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(57) Hauptanspruch: Verfahren zur Probenaufbereitung
auf einem spektrometrischen Probenträger, aufweisend die
Schritte:
- Bereitstellen des Probenträgers, der eine Anordnung aus
vereinzelten Flüssigkeitstropfen umfasst, die jeweils Mikro-
organismen-Sedimente umschließen,
- Bereitstellen einer Platte eines saugfähigen Materials,
- lotrechtes Absenken der Platte auf den Probenträger der-
art, dass Mikroorganismen-Sedimente und Platte sich be-
rühren, wobei die Flüssigkeitstropfen in das saugfähige Ma-
terial aufgenommen werden,
- Abheben der örtlich mit Tropfenflüssigkeit angereicherten
Platte vom Probenträger, wodurch die flüssigkeitsabgerei-
cherten Mikroorganismen-Sedimente freigelegt werden, und
- Präparieren der freigelegten Mikroorganismen-Sedimente
für eine spektrometrische Messung.
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Beschreibung

Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Pro-
benaufbereitung auf einem spektrometrischen Pro-
benträger, bei dem (a) ein Probenträger bereitgestellt
wird, der eine Anordnung aus vereinzelten Flüssig-
keitstropfen umfasst, die jeweils Mikroorganismen-
Sedimente umschließen, (b) eine Platte eines saug-
fähigen Materials bereitgestellt wird, (c) Platte und
Probenträger derart zueinander gebracht werden,
dass Tropfenflüssigkeit in das saugfähige Material
aufgenommen wird, (d) die örtlich mit Flüssigkeit an-
gereicherte Platte vom Probenträger (lotrecht) abge-
hoben wird, wodurch die flüssigkeitsabgereicherten
Mikroorganismen-Sedimente freigelegt werden, und
(e) die freigelegten Mikroorganismen-Sedimente für
eine spektrometrische Messung präpariert werden.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Der Stand der Technik wird im Folgenden mit
Bezug auf einen speziellen Aspekt erläutert. Dies soll
jedoch nicht als Einschränkung verstanden werden.
Nützliche Fortentwicklungen und Änderungen vom
aus dem Stand der Technik Bekannten können auch
über den vergleichsweise engen Rahmen dieser Ein-
leitung hinaus anwendbar sein und werden sich ge-
übten Praktikern auf diesem Gebiet nach der Lektü-
re der nachfolgenden Offenbarung umstandslos er-
schließen.

[0003] Frühere Versuche haben gezeigt, dass sich
Mikroorganismen, die in einem Tropfen Nährlösung
suspendiert sind, auf einer ebenen Fläche schon
nach relativ kurzer Stehzeit (oder „Ruhezeit“) von
bis zu einer Stunde in einer Mikroorganismenabla-
gerung ansammeln. Die dort in einer Art „Biofilm“
sedimentierten Mikroorganismen lassen sich behut-
sam von Restflüssigkeit und verbleibenden suspen-
dierten Teilchen befreien, beispielsweise indem ein
saugfähiges Tuch mit den Tropfen in Berührung
gebracht wird. Die Art der Mikroorganismen lässt
sich nach dieser „Entfeuchtung“ mit einer anschlie-
ßenden massenspektrometrischen Messung zuver-
lässig nachweisen, siehe internationale Anmeldung
WO 2018/099500 A1. Diese Erkenntnis war erstaun-
lich, da gefunden wurde, dass mit der abgesaug-
ten Flüssigkeit entgegen der Erwartung nicht gleich-
zeitig das interessierende Mikroorganismen-Zellsedi-
ment entfernt wird. Dieser Befund erlaubt die Mikroor-
ganismenzüchtung (oder Bebrütung) zwecks Wachs-
tumsförderung und die Präparation für eine analyti-
sche Messung auf ein und demselben Substrat wie
zum Beispiel einer Probenträgerplatte für den Ein-
schub in die Ionenquelle eines Massenspektrome-
ters oder einem Objektträger für den Einschub in den
Messschacht eines Infrarot-Spektrometers.

[0004] Eine ausgereifte wissenschaftliche Erklärung
für dieses mikrobielle Verhalten in einem Tropfen auf
flachem Untergrund gibt es noch nicht. Es wird aber
vermutet, dass physikalische Wechselwirkungen zwi-
schen der Probenträgeroberfläche und den Mikroor-
ganismus-Zellen sowie Adhäsionsprozesse durch die
biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften
der Mikroorganismus-Zelloberfläche für die bevor-
zugte Anlagerung oder Sedimentierung auf dem Un-
tergrund verantwortlich sind.

[0005] In einer Weiterentwicklung der aus
WO 2018/099500 A1 bekannten Technik wird in der
Anmeldung EP 3 376 202 A1 eine Maske mit Ein-
buchtungen oder Löchern vorgeschlagen, deren In-
nenflächen mit den Randbereichen der Tropfen in
Berührung gebracht werden und die Tropfenflüssig-
keit über Kapillarkräfte seitlich absaugen. Der Mittel-
punkt der Tropfen, unter dem sich der größte Teil des
Mikroorganismen-Sediments befindet, soll bei die-
sem Vorgang unberührt bleiben, da befürchtet wurde,
dass direkter Kontakt mit dem Sediment zwingend
zur Abreicherung der Mikroorganismen („Stempelef-
fekt“) und damit einhergehend zu Empfindlichkeits-
einbußen bei der anschließenden analytischen Mes-
sung führen würde.

[0006] Das örtlich kontaktlose Abziehen der Flüssig-
keit, entweder über die profilierte Maske oder das
Aufsetzen einer formstabilen Platte auf einen die
Tropfen umgebenden vertikalen Abstandshalter, wie
in EP 3 376 202 A1 beschrieben, hat jedoch den
Nachteil, dass immer noch eine solche Menge an
Restflüssigkeit der Tropfen auf dem Untergrund am
Sediment verbleiben kann, dass die anschließende
Untersuchung des Mikroorganismen-Sediments da-
durch gestört wird und gegebenenfalls weitere Auf-
reinigungsmaßnahmen erforderlich werden.

[0007] Die Patentschrift US 9,638,636 B2 offenbart
eine Mikrotiterplatte zum Einfangen und Verteilen
einzelner Zellen in einzelnen Vertiefungen, wobei
mindestens eine einzelne Vertiefung mit einer Boden-
platte versehen ist, die mindestens eine Pore auf-
weist, um Probenflüssigkeit durchzulassen. Die Mi-
krotiterplatte soll insbesondere zur Gewinnung von
Einzelzellen und/oder Mikroorganismen, die in flüssi-
gen Proben suspendiert sind, für die anschließende
nähere Untersuchung geeignet sein.

[0008] Die Veröffentlichung US 2018/0119086 A1
erläutert ein Verfahren zum Anbringen, Erfassen und
Entnehmen einer einzelnen Zelle auf/aus einem Ma-
nipulationsmedium, umfassend die Schritte: Anbrin-
gen der einzelnen Zelle auf dem Manipulationsme-
dium durch Aufbringen einer Trägerflüssigkeit; teil-
weises Austrocknen der Trägerflüssigkeit; Erfassen
einer Eigenschaft der einzelnen Zelle durch Drehen
des Manipulationsmediums und Abtasten des Mani-
pulationsmediums mit einem Lichtstrahl; Lösen der
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einzelnen Zelle von dem Manipulationsmedium, oh-
ne die einzelne Zelle durch Instrumenteneinwirkung
zu beschädigen; und Entnehmen der einzelnen Zel-
le aus dem Manipulationsmedium durch Ansaugen in
ein Röhrchen.

[0009] Die Veröffentlichung US 2012/0152041 A1
schlägt eine vereinfachte Probenpräparation auf ei-
nem Probenträger für die Ionisierung mit Laserdes-
orption (zum Beispiel MALDI oder LDCI) vor, mit der
eine homogene Kristallisierung des Matrixmaterials
bei gleichzeitig großer aufgebrachter Menge einer
als Quelle der Analytmoleküle dienenden Analytsub-
stanz möglich ist, bei der die Analytsubstanz auf ei-
nen Aufgabeort aufgebracht wird, ein von dem Aufga-
beort beabstandeter Probenort, der als Substrat für
eine Matrix vorgesehen ist, bereitgestellt wird und ei-
ne Liquidkommunikation zwischen dem Aufgabeort
und dem Probenort hergestellt wird.

[0010] Die Veröffentlichungen EP 1 053 784 A2,
US 2002/0051738 A1 und DE 100 43 042 A1 prä-
sentieren verschiedene Verfahren zur Probenvorbe-
reitung für die Spektrometrie, z.B. optische Spektro-
metrie oder Massenspektrometrie.

[0011] Es besteht daher ein Bedarf, vereinzelte
Mikroorganismen-Sedimente hinreichend vollständig
von abdeckenden Flüssigkeitstropfen zu trennen und
bei diesem Trennvorgang möglichst wenig Material
der Mikroorganismen-Sedimente mit der Flüssigkeit
zu entfernen. Weitere von der Erfindung zu lösen-
de Aufgaben ergeben sich für den Fachmann ohne
weiteres bei der Lektüre der nachfolgenden Offenba-
rung.

Zusammenfassung der Erfindung

[0012] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Pro-
benaufbereitung auf einem spektrometrischen Pro-
benträger, aufweisend die Schritte: (i) Bereitstellen
des Probenträgers, der eine Anordnung aus verein-
zelten Flüssigkeitstropfen umfasst, die jeweils Mikro-
organismen-Sedimente umschließen, (ii) Bereitstel-
len einer Platte eines saugfähigen Materials, (iii) lot-
rechtes Absenken der Platte auf den Probenträger
derart, dass Mikroorganismen-Sedimente und Plat-
te sich berühren, wobei die Flüssigkeitstropfen in
das saugfähige Material aufgenommen werden, (iv)
Abheben der örtlich mit Tropfenflüssigkeit angerei-
cherten Platte vom Probenträger, wodurch die flüs-
sigkeitsabgereicherten Mikroorganismen-Sedimente
freigelegt werden, und, gegebenenfalls nachdem ein
etwaig verbliebener Restflüssigkeitsfilm auf den Mi-
kroorganismen-Zellsedimenten eintrocknen konnte,
(v) Präparieren der freigelegten Mikroorganismen-
Sedimente für eine spektrometrische Messung, bei-
spielsweise eine anschließende Infrarot- oder mas-
senspektrometrische Messung.

[0013] In verschiedenen Ausführungsformen kann
die Platte ein quellendes saugfähiges Material auf-
weisen und bis auf einen kurzen Abstand über dem
Probenträger abgesenkt werden, so dass ein Über-
stand der Tropfen mit der Platte in Berührung kommt
und von dieser aufgenommen wird, wobei das saug-
fähige Material örtlich an den Stellen der aufge-
nommenen Tropfenflüssigkeit aufquillt und dadurch
mit den Mikroorganismen-Sedimenten in Berührung
kommt. Besonders geeignet für diese Variante hat
sich eine Platte aus Löschkarton erwiesen, des-
sen Material ein entsprechendes Quellverhalten auf-
weist. Löschkarton ist insbesondere aus der Restau-
rierung und Archivierung von feuchtigkeitsempfind-
lichen Kunstwerken bekannt und stellt im Wesentli-
chen einen neutralen, säurefreien, saugfähigen und
fusselarmen Fließkarton mit einem hohen Anteil an
Baumwollfasern dar, der mehr als 50%, insbesonde-
re 60%, betragen kann.

[0014] Die Wahl des anfänglich noch berührungs-
freien Abstands kann sehr einfach dadurch getes-
tet werden, dass ein mit einem abfärbenden Anstrich
versehene Platte gegen den Probenträger abgesenkt
wird. Sollten sich nach dem Wiederabheben der Plat-
te Farbspuren auf dem Probenträger finden lassen,
war der Abstand nicht groß genug, um direktes Auf-
setzen zu vermeiden, und muss nachjustiert wer-
den. Abstände von Bruchteilen eines Millimeters, die
durch das Quellverhalten eines saugfähigen Materi-
als wie Löschkarton bei örtlicher Flüssigkeitsaufnah-
me bis zur Berührung mit dem Mikroorganismen-Se-
diment geschlossen werden können, lassen sich auf
diese Weise leicht experimentell einstellen.

[0015] In verschiedenen alternativen Ausführungs-
formen kann die Platte unmittelbar auf den Proben-
träger aufgesetzt und sachte angedrückt werden, so
dass sich Anordnung und Platte vollflächig berühren.

[0016] Die Erfindung beruht auf der unerwarteten
und damit überraschenden Erkenntnis, dass es mög-
lich ist, eine ebene und fusselarme Platte eines saug-
fähigen Materials derart gegen einen ebenen Proben-
träger abzusenken und mit diesem in Berührung zu
bringen, ihn teilweise sogar aufzusetzen und leicht
anzudrücken, dass Kapillarkräfte den nahezu voll-
ständigen Flüssigkeitsüberstand eines Tropfens in
das Material aufnehmen, ohne dass das darunter ver-
borgene Mikroorganismen-Sediment so stark abge-
reichert wird, dass eine anschließende spektrometri-
sche Untersuchung von dem Probenträger wegen zu
geringen Biomaterials keine aussagekräftigen Ergeb-
nisse liefern würde. Obwohl nach dem (lotrechten)
Abheben der Platte ein Flüssigkeitsfilm verbleibt, ist
dieser so dünn, dass er innerhalb von Sekunden ein-
trocknet.

[0017] Vorzugsweise sind Probenträger und/oder
Platte relativ zueinander federgelagert, so dass über-
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mäßige Druckausübung beim Andrücken von der Fe-
derung aufgenommen wird. Die elastische Verfor-
mung der Federung bewirkt, dass ein gleichmäßiger
Anpressdruck der Platte auf dem Probenträger auf-
rechterhalten wird. Durch geeignete Wahl der Feder-
konstante kann dieser Druck den Erfordernissen an-
gepasst und so eingestellt werden, dass das Mikroor-
ganismen-Sediment durch die Druckausübung nicht
beeinträchtigt wird.

[0018] In verschiedenen Ausführungsformen kann
eine dem Probenträger zugewandte Plattenfläche
vor dem Absenken leicht angefeuchtet werden, bei-
spielsweise mit deionisiertem Wasser oder Methanol/
Ethanol, um das Aufnehmen der Tropfenflüssigkeit
zu beschleunigen. Die leichte Anfeuchtung und ober-
flächliche Benetzung der an der äußeren Plattenflä-
che liegenden Fasern erleichtert insbesondere das
Ausbilden einer Flüssigkeitsverbindung oder Flüssig-
keitsbrücke zwischen den auf dem Probenträger ab-
gelegten Tropfen und dem Fasergeflecht der Platte,
so dass das außenliegende Fasergewebe bereits von
Anfang an oberflächenbenetzt ist und nicht erst zeit-
raubend bei Flüssigkeitskontakt mit den Tropfen auf
dem Probenträger benetzt oder durchtränkt werden
muss.

[0019] Bevorzugt weist die Platte saugfähige Fa-
sern aus Zellstoff und/oder Pflanzenfasern auf, ins-
besondere Baumwolle, Nitrocellulose, Nylon, Glasfa-
ser, Polyvinylidendifluorid oder Kombinationen dar-
aus. Löschkarton als besonders geeignetes Materi-
al kann zum Beispiel eine Mischung aus 60% Baum-
wollfasern und 40% gebleichtem (pH-neutral herge-
stelltem und säurefreiem) Zellstoff enthalten.

[0020] Übliche Tropfenvolumina können etwa ein
bis zwölf Mikrolitern entsprechen. Diese Volumina in
gleichförmiger Tropfenform entsprechen etwa einem
Durchmesser von zwei bzw. drei Millimetern über der
Fläche des Probenträgers.

[0021] Insbesondere in der Infrarot-spektrometri-
schen oder massenspektrometrischen Analyse, zum
Beispiel MALDI-Flugzeitanalyse, lassen sich 48, 96,
384 oder 1536 vereinzelte Tropfen in einem vordefi-
nierten (und regelmäßigen) Muster auf dem Proben-
träger anordnen. Es ist natürlich auch möglich, den
Probenträger mit bevorzugten Tropfenflecken auszu-
zeichnen, zum Beispiel lyophilen Kreisflächen in lyo-
phober Umgebung. Der Durchmesser der Tropfen
wird sich dann entsprechend der Abmessung der lyo-
philen Kreisfläche einstellen wie bei standardisierten
Ankerplatten des AnchorChip™-Typs.

[0022] Die Tropfen können insbesondere haupt-
sächlich Flüssigkeit enthalten, die in Probenvorbe-
reitungsverfahren und Probenaufbereitungsverfah-
ren für die Infrarot-Spektrometrie oder Massenspek-
trometrie zum Einsatz kommt. Die Tropfen können

zum Beispiel Nährlösung aufweisen, und das sedi-
mentierte Material kann in diesen Nährlösungstrop-
fen gezüchtete und dann abgesetzte Mikroorganis-
men umfassen. Eine Trennung der Nährlösung von
sedimentierten Mikroorganismen kann insbesonde-
re als Aufbereitungsschritt einer Probe für eine Infra-
rot-spektrometrische oder massenspektrometrische
Identifizierung (z.B. mittels IR-Transmissionsspektro-
skopie oder MALDI-Flugzeit-Massenspektrometrie)
nach Art/Unterart oder eine anderweitige Charakte-
risierung der Mikroorganismen wie zum Beispiel der
schnellen Bestimmung von Resistenz/Empfindlich-
keit der Mikroorganismen gegenüber antimikrobiellen
Substanzen wie Antibiotika und Antimykotika dienen.

[0023] Gegebenenfalls kann der Nährlösung eine
antimikrobielle Substanz beigemischt sein, beispiels-
weise um durch Bebrütung in dem antibiotika- oder
antimykotika-angereicherten Nährlösungstropfen die
minimale Hemmkonzentration von Mikroorganismen
zu ermitteln.

[0024] Zusätzlich oder alternativ können die Tropfen
für ein Probenaufbereitungsverfahren zu verwenden-
de Waschflüssigkeit (etwa eine wässerige Lösung
oder reines deionisiertes Wasser) oder andere flüs-
sige Arbeitsmedien enthalten. Beispielsweise kann
die Waschflüssigkeit von Probenflecken, die mit vor-
her getrocknetem Mikroorganismen-Sediment oder
mit getrockneter Matrixsubstanz und Mikroorganis-
men-Sediment belegt sind, mit der Platte aufgenom-
men werden. Vorzugsweise wird die Waschflüssig-
keit so gewählt, dass die Matrixsubstanz bzw. das
Matrixkristallgitter mit eingebauten Probenkristallen
nicht aufgelöst wird, z.B. bei einer α-Cyano-4-Hy-
droxyzimtsäuren-Affinitätspräparation zur in-situ Ent-
salzung (siehe Gobom et al., Anal. Chem. 73, 2001,
434-438).

[0025] In verschiedenen Ausführungsformen kann
eine Metall-, Glas- oder Keramikplatte als spektrome-
trischer Probenträger verwendet werden. In Betracht
kommen insbesondere polierte Edelstahlplatten oder
Abwandlungen davon, wie die sogenannten Anker-
platten (AnchorChip™; Bruker Daltonik GmbH), die
auf einem Edelstahlsubstrat abwechselnd gegenein-
ander abgegrenzte lyophile und lyophobe Flächen
enthalten. Möglich ist auch eine Glasplatte als In-
frarot-spektrometrischer Objektträger für eine Trans-
missionsmessung. Der Probenträger kann wieder-
verwendbar oder ein Einwegartikel sein.

[0026] Ein üblicher, standardisierter Probenträger
für Ionisierung mittels matrix-unterstützter Laserdes-
orption (MALDI) kann eine regelmäßige Anordnung
von 48, 96, 384 oder 1536 Probenflecken umfas-
sen. Die Abmessungen eines Probenträgers und ei-
ner Platte saugfähigen Materials können je 127,76
mm (Länge) × 85,48 mm (Breite) entsprechend ei-
ner Mikrotiterplatte bei einer Dicke von etwa zwei bis
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fünf Millimetern betragen, sofern sie deckungsgleich
sind. Die Probenfleckenanordnung und damit die An-
ordnung der Tropfen auf dem Probenträger nimmt je-
doch eine geringere Fläche ein als der Probenträger
selbst.

[0027] Es kann ein Rahmen für die Platte oder ein
Schacht für den Probenträger, in den die Platte ein-
geführt wird, vorgesehen werden, der bei der Füh-
rung und Ausrichtung der Platte während des Absen-
kens auf die Tropfenanordnung behilflich ist, wie es
in EP 3 376 202 A1 beschrieben ist, deren Inhalt
hier durch Bezugnahme vollinhaltlich eingeschlossen
sein soll. Der Rahmen kann beispielsweise fest mit
der Platte verbunden werden, insbesondere indem
ein überstehender zugeschnittener Rand des saug-
fähigen Materials gefalzt und dann mit einem Kunst-
stoff getränkt wird, der dann aushärtet. Der Rahmen
kann auch an den äußeren Umfang der Platte unter
Verwendung eines Spritzkunststoffs angespritzt wer-
den.

[0028] Vorzugsweise ist die Platte aus einem steifen
und fusselarmen Gewebe gefertigt. Pflanzenfasern
und/oder Zellstoff bieten sich dafür an. Sie kann bei-
spielsweise Fasermaterialien wie Baumwollfaser, Ni-
trocellulose, Nylon, Glasfaser, Polyvinylidendifluorid
oder Kombinationen daraus aufweisen, beispielswei-
se Löschkarton mit etwa 60% Baumwollfasern und
40% gebleichtem (pH-neutral hergestelltem und säu-
refreiem) Zellstoff. Formbeständige Materialien eig-
nen sich insbesondere für automatisierte Verfahren
zum Aufnehmen von Flüssigkeit. Die formbeständi-
gen Platten lassen sich leicht von speziell angepass-
ten Handhabungsvorrichtungen wie zum Beispiel Ro-
boterarmen einem Vorratslager entnehmen, in eine
angepasste Halterung einspannen, dem Flüssigkeits-
aufnahmeschritt zuführen und dann an einem Abla-
geort ablegen, ggfs. auch entsorgen.

[0029] Bezüglich der Herstellung der Platte ist es
möglich, eine Bahn des saugfähigen Materials be-
reitzustellen und dann Plattenstücke gemäß der ge-
wünschten Außenkontur entsprechend abzulängen.
Für die Benutzung in einem mikrobiologischen Labor
ist es zweckmäßig, die äußeren Abmessungen der
Platte so zu wählen, dass die aufgenommene Flüs-
sigkeit mit eventuell darin verbleibenden, suspendier-
ten Mikroorganismen nicht bis zur Plattenschmalsei-
te oder zur Plattenoberseite vordringen kann, damit
die örtlich flüssigkeitsangereicherte Platte ohne Kon-
taminationsgefahr dort gegriffen und bewegt werden
kann.

Figurenliste

[0030] Zum besseren Verständnis der Erfindung
wird auf die folgenden Abbildungen verwiesen. Die
Elemente in den Abbildungen sind nicht unbedingt
maßstabsgetreu dargestellt, sondern sollen in erster

Linie die Prinzipien der Erfindung (größtenteils sche-
matisch) veranschaulichen. In den Abbildungen sind
einander entsprechende Elemente in den verschie-
denen Ansichten durch gleiche Bezugszeichen ge-
kennzeichnet.

Abb. 1A bis Abb. 1E zeigen schematisch
ein Ausführungsbeispiel für ein Verfahren, bei
dem eine Platte saugfähigen Materials auf ei-
nen Tropfen-tragenden Probenträger aufgesetzt
wird.

Abb. 2A bis Abb. 2D veranschaulichen schema-
tisch eine Abwandlung des Verfahrens, bei dem
eine Federung überschüssige Druckausübung
beim Andrücken der Platte auf den Probenträ-
ger aufnimmt und somit für eine gleichmäßige
Druckbeaufschlagung sorgt.

Abb. 3 zeigt schematisch ein Ausführungsbei-
spiel für ein Verfahren, bei dem eine Platte aus
quellendem Material bis auf einen kleinen Ab-
stand auf den Probenträger abgesenkt wird.

Abb. 4 zeigt Spektren der MALDI-Flugzeit-Mas-
senspektrometrie nach der Entfernung von Kul-
turüberständen von einem Enterobacteriales-
Sediment, einmal unter Verwendung eines be-
rührungsfreien Verfahrens, oberes Diagramm A,
wie es beispielsweise aus E. A. Idelevich et
al., Clin. Microbiol. Infect. 2018 (7): 738-743 be-
kannt ist, wo Whatman® Cellulose Filterpapier
als saugfähiges Material eingesetzt wurde, und
einmal unter Verwendung eines kontaktierenden
Verfahrens gemäß Prinzipien der Erfindung, un-
teres Diagramm B; vertikale Achse: Intensität
in willkürlichen Einheiten; horizontale Achse: la-
dungsbezogene Masse m/z.

Detaillierte Beschreibung

[0031] Während die Erfindung anhand einer Anzahl
von Ausführungsformen dargestellt und erläutert wur-
de, werden Fachleute auf dem Gebiet anerkennen,
dass verschiedene Änderungen in Form und Detail
daran vorgenommen werden können, ohne vom Um-
fang der in den beigefügten Patentansprüchen defi-
nierten technischen Lehre abzuweichen.

[0032] Abb. 1A zeigt eine Anordnung von Tropfen
(2) entlang einer Achterreihe auf einem Probenträger
(4), der einer MALDI-Probenträgerplatte oder einem
für die Infrarot-Spektrometrie geeigneten Objektträ-
ger entsprechen kann. Über dem Probenträger (4) ist
eine Platte (6) eines saugfähigen Materials in Stel-
lung gebracht. Die Platte (6) wird langsam lotrecht
gegen den Probenträger (4) bewegt, wobei die Trop-
fen (2) mit dem saugfähigen Material der Platte (6) ab
einem bestimmten Absenkpunkt in Berührung kom-
men, so dass die Tropfenflüssigkeit von dem Material
der Platte (6) über Kapillarkräfte aufgenommen wird,
Abb. 1B. Im Unterschied zu früheren Offenbarungen
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kann diese Absenkbewegung mit einem Aufsetzen
der Platte (6) auf den Probenträger (4) enden wie dar-
gestellt, Abb. 1C. Auf diese Weise kann eine vollflä-
chige Berührung zwischen Platte (6) und Tropfenan-
ordnung (2) hergestellt werden, die weniger Restflüs-
sigkeit von den Tropfen (2) auf den Mikroorganismen-
Sedimenten hinterlässt und damit folgende spektro-
metrische Messungen der Sedimente erleichtert.

[0033] Überraschenderweise hat sich herausge-
stellt, dass ein zuvor vermuteter Stempeleffekt, ge-
mäß dem viele Mikroorganismen-Zellen bei unmittel-
barer Berührung mit dem saugfähigen Material der
Platte (6) durch Übertragung auf diese aus dem Sedi-
ment entfernt werden und dadurch eine anschließen-
de Messung wegen der Verringerung des verfügba-
ren Biomaterials erschweren, weshalb in früheren Of-
fenbarungen ein kontaktloses Abziehen der Flüssig-
keit befürwortet wurde, deutlich geringer ausgeprägt
ist als befürchtet. Zwar haben Experimente im Hau-
se der Anmelderin, in denen die zum Flüssigkeitsauf-
nehmen verwendeten Platten bebrütet wurden, erge-
ben, dass Mikroorganismenkolonien auf der Platten-
fläche an den Stellen entstehen können, wo Tropfen-
flüssigkeit aufgenommen wurde, jedoch erwies sich
die Menge des „abgestempelten“ Biomaterials ent-
gegen der Erwartung als so gering, dass die folgen-
den spektrometrischen Untersuchungen des auf dem
Probenträger (4) verbliebenden Materials nicht be-
einträchtigt wurden.

[0034] Eine ausgereifte wissenschaftliche Erklärung
für diese vorteilhaften Eigenschaften konnte noch
nicht gefunden werden. Es wird jedoch vermutet,
dass die Wechselwirkung zwischen Fasern des Plat-
tenmaterials und Mikroorganismen sehr gering ist, so
dass beide nicht gut aneinander haften, was dem
Stempeleffekt entgegenwirkt. Ferner wird angenom-
men, dass das Einschränken der Plattenbewegung
auf ein rein lotrechtes Absenken auf den Probenträ-
ger unter Vermeidung von seitlichen Scherbewegun-
gen, im Gegensatz zu der früheren Offenbarung, wo
seitliche Bewegungen durchaus empfohlen wurden,
auch die Gefahr einer Verschmierung des Mikroorga-
nismen-Biofilms, die zur Umlagerung von Zellen vom
Probenträger an das Plattenmaterial führen könnte,
verringert und gegebenenfalls beseitigt.

[0035] Nach Berührung erfolgt die Aufnahme der
Tropfenflüssigkeit, gegebenenfalls begünstigt durch
vorherige leichte Anfeuchtung des Plattenmaterials,
in sehr kurzer Zeit; üblicherweise Bruchteilen einer
Sekunde. Danach kann die örtlich flüssigkeitsange-
reicherte Platte (6) wieder angehoben und entfernt
werden, Abb. 1D. Die aufgenommene Flüssigkeit
wird sicher in dem Kapillargeflecht der Platte (6) ge-
halten, so dass keine Gefahr besteht, dass sie beim
(lotrechten) Abheben wieder heraustropft und den
Probenträger (4) verunreinigt. Vielmehr handelt es
sich um eine sehr sichere und verlässliche Art der

Flüssigkeitsentfernung. Die teils vollgesaugte Plat-
te (6) wird als Verbrauchsmaterial typischerweise
entsorgt, was bei mikrobiologischen Anwendungen
von Vorteil ist. Sie könnte gegebenenfalls aber auch
waschbar und dann wiederverwendbar sein.

[0036] Wie bereits zuvor ausgeführt, werden die von
den Tropfen (2) umschlossenen Mikroorganismen-
Sedimente durch das sanfte Aufnehmen der Flüs-
sigkeit mittels Kapillarkräften nicht entfernt, sondern
verbleiben größtenteils mittig auf der Oberfläche des
Probenträgers (4), wo die Tropfen (2) abgelegt wa-
ren. Das sedimentierte und nun von Flüssigkeit be-
freite Material steht damit weiterer Bearbeitung zur
Verfügung wie beispielsweise einer Probenpräparati-
on für die Infrarot-Spektrometrie, die Ionisierung mit-
tels matrix-unterstützter Laserdesorption oder ähnli-
chen Prozessierschritten, angedeutet durch Aufpipet-
tieren einer Arbeitsflüssigkeit, zum Beispiel Matrix-
substanz für MALDI, bei (8) in Abb. 1E.

[0037] Der Abstand vom Plattenrand zum nächst-
gelegenen Tropfen entspricht vorzugsweise mindes-
tens dem Tropfenradius auf der Fläche des Proben-
trägers, sicherer ist der Tropfendurchmesser, um zu
vermeiden, dass bei der Flüssigkeitsaufnahme in das
saugfähige Material biogefährliche Bestandteile zu
nahe an den Rand gesogen werden, wo die Plat-
te vom Laborpersonal gegebenenfalls gegriffen wird.
Ein ähnlicher Sicherheitsabstand sollte für die Min-
destdicke der Platte eingehalten werden, um einem
Durchwirken der aufgenommenen Flüssigkeit zu der
Plattenfläche, die von der Flüssigkeitsaufnahme ab-
gewandt ist, vorzubeugen.

[0038] In einer Variante des zuvor erläuterten Ver-
fahrens kann die Platte (16) nach dem Absenken ge-
gen den und Aufsetzen auf dem Probenträger (14)
auch leicht angedrückt werden, um eine vollflächi-
ge Berührung von Platte (16) und Anordnung (12)
oder Probenträgeroberfläche, die die vollständigs-
te Flüssigkeitsaufnahme erlaubt, zu gewährleisten.
Um insbesondere bei händischem Andrücken zu ver-
meiden, dass ein übermäßiger Druck ausgeübt wird
(beispielsweise von unerfahrenem Laborpersonal),
der das Mikroorganismen-Sediment beeinträchtigen
kann, können Platte (16) und Probenträger (14) rela-
tiv zueinander federgelagert sein, wie durch die Wen-
delfedern (18) in den Abb. 2A bis Abb. 2D schema-
tisch angedeutet. Es versteht sich, dass der Proben-
träger (14), die Platte (16) oder auch beide Elemen-
te federgelagert sein können, um den gewünschten
Effekt zu erzielen, wenngleich in der Sequenz aus
Abb. 2 nur die Federung des Probenträgers (14) il-
lustriert ist.

[0039] Eine Platte (16) eines saugfähigen Materials
wird gegen den die Flüssigkeitstropfen (12) tragen-
den Probenträger (14) abgesenkt, Abb. 2A. In die-
sem Zustand ist die Federung (18) entspannt. Sobald
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die Platte (16) mit dem Tropfenüberstand in Berüh-
rung kommt, was noch vor der Berührung mit der Pro-
benträgeroberfläche geschieht, wird die Tropfenflüs-
sigkeit in das saugfähige Material der Platte (16) auf-
genommen, Abb. 2B. Auch in diesem Zustand ist die
Federung (18) noch entspannt. Sobald die Platte (16)
auf dem Probenträger (14) aufsetzt, wird Widerstand
bei der Absenkbewegung spürbar. Nun kann Druck
ausgeübt werden, um eine gleichmäßige und insbe-
sondere vollflächige Berührung von Platte (16) und
Probenträgeroberfläche oder Anordnung (12) zu ge-
währleisten und Restflüssigkeit so weit wie möglich
aufzunehmen, Abb. 2C. Die Federung (18) ist jetzt
gemäß des ausgeübten Drucks N und der Federkon-
stanten zusammengedrückt und verhindert somit ex-
zessiven Druck auf die Mikroorganismen-Sedimente.
Nach einer Zeitspanne von Bruchteilen einer Sekun-
de, wenn die Flüssigkeit in das Plattenmaterial auf-
genommen ist, kann die Platte (16) wieder lotrecht
abgehoben werden und legt somit die flüssigkeits-
abgereicherten Mikroorganismen-Sedimente frei, die
dann weitergehender Bearbeitung auf dem Proben-
träger (14) zugänglich sind, Abb. 2D. Die Federung
(18) entspannt sich dabei wieder.

[0040] Es versteht sich, dass die Wendelfedern (18)
aus dem vorgenannten Beispiel lediglich der Illustrie-
rung des Federungsprinzips dienen. Es können in
den hier vorgestellten Verfahren auch andere Fede-
rungsmechanismen zu Einsatz kommen, wie es ein
Praktiker für zweckmäßig hält.

[0041] Vorstehend wurden Ausführungsformen be-
schrieben, in denen die saugfähige Platte (26) unmit-
telbar auf dem Probenträger (24) aufgesetzt wird. Es
ist jedoch auch möglich, die Platte (26) leicht über
dem Probenträger (24) auf Abstand zu halten, zum
Beispiel durch Absetzen auf einem seitlichen Grat
(28), wenn sie aus einem quellenden saugfähigen
Material gefertigt ist, Abb. 3. Durch die Berührung
der Plattenfläche mit den Tropfenüberständen wird
Flüssigkeit örtlich in die Platte (26) aufgenommen
und führt dort zu einer Volumenvergrößerung („Auf-
quellung“), so dass das aufgequollene Material mit
den Mikroorganismen-Sedimenten sachte in Berüh-
rung kommt, siehe den vergrößerten Ausschnitt in
Abb. 3. Es hat sich herausgestellt, dass durch diese
sachte Berührung das Sediment nicht weiter beein-
trächtigt wird, insbesondere werden nur wenige Mi-
kroorganismen-Zellen auf die Plattenfläche übertra-
gen („Stempeleffekt“), jedoch erlaubt sie es, die Trop-
fenflüssigkeit vollständiger aufzunehmen, als es mit
den früher veröffentlichten, durch Verwendung nicht-
quellender Materialien streng auf Abstand basieren-
den Techniken möglich ist. Die Menge an Restflüs-
sigkeit, die nach dem (lotrechten) Abheben der ört-
lich vollgesaugten Platte (26) auf dem Probenträger
(24) verbleibt wird dadurch verringert, was die nach-
folgenden spektrometrischen Messungen erleichtert.

[0042] Um die Handhabung der Platte zu vereinfa-
chen, kann sie in einen Rahmen eingelegt oder ein-
gespannt sein. Der Rahmen lässt sich beispielsweise
so dimensionieren, dass er einen Probenträger, auf
dem sich ein Tropfenfeld befindet, bündig umschließt,
wie in EP 3 376 202 A1 beschrieben. Er lässt sich
als Einwegartikel auslegen, der zusammen mit der
vollgesaugten Platte entsorgt wird, oder auch wasch-
bar und wiederverwendbar sein. Mögliche Ausgestal-
tungen umfassen einen Rahmen mit abgestufter In-
nenkontur, auf der die Platte reibschlüssig ablegbar
ist. Gleitet der Rahmen um die äußere Probenträger-
kontur herunter, wird ab einem bestimmten Punkt der
Flüssigkeitskontakt hergestellt. Der Rahmen hat fer-
ner den Vorteil, für eine verlässliche Ausrichtung und
Führung der Platte relativ zum Tropfenfeld zu sorgen.

[0043] In einer alternativen Ausführungsform, eben-
falls vom Prinzip her in EP 3 376 202 A1 beschrie-
ben, kann der Rahmen fest mit der Platte verbunden
werden. Beispielsweise lässt sich ein überstehender
zugeschnittener Rand des saugfähigen Materials fal-
zen und dann mit einem Kunststoff tränken, welcher
dann aushärtet, um Festigkeit und Formstabilität zu
gewährleisten (einstückige Variante). Der Rahmen
kann gegebenenfalls auch am äußeren Umfang an
die Platte unter Verwendung eines Spritzkunststoffs
angespritzt werden.

[0044] Ebenfalls aus EP 3 376 202 A1 bekannt ist,
einen Probenträger, der das Tropfenfeld trägt, in ei-
nen allseitig umschließenden Schacht einzulegen.
Die Platte kann dann ähnlich dimensioniert sein wie
der Probenträger und von der oberen Schachtöffnung
an abwärts langsam auf den Probenträger herun-
tergleiten. Griffmulden an den Schachtwänden kön-
nen das Einlegen und Herausheben von Probenträ-
ger und Platte erleichtern.

[0045] Abb. 4 zeigt Messdaten, die die Vorteile des
hier beschriebenen Verfahrens verdeutlichen. Die
(nahezu) vollständige Entfernung eines Tropfenüber-
stands, hier Kultur- oder Nährlösungsüberstand nach
Bakterienbebrütung unmittelbar auf einem MALDI-
Probenträger, gemäß Prinzipien der vorliegenden Of-
fenbarung, unteres Diagramm B, und damit auch die
Entfernung von Kontaminationen, z.B. Bestandteilen
des Nährmediums oder Salzen, die die anschließen-
de Messung stören können, führt zu einer verbesser-
ten Qualität der Messdaten in Form von höheren In-
tensitäten der Ionensignale sowie einem verbesser-
ten Signal-zu-Rausch-Verhältnis.

[0046] Bezüglich einer Bestimmung der antibio-
tischen Suszeptibilität (Cephalosporin-Antibiotikum:
Ceftazidim) von untersuchten Gram-negativen Bak-
terien lieferten das erfindungsgemäße kontaktieren-
de Verfahren und das berührungsfreie Verfahren aus
dem Stand der Technik nach 4h / 4,5h / 5h Bebrü-
tung übereinstimmende Ergebnisse im Vergleich zu
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einem üblichen Nährlösungs-Mikroverdünnungsver-
fahren (20h Bebrütung) zu 95% / 100% / 100% bzw.
93% / 93% / 92%, was den hohen Nutzen dieser Ab-
läufe unterstreicht.

[0047] Neben den beispielhaft erläuterten Ausfüh-
rungen sind noch weitere Ausführungsformen der Er-
findung denkbar. In Kenntnis dieser Offenbarung ist
es dem Fachmann ohne weiteres möglich, weitere
vorteilhafte Aufbereitungsverfahren von Proben für
eine Infrarotspektrometrische oder massenspektro-
metrische Messung unter Verwendung eines desor-
bierenden Ionisierungsverfahrens zu entwerfen, die
vom Schutzbereich der Patentansprüche unter Ein-
schluss etwaiger Äquivalente umfasst sein sollen.

Patentansprüche

1.    Verfahren zur Probenaufbereitung auf ei-
nem spektrometrischen Probenträger, aufweisend
die Schritte:
- Bereitstellen des Probenträgers, der eine Anord-
nung aus vereinzelten Flüssigkeitstropfen umfasst,
die jeweils Mikroorganismen-Sedimente umschlie-
ßen,
- Bereitstellen einer Platte eines saugfähigen Materi-
als,
- lotrechtes Absenken der Platte auf den Proben-
träger derart, dass Mikroorganismen-Sedimente und
Platte sich berühren, wobei die Flüssigkeitstropfen in
das saugfähige Material aufgenommen werden,
- Abheben der örtlich mit Tropfenflüssigkeit angerei-
cherten Platte vom Probenträger, wodurch die flüs-
sigkeitsabgereicherten Mikroorganismen-Sedimente
freigelegt werden, und
- Präparieren der freigelegten Mikroorganismen-Se-
dimente für eine spektrometrische Messung.

2.  Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Platte
ein quellendes saugfähiges Material aufweist und bis
auf einen kurzen Abstand über dem Probenträger ab-
gesenkt wird, so dass ein Überstand der Tropfen mit
der Platte in Berührung kommt und von dieser aufge-
nommen wird, wobei das saugfähige Material örtlich
an den Stellen der aufgenommenen Tropfenflüssig-
keit aufquillt und mit den Mikroorganismen-Sedimen-
ten in Berührung kommt.

3.  Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Plat-
te unmittelbar auf den Probenträger aufgesetzt und
sachte angedrückt wird, so dass sich Anordnung und
Platte vollflächig berühren.

4.  Verfahren nach Anspruch 3, bei dem Probenträ-
ger und/oder Platte relativ zueinander federgelagert
sind, so dass übermäßige Druckausübung beim An-
drücken von der Federung aufgenommen wird.

5.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 4, bei
dem eine dem Probenträger zugewandte Plattenflä-

che vor dem Absenken leicht angefeuchtet wird, um
das Aufnehmen der Tropfenflüssigkeit zu beschleu-
nigen.

6.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 5, bei
dem die Platte saugfähige Fasern aus Zellstoff und/
oder Pflanzenfasern aufweist.

7.   Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 6,
bei dem ein Tropfenvolumen etwa ein bis zwölf Mi-
krolitern entspricht.

8.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 7, bei
dem die Mikroorganismen-Sedimente in Flüssigkeits-
tropfen aus Nährlösung oder Waschflüssigkeit bereit-
gestellt werden.

9.  Verfahren nach Anspruch 8, bei dem der Nähr-
lösung eine antimikrobielle Substanz beigemischt ist.

10.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 9,
bei dem sich dem Präparieren der freigelegten Mi-
kroorganismen-Sedimente eine infrarot- oder mas-
senspektrometrische Messung von dem Probenträ-
ger anschließt.

11.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 10,
bei dem zwischen Abheben der Platte und Präparie-
ren eine kurze Zeit gewährt wird, um einen etwaig
verbliebenen Restflüssigkeitsfilm auf den Mikroorga-
nismen-Zellsedimenten eintrocknen zu lassen.

Es folgen 4 Seiten Zeichnungen
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