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Schnellere Diagnostik dank
lebendig eingefangenen

Bakterien

Der Nachweis von bakteriellen Erregern einer Blutstrominfektion
(Sepsis) dauert haufig zu lange. Alleine die Blutkultur zur Vermeh-
rung der Bakterien dauert ein bis sieben Tage. In diesem Zeitfens-
ter der Ungewissheit werden Patienten mit empirischen Breitspek-
trumantibiotika behandelt. Neue Technologien, die Bakterien direkt
aus Patientenblut isolieren und nachweisen kénnen, sind daher
sehr gefragt. Dieser Artikel beschreibt neueste Entwicklungen der
translationalen Forschung in diesem Gebiet. Insbesondere wird
eine neuartige Strategie basierend auf kleinen Antikérperfragmen-
ten, sogenannten Nanobodies, als Keimfanger vorgestellt, die im
Rahmen des Nationalen Forschungsprogramms «Antimikrobielle
Resistenz» (NFP 72) entwickelt werden.

Antibiotikaresistenz ist eines der drin-
gendsten medizinischen Probleme un-
serer Zeit. Insbesondere im Zusam-
menhang von Blutstrominfektionen
kann ein schneller diagnostischer
Nachweis des Erregers und dessen An-
Leben

oder Tod entscheiden [1]. In der gingi-

tibiotikaresistenzprofil iiber
gen Praxis miissen die Erreger im Blut
mittels sogenannter Blutkulturen zu-
nichst vermehrt werden, danach iden-
tifiziert
phénotypischen Resistenztestung un-

und abschliessend einer
terzogen werden. Dabei verstreichen je
nach Fall bis zu sieben wertvolle Tage,
fiir die der Arzt ein empirisches Breit-
spektrumantibiotikum  verschrieben
hat. Aufgrund der bedrohlichen welt-
weiten Zunahme von Antibiotikaresis-
tenzen, insbesondere gegeniiber den
verbreitet eingesetzten Cephalospori-
nen und Carbapenemen bei gramnega-
tiven Keimen, sind die empirischen
verabreichten Antibiotika der Erstlini-
entherapie immer hiufiger wirkungs-
los [2]. Die Folgen sind ein mdogliches
Therapieversagen einhergehend mit
erhohter Morbiditit, Liegedauer und
letztlich auch erhohter Mortalitit bei
Infektionen mit resistenten Erregern.

Molekulardiagnostische Methoden
Um dieser Entwicklung zu begegnen,
wurden in den letzten Jahrzehnten in
der Molekulardiagnostik grosse Fort-

1 Universitét Zlrich, Institut fur Medizinische
Mikrobiologie
2 Universitéat Bern, Institut fur Infektionskrankheiten

schritte erzielt. Diagnostisch verfiig-
bare molekulardiagnostische Metho-
den basieren auf einem hochsensitiven
Nachweis von bakterieller DNA, um
sowohl die Erregerspezies als auch
giangige Resistenzgene (z.B. R-Lakta-
masen und Carbapenemasen) direkt
aus Patientenblut nachzuweisen. Wih-
rend die technologischen Vorteile die-
ser Methode unbestritten sind in Be-
zug auf  Geschwindigkeit und
Sensitivitdt, gibt es dennoch zwei
wichtige Schwachstellen: Erstens las-
sen sich mit DNA-basierten Methoden
lebendige und tote Zellen nicht unter-
scheiden, was zu einer relevanten Zahl
von falsch-positiven Testergebnissen
fithrt. Zweitens sind die molekularen
Mechanismen, die zu Antibiotikaresis-
tenz fiithren, sehr komplex, teilweise
iiberlagernd und kénnen nur unvoll-
standig durch die Sequenzierung von
Antibiotikaresistenzgenen abgebildet
werden. Insbesondere in Fillen, in de-
nen Cephalosporin- und/oder
Carbapenemresistenzen molekularbio-
logisch nachgewiesen werden, braucht
es eine erweiterte Resistenztestung auf
andere Antibiotikaklassen (z.B. Ami-
noglykoside und Fluoroquinolone), die
nur mittels phanotypischer Methoden
abgeklart

kénnen. Die molekularen Nachweis-

abschliessend werden
verfahren sind aktuell in den Routine-
IVD-Verfahren hinsichtlich des nach-
weisbaren begrenzt
(z.B. auf die sogenannten
ESKAPE-Bakterien). Die vertriebenen

Tests sind gegeniiber den kulturbasier-

Erregerpanels
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Un diagnostic plus rapide grace a des
bactéries capturées vivantes

Le dépistage d’agents pathogenes bactériens et de
leur résistance dans le cadre des infections du sang est
une urgence, car le succes des thérapies dépend forte-
ment des résistances aux antibiotiques. C’est pourquoi
les nouvelles technologies permettant d’isoler les bac-
téries directement du sang des patients et de prouver
leur présence sont tres recherchées. Face a cette évo-
lution, le diagnostic moléculaire a avancé a grands pas
ces dernieres décennies en vue de démontrer la pré-
sence d’especes pathogénes et méme de genes de
résistance (p. ex. les B-lactamases et les carbapéne-
mases) directement depuis le sang des patients. Mal-
heureusement, les méthodes basées sur I’ADN ne per-
mettent pas de distinguer les cellules mortes des
cellules vivantes, ce qui entraine un nombre non négli-
geable de tests aux résultats faussement positifs. En
outre, les mécanismes moléculaires qui conduisent a
I'antibiorésistance sont particulierement complexes et
ne peuvent étre reproduits que partiellement par le sé-
quencage des genes responsables de I'antibiorésis-
tance. La capture d’agents pathogenes dans le sang
des patients au moyen de petits fragments d’anticorps
stables (nanobodies) constitue une alternative tres pro-
metteuse aux tests de biologie moléculaire tradition-
nels. Dans le cadre du programme national de re-
cherche «Résistance aux antimicrobiens» (PNR 72),
nous travaillons sur les procédés d’enrichissement ba-
Sés sur les nanobodies pour détecter directement les
bactéries vivantes dans le sang des patients.

ten Nachweisverfahren deutlich teurer
mit Kosten von CHF 180.- bis 360.-
pro Patientenprobe. Diese hohen Kos-
ten sind ein deutliches Implementie-
rungshemmnis vor dem Hintergrund
des steigenden Kostendrucks im Ge-
sundheitswesen.

Bakterienzellen enkapsulieren
oder einfangen

Messtechnisch sieht sich die Analytik
vor einer gewaltigen, jedoch losbaren
Herausforderung: Im Patientenblut
stehen bei Bakteridmie nur wenige
Bakterienzellen (Schitzungen zufolge
sind es zwischen 10 und 1000 Keime
pro Milliliter) einer sehr grossen An-
zahl roten Blutkérperchen (10° pro
Milliliter) gegeniiber. Die Blutkultur
dient daher primir der Anreicherung
der bakteriellen Zellen fiir nachge-
schaltete phinotypische Analysen wie
die  Erregeridentifikation  mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie
und die Antibiotikaresistenztestung.
Wiirde es gelingen, die raren bakteriel-
len Keime anderweitig einzufangen
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und damit gegeniiber den Blutzellen
anzureichern, kénnte auf die zeitauf-
wendige Blutkultur verzichtet werden.
In den letzten Jahren wurden techno-
logische Konzepte entwickelt, die Bak-
terienzellen entweder spezifisch en-
[3]

magnetischer Nanopartikel einfangen

kapsulieren oder  mittels
[4]. Ein ungelostes Problem bei diesem
Vorgehen ist, dass die Bakterien dabei
zerstort werden, womit weitere Resis-
tenztestungen auf phénotypischer Ba-
sis verunmoglicht werden.

Antikorper, die Bakterien mit hoher
Spezifizitat und Affinitat binden, stel-
len eine bereits erprobte Variante dar,
um Keime lebendig einzufangen. In
diesem Zusammenhang stellen sich
aber zwei grundsitzliche Probleme.
Erstens stammen solche Antikorper ty-
pischerweise aus immunisierten Mau-
sen oder Hasen und sind demnach po-
nicht
Zweitens erkennen solche Antikorper

N
i

Antikérper

lyklonal  und erneuerbar.

Nanobody
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in der Regel hochvariable Zucker- und
Proteinstrukturen (sogenannte O- und
H-Antigene), die sich zwischen Stam-
men verschiedener Serotypen der glei-
chen Spezies unterscheiden. Alleine
schon fiir die Spezies des haufigen
Blutstromerregers  Escherichia  coli
wurden 157 verschiedene O-Antigene
und 57 H-Antigene beschrieben [5]. Es
ist demnach nicht verwunderlich, dass
sich aufgrund dieser Komplexitit in
Bezug auf verschiedene Serotypen an-
Methoden bislang

nicht etablieren konnten.

tikérperbasierte

Gramnegative Bakterien verfiigen ne-
ben O- und H-Antigenen auch iiber
Proteine in der dusseren Membran —
sogenannte «outer membrane prote-
ins« (OMP) —, welche zum Teil sehr
konserviert sind und sich daher kaum
zwischen Stimmen der gleichen Spe-
zies unterscheiden. Die zuginglichen
Bindungsstellen von OMP verstecken
sich jedoch tief in der dusseren Memb-

Bild 1: Bakterien mittels Nanobodies lebendig einfangen. Die Nanobodies sind ca. 12-mal
kleiner als konventionelle Antikérper und binden an ein hochkonserviertes Protein in der

ausseren Membran (OMP).
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Bild 2: Sybodies — synthetische Nanobodies (aus Zimmermann et al., elLife, 2018). Von den
Autoren wurde eine Technologieplattform entwickelt, um rasch und zuverlassig syntheti-
sche Nanobodies (genannt Sybodies) gegen OMP zu generieren, die letztlich im zellularen

Kontext binden.
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ran und werden durch die Zucker-
strukturen der O-Antigene abge-
Daher sind OMP fir
konventionelle Antikérper schwer zu-

schirmt.
ganglich.

Natiirliche und kiinstliche
Nanobodies

In den letzten Jahren wurden grosse
Fortschritte im Gebiet der Antikérper-
technologie verzeichnet. Eine wichtige
Errungenschaft war die Entdeckung
kleiner Antikérperfragmente aus Ka-
melen, Lamas und Alpakas, soge-
nannte Nanobodies [6]. Nanobodies
sind ca. 12-mal kleiner als konventio-
nelle Antikoérper, und dennoch verfii-
gen sie iiber identische Eigenschaften
in Bezug auf Spezifizitat und Affinitat
[71.

Grosse sind Nanobodies bestens geeig-

Aufgrund ihrer bescheidenen
net, um an OMP im zelluldren Kontext
der lebenden Bakterienzelle zu binden.
Zudem sind Nanobodies sehr stabil
und lassen sich in grossen Mengen
giinstig herstellen.

In einem Projekt, das im Rahmen des
Nationale Forschungsprogramms «An-
timikrobielle Resistenz» (NFP 72) ge-
fordert wird, entwickeln wir zurzeit
natiirliche als auch kiinstlich erzeugte
Nanobodies gegen hochkonservierte
OMP der wichtigen drei gramnegati-
ven Pathogene Escherichia coli, Pseu-
domonas aeruginosa und Klebsiella
pneumoniae [8]. Mit der Flycode-Tech-
nologie haben wir ein patentiertes Ver-
fahren entwickelt, das ein Screening
einer grossen Anzahl von Nanobodies
direkt im zelluliren Kontext gegen
OMP ermoglicht [9].

Zurzeit arbeiten wir an einem techni-
schen Verfahren, um Bakterien mittels
dieser Nanobodies direkt aus Patien-
tenblut einzufangen, und zwar in le-
bendigem Zustand. Das unmittelbare
Ziel ist es, die Blutkultur tberfliissig
zu machen, um moéglichst rasch mit
der phénotypischen Resistenztestung
beginnen zu kénnen. Ein wichtiger As-
pekt dieses Vorhabens ist, dass die
Routineablaufe im Diagnostiklabor
moglichst nicht verdndert werden, um
die Eintrittshiirden fiir die Implemen-
tation moglichst tief zu halten.

Wir hoffen, dass wir mit unserem Pro-
jekt einen wichtigen Beitrag zur Resis-
tenztestung von gefihrlichen gramne-
gativen Keimen leisten werden. Die
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speziesspezifischen Nanobodies haben
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