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Den Keimen auf der Spur
Kulturunabhängige Charakterisierung von Bakterien in wässrigen Beschichtungsmitteln

Monika Lamoratta und Frank Sauer

Um eine Beschichtung effektiv gegen 

Mikroben auszurüsten, sollte sich 

die Wahl des passenden Mikrobizids 

an der Art und Häufigkeit der zerstö-

renden Mikroorganismen im Produkt 

orientieren. Konventionelle Metho-

den zu deren Identifizierung sind auf 

eine Kultivierung der Mikroben an-

gewiesen, die aber das Ergebnis ver-

fälschen kann. Ein neues Verfahren 

könnte diesen Schritt nun überflüs-

sig machen.

Wie viele andere Materialien auch, kön-
nen Farben und Lacke sowohl im noch 

nicht verarbeiteten, flüssigen Zustand als 
auch später in applizierter Form, z.B. auf 
einer Fassade von Mikroorganismen an-
gegriffen werden. Mikrobizide helfen, das 
Wachstum gesundheitsschädlicher Orga-
nismen, beispielsweise von Schimmelpil-
zen in einer Wandfarbe, zu verhindern. 
Durch eine geeignete Gebindekonservie-
rung ist das zu verarbeitende Beschich-
tungsmittel länger verwendungsfähig und 
im Rahmen des Filmschutzes bleibt  zum 
Beispiel eine Immobilie länger ansehnlich 
und die Integrität der Filmmatrix länger 
geschützt, sodass kostenaufwendige und 
Ressourcen verbrauchende Renovierungen 
seltener durchgeführt werden müssen. Ne-
ben der Vermeidung gesundheitlicher Ge-
fahren leistet eine adäquate Konservierung 
daher einen substanziellen Beitrag  zum 
Erhalt eines Beschichtungsmittels bzw. 
einer daraus resultierenden Beschichtung, 
wodurch die natürlichen Ressourcen ge-
schont bleiben. Ein leistungsstarker Schutz 
gegen Mikroorganismen kann daher als 
eine nachhaltige Produktoptimierung an-
gesehen werden [1].
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Abb 1.: Kultivierung 
von Mikroorganismen

Abb. 2: Bakterien in 
einer kolorierten  

elektronenmikros­
kopischen Aufnahme

Konventionelle Identifizierung 
von Mikroorganismen

Meist sind komplexe mikrobielle Ge-
meinschaften, häufig aus Bakterien, Pilzen 
und Hefen bestehend, für den strukturellen 
Abbau einer noch nicht applizierten Disper-
sionsfarbe verantwortlich. Die Auswahl des 
passenden Mikrobizids sollte sich daher an 
der Art und Häufigkeit der zerstörenden 
Mikroorganismen im Produkt orientieren. 

Um die Bandbreite dieser Mikroorga-
nismen effektiv kontrollieren zu können, 

sollte die Zusammensetzung der vorlie-
genden Gemeinschaften im Idealfall ge-
nau bekannt sein. Bisher wurden dazu 
konventionelle Identifizierungsmethoden 
angewandt, die eine Kultivierung des 
befallenen Produktes bedingen (Abb. 1). 
Bei einem solchen Kultivierungsschritt 
besteht aber prinzipiell die Gefahr, dass 
auch diejenigen Mikroorganismen in ih-
rem Wachstum unterstützt werden, die 
möglicherweise unbedeutend für die 
Farbzerstörung sind. Damit würde die 
Bedeutung solcher Stämme für die mik-
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robiell induzierte Farbzerstörung deutlich 
überbewertet.

Zwei klassische Methoden zur  
Identifizierung

Es gibt zwei klassische Methoden zur 
Identifizierung von Mikroorganismen. Die 
erste Methode basiert auf einer phänoty-
pischen Charakterisierung, bei der die ge-
wachsene Kolonie auf Eigenschaften wie 
Größe, Form und Farbe hin untersucht wird 
(Abb. 2). An diese Untersuchung schließen 
sich meist noch biochemische Methoden 
an, etwa die Gram-Färbung und die Oxi-
dase-Reaktion, die eine genauere Eingren-
zung der Art und Gattung zulassen.

Die zweite Methode charakterisiert Mi-
kroorganismen auf genetischer Ebene. Sie 
stützt sich auf evolutionären Veränderun-
gen in den Informationen tragenden Regi-
onen der DNA, dem Genom (Abb.  3). Im 
Laufe der Evolution haben sich aufgrund 
von Anpassungen an z.B. veränderte Um-
weltbedingungen verschiedene Bakterien-
arten aus einigen Vorläufern gebildet. Eine 
molekularbiologische Identifizierung ba-
siert auf den Unterschieden im genetischen 
Kode. Ein Bereich der DNA, der dafür in 
der Praxis genutzt wird, ist das so genannte 
16S rRNA Gen [2-5]. Die dazugehörige Se-
quenz der Basenpaare eines bestimmten 
Abschnitts aus diesem Gen kann – ähnlich 
wie der Vergleich von Fingerabdrücken 
beim Menschen – einer bestimmten Bakte-
rienart genau zugeordnet werden.

Auch bei dieser Methode müssen die 
Bakterien zunächst kultiviert und die ge-
wachsenen Kolonien anschließend isoliert 
werden. Von jeder Kolonie wird genomische 
DNA gewonnen und der 16S rRNA-Genab-
schnitt wird mittels Polymerase Kettenre-
aktion (PCR) in vitro vervielfältigt (Abb. 4). 
Die PCR-Technik arbeitet mit dem Enzym 

t Ergebnisse auf einen Blick

• �Mikrobielle Gemeinschaften aus Bakterien, Pilzen und Hefen sind für den strukturellen Abbau von 
Dispersionsfarben verantwortlich.

• �Die Auswahl eines Mikrobizids sollte sich an der Art und Häufigkeit der zerstörenden Mikroorganis-
men im Produkt orientieren.

• �Konventionelle Methoden zur Identifizierung von Mikroben bedingen eine Kultivierung des befalle-
nen Produktes. 

• �Ein solcher Kultivierungsschritt kann auch Mikroorganismen in ihrem Wachstum unterstützen, die für 
die Farbzerstörung unbedeutend sind. Umgekehrt können Organismen nicht detektiert werden, die 
sich bei den gewählten Kulturbedingungen nicht vermehren.

• �Es wurde eine kulturunabhängige Identifizierung bakterieller Gemeinschaften entwickelt, die auf 
einer Extraktion von DNA und anschließender sequenzabhängiger Trennung von Genabschnitten 
gleicher Größe mittels denaturierender Gradientengelelektrophorese basiert.

• �Aus einer natürlich verkeimten Dispersionsfarbe ist bakterielle DNA isolierbar, dagegen ist es bisher 
nicht gelungen, ausreichende Mengen an DNA aus frischer mit Bakterien versetzter Farbe zu extra-
hieren.

Abb. 3: Schematische Darstellung eines DNA-Abschnittes
� Quelle: [Adam Gault] / [OJO Images] / Getty Images

DNA-Polymerase. Die Produkte vorheriger 
Zyklen dienen als Ausgangsstoffe für den 
nächsten Zyklus und ermöglichen somit 
eine exponentielle Vervielfältigung.

Mittels Sequenzierung des oben genann-
ten Genabschnitts und eines anschließen-
den Datenbankabgleichs mit veröffent-
lichten Sequenzen können die einzelnen 
Organismen dann über Familie und Gat-
tung bis hin zur Art identifiziert werden.

Der Nachteil der beschriebenen Metho-
den ist, dass sie einen Kultivierungsschritt 
voraussetzen. Bei diesem Prozess kann es 
aufgrund der Auswahl der Versuchspara-
meter, wie Nährstoffangebot, Temperatur 
und Sauerstoffangebot, zu einer ungewoll-
ten Präselektion von bestimmten Mikroor-
ganismen kommen. Organismen, die bei 

den gewählten Kulturbedingungen nicht 
in der Lage sind, sich zu vermehren, kön-
nen auch nicht detektiert und damit nicht 
identifiziert werden.

Kultur-unabhängige Identifizie-
rung von Bakterien

Es war daher das Ziel, ein weiteres Ver-
fahren zu entwickeln, welches unter Kom-
bination moderner molekularbiologischer 
Methoden die Identifizierung von Bakte-
rien direkt aus einem verkeimten, wäss-
rigen Produkt, wie einer Dispersionsfarbe 

Abb.4.: Elektrophorese mit über PCR gewon­
nenen DNA-Fragmenten
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oder einer Betriebswasserprobe, zulässt. 
Ein Kultivierungsschritt, der eine Aussage 
über die Zusammensetzung einer mikro-
biellen Gemeinschaft verfälschen könnte, 
wäre dann überflüssig.

Diese neuentwickelte Methode basiert 
auf der sequenzabhängigen Trennung von 
Genabschnitten gleicher Größe mittels 
denaturierender Gradientengelelektropho-
rese (DGGE) [6]. Abb. 5 zeigt den schema-
tischen Ablauf der Methode. Hierbei wird 
die DNA aller enthaltenen Bakterien direkt 
aus dem Produkt isoliert, aus der dann 
die jeweiligen 16S rRNA-Genabschnitt 
vervielfältigt werden. Liegt eine Verkei-
mung durch eine bakterielle Gemeinschaft 
vor, so erhält man eine Mischung aus 16S 
rRNA-Genabschnitten gleicher Größe, die 
sich lediglich in ihrer Sequenz voneinan-
der unterscheiden. Diese Mischung wird 
dann sequenzabhängig durch DGGE auf-
getrennt.

Die Auftrennung basiert darauf, dass 
Genabschnitte mit verschiedenen DNA-
Sequenzen unterschiedliche Schmelz-
temperaturen aufweisen, d.h. die Art und 
Häufigkeit der Bausteine einer DNA-Se-

quenz bestimmen die Temperatur, bei der 
sich die DNA-Doppelstränge voneinander 
trennen. Dies ist als Denaturierung be-
kannt und kann neben Temperatur auch 
durch Chemikalien hervorgerufen wer-
den. Diese Eigenschaft macht man sich 
bei der Elektrophorese zu Nutze, da ein 
(partiell) aufgetrennter DNA-Strang im 
Gel eine geringere Mobilität besitzt als ein 
Doppelstrang. Ein Gemisch von 16S rRNA 
Genabschnitten lässt sich auf diese Weise 
im chemischen Gradienten separieren. Die 
voneinander getrennten Fragmente kön-
nen nun sequenziert und mit bekannten 
DNA-Abschnitten einer Datenbank ab-
geglichen werden. Im Idealfall liefert die 
Methode eine bestimmte Anzahl an Iden-
tifikationsergebnissen, die die kontami-
nierenden Bakterienstämme im Produkt 
widerspiegeln. Für eine Anwendung in der 
Praxis ist es jedoch zwingende Vorausset-
zung, dass die unterschiedliche DNA ei-
ner Bakteriengemeinschaft auch wirklich 
direkt aus dem zu prüfenden Endprodukt, 
beispielsweise einer Dispersionsfarbe, iso-
lierbar ist.

Direkte DNA-Isolation aus  
kontaminierten Produkten

Um DNA aus verschiedenen Materialien 
zu isolieren, gibt es zwei weit verbreitete 
Isolationstechniken, die auf der Polarität 
bzw. negativen Ladung der DNA basieren:
•	 Bei der Phenol/Chloroform-Extraktion 

wird ein DNA-haltiges Produkt in einer 
Mischung aus Phenol und Chlorform ge-
löst, ausgeschüttelt und die phenolisch-
wässrige von der organischen Phase ge-
trennt. Die DNA löst sich hierbei in der 
phenolischen Phase, wohingegen die 
meisten Verunreinigungen, wie Proteine 
oder andere organische Verbindungen, 
in der Chloroform-Phase vorliegen.

•	 Eine andere Methode, DNA zu isolie-
ren, ist die Aufreinigung mittels Anio-
nenaustauscher. Hierbei bindet DNA bei 
niedriger Salzkonzentrationen in einem 
definierten pH-Bereich an den Anionen-
austauscher und kann von Verunreini-
gungen getrennt werden. Im Anschluss 
daran kann durch Erhöhung des Salzge-
halts die DNA im Anionenaustauscher 
wieder verdrängt und somit von der sta-
tionären Phase eluiert werden. 
Beide Methoden liefern ein aufgereinig-

tes und aufkonzentriertes DNA-Produkt. 
Allerdings wurden diese Methoden ur-
sprünglich für die Isolation von Nuklein-
säuren aus Geweben, Blut oder anderen 
biologischen Quellen konzipiert. Eine 
DNA-Aufreinigung aus einer relativ kom-
plexen Mischung wie einer Dispersions-
farbe kann mit bestehenden Versuchspro-
tokollen prinzipiell zu Problemen führen.

Um solche Probleme zu identifizieren, 
wurde die kulturunabhängige Bakterieni-
dentifikation in einem praxisnahen Test-
system erprobt. Drei verschiedene Farb-
systeme – typische Dispersionsfarben auf 
Basis von Reinacrylat-, Styrolacrylat- und 
Polyvinylacetat-Bindemitteln – wurden 
dazu mit drei Bakterienstämmen, Escheris-
chia coli, Pseudomonas aeruginosa und Sta-
phylococcus aureus, in gleicher Keimkon-
zentration versetzt. Außerdem wurde eine 
schon natürlich verkeimte Dispersionsfarbe 
auf Basis von Polyvinylacetat-Bindemittel 
untersucht. Die darin enthaltene Bakterien-
DNA ließ sich mithilfe von Anionenaustau-
schern isolieren, per PCR vervielfältigen 
und über eine DGGE auftrennen. Aus den 
frisch hergestellten und absichtlich kon-
taminierten Dispersionsfarben ließen sich 
mit dieser Aufreinigungsmethode dagegen 
bislang keine keine ausreichenden Mengen 
an DNA isolieren. Auch die Phenol/Chlo-
roform-Extraktion lieferte für diese Proben 
keine besseren Resultate.

Dieser Befund deutet darauf hin, dass zu-
mindest einige Farbbestandteile die verwen-
deten Aufreinigungsmethoden behindern. 
Ein Grund könnte sein, dass Farbbestand-
teile an die Anionenaustauscher-Oberflä-
che binden, sodass diese nicht mehr für 
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Abb. 5: Schritte der kulturunahängigen 
Bakterienbestimmung

Abb. 6: Elektrophoretische Auftrennung von 
DNA aus den drei Bakterienstämmen, der 
Bakterienmischung, sowie aus der kontami­
nierten Dispersionsfarbe
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eine Bindung der DNA zur Verfügung steht. 
Diese Bestandteile könnten durch den län-
ger andauernden Bakterienbefall bereits de-
gradiert sein, sodass die Aufreinigung mit 
der älteren Probe funktioniert.

DNA-Identifizierung per DGGE 

Aus der reinen artifiziellen Bakterienmi-
schung konnten mit der DGGE wie erwartet 
alle eingesetzten Keime mit hoher Überein-
stimmung wiedergefunden werden. In der 
oben genannten kontaminierten Dispersi-
onsfarbe war überraschenderweise nur die 
Spezies Pseudomonas aeruginosa promi-
nent vertreten (Abb. 6). Ein Methodenver-
gleich, der mit einem natürlich verkeimten 
Farbmuster durchgeführt wurde, zeigte, 
dass die konventionelle kulturabhängige 
Methode eine ganze Reihe zusätzlicher 
Bakterienarten identifiziert als die kultu-

runabhängige DGGE-Methode (Tab. 1). Die 
konventionelle Methode mit Kultivierung 
unterstützt offenbar auch solche Bakterien 
in ihrem Wachstum, die nur in sehr gerin-
ger Menge vorkommen und für die Farb-
zerstörung möglicherweise nicht relevant 
sind, sodass die Detektion solcher Bakte-
rienstämme in diesem Fall falsch interpre-
tiert werden könnte. 

Die DGGE kann dagegen als semiquan-
titative Methodik angesehen werden, denn 
die Auftrennung mittels DGGE liefert Er-
gebnisse, die in gewissem Maße mit der 
Konzentration an Bakterien-DNA in der 
Probe korrelieren. Somit könnte es sich 
bei den mittels DGGE detektierten Bak-
terien um die dominierenden Spezies im 
Beschichtungsprodukt handeln, welche 
maßgeblich für die Produktzerstörung 
verantwortlich sind. Offensichtlich sind 
nicht alle vorliegenden Bakterienstämme 
gleichermaßen an der Produktzerstörung 
beteiligt. Mithilfe der DGGE war es zudem, 
anders als mit der konventionellen Me-
thode, möglich, die Pseudomonas-Spezies 
genauer zu identifizieren. 

Soviel wie nötig, so wenig wie 
möglich

Die vorgestellten Resultate zeigen, dass 
es grundsätzlich möglich ist, eine bakteri-
elle Gemeinschaft kulturunabhängig mit-
tels DGGE zu identifizieren. Im Hinblick auf 
kontaminierte Produkte wie Dispersionsfar-
ben werden zurzeit noch weniger Stämme 
identifiziert als mit der konventionellen 
Methode, wobei zu klären ist, ob dies durch 
die Methode bedingt ist oder durch die Re-
levanz der Bakterien im Hinblick auf die 
Farbzerstörung. Es erscheint aber möglich, 

dass eine Optimierung der DGGE Methode 
diese Frage klären könnte, sodass dadurch 
neue Einblick in die Prozesse der Farbzer-
störung im Gebinde gewonnen werden. 
Bakterien, die für die Zersetzung der Farbe 
keine Rolle spielen, müssen auch nicht un-
bedingt durch ein Mikrobizid bekämpft 
werden. Der Anwender könnte, im Sinne 
von Nachhaltigkeit und nach dem Motto: 
„Soviel wie nötig, so wenig wie möglich“ 
Mikrobizid einsparen, aber gleichzeitig 
seine Produkte effektiv schützen. �
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Mit Kultivierung

Comamonas testosteroni

Flavobacterium mizutaii

Pseudomonas aeruginosa

Delftia tsuruhatensis

Pseudomonas sp.

Microbacterium keratanolyticum

Kulturunabhängig

Pseudomonas fluoreszens

Pseudomonas putida

  t �Tab. 1: Identifizierungser-
gebnisse aus kontaminierter 
Dispersionsfarbe
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