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Zentrifugale Mikrofluidik fiir die automatisierte Analyse

Ein innovatives Diagnos-
tiksystem ermaoglicht die
schnelle und spezifische
Detektion von Methicillin-
resistentem Staphylococcus
aureus.

Dr. Nadine Borst, apl. Prof. Dr. Felix von
Stetten, Institut fir Mikroanalysesyste-
me, Hahn-Schickard, Freiburg

Nosokomiale Infektionen, die durch den
Aufenthalt in einem Krankenhaus oder
einer Pflegeeinrichtung auftreten, fiihren
weltweit zu zusétzlichen Belastungen fiir
Patienten und Gesundheitssysteme. Zu-
dem steigt die Anzahl von Infektionen mit
multiresistenten Erregern. Schétzungen
zufolge waren 2015 etwa 670.000 Men-
schen europaweit betroffen und mehr als
33.000 Patienten starben an den Folgen.

Tupler mit
| Nasanabstrich

Vorlagerung
getrockneter
Reagenzien

{ ) |
Dr. Nadine Borst

Etwa 75% der Flle sind auf nosokomiale
Infektionen zuriickzufiihren. Um das Auf-
treten und die Verbreitung von resistenten
Pathogenen einzuddmmen, ist eine schnel-
le und effiziente Diagnostik notwendig.
So konnen unmittelbar Malnahmen fiir
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Abb. 1: Schematische Darstellung der mikrofluidischen Kartusche und der Funktions-

weise der tropfenbasierten Einzelzellanalyse
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den Patienten ergriffen werden und ein
gezielter Einsatz von Antibiotika erfol-
gen. Derzeit benétigen verfiigbare Stan-
dardmethoden allerdings noch bis zu 48
Stunden, um die entsprechenden Erreger
nachzuweisen, und sind meist mit einer
arbeitsintensiven Laboranalyse verbunden.

Tropfenbasierte Einzelzellana-
lyse mit kurzer Analysezeit

Im Rahmen eines Forschungsprojekts
wurde von Hahn-Schickard und weiteren
Instituten der Innovationsallianz Baden-
Wiirttemberg ein Diagnostiksystem ba-
sierend auf einem zentrifugal-mikroflu-
idischen Testtrédger entwickelt (Abb. 1).
Dieses ermoglicht den automatisierten
Nachweis von antibiotikaresistenten Bak-
terien mit einer Analysezeit von weniger
als 60 Minuten. Eine scheibenformige
Kartusche aus Kunststoff, die LabDisk
(Abb. 2), beinhaltet alle fiir den Nachweis
notwendigen Reagenzien. Der Tupfer ei-
nes Nasenabstrichs wird direkt als Probe
eingebracht. Alle weiteren Prozessschritte,
wie die Aufbereitung der Probe und die
Zugabe der Reagenzien, laufen automati-
siert im Analysegerit ab. Die Besonderheit
dieses Tests ist die Aufteilung der Probe
in 20.000 Mikrotropfchen. So werden die
enthaltenen Bakterien vereinzelt, was eine
Zuordnung von Infektionserreger und auf-
tretender Antibiotikaresistenz erlaubt. Das
Klinikpersonal soll so in die Lage versetzt
werden, differenziertere Entscheidungen
beziiglich Kohortierungs-, Isolations- und
EntisolationsmalRnahmen infizierter Pa-
tienten zu treffen sowie das Einleiten
einer zielgerichteten Antibiotikatherapie
wesentlich zu beschleunigen. Innerhalb
der Mikrotrépfchen werden die Bakte-
rienzellen zunéchst enzymatisch lysiert
und die DNA freigesetzt. Die Verwendung
einer isothermen Nachweisreaktion, der
Rekombinase-Polymerase-Amplifikation
(RPA) ermoglicht den parallelen Nachweis

Abb. 2: LabDisk zur Detektion von MRSA: Zentrifugal-mikrofluidischer Testtriger zur automatisierten Analyse antibiotika-

resistenter Erreger

verschiedener genetischer Marker in kur-
zer Zeit. Die Amplifikation bei gleichblei-
bender Temperatur von 38°C verringert
weiterhin die Anforderungen an das
Analysegerit.

LabDisk zur spezifischen
Detektion von Keimen

Methicillin-resistenter ~ Staphylococcus
aureus (MRSA) ist einer der héufigsten
Erreger nosokomialer Infektionen. In Un-
tersuchungen wurde erfolgreich gezeigt,
dass Zellen einer Mischkultur durch die
Aufteilung in Mikrotrépfchen vereinzelt
werden koénnen. In Kombination mit

Schnelle Diagnose von Influenzasubtypen

Auf nationalen und
internationalen Fachveran-
staltungen werden immer
neue und bessere Strategien
fur die globale Gesundheits-
versorgung und Starkung
von Gesundheitssystemen
weltweit diskutiert.

Bettina Baierl, Berlin

Auch der Schutz vor Pandemien steht
auf der Agenda. In einer immer globaler
werdenden Alltagswelt ist es ein erklér-
tes Ziel, die Menschen vor pandemischen
Ausbriichen zu schiitzen. Ein Ansatz ist
es, eine schnelle Antwort auf die Frage
geben zu konnen, an welchem Virus-
Subtyp Menschen genau erkrankt sind
und so den Inkubationsweg konsequent
abzuschneiden.

Pandemien kénnen hohe Todeszahlen
fordern. Ein sehr bekanntes Beispiel da-
fiir ist die Spanische Grippe von 1918. Sie
wurde von einem H1N1-Influenzavirus ver-
ursacht und gehort zu den verheerendsten
und heute gut untersuchten Pandemien
in der Menschheitsgeschichte. Viruseigene
Virulenzfaktoren, sekundire bakterielle
Infektionen, aber auch das Fehlen von
heute géngigen Therapiemoglichkeiten
durch Antiviralia oder Antibiotika sind
vor allem im Kontext des Ersten Weltkrie-
ges wichtige Ursachen fiir das desastrose
AusmaR. Etwas spiter - 1933 wurden die
ersten Influenza-Viren (Influenza A) iso-
liert. Aber es gibt auch jiingere Beispiele
wie die Ausbriiche der Schweinegrippe
2009 und 2010. Krankheiten wie die

Das PanPlex-System Foto: Fraunhofer IMM

Schweinegrippe konnen sich in kurzer
Zeit iiber ganze Liander und Kontinente
hinweg ausbreiten. Aber auch wenn in
Léindern wie Deutschland durch die gute
medizinische Versorgung viele Infekti-
onskrankheiten ihren Schrecken verloren
haben, gehdren heute biologische Erreger
und Gefahrstoffe zu den potentiellen Be-
drohungen fiir die Zivilgesellschaft. Auch
hier kann eine schnelle Diagnostik und
unmittelbare Erkennung der konkreten
Erreger einen wichtigen Beitrag leisten.

Multiplex-basierter Point-of-
Care-Nachweis von Erregern

Hinter ,,PanPlex"“ steht ein schneller Mul-
tiplex-basierter  Point-of-Care-Nachweis
von Erregern mit pandemischem Poten-
tial. Das Ziel ist es, eine automatisierte
Diagnoseplattform zu entwickeln, die
verschiedene Influenza- und Coronaviren
erkennen soll. Entsprechend konnte das
System dazu beitragen, die Ausbreitung
von geféhrlichen Erregern einzudimmen.

Das Projekt wurde bis 3/19 vom Bundes-
ministerium fiir Bildung und Forschung
(BMBF) unter dem Forderkennzeichen
13N13846 gefordert. Diesbeziiglich sind
Wissenschaftler am Fraunhofer-Institut fiir
Mikrotechnik und Mikrosysteme (Fraun-
hofer IMM) mit der Entwicklung eines
derartigen Diagnosesystems und eines
mikrofluidischen Chips beschéftigt, wel-
che komplett automatisiert den Nachweis
tiber mehrere Grippesubtypen erbringen
sollen. In einer Pressemeldung von Anfang
2019 berichtet das Fraunhofer IMM zum
Projektverlauf, dass das PanPlex-System
realisiert und erstmals erfolgreich getestet
wurde. Es wird beschrieben, dass gezeigt
werden konnte, dass der Nachweis ver-
schiedener Influenzasubtypen zuverléssig
funktioniert. Néchste Schritte sind die
vollstindige Integration aller Prozess-
schritte im Gerét sowie die Validierung
der Daten. Dann soll der Prozess komplett
automatisiert ablaufen: Die arbeits- und
dementsprechend zeitaufwendige Pro-
benvorbereitung muss nicht mehr von

Hand gemacht werden, sondern lauft im
Gerit ab. Dadurch werden Fehlerquellen
eliminiert, der Prozess wird schneller und
genauer. Das System wurde als Plattform-
Technologie ausgelegt und kann somit je
nach Bedarf an neue Erreger angepasst
werden. Jegliche Art von Erregern kon-
nen somit nachgewiesen werden, was
im Kampf gegen epi- und pandemische
Krankheiten (unter anderem z.B. Vogel-
grippe und SARS) den entscheidenden
Vorteil bringen kann, so die Uberlegung.

Bisher miissen die Proben noch ins La-
bor geschickt werden - mehrere Stunden
oder gar Tage dauert es, bevor Patienten
und Arzte um die Befunde wissen. Ge-
rade bei schweren Grippeerkrankungen
gelte es, ziigig zu handeln, auch im In-
teresse der Mitmenschen. Grippewellen,
so wie in der Influenzasaison 2017/2018
mit iiber 300.000 Erkrankungen und fast
1.000 Todesfllen, zeige die Aktualitéit und
Relevanz des Themas.

Ein weiterer wichtiger Schritt wére es,
das PanPlex-System in einer Grippesaison
klinischen Tests zu unterziehen. Die Main-
zer Wissenschaftler bemiihen sich aktuell
darum, die erforderlichen Rahmenbedin-
gungen nach Ablauf der Projektzeit fiir
eine Fortfiihrung der Arbeit und damit fiir
eine kiinftige Verfiigbarkeit einer schnel-
len und mobilen Diagnostik bei pan- oder
epidemischen Ausbruchsgeschehen zu
schaffen. [ |
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Zeitung fiir Entscheider im Gesundheitswesen

der Detektion von Resistenzgenen und
speziesspezifischen ~ Sequenzen wird
die Unterscheidung von MRSA, Methi-
cillin-sensitivem S. aureus (MSSA) und
Koagulase-negativen  Staphylokokken
ermoglicht. Mit dem System wurde eine
klinisch relevante Sensitivitdt von zwei
koloniebildenden Einheiten (KBE) pro Mi-
kroliter Probe erreicht. Untersuchungen
mit Probandenproben zeigten weiterhin
die Robustheit des Nachweises gegen-
tiber der komplexen Probenmatrix. Fiir
die gesamte Analyse muss lediglich der
Tupfer manuell in die LabDisk eingelegt
werden. So kann der Test in die gegebenen
Arbeitsabldufe integriert und die Diagnose
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durch das Klinikpersonal selbst vor Ort in
kiirzester Zeit erstellen werden.

Plattformtechnologie fiir trop-
fenbasierte Vor-Ort-Analytik

Das entwickelte System kann als Platt-
formtechnologie fungieren und den Einsatz
weiterer tropfenbasierter Analyseverfahren
vor Ort ermdéglichen. Dabei bietet es die
Vorteile einer absoluten Quantifizierung,
der Analyse einzelner Zellen sowie die
Integration der Probenvorbereitung fiir
einen automatisierten Arbeitsablauf.

| www.Hahn-Schickard.de |

Datenanalysen in der
personalisierten Medizin

Die Schering Stiftung zeichnet Johannes
Koster mit dem Friedmund Neumann Preis
2019 aus. Der Bioinformatiker erhélt den
Preis fiir seine Beitrédge zur Reproduzier-
barkeit von Datenanalysen und zur Qua-
litdtssicherung in der biomedizinischen
Forschung.

Biomedizinische Datensitze, die bei-
spielsweise aus der Analyse des Erbgutes
oder aus bildgebenden Verfahren gewon-
nen werden, sind umfangreich und kom-
plex. Erst viele einzelne Analyseschritte
machen diese experimentell gewonnenen
Daten erfassbar und biomedizinische Er-
kenntnisse moglich. Der Bioinformatiker
Dr. Johannes Kdoster, Arbeitsgruppenlei-
ter im Institut fiir Humangenetik der
Medizinischen Fakultdt der Universitét
Duisburg-Essen, entwickelte Softwarelo-
sungen, die den Prozess der Datenanalyse
strukturieren und automatisieren und so
zu Ergebnissen fiihren, die nachvollziehbar
und wiederholbar sind. Mit ,Snakemake*
hat Dr. Késter Biomedizinern eine freie
Software an die Hand gegeben, um Da-
tenanalysen formal zu beschreiben und
automatisiert auszufiihren. Johannes
Koster hat dariiber hinaus das Projekt
,Bioconda“ ins Leben gerufen, das den
weltweit fiihrenden Mechanismus fiir die
nachhaltige Verbreitung von bioinforma-
tischer Software bietet.

Seine aktuelle Forschung entwickelt
zudem eine vereinheitlichte Theorie zur
statistischen Analyse von Mutationen im
Genom mit besonderem Fokus auf eine
interpretierbare und transparente Be-
stimmung von Messunsicherheiten. Die
Arbeiten von Johannes Koster unterstiitzen
somit die reproduzierbare Datenanalyse
und steigern die Qualitétssicherung in
der Biomedizin. Fiir seine herausragen-
den Forschungsarbeiten erhélt Dr. Johan-
nes Koster den diesjahrigen Friedmund
Neumann Preis. Die Schering Stiftung
vergibt den mit 10.000 € dotierten Preis
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an Nachwuchswissenschaftler, die her-
ausragende Arbeiten in der humanbiolo-
gischen, organisch-chemischen oder hu-
manmedizinischen Grundlagenforschung
erbracht und nach der Promotion bereits
ein eigenstdndiges wissenschaftliches
Profil entwickelt haben. Der Preis will
exzellente wissenschaftliche Leistung
sichtbar machen und die wissenschaftliche
Etablierung unterstiitzen. Johannes Koster
wurde fiir den Friedmund Neumann Preis
2019 von Prof. Dr. Sven Rahmann, Lehr-
stuhl fiir Genominformatik am Institut fiir
Humangenetik der Universitit Duisburg-
Essen, vorgeschlagen. ,Die Arbeiten von
Johannes Koster sind enorm vielseitig und
umfassen sowohl theoretische Modelle als
auch ganz praktische Software-Werkzeuge
fiir biomedizinische Datenanalysen. Die
Reproduzierbarkeit solcher Analysen ist
extrem wichtig fiir die Glaubwiirdigkeit
der biomedizinischen Forschung. Hierzu
hat Johannes Koster entscheidende Grund-
lagen gelegt, auf denen nun weltweit zahl-
reiche Forschende aufbauen®, so Rahmann.

| https://scheringstiftung.de |



