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Zusammenfassung

Wir haben einen Raman-kompatiblen Chip zur Isolation von Mikroorganismen aus komplexen Medien
entwickelt. Die Isolation der Bakterien wird unter Verwendung von Antikérpern als Fangermolekile
erreicht. Aufgrund der hochspezifischen Wechselwirkung mit den Zielmolekilen ist dies ein sehr
vielversprechender Ansatz um Bakterien auch aus komplexen Matrices wie Korperflissigkeiten zu
isolieren. Die Fangermolekile wurden so gewahlt, dass auch die Untersuchung von Proben, die
bisher noch nicht identifizierte Bakterien enthalten, ermdglicht wird. Die verwendeten Antikérper
binden an gemeinsame Zellwandstrukturen Gram-positiver bzw. Gram-negativer Organismen und
erlauben es daher eine ganze Bandbreite an Bakterien mit nur zwei verschiedenen Antikérpern zu
isolieren. Die Anwendbarkeit unseres Chips wurde flr verschiedene Gram-positive und Gram-
negative Keime nachgewiesen.

Keywords: Bakterienidentifikation, komplexe Medien, Raman-Mikrospektroskopie und Chip-basierte

Isolierung.

Einfiihrung

In vielen verschiedenen analytischen
Anwendungsfeldern ist sowohl eine sehr
schnelle als auch zuverldssige Erkennung von
Krankheitserregern erforderlich. [1,2] In der
medizinischen Diagnostik beispielsweise kann
eine schnelle Identifizierung von
Sepsiserregern die Uberlebenschancen fiir den
Patienten dramatisch verbessern. [3] Je friiher
der behandelnde Arzt die fur die Infektion
verantwortlichen Erreger ermitteln kann, desto
schneller kann die entsprechende Therapie mit
geeigneten Antibiotika eingeleitet werden.
Derzeit erfordert die empfohlene Methode zur
Diagnose von Sepsis noch Blutkulturen. [4]
Dieser Ansatz ist nicht nur zeitaufwandig,
sondern es besteht auch das Risiko falsch-
negativer Ergebnisse, da die Erreger nicht
unbedingt im Blut des Patienten vorhanden sein
mussen.

Im Vergleich zu auf PCR (polymerase chain
reaction) basierenden Methoden, die ein
sensitives und spezifisches Werkzeug zur
Identifizierung von Krankheitserregern sind,
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kénnte die Raman-Mikroskopie ein noch
attraktiverer Ansatz fir die labelfreie Detektion
von Bakterien auf Spezies-Ebene sein. Die
Raman-Spektroskopie ermdglicht eine schnelle
und zuverlassige Detektion von Bakterien
aufgrund des fir die einzelnen Spezies
charakteristischen Raman-Spektrums. [5] Um
die intrinsisch schwachen Raman-Signale zu
verstérken koénnen verschiedene Techniken
zum Einsatz kommen. Dazu zahlen die
oberflachenverstéarkte Raman-Spektroskopie
(SERS - surface enhance Raman scattering)
[6] und die Ausnutzung des Resonanz-Raman-
Effekts. [7] Bevor jedoch Raman-Messungen an
einzelnen Zellen durchgefihrt werden kdnnen,
mussen die Zellen von der sie umgebenden
Matrix isoliert werden. Auf diese Weise ist es
moglich die Spektren ohne den stdrenden
Einfluss anderer Substanzen aufzunehmen. Fur
viele Einsatzgebiete ist dies generell schwierig,
da die Zusammensetzung der Proben oft
komplex ist. Aus diesem Grund haben wir uns
fur Antikérper als Fanger-Molekule
entschieden. Da die Antikérper-Antigen-
Wechselwirkung eine sehr hohe Spezifitat
aufweist, sind Antikdrper ideal zum Isolieren

91



von Zellen oder Molekilen auch aus einer
komplexen Umgebung. Allerdings kann die
hohe Spezifitdt von Antikdrpern in einem
klassischen Immunosensor ein Nachteil sein,
weil mehrere Antikdrper bendtigt werden, wenn
die Probe auf mehrere Bakterienspezies hin
gleichzeitig untersucht werden soll. Zudem
kann es eine Herausforderung sein, pathogen-
spezifische Antikérper zu finden, da die
Antikérper oft bedingt durch gemeinsame
Strukturen in der Zelloberfliche wie Proteine
oder Kohlenhydrate nur auf Gattungsebene
spezifisch sind. In unserem Ansatz nutzen wir
diese Tatsache zu unserem Vorteil aus, indem
wir gezielt Antikdrper gegen gemeinsame
Zellwandstrukturen von Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien verwenden. Die
ausgewahlten Antikérper binden an
Lipopolysaccharide, welche sich auf der
Zelloberflache Gram-negativer Bakterien
befinden und Lipoteichonsauren, die in der
Zellwand Gram-positiver Bakterien vorhanden
sind. Mit diesen zwei Antikérpern kann damit
ein sehr breites Spektrum von Bakterien isoliert
werden. Vor einiger Zeit berichteten Maeng et
al. von einer Methode zum fluoreszenz-
basierten Nachweis von Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien durch die
Verwendung von RNA-Aptameren, die sich
auch auf  die  Anbindung an die
Zellwandkomponenten Lipopolysaccharide und
Teichonsduren stitzt. [8] Im Gegensatz zu
Antikérpern  sind  RNA-Aptamere  jedoch
verhaltnismalig instabile Féangermolekile. Der
wesentliche Vorteil unseres Ansatzes ist die

labelfreie Identifizierung einzelner
Bakterienzellen Uber  Raman-Messungen.
Daher kénnen Proben mit beliebigen

Zusammensetzungen von Bakterien untersucht
werden. Auch eine Probe, die beispielsweise
zwei verschiedene Spezies enthélt, stellt
keinerlei Probleme dar, da jedes
aufgenommene Einzelzellspektrum einzeln mit
einer Datenbank abgeglichen und
entsprechend zugeordnet wird. Hierbei nutzen
wir die Tatsache aus, dass jede Spezies ein
charakteristisches Spektrum aufweist, auf
dessen Grundlage eine einzelne Bakterienzelle
eindeutig  unterschieden und zugeordnet
werden kann, wodurch zusatzliche
fluoreszenzmarkierte Aptamere oder Antikérper
unnétig werden. Die Voraussetzung fur die
Identifizierung einzelner Bakterienzellen in
Proben ist eine chemometrische Analyse unter
Verwendung einer Datenbank, die eine
ausreichend grof’e Menge von Spektren der fir
die entsprechende Anwendung relevanten
Bakterienarten enthélt. Die Raman-Messungen
der isolierten Mikroorganismen kdnnen direkt
auf dem Chip ausgefihrt werden, da das fiir die
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Beschichtung der Chipoberflache verwendete
Aluminium, selbst nicht Raman-aktiv ist. Durch
den Einsatz von Aluminium kénnen stdrende
Hintergrundsignale vermieden werden, die
sonst moglicherweise zu einer
Fehlklassifikation der Bakterien fihren wirden.

Das Hauptziel dieser Arbeit ist es, eine einfache
und schnelle Methode zur Chip-basierten
Detektion von Mikroorganismen bereit zu
stellen, um eine Raman-spektroskopische
Identifizierung zu ermdoglichen. Isolierung und
Anreicherung der Bakterien werden mit einem
miniaturisierten Mikrofluidikaufbau ermdéglicht.
Die Raman-Messungen werden direkt auf der
Chipoberflache durchgefiihrt. Die wichtigsten
Vorteile unseres Ansatzes sind die Vielzahl
verschiedener Bakterienarten, die aus den
Proben isoliert werden kénnen und die schnelle
Verfugbarkeit der Ergebnisse, welche durch die
Anwendung der Raman-Mikrospektroskopie
erhalten werden. Weil die Raman-Mikroskopie
die ldentifizierung von Bakterien auf der Ebene
einzelner Zellen ermdglicht, ist sie zudem eine
Methode mit sehr hoher Empfindlichkeit.

Experimenteller Teil

Herstellung der Raman-Chips. Die Raman-
Substrate werden auf 4“Wafer-Level unter
Reinraumbedingungen in einer Abfolge von
Photolithographie, Magnetron-Sputtern und Lift-
Off-Technik  hergestellt. Das  komplette
Waferlayout beinhaltet 37 nummerierte Chips.
Jeder Chip ist 12,7 x 12,7 mm? grof3 und jedes
Chiplayout enthalt acht metallische Flachen von
jeweils 1,5 x 1,5 mm2 Die Standard-
Photolithographie wird unter Verwendung eines
Mask-Aligners und einer Chrommaske als
Umkehrprozess (Image-reversal) durchgefiihrt.
Der Umkehrprozess ermdglicht gut
hinterschnittene Resistmasken fir den spateren
Lift-Off-Prozel3. Die vorgereinigten Wafer
([100]-Si mit 1 ym thermischen Oxid) werden
mit 1,8 um dickem Photoresists AZ5214E
belackt und mit einer Dosis von 20 mdJ/cm?
belichtet. Nach dem Bildumkehrprozess (
120 °C Temperung und Flutbelichtung mit
120 mJ/cm?) und der Entwicklung in MIF 726 -
Entwickler (40 s) wird der Wafer mittels
Magnetron-Sputtern mit einer 210 nm dicken
Aluminium-Schicht beschichtet. AbschlieRend
werden die metallischen Flachen durch einen
Lift-Off-Prozess in einem L&sungsmittelbad
herausprapariert (Aceton-Bad, gefolgt von einer
Isopropanol-Spiilung).

Silanisierung. Vor der Silanisierung wurden
die Chips mit Aceton, Ethanol und destilliertem
Wasser gereinigt. Dazu wurden die Chips fur
jeweils 10 min im entsprechenden
L&sungsmittel im Ultraschallbad inkubiert. Fur
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die Silanisierung wurde eine Ldsung von
Ethanol mit 1M Essigsdure auf pH 5,5
eingestellt. AnschlieBend wurden 2 % (v/v)
(3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilan (sigma
aldrich) zugefiigt. Um die Entstehung reaktiver
Silanolgruppen durch Hydrolyse zZu
ermdglichen, wurde die Lésung fir 5 min mit
Hilfe eines Magnetrihrers durchmischt bevor
die zu silanisierenden Substrate hinzugefiigt
wurden. Nach 30 min wurden die Substrate aus
der Lésung entfernt und dreimal mit Ethanol
gewaschen. Schliellich wurden die Chips bei
110 °C fur 20 min im Ofen ausgehértet.

Modifizierung mit Antikérpern. Die Antikdrper
gegen Lipopolysaccharide (PAB14001) und
Lipoteichon S&uren (MAB4715) wurden von
Abnova (Taipei, Taiwan) bezogen. Vor dem
Auftragen der Antikdrper auf die Chips wurden
diese auf eine Konzentration von 100 pg/ml mit
5x PBS (phosphate buffered saline) verdunnt.
Das verwendete Volumen je Spot betrug 500 nl.
Zunachst wurde fir 3 h bei Raumtemperatur
und anschlieend tber Nacht bei 4 °C in einer
Feuchtkammer inkubiert. Die Chips wurden
dann dreimal mit 1x PBS mit 0,1 % Tween 20
gewaschen und schlieBlich mit destilliertem
Wasser abgespdilt.

Inkubation mit Bakterien. Kulturen von
Bacillus subtilis DSM 6399, Escherichia coli
DSM 423, Pseudomonas stutzeri DSM 5190,
Pseudomonas putida DSM 291,
Staphylococcus epidermidis RP62A,
Staphylococcus cohnii DSM 20261,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Klebsiella pneumonaie, Pseudomonas
aerusginosa, Staphylococcus aureus MRSA
wurden fir diese Studie verwendet. Samtliche
pathogene Bakterien wurden vor den
Experimenten mit einer 4 prozentigen (v/v)
Formaldehyd-Lésung in  1x PBS Puffer
inaktiviert.

Raman Messungen. Die Messungen wurden
mit einem Raman-Mikroskop-Aufbau
(BioParticleExplorer, raplD particle systems
GmbH, Berlin, Deutschland) durchgefihrt. Die
Wellenlédnge betrug 532 nm und es wurde ein
Objektiv mit 100x VergréRerung verwendet (fiir
mehr  Informationen, siehe  [5]). Die
Intergrationszeit pro Spektrum betrug 10 s.

Chemometrische Analyse. Die
Vorverarbeitung der Rohdaten wurde mit Hilfe
der ‘R’ Software [9] mit selbst generierten
Skripten [10] durchgefuhrt. Der erste Schritt
bestand in der Entfernung des Hintergrunds
basierend auf einer Methode, die sich des SNIP
clipping-Algorithmus  bedient. [11] Fur die
chemometrische Analyse wurden die
Wellenzahl-Regionen von 440-1799 cm” und
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2650-3101 cm™ benutzt. Alle Spektren wurden
Vektor-normalisiert. Durch die Anwendung
einer Hauptkomponentenanalyse (principal
component analysis - PCA) konnte die
Dimensionalitdt des Datensatzes reduziert
werden, so dass schlieBlich nur 13 erste
Hauptkomponenten fir die weitere Statistik
verwendet wurden. Fir die Klassifizierung der
Einzelzellspektren wurde eine lineare
Diskriminanzanalyse (linear discriminant
analysis - LDA) angewendet. [12]

Ergebnisse und Diskussion

Biomodifizierung der Aluminium Substrate.
Es ist bekannt, dass Antikérper leicht auf
verschiedenen festen Tragern durch Adsorption
immobilisiert werden kdnnen. [13] Obwohl dies
eine sehr einfache Mdglichkeit aufgrund der
geringen experimentellen Anforderungen
darstellt, erfordern die meisten Anwendungen
eine stabilere Anbindung der Antikérper. Da der
Raman-Chip zur Isolierung von Bakterien aus
komplexen Matrices genutzt werden soll,
missen die immobilisierten Antikérper mehrere
Waschschritte Uberstehen. Aus diesem Grund
wurde eine kovalente Immobilisierungsmethode
gewahlt. Die Anbindung des Antikérpers erfolgt
Uber das Organosilan (3-
Glycidyloxypropyltrimethoxysilan (GOPS)). Die
GOPS  modifizierten  Aluminium-Substrate
stellen reaktive Epoxidgruppen fir die
kovalente Bindung von Antikérper Uber ihre
Amin-, Thiol- und Hydroxylgruppen zur
Verfugung.

Isolation von Mikroorganismen mit dem
Raman-Chip. Zunachst wurden die mit
Antikérpern modifizierten Aluminiumsubstrate
mit vergleichsweise hohen Konzentrationen von
Bakterien (ca. 5x10° Zellen/ml) in PBS-Puffer
inkubiert. In diesen Experimenten wurden nur
sechs der acht Messfelder mit Antikdrpern
beschichtet. Damit sollte gezeigt werden, dass
die Immobilisierung der Bakterien in der Tat
durch die Antikérper hervorgerufen wird. Es
wurde beobachtet, dass die Bakterien
bevorzugt in den Antikdrper-beschichteten
Bereichen haften blieben. In Abb. 1 werden
Bereiche der Oberflache zweier Chips nach der
Inkubation mit B. subtilis (Chip 1) oder E. coli
(Chip 2) gezeigt. Dazu wurde ein Chip mit
Antikérpern gegen Gram-positive Bakterien (1a,
1c) beschichtet, wahrend der andere mit
Antikdrpern gegen Gram-negative Bakterien
(1b, 1d) beschichtet wurde. Fur beide Arten
zeigen die mikroskopischen Bilder deutlich,
dass die mit Antikérper beschichteten Felder
(1c, 1d) bevorzugt werden. Es gibt jedoch auch
einige unspezifisch adsorbierte Bakterien in den
unbeschichteten Bereichen, wahrscheinlich weil
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die Chips mit einer hohen Zellkonzentration
inkubiert wurden.

Abb. 1. Mikroskopische Aufnahmen zweier Chips
welche mit Antikérpern fiir Gram-positive Bakterien
(c, Chip 1) und mit Antikérpern fiir Gram-negative
Bakterien (d, Chip 2) beschichtet wurden nach
Inkubation mit E. coli oder B. subtilis. Zum Vergleich
werden Bilder der unbeschichteten Bereiche auf dem
gleichen Chip (a, b) gezeigt. Zur besseren
Sichtbarkeit wurden die Bakterien mit Kristallviolett
bzw. Karbolfuchsin geférbt.

Raman Messungen der isolierten Bakterien.
Die Funktion des Antikérper-modifizierten
Raman-Chips wurde durch Isolierung
verschiedener Bakterienarten aus Puffer-
Lésung untersucht. Alle untersuchten Arten
konnten erfolgreich mit dem Chip isoliert
werden, obwohl Unterschiede in der Affinitat
der Bakterien zu den Fanger-Antikérper
festgestellt wurden. Raman-Messungen der
isolierten Bakterien ergaben augenscheinlich
typische Spektren (siehe Abb. 2). Alle
Zellbestandteile wie Proteine, Lipide, DNA,
RNA etc. tragen zum Spektrum Dbei.
Beispielsweise  zeigen alle untersuchten
Spezies eine breite Bande, die bei 2900 cm”
zentriert ist, und auf CH-Streckschwingungen
von CH,- und CHj3-Gruppen, die in Proteinen,
Lipiden, Nukleinsduren und Kohlenhydraten
vorkommen, basiert.

Alle Spektren weisen zwei Bereiche mit groRen
Gemeinsamkeiten auf, die auf die Gegenwart
von Proteinen in den Zellen zurickzufuhren
sind: Die Amid-I und Amid-lll Banden bei 1670
und 1240 cm™. Auch die sehr scharfe Bande
bei 1000 cm™, die Phenylalanin zugeschrieben
werden kann, ist eine charakteristische Bande
die in allen Bakterienspektren auftritt. Darlber
hinaus wurden Messungen des spektralen
Hintergrunds  durchgefuhrt.  Weder  die
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gereinigte noch die silanisierte
Aluminiumoberflache zeigten signifikante
Raman-Banden. Dasselbe gilt fir die mit
Antikdrper modifizierten Messfelder, welche
ebenfalls keine prominenten Raman-Banden
aufweisen.

Abb 2. Hintergrund Spektren des Aluminiumsubstrats
(a unbehandelt, b silanisiert, ¢ mit anti-Gram-positive
und d anti-gramnegative Antikérper) und Hintergrund
korrigierte Spektren (gemittelt aus mindestens 20
Einzelzell-Spektren) der untersuchten Spezies Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Spektren
vertikal verschoben.

Fir eine genauere Analyse wurden zusatzliche
Spektren mit Nickelfolie als Referenz Substrat
aufgenommen (siehe Abbildung 3). Nickelfolie
ist ein etabliertes Substrat fir Raman-
Messungen an Bakterien, da Nickel ebenfalls
keine stérenden Hintergrundsignale verursacht.
[5] Zusatzlich zur Nickelfolie wurden die
silanisierten  Aluminiumsubstrate und die
Antikérper-modifizierten Substrate ebenfalls mit
S. aureus und E. faecalis versehen und zum
Vergleich gemessen. Wie in Abbildung 3 zu
sehen ist, treten keine zusétzlichen Banden in
den Spektren der silanisierten und mit dem
Antikdrper modifizierten Aluminiumsubstraten
auf. Somit lasst sich festhalten, dass die
diinnen, auf Silizium aufgetragenen Aluminium-
Schichten ein gut geeignetes Raman-Substrat
darstellen. Selbst nach der Modifikation mit
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Antikdérpern  werden Bakterien

Spektren erhalten.

typische

Abb 3. Vergleich der auf Nickelfolie, silanisiertem
Aluminium und Antikérper-modifizierten Aluminium
gemessen Raman Spektren.

Da geplant ist den Raman-Chip zur Isolierung
und lIdentifizierung von Bakterien aus Proben
wie Korperflissigkeiten zu nutzen, muss
sichergestellt werden, dass eine
chemometrische Analyse der spektralen Daten
mdoglich ist. Das Ziel der chemometrischen
Analyse ist die Untersuchung der zum Teil sehr
subtilen Unterschiede zwischen den Spektren
verschiedener  Bakterien, um sie zu
unterscheiden und eindeutig zu identifizieren.
Als einen ersten Schritt in Richtung dieses Ziels

wurde ein kleiner Datensatz mit fUnf
verschiedenen pathogenen Bakterien zur
Klassifizierung mittels Hauptkomponenten-

analyse und der linearen Diskriminanzanalyse
verwendet. Die Ergebnisse in Tabelle 1 zeigen,
dass die Klassifizierung der gesammelten
Daten prinzipiell funktioniert. Fir eine
praktische Anwendung unseres Verfahrens
missen allerdings noch weitere Experimente
durchgefiihrt werden, um einen ausreichend
groRe Datensatz zu erhalten, der fir eine
sichere Identifizierung eingesetzt werden kann.

Untersuchung von geringeren Zellkonzen-
trationen. In weiteren Experimenten wurden
die  Antikérper-modifizierten Chips mit
abnehmenden Konzentrationen von B. subtilis
und S. epidermidis in Pufferlésung inkubiert.
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Nach grindlichem Waschen wurden die
Substrate mit Hilfe des Raman-Setups
untersucht. Bis zu Konzentrationen von 5 x 10°
Zellen/ml S. epidermidis und 5 x 10* Zellen/ml
fir B. subtilis konnte eine mehr als
ausreichende Anzahl von Bakterien-Zellen auf
der Chip-Oberflache fur die Raman-basierte
Identifikation vorgefunden werden. Diese Werte
wurden flr eine Inkubationszeit von nur 10 min
erhalten. Fur diagnostische Zwecke ist eine
hoéhere Empfindlichkeit winschenswert. Dies
kénnte einerseits durch eine Erhéhung der
Inkubationszeit und andererseits durch eine
VergréRBerung des Probenvolumen (fir die

beschriebenen Versuche wurden 100 pl
eingesetzt) erreicht werden.
Tab. 1: Resultate der PCA/LDA
Spezies K. P. E. E. S. Spezifitat
pneumoniae | aeruginosa | faecium | faecalis | aureus [%]
K. 48 1 1 1 0 97
pneumoniae
P. 0 19 0 0 0 100
aeruginosa
E. faecium 0 0 26 5 0 96
E. faecalis 0 1 2 18 1 97
S. aureus 1 2 0 0 31 97
Sensitivitat 98 83 90 75 97 Genauigkeit
[%] 90 %

Die erhaltene Nachweisgrenze ist vergleichbar
mit anderen Ansatzen bei denen die ganze
Zelle  eingefangen  wird. So  werden
beispielsweise far auf Oberflachen-
plasmonresonanz (SPR) basierenden
Methoden Nachweisgrenzen zwischen 10° bis
10" Zellen/ml| erreicht. [14,15] Ein generelles
Hindernis fiir das Einfangen ganzer Bakterien in
einem mikrofluidischen System stellen die
fluidischen Kréafte dar, die es zu Gberwinden gilt.
Dies bedeutet, die Bakterien miissen die Chip-
Oberflache erreichen und die Fangermolekile
sowie die Antikoérper-Antigen-Bindung mussen
der Scherkraft der laminaren Strémung
standhalten. Da der Durchmesser der meisten
bakteriellen Zellen in der Gréflenordnung von
einigen Mikrometern liegt, sind diese Kréfte
nicht  unerheblich, und verringern die
Empfindlichkeit der Assays. [16]

Zusammenfassung

In dieser proof-of-concept-Studie wurde ein
neues, chipbasiertes Verfahren zur Isolierung
und  Anreicherung von Mikroorganismen
vorgestellt. Unser Ansatz wird in Kombination
mit der Raman-Mikroskopie zur ldentifizierung
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von Bakterien verwendet. Es wurde gezeigt,
dass mit nur zwei verschiedenen Antikérpern
eine Vielzahl von verschiedenen
Bakterienspezies auf dem Chip angereichert

werden kann. Der entwickelte Chip st
vollstédndig kompatibel mit Raman-
spektroskopischen Methoden.

Dementsprechend konnten typische Spektren
aller untersuchten Spezies erhalten werden. Ein
Vergleich mit etablierten Nickelfolie-Substraten
zeigte keine signifikanten Unterschiede in
Bezug auf die erhaltenen Spektren. Weiterhin
wurde gezeigt, dass die erfassten spektralen
Daten fur die Klassifizierung mittels PCA und
LDA geeignet sind. In zukUnftigen
Experimenten wird die Anwendbarkeit des
Verfahrens fiir komplexe Matrizen wie Blut, Urin
oder andere Korperflissigkeiten untersucht
werden, welche fir diagnostische Zwecke
elementar sind. Im Erfolgsfall werden wir
unsere Datenbank entsprechend erweitern, um
so die schnelle und sichere Identifizierung einer
Vielzahl von Bakterienarten zu ermdglichen.
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