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ZUSAMMENFASSUNG

Die Sepsis — umgangssprachlich auch Blutvergiftung — ist in
Deutschland die dritthaufigste Todesursache. Entwickelt sich
eine Sepsis, wird sie umgehend mit Breitbandantibiotika be-
handelt, eine nicht immer optimale Therapie. Breitbandanti-
biotika setzen Arzte ein, weil die Identifizierung der Erreger
und moglicher Antibiotikaresistenzen sehr zeitaufwandig

ist und der Patient nicht schnell genug behandelt werden
konnte. In dem gemeinschaftlichen Projekt » Aeskulap« ent-
wickeln Wissenschaftler der Fraunhofer-Institute FIT, IMPS,
ILT und ITEM eine Technologie, mit der sich Erreger schneller
erkennen und Resistenzen schneller testen lassen — damit der
Sepsis-Patient zuklnftig schnell eine sichere Therapie erhalt.
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FUr eine sichere Diagnose von Sepsis-Erregern werden her-
kdmmlich zunachst Kulturen aus Blutproben angelegt — ein
Vorgehen, das viel Zeit bendtigt, die man aber fur eine Be-
handlung der Sepsis nicht hat. Nun wollen Wissenschaftler
der Fraunhofer-Institute FIT, IMPS, ILT und ITEM gemeinsam
im Projekt » Aeskulap« eine schnellere Diagnostik-Methode
entwickeln. Dafur sollen die Erreger zunachst mit spezifischen
Antikorpern farblich markiert und dann mit einem mikroflui-
dischen Sortierer aufgetrennt werden. AnschlieBend sollen
die Bakterien unter optimierten Kulturbedingungen vermehrt
und auf ihre Antibiotika-Empfindlichkeit getestet werden.

Die Kultur soll spatestens nach sechs Stunden abgeschlossen
sein. Diese Kultur ist bisher der zeitraubendste Schritt, den es
zu verkUrzen gilt, um in signifikant kirzerer Zeit den Infektions-
erreger und seine mdglichen Antibiotikaresistenzen zu diagnos-
tizieren. Und um schlieBlich den Patienten gezielt mit ausge-
wahlten Antibiotika behandeln zu kénnen.

1 Antikérperfirbung des grampositiven Keims Staphylococcus aureus.
Der Vergleich verschiedener mikroskopischer Bilder zeigt, dass die Far-
bung spezifisch alle Staphylococcus-aureus-Bakterien in dem Préparat
anférbt. Darstellung von links nach rechts: Fluoreszenzfdrbung mit
dem Farbstoff Alexa 633, im Vergleich dazu das Durchlichtbild und
schlieBlich Fluoreszenzbild und Durchlichtbild tibereinandergelegt.
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Spezifische Antikorper gegen Sepsis-Keime finden

Am Fraunhofer ITEM wurden zunachst Keime ausgewahlt,
die fur mehr als 95 Prozent der Sepsis-Falle ursachlich sind:
grampositive Keime der Spezies Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecium, Entero-
coccus faecalis sowie gramnegative Erreger wie Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa und Klebsiella pneumoniae.
Von diesen klinisch relevanten Keimen wurden Reinkulturen
in dem Infektionslabor des Fraunhofer ITEM unter S2-Bedin-
gungen angelegt und fur die weiteren Untersuchungen ver-
wendet.

Damit die Erreger sicher diagnostiziert werden kdnnen, sollen
sie mit spezifischen Antikoérpern gefarbt werden, die die zwei-
felsfreie Erkennung in einem Durchflusszytometer, einem flu-
idischen Sortierer, ermdglichen. Daftr wurden experimentell
die Farbeprotokolle gepruft, die eine Farbung der Keime mit
nachfolgend uneingeschrankter Vitalitat erlauben, um sie an-
schlieBend zu kultivieren. Fur die Farbung der Erreger wurden
kauflich erhaltliche Antikorper ausgewahlt und bezlglich ihrer
Spezifitdt gepriift. Um die Funktionalitat des Sortierers sicher-
zustellen, mussen die ausgewahlten Antikdrper ausschlieBlich
den Zielorganismus erkennen und durfen nicht oder nur ge-
ring an weitere Bakterienspezies binden. Dies stellt bei vielen
Antikorpern ein Problem dar, da die allgemeinen experimen-
tellen Anwendungen haufig eine genaue Spezifitatsprifung
nicht erfordern. Darum mussen alle im Projekt » Aeskulap«
eingesetzten Antikorper einer umfangreichen Prifung unter-
zogen werden. Ob eine Farbung spezifisch und ausschlieBlich
fur den betreffenden Keim ist, wird sowohl mit dem Durch-
flusszytometer als auch unter dem Laserscanningmikroskop
Uberpruft.
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Bisher fanden die Wissenschaftler einen spezifisch farbenden
Antikorper gegen Staphylococcus aureus, dessen Spezifitat sie
sowohl durchflusszytometrisch als auch mikroskopisch nach-
weisen konnten (Abb. 1). Der Antikérper bindet nur an den
Zielorganismus, lasst aber weitere Bakterien wie Pseudomonas
aeruginosa ungefarbt. Desgleichen wurde die Unterscheidung
der Keime hinsichtlich ihrer Oberflacheneigenschaften nach
grampositiv und gramnegativ mittels fluoreszenzgekoppelter
Markierung gezeigt. Die Vitalitat und damit die Wachstumski-
netik aller untersuchten Keime wurde durch die verwendeten
Antikorper und Farbemethoden nicht beeinflusst. Dies ist eine
wichtige Voraussetzung, um in der nachfolgenden Kultur eine
valide Antibiotikatestung zu etablieren. Die schnelle Antibioti-
katestung im Mikroformat ist ein weiterer wichtiger Schritt fir
die Beschleunigung des Verfahrens.

Ausblick

Mit dem Nachweis einer spezifischen Farbung und einer un-
eingeschrankten Vitalitat der Bakterien nach der Farbeprozedur
ist ein wichtiger Schritt zur Entwicklung des mikrofluidischen
Sortierers getan. In der nahen Zukunft stehen die Arbeiten zur
Miniaturisierung der Kulturbedingungen fur die Bakterien und
die Validierung der Priifung der Antibiotikaresistenzen im mini-
aturisierten Format auf dem Plan.
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