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Mikroresonatoren fiir die Point-of-care-Dia-
gnostik pathogener Keime (InfektResonator)

Die Herausforderung

Bei stationdren Behandlungen kommt es
durch ungezielten und UbermaRigen Ein-
satz von Antibiotika immer haufiger zu
oft tédlichen Infektionen durch (multi-)
resistente Erreger sowie zu weiteren Re-
sistenzen. Um diese Entwicklung aufzu-
halten und die Chancen auf Therapie-
erfolg zu erhéhen, ist es notig, schneller
belastbare und differenzierte diagnosti-
sche Daten zu den Erregern zu erhalten.

Im klinischen Alltag werden aktuell Anti-
biogramme zur Bestimmung von Resis-
tenzen genutzt, wofir die Erreger oft zu-
vor bis zu 48 Stunden kultiviert werden
mussen. Einige Keime, wie beispielswei-
se Methicillin-resistente Staphylococcus-
lococcus aureus (MRSA) sind zwar durch
moderne PCR-Methoden in wenigen
Stunden detektierbar, jedoch koénnen
andere klinisch relevante Bakterien, wie
z. B. Extended-spectrum Beta-Laktama-
se (ESBL) und Carbapenemase-produzie-
rende Enterobakterien (CPE), erst durch
ein erweitertes Biomarkerspektrum ein-
deutig identifiziert werden. Ein breites
Biomarker-basiertes Screening ist aller-
dings aufgrund der verschiedenen Arten
von Markerklassen unterschiedlicher
Biomolekiile und den niedrigen Analyt-
gehalten in Primarproben weiterhin ein

ungeldstes Problem bei der Entwicklung
schneller Diagnostikmethoden.

Die Innovationsidee

Ziel war die Entwicklung eines innovati-
ven hochsensitiven Analysesystems, mit
dem multiresistente Keime anhand neu
erschlossener Biomarker schnell identifi-
ziert werden konnen, selbst bei geringer
Konzentration und ohne vorausgehende
Kultivierung. Hierzu sollte eine Sensorik
auf Basis von Whispering Gallery Mode
(WGM)-Ringresonatoren genutzt wer-
den. Dabei wird das wiederholt um Mik-
ropartikel umlaufende Licht erfasst, das
diese bei Resonanz zur Mitschwingung
anregt. Die Mikropartikel sollten derart
biofunktionalisiert werden, dass geeig-
nete Fangermolekile (z. B. Antikorper,
Antibiotikum) an der Oberflache der Par-
tikel anhaften. Werden dann charakteris-
tische Resistenzgenprodukte resistenter
Bakterienstimme wie das Protein Beta-
Laktamase zugegeben, sollte die Analyse
mit WGMs Auskunft Gber eine Bindung
des Zielsubstrats an die Fangermolekiile
geben, um Riickschlisse auf die vorlie-
genden Bakterienstamme und Resisten-
zen zu erlauben. Bereits etablierte Im-
munoassay-Systeme zum Nachweis von
Allergen- oder Autoimmunbiomarkern
sollten ebenfalls getestet werden.
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Das Programm "Industrielle Ge-

meinschaftsforschung" (IGF) ...

... fordert Studien zur industriellen Mach-
barkeit von Innovationsideen und be-
schleunigt so Technologietrends. Dazu
arbeiten Wissenschaft, Industrie und
Politik zusammen:

0 Das BMWK fordert vorwettbewerbliche,
innovationsorientierte Forschung mit
dem IGF-Programm.

1 Industrie und Wissenschaftler entwi-
ckeln Innovationsideen und geben
Projektimpulse.

2 IGF-Forschungsvereinigungen, wie die
F.0.M., finden Forschungspartner.

3 Wissenschaftler von je 1-3 Forschungs-
einrichtungen schreiben Forderantrage.

4 Industrieunternehmen beraten bei der
Entwicklung der Antrage.

5 Die Forschungsvereinigungen optimie-
ren die Qualitat der Vorhaben und der
Antrage und reichen die Antrage ein.

6 Die Arbeitsgemeinschaft industrieller
Forschungsvereinigungen (AiF) lasst die
Antrage durch Experten aus Industrie
und Wissenschaft begutachten.

7 Das BMWK finanziert die Forschungs-
kosten bis max. 275/525/750 T EUR.

8 Die Industrie teilt sich die Administra-
tionskosten.

9 Die Wissenschaftler der Forschungsein-
richtungen fuhren die Forschung durch.

10 Die Forschungsvereinigungen stellen
mithilfe von je 10-20 Unternehmen pro-
jektbegleitender Industrieausschiisse
mit mindestens 50 % KMU einen regen
Technologietransfer bis in die Branchen
hinein sicher.

11 Die Industrie sorgt durch Bekundung
ihrer Interessen fir die Praxisrelevanz
der Forschung, steuert Industrieexperti-
se bei und validiert die Ergebnisse.

Gemeinsam starken wir die Innovations-
kraft des Mittelstands und den Fachkraf-
tenachwuchs in Deutschland.

Flr eine ausfihrlichere Fassung des Ab-
schlussberichts wenden Sie sich bitte an:
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Die Ergebnisse

Antikorper und Antibiotika lielen sich an
ca. 10 pum groRe Polystyrol-Partikel,
funktionalisiert mit Carboxyl- und Alde-
hydgruppen sowie dem Protein G,
anbinden. Mit der WGM-Analyse konnte
die Interaktion zwischen den Antikor-
pern beziehungsweise Antibiotika auf
den Partikeln und den zugegebenen En-
zymen Beta-Laktamase in Echtzeit nach-
gewiesen und quantifiziert werden. Die
Carboxyl-funktionalisierten Partikel er-
brachten die besten Ergebnisse, wah-
rend die zugegebene Beta-Laktamase
sowohl mit den Antikdrpern als auch mit
dem Protein G eine unerwiinschte Bin-
dung einging. Die Bindungen zwischen
Antikorpern und Beta-Laktamase wur-
den mit kostspieligeren und zeitintensi-
veren gangigen Methoden wie der Ober-
flaichenplasmonenresonanzspektrosko-
pie bestatigt.

Die Detektionsgrenze, bis zu der Beta-
Laktamase TEM-1 noch erfasst werden
konnte, lag bei 10 pug/ml. Kleinstmoleki-
le wie diverse Antibiotika mit Massen
kleiner als 1.000 Da konnten so indirekt
durch Zugabe von Beta-Laktamase Uber
den Nachweis der entstehenden Bindun-
gen nachgewiesen werden. Zur Auswer-
tung der WGM-Signale wurde eine Soft-
ware entwickelt, die es ermdglicht, ohne
tiefergehende Kenntnisse der Bioinfor-
matik oder der Mikroresonatoren ver-
Idssliche Ergebnisse zu erzielen.

Es konnten auch ganze Organismen wie
die Bakterien Legionella pneumophila
subsp. pneumophila trotz geringer Kon-
zentration in wadssriger Losung unter
Verwendung von polyklonalen Antikor-
pern nachgewiesen und die Koloniezahl
guantifiziert werden.

Analysen zur Uberpriifung der Eignung
der WGM-Analyse fir diagnostische Tests
an Blutproben anhand des fotalen Kalber-
serums zeigten deutliche Diskrepanzen
in den Resonanzspektren und Verschie-
bungen der Schwingungsmoden. Ursa-
chen kdnnen z. B. in einer Beeintrachti-
Binding of Legionella to Antibody-conjugated
COOH-Particle
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gung der Messergebnisse durch die ver-
anderte Farbe oder moglichen Wechsel-
wirkungen mit verschiedenen Bestand-
teilen des Serums (Hamoglobin, Choles-
terin, etc.) liegen. Auch durch starke Ver-
diinnung waren keine verwertbaren Er-
gebnisse zu gewinnen. Um Blut mit dem
WGM-System analysieren zu kénnen, be-
darf es somit weiterer Forschung zur
Analyse und Korrektur von Storfaktoren.

Die Verwertung

KMU-Nutzen

Die Vorteile der WGM-Analyse liegen in
der hohen Sensitivitdt und der schnellen
und leicht zu erlernenden Anwendung.
Die Schnelligkeit der Nachweise ist pers-
pektivisch vor allem in der medizinischen
Diagnostik von Vorteil, da hier oftmals
jeder Zeitgewinn ein Gewinn fiir den Pa-
tienten ist. Weiterhin bietet das WGM-
System auch einen finanziellen Vorteil
fir den Anwender, da die Verbrauchs-
materialien, die fur den Betrieb bendtigt
werden, sehr glinstig sind.

Die eingesetzten Resonatoren und Gera-
te werden zum GrofSteil von KMU entwi-
ckelt. Daher profitieren vor allem die
KMU, die die WGM-Analyse fiir neue Be-
reiche erschlieRen kénnen: z. B. in der
medizinischen Diagnostik, besonders in
der Krebsforschung, in der Analytik von
Boden, Wasser (Trink- und Abwasser,
Qualitatskontrollen fir Seen und Fliisse)
und Luft sowie fiir Nachweise umwelt-
schadlicher Stoffe. Hier kdénnen KMU
auch als Dienstleister fungieren.

Umsetzung

Die Ergebnisse der Legionellen-Erfassung
werden bereits fir Weiterentwicklungen
im Bereich der Abwasser-Analyse und
Trinkwasseraufbereitung genutzt. Mit
dem Unternehmen Surflay Nanotex ist
nach Projektabschluss geplant, das
WGM-Gerat fir Blutanalysen weiterzu-
entwickeln. Zudem sind weitere For-
schungsprojekte im Bereich der Trink-
wasseranalyse (z. B. die Analyse von Per-
und polyfluorierten Alkylverbindungen)
mit dem WGM-System geplant.

Nachweis von Legionellen in Pufferlésung (PBS)
mithilfe der WGM-Analyse. Es zeigte sich, dass
mit der Technologie nicht nur Proteine und
Enzyme nachgewiesen werden kénnen, sondern
auch ganze Organismen, die als Trager von Multi-
resistenzgenen fir viele Erkrankungen verant-
wortlich sind. Insbesondere Legionellen sind
nicht nur fur Kliniken von Interesse, sondern auch
fur Vermieter und offentlich rechtliche Trager
von Wohn- und Nutzobjekten.
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