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Der effiziente Nachweis pathogener Mikroorganismen in
Wasser, Blutserum und anderen biologischen Fliissigkeiten ist
wichtig in der Medizin, der Forensik und den Umweltwis-
senschaften.' 2 Wir berichten hier, dass nichtkovalente
Konjugate aus Goldnanopartikeln und einem Poly(para-
phenylenethinylen) (PPE) Bakterien innerhalb weniger Mi-
nuten erkennen konnen.F®! Die Wechselwirkung zwischen
Nanopartikel und Bakterien fithrt zur Freisetzung des ge-
bundenen Polymers und damit zu einem Anstieg der Fluo-
reszenz. Dieser ist so effizient, dass zwolf Bakterienstimme
differenziert werden konnten.”! Die Methode identifiziert
Mikroorganismen ohne die Verwendung von Antikoérpern®”
oder radioaktiv markierten Reagentien. ¥

In der klinischen Praxis werden pathogene Mikroorga-
nismen durch Abstrich und Kultur auf geeignetem Medium
bestimmt.’)! Zwar wurden auch andere, neuere Methoden fiir
die Erkennung spezifischer Mikroorganismen entwickelt,"”!
diese sind aber komplex oder brauchen aufwéndige Instru-
mentierung. Die Methode der Bakterienkultivierung ist ak-
kurat, jedoch sind Ergebnisse erst nach 24 h erhiltlich.
Rasche Behandlungsentscheidungen werden dann meist ohne
mikrobiologische/pathologische Information getroffen; die
Verschreibung sub-optimaler oder unwirksamer Antibiotika
ist daher ein tatsédchliches Problem. Ein gutes Beispiel ist die
Infektion durch Keflex- und Penicillin-resistente S.-aureus-
Stimme (MRSA), die Behandlung mit Sulfa-Medikamenten
oder Vancomycin erfordern.'!l Reisner und Woods haben
mehr als 9000 Fille klinischer Infektionen untersucht und
fanden, dass 85-90% von nur sieben Arten von Bakterien
hervorgerufen wurden.””) Allein S. aureus und E. coli waren
fiir die Halfte aller Infektionen verantwortlich. Ein einfach
auszufithrender und zeitsparender Test, der klinisch wichtige
Pathogene unterscheiden konnte, wire deshalb von grolem
Wert, wiirde die Effizienz antibakterieller Therapien erhhen
und Fille von medikamentenresistenten Infektionen verhin-
dern.

Der Nachweis pathogener Bakterien spielt ebenfalls eine
Rolle in der Nahrungsmittelindustrie,"” da der Bakterien-
stamm E. coli O157:H7 Nahrungsmittelvergiftungen hervor-
ruft. Jedes Jahr werden mehr als 2000 schwere Vergiftungen
mit Krankenhausaufenthalt sowie 60 Todesfille alleine in den
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Vereinigten Staaten als Folge der Infektion mit diesem Er-
reger gemeldet."”¥) Epidemieartige Ausbriiche von Nah-
rungsmittelvergiftungen werden durch unpasteurisierte
Fruchtsifte, Gemiise, Wasser usw. ausgelést,[”] aber leider
sind die herkémmlichen Strategien zur Detektion bakterieller
Kontaminierung komplex und zeitaufwéndig.

Um Bakterien schnell und effizient zu identifizieren,
haben wir ein Protokoll entwickelt, das sich eines Goldna-
nopartikel-PPE-Arrays bedient.'> Diese ,,chemische Nase*
vereinigt verschiedene Rezeptoren, um Analyten durch ihre
differentiellen Reaktionen zu unterscheiden. Ein anionisches
PPE (Abbildung 1) wird mit einer wissrigen Goldnanopar-
tikellosung gemischt und ergibt ein fluoreszenzgeloschtes
Konjugat. In der Gegenwart von Bakterien, deren Oberfla-
chen immer negativ geladen sind, wird das anionische PPE
verdréngt. Daher wird nach Zugabe von Bakterien zum Na-
nopartikel-PPE-Konjugat ein Anstieg der Fluoreszenz be-

Abbildung 1. Entwurf des Nanopartikel-PPE-Sensorarrays. a) Verdrin-
gung des anionischen PPE von den kationischen Nanopartikeln durch
die negativ geladene bakterielle Zelloberflache. b) Fluoreszenzmuster-
entstehung auf der Mikrotiterplatte. Nach Freisetzung vom Goldnano-
partikel zeigen die PPEs Fluoreszenz, allerdings moduliert durch die
relative Bindungsenergie zwischen Nanopartikel und PPE und der
Wechselwirkung zwischen Bakterium und Nanopartikel. Durch die Va-
riation dieser Wechselwirkungen generiert dieser Sensorarray unter-
schiedliche Fluoreszenzmuster fur verschiedene Bakterien. A-G be-
zeichnen die unterschiedlichen Bakterien auf der Mikrotiterplatte, 1-4
die PPE-Nanopartikel-Konstrukte.
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obachtet, der auf das Vorliegen von freien PPEs zuriick-
geht.'® In der Literatur wurde die Priparation von Polylysin-
funktionalisierten Goldnanopartikeln mit einem Durchmes-
ser von 1.6 nm beschrieben;"”! diese wechselwirken mit hy-
drophoben und/oder funktionalen bakteriellen Oberflichen
und ergeben selbstorganisierte elektrostatische Konjugate
aus lebenden Bakterien und Nanopartikeln.!'*!

Das in dieser Studie verwendete, fluoreszierende PPE ist
ein multivalenter molekularer Draht,['>?! der die effiziente
Erzeugung eines Fluoreszenzsignals ermoglicht. Da auf bak-
teriellen Zelloberflaichen funktionale Regionen, d.h. Grup-
pen negativ geladener Aminosdurereste und hydrophobe
Zentren (,,hot spots®), existieren,? sollte diese Strategie zum
Nachweis verschiedenster Mikroorganismen sehr niitzlich
sein.

Als geeignetes Substrat fiir die Fluoreszenzverdrangung
verwendeten wir das PPE Sw-CO,™ und drei hydrophob
ammoniumfunktionalisierte Goldnanopartikel, NP1-NP3,[!6!
als Sensorelemente (Abbildung 2). Fluoreszenztitrationsstu-

NP1 R= o~ H

NP2 R = O
NP3:R = @ 0

Abbildung 2. Rezeptor und Signaleinheiten des Bakteriensensors.

a) Struktur der drei kationischen, hydrophoben Goldnanopartikel NP1—
NP3. b) Struktur des PPE Sw-CO,, das verzweigte Oligo (ethylenglycol)-
Seitenketten aufweist, die unspezifische Wechselwirkungen zwischen
PPE und Bakterien unterdriicken.

dien zeigten, dass die kationischen Goldnanoparkikel NP1-
NP3 die Fluoreszenz des PPE effizient unter Bildung der
entsprechenden  supramolekularen Komplexe 16schen
(Abbildung S1 und Tabelle S1 in den Hintergrundinforma-
tionen).'” Eine wissrige Losung des PPE (100 nm, basierend
auf einem Polymerisationsgrad von 12 Monomereinheiten)
wurde mit den Nanopartikeln titriert, bis die Fluoreszenz auf
20% des urspriinglichen Wertes (@ =0.33) abgefallen war.
Das PPE und die Nanopartikel (NP1-NP3) wurden in 5 mm
Phosphatpuffer (pH 7.4) gemischt. In den Konstrukten war
die PPE-Konzentration 100 nm und die Nanopartikelkon-
zentration 10-40 nM. Die Konstrukte wurden sodann mit
unterschiedlichen Bakterien versetzt (ODgy=0.05) und
zeigten abhéngig vom Bakterium und Nanopartikel eine se-
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lektive Anderung der Fluoreszenz (Abbildung 3). In den
meisten, aber nicht in allen Fillen, wurde ein Fluoreszenz-
anstieg gefunden. Die beobachtete Fluoreszenzdnderung ist
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Abbildung 3. Fluoreszenzantwort der Nanopartikel-PPE-Konstrukte in
Gegenwart unterschiedlicher Bakterien (ODgy=0.05). Jeder Datensatz
ist eine Mittelung Uber sechs unabhingige Messungen mit Fehlerbal-
ken.

reproduzierbar, und es war moglich, zwolf unterschiedliche
Mikroorganismen mit diesen einfachen Nanokonstrukten zu
differenzieren, wenn die relative Fluoreszenzdnderung von
NP1-NP3 als Achsen in einem dreidimensionalen Diagramm
aufgetragen wurde (Abbildung S2).

Anfanglich wurden sowohl hydrophil als auch hydrophob
funktionalisierte Nanopartikel als Sensor untersucht. Nach
Inkubierung mit den Bakterienstimmen zeigten aber nur die
Konstrukte mit hydrophob funktionalisierten Nanopartikeln,
NP1-NP3, eine signifikante Fluoreszenzidnderung. Da beide
Typen von Nanopartikel dhnliche Affinitdten zu dem ver-
wendeten PPE Sw-CO, aufweisen, miissen signifikante Un-
terschiede in der Bindung zu den Mikroorganismen vorlie-
gen. Eine plausible Erkldarung dieser Beobachtungen geht
davon aus, dass bakterielle Zelloberflichen sowohl negativ
geladene als auch hydrophobe Regionen aufweisen (d.h. die
Alkylketten der Teichonsduren), die zu elektrostatischen und
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Nanopartikel und
den Bakterien fithren und damit den Fluoreszenzanstieg
zwanglos erkldren. Wir werden in Zukunft Nanopartikel
verschiedener Grofle, Form und variablen hydrophoben
Resten entwerfen, um stdrkere Fluoreszenzsignale nach
Zugabe der Bakterien zu erzielen.

Die Fluoreszenzmuster wurden mithilfe der linearen
Diskriminantenanalyse (LDA) untersucht; LDA ist eine sta-
tistische Methode zur Mustererkennung.”2* Diskriminie-
rende Funktionale werden ermittelt, indem man die raumli-
che Trennung zwischen Klassen maximiert, wihrend man fiir
die experimentellen Daten die Variation innerhalb einer
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Klasse minimiert; LDA (Abbildung 4) wandelt die Rohdaten
in zwolf kanonische Gruppen um. Die Jackknifed-Matrize
(mit Kreuzvalidierung) zeigt eine vollstidndig korrekte Klas-
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Abbildung 4. Kanonischer Gruppengraph fur die durch LDA erhaltenen
Fluoreszenzantwortmuster. Die ersten beiden Faktoren vereinigen
96.2% der Varianz. Die Ellipsen umschlieflen den mathematischen
Raum, in den 95% der individuellen Bakterien fallen.

sifizierung. Wir konnen die zwolf unterschiedlichen Mikro-
organismen mit sowohl Gram-positiven (z.B. A. azurea, B.
subtilis) als auch Gram-negativen (z.B. E. coli, P. putida)
Vertretern unterscheiden. Der LDA-Graph gruppiert weder
Gram-negative noch Gram-positive Bakterien; andere Fak-
toren scheinen eine groflere Rolle zu spielen. Unterschiedli-
che Stamme von E. coli werden ebenfalls sicher und ohne
Probleme durch das hier verwendete Sensorfeld erkannt. Die
drei E.-coli-Stamme treten nicht als Gruppe im LDA-Gra-
phen auf, vielmehr fiihren feine Unterschiede zwischen den
Stammen zu deutlichen Unterschieden in der Fluoreszenz-
antwort. Das hierin vorgestellte Konzept ist attraktiv, aller-
dings konnen Bakterien im Augenblick nur in gepufferter
Losung nachgewiesen und identifiziert werden. Wir konnen
sowohl biologische als auch Umweltproben untersuchen,
diese miissen aber wahrscheinlich vorgereinigt werden, da die
in biologischen Fliissigkeiten vorhandenen Proteine die Re-
sultate dieses Assays verfdlschen konnten. Zuséatzliche
Erkennungselemente auf dem Goldnanopartikel, die fiir
bakterielle Oberfldchen spezifisch sind, sollten dieses Pro-
blem aber l6sen. Experimente in diese Richtung sind geplant.

Die Datenmuster in Abbildung 3 und Tabelle S2 konnen
als Trainingsmatrize verwendet werden (3 Konstrukte x 12
Bakterien x 6 Messungen), die es ermdglicht, unbekannte
Bakterienproben zu identifizieren und zu differenzieren.
Hierzu wurden verschiedene Chargen der zwolf Bakterien
nach dem Zufallsprinzip ausgewéhlt, und die Fluoreszenzre-
aktion dieser Proben mit den drei Nanopartikel-PPE-Kon-
strukten wurde mithilfe der LDA untersucht. Nach Trans-
formation in kanonische Gruppen durch die an den Trai-
ningsmatrizen entwickelten Funktionale wurden die Maha-
lanobis-Abstinde der mit den Zufallsproben gewonnen
Daten den entsprechenden Zentren der zwolf Gruppen zu-
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geteilt. Je ndher ein spezifischer Datenpunkt an einem der
zwolf Zentren liegt, desto wahrscheinlicher ist es, dass er zu
dieser Gruppe (spezifisches Bakterium) gehort. Die Zuord-
nung beruht auf den kleinsten Mahalanobis-Abstinden zu
den zwolf Bakterien in einem dreidimensionalen Raum (den
kanonischen Faktoren 1 bis 3). Von den untersuchten 64
Proben wurden 61 (d.h. >95 %) korrekt identifiziert. Diese
von uns hier vorgestellte Methode ist daher sowohl effizient
als auch genau. Die erfolgreiche Differenzierung der drei E.-
coli-Stamme legt nahe, dass auch pathogene Mutanten sonst
harmloser Mikroorganismen ohne Probleme differenziert
werden konnen.

Die Kombination kationisch funktionalisierter Goldna-
nopartikel mit konjugierten Polymeren bietet sich als einfa-
ches, aber elegantes biodiagnostisches Werkzeug an. Die
Nanopartikel fungieren als Erkennungselemente, und das
fluoreszierende konjugierte Polymer dient der Signaliiber-
mittlung. Effiziente Fluoreszenzloschung (Goldnanopartikel)
und molekularer Draht (konjugiertes emittierendes Polymer)
modulieren die durch die Bindung der Bakterien an die
Goldnanopartikel  hervorgerufene  Fluoreszenzantwort.
Durch Variation der Oberflachenchemie der Goldnanopar-
tikel und des verwendeten konjugierten Polymers sollten
Konstrukte mit erweiterten Bindungseigenschaften zuging-
lich sein. Im Augenblick untersuchen wir den Mechanismus
der Wechselwirkung zwischen Goldnanopartikel, konjugier-
tem Polymer und Bakterium, um spezifische Faktoren, die die
Fluoreszenzmodulation hervorrufen, zu analysieren. Unser
Vorgehen, mit nur drei unterschiedlichen Goldnanopartikel-
PPE-Konstrukten zwolf Arten von Mikroorganismen zu un-
terscheiden, ldsst vermuten, dass wir jeden beliebigen Mi-
kroorganismus, inklusive resistenter und/oder pathogener
Bakterienstdamme, mithilfe von Goldnanopartikel-Polymer-
Konjugaten spezifisch identifizieren konnen.

Experimentelles

Sw-C0, und NP1-NP3 (Kerndurchmesser ca. 2 nm) wurden nach
Lit. [16] erhalten. Das Molekulargewicht von Sw-CO, (M, = 14 kDa),
die Polydispersitit (PDI=1.8) und der Polymerisationsgrad (P,=12)
wurden durch Gelpermeationschromatographie der entsprechenden
Ethylester-Vorstufe bestimmt.”” Die Bakterienkulturen wurden uns
von Prof. A. Bommarius (Georgia Institute of Technology) und Prof.
J. Hardy (University of Massachusetts at Amherst) freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt. Die Bakterien wurden in Lysogeniebriihe
(LB-Medium) (3 mL) bei 37°C zu einer optischen Dichte von 1.0 bei
600 nm geziichtet. Die Kulturen wurden zentrifugiert (4000 rpm,
15 min), dreimal mit Phosphatpuffer gewaschen (5 mm, pH 7.4), in
Phosphatpuffer resuspendiert und zu einer optischen Dichte von 1.0
bei 600 nm verdiinnt.

Die Komplexierung der Goldnanopartikel mit Sw-CO, wurde
durch Fluoreszenztitration gemessen. Die Intensitét der Fluoreszenz
von Sw-CO, (463 nm) wurde bei einer Anregungswellenlidnge von
400 nm bestimmt; Sw-CO, und stochiometrische Mengen an NP1-
NP3 (nach Titrationsstudien, Tabelle S1 in den Hintergrundinfor-
mationen) wurden mit Phosphatpuffer (5 mm, pH 7.4) verdiinnt, bis
eine Sw-CO,-Konzentration von 100 nm vorlag. Jede dieser Losungen
(200 uL) wurde in eine Vertiefung der Titerplatte iiberfiihrt. Nach
Inkubation fiir 15 min wurde die Fluoreszenzintensitdt bei 463 nm
erneut gemessen. Als néchstes wurden 10 pL einer bakteriellen Sus-
pension (ODgy=1.0) zugegeben. Nach 15 min wurde die Fluores-
zenzintensitdt bei 463 nm wiederum gemessen. Die Fluoreszenzin-
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tensitdt vor der Zugabe der Bakterien wurde von der nach der
Zugabe der Bakterien subtrahiert (Al). Dieser Prozess wurde fiir
zwoOlf Bakterientypen sechsmal wiederholt und fiihrte zu einer Trai-
ningsmatrize aus 3 Konstruktenx 12 Bakterienx6 Replikaten
(Tabelle S2), die einer LD-Analyse mit Systat (Version 11.0) unter-
zogen wurden. Die Mahalanobis-Abstdnde eines jeden Respons-
musters zum Zentroid jeder Gruppe (im entsprechenden dreidi-
mensionalen Raum) wurden ermittelt und der Gruppe mit dem
kleinsten Mahalanobis-Abstand zugeordnet. Ein dhnliches Protokoll
wurde fiir die Identifizierung der 64 zufillig ausgewéhlten Bakteri-
enproben anhand ihrer entsprechenden Fluoreszenzantwort ver-
wendet. Die Klassifizierung wurde anhand ihres kleinsten Mahala-
nobis-Abstands zu einer spezifischen Gruppe nach der Trainingsma-
trize vorgenommen. Die Probenselektion, die folgende Identifizie-
rung der unbekannten Bakterien und die LD-Analyse wurden von
drei verschiedenen Mitarbeitern durchgefiihrt.

Eingegangen am 26. Juli 2007,
verdanderte Fassung am 10. Oktober 2007
Online verdffentlicht am 28. Januar 2008
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