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K.-J. Hutter, S. Lappas, M. Kiehne, D. Kemenii, F. Nitzsche

Kombiniertes Schnellverfahren mit der Mikrosieb-
filtration und PCR-Analyse zur direkten Detektion
von bierschadigenden Mikroorganismen

Esgibt eine Vielzahl von M &glichkeiten, Kontaminanten im Bier nachzuweisen. Diese basieren alle auf der Voranreiche-
rung der Keimein/auf Selektionsmedien. Mit Hilfe der Mikrosiebtechnologie wird eine M ethode vor gestellt, mit der man
Kontaminanten ohne Voranreicherung direkt auf einem Silikonsieb nachweisen kann. Kontaminanten, die auf das Mikro-
sieb filtriert werden, kénnen sowohl fluor eszenzoptisch alsauch molekular biologisch (PCR-Analyse) detektiert werden.
Damit sind Aussagen Uber die Funktionalitét (tot-lebend Status) alsauch Gber die ldentitéat durchfiuhrbar.

BC 02 Mikrobiologie/40 Brauereibiologie (Allgemeines)/42
Fremdorganismen

(Deskriptoren: Fluoreszenzmikroskopie, Fluorchrome, Mikro-
siebe, Schnellnachweis, Bierkontaminanten.

Descriptors. Fluorescence microscopy, fluorochromes, micro-
sieves, rapid detection method, contaminantsin beer).

1 Einleitung

Die CFU und diebiologische Standprobe sind in der Betriebskon-
trolle der Brauerei Uber Jahrzehnte etablierte Methoden, um
Keimeimfiltrierten Bier nachzuweisen. Der Nachweislebender,
bierschadigender Keime gelingt mit der CFU erst nach 3 bis 14
Tagen je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Keimart. Neben
dieser langen Nachweisdauer ist die CFU mit einer Reihe von
Fehleinschatzungen und Fehlinterpretationen behaftet.

1. DieForderung der Brauer, mit einer sensitiven Methodeeinen
Keim in einem Liter nachweisen zu wollen, hat nichts mit
statistischer Sicherheit zu tun, wenn man dabei einen Rick-
schluss auf 3000 oder gar 10 000 hl ziehen muss. Bestenfalls
basiert eine derartige Untersuchung auf dem Vertrauen, dass
man Uber Jahre mit dieser Methode gesammelt hat und tiber
einen langen Zeitraum relativ selten ein Fehlergebnis nach-
weisen konnte.

2. Wenn Keimein der quieszenten Wachstumsphase ihres Zell-
zyklussesauf einFilter filtriert werden, dauert esentsprechend
lange bis diese Zellen einen neuen Zellzyklus initiieren. Sol-
che Keime bilden aber keine Kolonien in der kurzen Zeit von
der Kultivierung bis zur Auswertung der Platten. Daher wer-
den sie nicht erfasst.

3. Keime, die eine lange lag-Phase durchlaufen missen, wie
etwa Brettanomyces, seneszente Zellen, pseudoseneszente
und/oder membrangeschéadigte bzw. stoffwechsel geschadigte
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Keime werden mit der CFU nicht erkannt, weil die Uberwa-
chung der Kolonienbildung in der Laborroutine maximal 3
Tage dauert. Diese Zeit ist zu kurz.

4. Zur Zeit gibt es keine verlasslichen Nahrsubstratmedien fr
den kulturellen Nachweis von Pectinatus und Megasphaera.

5. Der entscheidende Nachteil der Membranfiltermethodeist die
indirekte Analyse von Mikroorganismen und der Zeitauf-
wand, der betrieben werden muss, bis ein Ergebnis vorliegt.

Beim heutigen Stand der Technik, mit immer kiirzerer, automati-
sierter Produktion und entsprechend schneller Distribution, bent-
tigt die Braubranche entsprechend schnelle und direkte K ontroll-
mechani smen—maglichst automatisiert bzw. semiautomatisiert —
um K ontaminationen zu detektieren. DiesgiltfUr alleBereicheder
ProduktionvomUnfiltrat-Bereich, demFiltrat-Bereich, d.h. Druck-
tank Flaschenkeller bzw. K egabflllung, bis hin zur hygienischen
Uberwachung der CIP-L ésungen und CI P-Anlagen und desBrau-
und Reinigungswassers. Eine Vielzahl von indirekten und direk-
ten Schnellverfahren sind in den letzten Jahren entwickelt wor-
den. Einige dieser Methoden sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.

Bisher hat keine Methode den Durchbruch geschafft, in die
bi ol ogi sche Brauereiroutine Ubernommen zuwerden, danachwie
vor Kurzanreicherungen auch bei der PCR-Analyse erforderlich
sind (Back et a., 1994) u.a., um den Nachweisder Vermehrungs-
fahigkeit zu flhren oder wie bel der Biolumineszenzanalyse eine
bestimmte Keimkonzentration erforderlich ist, damit ein Signal
gemessen bzw. eine Anayse erfolgreich durchgefihrt werden
kann. Die vor Jahren aufgestellte Forderung einiger Brauer, ein
effizientes Kontrollverfahren musse einen Keim in einem Liter
Bier nachweisen, war fur viele Bemihungen auf dem Gebiet der
Schnellnachweise eine zusétzliche, uniberwindliche Hirde. Da
diese Forderung in erster Linie ein statistisches Problem darstellt,
ist essinnvoller, ein schnelles, direktes, zeitnahes und automati-
sierbares Verfahren anzustreben, um mdglichst viele Proben
untersuchen zu kénnen. Das ideale Verfahren wére eine direkte
Keimdetektion ohne Voranreicherung. Beim derzeitigen Kennt-
nisstand in der Brauereitechnologie fehlt es an einer direkten
M ethodeden tot-lebend Statusvon K ontaminanten und gleichzei-
tig eineldentifikation nachzuwei sen und zwar ohne V oranreiche-
rung.

Ziel unserer Untersuchungen war es, mit Hilfe einer neuen Filter-
trégerschicht, den Mikrosieben und der PCR-Analyse eine Kom-
bination aus Filtration, die in der Brauerei bekannt ist, und der
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Direkte Schnellnachweisverfahren Indirekte Schnellnachweisverfahren Tabdllel Direkteund in-
direkte Schnellnachweis-
Methode Vor-/Nachteile Literatur Methode Vor-/Nachteile Literatur verfahren im Vergleich
Immunologischer | — keine mAK Hutter (1991) |Biolumineszenz | — bestimmte Avis& Smith
Nachweis und pAK far | Becker (1997) Keimzahl (1989)
Bierschédlinge erforderlich Annemuller
(10°-10% etal. (2001)
DEFT — Acridinorange | Pettipher et a.| Impedanzanalyse | — bestimmte Baumgart
ist kein Vital- | (1981) (Messung des Keimzahl (1993)
fluorochrom elektrischen erforderlich Unkel (1993)
Widerstandesin (10°—109)
der Né&hrldsung
FluRzytometer |+ Spezieskon- | Hutteretal. | PCR-Technik — 24 Stunden Vor-| Schleifer
nen genauer (1991, 2001) |(Amplifizierung anreicherung (1997)
charakterisiert von geringsten Hohe Spezifitét,| Kiehne (2000)
werden. DNA-Mengen) Sengitivitét u. | Bergdorf
Identifikation d. | (2003)
Kontaminanten
Fluoreszenz- + Ergebnisist Hutter et al. | Membranfiltration| — zeitintensiv Brauerei-
Bildanalyse sofort bekannt. | (1993) und Bebriitung + sicher und handbticher
(Bestimmung der Rotman & auf Selektions- zuverlassig
Esteraseaktivitat) Papermaster | nahrboden
(1963)
Mikrosieb- + Ergebnisist Hutteretal. | MMCF Methode | — Farbstoffe Rusch &
Filtration plus sofort bekannt. | (2003) in (CFU-Technik toxisch, Kréamer
nachgeschaltete | — Methodeist Vorbereitung | mit Einsatz eines | wachstums (1990)
PCR-Analyse noch in der Farbstoffes) hemmend,
Entwicklung Auswertung
nach 3-5 Tagen
Biofilm — zeitintensiv, Storgard et al.
Nachweis (2000)
unspezifischer
Keimgruppen

neuen molekularbiol ogischen Analyse anzuwenden, um eine di-
rekte Identifikation funktioneller Keime durchzufthren.

2 Material und Methoden

2.1 Mikrosiebe

Die Mikrosiebtechnologie ist eine neue Filtrationstrégerschicht
zum direkten Nachweis von Kontaminanten auf dem Filter.

Das Mikrosieb wird mit der Mikro System Technologie herge-
stellt (VanRijn, C. etal, 2001). Das Ausgangsmaterial ist ein 100-
mm-Silikonwaver, welcher als Tréger fir den Membranlayer
dient. Anschlief3end wird ein dinner Layer aus Silikonnitrid
durch Aufdampfen bei Niederdruck aufgebracht. Aus diesem
Layer entsteht der Filter. Durch lithographische und Dunnfilm-

techniken, abgeleitet aus der Halbleiterindustrie, werden nun die

Poren aus dem Silikonnitrid herausgeétzt. An der Unterseite des
Silikonwaverswird der Silikonnitridlayer mit dem oben genann-
ten Verfahren von Silikonwaver unterhalb der gedtzten Pore
herausgel 6st. Dadurch entsteht eine freihdngende Membran aus
Silikonnitrid, welche durch Silikon gestiitzt wird (Abb. 1).

2.2 PCR-Analyse:

DiePolymerase K ettenreaktion (PCR) wird mit dem foodpr oof ®
Beer Screening der Fa. BIOTECON Diagnostics auf dem Light

Abb. 1 Makroskopische Aufnahme des Mikrosiebes

Cycler ™ der Fa. Roche Diagnosticsdurchgef iihrt. Dieses System
istin der Lage, 14 obligat bierschadliche Bakterienin einem Test
nachzuwei sen und zu identifizieren. Dazu wird DNA der gesuch-
ten Bakterien innerhalb einer Stunde gezielt vervielfacht (PCR)
und mittel s Fluoreszenzsonden detektiert. Im Anschlusswird mit

Hilfe der Schmelzkurvenanalyse eine Identifikation der Keime
vorgenommen (20 Min.). Die Gesamtdauer der Analyseinklusive
der Probenvorbereitung belduft sich auf zwel Stunden fir ca. 30

Proben. Daher ist dieses System fiir den Nachweisvon Bakterien
in Kombination mit einem Mikrosieb besonders geeignet.
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Abb. 2a

L ebende
Hefezellen
mit Fluore-
scein-
diacetat
inkubiert
(Grunfluo-
reszenz)

Abb. 2b
Tote
Hefezellen
mit Propidi-
umjodid
gefér bt
(Rotfluores-
zenz)

2.3 Probenaufbereitung fur die PCR Analyse

Die Filter wurden mit 1 ml PBS durch mehrmaliges Pipettieren
abgespuilt. PBS wurde in einer Petrischale aufgefangen und an-
schlieffend in ein 1.5 ml Reaktionsgefal? uberfihrt. Die LAsung
wurde zentrifugiert (5 Min. bei 15.000 g) und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde mit 100 ml Giberschichtet, resuspen-
diert (Vortex) und fur 10 Minuten bei 95° C inkubiert, um die
Zéellen aufzubrechen und die DNA zu extrahieren. Im Anschluss
wurden Zelltrimmer durch Zentrifugation aus der Ldsung ent-
fernt und der Uberstand fiir die PCR eingesetzt (2.5 ml) (Kiehne
et a., 2002).

2.4 Viability-Check

Es gibt verschiedene kommerziell erhdtliche Fluoreszenzfarb-
stoffe und fluorogene Substrate zur Viability-Analyse. In dieser
Untersuchung wurde die Kombination FDA/Pl zum Nachweis
von Hefen durchgefiihrt (Hutter, 1992). Die Abb. 2azeigt Iebende
(viable) Hefezellen mit FDA und tote Hefezellen Abb. 2b mit
Propidiumjodid behandelt.

3 Ergebnisse
3.1 Vorbehandlung neuer Siebe:

Neue Mikrosiebe sollten keinesfalls trocken eingesetzt werden,
da die Filtrationsgeschwindigkeit sofort gegen null geht. Die
Oberfléche der Mikrosiebe ist nicht hydrophil, so dass keine
Benetzung mit FlUssigkeit stattfindet. Daher muss eine hydrophi-
le Oberflache geschaffen werden. Dazu eignet sich Ethanol (70%
p.a.). Der positive Nebeneffekt der Ethanolspiilung ist eine Steri-
lisation des Filtersiebes.

3.2 Temperatureinflussauf das Filtrationsverhalten von Mikrosie-
ben

Da die Filtermatrix der Mikrosiebe aus Silikonnitrid besteht,
musste zunéchst geklart werden, ob unterschiedliche Temperatu-
ren einen Einfluss auf das Material haben. Diese Untersuchung
zeigte zum einen, dass diese Matrix Temperaturen standhalt, die
fur dieFiltration von Bier und fir die anschlieRende Reinigungin
Frage kommen. Zum anderen wurde fr die Routinefiltration die
optimale Arbeitstemperatur gefunden. Dies war wichtig, um ein
maoglichst grof3es Biervolumen in kiirzester Zeit zu filtrieren.

DieSilikonnitrid-Siebe halten Temperaturen biszu50° C aus. Es
empfiehlt sich Bier zu erwérmen (37° C) ohne eine Entkohlen-
sduerung durchzufthren.

3.3 Reinigung der Siebe zur Mehrfachverwendung

Die Mikrosiebe haben den Vorteil, dass man sie nach einer
Reinigung und anschlief3ender Sterilisation mehrfach wiederver-
wenden kann. Eine Wiederverwendung des Siebesist aus 6kono-

Tabelle2 Wirkung von Reinigungslésungen auf Mikrosiebeim Vergleich
Reinigungsldsung Auswirkungen  Auswirkungen  Auswirkungen Reinigungswirkung Verwend-
auf den auf die auf die barkeit*)
Siebtréger Sieboberfléche  Siebunterseite
NaOH 1% + Keine Keine Keine Sehr gut (Einwirkzeit 30 min); +++
H,0, 2% (40°C) Zellen lassen sich alle absplilen,
Sieb wird befreit von Schmutzpartikeln.
H,0 + H,CO, Keine Keine Keine Zellen und Aggregatbildungen lassen sich +++
sehr gut abldsen. Auf 60°C erwarmt kann
man die Reinigungszeit verkiirzen.
HCI 1N Keine Keine Keine Gut; entfernt Schmutzpartikel vom Filter, ++
Zellenweniger
Enzymldsungen Keine Keine Keine Gut. Entfernt zu 90% Proteine vom Sieb, ++
(Cipzym- und Finzyml8sung) dauert aber ca. 2 Stunden.
Mechanisch Ultraschall Keine Komplette Komplette - -
Zerstorung der  Zerstorung der
Filtermatrix Filtermatrix
*) +++ Optimal; ++ Gut; — Schlecht; — —— Sehr schlecht - davon ist abzuraten
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Abb. 3a Verschmutzte Sieboberflache

Nach Reinigung:
Suul = Sieh

Abb. 3b Saubere Sieboberflache nach Reinigung

mischen Gesichtspunkten zu empfehlen. Bei der Reinigung der
Siebe mussjedoch darauf geachtet werden, dass keine Chemika-
lien eingesetzt werden, die nachteilig oder zerstérend mit dem
Filtermaterial oder toxisch auf die Keime reagieren. Grundsétz-
lich dirfen keine spitzen Gegensténde zur Reinigung eingesetzt
werden, da eine mechanische Berlihrung die Siebe beschadigt
(vgl. Tabelle 2).

3.4 PCR-Nachweis von Bierkontaminanten mit foodproof® Beer
Screening der Fa. Biotecon Diagnostics

Bierschédliche Bakterien bzw. riickgesptilte K ontaminanten sol |-
ten ohne Voranreicherung mit Hilfe des foodpr oof” Beer Scree-
ning Systems auf den Mikrosi eben nachgewiesen werden. Hierzu
wurde Bier mit einer geringen Anzahl von Keimen angeimpft und
ein Volumen von ca. 20 ml Uber die Mikrosiebe filtriert (10°
Keime). Die auf diesem Filtertrger isolierten Keime wurden
anschlief3end nicht fur die PCR Analytik fixiert.

Die ruckgespulten Zellen vom Mikrosieb wurden in einem Fal-
con-Rohrchen gesammelt und ebenfalls unfixiert mit den wie
oben behandelten Mikrosieben an das L abor der Firma Biotecon
Diagnostics zur PCR Analyse versandt. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind in Tabelle 3 dargestellt. Bei allen Proben
konnten Bierschadlinge nachgewiesen werden.

Die Abbildungen 4a und 4b zeigen die Detektion von L.brevis
bzw. P. damnosus. Alscp-Wert (Crossing Point) wird der Zell-
zyklus angegeben, bei dem das Signal aus dem Hintergrund

Tabelle3 Untersuchungsbefund von Filtermaterial bzw. Zellen
in Suspension

Filtermaterial bzw. Eingesandte Befund der Fa.
Zellenin Suspension Keimart Biotecon
Mikrosieb Pediococcus Pediococcus
damnosus + Hefen  damnosus
Ruckgesplilte Zellenvon  Pediococcus Pediococcus
einem Mikrosieb (0,5 um) damnosus+ Hefen  damnosus
Rickgesplilte Zellenvon  L.brevis + Hefen L.brevis oder
einem Mikrosieb (0,5 pm) L.lindneri

Keramnikfilter (Cro. 28 67)
PE-Filter (Cro. 31 65)

~ ik

azam
20| —— Abgespiite Zellen nach Filtration (Cro. 39 £1)

Negal vhontrolle

&
\

Fluorescence (F2)

o
™

Cycle Number

Abb. 4a PCR-Analyse bierschadigender Kontaminanten (L.
brevis) auf verschiedenen Filtertr&gerschichten (siehe Mikro-
siebe)

jon (Cre, 35,58)

Fluorescence (F2)

Cycle Number

Abb. 4b PCR-Analyse bierschadigender Kontaminanten (P.
damnosus) auf ver schiedenen Filtertréger schichten (siehe Mi-
krosiebe)

herauskommt und der abhangig ist von der eingesetzten DNA-
Menge. Je hoher dieser Wert ist, desto niedriger war die initiale
DNA-Konzentrationinder Probe. Inbeiden Fallenist der cp-Wert
fur diertickgespulten Zellen deutlich hoher alsbei den Proben, die
direkt vom Filter im Labor der Biotecon Diagnostics analysiert
wurden. DiertickgewonneneMengean Zellenistin diesen Féllen
um mehr als eine Zehnerpotenz niedriger.

In den Abbildungen 4c und 4d sind die Schmelzkurven der
Bierschédlinge dargestellt. Anhand dieser typischen Kurven las-
sen sich die Keimeidentifizieren. Im Fall von L. brevisliegt der
Peak bel 55° C. Im zweiten Fall liegt der Peak bei 65° C, der
typischen Schmel ztemperatur fir P. damnosus. Die Proben konn-
ten sowohl von den Filtern direkt als auch nach Rickspilen mit
dem foodproof™ Beer Screening detektiert und identifiziert wer-
den.
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Abb. 4c Schmelzkurven bierschadigender Kontaminanten (L.
brevis) auf verschiedenen Filtertrger schichten (siehe Mikro-
siebe)

—— karamikfiter

Fluorescence -d(F2)/IdT

Temperature {°C)

Abb. 4d Schmelzkurven bierschédigender Kontaminanten
(P. damnosus) auf verschiedenen Filtertrager schichten (siehe
Mikrosiebe)

4 Diskussion

Diewirtschaftliche Bedeutung einer neuen M ethodezumdirekten
Nachweis von Bierkontaminanten ohne Voranreicherung sollte
unter folgenden Gesichtpunkten betrachtet werden:

1. Der Probenumfang nimmt standig zu.

2. Engpéssetreten auf, dazunehmend Personal inder Produktion
und in der Qualitatskontrolle abgebaut werden, so dass keine
effiziente Qualitétssicherung durchgef iihrt werden kann, bzw.
dieser eminent wichtige Bereich hoffnungslos Uberlastet ist.

3. Der Druck der Produktion auf eine schnelle Freigabe des
Bieresbzw. auf eine spontane K ontrollemit direkter Entschei-
dungshilfe Uber eine Sekundéarinfektion nimmt zu.

Direkte und schnelle Verfahren zum Kontaminationsnachweis
ohne Voranreicherung wirde die deutsche Brauwirtschaft inter-
national in die Lage versetzen, dass neben hochtechnisierten
Produktionsanlagen eine adaquate semiautomatisierte Kontami-
nationskontrolle zur Verfligung sttinde, die mit den Anforderun-
geneiner schnellen Produktion und Distribution desBieres Schritt
halten konnte. Das V erfahren der kombinierten Filtersieb-, Fluo-
reszenz- und PCR-Methode entspricht diesen Anforderungen.
Diese Methode hat den Vorteil, dass Entscheidungen direkt ge-
troffen werden kénnen und nicht erst Tage spéter. Das Verfahren
ist fur folgende Problemkreise nutzbar:

1. Drucktankfreigabe
2. Endproduktkontrolle, Stichprobenuberprifung, spontane

Uberpriifung von sekundaren Infektionen
3. Uberprifung von Riickbierproben und Reklamationen

4. Entscheidung Uber den wiederholten Einsatz der CIP-L6sung
in der Routine

5. Uberprifung des Reinigungswassers

Mit der Mikrosiebtechnologieist ein Verfahren entwickelt wor-
den, um Mikrosiebe mit genau definierten und regelméfdig ge-
formten Porengrofen zur Verfiigung zu stellen (van Rijn, 2001).
DasMikrosiebist optisch flach (1um) und chemischinert, so dass
|astiges Hintergrundrauschen und eine Wechselwirkung der Fil-
tersiebmatrix mit den Farbstoffen bei der Anwendung von Fluo-
rochromenkeine Problemedarstellt. Die Anwendung verschiede-
ner Fluoreszenzfarbstoffe erzeugte in der Tat kein storendes
Hintergrundrauschen, so dass die auf dem Sieb isolierten Keime
gut identifizierbar waren (Abb. 2a—b).

Durchdiekleine Flache desMikrosiebeshat man die M dglichkeit
zunéchst manuell einzelne Zellen zdhlen zu kdnnen. Dariiber
hinauskann die Filteroberfléche desMikrosiebesmit den Abmes-
sungen von 4,5 mm x 4,5 mm abgescannt werden so dass eine
nachgeschal tete automatisi erte |mage Analyse durchgef iihrt wer-
den kann, die in vertretbarer Zeit (ca. 45 Minuten) ein Ergebnis
bringt.

Vergleicht man die Mikrosiebtechnik mit der herkémmlichen
CFU-Technik, stellt man fest, dass mit der Mikrosiebmethode
eine hohere Zahl an Zellen ausgezéhlt wird als mit der her-
kémmlichen CFU. Der Grund dafir liegt darin, dass auf der
Oberflache der Mikrosiebe einzelne Zellen ausgezéhlt werden.
Beim CFU-V erfahren werden nur vermehrungsféhige Zellen, die
Kolonien gebildet haben makroskopisch erfasst. Mit der Mikro-
siebtechnik werden sowohl vermehrungsfahige als auch vitale
und tote Keime mit Hilfe von Viability-Farbstoffen detektiert.

Ein weiterer Vortell gegentiber herkémmlichen Methoden, bei
denen die Filtermittel nur einmalig verwendet werden, ist die
Option, dass Mikrosiebe mehrfach verwendet werden kénnen.
Die Reinigung gebrauchter Siebeist einfach durchzufihren und
erfordert nicht den Einsatz geféhrlicher oder stark toxischer
Substanzen.

Als weitere Applikation konnen die auf Mikrosieben isolierten
Kontaminanten durch Aufnahme in einem kleinen Volumen
H,O+CO, oder PBS ruickgespult werden und nachgeschaltet mit
Hilfevon PCR-Techniken und flusszytometrischen Untersuchun-
gen analysiert werden. Dies hat den Vorteil, noch prézisere
physiologische Aussagen Uiber die jeweilige Keimart zu machen.
Des Weiteren kann die PCR mit ihrer hohen Sensitivitét die
geringen Keimmengen gut und sicher detektieren (Homannetal.,
2002). Im Prinzip bietet die Mikrosiebtechnologie nur Vorteile.

Der einzige Nachteil, der den Einsatz in die Brauereiroutine
versperrte, ist das geringe Volumen, das durchgezogen werden
kann. Dieim Bier enthaltenen Proteine setzen dieFilteroberfldche
schnell zu. Das bedeutet, dass die Filtration relativ langsam
verlauft (5 bis 10 Minuten) und das Filtrationsvolumen mit ca. 20
bis 30 ml gering ausfallt.

Ein Schnellnachweisverfahren von Bierkontaminanten — so die
Forderung einiger konservativer Qualitétssicherer in den Braue-
reien — muss einen Keim in 1.000 ml Bier nachweisen. Mit der
Mikrosiebtechnik ist das Volumen auf 20 bis 30 ml pro Probe
limitiert. DiesfUhrtebisher zur Ablehnung desV erfahrens. Dabei
dieser Problematik féschlicherweise die Statistik bemiht wird,
muss generell festgestellt werden, dass sowohl mit einem Volu-
men von einem Liter — auch wenn getaktet beprobt wird — als
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auchvon20bis30ml keine statistische Aussage Uber einen Tank
von 1000 hl und mehr gemacht werden kann! Esist nicht einzu-
sehen, warum eine 1 Liter-Beprobung, die erst nach 3 Tagen ein
Ergebnisbringt, aussagekréftiger seinsoll alseine Schnellmetho-
de, die nach 20 Minuten (Filtration einschliefdlich Farbung) ein
Ergebnisvorweist. Daher ist nicht dasgrof3ere V olumen entschei-
dend, sondern die Zeit, in der der Produktionsleiter ein Ergebnis
Uber die Funktionalitét und Identifikation gefundener Keime in
der Probe in Handen hélt.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, Kontaminanten im Bier
ohne Voranreicherung direkt nachzuweisen. Es ist bei den be-
schriebenen Verfahren (PC-Filtration, Mikrosiebfiltration und
Keramikfiltration) im Gegensatz zu der herkdmmlichenMembran-
filtrationstechnik moglich geworden, Keime auf verschiedenen
Filtertrégerschichten anzuférben, diese mikroskopisch zu analy-
sieren oder mol ekularbiol ogisch zu detektierenund zuidentifizie-
ren. Die Mikrosiebtechnologie, diein diesem Beitrag vorgestellt
wird, ist von alen Verfahren die zukunftstréchtigste Variante,
weil der wichtigste Punkt, die Nachweissicherheit, fir dieses
Verfahren bewiesen werden konnte. In der nahen Zukunft muss
dieses neue, kombinierte Schnellverfahren weiter optimiert wer-
den.
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5 Summary / Résumé

Hutter, K.-J., Lappas, S., Otto, W., Kiehne, M., Kemenji, D., Nitz-
sche, F.: Combined rapid detection method using micro-sievefiltra-
tion and PCR-analysis for direct determination of contaminant
micr o-or ganismsin beer — Brauwissenschaft 56, No. 11/12, 198205,
2003.

BC 02 Microbiology / 40 Brewery biology (General) / 42 Foreign
organisms

Therearemany different possibilitiesto detect contaminantsinbeer. They
are al based on a pre-accumulation of germsin/on selection media. Via
micro- sievetechnol ogy atechniqueispresented where contaminantscan
be determined without pre-accumulation directly on a silicone sieve.
Contaminants filtrated onto the micro sieve can be detected by both
fluorescence optic and molecular biology (PCR-analysis). Thus, state-
ments regarding functionality (viability) and identity are feasible.

Hutter, K.-J., Lappas, S., Otto, W., Kiehne, M., Kemenji, D., et
Nitzsche, F.: Procédé rapide combiné avec la filtration sur micro-
tamis et analyse PCR pour la détection des micro-organismesnuisi-
bles en brasserie — Brauwissenschaft 56, No. 11/12, 198 — 205, 2003.

BC 02 Microbiologie / 40 Technologie brassicole (Généralités) /
42 Organismes étrangers

I1'y ademultiplespossibilitésde mettreen évidencel escontaminantsdans
labiére. Celles-ci sont basées sur un pré-enrichissement desgermesdans/
sur des milieux sélectifs. A I’ aide de latechnologie du micro-tamis, on
présenteuneméthode qui permet de mettre en évidence des contaminants
sans pré-enrichissement directement sur un tamisdesilicone. Les conta-
minants qui sont directement filtrés sur le micro-tamis peuvent étre
décelés, soit par optique de fluorescence soit par biologie moléculaire
(analysePCR). Onobtientainsi unrésultat sur lafonctionnalité (état mort/
vivant) des contaminants ainsi que sur leur identité.
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