4 Methoden

In dieser Arbeit wurden FTIR-spektroskopische Messungen an getrockneten Bakte-
rienfilmen, FTIR-mikrospektrometrische Messungen an so genannten Mikrokoloni-
en und FT-RAMAN Messungen an getrockneten Bakterienzellen durchgefiihrt. Diese
verschiedenen Messtechniken erforderten drei unterschiedliche Messanordnungen und
Probenpriparationen, die in den folgenden Abschnitten beschrieben werden.

4.1 FTIR-Spektroskopie

Alle Messungen an Bakterienfilmen wurden an einem IFS28/B der Firma BRUKER
(Ettlingen) durchgefiihrt, das speziell fiir die Messungen von Mikroorganismen ent-
wickelt wurde und mit einem pyroelektrischen DTGS (deuterated triglyceride sulfate)
Detektor ausgestattet ist. Das Spektrometer wurde kontinuierlich mit trockener Luft
gespiilt, um Absorptionen durch atmosphérischen Wasserdampf so gering wie moglich
zu halten. Als Strahlungsquelle diente ein luftgekiihlter Globar, der Strahlung im mitt-
leren IR-Bereich von 4000 bis 500 cm ™! emittiert. Das Gerit war mit einem Cube-
Corner-Interferometer und einem Strahlteiler aus Kaliumbromid ausgestattet.

4.1.1 Probenpriparation der Bakterienfilme

Die Bakterien wurden im Dreiquadrantenverfahren ausgestrichen und fiir 24 h bei
37 °C inkubiert, so dass konfluentes Wachstum auftrat. Zur Probenpréiparation wur-
de nach zweimaliger Passage mit einer 1 mm groflen vibrierenden Platintse vorsichtig
etwas Zellmasse (10-60 ng Trockengewicht) aus dem dritten Quadranten (spite ex-
ponentielle Wachstumsphase) entnommen und in 80 pL destilliertem Wasser suspen-
diert. Ein Aliquot (35 pL) der Suspension wurde dann in Form von Fliissigkeitstropfen
auf vorgezeichnete Probenareale auf der optisch transparenten ZnSe-Scheibe des in
Abbildung 4.1 auf der néichsten Seite dargestellten Multikiivettensystems aufgetragen.
Anschlielend wurden die Fliissigkeitstropfen der mikrobiellen Suspension im Exsik-
kator iiber Phosphorpentoxid (P4019) unter Anlegen eines schwachen Vakuums (2,5
bis 7,5 kPa) solange getrocknet bis sich ein transparenter Film gebildet hatte, der ge-
eignet war fiir die FTIR Messungen. Die Kiivette wurde dann mit einem K Br-Fenster
luftdicht abgeschlossen, um die Feuchtigkeit zu kontrollieren und auch das Gerét vor
Kontaminationen zu schiitzen und anschliefend in eine spezielle Kiivettenanordnung
in dem Instrument eingebracht. Ein freibleibendes Referenzfenster diente zur Bestim-
mung des Leerwertes, der vor jeder Probenmessung erfolgte, um zu gewéhrleisten,
dass Schwankungen des Wasserdampfniveaus bedingt durch Instabilitdten des Tro-
ckenluftgenerators wihrend der Messungen keinen nennenswerten Einfluss auf die
IR-Spektren hatten.
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Abbildung 4.1: Technische Zeichung des (A) automatisierten Multikiivettensystems,
das fiir die FTIR-Messungen an den Bakterienfilmen eingesetzt wur-
de und (B) der RAMAN-Messkiivette, die aus einem Probencup aus
Edelstahl, der mit einem CaFs-Fenster und einem O-Ring verschlos-
sen wird, besteht.

4.1.1.1 Messparameter

Die Spektren wurden bei einer spektralen Auflésung von 6 cm ™! mit einem zero filling-
Faktor von 4 und einer BLACKMANN-HARRIS-THREE-TERM-Apodisierungsfunktion
aufgenommen. Fiir jedes Spektrum wurden 64 Interferogramme addiert und gemittelt.
Die Datenaquisition erfolgte im double-sided-forward-backward-Modus, das heifit die
Interferogramme wurden auf beiden Seiten des Spiegelwegs aufgenommen, was im
Vergleich zum single-sided-Modus zu einem verbesserten Signal/Rausch-Verhiltnis
um /2 fiihrt.

4.2 FTIR-Mikrospektrometrie

Lichtmikroskope gehoéren zu den analytischen Standardinstrumenten in fast allen mi-
krobiologischen Laboren und werden dort zur Untersuchung der Form, Farbe etc. ei-
ner Probe eingesetzt. Die Ankoppelung eines Lichtmikroskops an ein IR-Spektrometer
eroffnet die Moglichkeit anhand der Schwingungsspektren, zusétzlich Informationen
iiber die chemische Zusammensetzung der Probe zu erlangen. Das FTIR-Mikroskop
stellt durch die Kombination eines Lichtmikroskops mit einem FTIR-Spektrometer
ein vielseitiges Instrument dar, das sich durch eine hohe Sensitivitit und Spezifitét
auszeichnet und daher vor allem fiir die schnelle Analyse von biologischen Mikro-
proben einsetzbar ist. Ein mogliches Anwendungsgebiet umfasst deshalb z.B. die
mikrobiologische Diagnostik von klinischen Isolaten bzw. Patientenproben, da es ge-
rade in diesem Bereich sehr wichtig ist, den krankheitsverursachenden Organismus
schnell und prézise zu identifizieren, um so eine effektive, zielgerichtete Antibioti-
katherapie zu gewéhrleisten. Die FTIR-Mikrospektrometrie bietet die Moglichkeit,
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Messungen an Mikrokolonien, die aus wenigen hundert Zellen (102 - 103) bestehen,
durchzufiihren. Abhéngig vom Organismus, treten die Mikrokolonien bereits nach
einer Inkubationsdauer von nur 6 bis 8 h auf, die man dann mittels einer speziel-
len Stempeltechnik ortsgetreu auf IR-transparente ZnSe-Scheiben iibertragen kann.
Diese Stempeltechnik zusammen mit repriasentativen Stempelabdriicken von verschie-
denen Bakterien und einer Hefe Spezies sind in den Abbildungen 4.2 und 4.3 auf den
Seiten 51 und 52 dargestellt. Die Messungen an den Mikrokolonien wurden an einem
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Abbildung 4.2: Aufbau der Stempelapparatur (a) mittels der ortsgetreue Stempel-
abdriicke von Mikrokolonien (50 - 80 pm) auf Infrarot-transparente-
ZnSe-Scheiben (b) iibertragen werden kénnen.

FTIR-Mikroskop, Modell IRscope II, das an ein IFS 28/B Spektrometer (BRUKER
Optics, Ettlingen) gekoppelt und auBerdem mit einem motorgetriebenen xy-Tisch
ausgestattet ist, durchgefiihrt. Prinzipiell bietet das IRscope II die Méglichkeit sowohl
Messungen im Transmissions- als auch im Reflexionsmodus (siehe Abbildung 4.4), bei
dem die Probe zweifach durchstrahlt wird, durchzufiihren. Fiir die vorliegende Arbeit
wurden nur Transmissionsmessungen durchgefiihrt. Im Transmissionsmodus wird die
Probe nur einfach durchstrahlt und muss daher auf einem IR-transparenten Material
(z.B. ZnSe) aufgebracht sein. Das IRscope II kann zudem im IR-Modus als auch im
VIS-Modus (visible) betrieben werden, wie aus Abbildung 4.4 auf Seite 53 zu ersehen
ist. In den IR-Mikroskopen werden so genannte CASSEGRAIN-Objektive verwendet, da
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Gram+: S. aureus PS 42 Gram-.: E. coli RKI 139 Hefe: C. albicans Kontrolle A

Abbildung 4.3: Lichtmikroskopische Aufnahmen von typischen Mikrokolonieab-
driicken von S. aureus, E. coli und C. albicans.

die Anfertigung von IR-transparenten Linsen zu aufwendig und teuer wire. Die CAs-
SEGRAIN-Objektive bestehen aus einem reflektierenden Material mit parabolischer
Oberflache und einem zentralen Reflektor. Der Einbau einer Drehblende erlaubt es,
durch verschieden grofie Lochblenden den IR-Strahl auf die probenrelevante Fléche
zu begrenzen. Dabei gilt als untere Grenze, dass Objekte, deren Grofie A/2 unter-
schreitet nicht mehr aufgelost werden konnen. Dieser Beziehung ergibt sich aus dem
ABBEschen Sinussatz
A

- - @ 4.1
Aovj. + Akond (4.1)

Diese Gleichung gibt also das Auflésungsvermdogen eines optischen Systems wieder,
wobei man unter d den kleinsten Abstand versteht, den zwei Punkte haben diirfen,
um gerade noch aufgelost werden zu kénnen. Aus der Gleichung ergibt sich, dass
das Auflésungsvermégen von der Wellenldnge A des verwendeten Lichtes und den
numerischen Aperturen A des Kondensors und des Objektivs abhéngt. Die numerische
Apertur ist gegeben durch

A=n-sina (4.2)

A ergibt sich also aus dem Produkt des Brechungsindex n und dem Sinus des halben
Offnungswinkels, also des Winkels o zwischen der optischen Achse des Systems und
den duflersten Lichtstrahlen, die gerade noch ins Objektiv eintreten und zur Abbil-
dung verwendet werden kénnen. Fiir die FTIR-Mikroskopie folgt daraus, dass bei
einer Wellenléinge von A=10 pm (entspricht 7 = 1000 cm~!) keine kleineren Objekte
als 5 pm aufgelost werden kénnen. Dennoch haben sich Objekte, die kleiner als 20 pm
sind als impraktikabel erwiesen, da sich die IR-Strahlung, die von einem Globar emit-
tiert wird, nicht beliebig fokussieren lésst. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass bei der
Verwendung von Blenden Energieverluste infolge eines reduzierten Strahlungsdurch-
satzes auftreten. Der reduzierte Strahlungsdurchsatz wiederum macht sich in einem
schlechteren Signal/Rausch-Verhéltnis bemerkbar, das sich durch die Addition von
mehreren Interferogrammen erhShen ldsst, wie bereits in Abschnitt 1.3.1.4 beschrie-
ben wurde. Fiir die Messungen an Mikrokolonien, die eine Gréfle von 50 bis 80 pm
im Durchmesser aufweisen, war eine geeignete Auswahl an Lochblenden am IRscope
IT vorhanden, die von @ = 20 bis 250 pm reichte.
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Abbildung 4.4: Der optische Strahlengang im (a) Reflexions- und (b) Transmissions-
modus am IRscope II der Firma BRUKER Optics.

4.2.1 Probenpriparation der mikrobiellen Mikrokolonien

Die Probenvorbereitung fiir die FTIR-Messungen an Mikrokolonien umfasste folgen-
de préaparative Schritte: Abhéngig von dem jeweiligen Organismus wurden drei kali-
brierte Platindsen (1 mm im Durchmesser) an Zellmasse einer am Tag davor frisch
beimpften Kultur aus dem konfluenten Koloniewachstum im dritten Quadranten
entnommen und in 10 ml vorgewérmten Fliissigndhrmedium (z. B. LURIA-BERTANI-
Medium) suspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension in 10~! Schritten bis zu
einer Verdiinnungsstufe von 1072 fiir Hefen und 1073 fiir Bakterien verdiinnt, um das
Auftreten von singularisiert wachsenden Kolonien zu gewihrleisten. 100 nl der letz-
ten Verdiinnungsstufe wurden dann mit einem DRIGALSKIspatel gleichméfBig auf vor-
gewdrmten SABOURAUD + 2% Glukose Agarplatten (Hefen) oder CAsO-Agarplatten
von MERCK (Bakterien) ausplattiert und solange bei 37 °C inkubiert bis Mikrokolo-
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niewachstum in einer Groflenordnung von 50 bis 80 pm auftrat Die Wachstumsdauer
betrigt bei Prokaryoten zwischen 6 bis 7 h, wiahrend bei Hefen die Wachstumszeiten
bis zum Auftreten von Mikrokolonien zwischen 8 bis 9 h liegen. Danach wurden die
Mikrokolonien (ungefihr die ersten zwei bis drei Schichten pro Klon) mittels einer
speziellen Abstempelvorrichtung (siehe Abbildung 4.2 auf Seite 51) ortsgetreu auf in-
frarottransparente optische ZnSe-Scheiben (& = 25 x 3 mm) iibertragen. Die Stem-
pelabdriicke wurden anschliefend in eine mit Trockenluft gespiilte Box (bestehend
aus Plexiglas) des IR-Mikroskops eingebracht und konnten nach einer Trockenzeit
von ca. 15 min. mikrospektrometrisch gemessen werden. Dariiber hinaus erfiillt diese
Purgebor auch mikrobiologische Sicherheitsvorkehrungen, weil die Probe gegeniiber
der Umgebung abgeschlossen ist. Bei den Messungen an Mikrokolonien erfolgte ver-
gleichbar zu den Probenradmessungen vor jeder Probenmessung die Bestimmung des
Leerwertes anhand einer leeren Stelle auf dem ZnSe-Fenster, um zu gewéhrleisten,
dass Schwankungen des Wasserdampfniveaus bedingt durch Instabilitdten des Tro-
ckenluftgenerators wihrend der Messungen so gut wie keinen Einfluss auf die IR-
Spektren hatten. Die Messzeit des Hintergrundspektrums und des Probenspektrums
betrug 3 Minuten. Pro Stempelabdruck wurden 5 bis 10 Mikrokolonien gemessen, um
repréisentative Datensétze zu generieren.

4.2.2 Die Abstempelvorrichtung

Die in Abbildung 4.2 auf Seite 51 dargestellte Abstempelvorrichtung wurde in Ko-
operation mit der Firma BRUKER Optics konstruiert und im Laufe der Arbeiten opti-
miert. Die Abstempelvorrichtung erfiillt zwei wichtige Anforderungen, um die Mikro-
kolonien ortsgetreu auf die ZnSe-Fenster zu tibertragen. Zum einen gewéhrleistet die
Befestigung des Zn Se-Stempels (bezeichnet hier das in einen Fensterhalter eingeklebte
ZnSe-Fenster) iiber einen flexiblen Plastikschlauch, das das IR-transparente Fenster
ohne Torsionseffekte nahezu parallel auf die Agaroberfliche auftrifft. Diese prizise
Fithrung des Stempels verhindert weitestgehend ein Verschmieren der Kolonien. Des
Weiteren kann die Absenktiefe des Stempels und damit der Gegendruck mit Hilfe der
Distanzskala kontrolliert und damit reproduzierbar durchgefiihrt werden. Dadurch
kann eine Adhésion der Oberfliche des ZnSe-Fensters an die Agaroberfliche vermie-
den werden. Dariiber hinaus ermdéglicht der Aufbau dieser Stempelmimik, dass an je-
der beliebigen Stelle auf der Agarplatte ein Stempelabruck erfolgen kann. Dies ist vor
allem im Hinblick auf evtl. ungleichmiig auftretendes Mikrokolonienwachstum (z. B.
hervorgerufen durch eine ungleichmifiige Verteilung der mikrobiellen Suspension) ei-
ne wichtige Voraussetzung, um messbare Stempelabdriicke zu erhalten. Die ZnSe-
Stempel konnen zu Reinigungszwecken leicht ausgewechselt werden, da sie einfach
auf ein entsprechendes Gegenstiick, das tiber den Plastikschlauch mit der Stempel-
vorrichtung verbunden ist, aufgesteckt werden. Die Zn Se-Fenster werden mittels eines
Zweikomponentenklebers in die aus Plexiglas bestehenden Fensterhalter eingeklebt,
in die zu diesem Zweck eine passende Nut eingefrist wurde. Die in Abbildung 4.3 auf
Seite 52 dargestellten reprisentativen Stempelabdriicke eines GRAM-positiven (S. au-
reus), eines GRAM-negativen (E. aerogenes) Bakteriums und einer Hefe (C. albicans)
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belegen, dass die oben beschriebene Stempelmimik zu messbaren und vor allem re-
produzierbaren Stempelabdriicken fiihrt.

4.2.2.1 Messparameter fiir die FTIR-mikrospektrometrischen Messungen

Fiir jedes Spektrum wurden 256 Interferogramme addiert und gemittelt. Der spek-
trale Messbereich reichte von 500 bis 4000 cm™!. Die Spektren wurden bei einer
Auflésung von 6 cm™! mit einem zero-filling-Faktor von 4 und unter Anwendung
einer BLACKMANN-HARRIS-THREE-TERM-Apodisierungsfunktion aufgenommen. Als
WeiBllichtquelle wurde wiederum bei allen Messungen ein Globar verwendet. Als De-
tektor diente im Gegensatz zu den Messungen an den getrockneten Bakterienfilmen
ein Photoleitfihigkeitsdetektor (MCT Mercury Cadmium Telluride). Aufgrund seines
schnellen Ansprechverhaltens und seiner hohen Empfindlichkeit (spezifische Detekti-
vitit D* = 5,7-101%m Hz? W1) musste der Detektor mit fliissigem Stickstoff gekiihlt
werden, um das thermisch bedingte Rauschen so gering wie mdoglich zu halten. Die
Datenaquisition erfolgte im double-sided-forward-backward-Modus.

4.3 FT-Raman Spektroskopie

Alle FT-RAMAN-Messungen wurden an einem RFS 100 Spektrometer der Firma BRU-
KER durchgefiihrt. Wie bereits in Abschnitt 1.3.2 erwihnt, kann das Auftreten von
Fluoreszenz, das die vergleichsweise schwachen RAMAN-Bandenintensitéten verdecken
wiirde, dadurch verhindert werden, dass man zur Anregung von RAMAN Streustrah-
lung einen Laser verwendet, der im nahen infraroten Bereich emittiert. Demzufolge
wurde in der vorliegenden Arbeit ein Nd:YAG Laser mit einer Anregungswellenléinge
von 1064 nm verwendet. Als Detektor diente eine hochempfindliche Ge-Diode. Auch
dieser Detektor musste, wie der fiir die FTIR-mikrospektrometrischen verwandte
MCT-Detektor, aufgrund seiner noch héheren Empfindlichkeit mit fliissigem Stick-
stoff gekiihlt werden, um das thermisch bedingte Rauschen so gering wie moglich zu
halten. Auflerdem war das Gerdt mit einem MICHELSON-Interferometer und einem
Strahlteiler aus Quarz ausgestattet.

4.3.1 Probenpriparation fiir die Raman-Messungen

Die Bakterien wurden im Dreiquadrantenverfahren ausgestrichen und fiir 24 h bei
37 °C inkubiert, so dass konfluentes Wachstum auftrat. Zur Probenpréparation wurde
nach zweimaliger Passage mit einer frisch ausgegliithten Platindse (bestehend aus ei-
ner Platin-Iridium-Legierung) vorsichtig etwas Zellmasse (100-200 pg Trockengewicht)
aus dem dritten Quadranten (spite exponentielle Wachstumsphase) entnommen und
in die halbkugelférmige Bohrung (& = 2 mm) der aus Edelstahl bestehenden Proben-
cups iibertragen. Die so praparierten Proben wurden anschlieend im Exsikkator iiber
Phosphorpentoxid (P4O1¢) unter Anlegen eines schwachen Vakuums (2,5 bis 7,5 kPa)
fiir ~ 30 min. getrocknet. Um eine Rehydratisierung der Proben zu vermeiden, blieben
die Proben bis zur Messung unter Anlage eines schwachen Vakuums im Exsikkator.
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Fiir die Messung wurden die Probencups mit einem CaFs-Fenster, einem O-Ring und
speziellen Klammern, die auch gleichzeitig als Kiivettenhalter dienten, verschlossen,
so dass das Gerédt und auch die Umgebung vor Kontaminationen geschiitzt waren.

4.3.1.1 Messparameter fiir die FT-Raman-Messungen

Die Spektren wurden bei einer spektralen Auflosung von 6 cm™' mit einem zero-

filling-Faktor von 4 und einer BLACKMANN-HARRIS-FOUR-TERM-Apodisierungsfunk-
tion aufgenommen. Fiir jede Probe wurden drei Einzelspektren aus 500 gemittelten
Scans aufgenommen und anschliefend der Mittelwert aus allen drei Spektren be-
rechnet. Die Messzeit pro Spektrum betrug 15 min., so dass eine Gesamtmesszeit
von 45 min. pro Probe resultierte. Die Messung erfolgte in der so genannten 180°
-Anordnung, bei der die induzierte RAMAN-Strahlung in Richtung des Lasers iiber
eine angepasste Optik gesammelt wird. Die Laserleistung wurde auf 400 mW einge-
stellt, so dass sich am Probenort eine fokussierte Leistung von etwa 300 mW ergab.
Die Datenaquisition erfolgte wiederum im double-sided-forward-backward-Modus.

4.4 Spektrenauswertung

Die Auswertung der Spektren beinhaltete eine systematische Uberpriifung der Spek-
trenqualitdt und weitere Bearbeitungsschritte wie die Berechnung der ersten bzw.
zweiten Ableitungen und die Normierung der Spektren. Diese Spektrenvorbereitungs-
schritte sowie die Einhaltung von standardisierten Wachstumsparametern und iden-
tischen Messparametern sind ebenso essenziell dafiir, dass z. B. Identifizierungsmo-
delle auf Basis von z. B. kiinstlichen neuronalen Netzen erfolgreich eingesetzt werden
konnen. Die in dieser Arbeit angewandten Spektrenbearbeitungsschritte werden in
den folgenden Abschnitten genauer erldutert.

4.4.1 Spektrenqualitit

Die Spektren wurden vor der eigentlichen Auswertung zuerst einem Qualitatstest mit
Hilfe des Makros ,,Quality“ [54] unterzogen. Dabei werden verschiedene physikali-
sche Parameter bestimmt, wie das Signal/Rausch-Verhéltnis fiir den Amid-I-Bereich
(1700 bis 1600 cm ™), der Wasserdampfgehalt anhand der Intensititen der charakte-
ristischen Banden zwischen 1837 cm ™! und 1847 cm~! und das Ausmaf an stérenden
Interferenzen (fringes) und mit definierten Schwellenwerten abgeglichen. Lag ein Wert
auflerhalb dieser festgesetzten Spezifikationen wurde das Spektrum keinen weiteren
Auswertungschritten unterzogen.

4.4.2 Ableitungen

Um die bereits in Abschnitt 1.3.2.2 beschriebene breite, iiberlagerte Bandenstruktur
besser aufzultsen, wurden die ersten bzw. zweiten Ableitungen der Originalspektren
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unter Anwendung eines 9-Punkte-SAVITZKY-GOLAY-Filters berechnet. Zusétzlich bie-
ten die Ableitungen der Originalspektren den Vorteil, dass unvermeidbare Basislinien-
probleme minimiert werden. Solche Basislinienproblme treten z.B. bei den FTIR-
Spektren von Hefen auf, die aufgrund ihrer gréfleren Zellen zur Streuung tendieren.
Insbesondere fiir die qualitative Untersuchung eignen sich die zweiten Ableitungen von
Spektren, da sie die Banden des Originalspektrums verstiarken, wihrend die ersten Ab-
leitungen die Wendepunkte im Originalspektrum wiedergeben. Da die Intensitdten der
Banden im abgeleiteten Spektrum stark von den Halbwertsbreiten der entsprechen-
den Banden im Originalspektrum abhéngen und weniger stark von deren Intensitiit,
sind quantitative Aussagen, basierend auf dieser Methode nur bedingt mdoglich. Fiir
qualitative Vergleiche von Spektren eignen sich die zweiten Ableitungen der Original-
spektren auflerordentlich gut. Vor allem deshalb, weil sehr breite Banden, die hiufig
aus einer schlechten Kompensation des Untergrundes bzw. aus Instabilitdten in der
Basislinie herriihren, sehr gut eliminiert werden. Auflerdem lassen sich in Spektren
der zweiten Ableitungen Bandenpositionen mit sehr hoher Genauigkeit auslesen.

Bei der Bildung der zweiten Ableitung werden insbesondere Banden des Original-
spektrums mit sehr geringer Halbwertsbreite, sowie das spektrale Rauschen verstérkt.
Auf Kosten der Auflésung kann deshalb auch bei Anwendung dieser Methode ,,ge-
glattet* werden, z.B. mittels Anwendung des oben genannten SAVITZKY-GOLAY-
Algorithmus [55].

4.4.3 Normierungen

Fiir vergleichende Spektrenbetrachtungen und fiir das Training der neuronalen Netze
wurden die Spektren iiber den jeweils ausgewihlten Spektralbereich vektornormiert.
Bei dieser Art der Normierung werden die Spektren als Vektoren betrachtet, deren
Koordinaten durch die Datenpunkte im ausgewéihlten Spektralbereich gebildet wer-
den. Bei einer Vektornormierung wird dann jede Koordinate y; (hierbei kann es sich
um den Absorptionswert bzw. die erste oder zweite Ableitung handeln) des Vektors
durch seinen Betrag dividiert

(4.3)

Damit ist die Summe der Quadrate aller normierten Funktionswerte x; 1:

n

> (@)’ =1 (4.4)

=1

4.4.4 Training und Validierung von kiinstlichen neuronalen Netzen

In diesem Abschnitt wird das generelle Verfahren, das zum Training und zur Vali-
dierung von neuronalen Netzen in dieser Arbeit verwendet wurde, vorgestellt. In der
vorliegenden Arbeit wurden neuronale Netze zur Identifizierung von verschiedenen

o7



4 Methoden

Bakterien Spezies und zur Differenzierung von Antibiotika-sensitiven und -resistenten
Stdmmen eingesetzt. Wie bereits erwiihnt (vergleiche 1.4.3), wurden die Klassifizie-
rungen mit so genannten 3-schichtigen-multilayer-perceptrons (MLPs) durchgefiihrt.
Dariiber hinaus gibt es auch so genannte radiale Basisfunktionen (RBFs), die fiir
diese iiberwachte Form der Klassifizierung haufig in der Literatur Anwendung fin-
den [56,57]. Die drei-schichtigen MLPs bestehen aus einer Eingabeschicht, den mul-
tivariaten Daten, einer verdeckten Schicht und einer Ausgabeschicht (siehe Abbil-
dung 4.5). Dabei sind die Neuronen jeder Schicht mit den Neuronen der darauffol-

Eingabe

Eingabeschicht

verdeckte Schicht

Ausgabeschicht

Ausgabe

Abbildung 4.5: Aufbau eines typischen drei-schichtigen-multilayer-perceptrons.

genden Schicht verbunden. Die Zahl der Ausgabeneuronen entspricht der Zahl der zu
identifizierenden Klassen. Sobald das Netz einen input erhilt, durchliuft dieser das
Netz wie beschrieben bis zu einem Ausgabeneuron. Darauthin wird die Differenz bzw.
der Fehler zwischen der tatsichlichen und der gewiinschten Ausgabe riickwérts durch
das Netz geleitet, wobei bei jedem Durchlauf die Gewichte w; der Neuronen modifi-
ziert werden. Dieser Zyklus wird so oft wiederholt bis der Fehler ein Minimum erreicht
hat. Fiir den beschriebenen Lernprozess wurde der RESILIENT-BACKPROPAGATION-
(RPROP)-Algorithmus verwendet, der fiir jedes Gewicht einen Anderungswert AV
benutzt, der zur Bestimmung der Schrittweite der Gewichtsédnderungen herangezogen
wird. In diesen gehen der Gradient der Fehlerfunktion und die beiden Lernparameter
n~ und nt, die die Vergréferung bzw. Verkleinerung der Anderungswerte vorgeben,
ein.
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4.4 Spektrenauswertung

Fiir das Training eines MLP werden zwei Datensétze benétigt. Dabei handelt es
sich um einen so genannten Trainingsdatensatz und einen Validierungsdatensatz, wo-
bei der Validierungsdatensatz, abhéngig von der Anzahl der zur Verfiigung stehenden
Spektren, zwischen 20 und 30% der gesamten Menge an Spektren umfassen sollte.
Die Auswahl der Spektren fiir den Validierungsdatensatz erfolgte rein zufillig mittels
der Software SYNTHON NeuroDeveloper 2.1. Der Testdatensatz beinhaltete die Spek-
tren, die mittels des neuronalen Netzes identifiziert werden sollten und weder fiir das
Training noch fiir die Validierung benutzt wurden.

Fiir das Training der Netze wurden iiber den gesamten Spektralbereich vektornor-
mierte erste Ableitungen der Originalspektren verwendet. Die Auswahl der fiir das
Training verwendeten spektralen Merkmale wurde mit dem Modul ,Selektion“der
Software SYNTHON NeuroDeveloper 2.1 durchgefiihrt. Basierend auf visuellen Unter-
schieden und den Klassifizierungsergebnissen von Clusteranalysen wurden die signifi-
kantesten Wellenzahlbereiche fiir die jeweilige spektrale Differenzierung ausgewihlt,
so dass Bereiche, die keine spektrale Information enthalten wie z.B. der Bereich
von 1800 bis 2800 cm™!, ausgeschlossen wurden. Daran schloss sich eine BOXCAR-
Mittelung iiber jeweils zwei benachbarte Datenpunkte an, die eine weitere Datenre-
duktion bewirkte. Eine weitergehende Datenreduktion erfolgte anschlieflend basierend
auf einer Hauptkomponentenanalyse (PCA). Dabei wurden die ersten Hauptkompo-
nenten gemfl KAISER’s-Kriterium [51] ausgewéhlt, die ~ 99 % bis 100 % der Varianz
in dem jeweiligen Datensatz umfassten. Mit Hilfe dieser Merkmalsselektion konnte
eine effektive Datenreduktion erzielt werden, die dazu fiihrte, dass die Anzahl der so
ausgewéhlten Datenpunkte nie die Zahl der fiir das Training vorhandenen Spektren,
iiberschritt. Durch diese Vorgehensweise konnte eine eingeschrinkte Trainierbarkeit
der Netze vermieden werden, die oftmals dadurch bedingt wird, dass das Verhiltnis
der Spektren zu den angleichbaren Gewichten zu niedrig ist.

Dariiber hinaus bietet die Software SYNTHON NeuroDeveloper 2.1 die Moglichkeit
nach der erfolgten Merkmalsselektion, basierend auf dem SCHEFFE-Test ( [58]) zu
iiberpriifen, ob sich alle Gruppen-Mittelwerte signifikant voneinander unterscheiden.
Dies ist vor allem dann wichtig, wenn mehr als zwei spektrale Klassen existieren, wie es
z. B. bei der Klassifizierung von Bakterien-Spektren der Fall ist. Bei dem SCHEFFE-
Test wird tiberpriift, ob eine kritische Mittelwertsdifferenz Dif fi,;; zwischen den
einzelnen Gruppen j und [ iiberschritten wird.

) 1 1
D'Lffkrit = \/<_ + _) : (k - 1) ’ Szznnerhalb ’ F(kfl,nfk,lfa) (45)

n; ny

Fiir das Training der Netze wurde die bereits erwédhnte Software SYNTHON Neuro-
Developer 2.1 verwendet. Es wurden damit die aus drei Schichten bestehenden mul-
tilayer-Netze konstruiert. Die Zahl der Eingabeneuronen entsprach dabei der Zahl
der selektierten Datenpunkte, wihrend die verdeckte Schicht 20% der Eingabeneu-
ronen umfasste und die Ausgabeschicht je nach Klassifizierungsaufgabe zwei (z. B.
sensitive und resistent) und mehr Neuronen (Identifizierung der Bakterien Spezies)
enthielt. Die Netze wurden mit dem RPROP-Algorithmus trainiert. Die dabei verwen-

99
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deten Lernparameter besaflen folgende, in der Software voreingestellte Werte: n~=0,5;
nT=1,2; Anaz=50; Ag=0,1. Das Training wurde jeweils nach Erreichen des minima-
len sum squared error fiir den Validierungsdatensatz abgebrochen und anschlieend
das trainierte Netz abgespeichert.

Fiir die Identifizierung der Spektren aus den Testdatensétzen wurden die Netzdatei-
en wieder geladen und das darausfolgende Klassifizierungsergebnis evaluiert. Fiir die
Beurteilung wurde das so genannte winner takes all Kriterium herangezogen. Hierbei
muss die Aktivierung eines Neurons der Ausgabeschicht den kritischen Betrag von
0,7 iiberschreiten und die Differenz der héchsten und zweithéchsten Aktivierung min-
destens 0,3 betragen. Sobald dieses stringente Kriterium nicht erfiillt wurde, galt das
Spektrum als nicht klassifizierbar.
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