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Spektroskopische Bestimmung der Antibiotikaempfindlichkeit
innerhalb von 3,5 Stunden auf einem Mikrofluidik-Chip
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In Zeiten steigender Antibiotikaresis-
tenzen sind neue und prazise Methoden
dringend erforderlich, mit denen die
Antibiotikaempfindlichkeit von infek-
tionsauslésenden  Krankheitserregern
innerhalb weniger Stunden bestimmt
werden kann. Etablierte Methoden der
mikrobiologischen Praxis sind sehr ge-
nau und kostengiinstig. Sie basieren je-
doch auf der Kultivierung von Bakterien
aus der Patientenprobe und bendtigen
somit mindestens einen Tag, oft sogar
bis zu zwei oder drei Tage. Eine Kulti-
vierung ist notwendig, um geniigend
biologisches Material des bakteriellen
Erregers fiir nachfolgende Tests zu
erzeugen.

In diesem Report stellen wir einen inte-
grierten mikrofluidischen Aufbau vor,
der Bakterien in verdiinnten Suspen-
sionen lokal anreichert, um sie anschlie-
Bend spektroskopisch zu charakteri-
sieren. Auf diese Weise stehen innerhalb
von 3,5 Stunden Informationen Gber die
Antibiotikaresistenz zur Verfiigung, die
dem behandelnden Arzt helfen kdnnen,
dem Patienten eine bedarfsgerechte,
schmalbandige Antibiotikatherapie zu
verschreiben.

Der integrierte mikrofluidische Aufbau
(Abbildung 1a) ermdglicht, Bakterien
direkt aus verdinnten Suspensionen
(bspw. Urinproben von Patienten) zu er-
fassen und den Erreger einschlieBlich
seiner antibiotischen Empfindlichkeit
markierungs- und  zerstorungsfrei
Raman-spektroskopisch zu charakteri-
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Abb. 1:

a) Bild des integrierten mikrofluidischen Aufbaus fiir Raman-Messungen.

b) Unterschiedliches Verhalten von behandelten empfindlichen Bakterien (E. coli AG100) und
resistenten Bakterien (E. coli3AG100) in Bezug auf den Ciprofloxacin-Effekt Score.

¢) Detailaufnahme der dielektrophoretischen Fangereinheit im mikrofluidischen Aufbau.
Bakterien werden in den Hohlrdumen der Spitzen zuriickgehalten.

d) VergréBerte Region aus c) zur besseren Visualisierung der eingefangenen Bakterien. (Abb.
modifiziert nach Schroder et al. J. Biophotonics 2017)

sieren [1]. Vorteile dieses mikrofluidi-
schen Aufbaus sind die minimale Pro-
benvorbereitung vor dem Aufbringen
der Probe auf den Chip und die automa-
tisierte Probenverarbeitung auf dem
Chip, was fiir den Bediener minimale
aktive Bearbeitung und minimale Inter-
aktionszeit mit infektibsem Material
bedeutet. Gleichzeitig kénnen genaue
Ergebnisse aus der spektroskopischen

Analyse innerhalb kiirzester Zeit gewon-
nen werden, wodurch die Bestimmung
der Antibiotikaempfindlichkeit  be-
schleunigt wird, um resistente Stamme
innerhalb weniger Stunden (< 3,5 Stun-
den einschlielllich aller Prdaparations-
schritte) zu identifizieren.

Zur Durchfiihrung der On-Chip-Analyse
wird eine kleine Menge (< 100 Mikroliter)
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der Bakteriensuspension in Spritzen ge-
fillt und automatisch in den Mikro-
fluidik-Chip gepumpt. In der Analyse-
kammer erzeugen sinusférmige Elektro-
den (Abbildung 1¢) ein inhomogenes
elektrisches Feld. Auf Bakterien in die-
sem elektrischen Feld wirkt eine dielekt-
rophoretische Kraft, die die Bakterien
zuriickhalt. Wahrend die Fliissigkeit wei-
terhin durch den Chip flieflt, sammeln
sich die Bakterien im Bereich der Wellen-
spitze an (Abbildung 1c und vergroBert
in Abbildung 1d). Ein automatisierter
Medienaustausch ist in einem solchen
Chip maoglich. Dieser kann notwendig
sein, um einen starken Fluoreszenz-
hintergrund, der durch unterschiedliche
geloste Substanzen in der Urinprobe des
Patienten hervorgerufen wird, in der
Raman-Analyse zu vermeiden.

Die Bakterienwolke (Abbildung 1d) ist
nun im Fokus des Lasers, der fiir die
Raman-Charakterisierung  eingesetzt
wird. Hochwertige Raman-Spektren
kénnen innerhalb von nur 2 s / Spektrum
gewonnen werden. Um einen reprdsen-
tativen Uberblick zu erhalten, wurden
300 Spektren an sechs verschiedenen
Erfassungsorten gesammelt. Um resis-
tente Bakterien zu identifizieren, mis-
sen deren Raman-Spektren in Gegen-
wart und Abwesenheit des jeweiligen
Antibiotikums  verglichen  werden.
Exemplarisch wurde dies fiir Escherichia
coli, dem haufigsten Erreger bei Harn-
wegsinfektionen, und dem haufig ver-
schriebenen Fluorchinolon-Antibiotikum
Ciprofloxacin gezeigt. Abbildung 1b
zeigt das unterschiedliche Verhalten von
empfindlichen E. coli (E. coli AG100) und
resistenten E. coli (E. coli3AG100) in Be-
zug auf den Ciprofloxacin-Effekt-Score,
der aus den Raman-Daten berechnet
wurde. Wahrend behandelte, empfind-
liche Bakterien (grau) einen negativen
Ciprofloxacin-Effekt-Score aufweisen,
haben resistente Bakterien einen posi-
tiven Wert — ebenso wie die unbehan-
delte Kontrollgruppe (weiB). Eine klare
Unterscheidung ist bereits nach 60 Minu-
ten Interaktionszeit mdglich.

Haufig interessiert den behandelnden
Arzt und Infektiologen nicht nur, ob der
Erreger empfindlich oder resistent
gegeniiber einem bestimmten Antibioti-
kum ist, sondern auch die minimale
Hemmkonzentration (MHK). Dies ist die
niedrigste Konzentration eines Wirkstof-
fes, die sichtbares Wachstum der Bakte-
rien verhindert. Der Goldstandard zur
Bestimmung der MHK ist ein Mikrodilu-
tionstest, der ca. 20 Stunden dauert. In
der klinischen Praxis werden haufig
automatisierte Laborgerdte eingesetzt
(bspw. Vitek2 von bioMérieux oder
Phoenix von BD), die in der Regel eben-
falls acht Stunden bis zum Ergebnis
bendtigen. Die Raman-Spektroskopie
birgt das Potenzial, diese Analyse zu be-
schleunigen, wie kiirzlich am Beispiel
von E. coli und Ciprofloxacin gezeigt
wurde [2]. In dieser Publikation wird ein
Algorithmus vorgestellt, der eine
Bestimmung der MHK in weniger als zwei
Stunden ermdglicht und erfolgreich
mehrere klinische Isolate von Sepsis-
Patienten in Ubereinstimmung mit der
klinischen Diagnostik charakterisieren
konnte.

In aktuellen Arbeiten am Leibniz-Institut
fiir Photonische Technologien in Jena
wird in Zusammenarbeit mit dem Inte-
grierten Forschungs- und Behandlungs-
zentrum ,Sepsis und Sepsisfolgen”
(Center for Sepsis Control and Care) des
Universitatsklinikums derzeit an einer
neuen Chipgeneration geforscht, die die
gleichzeitige, parallele Testung auf
mehrere Antibiotika erlauben soll.

Eine kommerzielle Umsetzung des
Ansatzes ist mit der Spin-off-Firma Bio-
photonics Diagnostics in Vorbereitung.
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