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Schnellere Diagnose von Sepsiserregern

Mikrobielle Krankheitserreger lassen sich durch Hochdurchsatzsequenzierung
ihres Erbguts und spezielle bioinformatische Auswertungsalgorithmen eindeu-
tig innerhalb von nur 24 Stunden diagnostizieren. Dies haben Fraunhofer-
Forscher in einer klinischen Studie mit Sepsispatienten gezeigt. Wie sie hierbei
vorgehen, stellen sie auf der Medica vom 13.-17. November 2017 in Diisseldorf
vor.

Schatzungen zufolge erkranken allein in Deutschland pro Jahr etwa 150 000 Menschen
an einer Sepsis; allen medizinischen Fortschritten zum Trotz sterben immer noch zwi-
schen 30 und 50 Prozent der Patienten an den Folgen der »Blutvergiftung«. Einer der
Grunde: FUr die lebensrettende Therapie mit Antibiotika, die spezifisch nur den ursach-
lichen Erreger bekampfen, kommt die Diagnose oft zu spat. Denn die Sepsiserreger
werden in aller Regel Uber sogenannte Blutkulturen nachgewiesen, bei der die Keime
aus Blutproben der Patienten im Labor kultiviert werden. Bis sich die Erreger vermehrt
haben und ein Ergebnis vorliegt, verstreichen zwei bis finf Tage. Zudem liefert die
Blutkultur in der Regel nur in 10 bis 30 Prozent der Falle ein positives Ergebnis, das dem
behandelnden Arzt bei der Therapie-Entscheidung helfen kann.

Dank rasanter Fortschritte in der Nukleinsaureanalytik kann mit heute verfligbaren
Hochdurchsatztechnologien, dem Next-Generation Sequencing (NGS), das komplette
Genom von Organismen innerhalb nur weniger Stunden sequenziert und mit bekann-
ten Gensequenzen abgeglichen werden.

Forscher am Fraunhofer-Institut fir Grenzflachen- und Bioverfahrenstechnik IGB haben
auf der Grundlage dieser Technologien eine alternative Diagnoseplattform flr Sepsis
entwickelt. Dabei identifizieren sie Bakterien, Pilze oder Viren direkt Gber eine Se-
guenzanalyse ihres Erbguts (DNA) — ohne die Erreger zuvor im Labor kultivieren zu
mussen. In klinischen Studien, welche die Wissenschaftler in Kooperation mit dem Uni-
versitatsklinikum Heidelberg durchfiihrten, konnten sie ihr Diagnoseverfahren mit Blut-
proben von Sepsispatienten validieren. Die infektidsen Mikroorganismen wiesen sie
dabei durch die Hochdurchsatzsequenzierung von frei im Blut zirkulierender DNA nach
(CNAPS, fur engl. Circulating Nucleic Acids in Plasma and Serum).

Bakterien, Viren und Pilze gleichzeitig und schnell nachweisen

»Mit unserem Next-Generation-Sequencing-Diagnoseverfahren konnten wir innerhalb
von nur 24 Stunden feststellen, mit welchen Erregern die Patienten infiziert warenx,
erldutert Dr. Kai Sohn, Leiter der Arbeitsgruppe »Functional Genomics« am Fraunhofer
IGB, die Ergebnisse. »Durch die direkte Sequenzierung der DNA einer Blutprobe entfallt
der aufwendige Schritt, die Mikroorganismen im Labor zu kultivieren. So kénnen wir
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Ein weiterer Vorteil: Enthalten die Proben nicht nur DNA von Bakterien, sondern auch
von Viren oder Pilzen, werden diese ebenso sequenziert, analysiert und identifiziert. »In
unserer Studie konnten wir beispielsweise einen viralen Erreger als Krankheitserreger
eines Patienten identifizieren. Die Blutkultur des Patienten zeigte dagegen ein negatives
Ergebnis, weil hier nur Bakterien erfasst werden kdnnen, erklart der Wissenschaftler.

Zugleich liefert das Verfahren nicht nur qualitative, sondern auch quantitative Ergebnis-
se. »Anhand der Anzahl der Genomfragmente erkennen wir mit unserer Technologie,
welche Erreger sich im Patienten stark vermehrt haben und welche bereits auf die The-
rapie ansprechenc, erldutert Sohn. Dies ermdglicht dem Arzt, sofort weitere gezielte
TherapiemaBnahmen in die Wege zu leiten, anstatt wertvolle Zeit mit einer falschen
Medikation verstreichen zu lassen.

Bioinformatische Algorithmen identifizieren relevante Erreger

Uber 99 Prozent der im Blutplasma frei zirkulierenden DNA sind menschlichen Ur-
sprungs — die Identifizierung der Sepsiserreger gleicht somit der sprichwortlichen Suche
nach der Nadel im Heuhaufen. Die Forscher setzen daher spezielle Softwareprogramme
ein, um die sequenzierten Fragmente mit einer Genom-Datenbank, in die sie 6ffentlich
verfligbare DNA-Sequenzen von Bakterien, Pilzen und Viren eingespeist haben, abzu-
gleichen.

Doch nicht jeder identifizierte Mikroorganismus ist zwangslaufig auch Verursacher der

Sepsis. Eine der groBten Herausforderungen bei der Auswertung der Daten ist es daher
abzuschatzen, ob der durch die Sequenzierung erhaltene von dem statistisch zu erwar-
tenden Befund abweicht. Um diese entscheidende Frage beantworten zu konnen, ent-
wickelte der Bioinformatiker Philip Stevens in seiner Doktorarbeit am Center for Integ-

rative Bioinformatics Vienna (CIBIV) und am Institut fur Grenzflachenverfahrenstechnik

und Plasmatechnologie (IGVP) der Universitat Stuttgart einen speziellen Algorithmus.

Das zum Patent angemeldete Herzstiick des Diagnoseverfahrens vergleicht die Sequen-
zierungsergebnisse mit sequenzierten Fragmenten aus dem Blut gesunder Probanden.
»Der Algorithmus liefert uns so einen Punktwert, mit dem wir die Signifikanz der Daten
beurteilen und das mikrobielle Grundrauschen, also harmlose Bakterien unserer Haut-
oder Darmflora, als diagnoserelevante Erreger ausschlieBen konnen, erldutert Stevens.
Die klinischen Studien zeigten, dass die berechneten Diagnosen mit denen der Blutkul-
tur sehr gut korrelierten und zusatzlich noch ein Vielfaches an Krankheitserregern
durch das neue Diagnoseverfahren gefunden werden konnte.




\

FRAUNHOFER-INSTITUT FUR GRENZFLACHEN- UND BIOVERFAHRENSTECHNIK IGB

Nachweis von Antibiotikaresistenzen

Die Resistenz von Bakterien gegenlber gebrauchlichen Antibiotika wie Methicillin,
Vancomycin oder Tetracyclin wird Uber entsprechende Resistenzgene vermittelt. »Die
Hochdurchsatzsequenzierung erlaubt es daher, in der gleichen Analyse nicht nur die
biologische Art des Erregers, sondern auch seine Resistenzgene zu identifizieren und
bei der Auswahl der Therapie zu berucksichtigen«, erganzt Sohn.

Weiterentwicklung

Um die Zeit bis zur Diagnose weiter zu verklrzen, untersuchen die Wissenschaftler, wie
das Verfahren auf neuere Sequenzierplattformen Ubertragen werden kann. Mit der
Nanoporen-Sequenzierung beispielsweise, die sich momentan in der Erprobungsphase
befindet, kann DNA in noch kiirzerer Zeit als bisher sequenziert werden. Damit wiirde
zukUnftig die spezifische Diagnose von Infektionen innerhalb eines Zeitraums von sechs
bis acht Stunden maoglich. Die Validitat der Methode ist zudem in einer weiteren Stu-
die, deren Daten in Kurze publiziert werden, von klinischen Experten bewertet worden.
Die durch das Verfahren erhaltenen positiven Befunde wurden zu 96 Prozent als plau-
sibel betrachtet. Eine multizentrische Validierungsstudie mit renommierten klinischen
Partnern ist in Vorbereitung und wird Anfang 2018 beginnen.

Das Fraunhofer IGB stellt die Sepsisdiagnostik mittels Next-Generation Sequencing vom
13.-17. November 2017 auf der Medica in DUsseldorf am Fraunhofer-
Gemeinschaftsstand (Halle 10, Stand GO5) vor.

Die Arbeiten wurden in folgenden Zeitschriften publiziert:
Grumaz et al. (2016) Next-generation sequencing diagnostics of bacteremia in septic
patients, Genome Medicine (2016)8:73; DOI 10.1186/513073-016-0326-8

Decker et al. (2017) Immune-Response Patterns and Next Generation

Sequencing Diagnostics for the Detection of Mycoses in Patients with Septic Shock—
Results of a Combined Clinical and Experimental Investigation, International Journal of
Molecular Sciences (2017)18,1769; DOI 10.3390/ijms18081796

Mit modernen DNA-
Sequenzierungstechnologien
diagnostiziert das Fraunhofer IGB
Sepsiserreger zuverlassig und inner-
halb kiirzester Zeit.

(1) Mit der automatisierten DNA-
Isolation lassen sich bis zu 44 klinische
Proben gleichzeitig aufbereiten.
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(2) Die Sequenzier-Flowcell ist
LB B R Mo | Sagh der Trager, auf den die DNA-
Fragmente gebunden werden
und auf der die simultane
Hochdurchsatz-
Parallelsequenzierung ablauft.
(© Fraunhofer IGB) |
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Die Fraunhofer-Gesellschaft ist die fiihrende Organisation fiir angewandte Forschung in Europa. Unter ihrem Dach arbeiten 67 Institute und
Forschungseinrichtungen an Standorten in ganz Deutschland. 24 000 Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter erzielen das jahrliche Forschungsvolumen
von 2,1 Milliarden Euro. Davon fallen Gber 1,8 Milliarden Euro auf den Leistungsbereich Vertragsforschung. Uber 70 Prozent dieses Leistungsbe-
reichs erwirtschaftet die Fraunhofer-Gesellschaft mit Auftrdgen aus der Industrie und mit 6ffentlich finanzierten Forschungsprojekten. Internationa-
le Kooperationen mit exzellenten Forschungspartnern und innovativen Unternehmen weltweit sorgen flr einen direkten Zugang zu den wichtigsten
gegenwartigen und zukinftigen Wissenschafts- und Wirtschaftsrdumen.

.Das Fraunhofer-Institut fiir Grenzflachen- und Bioverfahrenstechnik 1GB entwickelt und optimiert Verfahren und Produkte fir die Geschafts-.
felder Gesundheit, Chemie und Prozessindustrie sowie Umwelt und Energie. Das Institut verbindet hochste wissenschaftliche Qualitat mit professi-
onellem Know-how in seinen Kompetenzfeldern — stets mit Blick auf Wirtschaftlichkeit und Nachhaltigkeit. Komplettldsungen vom Labor- bis zum
PilotmaBstab gehdren dabei zu den Starken des Instituts. Das konstruktive Zusammenspiel der verschiedenen Disziplinen am Fraunhofer IGB er&ff-
net neue Ansétze in Bereichen wie Medizintechnik, Nanotechnologie, industrieller Biotechnologie oder Umwelttechnologie.



