden (siehe Tabelle 3.7). Es wurde darauf geachtet, dass das Stamm-
verhiltnis zwischen den enthaltenen Arten so ausgeglichen wie moglich ist, um
auch eine Identifizierung von Arten gewihrleisten zu kdnnen, von denen eine
geringere Anzahl an Stimmen verfiigbar war. Eine Stammiiberzahl einzelner Ar-
ten wiirde ansonsten zu Missidentifizierungen von unterreprdsentierten Arten
fiihren.

Fiir die Identifizierung der nah verwandten Issatchenkia- und Pichia-Arten wur-

den insgesamt zehn Subnetze trainiert und miteinander verbunden. Der struk-
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Tabelle 3.7: Stammdibersicht zur Etablierung und Validierung des KNN.

Gattung Art Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Stamme Stamme im Stimme in
insgesamt  Training der Vali-

dierung

I. hanoiensis 3 3 -
I. occidentalis 13 11 2
L. orientalis 142 36 106
L. scutulata 8 6 2
L. terricola 10 8 2

Issatchenkia 5 Arten 176 64 112
P. angusta 13 9 4
P. anomala 31 18 13
P. cactophila 8 7 1
P. deserticola 22 14 8
P. fabianii 6 5 1
P. farinosa 5 4 1
P. fermentans 34 22 12
P. galeiformis 7 6 1
P. guilliermondii 30 20 10
P. jadinii 12 11 1
P. kluyveri 17 14 3
P. membranifaciens 27 21 6
P. nakasei 2 2 -
P. norvegensis 9 8 1
P. pseudocactophila 3 3 -
P. triangularis 14 9 5

Pichia 16 Arten 240 90

Gesamt 21 Arten 416 237 179

turelle Aufbau des KNN ist in Abbildung 3.4 dargestellt und zeigt, dass die-
se zehn Subnetze in vier aufeinander folgenden Ebenen angeordnet sind. Die
hierarchische Struktur wird jedoch nicht von der Trainingssoftware vorgegeben,
sondern muss vom Benutzer erarbeitet werden. Dies geschieht in der Regel in
Anlehnung an phylogenetische Verwandtschaftsbeziehungen und spektrale Ahn-
lichkeiten der vorliegenden Arten. So basiert die hier gewdhlte Struktur sowohl
auf den Ergebnissen der 26S rDNS-Sequenzierung (Abbildung 3.2) als auch auf
den Gruppierungen, die sich bei der Spektrenanalyse im Zuge der HCA (Abbil-
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dung 3.3) ergeben haben.

Den Ergebnissen beider Analysen (Abbildung 3.2 und 3.3) entsprechend wur-
de die Spezies I. orientalis von den restlichen Issatchenkia-Arten getrennt und mit
allen vertretenen Pichia-Arten in Gruppe zwei der ersten Ebene zusammenge-
fasst (Abbildung 3.4). Die Artidentifizierung der verbleibenden vier Issatchenkia-
Arten in Gruppe eins wurde auf der zweiten Ebene des KNN realisiert. Dagegen
wurde Gruppe zwei in der darauffolgenden Ebene zwei aufgrund der grofien
Artanzahl und der dadurch bedingten grofien Heterogenitit erneut in zwei Un-
tergruppen mit mehreren Arten unterteilt. Die Einteilung in eine P. fermentans-,
sowie eine P. anomala-Gruppe entspricht den beiden Gruppierungen der phy-
logenetischen Analyse der 26S rDNS-Sequenz in Abbildung 3.2. Vertreter der
P. fermentans-Gruppe bilden in Abbildung 3.2 Cluster 1, wohingegen die in der
P. anomala-Gruppe zusammengefassten Arten den Spezies in Cluster 2 entspre-
chen. Aufgrund ihrer spektralen Ahnlichkeit zu Vertretern der P. anomala-Gruppe
wurden die Arten P. nakasei, P. cactophila und P. pseudocactophila abweichend von
den phylogenetischen Daten dieser Gruppe zugeordnet. Das Beispiel demons-
triert, dass spektroskopische Daten nicht zwingend mit genetischen Daten zu
Verwandtschaftsbeziehungen tibereinstimmen mdiissen. Der Einsatz von FTIR-
Spektroskopie zur Analyse genetischer Ahnlichkeitsbeziehungen ist daher nicht
geeignet.

Auf Ebene drei des KNN konnten bereits fiinf Vertreter der P. anomala-Gruppe
auf Artebene identifiziert werden, was grofieren Unterschieden in der 26S rDNS-
Sequenz entspricht (vgl. Abbildung 3.2). P. angusta- und P. jadinii-Sequenzen wa-
ren innerhalb des Cluster 2 deutlich getrennt, wogegen P. fabianii- und P. anoma-
la-Sequenzen eine hohere Homologie aufwiesen. Dies spiegelte sich auch in einer
groflen spektralen Ahnlichkeit zwischen P. fabianii- und P. anomala-Stimmen wi-
der, die eine Trennung der Spektren mittels HCA nicht zulie3. In Bezug auf das
KNN war daher eine weitere vierte Ebene zur Unterscheidung dieser Arten not-
wendig. Die Artidentifizierung von P. cactophila und P. pseudocactophila erfolgte
ebenfalls erst auf der vierten Ebene des KNN, da diese beiden Arten die grof3-
te Homologie hinsichtlich ihrer 26S rDNS-Sequenz (siehe Abbildung 3.2) und
zugleich sehr grofle spektrale Ahnlichkeit aufwiesen.

Im Gegensatz zur P. anomala-Gruppe konnte kein Vertreter der P. fermentans-
Gruppe auf der dritten Ebene des KNN identifiziert werden, weshalb eine wei-
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Abbildung 3.4: Hierarchische Struktur des KNN zur Differenzierung nah ver-
wandter Issatchenkia- und Pichia-Arten. Das System umfasst zehn
Subnetze, die auf vier Ebenen verteilt sind. Jedes Subnetz (grau
markiert) ist speziell optimiert fiir die Unterscheidung der in ihm
enthaltenen Arten.

tere Unterteilung der enthaltenen Arten in Untergruppen erfolgte. Dies ist auf
eine sehr groe Ahnlichkeit der 26S rDNS-Sequenzen der in dieser Gruppe zu-
sammengefassten Arten zuriickzufiihren. Die Einteilung in die drei Untergrup-
pen erfolgte daher ausschliefilich anhand von Gruppierungen einer HCA der
Spektren. Die Identifizierung der Arten wurde auf der vierten Ebene des KNN

realisiert.

Validierung des KNN
Zur Priifung der Funktionsfahigkeit sowie der Verldsslichkeit des KNN wurden

zwei unterschiedliche Validierungsdatensitze verwendet. Zundchst wurde dem
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Tabelle 3.8: Ergebnisse der internen Validierung des KNN.
Gattung Gesamt- korrekt nicht falsch
anzahl der identifizierte  identifizierte identifizierte
Spektren Spektren (%) Spektren (%) Spektren (%)

Issatchenkia 64 64 (100,0) 0 0) 0 0)
Pichia 173 171 (98,8) 2 (1,0 0 (0)
Summe 237 235  (99,2) 2 (0,8) 0 0)

Netz in einer internen Validierung ein Spektrum jedes Referenzstammes prasen-
tiert, das nicht im Trainingsdatensatz enthalten war. Zur Durchfiihrung dieses
Tests wurden dementsprechend insgesamt 237 Spektren verwendet, von denen
99,2 % richtig zugeordnet wurden (Tabelle 3.8).

Um die Funktionsfdhigkeit des KNN in der Praxis zu testen, wurde daraufhin
eine externe Validierung durchgefiihrt. Da hierbei 1608 Spektren von 179 Stam-
men verwendet wurden, die nicht im Training enthalten waren (siehe Tabelle 3.7)
und dem Netz daher vollig unbekannt waren, stellt dies einen realistischeren Test
als die interne Validierung dar. Wie in Tabelle 3.9 aufgefiihrt, wurden 98,6 % der
Spektren korrekt identifiziert.

Neun der insgesamt 18 Arten, die in der externen Validierung vertreten waren,
wurden zu 100 % korrekt identifiziert. Dies waren Stimme der Arten I. occiden-
talis, I. scutulata, I. terricola, P. anomala, P. galeiformis, P. guilliermondii, P. jadinii,
P. kluyveri und P. membranifaciens. Lediglich 23 Spektren wurden nicht korrekt

zugeordnet, von welchen 9 falsch und 14 nicht identifiziert wurden.

Tabelle 3.9: Ergebnisse der externen Validierung des KNN.
Gattung Gesamt- korrekt nicht falsch
anzahl der identifizierte identifizierte identifizierte
Spektren Spektren (%) Spektren (%) Spektren (%)
Issatchenkia 918 907  (98,8) 7 0,8) 4 0,4)
Pichia 690 678  (98,3) 2 0,3) 10 (14)
Summe 1608 1585  (98,6) 9 (0,5) 10 0,9)
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3.3 Differenzierung von ubiquitiren und probiotischen

S. cerevisiae aus Futtermitteln

Einen weiteren Aspekt der vorliegenden Arbeit beinhaltete die Etablierung eines
zuverldssigen Systems zur Identifizierung von Hefen aus Futtermitteln, welches
zugleich zur Differenzierung der fiinf zugelassenen probiotischen S. cerevisiae
(CNCM 1-1079, CNCM 1-1077, NCYC 1026, NCYC Sc47, MUCL 39885) und ubi-
quitdrer Staimme genutzt werden kann. Hierzu wurden insgesamt 173 S. cerevi-
siae-Isolate verwendet. Diese setzten sich aus 67 ubiquitdren Isolaten aus Futter-
mitteln, Lebensmitteln und der Umwelt sowie aus 106 Isolaten der finf zuge-
lassenen Futtermittelzusatzstoffe zusammen (Anhang C). Die Isolate der probio-
tischen Stimme wurden unabhéngig voneinander aus unterschiedlichen Futter-
mittelzusatzproben und Stammkonzentraten an der Staatlichen Betriebsgesell-
schaft fiir Umwelt und Landwirtschaft (Leipzig) durch Dr. Henriette Mietke-
Hofmann isoliert und mittels dort etablierter Methoden identifiziert. Fiir diese
Futtermittelzusatzproben und Stammkonzentrate waren genaue Angaben zum
jeweils enthaltenen Probiotikum vorhanden, sodass die Isolate bereits im Vorfeld
dem jeweiligen probiotischen Stamm zugeordnet werden konnten. Diese Anga-
ben dienten als Referenz fiir die Etablierung der hier angewandten Methoden.

Da zu Beginn der Arbeit die Isolatanzahl zwischen den probiotischen Staimmen
stark unterschiedlich war, wurden 11 dieser Isolate als Linien bereits isolierter
S. cerevisine angezogen (siehe Anhang C). Hierzu wurde je Stamm eine Einzel-
kolonie gepickt, als Linie definiert und mit eigener Sammlungsnummer in der
Glyzerinstammsammlung abgelegt. Die Identitdt aller Isolate wurde mit Hilfe
der abteilungseigenen Datenbank zur Identifizierung von Hefen tiberpriift und
in allen Fallen eindeutig als S. cerevisine bestatigt.

Da bereits Studien zur Stammtypisierung von medizinisch relevanten Hefear-
ten basierend auf der HCA von FTIR-Spektren bekannt sind [32,100,113], wurde
auch das Potential der FTIR-Spektroskopie ohne KNN gepriift. Die HCA (Abbil-
dung 3.5) zeigte jedoch, dass sich Spektren ubiquitdrer und probiotischer S. ce-
revisiae-Isolate mischen. Dariiberhinaus gruppierten sich auch die Spektren von
vier der fiinf Probiotika in gemischten Clustern. Fiir eine erfolgreiche Stammdif-
ferenzierung probiotischer und ubiquitdrer S. cerevisize musste daher eine Kom-

bination von FTIR-Spektroskopie und KNN eingesetzt werden.
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Abbildung 3.5: HCA von 63 probiotischen und 45 ubiquitdren S. cerevisiae-
Isolaten. Spektrale Fenster 3 030-2 800 cm™, 1350-1200 cm™, 900—
700cm, 2. Ableitung, Wards Algorithmus.

Fiir die Etablierung des KNN ist die exakte Klassifizierung der Isolate, die in
den Trainingsprozess des Systems eingebunden werden, von besonderer Bedeu-
tung. Als Referenzmethoden zur Stammtypisierung von S. cerevisiae wurden da-
her mehrere molekularbiologische Techniken hinsichtlich ihrer Eignung gepriift.

Zundchst wurden zwei auf PCR basierende Methoden getestet — eine PCR mit
anschlieffender Restriktionsanalyse unter Verwendung eines Staphylococcus au-
reus-Enzyms [17] sowie eine RAPD-Analyse mit universellen M13-Primern [3].
Beide Methoden konnten allerdings aufgrund unzureichender Sensitivitdt bzw.
Reproduzierbarkeit nicht angewandt werden. Basierend auf den erfolgreichen
Ergebnissen weiterer Tests wurde stattdessen neben einer dHPLC-Analyse [51],
eine 8-PCR-Analyse [80] ausgewdhlt.
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Abbildung 3.6: HCA der FTIR-Spektren von sieben probiotischen Isolaten. Je Iso-
lat wurden mindestens sieben Spektren zur Berechnung verwen-
det. Cluster, in denen sich die Spektren unterschiedlicher Isolate
untereinander mischten sind dunkelgrau hinterlegt. Aus diesen
gemischten Clustern wurde je ein Isolat fiir die Anaylse mittels
Referenzmethode reprasentativ ausgewdahlt.

Beide Methoden wurden an einem Isolatset probiotischer und ubiquitérer S. ce-
revisiae (Tabelle 3.10) durchgefiihrt. Die Wahl représentativer Isolate fiir jeden
probiotischen Stamm basierte auf der HCA der Spektren. Dies ist beispielhaft in
Abbildung 3.6 dargestellt. Darin bilden die beiden CNCM 1-1079-Isolate G 3268
und G 3324, sowie die beiden CNCM 1-1077-Isolate G 2415 und G 2634 jeweils
ein gemischtes Cluster, in welchem keine Trennung der Spektren nach Staimmen
vorliegt. Aufgrund dieser hohen spektralen Ahnlichkeit wurde je Cluster nur ein
Isolat, in diesem Fall G 3324 und G 2634, représentativ fiir die Analysen mittels
dHPLC bzw. 8-PCR ausgewdhlt.
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Tabelle 3.10: Auswahl von S. cerevisize-Stimmen zur molekularbiologischen

Stammtypisierung.
S. cerevisiae-Stamme Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Isolate Isolate der Isolate der
insgesamt ~ dHPLC- d-PCR-
Analyse Analyse
CNCM 1-1077 24 6 5
CNCM I-1079 19 7 5
MUCL 39885 18 14 11
NCYC 1026 29 9 3
NCYC Sc47 16 12 3
Summe 5 probiotische Stamme 106 48 27
ubiquitdre Staimme 67 20 +
Gesamt 173 68 31

3.3.1 Stammtypisierung mittels dHPLC

Um ein moglichst zuverldssiges Stammtypisierungsergebnis zu erhalten, wurde
die denaturierende Hochleistungschromatographie (dHPLC) als zusitzliche Re-
ferenztechnik zur Differenzierung von S. cerevisize-Stammen etabliert. Diese Me-
thode zeichnet sich durch hohe Sensitivitdt aus und wurde bereits erfolgreich zur
Identifizierung auf Art- und auch auf Stammebene eingesetzt [43,44, 52].

Nach dem in dieser Studie angewandten Protokoll wurde zunédchst ein Ab-
schnitt der IGS 2-Region amplifiziert, der in Abbildung 2.1 durch die beiden fiir
S. cerevisiae-spezifischen Primer IGS-2 fp und IGS-2 rp gekennzeichnet ist. Die-
ser eignet sich durch den hohen Grad an Sequenz-Polymorphismus sehr gut zur
Stammtypisierung von S. cerevisiae [51]. Wahrend der dHPLC wird das Frag-
ment iiber eine Sdule temperaturbedingt aufgetrennt und mittels Pufferlésungen
abgewaschen. Aufgrund der polymorphen DNS-Sequenz kann das Fragment un-
terschiedlich stark an die Sdule binden, wobei die Bindeaffinitat umso hoher ist,
je grofler der GC-Anteil innerhalb dieses Sequenzabschnittes ist. Mit Hilfe ei-
nes Fluoreszenzfarbstoffes kann der Denaturierungszeitpunkt gemessen und als
Peakprofil dargestellt werden.

Insgesamt wurden 68 S. cerevisiae-Isolate, davon 48 probiotische und 20 ubi-
quitdre Isolate (Tabelle 3.10), mittels dHPLC im unabhingigen Doppelansatz un-
tersucht. Die Peakprofile waren in beiden unabhingigen Experimenten fiir jedes
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A Probiotische Isolate B Ubiquitire Isolate
mV mV
400 NCYC Sc47 400 G 2665
300 300 (Futtermittel)
200 200
100 100
0 in 0 min
0 5 10 0 5 10
mV mV
400 NCYC 1026 400 G 2667
300 300 (Futtermittel)
200 200
100 100
0 in 0 min
0 5 10 0 5 10
mV mV
400 CNCM 1-1079 400 G 2703
300 300 (Futtermittel)
200 200
100 100
0 in 0 min
0 5 10 0 5 10
mV mV
100 CNCM 1-1077 400 G 2718
300 300 (Futtermittel)
200 200
100 100
0 in 0 min
0 5 10 0 5 10
mV mV
400 MUCL 39885* 400 G 2889
300 300 (Kefir)
200 200
100 100
0 in 0 min
0 5 10 0 5 10

Abbildung 3.7: Reprédsentative dHPLC-Peakprofile der fiinf zugelassenen pro-
biotischen S. cerevisiae-Futtermittelzusatzstimmen (Abbildungs-
teil A) sowie von fiinf ubiquitdren Isolaten aus unterschiedlichen
Habitaten (Abbildungsteil B). MUCL 39885*: Praparat Biosprint S
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Isolat reproduzierbar und sind in Abbildung 3.7 reprédsentativ dargestellt. Die
Abbildung zeigt die Peakprofile der fiinf probiotischen Isolate (Abbildungsteil
A) sowie von fiinf ubiquitdren Isolaten (Abbildungsteil B). Die dHPLC-Profile
weiterer 15 ubiquitdrer S. cerevisiae sind in Anhang D dargestellt.

Zwischen den dHPLC-Peakprofilen probiotischer und ubiquitérer Isolate sind
deutliche Unterschiede erkennbar. Im Gegensatz zu den ubiquitédren Isolaten, die
eine Vielzahl an Peaks aufweisen, sind die Peakprofile der probiotischen Isolate
durch eine geringe Anzahl an Peaks gekennzeichnet. Weiterhin zeigte sich in den
Peakprofilen, dass die wenigen Hauptpeaks der probiotischen Isolate nach etwa
5 Minuten ab dem Zeitpunkt des dHPLC-Starts auftraten, wogegen die Peaks der
ubiquitdren Isolate sich iiber den gesamten Zeitabschnitt bis 10 Minuten verteil-
ten.

Da alle untersuchten Isolate eines probiotischen Stammes identische Peakpro-
file aufwiesen, die jedoch zwischen den Stimmen unterschiedlich waren, ist die
Zuordnung eines Isolates zu einem probiotischen Futtermittelzusatzstoff basie-
rend auf den dHPLC-Profilen moglich. Lediglich die beiden probiotischen NCYC-
Stimme wiesen sehr dhnliche Peakprofile auf, die eine Unterscheidung zwischen
NCYC 1026- und NCYC Sc47-Isolaten nicht zuliefs. Schwach erkennbare Neben-
peaks nach 4,5 und 5,5 Minuten (Abbildung 3.7) wurden nicht fiir alle untersuch-
ten Isolate des jeweiligen Stammes erhalten.

Die Zuordnung der restlichen 45 Referenzisolate konnte fiir Isolate der Staimme
CNCM 1-1079, CNCM 1-1077 und MUCL 39885 anhand tibereinstimmender, aber
zwischen den Probiotika deutlich unterschiedlicher Peakprofile erzielt werden.
Die Isolate der mittels dHPLC nicht zu trennenden Stimme NCYC 1026 und

NCYC Sc47 wurden in einer Gruppe zusammengefasst.

3.3.2 Stammtypisierung mittels d-PCR

Zur zusétzlichen Uberpriifung der dHPLC-Ergebnisse wurde als zweite moleku-
larbiologische Methode die 8-PCR nach Ness [80] fiir eine kleinere Anzahl von
31 ausgewdhlten S. cerevisiae-Isolaten eingesetzt. Die Anwendung dieser Metho-
de zur Stammdifferenzierung von S. cerevisiae wurde schon mehrfach beschrie-
ben [67,70,71,80]. Amplifiziert werden hierbei kurze direkt wiederholte DNS-
Sequenzen — die d-Elemente. Diese besitzen eine Grofie von etwa 300 bp und
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CNCM CNCM NCYCNCYC MUCL ubiquitare
1-1077 1-1079 1026 Sc47 39885* Isolate

— A A
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Abbildung 3.8: Fragmentmuster der 8-PCR der fiinf zugelassenen probiotischen
S. cerevisiae (Bahn 1-10) und drei ubiquitérer Isolate (Bahn 11-13).
Die ubiquitédren Isolate stammen aus Kefir (Bahn 11), Zuckerrii-
benpressschnitzel (Bahn 12) und Fliissigfuttermittel (Bahn 13).
M: GeneRuler™ 100 bp Plus DNS Ladder (Fermentas); * Futter-
mittelzusatz Biosprint S

flankieren das TY1-Retrotransposon [11,12]. Jedes S. cerevisiae-Genom enthélt ca.
100 Kopien dieser d-Elemente mit einer statistischen Verteilung von einem Ele-
ment je 150 kb. Die jeweils vorliegende Kopienzahl sowie deren Verteilung sind
spezifisch fiir jeden einzelnen Stamm und fithren in der PCR-Analyse mit -
Primern zu unterschiedlichen Fragmentmustern, was eine Stammunterscheidung
ermoglicht.

Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu testen, wurden zwei getrennte
DNS-Isolationen fiir jedes Isolat durchgefiihrt. Die PCR-Reaktion selbst erfolg-
te je DNS-Isolat im unabhéangigen Doppelansatz. Das sich ergebende Fragment-
muster war je Isolat bei allen PCR-Ansétzen identisch und ist in Abbildung 3.8
fiir ein reprasentatives Isolatset dargestellt.

Fiir die fiinf probiotischen Stamme liefSen sich vier unterschiedliche Banden-
muster erkennen, die sich aufgrund geringerer Fragmentzahl deutlich von den
ubiquitdren Isolaten unterschieden (Abbildung 3.8). Einzige Ausnahme stellten
Isolate des Probiotikums MUCL 39885 dar, deren Fragmentmuster eine hohe-
re Anzahl an Fragmenten aufwies, als das Muster der anderen vier Probiotika.
Es konnte reproduzierbar gezeigt werden, dass die einzelnen Fragmentgrofien

fiir alle untersuchten Isolate eines probiotischen Stammes stabil waren. Diese
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Fragmentmuster waren fiir vier der fiinf Probiotika unterschiedlich, was die Zu-
ordnung der Isolate zu einem probiotischen Futtermittelzusatz und folglich de-
ren Unterscheidung ermoglichte. Einzig Isolate der beiden NCYC-Stamme erga-
ben gleiche Muster, was eine Differenzierung zwischen NCYC 1026- und NCYC
Sc47-Isolaten auch mittels 8-PCR-Analyse nicht ermoglichte. Die Ergebnisse der
dHPLC-Analyse konnten somit durch Anwendung der 8-PCR bestdtigt werden.

3.3.3 Entwicklung und Bewertung des KNN

Training und struktureller Aufbau des KNN

Zur Etablierung des Systems wurden 173 Isolate probiotischer und ubiquitérer
S. cerevisine-Staimme verwendet. Als Trainingsstimme wurden 108 Isolate einge-
setzt, die verbleibenden 65 Isolate wurden zur Validierung des Systems genutzt
(siehe Tabelle 3.11). Im Vorfeld der Arbeit wurden alle Isolate mit Hilfe der beste-
henden Datenbank zur Identifizierung von Hefen [60] hinsichtlich ihrer Identitét
gepriift und eindeutig als S. cerevisiae bestatigt.

Zur Verbesserung der Qualitdtsbeurteilung von Futtermitteln ist es wichtig,
probiotische und ubiquitdre S. cerevisiae eindeutig unterscheiden zu konnen. Die-
ses Ziel wurde in den strukturellen Aufbau des KNN miteinbezogen, ebenso die
Ergebnisse der dHPLC- und 8-PCR-Analysen, die die Grundlage fiir eine Un-
terscheidung der probiotischen Stimme untereinander darstellten. Basierend auf

Tabelle 3.11: Stammdiibersicht zur Etablierung und Validierung des KNN.

S. cerevisiae-Stamme Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Isolate Isolate im  Isolate in
insgesamt  Training der Vali-

dierung

CNCM 1-1077 24 12 12

CNCM 1-1079 19 13 6

MUCL 39885 18 12 6

NCYC 1026 29 14 15

NCYC Sc47 16 12 4

Summe 5 probiotische Stimme 106 63 43

ubiquitdre Staimme 67 45 22

Gesamt 173 108 65




3 Ergebnisse 64

Ebene 1 Ebene 2 Ebene 3
ubiquitar
Saccharomyces
cerevisiae
probiotisch CNCMI-1077, CNCMI-1077 |
CNCM I-1079,

MUCL 39885 CNCM1-1079 |
MUCL 39885 |

NCYC 1026,

NCYC Sc47

Abbildung 3.9: Erste Strukturvariante des KNN zur Differenzierung probioti-
scher und ubiquitdrer S. cerevisiae. Das System unfasst das Top-
levelnetz zur Unterscheidung zwischen probiotischen und ubi-
quitdren Staimmen sowie zwei Subnetze (grau hinterlegt) auf den
folgenden beiden Ebenen.

diesen Ergebnissen wurden zwei mogliche Netzstrukturen getestet. Bei beiden
Varianten findet auf der ersten Ebene eine Unterscheidung zwischen probioti-
schen und ubiquitdren S. cerevisiae statt (Abbildungen 3.9 und 3.10). Eine wei-
terfithrende Differenzierung zwischen den probiotischen Stimmen erfolgt auf
den darauf folgenden Ebenen, wobei die beiden NCYC-Stamme in beiden Struk-
turvarianten eine gemeinsame Klasse bilden, da keine Differenzierung zwischen
NCYC Sc47 und NCYC 1026 mit Hilfe der Referenzmethoden moglich war.

Die erste Struktur wurde in Anlehnung an die Gruppierung in der HCA der
FTIR-Spektren (Abbildung 3.11) gewihlt. Zur Berechnung des Dendrogramms
wurden je zwei Spektren aller 108 Isolate, die im Trainingsdatensatz des KNN
enthalten waren, verwendet.

In Abbildung 3.11 lassen sich deutlich vier Cluster mit einer grofieren spek-
tralen Distanz zueinander erkennen. Mit Ausnahme zweier NCYC 1026-Isolate,
deren Spektren sich in eine Gruppe mit Spektren von MUCL 39885-Isolaten ein-
gliederten, bildeten die beiden NCYC-Stamme ein gesondertes Cluster mit ei-
ner grofien spektralen Distanz zu den restlichen drei Clustern. Die Spektren der
MUCL 39885-Isolate teilten sich ebenfalls auf zwei Cluster auf und mischten sich
mit den bereits erwdhnten NCYC 1026-Spektren, aber auch mit Spektren der
CNCM I-1077-Isolate. Lediglich Spektren der CNCM I1-1079-Isolate bildeten ein
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Ebene 1 Ebene 2
ubiquitdr
Saccharomyces
cerevisiae

probiotisch CNCMI-1077 |
CNCM1-1079 |
MUCL 39885 |

NCYC 1026,

NCYC Sc47

Abbildung 3.10: Zweite Strukturvariante des KNN zur Differenzierung probioti-
scher und ubiquitdrer S. cerevisiae. Das System unfasst zwei Sub-
netze (grau hinterlegt) auf zwei aufeinander folgenden Ebenen.

gesondertes Cluster ohne sich mit Spektren anderer Probiotika zu mischen.

Diesen Gruppierungen entsprechend (Abbildung 3.11), wurde in der ersten
Variante der KNN-Struktur eine Teilung in zwei probiotische Gruppen innerhalb
der zweiten Ebene vorgenommen. In der ersten Gruppe wurden die Probiotika
CNCM I-1077, CNCM 1-1079 und MUCL 39885 zusammengefasst, in der zweiten
Gruppe die beiden NCYC-Stamme. Durch eine zuséitzliche dritte Ebene sollte
die Differenzierung zwischen MUCL 39885 und den beiden Stamme CNCM I-
1077 und CNCM 1-1079 realisiert werden (Abbildung 3.9). Dieses KNN setzt sich
folglich aus drei Einzelnetzen fiir die drei Ebenen zusammen.

Parallel wurde eine zweite Strukturvariante getestet, die die Unterscheidung
zwischen den probiotischen Staimmen MUCL 39885, CNCM 1-1077 und CNCM I-
1079 bereits auf der zweiten Ebene vorsieht. Fiir diese Variante wurden somit
zwei Subnetze trainiert und zu einem Gesamtnetz mit zwei aufeinander folgen-
den Ebenen verbunden (Abbildung 3.10).

Validierung der KNN-Varianten
Um beide KNN-Strukturvarianten auf ihre Funktionsfahigkeit zu {iberpriifen
und zu vergleichen, wurden beide Systeme einer internen und externen Validie-
rung mit den gleichen Spektren unterzogen. Basierend auf diesen Ergebnissen
wurde die Wahl der endgiiltigen KNN-Struktur getroffen.

Fiir die interne Validierung wurden bei beiden KNN-Varianten 108 Spektren
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Abbildung 3.11: HCA der probiotischen S. cerevisine-Trainingsisolate. Spektrale
Fenster 3030-2800 cm™, 1350-1200cm™, 900-700 cm™, 2. Ablei-
tung, Wards Algorithmus.

verwendet, wobei das Ergebnis identisch war mit jeweils 107 (99,1 %) richtig zu-
geordneten Spektren (Abbildung 3.12). In beiden Validierungen konnte lediglich
ein Spektrum eines ubiquitdren Stammes keiner der gegebenen Klassen zugeord-
net werden, somit wurde kein Spektrum falsch identifiziert.

Die externe Validierung wurde mit 965 Spektren von 65 Isolaten, die nicht im
Training enthalten waren, durchgefiihrt (Tabelle 3.11). Wie in Abbildung 3.12 dar-

gestellt, wurden in der ersten Variante des KNN mit insgesamt drei Ebenen 905
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Abbildung 3.12: Ergebnisse der internen und externen Validierung der KNN-
Varianten 1 (drei Ebenen) und 2 (zwei Ebenen).

Spektren korrekt zugeordnet (93,8 %), 8 Spektren konnten keiner der gegebenen
Klassen zugewiesen werden (0,8 %) und 52 Spektren wurden falsch zugeordnet
(5,4 %). Die externe Validierung der zweiten KNN-Variante mit zwei Ebenen er-
gab 916 korrekt zugeordnete Spektren (94,9 %), 23 nicht zugeordnete Spektren
(2,4 %) und 26 falsch zugeordnete Spektren (2,7 %).

Trotz der anndhernd gleich hohen Quote an korrekten Zuordnungen in beiden
KNN-Varianten, war die Zahl der falsch zugeordneten Validierungsspektren in
der ersten KNN-Variante doppelt so hoch wie in der zweiten Variante. Aus die-
sem Grund wurde der strukturelle Aufbau der zweiten Variante mit insgesamt
zwei Ebenen der ersten Variante mit drei Ebenen vorgezogen.

Um eine genaue Analyse der gewdhlten Netzvariante durchfiihren zu kénnen,
wurde das Ergebnis der externen Validierung fiir die beiden Ebenen einzeln be-
trachtet. Durch diese getrennte Begutachtung konnte das Differenzierungspoten-
tial des KNN gepriift werden, da die aufeinander folgenden Ebenen auf verschie-
denen Unterscheidungszielen beruhen.

Die Ergebnisse der externen Validierung fiir die erste Ebene des KNN zur Un-
terscheidung zwischen probiotischen und ubiquitdren S. cerevisiae-Isolaten sind

in Tabelle 3.12 zusammengefasst und zeigen eine korrekte Zuordnung von 98,2 %.
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Abbildung 3.13: Ergebnisse der externen Validierung der zweiten Ebene der
KNN-Variante 2.

Lediglich 17 Spektren wurden keiner bzw. der falschen Klasse zugeordnet.

Die zweite Ebene des KNN realisiert die Differenzierung zwischen vier Probio-
tika-Klassen. Fiir diese Ebene wurde in der externen Validierung eine Erfolgs-
quote von anndhernd 100 % korrekter Klassifizierung fiir Spektren der Stimme
CNCM I-1077 und den beiden NCYC-Stammen (Abbildung 3.13), die aufgrund
sehr grofier Ahnlichkeit in einer Klasse zusammengefasst wurden, erzielt. Die
korrekte Zuordnung von CNCM I-1079- und MUCL 39885-Spektren lag dagegen
unter 90 %.

Tabelle 3.12: Ergebnisse der externen Validierung der ersten Ebene der KNN-
Variante 2.
S. cerevisine Gesamt- korrekt nicht falsch
anzahl der identifizierte identifizierte identifizierte
Spektren Spektren (%) Spektren (%) Spektren (%)
probiotisch 699 698  (99,9) 0 1 0,1)
ubiquitar 266 250  (94,0) 10 (3,8) 6 (2,2)
Summe 965 948  (98,2) 10 (1,0) 7 0,8)
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4 Diskussion

4.1 Etablierung einer Datenbank zur Identifizierung klinisch

relevanter Hefearten

Bislang werden in der klinischen Diagnostik vorwiegend biochemische Metho-
den, wie API- oder Vitek-Systeme [36, 90, 96], die sich auf die Verwertung be-
stimmter Substrate beschranken, zur Identifizierung von Hefen angewandt. Da-
neben ist auch die Anwendung von chromogenen Medien hdufig beschrieben [41,
93,105]. Diesen Systemen gemein ist, dass sie in der Regel lediglich eine begrenz-
te Anzahl an Arten umfassen, die sich auf hdufig auftretende Arten konzentriert.
Nach aktuellen Studien [89,101,112] sind {tiber 60 % der Mykosen auf C. albicans
zuriickzufiihren. Ebenfalls hédufiger aufretende Arten sind C. glabrata (12,0 %),
C. tropicalis (7,5 %), C. parapsilosis (7,3 %) und I. orientalis (2,7 %). Diese Zahlen
sind Durchschnittswerte aus mehreren Studien, die weltweit tiber mehrere Jahre
durchgefiihrt wurden [49,86-89] und daher leichten geographischen Schwankun-
gen unterworfen sind. Nichtsdestotrotz wurde in allen Einzelstudien festgestellt,
dass die Zahl der Erkrankungen durch nicht-C. albicans-Arten im Laufe der letz-
ten Jahre immer mehr zunahm, wodurch auch ihre klinische Bedeutung wuchs.
Ebenso steigt auch die Zahl der durch Cryptococcus und Trichosporon verursachten
Mykosen. Dementsprechend ist die Etablierung eines Identifizierungssystems,
das moglichst viele Arten umfasst, von steigender Bedeutung.

4.1.1 Entwicklung und Bewertung

Die Entwicklung einer moglichst raschen und verldsslichen Identifizierungsme-
thode fiir klinisch relevante Mikroorganismen spielt seit Jahren eine grofSe Rolle
in der Forschung. Die Ansidtze umfassen vorwiegend molekularbiologische Me-
thoden, wie Sequenzierung von ribosomalen DNS-Abschnitten [14, 63, 66], real-
time PCR-Systeme [8] und dHPLC-Analysen [43]. Aber auch die Anwendung der
FTIR-Spektroskopie wurde bereits sowohl fiir Hefen als auch Bakterien beschrie-
ben [76,121].

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine fiir den Lebensmittelbereich
bereits erfolgreich eingesetzte FTIR-Referenzdatenbank mit Spektren klinischer
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Stamme erweitert, um die Datenbank auch fiir einen Einsatz in der medizini-
schen Diagnostik erschlieffen zu kénnen. Eine Sammlung klinischer Isolate aus
unterschiedlichen Patientenproben erfolgte {iber einen Zeitraum von etwa 18 Mo-
naten an den klinischen Untersuchungslaboratorien der Dermatologischen Klinik
und Poliklinik der Technischen Universitdt Miinchen sowie des Instituts fiir Me-
dizinische Mikrobiologie des Universitdtsklinikums der RWTH Aachen.

Insgesamt wurden 30 Arten, reprasentiert durch 107 Stimme, in die Datenbank
eingegliedert. Die Arten Cr. adeliensis, Cr. magnus, Tr. inkin und Kl. heterogenica
wurden dabei als neue Spezies aufgenommen. Die bereits existierende Daten-
bank umfasste 217 Arten von 54 unterschiedlichen Gattungen. Sie setzte sich
bislang aus 1710 Spektren zusammen und wurde um 214 Spektren auf insge-
samt 1924 Spektren erweitert. Je Stamm wurden zwei Spektren in die Datenbank
integriert.

Die Validierung der Datenbank erfolgte mit 103 Stammen. Unter Berticksich-
tigung bereits in der Datenbank hinterlegter Arten wurden auch Stimme zur
Validierung verwendet, von denen lediglich eine geringe Anzahl klinischen Ur-
sprungs gesammelt werden konnte. Auf diese Weise konnte eine erste Einschét-
zung des Potentials der Referenzdatenbank erfolgen, die zugleich Schwachpunk-
te hinsichtlich der Stammanzahl erkennen liefs.

Wie in Tabelle 3.3 dargestellt, wurden 87,4 % der 538 Validierungsspektren rich-
tig identifiziert. Besonders hervorzuheben ist, dass 12 der 26 in der Validierung
enthaltenen Arten zu 100 % korrekt identifiziert wurden. Darunter waren auch
die neu in die Datenbank aufgenommenen Arten C. africana sowie die beiden
Cryptococcus-Arten Cr. terreus und Cr. uniguttulatus. Die Spektren von vier der
finf haufigsten Candida-Arten wurden zu mindestens 93 % richtig identifiziert.
Einzige Ausnahme stellt die Spezies C. tropicalis dar, von welcher iiber 50 % der
Validierungsspektren nicht eindeutig bzw. falsch identifiziert wurden. Da bereits
15 Stamme dieser Art in der Datenbank vertreten waren und weitere 5 klinische
Stamme integriert wurden, handelt es sich hierbei um eine Hefenart mit grofser
phénotypischer Varianz. Zur Verbesserung der C. tropicalis-Identifizierung muss
daher eine hohe Anzahl an klinischen Stimmen in die Datenbank aufgenommen
werden.

Die Validierungsspektren von insgesamt sieben Arten wurden nicht eindeu-
tig bzw. falsch identifiziert (Tabelle 3.3). Allen diesen Stimmen ist gemeinsam,
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dass bislang lediglich eine sehr geringe Anzahl an Stimmen in der Datenbank
vorhanden ist. Die phdnotypische Varianz dieser Staimme kann mit der aktuel-
len Stammanzahl von maximal drei Stimmen je Art nicht reprasentativ abge-
deckt sein. Gerade bei den Cryptococcus-Arten miissen weitere Stimme integriert
werden, da sich die Vertreter dieser Gattung durch einen sehr hohen Grad an
phénotypischer Heterogenitat auf Gattungs- und Speziesebene auszeichnen. Dies
zeigt beispielhaft das folgende Dendrogramm einer HCA von Spektren mehrerer
Cr. neoformans-Stamme (Abbildung 4.1). Obwohl es sich um eine Spezies handelt,
sind grofie Unterschiede hinsichtlich der Koloniemorpholgie zu erkennen, die zu
einer verhaltnismaflig grofien spektralen Distanz zwischen Stammen derselben
Art fithren. Wahrend der Typstamm CBS 7229 sowie das klinische Isolat G 3550
eine starke Exopolysaccharidbildung aufweisen, die in Abbildung 4.1 an einer
oberflachlichen glianzenden Schleimbildung der Kolonien erkennbar ist, ist diese
bei Stimmen des zweiten Clusters kaum erkennbar.

Die Validierungsergebnisse zeigen, dass die erweiterte Referenzdatenbank be-
reits sehr gute Identifizierungsergebnisse fiir die am hadufigsten auftretenden Can-
dida-Arten erzielt hat. Nichtsdestotrotz muss fiir eine Verbesserung der Identifi-
zierung der nicht-Candida-Arten, die eine hohe phanotypische Heterogenitat auf-

weisen, eine grofiere Anzahl an Stimmen in die Datenbank integriert werden.

4.1.2 Identifizierungsvergleich zwischen FTIR-Spektroskopie und API ID32C

Das API ID32C-System von bioMérieux stellt eines der am haufigsten angewand-
ten Identifizierungssysteme in der klinischen Diagnostik dar. Dieses miniaturi-
sierte Identifizierungssystem fiir Hefen basiert auf der Assimilationsreaktion 32
verschiedener Substrate und einer Datenbasis, die 62 Verwertungsschemata un-
terscheidet. Das System deckt damit insgesamt 59 Spezies ab, wobei fiir C. albicans
zwei unterschiedliche Verwertungsmuster angegeben werden. Fiir die Gattung
Zygosaccharomyces kann mit Hilfe dieses Systems keine Identifizierung auf Spezi-
esebene durchgefiihrt werden, ebenso kann das System nicht zwischen den Arten
C. inconspicua/P. norvegensis, D. etchellsii/D. carsonii und H. guilliermondii/uvarum
unterscheiden.

Nach Herstellerangaben ist die Auswertung der Teststreifen nach 24 Stunden,

sowie nach 48 Stunden durchzufiihren. Es wird jedoch beziiglich der Auswer-
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Abbildung 4.1: HCA der FTIR-Spektren von sechs Cr. neoformans-Stammen.
Spektrale Fenster 3 030-2800 cm™, 1350-1200cm™, 900-700 cm™,
2. Ableitung, Wards Algorithmus. Kolonien auf YGCB-Agar nach
48 Stunden Inkubation bei 27 °C. Die im unteren Bild gezeigten
blauen glinzenden Einzelkolonien weisen eine deutliche Schleim-
und damit Exopolysaccharidbildung auf, die den weifsen matten
Kolonien des oberen Bildes fehlt.
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tung nach 24 Stunden Inkubation betont, dass das Ergebnis zu diesem Zeitpunkt
noch nicht sicher ist. Die vorliegenden Testergebnisse bestatigten die Unsicher-
heit der Resultate nach 24-stiindiger Inkubation (Abbildung 4.2). So wurden le-
diglich 42 % der getesteten Staimme nach 24 Stunden richtig identifiziert, wah-
rend nach 48 Stunden anndhernd die doppelte Menge korrekt identifiziert wurde.
Der Grund hierfiir ist im standardisierten Probenansatz zu suchen, der nur eine
sehr geringe Zelldichte von 2 - 107 KBE/ 4 (entspricht McFarland-Standard 2) zu
Inkubationsbeginn vorsieht und dabei keinerlei Unterschied zwischen langsam
und schnell wachsenden Hefearten zuldsst. Dies fiihrte gerade bei den geteste-
ten Cryptococcus-Stammen, die generell durch langsames Wachstum charakteri-
siert sind, dazu, dass keinerlei Wachstum nach 24 Stunden und kaum Wachstum
nach 48 Stunden sichtbar war. Im Gegensatz dazu ermoglicht der standardisierte
Ansatz fiir die FTIR-Messung, bei welchem eine grofiere Zellmenge eingesetzt
wird, auch bei langsam wachsenden Stdimmen ein ausreichendes Wachstum fiir
eine erfolgreiche Spektrenaufnahme und Identifizierung. So wurden bereits nach
24 Stunden alle Cryptococcus-Stamme des Testsets mit Hilfe der FTIR-Datenbank
richtig identifiziert.

In Tabelle 3.5 ist ein Uberblick der Ergebnisse nach beiden API-Auswertungs-
zeitpunkten gegeben. Im direkten Vergleich wurde festgestellt, dass einige Arten
mittels API ID32C nicht richtig identifiziert wurden. So wurden alle Stimme

< 100
R
g %0 84,0 72,0
:g 60 58,0
@ 42,0
g 40 28,0 —
— 16,0
< 20 -
N
2o
24 Stunden 24 Stunden 48 Stunden
FTIR-Datenbank API ID32C API ID32C

M richtig identifiziert [ falsch identifiziert

Abbildung 4.2: Ergebnisse der Identifizierung von 50 Validierungsstimmen mit
API ID32C und FTIR-Datenbank. Die Auswertungsergebnisse der
API-Teststreifen erfolgte nach 24 und 48 Stunden Inkubation.
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der Spezies C. tropicalis, Cl. lusitaniae und Cr. uniguttulatus falsch identifiziert.
Im Gegensatz dazu wurden mindestens zwei Stamme aller getesten Arten mit-
tels FTIR-Datenbank richtig identifiziert. Die hdufig auftretenden Spezies C. albi-
cans, C. glabrata, C. parapsilosis und I. orientalis wurden mit Hilfe beider Methoden
zu anndhernd 100 % richtig identifiziert. Die hier erzielte Quote an korrekten
Identifizierungen mittels API ID32C stimmen mit vergleichbaren Studien tiber-
ein, in welchen ebenfalls hohe Erfolgszahlen fiir C. albicans erzielt werden konn-
ten [73,90,96].

Die Grenzen des API ID32C-Systems zeigten sich beim C. tropicalis-Stamm, der
zwar nach 24 Stunden korrekt, nach 48 Stunden allerdings falsch identifziert wur-
de. Hier fiihrten vier fiir diese Art seltener vorkommende positive Reaktionen
zum falschen Ergebnis (C. guilliermondii), das zudem mit iiber 90 % Ubereinstim-
mung im Verwertungsschema ein zuverldssiges Ergebnis suggerierte. Es handelt
sich hierbei somit eindeutig um einen atypischen Stamm, der im standardisier-
ten API-System nicht richtig erkannt werden kann. Da dieser Stamm auch mit
der FTIR-Datenbank nicht richtig identifiziert werden konnte, muss er zwingend
in diese integriert werden, um eine Verbesserung der C. tropicalis-Identifizierung
zu erzielen.

Die Ergebnisse des vergleichenden Tests belegen, dass der Einsatz von FTIR-
Spektroskopie in der klinischen Diagnostik einen deutlichen Zeitvorteil gegen-
tiber dem API ID32C-System bietet. Zudem lag die Quote der korrekt identifi-
zierten Stamme auch nach der vom API-Hersteller vorgeschriebenen 48 stiindi-
gen Inkubation um 12 % niedriger. Somit war auch die Qualitdt der Identifizie-
rungsergebnisse mittels FTIR-Datenbank besser.

4.1.3 Bewertung der Einsatzmoglichkeit der Datenbank in der klinischen
Diagnostik

Die Validierungsergebnisse der neuen Datenbank unterstreichen das Potential
der FTIR-Spektroskopie fiir den Anwendungsbereich der klinischen Diagnostik,
tiir welchen bereits weitere spektroskopische Techniken publiziert worden sind.
So wurde beispielsweise die Anwendung von FTIR-Mikrospektroskopie [31,76],
Raman-Spektroskopie [53,74-76] sowie in jiingerer Zeit MALDI-TOF-MS [95] be-
schrieben. Im Gegensatz zu diesen Studien, deren Hauptaugenmerk auf der Iden-
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tifizierung der sechs bis acht haufigsten Arten liegt, deckt die im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit erweiterte Datenbank jedoch ein wesentlich breiteres Spektrum
an Arten ab. Der Anteil an Isolaten aus zusitzlichen Habitaten wie beispielsweise
Lebensmittel und Umwelt erhoht zudem das Identifizierungspotential fiir atypi-
sche Stamme, da eine hohere phanotypische Biodiversitit in dieser gemischten
Datenbank abgedeckt wird.

Im direkten Vergleich mit einem héaufig angewandten biochemischen Iden-
tifzierungssystem, dem API ID32C, zeigten sich deutliche Vorteile der FTIR-
Spektroskopie. Bei beiden Methoden ist die Anzucht einer Reinkultur fiir die
Identifizierung erforderlich. Das Ergebnis liegt jedoch bei der FTIR-Spektroskopie
bereits nach 24 Stunden vor, wiahrend im API-System mindestens 48 Stunden fiir
eine verldssliche Identifizierung benotigt werden, bei sehr langsam wachsenden
Arten sogar bis zu 72 Stunden. Zudem zeigte sich, dass die Rate an falschen Iden-
tifizierungen durch das API ID32C auch nach 48-stiindiger Inkubation der Test-
streifen relativ hoch lag. Einen weiteren negativen Aspekt biochemischer Identi-
fizierungssysteme stellt der Ansatz der Proben dar, der im Vergleich zur FTIR-
Spektroskopie deutlich komplizierter und fehleranfalliger ist. Zudem werden teu-
re Reagenzien und Teststreifen benétigt, wahrend bei der Probenaufbereitung fiir
die spektroskopische Messung lediglich geringe laufende Kosten anfallen.

In der klinischen Diagnostik finden auch weitere Identifizierungssysteme ih-
re Anwendung, die dem API-System hinsichtlich Probenaufbereitung, Untersu-
chungskriterien und Auswertung dhnlich sind und sich nur durch Erweiterun-
gen, wie pH-Indikatoren oder zusatzliche Antibiotikaresistenztests unterschei-
den. Beispiele hierfiir sind das AUXACOLOR-System (Sanofi Diagnostics Pas-
teur) oder das Microbial Identification System (MIS; Microbial ID Inc.) [19,21,57].
Trotz der erleichterten Auswertung durch Farbumschlag und der verbesserten
Unterscheidung durch die Antibiotikaresistenzanalyse dieser Systeme, weisen
auch sie den gleichen negativen Zeit- und Kostenfaktor wie das API-System
auf. Ihre Konkurrenzfihigkeit gegeniiber dem Einsatz von FTIR-Spektroskopie
scheint daher ebenfalls gering zu sein.

Die Anwendung der FTIR-spektroskopischen Referenzdatenbank zur Identifi-
zierung klinisch relevanter Hefearten erscheint aufgrund der dargestellten Vor-

teile sowie der gezeigten Ergebnisse vielversprechend.
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4.2 Identifizierung der lebensmittelrelevanten Hefegattungen

Issatchenkia und Pichia

Vertreter der Gattungen Issatchenkia und Pichia konnen aus einer Vielzahl un-
terschiedlichster Habitate, wie Boden, Wasser und Friichte isoliert werden [62].
Die dementsprechend notwendige Anpassung an unterschiedliche Lebensbedin-
gungen resultiert in einer grofSen phdnotypischen Varianz zwischen den Arten,
die hdufig eine Identifizierung auf Artebene mit Hilfe klassischer physiologi-
scher und biochemischer Identifizierungssysteme erschwert. Um eine zuverlas-
sige Identifizierung von nah verwandten Issatchenkia- und Pichia-Arten, die als
haufige Lebensmittelverderber in Erscheinung treten, zu ermdoglichen, wurde er-
gidnzend zur FTIR-spektroskopischen Datenbank ein KNN zur Differenzierung
etabliert. Das System enthilt alle fiinf beschriebenen Issatchenkia-Arten, sowie

16 Pichia-Arten, die hdufig im Lebensmittelbereich auftreten.

4.2.1 Identifizierung der Referenzstaimme

Als erster Schritt wurden 124 Referenzstimme, die zum Training des KNN ver-
wendet werden sollten, hinsichtlich ihrer Identitdt mittels 26S rDNS-Sequenzie-
rung tiberpriift. Zu diesen sequenzierten Staimmen zdhlten auch mehrere Stam-
me aus offiziellen Stammsammlungen, deren Identitdt aufgrund von atypischen
FTIR-Spektren tiberpriift wurde. Drei dieser Stimme mussten basierend auf den
Sequenzierungsergebnissen umbenannt werden. Zwei I. occidentalis-Stimme, der
Typstamm CBS 5459 sowie der Stamm CBS 2107, wiesen eine 26S rDNS-Sequenz
auf, die zu 100 % identisch war zur 26S rDNS-Sequenz des I. orientalis-Stammes
CBS 573 (BLAST Zugriffsnummer AY497684). Das Identifizierungsergebnis wur-
de durch die CBS bestitigt. Der urspriingliche I. occidentalis-Typstamm konnte al-
lerdings nicht nachgeliefert werden und ist daher nicht im Stammset zur Etablie-
rung des KNN enthalten. Des weiteren wurde der I. orientalis-Stamm DSMZ 70086
mit 100 % Sequenzhomologie zum CBS-Stamm 1876 (BLAST Zugriffsnummer
AY497672) eindeutig als P. fermentans-Stamm identifiziert. Aufgrund dieser ein-
deutigen Sequenzierungsergebnisse wurden alle drei Stimme in den Trainings-
prozess des KNN integriert.

Zusitzlich zum Datenbankvergleich bei NCBI wurden fiir sehr nah verwandte
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Arten basierend auf den 26S rDNS-Sequenzen Ahnlichkeitsanalysen durchge-
fithrt und ein phylogenetischer Baum erstellt (Abbildung 3.2). Dies ermoglich-
te die Unterscheidung zwischen Arten mit hoher genetischer Ahnlichkeit. Im
dargestellten phylogenetischen Baum bildeten sich keine zwei getrennten Gat-
tungscluster, die Arten beider Gattungen mischten sich zum Teil aufgrund hoher
genetischer Ahnlichkeit. Dies bestitigt bereits verdffentlichte Daten von Kurtz-
man & Robnett [64], die vermuten, dass es sich bei der Gattung Issatchenkia um
ein Synonym der Gattung Pichia handeln konnte.

Neben der phylogenetischen Analyse wurde auch eine HCA fiir die fiinf derzeit
beschriebenen Issatchenkia-Arten durchgefiihrt (Abbildung 3.3), in welcher sich
anhand der hohen spektralen Heterogenitdt deutliche Unterschiede zwischen
den Spektren der I. orientalis-Staimme und den Spektren der restlichen vier Issat-
chenkia-Arten erkennen lassen. Trotz dieser iibereinstimmenden Daten zwischen
phylogenetischen Berechnungen und HCA fiir die Ahnlichkeit von L. orientalis
zu den restlichen vier Issatchenkia-Arten, zeigten friithere Studien, dass sich FTIR-
spektroskopische Daten nur bedingt fiir phylogenetische Studien eignen [60, 83].
In diesen Arbeiten wurde gezeigt, dass die spektralen Distanzwerte, die den Pha-
notyp des Mikroorgansimus widerspiegeln, nicht zwangsldufig mit den Ahnlich-
keitswerten molekularbiologischer Sequenzierungen, welchen den Genotyp auf-
zeigen, Kkorrelieren miissen. Dies konnte auch mit den hier erarbeiteten Daten
bestétigt werden.

Hierzu wurde eine HCA mit einer Auswahl an Arten, die basierend auf der
phylogenetischen Berechnung in Abbildung 4.3 getroffen wurde, durchgefiihrt.
Fiir die vergleichende HCA wurden so vier Issatchenkia- und zehn Pichia-Arten
ausgewdhlt. Jede Art wurde durch drei Stimme reprasentiert von denen jeweils
ein Spektrum in die Clusteranalyse miteinbezogen wurde (Abbildung 4.4). Im di-
rekten Vergleich der beiden Abbildungen 4.3 und 4.4 werden Uberschneidungen
aber auch Unterschiede offensichtlich. So zeigen beide Berechnungen, dass die in
Gruppe A enthaltenen Arten zueinander phdnotypisch und genetisch dhnlicher
sind als zu den restlichen Arten. Die in den Gruppen B und C zusammengefass-
ten Spezies dagegen zeigen in der HCA andere Ahnlichkeitsbeziehungen als in
der phylogenetischen Berechnung. Ein Beipiel stellen die Arten P. angusta und
P. kluyveri (beide Gruppe B) dar, die eine sehr hohe spektrale Ahnlichkeit in Ab-
bildung 4.4 aufweisen, deren 265 rDNS-Sequenz jedoch deutliche Unterschiede
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Abbildung 4.4: HCA der FTIR-Spektren von 12 Issatchenkia- und 30 Pichia-
Stammen. Spektrale Fenster 3030-2800cm™, 1350-1200cm,
900-700 cm!, 2. Ableitung, Wards Algorithmus.
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besitzt, was zu einer grofien genotypischen Distanz in Abbildung 4.3 fiihrt.

Fiir eine erfolgreiche Entwicklung der hierarchischen Struktur des KNN wur-
den entsprechend dieser Erkenntnisse sowohl die phylogenetischen als auch die
spektralen Ahnlichkeitsbeziehungen der untersuchten Issatchenkia- und Pichia-
Arten berticksichtigt.

4.2.2 Entwicklung und Bewertung des KNN

Insgesamt wurden zehn Einzelnetze trainiert und abschlieffend zu einem Ge-
samtnetz miteinander verbunden. Bei sechs dieser Subnetze wurde der soge-
nannte Fingerprintbereich zwischen 900 cm™ und 700cm™ als Spektralbereich
mit dem groiten Differenzierungspotential ermittelt. Dieser Fingerprintbereich
zeichnet sich durch schwache, aber sehr charakteristische Peaks der aromatischen
Ringe einzelner Aminosduren und Nukleotide aus [78]. In einer Studie zur Diffe-
renzierung von Bakterien mittels FTIR-Spektroskopie und KNN wurde gezeigt,
dass dieser Spektralbereich eine grofie Bedeutung fiir die Unterscheidung auf
Stammebene besitzt [114]. Dagegen wurde zur Differenzierung der Arten P. an-
omala und P. fabianii bzw. P. cactophila und P. pseudocactophila beispielsweise vor-
wiegend ein Abschnitt des gemischten Bereiches bei 1300 cm™ genutzt. Die Un-
terscheidung anderer Arten wie 1. orientalis und P. norvegensis erforderte hingegen
Wellenzahlen, die sich iiber den gesamten mittleren Infrarotbereich erstreckten.

Die Uberpriifung der Funktionsfihigkeit, Genauigkeit und auch der Stabilitt
des etablierten KNNs stellte einen wichtigen abschliefenden Aspekt dar. Um
diese Kriterien ausreichend zu testen, wurde neben einer internen Validierung
auch eine externe Valdierung des Systems durchgefiihrt. Im Rahmen der inter-
nen Validierung wurden Spektren der Trainingsstimme verwendet, die nicht in
den Trainingsprozess integriert waren. Getestet wurde demzufolge, ob dem Sys-
tem unbekannte Spektren bereits bekannter Stimme richtig zugeordnet werden.
Auf diese Weise sollte das Erkennen einer fehlerhaft gewahlten Netzstruktur er-
moglicht werden. Die darauf folgende externe Validierung entspricht einem pra-
xisndheren Test des Systems, da ausschliefSlich Spektren von Stimmen verwendet
werden, die nicht im Trainingsstammset enthalten waren und daher dem System
nicht bekannt sind. Durch diese Validierung kann die Robustheit tiberpriift und
eventuell vorhandene Schwachstellen aufgedeckt werden.
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Die interne Validierung des Systems mit 237 Spektren ergab eine korrekte Iden-
tifizierung von 99,2 %. Diese hohe Prozentzahl an korrekten Identifizierungen
belegt, dass ein geeigneter struktureller Aufbau des KNN gewdhlt wurde. Her-
vorzuheben ist, dass kein Spektrum falsch identifiziert wurde und bei lediglich
zwei Spektren keine Zuordnung getroffen werden konnte. Da es sich hierbei um
P. cactophila- bzw. P. pseudocactophila-Spektren handelte, wurde eine eindeutige
Identifizierung durch den hohen Grad an genetischer, phanotypischer und damit
auch spektraler Ahnlichkeit verhindert. Nichtsdestotrotz spricht die hohe Rate
an korrekten Identifizierungen der internen Validierung fiir das Potential und
die Verldsslichkeit des etablierten KNNs.

Im Zuge der externen Validierung wurden dem System 1608 Spektren von
179 Stammen prasentiert. Wie in Tabelle 3.9 aufgefiihrt, wurden 98,6 % dieser
Spektren korrekt identifiziert. Dies bestitigt erneut die geeignete hierarchische
Struktur des KNN sowie das grofie Potential und die Genauigkeit des Systems.
Dariiber hinaus ist die Rate an korrekten Identifizierungen in der externen Vali-
dierung anndhernd so hoch wie in der vorausgegangenen internen Validierung.
Friihere Studien auf diesem Gebiet, in denen Bakterien verwendet wurden [97],
folgerten aus vergleichbaren Ergebnissen der internen und externen Validierung
einen Beleg fiir die Stabilitdit des KNN. Dies zeigt, dass eine reprédsentative Zahl
an Stammen im Training genutzt wurde, welche die phénotypische Biodiversitit
ausreichend abdeckt.

Obwohl durchschnittlich acht Spektren pro Stamm in der externen Validierung
enthalten waren, wurde nur bei drei Stimmen mehr als ein Spektrum nicht kor-
rekt zugeordnet. Folglich wurde kein Stamm komplett falsch identifiziert. Trotz-
dem konnten drei von 10 Spektren eines P. norvegensis-Stammes nicht korrekt zu-
geordnet werden. In diesem Fall war die Anzahl der Stimme im Training nicht
ausreichend, um eine Identifizierung der Validierungsspektren gewdhrleisten zu
konnen. Daher miissen weitere P. norvegensis-Stimme in das System integriert
werden, um eine Verbesserung dieses KNN-Bereiches zu erzielen. Die Anzahl
der Stamme, die notwendig ist, um die Biodiversitdt innerhalb einer Art ausrei-
chend abzudecken, scheint allerdings abhdngig von der jeweiligen Art zu sein.
Denn trotz einer vergleichsweise geringen Stammzahl im Training (sechs enthal-
tene Stamme), wurden alle P. galeiformis-Spektren in der externen Validierung
korrekt identifiziert.
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4.2.3 Beurteilung des KNN fiir den Einsatz in der Lebensmittelindustrie

Derzeit kommen im Lebensmittelbereich noch vielfach phanotypische Methoden,
wie das API-System von bioMérieux und chromogene Medien zur Anwendung.
Diese Methoden ermoglichen allerdings lediglich die Identifizierung einer be-
grenzten Anzahl an Arten und sind gerade fiir die Unterscheidung nah ver-
wandter Arten hdufig nicht ausreichend sensitiv. Um mit Hilfe der biochemi-
schen Systeme ein unbekanntes Isolat identifizieren zu kénnen, muss dieses in
der Regel ein speziestypisches Wachstum aufweisen. Atypische Stamme konnen
daher oft nicht der korrekten Art zugeordnet werden, z. T. scheitert selbst die
Zuordnung auf Gattungsebene. Zudem erfolgt die Auswertung oftmals visuell
und kann aufgrund der subjektiven Wahrnehmung zu unterschiedlichen Ergeb-
nissen fiihren. Gerade bei Systemen mit Triibungsvergleich ohne Farbumschlag
durch pH-Indikator sind positive Reaktionen hdufig nicht eindeutig erkennbar.
Zudem muss bei diesen Methoden eine lingere Inkubationszeit von 24 bis zu 72
Stunden eingehalten werden, um auch langsam wachsende Arten identifizieren
zu konnen. Dagegen bietet der Einsatz von FTIR-Spektroskopie eine wesentlich
anwenderfreundlichere Art der Datenauswertung ohne diffizile visuelle Auswer-
tung, deren Ergebnis nach 24 Stunden vorliegt. Durch flexibel anpassbare Daten-
banken kénnen zudem die Spektren atypischer Stimme integriert werden, was
das Identifizierungspotential weiter steigert.

Auch molekularbiologische Methoden, wie die hdufig angewandte 26S rDNS-
Sequenzierung [63,64], die hier als Referenzmethode genutzt wurde, oder der
Einsatz von ARDRA [10] stellen mogliche Alternativmethoden zur Identifizie-
rung von Hefen dar und werden auch eingesetzt. Im Gegensatz zu den zeit-
aufwandigen Probenaufbereitungen und kostenintensiven Analysen, die bei die-
sen Methoden auftreten, zeichnet sich die FTIR-Spektroskopie durch eine kosten-
glinstige und rasche Identifizierung aus, da durch die einfache Probenaufberei-
tung ohne teure Reagenzien die laufenden Kosten und der Zeitaufwand gering
gehalten werden.

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierte KNN zur Identifizierung der
nah verwandten Gattungen Issatchenkia und Pichia bietet die Moglichkeit einer
raschen und verldsslichen Identifizierung der enthaltenen Arten. Dariiber hinaus

kann das KNN als Ergdnzung zur spektralen Referenzdatenbank eingesetzt wer-
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den, wodurch ein sehr breites Spektrum an Gattungen und Arten identifiziert
werden kann. Durch die Kombination der FTIR-Spektroskopie mit KNN kann
zudem eine Differenzierung von nah verwandten, phanotypisch dhnlichen Ar-
ten realisiert werden. Der Einsatz von FTIR-Spektroskopie und KNN stellt somit
eine kostengtinstige, schnelle und zuverldssige Methode zur Identifizierung von
Hefen im Lebensmttelbereich dar.

4.3 Differenzierung von ubiquitdren und probiotischen

S. cerevisiae aus Futtermitteln

Die mikrobiologische Beurteilung von Futtermitteln wird durch die in der Futter-
mittelindustrie vermehrt eingesetzten probiotischen S. cerevisize-Stamme, welche
von unerwiinschten Wildstaimmen zu unterscheiden sind, erschwert. Laut Gesetz
ist jede detektierbare Hefe als verderbnisanzeigend einzustufen, probiotische Mi-
kroorganismen sollen jedoch nicht in die Zellzahlbestimmung, die die Grundla-
ge der Qualitdtsbeurteilung von Futtermitteln darstellt, einbezogen werden [28].
Mit herkémmlichen biochemischen Methoden sind probiotische S. cerevisiae aller-
dings nicht voneinander zu trennen und kénnen auch bisher nicht von ubiquitdr
im Futtermittel auftretenden S. cerevisiae unterschieden werden. Daher wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit ein System zur Differenzierung von S. cerevisiae
auf Stammebene basierend auf FTIR-Spektroskopie und KNN etabliert.

4.3.1 Stammtypisierung mittels dHPLC und 3-PCR

Eine wichtige Voraussetzung fiir die erfolgreiche Entwicklung des Stammtypi-
sierungssystems war die zuverldssige Klassifizierung der Referenzisolate, die
mittels molekularbiologischer Methoden durchgefiihrt wurde. Vorversuche zeig-
ten, dass mit Hilfe dHPLC- und 8-PCR-Analyse ausreichend sensitive und re-
produzierbare Resultate erzielt werden konnen. Beide Methoden wurden daher
zur Klassifizierung der Referenzisolate verwendet. Die Kombination von unter-
schiedlichen Stammtypisierungsmethoden entspricht Studien, die belegen, dass
die Anwendung mehrerer Methoden zur Differenzierung auf Stammebene not-
wendig ist, um verldssliche Ergebnisse zu erzielen [3,5].

Primar erfolgte die Klassifizierung der Referenzstimme tiber dHPLC-Analyse,
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die 8-PCR nach Ness [80] wurde lediglich als zusitzliche Kontrolle der dHPLC
eingesetzt. Dementsprechend wurde ein grofieres Stammset von 48 probiotischen
und 20 ubiquitdren S. cerevisiae-Isolaten mittels dHPLC untersucht, wohingegen
zur Uberpriifung dieser Ergebnisse die 8-PCR-Analyse von 27 probiotischen und
vier ubiquitdren Isolaten ausreichend war.

Die dHPLC-Analyse der getesteten S. cerevisiae-Isolate zeigte deutliche Un-
terschiede zwischen probiotischen Isolaten, die eine relative geringe Anzahl an
Hauptpeaks aufwiesen, und ubiquitdren Isolaten, deren Profil in der Regel durch
eine hohere Anzahl an Peaks charakterisiert waren. Dartiber hinaus ergaben sich
zwischen den probiotischen Isolaten unterschiedliche Peakprofile, die fiir alle
Isolate des gleichen probiotischen Stammes reproduzierbar identisch waren. So
konnten vier der fiinf Probiotika voneinander unterschieden werden. Lediglich
die beiden NCYC-Stdimme 1026 und Sc47 wiesen ein identisches Peakprofil auf,
wodurch eine Unterscheidung nicht moglich war. Die hier erzielten Ergebnisse
belegen die hohe Sensitivitat der dHPLC-Analyse, die urspriinglich vorwiegend
im medizinischen Bereich zur Detektion von Mutationen in der DNS-Sequenz
eingesetzt wurde [37] und in jlingerer Zeit auch vermehrt Anwendung bei der
Artidentifizierung von Bakterien [6,26,30] und Hefen [44,52] findet. Hinsichtlich
der Stammtypisierung beschréankte sich ihr Einsatz bislang auf klinisch relevante
Bakterien [56] und Hefen [43] sowie auf Hefen aus dem Brauereibereich [51].

Zur Uberpriifung der dHPLC-Ergebnisse wurden insgesamt 31 Isolate mittels
6-PCR untersucht. Obwohl das Bandenmuster der 8-PCR vergleichsweise weni-
ger klar erkennbar ist als die deutlichen Peakprofile der dHPLC-Analyse, waren
die Anzahl und Grofie der erhaltenen Fragmente reproduzierbar in zwei unab-
hangig durchgefiihrten Experimenten. Auch bei dieser Methode zeigte das Ban-
denmuster der probiotischen Isolate weniger Fragmente als das Muster der unter-
suchten ubiquitédren Isolate. Die Isolate der probiotischen Stimme CNCM 1-1077,
CNCM 1-1079 und MUCL 39885 waren eindeutig voneinander zu unterscheiden,
wohingegen die Stimme NCYC 1026 und NCYC Sc47 ein identisches Fragment-
muster aufwiesen, welches jedoch von den restlichen drei probiotischen Mustern
differenziert werden kann. In einer bereits vertffentlichten Studie aus dem Jahr
2004 [69], in welcher ebenfalls eine 8-PCR-Analyse — allerdings mit modifizier-
ten 0-Primern zur Differenzierung von probiotischen S. cerevisiae — angewandt
wurde, konnten Isolate der beiden NCYC-Stamme auch nicht voneinander un-
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terschieden werden.

Somit war basierend auf den Ergebnissen der hier vorgestellten iibereinstim-
menden 3-PCR- und dHPLC-Analyse keine erfolgreiche Unterscheidung dieser
beiden Stimme moglich. Es sind daher weitere Stammdifferenzierungsmethoden,
wie beispielsweise RFLP [3, 33,104, 119] oder der Einsatz von Mikrosatelliten-
Primern [5,48,55,68,92], zu testen. Nur so kann gezeigt werden, dass es sich bei
NCYC 1026 und NCYC Sc47 tatsdchlich um zwei unterschiedliche Stimme han-
delt. Nichtsdestotrotz konnten mit Hilfe der angewandten Methoden in dieser
Studie probiotische und ubiquitdre S. cerevisiae sowie vier der fiinf zugelassenen

probiotischen Futtermittelzusatzstimme klar voneinander differenziert werden.

4.3.2 Entwicklung und Bewertung des KNN

Zur Etablierung des KNN wurde ebenfalls die NeuroDeveloper Software® ver-
wendet, wodurch wihrend des Trainingsprozesses Wellenzahlen mit dem grofst-
moglichen Differenzierungspotential fiir jedes Subnetz ermittelt werden konn-
ten [115]. Hierbei zeigte sich, dass zur Unterscheidung zwischen probiotischen
und ubiquitdren Stammen Wellenzahlen zwischen 750 cm™ und 900 cm™, also des
Fingerprintbereichs, genutzt wurden. Dieser enthélt schwache, aber sehr charak-
teristische Peaks der aromatischen Ringe einzelner Aminosduren und Nukleoti-
de [78]. Fiir Bakterien ist bereits bekannt, dass sich dieser Bereich gut zur Diffe-
renzierung auf Stammebene eignet [114].

Fiir die Differenzierung der einzelnen probiotischen Stimme waren dagegen
Wellenzahlen von 1500 cm™ bis 1490cm! entscheidend, die spektrale Informa-
tion iiber mehrere Zellbestandteile wie Polysaccharide, Fettsduren und Protei-
ne enthalten. Weiterhin absorbieren auch RNS bzw. DNS und phosphattragende
Gruppen in diesem Spektralbereich [78].

Aufgrund der unterschiedlichen hierarchischen Struktur der Netzvarianten 1
mit drei Ebenen und 2 mit zwei Ebenen (Abbildung 3.9 und 3.10), wurde fiir die
zweite Ebene der ersten Strukturvariante ein zusatzliches Subnetz zur Einteilung
der probiotischen Stamme in die Gruppen CNCM I1-1077/CNCM I1-1079/MUCL
39885 und NCYC Sc47/NCYC 1026 trainiert. Fiir diese Unterteilung waren Wel-
lenzahlen von 1030cm™ bis 1130cm™ sowie Wellenzahlen des Phospholipidbe-
reichs zwischen 1730 cm™ und 1760 cm™ entscheidend.
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Diese Daten zeigen, dass fiir eine Differenzierung zwischen probiotischen und
ubiquitdren Isolaten die Betrachtung eines kleinen, zugleich aber sehr variablen
Spektralbereichs ausreichend ist. Fiir die Unterscheidung zwischen einzelnen
probiotischen Staimmen bedarf es dagegen spektraler Information, die sich tiber
einen grofieren Spektralbereich verteilt.

Die Validierung des KNN zur Differenzierung von probiotischen und ubiqui-
taren S. cerevisiae sollte zum Einen Aufschluss tiber die Funktionsfihigkeit des
Systems geben, zum Anderen sollte dadurch die geeignetere Strukturvariante
gefunden werden.

In der internen Validierung des Systems wurde bei beiden Netzstrukturen das-
selbe Ergebnis von 99,1 % korrekten Zuordnungen erzielt. Lediglich ein Spektrum
eines ubiquitdren Isolates aus Fliissigfuttermittel konnte weder der ubiquitdren
noch der probiotischen Klasse zugeordnet werden. Es wurde jedoch kein Spek-
trum falsch klassifiziert.

In der externen Validierung wies sowohl das KNN mit drei als auch die Va-
riante mit zwei Ebenen eine hohe Quote von etwa 94 % korrekten Klassifizie-
rungen auf. Die KNN-Variante mit zwei Ebenen war dabei um lediglich 1,1 %
besser. Hinsichtlich der falsch bzw. nicht klassifizierten Spektren zeigten sich je-
doch deutliche Unterschiede. Wahrend die KNN-Variante mit drei Ebenen mit
5,4 % eine relativ hohe Quote an Fehlklassifizierungen aufwies, wurden lediglich
2,7 % der Spektren mit der zweiten KNN-Variante falsch zugeordnet. Aufgrund
dessen wurde die KNN-Variante mit drei Ebenen fallen gelassen. Im Folgenden
wird daher das Ergebnis der besseren Strukturvariante mit zwei Ebenen genauer
beleuchtet.

Fiir die Differenzierung der probiotischen und ubiquitdren Staimme ergibt sich
auf Ebene 1 eine Erfolgsquote von 98,2 % korrekter Zuordnungen. Besonders her-
vorzuheben ist, dass 99,9 % aller Spektren der enthaltenen probiotischen Staimme
als solche erkannt und korrekt klassifiziert wurden. Diese Klassifizierungsrate
ist nahezu identisch zu der der internen Validierung und unterstreicht dadurch
die Stabilitdt des KNN in Bezug auf die Unterscheidung zwischen ubiquitdren
und probiotischen Isolaten. Eine zusitzliche Bestdtigung stellen die Erfolgsquo-
ten der ubiquitdren Isolate dar, die in beiden Validierungen ebenfalls anndhernd
gleich waren. Die externe Validierung umfasste nicht nur ubiquitdre S. cerevisiae

aus Futtermitteln, sondern enthielt auch Stimme aus verschiedensten Habitaten,
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darunter Lebensmittel-, Getrdnke- und Umweltisolate. Vor diesem Hintergrund
zeigt die korrekte Klassifizierung von 94,0 % der Spektren ubiquitdrer Isolate in
der externen Validierung, dass die phanotypische Varianz ubiquitdrer S. cerevi-
siae noch nicht ausreichend abgedeckt ist. Zehn Spektren konnten keiner Klasse
zugeordnet werden, stammten jedoch von unterschiedlichen Isolaten, was eben-
falls fiir eine nicht ausreichend abgedeckte phidnotypische Biodiversitit spricht.
Zur Verbesserung dieses KNN Bereiches miissen weitere ubiquitdre Isolate in-
tegriert werden. Alle sechs falsch zugeordneten Spektren auf der ersten Ebene
stammten von S. cerevisize CBS 1464, weshalb davon auszugehen ist, dass es
sich hierbei um einen atypischen Stamm handelt, dessen Spektren ebenfalls in
das System integriert werden miissen. Zwei Isolate, die im Vorfeld nicht mittels
dHPLC- bzw. 8-PCR-Analyse klassifiziert wurden, wurden in der externen Vali-
dierung vermeintlich fehlklassifiziert, da alle Spektren des jeweiligen Isolates der
anscheinend falschen Klasse zugeordnet wurden. So klassifizierte das KNN ein
ubiquitéres Isolat (G 2905) als probiotisches CNCM I-1079-Isolat und ordnete ein
vermeintliches NCYC 1026-Isolat (G 3373) der ubiquitdren Klasse zu. In beiden
Féllen konnte diese Klassifizierung durch nachfolgend durchgefiihrte dHPLC-
und &-PCR-Analysen bestdtigt werden, was die Zuverldssigkeit des etablierten
KNN belegt.

Fir die zweite Ebene zur Unterscheidung der probiotischen Stamme unter-
einander wurde in der externen Validierung eine Erfolgsquote von anndhernd
100 % korrekter Klassifizierung fiir Spektren der Stamme CNCM I-1077 und den
beiden NCYC Stdammen, die aufgrund sehr groer Ahnlichkeit in einer Klas-
se zusammengefasst wurden, erzielt (Abbildung 3.13). Die Validierungsspektren
der CNCM I-1079- und MUCL 39885-Isolate wurden dagegen nur zu 83 % bzw.
86 % der richtigen Klasse zugeordnet. Fiir beide Probiotika waren weniger Isolate
verfligbar als fiir die anderen drei Stimme (Tabelle 3.10). Da sich MUCL 39885-
Isolate durch einen sehr hohen Grad an Heterogenitit auszeichnen, der im KNN
bislang nicht ausreichend durch die Trainingsspektren reprasentiert wurde, fiihr-
te die geringe Isolatanzahl zu einer vergleichsweise hohen Fehlklassifizierung.
Bei Spektren der CNCM I-1079-Isolate wurde hingegen eine hohere Rate an
nicht identifizierten Spektren in der externen Validierung erreicht. Bei beiden
Probiotika-Klassen ist eine Verbesserung durch Erhohung der Isolat- und damit

Spektrenanzahl im Training zu erwarten.
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4.3.3 Einsatz des KNN zur Stammtypisierung im Futtermittelbereich

Das Potential der FTIR-Spektroskopie fiir eine Differenzierung auf Stammebene
ist bereits mehrfach beschrieben worden und umfasst sowohl Bakterien [42,98,
99], als auch Hefen [1,32,100,113]. Der Fokus der bislang veroffentlichten Studien
zur Stammtypisierung von Hefen lag jedoch hauptsachlich auf den medizinisch
relevanten Hefearten C. albicans und C. glabrata, deren Stimme vorwiegend mit-
tels HCA der Spektren voneinander unterschieden wurden. Daneben wurde eine
Studie zur Unterscheidung von S. cerevisine-Mutanten mittels FTIR-Spektroskopie
veroffentlicht [39]. Bei keiner dieser Studien wurde allerdings eine ergdnzende
mathematische Methode zur Datenverarbeitung verwendet. In der vorliegenden
Arbeit wurde somit erstmals der Einsatz von FTIR-Spektroskopie in Kombination
mit KNN zur Unterscheidung von Hefen auf Stammebene erfolgreich durchge-
fihrt.

Das entwickelte KNN ist ergdnzend zur Referenzdatenbank fiir die Identifi-
zierung von Hefen anzuwenden. Neben S. cerevisine konnen so weitere Hefear-
ten, die im Futtermittel vorhanden sein konnen, verlasslich identifiziert werden.
Somit kann durch eine einzige Probenaufbereitung fiir die Messung im FTIR-
Spektrometer sowohl die Identifizierung auf Art- als auch auf Stammebene reali-
siert werden. Diese Art der Probenaufbereitung zeichnet sich zudem im Vergleich
zu den hier angewandten molekularbiologischen Referenzmethoden durch einen
geringeren zeitlichen Arbeitsaufwand und wesentlich geringere laufende Kosten
aus.

Die realisierte Differenzierungsmoglichkeit von probiotischen und ubiquitdren
S. cerevisiae stellt eine erhebliche Verbesserung der Qualitdtsbeurteilung von Fut-
termitteln dar, da durch eine genaue Bezeichnung der vorliegenden Spezies auch
Riickschliisse auf die Herkunft sowie die potentielle Pathogenitit fiir das Tier und
die tatsdchliche Gefahr als Verderbniskeim moglich sind. Dariiber hinaus ist zu-
satzlich die Moglichkeit gegeben, probiotische Keime, die in hohen Zellzahlen im
Futtermittel vorliegen, von der Keimzahlbestimmung zur Qualitdtseinschdtzung
auszuschliefien. Dies verfeinert die Beurteilung der Futtermittel, da die Keimzah-
len der tatsdchlich unerwiinschten S. cerevisine ermittelt werden kdnnen. Auch
eine Uberpriifung der probiotischen Futtermittelzusétze hinsichtlich ihrer Rein-

heit ist denkbar, da das KNN zwischen vier der fiinf zugelassenen probiotischen
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Stimmen unterscheiden kann. Gerade bei Anlagen, in welchen unterschiedliche
Zusatze zeitlich versetzt produziert werden, konnen so Kontaminationen leichter
detektiert werden.

4.4 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei Identifizierungssysteme fiir un-
terschiedliche Anwendungsbereiche etabliert, deren Validierungen bereits sehr
gute Ergebnisse erzielten. Nichtsdestotrotz ist es erforderlich, dass diese Systeme
weiterbearbeitet werden, um die Identifizierungsqualitdt kiinftig noch zu stei-
gern.

So miissen die beiden Systeme zur Artidentifizierung aufgrund der immer noch
anhaltenden molekularbiologischen Uberpriifung der Hefentaxonomie und der
damit verbundenen Anderungen stets aktualisiert werden. Dies kann einerseits
Namensdnderungen der bereits enthaltenen Spezies, aber auch eine Ergdnzung
um neu beschriebene bzw. den enthaltenen Gattungen neu zugeteilte Arten um-
fassen.

Die Referenzdatenbank fiir klinisch relevante Hefen muss mit Spektren weite-
rer Isolate ergdnzt werden, um der grofien phanotypischen Biodiversitadt gerecht
werden zu konnen. Eine erste Erweiterung kann durch die Integration der Vali-
dierungsspektren erfolgen, die Sammlung weiterer Isolate ist jedoch unabding-
bar. Damit gerade auch seltener auftretende Hefearten in ausreichender Stamm-
zahl in der Datenbank integriert werden koénnen, sollte ein langerer Zeitraum fiir
diese Sammlung in Betracht gezogen werden. Dariiber hinaus sollte ein praxis-
naher Test der Datenbank in einem klinischen Untersuchungslabor erfolgen, um
die tatsdchliche Erfolgsquote in der klinischen Diagnostik feststellen zu konnen.

Um das KNN zur Identifizierung von Issatchenkia- und Pichia-Arten zu verbes-
sern, sollte ein weiteres Training mit erweiterter Stammzahl durchgefiihrt wer-
den. In dieses Training sollten vor allem Spektren der in der externen Validie-
rung nicht korrekt zugeordneten Stimme integriert werden. Weiterhin empfiehlt
es sich, zusidtzlich Staimme in das Training mit einzubeziehen, die aufSerhalb des
bereits abgedeckten phdnotypischen Varianzbereiches liegen.
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A Stammliste der klinischen Isolate

Die folgende Stammliste umfasst alle 210 Isolate der 30 klinisch relevanten Hefe-
arten, die zum Aufbau einer Datenbank fiir den Einsatz in der klinischen Diagno-
stik verwendet wurden. Desweiteren sind die Identifizierungsergebnisse der neu
erstellten FTIR-Referenzdatenbank sowie des Identifizierungssystems API ID32C

von bioMérieux aufgefiihrt.

Die Isolate wurden von folgenden Quellen bezogen:

1 Dr. H.-P. Seid], Mykologisches Labor, Dermatologische Klinik und Poliklinik
der TU Miinchen

2 apl. Prof. Dr. G. Haase, Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Universitatskli-
nikum der RWTH Aachen

T Typstamm

" Diese Arten weisen eine identische 26S rDNS-Sequenz auf, ihre Unterscheidung
ist jedoch mittels HCA moglich.

CBS: Centralbureau voor Schimmelcultures, Niederlande



Stamm Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS-Sequenzierung Datenbank  Validierung Ergebnis Ergebnis API ID 32C
FTIR-Datenbank
C. africana 3125! X C. africana
C. africana 34501 X
C. africana CBS 8781 T 3485 X
C. africana CBS 9118 3486 X
C. africana CBS 9119 3487 X
C. africana 35042 *C. africana / C. albicans 99 % X C. africana
C. africana 35052 *C. africana / C. albicans 99 % X
C. africana 35062 *C. africana / C. albicans 99 % X
C. africana 35072 *C. africana / C. albicans 99 % X C. africana
C. africana 35082 *C. africana / C. albicans 99 % X
C. africana 3644! X C. africana
C. albicans 3091! X
C. albicans 30921 X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3093! X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3094! X
C. albicans 30951 X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3096! C. albicans 100 % X
C. albicans 3098! X C. albicans
C. albicans 3099! X
C. albicans 3100! X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3102! X
C. albicans 3103! C. albicans 100 % X
C. albicans 3104! X
C. albicans 3105! X
C. albicans 3106! X C. albicans
C. albicans 3107! X
C. albicans 3108! X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3109! X C. albicans
C. albicans 3111! X
C. albicans 31121 X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3113! X
C. albicans 3114! X C. albicans
C. albicans 31821 C. albicans 100 % X nicht eindeutig
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Stamm Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS-Sequenzierung Datenbank  Validierung Ergebnis Ergebnis API ID 32C
FTIR-Datenbank
C. albicans 3183! C. albicans 100 % X
C. albicans 3184! X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3186! X C. albicans
C. albicans 31871 X
C. albicans 3188! X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3189! X C. albicans
C. albicans 3190! C. albicans 99 % X
C. albicans 3191! X C. albicans
C. albicans 3192! X
C. albicans 3193! X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 31941 X
C. albicans 3195! X C. albicans
C. albicans 31971 X
C. albicans 34261 C. albicans 99 % X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3606! X nicht eindeutig
C. albicans 36071 X
C. albicans 3608! C. albicans 99 % X
C. albicans 3609! X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3610! X C. albicans
C. albicans 3611 X C. albicans
C. albicans 36121 X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3613! X C. albicans
C. albicans 3614! X
C. albicans 36151 X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3616! X C. albicans
C. albicans 36171 X C. albicans
C. albicans 36181 X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3619! X
C. albicans 3620! X C. albicans
C. albicans 3621' X C. albicans
C. albicans 36221 X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3623! X C. albicans
C. albicans 3624! C. albicans 99 % X
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Stamm Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS-Sequenzierung Datenbank  Validierung Ergebnis Ergebnis API ID 32C
FTIR-Datenbank
C. albicans 3625! X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3626! C. albicans 100 % X nicht eindeutig
C. albicans 36271 X
C. albicans 36291 X C. albicans
C. albicans 3630! X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 36311 X C. albicans
C. albicans 36321 C. albicans 99 % X
C. albicans 36331 X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. albicans 3634! X
C. albicans 3635! X nicht eindeutig
C. albicans 3636! X
C. albicans 3637! C. albicans 99 % X FALSCH
C. albicans 3638! X C. albicans
C. albicans 36391 C. albicans 99 % X nicht eindeutig C. albicans 99,9 %
C. albicans 3640! X C. albicans
C. albicans 36411 X
C. albicans 3110! X C. albicans
C. albicans 3134! C. albicans 100 % X
C. albicans 34691 X C. albicans C. albicans 99,9 %
C. catenulata 3395! C. catenulata 98 % X FALSCH
C. dubliniensis 30971 C. dubliniensis 100 % X
C. dubliniensis 31011 C. dubliniensis 100 % X nicht eindeutig C. dubliniensis 99,9 %
C. dubliniensis 3196! C. dubliniensis 100 % X nicht eindeutig unzuldssiges Profil
C. dubliniensis 34511 X
C. dubliniensis CBS 7987 T 3488 X
C. dubliniensis CBS 7988 3489 X
C. dubliniensis CBS 8500 3490 X
C. dubliniensis CBS 8501 3491 X
C. dubliniensis 35092 C. dubliniensis 96 % X
C. dubliniensis 35102 C. dubliniensis 100 % X
C. dubliniensis 35112 C. dubliniensis 96 % X
C. dubliniensis 35122 C. dubliniensis 97 % X
C. dubliniensis 35132 C. dubliniensis 100 % X
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Stamm Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS-Sequenzierung Datenbank  Validierung Ergebnis Ergebnis API ID 32C
FTIR-Datenbank
C. dubliniensis 36281 C. dubliniensis 99 % X C. dubliniensis C. dubliniensis 99,9 %
C. glabrata 3115! X C. glabrata C. glabrata 99,1 %
C. glabrata 3116! X C. glabrata C. glabrata 99,1 %
C. glabrata 31171 X
C. glabrata 3198! X C. glabrata C. glabrata 99,1 %
C. glabrata 31991 X C. glabrata C. glabrata 99,1 %
C. glabrata 3200! C. glabrata 99 % X
C. glabrata 34521 X
C. glabrata 35142 C. glabrata 99 % X
C. glabrata 35152 C. glabrata 99 % X
C. glabrata 35162 C. glabrata 98 % X
C. glabrata 35172 C. glabrata 95 % X
C. glabrata 35182 C. glabrata 99 % X
C. inconspicua 3464! X
C. inconspicua 3465! X
C. parapsilosis 3126! C. parapsilosis 100 % X
C. parapsilosis 3127 X C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 %
C. parapsilosis 3128! X C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 %
C. parapsilosis 3430! C. parapsilosis 100 % X nicht eindeutig C. parapsilosis 99,9 %
C. parapsilosis 3455! X
C. parapsilosis 35192 C. parapsilosis 95 % X
C. parapsilosis 35207 C. parapsilosis 98 % X
C. parapsilosis 35212 C. parapsilosis 95 % X
C. parapsilosis 35222 C. parapsilosis 99 % X
C. parapsilosis 35232 C. parapsilosis 100 % X
C. parapsilosis 36421 X C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 %
C. parapsilosis 3643! X C. parapsilosis C. parapsilosis 99,6 %
C. pararugosa 35242 C. pararugosa 98 % X FALSCH
C. rugosa 32041 X FALSCH
C. tropicalis 3203! C. tropicalis 99 % X
C. tropicalis 3205! X nicht eindeutig unzuldssiges Profil
C. tropicalis 3206! X C. tropicalis unzuldssiges Profil
C. tropicalis 32071 X C. tropicalis unzuldssiges Profil
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Stamm Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS-Sequenzierung Datenbank  Validierung Ergebnis Ergebnis API ID 32C
FTIR-Datenbank
C. tropicalis 35252 C. tropicalis 93 % X
C. tropicalis 35267 C. tropicalis 100 % X
C. tropicalis 35272 C. tropicalis 100 % X
C. tropicalis 35282 C. tropicalis 100 % X
C. tropicalis 35292 C. tropicalis 95 % X FALSCH unzuldssiges Profil
C. tropicalis 35782 X FALSCH C. intermedia 96,8 %
C. zeylanoides 3185! C. zeylanoides 99 % X C. zeylanoides
C. zeylanoides 35302 C. zeylanoides 99 % X
C. zeylanoides 35312 C. zeylanoides 100 % X C. zeylanoides
C. zeylanoides 35322 C. zeylanoides 100 % X
C. zeylanoides 35332 C. zeylanoides 100 % X C. zeylanoides
C. zeylanoides 35342 C. zeylanoides 100 % X
Cl. lusitaniae 35352 Cl. lusitaniae 96 % X
Cl. lusitaniae 35362 Cl. lusitaniae 99 % X Cl. lusitaniae unzuldssiges Profil
Cl. lusitaniae 35372 Cl. lusitaniae 99 % X
Cl. lusitaniae 35382 X Cl. lusitaniae C. intermedia 99,1 %
Cl. lusitaniae 35392 Cl. lusitaniae 99 % X
Cr. albidus 35402 Cr. albidus 100 % X Cr. albidus
Cr. carnescens 35432 Cr. carnescens 100 % X FALSCH
Cr. diffluens 35422 Cr. diffluens 99 % X nicht eindeutig
Cr. laurentii 35442 Cr. laurentii 100 % X Cr. laurentii
Cr. laurentii 35452 Cr. laurentii 97 % X
Cr. neoformans 35472 Cr. neoformans 100 % X
Cr. neoformans 35482 Cr. neoformans 100 % X Cr. neoformans Cr. neoformans 99,9 %
Cr. neoformans 35492 Cr. neoformans 98 % X
Cr. neoformans 35502 Cr. neoformans 99 % X Cr. neoformans unzuldssiges Profil
Cr. neoformans 35512 Cr. neoformans 98 % X
Cr. neoformans CBS 7229 T 3494 X
var. gattii
Cr. neoformans CBS 7779 3495 X
var. neoformans
Cr. terreus 35522 Cr. terreus 99 % X
Cr. terreus 35532 Cr. terreus 99 % X Cr. terreus
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Stamm Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS-Sequenzierung Datenbank  Validierung Ergebnis Ergebnis API ID 32C
FTIR-Datenbank
Cr. uniguttulatus CBS 1730 T 3496 X
Cr. uniguttulatus CBS 2994 3497 X
Cr. uniguttulatus 35542 Cr. uniguttulatus 100 % X Cr. uniguttulatus unzuldssiges Profil
Cr. uniguttulatus 35552 Cr. uniguttulatus 100 % X Cr. uniguttulatus unzuldssiges Profil
Cr. uniguttulatus 35562 Cr. uniguttulatus 100 % X Cr. uniguttulatus unzuléssiges Profil
Cr. uniguttulatus 35572 Cr. uniguttulatus 100 % X
D. hansenii 35582 D. hansenii 96 % X D. hansenii
D. hansenii 35592 X
D. hansenii 35602 D. hansenii 99 % X
D. hansenii 35612 D. hansenii 100 % X D. hansenii
D. hansenii 35622 X D. hansenii
Galactomyces 3208! X
geotrichum
Galactomyces 3209! X Galactomyces geotrichum
geotrichum
Galactomyces 3210! X
geotrichum
Galactomyces 32111 X Galactomyces geotrichum
geotrichum
Galactomyces 32121 X
geotrichum
I occidentalis 34631 X
L. orientalis 31211 X I. orientalis I orientalis 99,7 %
I. orientalis 31221 X
L. orientalis 3123! X L. orientalis I. orientalis 99,7 %
L orientalis 31241 X L orientalis I orientalis 99,7 %
L. orientalis 34531 X
I. orientalis 35662 L. orientalis 100 % X I. orientalis I. orientalis 99,7 %
I. orientalis 34541 I. orientalis 100 % X
L. orientalis 35742 I. orientalis 98 % X L. orientalis I. orientalis 97,8 %
Kluyveromyces 32011 X Kluyveromyces marxianus
marxianus
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Stamm Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS-Sequenzierung Datenbank  Validierung Ergebnis Ergebnis API ID 32C
FTIR-Datenbank
Kluyveromyces 32021 X Kluyveromyces marxianus  P. guilliermondii 92,1 %
marxianus
P. guilliermondii 3118! P. guilliermondii 100 % X
P. guilliermondii 3119! P. guilliermondii 99 % X
P. guilliermondii 3120! X P. guilliermondii
P. guilliermondii 35032 X P. guilliermondii
P. guilliermondii 35632 P. guilliermondii 95 % X
P. guilliermondii 35642 P. guilliermondii 100 % X P. guilliermondii
P. guilliermondii 35652 P. guilliermondii 96 % X
P. guilliermondii 35672 P. guilliermondii 98 % X
P. jadinii 35682 P. jadinii 99 % X
P. jadinii 35692 P. jadinii 99 % X P. jadinii
T. asahii 3570> T. asahii 100 % X
T. asahii 35712 T. asahii 100 % X FALSCH
T. asahii 35722 T. asahii 100 % X
T. cutaneum CBS 8191 3493! X
T. ovoides 3427 X
T. ovoides 3428! X
Y. lipolytica 3645! Y. lipolytica 100 % X
Y. lipolytica 35752 Y. lipolytica 99 % X
Y. lipolytica 35762 Y. lipolytica 99 % X
Y. lipolytica 35772 Y. lipolytica 99 % X Y. lipolytica
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B Stammliste der Gattungen Issatchenkia und Pichia 112

B Stammliste der Gattungen Issatchenkia und Pichia

Die folgende Stammliste umfasst 416 Issatchenkia- und Pichia-Stdimme, die zur
Etablierung und Validierung des KNN verwendet wurden. Zusitzliche Angaben
finden sich tiber ihre Herkunft sowie Ergebnisse der 265 rDNS-Sequenzierung.

! Stamm wird in der CBS Stammsammlung unter der Bezeichnung I. occidentalis
gefiihrt

2 Stamm wird in der DSMZ Stammsammlung unter der Bezeichnung I. orientalis
gefiihrt

NT Neo-Typstamm

T Typstamm

CBS: Centralbureau voor Schimmelcultures, Niederlande

DSMZ: Deutsche Sammlung fiir Mikroorgansimen und Zellkulturen

MUCL: Industrial Fungi and Yeasts Collection, Belgien

WSYC: Weihenstephan Yeast Collection



Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung
I. hanoiensis Conopomorpha cramella Snellen CBS 9198 T X
(javanische Kakaomotte)
I. hanoiensis Conopomorpha cramella Snellen CBS 9199 X
(javanische Kakaomotte)
1. hanoiensis Conopomorpha cramella Snellen CBS 9200 X
(javanische Kakaomotte)
I. occidentalis Kase 3236 I occidentalis 100 % X
L. occidentalis Luftkeim 357 K L. occidentalis 100 % X
I. occidentalis Bier B 95-76 X
I. occidentalis Traubensaft CBS 10322 X
I. occidentalis Drosophila crucigera (Fruchtfliege) CBS 1910 X
. occidentalis Boden CBS 6399 X
I. occidentalis keine Angaben CBS 6887 I. occidentalis 100 % X
I. occidentalis NRRL Y-7552 CBS 6888 I. occidentalis 100 % X
I. occidentalis Mutante CBS 6890 X
L. occidentalis Mutante von NRRL Y-7767 CBS 6892 . occidentalis 100 % X
I. occidentalis Boden CBS 7321 I occidentalis 100 % X
I. occidentalis Drosophila crucigera (Fruchtfliege) MUCL 29941 I. occidentalis 100 % X
. occidentalis Lebensmittel MUCL 42895 L. occidentalis 100 % X
I. orientalis Lebensmittel 30 X
I. orientalis Lebensmittel 61 X
I. orientalis Lebensmittel 78 X
I. orientalis Lebensmittel 87 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Lebensmittel 383 X
I. orientalis Lebensmittel 384 X
I. orientalis Lebensmittel 386 X
I. orientalis Lebensmittel 387 X
I. orientalis Lebensmittel 389 X
I. orientalis Lebensmittel 392 X
I. orientalis Lebensmittel 633 X
I. orientalis Lebensmittel 705 X
I. orientalis Lebensmittel 735 X
I. orientalis Lebensmittel 801 X
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung

I. orientalis Lebensmittel 900 X
I. orientalis Lebensmittel 915 X
I. orientalis Lebensmittel 966 X

I. orientalis Lebensmittel 1034 X
I. orientalis Lebensmittel 1110 X
I. orientalis Lebensmittel 1144 X
I. orientalis Lebensmittel 1145 X
I. orientalis Lebensmittel 1149 X
I. orientalis Lebensmittel 1158 X
I. orientalis Lebensmittel 1196 X
I. orientalis Lebensmittel 1231 X
I. orientalis Lebensmittel 1260 X
I. orientalis Lebensmittel 1268 X
I. orientalis Lebensmittel 1270 X
I. orientalis Luftkeim 1323 X
I. orientalis Luftkeim 1348 X
I. orientalis Molke und Kise 1386 X
I. orientalis Molke und Kéase 1387 X
I. orientalis Molke und Kése 1396 X
I. orientalis Molke und Kise 1397 X

I. orientalis Molke und Kise 1412 X
I. orientalis Molke und Kise 1413 X
I. orientalis Lebensmittel 1446 X
I. orientalis Lebensmittel 1499 I. orientalis 100 % X

I. orientalis Lebensmittel 1503 X
I. orientalis Lebensmittel 1513 X
I. orientalis Lebensmittel 1560 X
I. orientalis Lebensmittel 1830 X
I. orientalis Lebensmittel 1831 X
I. orientalis Lebensmittel 1863 X
I. orientalis Lebensmittel 1927 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Lebensmittel 2170 X
I. orientalis Lebensmittel 2171 X
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung

I. orientalis Lebensmittel 2174 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Umwelt 2337 X
I. orientalis Futtermittel 2550 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Faezes (Rind) 2551 X
I. orientalis Faezes (Ferkel) 2552 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Faezes (Ferkel) 2553 X
I. orientalis Faezes (Ferkel) 2554 X
I. orientalis Faezes (Ferkel) 2555 X
I. orientalis Silage 2556 X
I. orientalis Brauhefe 2561 X
I. orientalis Faezes (Mensch) 2565 X
I orientalis Zungenabstrich (Mensch) 2566 X
I. orientalis Faezes (Mensch) 2570 I. orientalis 100 % X

I. orientalis Faezes (Mensch) 2571 X
I. orientalis Faezes (Mensch) 2575 X
I. orientalis Hautabstrich (Mensch) 2576 I. orientalis 100 % X

I. orientalis Faezes (Mensch) 2577 X
I. orientalis Faezes (Mensch) 2578 X
I. orientalis Faezes (Mensch) 2579 X
I. orientalis Futtermittel 2580 X
I. orientalis Faezes (Mensch) 2581 I. orientalis 100 % X

I. orientalis Faezes (Mensch) 2590 X
I. orientalis Faezes (Mensch) 2591 I. orientalis 99 % X

I. orientalis Futtermittel 2593 X
I. orientalis Futtermittel 2594 X
I. orientalis Futtermittel 2595 X

I. orientalis Futtermittel 2596 X
I. orientalis Futtermittel 2597 X
I. orientalis Futtermittel 2598 X
I. orientalis Futtermittel 2599 X
I. orientalis Futtermittel 2600 X
I. orientalis Futtermittel 2601 X
I. orientalis Futtermittel 2602 X
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung
I. orientalis Faezes (Mensch) 2603 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Faezes (Mensch) 2604 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Faezes (Mensch) 2606 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Futtermittel 2607 X
I. orientalis Futtermittel 2617 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Futtermittel 2619 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Futtermittel 2621 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Futtermittel 2622 X
I. orientalis Futtermittel 2623 X
I. orientalis Futtermittel 2624 X
I. orientalis Futtermittel 2625 X
I. orientalis Futtermittel 2626 X
I. orientalis Futtermittel 2627 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Futtermittel 2628 X
I. orientalis Futtermittel 2629 X
I. orientalis Futtermittel 2724 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Futtermittel 2728 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Futtermittel 2735 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Kése 2743 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Wein 2758 X
I. orientalis Wein 2759 X
I. orientalis Friichte 2772 X
I. orientalis Friichte 2773 X
I. orientalis Kése 2799 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Futtermittel 2910 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Futtermittel 2911 X
I. orientalis Futtermittel 2938 X
I. orientalis Salzbad 2985 X
I. orientalis Kése 2992 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Kése 3035 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Kése-Starterkultur 3048 I. orientalis 100 % X
I. orientalis klinisches Isolat 3121 X
I. orientalis klinisches Isolat 3122 X
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung

I. orientalis klinisches Isolat 3123 X
I. orientalis klinisches Isolat 3124 X
I. orientalis Umwelt 160 K X
I. orientalis Umwelt 161 K X
I. orientalis Luftkeim 231 K X
I. orientalis Luftkeim 234 K X
I. orientalis Luftkeim 236 K X
I. orientalis Luftkeim 368 K X
I. orientalis Luftkeim 374 K X
I. orientalis Luftkeim 379 K X
I. orientalis Kakao CBS 2048 X
I. orientalis Kakao CBS 2054 X
I. orientalis Tee CBS 2107 1 I. orientalis 100 % X
I. orientalis keine Angaben CBS 2911 X
L. orientalis keine Angaben CBS 5459 T I orientalis 100 % X
I. orientalis Sputum (Mensch) DSMZ 11956 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Fruchtsaft DSMZ 3433 T I. orientalis 100 % X
I. orientalis Sputum (Mensch) DSMZ 6128 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Faezes (Mensch) DSMZ 70075 I. orientalis 100 % X
L. orientalis keine Angaben DSMZ 70079 L. orientalis 100 % X
I. orientalis Faezes (Mensch) DSMZ 775 X
L. orientalis keine Angaben MUCL 28821 ! X
I orientalis Sputum MUCL 29849 I. orientalis 100 % X
I. orientalis Lebensmittel MUCL 29954 I. orientalis 100 % X
L. orientalis keine Angaben WSYC 124 L. orientalis 100 % X
I. orientalis Umwelt WSYC 162 X
I. orientalis Luftkeim WSYC 237 X
I. orientalis Mundabstrich WSYC 732 X
I orientalis keine Angaben WSYC 733 X

L. scutulata var. exigua Insekt CBS 6836 T X

I. scutulata var. exigua Mutante zu CBS 8068 CBS 8067 X

I scutulata var. exigua CBS 8067 CBS 8068 X
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung
I. scutulata var. scutulata Myoporum sandwicense CBS 6670 T X
(Sandelholzbaum)
. scutulata var. scutulata CBS 6670 CBS 6671 X
I. scutulata var. scutulata CBS 6670 CBS 6673 X
I. scutulata var. scutulata Boden CBS 7887 X
I. scutulata var. scutulata Boden CBS 7888 X
L. terricola Boden CBS 2617 T X
L terricola keine Angaben WSYC 740 L terricola 99 % X
I. terricola Kirschsaft CBS 4713 X
L. terricola Boden CBS 4714 X
I. terricola Meerwasser CBS 5259 X
I terricola Feigen CBS 5376 X
I. terricola Wein CBS 5517 X
I terricola CBS 5259 CBS 6893 I terricola 98 % X
L. terricola CBS 5259 CBS 6894 1. terricola 99 % X
I. terricola Weintrauben CBS 8131 X
P. angusta Lebensmittel 32 P. angusta 99 % X
P. angusta Lebensmittel 46 X
P. angusta Lebensmittel 2243 X
P. angusta Lebensmittel 2379 X
P. angusta Friichte 2542 X
P. angusta Friichte 2872 X
P. angusta Friichte 2873 X
P. angusta Wein 3240 P. angusta 98 % X
P. angusta Boden CBS 4732 T X
P. angusta Boden CBS 7031 P. angusta 99 % X
P. angusta Boden DSMZ 70277 X
P. angusta Lebensmittel WSYC 745 X
P. angusta Friichte WSYC 746 X
P. anomala Lebensmittel 92 X
P. anomala Lebensmittel 685 X
P. anomala Lebensmittel 1496 X
P. anomala Lebensmittel 1691 X
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung
P. anomala Lebensmittel 1929 X
P. anomala Fruchtjoghurt 2334 X
P. anomala Luftkeim 3180 X
P. anomala Luftkeim 3181 X
P. anomala Luftkeim 381 K P. anomala 99 % X
P. anomala Luftkeim 382K X
P. anomala Bier B 95-22 X
P. anomala Bier B 95-24 X
P. anomala Persipan WSYC 296 X
P. anomala Lebensmittel WSYC 400 X
P. anomala Umwelt WSYC 401 X
P. anomala Lebensmittel WSYC 402 X
P. anomala Lebensmittel WSYC 403 X
P. anomala Fruchtjoghurt WSYC 404 P. anomala 99 % X
P. anomala Beeren CBS 249 X
P. anomala Sauerteig CBS 257 X
P. anomala keine Angaben DSMZ 6766 NT X
P. anomala Brauhefe DSMZ 70130 X
P. anomala Persipan DSMZ 70260 X
P. anomala Friichte WSYC 405 X
P. anomala Feta WSYC 175 X
P. anomala Fruchtjoghurt WSYC 222 X
P. anomala Futtermittel WSYC 747 X
P. anomala nasaler Ausfluf8 (Pferd) WSYC 748 X
P. anomala Futtermittel 2935 X
P. anomala Futtermittel 2936 X
P. anomala Futtermittel 2937 X
P. cactophila Lebensmittel 352 P. cactophila 99 % X
P. cactophila Molke und Kése 1400 P. cactophila 99 % X
P. cactophila Lebensmittel 1627 P. cactophila 98 % X
P. cactophila Bananennektar 3052 P. cactophila 99 % X
P. cactophila Umwelt 111K P. cactophila 99 % X
P. cactophila ranzige Butter CBS 620 X
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung
P. cactophila Lemaireocereus thurberi (Kaktus) CBS 6926 T X
P. cactophila Umwelt WSYC 751 X
P. deserticola / C. ethanolica Kefir (Argentinien) 2897 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2609 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2610 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2611 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2612 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2613 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2615 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2616 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2618 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2725 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2730 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2731 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2736 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2737 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2815 P. deserticola / X

C. ethanolica 99 %
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2816 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Kefir (Argentinien) 2896 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Kefir (Argentinien) 2898 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Kefir (Argentinien) 2906 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel 2934 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel WSYC 736 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. deserticola / C. ethanolica Futtermittel WSYC 737 P. deserticola / X
C. ethanolica 99 %
P. fabianii Lebensmittel 845 X
P. fabianii Futtermittel 2409 X
P. fabianii Bier B 95-23 X
P. fabianii rice koji CBS 5482 X
P. fabianii Fermenter CBS 5640 T X
P. fabianii Lebensmittel WSYC 749 P. fabianii 100 % X
P. farinosa keine Angaben 2012 X
P. farinosa Bier CBS 185 X
P. farinosa Sake CBS 2007 X
P. farinosa Mais CBS 5013 X
P. farinosa keine Angaben WSYC 61 P. farinosa 99 % X
P. fermentans Lebensmittel 876 P. fermentans 100 % X
P. fermentans Lebensmittel 1504 X
P. fermentans Lebensmittel 1505 P. fermentans 100 % X
P. fermentans Lebensmittel 1506 X
P. fermentans Lebensmittel 1512 P. fermentans 99 % X
P. fermentans Kefir 1554 X
P. fermentans Wasserkefir 1621 P. fermentans 100 % X
P. fermentans Kefir 1653 P. fermentans 100 % X
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung
P. fermentans Kefir 1655 X
P. fermentans Lebensmittel 1846 X
P. fermentans Lebensmittel 2117 P. fermentans 100 % X
P. fermentans Lebensmittel 2119 X
P. fermentans Lebensmittel 2366 P. fermentans 100 % X
P. fermentans Fruchtjoghurt 2383 X
P. fermentans Sauerkraut 2522 P. fermentans 100 % X
P. fermentans Silage 2557 P. fermentans 100 % X
P. fermentans Futtermittel 2559 X
P. fermentans Brauhefe 2567 P. fermentans 100 % X
P. fermentans Futtermittel 2909 X
P. fermentans Futtermittel 2914 X
P. fermentans Futtermittel 2915 X
P. fermentans Futtermittel 2918 X
P. fermentans Futtermittel 2919 X
P. fermentans Futtermittel 2933 P. fermentans 100 % X
P. fermentans Kase 2955 P. fermentans 100 % X
P. fermentans Bananenbrei 2968 P. fermentans 100 % X
P. fermentans Kése 3018 X
P. fermentans Bier B 95-83_11 P. fermentans 99 % X
P. fermentans Buttermilch CBS 187 T X
P. fermentans Kase CBS 246 X
P. fermentans Bier DSMZ 70086 > P. fermentans 100 % X
P. fermentans Silage WSYC 741 X
P. fermentans Brauhefe CBS 2066 T X
P. fermentans Orangensaft CBS 4807 T X
P. galeiformis Fruchtjoghurt 2440 P. galeiformis 100 % X
P. galeiformis Lebensmittel 2536 X
P. galeiformis Futtermittel 2939 P. galeiformis 100 % X
P. galeiformis Kése 3019 P. galeiformis 99 % X
P. galeiformis Bier B 95-26 X
P. galeiformis Friichte WSYC 738 X
P. galeiformis Portwein WSYC 753 X
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung
P. guilliermondii Lebensmittel 360 X
P. guilliermondii Lebensmittel 730 X
P. guilliermondii Lebensmittel 1063 X
P. guilliermondii Lebensmittel 1118 X
P. guilliermondii Lebensmittel 1251 X
P. guilliermondii Sauerteig 1303 P. guilliermondii 98 % X
P. guilliermondii Lebensmittel 1567 X
P. guilliermondii Lebensmittel 1761 X
P. guilliermondii Lebensmittel 1762 X X
P. guilliermondii Lebensmittel 1771 X X
P. guilliermondii Lebensmittel 1772 X
P. guilliermondii Umwelt 2864 X
P. guilliermondii Umwelt 2865 X
P. guilliermondii Lebensmittel 3083 X
P. guilliermondii Cerealien 3089 P. guilliermondii 100 % X
P. guilliermondii Kklinisches Isolat 3119 P. guilliermondii 99 % X
P. guilliermondii klinisches Isolat 3120 X
P. guilliermondii Bier B95-27 X
P. guilliermondii Bier B95-28 X
P. guilliermondii Bier B95-60 X
P. guilliermondii Sputum (Mensch) DSMZ 6381 X
P. guilliermondii Insektenkot auf Ulmus americana CBS 2030 T X
(Ulme)

P. guilliermondii Butter DSMZ 70052 X
P. guilliermondii Kése WSYC 164 P. guilliermondii 100 % X
P. guilliermondii keine Angaben WSYC 293 X
P. guilliermondii Bier WSYC 295 X
P. guilliermondii keine Angaben WSYC 394 X
P. guilliermondii Lebensmittel WSYC 418 P. guilliermondii 99 % X
P. guilliermondii Lebensmittel WSYC 420 P. guilliermondii 99 % X
P. guilliermondii Kklinisches Isolat WSYC 750 X

P. jadinii Lebensmittel 587 X

P. jadinii Lebensmittel 1474 P. jadinii 98 % X
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung
P. jadinii Lebensmittel 1514 X
P. jadinii Lebensmittel 1584 P. jadinii 99 % X
P. jadinii Joghurt 2431 X
P. jadinii Friichte 3006 P. jadinii 98 % X
P. jadinii Fiichte 3055 X
P. jadinii Kklinisches Isolat CBS 1600 X
P. jadinii Kuh mit Mastitis CBS 4885 X
P. jadinii keine Angaben DSMZ 2361 X
P. jadinii Kase WSYC 141 X
P. jadinii Friichte WSYC 743 X
P. kluyveri Lebensmittel 1659 X
P. kluyveri Lebensmittel 2376 X
P. kluyveri Lebensmittel 2382 X
P. kluyveri Lebensmittel 2384 X
P. kluyveri Lebensmittel 2386 P. kluyveri 98 % X
P. kluyveri Lebensmittel 2443 P. kluyveri 99 % X
P. kluyveri Futtermittel 2908 X
P. kluyveri Wein 3244 X
P. kluyveri Wein 3245 X
P. kluyveri Wein 3248 P. kluyveri 99 % X
P. kluyveri Oliven CBS 188 T X
P. kluyveri Friichte WSYC 728 X
P. kluyveri keine Angaben WSYC 729 X
P. kluyveri Friichte 2954 X
P. kluyveri var. cephalocereana Cephalocereus royenii (Kaktus) CBS 7273 T X
P. kluyveri var. eremophila Stenocereus thurberi (Kaktus) CBS 7271 T X
P. kluyveri var. kluyveri Most CBS 7145 T X
P. membranifaciens WSYC 1363 1694 X
P. membranifaciens Lebensmittel 1787 X
P. membranifaciens Lebensmittel 1788 X
P. membranifaciens Lebensmittel 2077 X
P. membranifaciens Lebensmittel 2084 X
P. membranifaciens Lebensmittel 2098 X
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung
P. membranifaciens Lebensmittel 2266 X
P. membranifaciens Lebensmittel 2287 X
P. membranifaciens Futtermittel 2912 X
P. membranifaciens Futtermittel 2913 X
P. membranifaciens Futtermittel 2940 X
P. membranifaciens keine Angaben 2960 X
P. membranifaciens Wein 3249 X
P. membranifaciens Bier B 95-25 P. membranifaciens X
99 %
P. membranifaciens Bier B 95-30 P. membranifaciens X
100 %
P. membranifaciens Bier B 95-31 P. membranifaciens X
100 %
P. membranifaciens Bier B 95-32 P. membranifaciens X
100 %
P. membranifaciens Bier B 95-58 P. membranifaciens X
100 %
P. membranifaciens Bier B 95-67 P. membranifaciens X
100 %
P. membranifaciens Futtermittel CBS 107 T X
P. membranifaciens Koumiss CBS 1328 X
P. membranifaciens Feta WSYC 182 X
P. membranifaciens Feta WSYC 199 X
P. membranifaciens Fruchtjoghurt WSYC 228 X
P. membranifaciens Bier WSYC 247 X
P. membranifaciens Lebensmittel WSYC 734 X
P. membranifaciens Futtermittel WSYC 735 X
P. nakasei Friichte WSYC 730 P. nakasei 100 % X
P. nakasei Kase WSYC 731 P. nakasei 100 % X
P. norvegensis Lebensmittel 93 P. norvegensis 100 % X
P. norvegensis WSYC 238 1695 P. norvegensis 100 % X
P. norvegensis Frischkdse 3047 P. norvegensis 100 % X
P. norvegensis ranzige Butter CBS 2125 P. norvegensis 100 % X
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Stamm Herkunft Stammsammlung  Glyzerin 26S rDNS- Training  externe Validierung
SSequenzierung
P. norvegensis ranzige Butter CBS 2126 X
P. norvegensis Vaginalabstrich CBS 6639 X
P. norvegensis Fruchtjoghurt WSYC 223 X
P. norvegensis Fruchtjoghurt WSYC 226 P. norvegensis 100 % X
P. norvegensisT Vaginalabstrich CBS 6564 X
P. pseudocactophila Lebensmittel 1203 P. pseudocactophila X
99 %
P. pseudocactophila Lebensmittel 1589 P. pseudocactophila X
99 %
P. pseudocactophila Pachycereus pectin-arboriginum CBS 6929 P. pseudocactophila X
(Kaktus) 99 %
P. triangularis Lebensmittel 1085 X
P. triangularis Lebensmittel 1086 X
P. triangularis Lebensmittel 1087 X
P. triangularis Lebensmittel 1088 X
P. triangularis Lebensmittel 1092 X
P. triangularis Lebensmittel 1093 X
P. triangularis Lebensmittel 1097 X
P. triangularis Lebensmittel 1101 X
P. triangularis Lebensmittel 1102 X
P. triangularis Lebensmittel 2510 X
P. triangularis Lebensmittel 2511 X
P. triangularis Salzbad 2996 X
P. triangularis Salzbad 2997 X
P. triangularis keine Angaben CBS 4094 X
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C Stammliste der Spezies S. cerevisiae

Die folgende Liste umfasst 173 S. cerevisine-Stimme, die zur Entwicklung und
Validierung des KNN verwendet wurden. Diese setzen sich aus 106 probioti-
schen Isolaten der fiinf zugelassenen Futtermittelzusatzstimme (CNCM I1-1077,
CNCM 1-1079, NCYC Sc47, NCYC 1026, MUCL 39885) sowie 67 ubiquitédren Iso-
laten aus unterschiedlichen Habitaten zusammen. Des Weiteren ist aufgefiihrt,
welche Isolate mit Hilfe der Referenzstammtypisierungsmethoden dHPLC und
0-PCR analysiert wurden.

CBS: Centralbureau voor Schimmelcultures, Niederlande

CNCM: Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, Pasteur Institut,
Frankreich

MUCL: Industrial Fungi and Yeasts Collection, Belgien

NCYC: National Collection of Yeast Cultures, England

WSYC: Weihenstephan Yeast Collection

1 Referenzstamm fiir dHPLC-Profil und 0-PCR-Fragmentmuster

NT Neo-Typstamm



Stamm Probiotikum Herkunft Stammsammlung Glyzerin dHPLC 0&-PCR Training externe Validierung O
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel WSYC 624 2415 X cé?
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Ergénzungsfuttermittel fiir WSYC 625 2634 X X X N

Milchkiihe 3
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Ergénzungsfuttermittel fiir WSYC 626 2637 X §
Milchkiihe iy
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Erganzungsfuttermittel fiir WSYC 627 2641 X Q
Milchkiihe %)
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Erganzungsfuttermittel fiir WSYC 628 2642 X E
Milchkithe 8
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Kristallhefe WSYC 629 2698 X! X X CU;)
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel WSYC 630 2722 X a
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel 3160 X %
S. cerevisiae CNCM I-1077 Futtermittel 3161 X g
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel WSYC 631 3237 X S
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel WSYC 632 3270 X X ®
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Mischfuttermittel WSYC 633 3271 X
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Glycerin 2415 - Linie a WSYC 634 3280 X
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Glycerin 2641 - Linie a WSYC 635 3281 X
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel WSYC 636 3295 X
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel WSYC 637 3296 X
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel WSYC 638 3297 X
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel WSYC 639 3307 X
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel WSYC 640 3310 X X
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel WSYC 641 3325 X
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel WSYC 642 3326 X
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Erganzungsfuttermittel fiir WSYC 643 3333 X X X
Milchkiihe
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Futtermittel fiir Milchkiihe WSYC 644 3334 X X
S. cerevisiae CNCM 1-1077 Erganzungsfuttermitel fiir WSYC 693 3393 X X X
Milchkiihe
S. cerevisiae Perenterol Perenterol (CBS 5926) WSYC 645 2342 X
(S. boulardii)
S. cerevisiae Perenterol Perenterol (CBS 5926) WSYC 646 2692 X! X X
(S. boulardii) S
0]




Stamm Probiotikum Herkunft Stammsammlung Glyzerin dHPLC 0&-PCR Training externe Validierung O
S. cerevisiae CNCM I1-1079 Futtermittel WSYC 648 2696 X S-Q
(S. boulardii) §
S. cerevisiae CNCM 1-1079 keine Angaben 2905 X X X §
(S. boulardii) i
S. cerevisiae CNCM I-1079 Futtermittel WSYC 649 3268 X N
(S. boulardii) §
S. cerevisiae CNCM 1-1079 Futtermittel WSYC 650 3269 X ()
(S. boulardii) E
S. cerevisiae CNCM I-1079 Futtermittel WSYC 651 3272 X °
(S. boulardii) (U/))
S. cerevisiae CNCM 1-1079 Futtermittel WSYC 652 3273 X X Q
(. boulardii) ]
S. cerevisiae CNCM 1-1079 Glycerin 2695 - Linie a WSYC 653 3284 X §
(S. boulardii) §
S. cerevisiae CNCM 1-1079 Futtermittel WSYC 654 3308 X ®
(S. boulardii)
S. cerevisiae CNCM 1-1079 Futtermittel WSYC 655 3309 X X
(S. boulardii)
S. cerevisiae CNCM 1-1079 Futtermittel WSYC 656 3324 X X X
(S. boulardii)
S. cerevisiae CNCM I-1079 Futtermittel WSYC 657 3327 X
(S. boulardii)
S. cerevisiae CNCM 1-1079 Futtermittel WSYC 658 3328 X
(S. boulardii)
S. cerevisiae CNCM 1-1079 Futtermittel WSYC 659 3329 X X
(S. boulardii)
S. cerevisiae CNCM 1-1079 Futtermittel WSYC 660 3330 X
(S. boulardii)
S. cerevisiae CNCM 1-1079 Futtermittel WSYC 661 3331 X X X
(S. boulardii)
S. cerevisiae CNCM 1-1079 Futtermittel WSYC 662 3332 X
(S. boulardii)
S. cerevisiae Perenterol Perocur forte (Hartkapseln, WSYC 663 3394 X X

(S. boulardii)

HEXAL)
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Stamm Probiotikum Herkunft Stammsammlung Glyzerin dHPLC 0&-PCR Training externe Validierung
S. cerevisiae NCYC 1026 CBS 493.94 YEA-Sacc, Vormischung WSYC 664 2416 X X
S. cerevisiae NCYC 1026 CBS 493.94 YEA-Sacc, Vormischung WSYC 665 2639 Xt X X
S. cerevisiae NCYC 1026 CBS 493.94 YEA-Sacc, Vormischung WSYC 666 2640 X X
S. cerevisiae NCYC 1026 keine Angaben WSYC 667 3238 X X
S. cerevisiae NCYC 1026 Glycerin 2639 - Linie a WSYC 668 3274 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Glycerin 2639 - Linie b WSYC 669 3275 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Glycerin 2640 - Linie a WSYC 670 3276 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Glycerin 2640 - Linie b WSYC 671 3277 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Glycerin 2416 - Linie a WSYC 672 3278 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Glycerin 2416 - Linie b WSYC 673 3279 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Erganzungsfuttermitel fiir WSYC 674 3372 X

Milchkiihe
S. cerevisiae NCYC 1026 Ergéanzungsfuttermitel fiir WSYC 675 3373 X X
Milchkiihe
S. cerevisiae NCYC 1026 Erganzungsfuttermitel fiir WSYC 676 3374 X X
Milchkiihe
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 677 3375 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 678 3376 X X
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 679 3377 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Kulturenkonzentrat WSYC 680 3378 X X X
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 681 3379 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 682 3380 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Erganzungsfuttermitel fiir WSYC 683 3381 X
Milchkiihe
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 684 3382 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 685 3383 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 686 3384 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 687 3385 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 688 3386 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 689 3387 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 690 3388 X X
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 691 3389 X
S. cerevisiae NCYC 1026 Mineralfuttermittel Rinder WSYC 692 3390 X X
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Stamm Probiotikum Herkunft Stammsammlung Glyzerin dHPLC 0&-PCR Training externe Validierung O

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Erganzungsfuttermittel fiir WSYC 694 2414 X X cé?
Schweine 3

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Erganzungsfuttermittel fiir WSYC 695 2632 X §
Schweine i

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Erganzungsfuttermittel fiir WSYC 696 2633 x! X X g‘
Schweine Q

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Erganzungsfuttermittel fiir WSYC 697 2635 X X w
Milchkithe 3

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Erganzungsfuttermittel fiir WSYC 698 2636 X §
Milchkiihe wn

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Erganzungsfuttermittel fiir WSYC 699 2643 X X ﬁ
Milchkithe S

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Mineralerganzungsfutter fir WSYC 700 2706 X X §
Milchkithe =

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Lysinhaltiges Mineralfuttermittel WSYC 701 3265 X X X °

fur Schweine

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Glycerin 2633 - Linie a WSYC 702 3282 X

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Glycerin 2706 - Linie a WSYC 703 3283 X

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Hochkonzentrat WSYC 704 3368 X X X

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Mineralfuttermittel fiir Schweine WSYC 705 3369 X X

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Mineralfuttermittel fiir Schweine WSYC 706 3370 X X

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Mineralfuttermittel fiir Schweine WSYC 707 3371 X X

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Erganzungsfuttermittel fiir WSYC 708 3391 X X
Milchkiihe

S. cerevisiae NCYC Sc 47 Erganzungsfuttermittel fiir Rinder WSYC 709 3392 X X

S. cerevisiae MUCL 39885 Futtermittel WSYC 710 3266 xt X X

S. cerevisiae MUCL 39885 Futtermittel WSYC 711 3267 X X X

S. cerevisiae MUCL 39885 Futtermittel Biosprint G WSYC 712 3335 X X X

S. cerevisiae MUCL 39885 Erganzungsfuttermittel fiir WSYC 713 3336 X
Milchkiihe

S. cerevisiae MUCL 39885 Futtermittel Biosprint G WSYC 714 3337 X X X

S. cerevisiae MUCL 39885 Mineralfuttermittel WSYC 715 3338 X

S. cerevisiae MUCL 39885 Erganzungsfuttermittel WSYC 716 3339 X

S. cerevisiae MUCL 39885 Futtermittel Biosprint S WSYC 717 3340 X X X

1el




Stamm Probiotikum Herkunft Stammsammlung Glyzerin dHPLC 0&-PCR Training externe Validierung O
S. cerevisiae MUCL 39885 Erganzungsfuttermittel WSYC 718 3341 X cé?
S. cerevisiae MUCL 39885 Mineralfuttermittel WSYC 719 3342 X 3
S. cerevisiae MUCL 39885 Mineralfuttermittel WSYC 720 3343 X §
S. cerevisiae MUCL 39885 Futtermittel Biosprint S WSYC 721 3344 X X X i
S. cerevisiae MUCL 39885 Futtermittel Biosprint G WSYC 722 3345 X X X g‘
S. cerevisiae MUCL 39885 Futtermittel Biosprint S WSYC 723 3346 X X X Q
S. cerevisiae MUCL 39885 Futtermittel Biosprint S WSYC 724 3347 X X X _Cé)
S. cerevisiae MUCL 39885 Futtermittel Biosprint G WSYC 725 3348 X X X N
S. cerevisiae MUCL 39885 Erganzungsfuttermittel WSYC 726 3349 X §
S. cerevisiae MUCL 39885 Mineralfuttermittel fiir Milchkiihe WSYC 727 3350 X wn
S. cerevisiae nicht probiotisch Lebensmittel 80 X %
S. cerevisiae nicht probiotisch Lebensmittel 308 X X X I~
S. cerevisiae nicht probiotisch Lebensmittel 1115 X X g
S. cerevisiae nicht probiotisch Lebensmittel 1267 X X §
S. cerevisiae nicht probiotisch Lebensmittel 1305 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Lebensmittel 1522 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Lebensmittel 1689 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Lebensmittel 1777 X
S. cerevisiae nicht probiotisch keine Angaben 1802 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Lebensmittel 1886 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Lebensmittel 2339 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Portweinreinzuchthefe 2433 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Malzkeim 2646 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Malzkeim 2647 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Malzkeim 2648 X X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Malzkeim 2649 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Malzkeim 2658 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Zuckerriiben-Prefischnitzel 2660 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Zuckerriiben-Prefischnitzel 2661 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Zuckerriiben-Prefischnitzel 2662 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Zuckerriiben-Prefischnitzel 2663 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Zuckerriiben-Prefischnitzel 2664 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Zuckerriiben-Prefischnitzel 2665 X X —
S. cerevisiae nicht probiotisch Zuckerriiben-Prefischnitzel 2666 X %




Stamm Probiotikum Herkunft Stammsammlung Glyzerin dHPLC 0&-PCR Training externe Validierung
S. cerevisiae nicht probiotisch Zuckerriiben-Prefischnitzel 2667 X X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Malzkeim 2670 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Malzkeim 2677 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Malzabrieb 2682 X
S. cerevisiae nicht probiotisch effektive Mikroorganismen 2694 X
S. cerevisiae nicht probiotisch effektive Mikroorganismen 2699 X
S. cerevisiae nicht probiotisch effektive Mikroorganismen 2701 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Flissigfuttermittel 2702 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Fliissigfuttermittel 2703 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Fliissigfuttermittel 2704 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Flissigfuttermittel 2705 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Fliissigfuttermittel 2707 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Flissigfuttermittel 2708 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Fliissigfuttermittel 2709 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Fliissigfuttermittel 2710 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Flussigfuttermittel 2711 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Fliissigfuttermittel 2712 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Flissigfuttermittel 2713 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Fliissigfuttermittel 2714 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Fliissigfuttermittel 2715 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Flussigfuttermittel 2716 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Fliissigfuttermittel 2717 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Flissigfuttermittel 2718 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Fliissigfuttermittel 2719 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Trockenhefe 2721 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Brauhefe 2838 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Brauhefe 2842 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Kefir (Argentinien) 2889 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Kefir (Argentinien) 2894 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Kefir (Argentinien) 2901 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Wasserkefir 3133 X
S. cerevisiae nicht probiotisch Wein CBS 400 X X
S. cerevisiae nicht probiotisch Brauhefe CBS 1171 NT X
S. cerevisiae nicht probiotisch keine Angaben CBS 1395 X
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Stamm Probiotikum Herkunft Stammsammlung Glyzerin dHPLC 0&-PCR Training externe Validierung O
S. cerevisiae nicht probiotisch Kklinisches Isolat (Lunge) CBS 1489 X cé?
S. cerevisiae nicht probiotisch keine Angaben DSMZ 1333 X N
S. cerevisiae nicht probiotisch Kése WSYC 151 X §
S. cerevisiae nicht probiotisch Kklinisches Isolat (Nagel) CBS 1464 X i
S. cerevisiae nicht probiotisch Piniennadeln CBS 2858 X g‘
S. cerevisiae nicht probiotisch Alpechin (Abfallprodukt bei der CBS 4903 X Q

Olivenolherstellung) _Cé)

S. cerevisiae nicht probiotisch Mutante WSYC 101 X X S
S. cerevisiae nicht probiotisch Mutante WSYC 108 X §
S. cerevisiae nicht probiotisch keine Angaben WSYC 118 X wy
o
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D dHPLC-Peakprofile ubiquitdrer S. cerevisiae

Im Folgenden sind die dHPLC-Peakprofile von 15 ubiquitdren S. cerevisiae-Isola-

ten aus unterschiedlichen Habitaten dargestellt.
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