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(57) Zusammenfassung: Durch die Ertfindung werden ein Verfahren und eine Vorrichtung zum phénotypischen Nachweis von Car-
bapenemasen und Carbapenemase-Bildnern bereitgestellt, indem einer Probe, von der angenommen wird, dass sie solche Carbapene-
mase-Bildner und / oder Carbepenemasen enthilt, ein Substrat der allgemeinen Formel A-(L)-M1-(X)-Z worin M ein Carbapenem
Grundgeriist ist, einer von A oder Z ein Quencher, der andere von A oder Z ein Fluorophor, L ein fakultativer Linker, X eine fakultative
Abgangsgruppe zur Verkniipfung von Z mit dem Carbapenem Grundgeriist und Z eine fakultative Abgangsgruppe ist, zugegeben wird.
Weiter gibt die Erfindung ein Verfahren zum phénotypischen Nachweis resistenter Bakterien, insbesondere 3 MRGN oder 4MRGN,
an, indem die Enzyme einer bakteriellen Kultur bei einer Lyse in ein Lysat freigesetzt werden und anschlieBend das Lysat als zu un-
tersuchende Probe einem vorgenannten Verfahren unterzogen wird, um das Vorhandensein resistenzvermittelnder Carbapenemasen
phénotypisch nachzuweisen.
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VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUM NACHWEIS VON CARBAPENEMASE

Gebiet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren sowie auf eine Vorrichtung zum
phanotypischen Nachweis von Carbapenemase und Carbapenemase-Bildnern. Ferner be-
zieht sie sich auf ein Verfahren zum phanotypischen Nachweis Antibiotika-resistenter Bak-
terien, wie beispielsweise Enterobacteriaceae, welche die vorgenannten resistenzvermit-
telnden Carbapenemasen bilden. Schliel3lich bezieht sich die Erfindung auch auf verschie-
dene Verwendungen der vorbeschriebenen Verfahren sowie auf ein markiertes Substrat
zum phanotypischen Nachweis von Carbapenemase-Bildnern, welches zum Einsatz in den

vorbeschriebenen Verfahren geeignet ist.

Hintergrund der Erfindung

Multiresistente gramnegative Stabchenbakterien (MRGN), wie Acinetobacter sp., Pseu-
domonas sp. oder Enterobacteriaceae (z.B. Klebsiella spp., Escherichia coli), treten in den
letzten Jahren immer haufiger als Erreger nosokomialer Infektionen in Erscheinung und
sind heute vielerorts von groferer klinischer Bedeutung als multiresistente grampositive
Bakterien (MRSA, MRSE). Die Ubertragung von MRGN erfolgt durch direkten Kontakt mit
infizierten Personen oder durch Weitergabe (iber das Pflegepersonal. Zudem ist die ausge-
pragte Umweltpersistenz der MRGN problematisch. Diese Bakterien kénnen auch auf un-

belebten Oberflachen verweilen und sich Uiber kontaminierte Gegensténde ausbreiten.

Unter den bevorzugten antibakteriellen Verbindungen, die als therapeutische Substanz
verwendet werden konnen, sind p-Lactam-Antibiotika, welche als gemeinsames chemi-

sches Merkmal einen B-Lactam-Ring als zentrale Struktur, also das Strukturelement

|
7

enthalten, welches in verschiedenen Stellungen des Ringes substituiert sein kann oder mit
anderen Ringen oder Ringsystemen, die fiir sich wiederum substituiert oder unsubstituiert
sein kdnnen, kondensiert sein kann. Beispiele solcher -Lactam-Antibiotika sind Penicilline,

Cephalosporine, Pename, Carbapeneme, Carbapename und monocyclische 3-Lactame.
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Die antibakterielle Wirkung zahlreicher p-Lactam-Antibiotika beruht darauf, dass sie in die
Synthese der bakteriellen Zellwand eingreifen, indem sie die Murein-Synthese und damit
die Quervernetzung der bakteriellen Zellwand inhibieren. Der -Lactam-Ring 6ffnet sich im
Zytosol des exponierten Bakteriums und bindet in der gedffneten Form irreversibel an das
fur die Quervernetzung der Peptidoglykane bendtigte bakterielle Enzym D-Alanin-
Transpeptidase. Das Enzym wird vor allem bei sich teilenden Bakterien bendtigt, da bei
diesen die starre Zellwand gedffnet und teilweise neu synthetisiert werden muss. Durch die
irreversible Bindung an die D-Alanin-Transpeptidase kann keine Zellwand mehr syntheti-
siert werden, und das Bakterium verliert seine wichtigste Schutzhtlle. Daneben kommt es
durch den stéandigen Auf- und Abbau der defekten Zellwand zu toxischen Abbauprodukten,

das befallene Bakterium stirbt schlielich ab.

MRGN, aber auch Gram positive Erreger wie multiresistente Staphylococcus Bakterien
(z.B. MRSA und MRSE) sind jedoch in der Lage resistenzvermittelnde Enzyme, wie -
Lactamase und/oder Carbapenemase, zu bilden. Diese Enzyme spalten den p-Lactam-
Ring des Antibiotikums hydrolytisch, woraufhin keine Bindung mehr zu den Proteinen der
letzten Schritte der Biosynthese des Peptidoglykans in der bakteriellen Zellwand mdglich ist
und die antibiotische Wirksamkeit verloren geht. Bei einer Erhdhung der Konzentration von

B-Lactam-Antibiotikum wird auch das spaltende Enzym vermehrt von MRGN gebildet.

Nachdem noch vor einigen Jahren Carbapenem-Resistenz bei Enterobacteriaceae und
klinisch wichtigen Nonfermentern Gberwiegend in Slidosteuropa, im Nahen Osten und Sid-
ostasien nachgewiesen wurden, haufen sich nun mehr auch in Deutschland Probleme mit
Carbapenem-Resistenz. Es werden zunehmend Infektionen durch solche Erreger als im-
portierte Pathogene beobachtet. Bei Enterobacteriaceae wird eine Carbapenem-Resistenz
haufig durch Bildung einer Carbapenemase verursacht. Carbapenemasen sind besonders
potente B-Lactam-Ring-spaltende Enzyme, die neben Penicillinen und Cephalosporinen

auch Carbapeneme unterschiedlich stark hydrolysieren und damit inaktivieren kdnnen.

Die MRGN-Definition der Kommission flr Krankenhaushygiene und Infektionspravention
am Robert-Koch-Institut (KRINKO) basiert auf der phanotypischen Resistenz gegen Leit-
substanzen aus den vier wichtigsten Antibiotikagruppen, die bei schweren Infektionen mit
gramnegativen Stabchenerregern (MRGN) eingesetzt werden: Acylaminopenicilline, Ce-
phalosporine der 3. und 4. Generation, Carbapeneme und Chinolone. Erreger werden als
3MRGN bezeichnet, wenn sie gegen drei der oben genannten Antibiotikagruppen resistent
sind. Erreger werden als 4MRGN eingruppiert, wenn sie unabhangig von der Erregerart

gegen alle vier Antibiotikagruppen resistent sind.
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Antibiotika, die als Standardtherapeutika eingesetzt werden, sind also bei 3MRGN- oder
4MRGN-Infektionen ganz oder weitgehend unwirksam. Deshalb ist es notwendig, Infektio-
nen mit multiresistenten Erregern sehr schnell nachzuweisen, um die richtige Therapie mit
einem der wenigen noch vorhandenen Reserveantibiotika moglichst frih einleiten zu kon-
nen. Ein weiterer wichtiger Grund flr den Bedarf an schnellen Verfahren zum Nachweis
von Keimen, die f-Lactam-Ring spaltende Enzyme (wie -Lactamase oder Carbapenema-
se) bilden, ist, dass frihzeitig besondere hygienische Malinahmen eingeleitet werden mus-
sen, um die Verbreitung solcher Problemkeime zu verhindern. Konventionelle Nachweisver-
fahren sind jedoch zum Teil sehr zeit- und arbeitsintensiv und nicht in der Lage fUr alle j-

Lactam-Ring spaltenden Enzyme zuverlassige Ergebnisse zu liefern.

Dies gilt insbesondere flr konventionelle, mikrobiologisch-kulturelle Verfahren, bei denen
verdachtige Proben zur Identifikation der Keime zunachst auf klassischen Nahrmedien, wie
z.B. festen Agarplatten, angezlichtet (kultiviert) und phanotypisch differenziert werden.
Solche mikrobiologisch-kulturellen Verfahren sind in der Regel erst nach ca. 48 Stunden (im
Falle eines negativen Befundes, d.h. ohne oder mit nicht relevantem Wachstum) oder erst
nach ca. 48 bis 72 Stunden (bei relevantem Nachweis) in der Lage, ein Ergebnis zu liefern.
Diese langen Bearbeitungszeiten sind jedoch, insbesondere wenn es sich um die Untersu-
chung klinischer Proben von beispielsweise hochgradig immungeschwachten Menschen,
Sauglingen oder von Patienten auf der Intensivstation handelt, nicht tolerierbar, da hier po-

tenziell keine Therapieoptionen mehr zur Verfligung stehen und oftmals jede Minute zahlt.

Seit einiger Zeit stehen auch chromogene Nahrmedien zur Verfigung, welche unter den
Markennamen "CHROMagar Orientation" (Fa. Becton Dickinson) und "CPS ID2" (Fa. bio-
Mérieux) erhaltlich sind. Durch den Zusatz von speziellen Chromogenen werden entspre-
chend der Enzymaktivitat des Keimes verschiedenfarbige Verbindungen freigesetzt (z.B.
Bildung von braunen, blauen oder rosafarbenen Kolonien). Solche Medien sind jedoch spe-
ziell fur die Harndiagnostik entwickelt und dienen in erster Linie der vorlaufigen und raschen
Identifizierung der wichtigsten Erreger von Harnwegsinfekten. Eine alleinige Verwendung
von chromogenen Nahrmedien zur |dentifizierung von Enterobacteriaceae und anderen
gramnegativen Stabchen ist aber nicht ausreichend. Eine Zuordnung der Keime in Gruppen

ist zwar moglich, eine exakte Speziesidentifizierung jedoch nicht.

Neben der Keimidentifizierung auf klassischen oder chromogenen Nahrmedien stehen
neue, leistungsstarkere und schnellere massenspektrometrische Methoden (z.B. mittels
eines MALDI-TOF-Massenspektrometers) zur Verfiigung. Die Identifizierung der Bakterien
kann hiermit nach ca. 24 Stunden Inkubation erfolgen. Danach wird ein Antibiogramm (An-

tibiotikaempfindlichkeitstest) zur Auswahl geeigneter Antibiotika fur die Therapie durchge-
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fuhrt. Dies dauert weitere ca. 24 Stunden. Bestatigt sich der Verdacht eines ESBL (exten-
ded spectrum B-Lactamase)- oder Carbapenemase-positiven Erregers, sind zusatzlich Be-
statigungstests obligatorisch, z.B. mittels eines PCR-Nachweisverfahrens (PCR: Poly-
merasekettenreaktion) zur genotypischen Resistenzbestimmung und/oder mittels zusatzli-
cher standardisierter Bestimmungen der minimalen Antibiotika-Hemmkonzentrationen
(Agardiffusionstest, Epsilometer-Test). Trotz fortschreitender Automatisierung der Verfah-
ren zur Sensibilitatstestung kann eine Therapie zur Behandlung von MRGN also in jedem

Fall frihestens nach ca. 48 Stunden beginnen.

Zum schnellen und direkten Nachweis von Carbapenemasen im Probenmaterial oder als
Kulturbestatigungstest stehen zudem molekulargenetische Nachweissysteme zur Verfu-
gung, die unter den Markennamen "Xpert Carba-R" (Fa. Cepheid GmbH) oder "eazyplex
SuperBug complete” (Fa. Amplex BioSystems GmbH) als entsprechende Kits kommerziell
erhaltlich sind. Allerdings erschwert die grofde genetische Variabilitat und Flexibilitat der j3-
Lactamase exprimierenden Gene den genotypischen Nachweis. Durch eine Mutation in-
nerhalb der B-Lactamase exprimierenden Gene sind namlich auch Bakterien mit verander-
ten Genen in der Lage, die extended spectrum -Lactamase (ESBL) zu produzieren. Dem-
zufolge existiert keine einheitliche Zielsequenz zum Nachweis aller ESBL- und/oder
Carbapenemase-Gene und molekulargenetische Nachweisverfahren erlauben somit nur
bedingt die Vielzahl an bekannten ESBL-assoziierten Gene und Genvarianten nachzuwei-

sen.

Mit dem unter dem Markennamen "RAPIDEC CARBA NP" von der Fa. bioMérieux vertrie-
benen Schnelltest ist seit kurzem ein weiteres, biochemisches Nachweisverfahren auf dem
Markt, welches den Nachweis auf Vorhandensein von Carbapenemase-bildenden Bakte-
rien auf Basis einer Anderung des pH-Wertes im Wachstumsmedium erbringt. Diese pH-
Anderung entsteht durch die Spaltung eines p-Lactam-Ringes und soll einen schnellen
Carbapenemase-Nachweis ermdglichen, kritisch ist jedoch von vorneherein die Tatsache,
dass die Anderung des pH-Wertes ein sehr unspezifischer Indikator ist. So scheiden Bakte-
rien bei der Verstoffwechselung von Nahrstoffen ebenfalls Sduren aus, die das Ergebnis
beeinflussen kdénnen. Zudem werden Inkubatoren oftmals mit Kohlenstoffdioxid begast,
welches sich in wassrigen Medien zum Teil unter Bildung von Kohlensaure I6st. Dartuber
hinaus ist der pH-Wert von Puffersystemen, in denen der Test durchgeflihrt wird, oftmals
temperaturabhangig und kann somit auch das Testergebnis beeinflussen. Bei all dem ist zu
beflirchten, dass mit diesem Test insbesondere bei komplexen klinischen Probenmateria-

lien keine eindeutigen und verlasslichen Ergebnisse geliefert werden kdnnen.
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Es besteht somit ein Bedarf an Mitteln und Verfahren, welche schnell und spezifisch die
Aktivitdt von ESBL- und / oder Carbapenemase-Enzymen, unabhangig von der genauen
Identitat des diese ESBL- und / oder Carbapenemase bildenden Erregers in klinisch rele-

vanten Proben nachweisen kdnnen.

Zusammenfassung der Erfindung

Die vorliegende Erfindung wurde vor dem Hintergrund des vorstehend beschriebenen
Standes der Technik gemacht, wobei es Aufgabe der vorliegenden Erfindung war, ein Ver-
fahren sowie eine Vorrichtung zum phanotypischen Nachweis von Carbapenemasen und
Carbapenemase-Bildnern bereitzustellen, welche den Carbapenemase-Nachweis auf spe-
zifische, schnelle und verlassliche Weise auch im Falle von komplexem (klinischem) Pro-
benmaterial ermdglichen. Aufderdem ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein ent-
sprechendes Substrat zum phanotypischen Nachweis von Carbapenemasen und Carba-
penemase-Bildnern bereitzustellen, welches in einem vorgenannten Verfahren bzw. einer
vorgenannten Vorrichtung zum Einsatz kommen kann. Die vorliegende Erfindung bezieht
sich auf ein Verfahren zum phanotypischen Nachweis von Carbapenemase-Bildnern und
Carbapenemase, indem einer Probe, von der angenommen wird, dass sie solche Carba-

penemase-Bildner enthalt, ein Substrat der allgemeinen Strukturformel (1):
A-(L)-Mi-(X)-Z (h

zugesetzt wird, wobei My ein Carbapenem-Grundgertist der Formel (My) ist:

R2
H

TN =
Ty

W/HM,,.

(Ma);

und wobei R, R1 und R2 jeweils unabhangig voneinander ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus H, ein C4-Cg Alkyl, (Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, t-Butyl, iso-Propyl,
optional substituiert mit z.B. —OH, -SH, =0, =S, -NH.), optional substituiertem Oxy-Alkyl,
Halogen, -OH, -SH, primares oder sekundares Amin, Ether, Ester, einem optional substitu-
ierten Alkenyl, einer optional substituierten aromatischen Verbindung, einer optional substi-

tuierten heterozyklischen Verbindung, Thiol oder Thioether ist; wobei entweder A und Z ein
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Fluorophor/Quencher-Paar bilden, oder A eine Reportergruppe und Z eine Festphase dar-
stellt, oder A eine Festphase und Z eine Reportergruppe darstellt, L ein fakultativer Linker
zur Kopplung von A an das Carbapenem-GrundgerUst ist, und X eine fakultative Abgangs-
gruppe zur Verknlipfung von Z mit dem Carbapenem Grundger(st ist, und wobei nach en-
zymatischer Spaltung des Substrats durch Carbapenemase die Gruppe Z freigesetzt wird.
In einer bevorzugten Ausfilhrungsform ist R2 entweder H oder Methyl. Wenn A und Z ein
Fluorophor/Quencher-Paar bilden, ist A ein Quencher oder ein Fluorophor und Z ein Quen-
cher oder ein Fluorophor, wobei, wenn A ein Quencher ist, Z ein Fluorophor ist, und wenn A
ein Fluorophor ist, Z ein Quencher ist. R1 ist vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe
bestehend aus -CH»-, -O-, -S-, -CO-. In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform ist
R1 CH». Eine bevorzugte Abgangsgruppe (X) ist eine Abgangsgruppe, die einen Thioether
—S— oder eine Thioether-Verbindung —S—R— oder ein Sulfonsadureester (-O-SO»-) oder eine
Sulfonsaureesterverbindung (—O-SO2-R) ist oder enthalt. Ein bevorzugter Linker (L) ist ein
Linker, der eine Etherbindung, eine Esterbindung, ein Carbamat oder eine Amidbindung ist

oder enthalt.

Vorzugsweise ist die Gruppe A-(L)- mit dem beta-Lactamring des Carbapenem-
Grundgertists verknipft und die Gruppe —(X)-Z mit dem flinfgliedrigen Ring des Carbape-
nem-Grundgerists verknlpft. In einer bevorzugten Ausfihrungsform der erfindungsgema-
Ren Substrate nimmt die Gruppe A-(L)- den Platz von R in der Formel (M) ein und die

Gruppe —(X)-Y nimmt den Platz von R1 in der Formel (M1) ein.

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist das im Verfahren verwendete Sub-

strat die Strukturformel (ll) auf:

(1,
wobei R1 abwesend ist oder ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus -CH»-, -O-, -
S-, -CO-, (-CH=CH)n-CH>- (mit n = 1-4), CHOH, und wobei R2, A, L, X und Z wie oben defi-
niert sind. In dem erfindungsgemafRen Verfahren unter Verwendung eines Fluoro-

phor/Quencher-Paares wird vor der Freisetzung des Fluorophors oder des Quenchers (Z)
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die Fluoreszenz des Fluorophors durch Forster-Resonanzenergie-Transfer auf den Quen-
cher (A) verringert oder geldoscht und nach der Freisetzung des Fluorophors oder des
Quenchers (Z) sind der Quencher und der Fluorophor raumlich voneinander getrennt, so-
dass kein Forster-Resonanzenergie-Transfer mehr erfolgt und ein Anstieg der Fluores-
zenzintensitat gemessen werden kann. Vorzugsweise wird als Quencher ein Fluorophor
verwendet, der im Fdrster-Resonanzenergie-Transfer als Fluoreszenzakzeptor agiert. In
einer weiteren Ausfihrungsform wird als Quencher ein energetisch auf den Fluorophor ab-
gestimmter Black Hole Quencher eingesetzt, welcher die Fluoreszenz des Fluorophors im
gebundenen Zustand ausldscht. In den erfindungsgemalfen Verfahren werden Fluorophore
bevorzugt, deren Fluoreszenzintensitat insensitiv auf pH-Anderungen des Umgebungsme-
diums reagiert. In einer weiteren AusfUhrungsform kann im Verfahren ein selbst-

guenchender Fluorophor verwendet werden.

In dem erfindungsgemafien Verfahren unter Verwendung einer Reportergruppe und einer
Festphase, wird das Substrat an einer Festphase (z.B. Glastrager) immobilisiert und die
Carbapenemase-Aktivitat durch Freisetzung (Abtrennung) der Reportergruppe von der
Festphase nachgewiesen. Hierbei kann, je nach Konfiguration, lediglich die Reportergruppe
vom Substrat abgespalten werden (wobei das Substrat an der Festphase verbleibt; wenn Z
= Reportergruppe und A = Festphase), oder das Substrat zusammen mit der Reportergrup-

pe abgespalten werden (wenn A = Reportergruppe und Z = Festphase).

Der Linker (L) kann eine Esterbindung RCOOR, Etherbindung —O— oder ein sekundare
Aminbindung —NH- darstellen oder enthalten. Die Abgangsgruppe (X) kann ein Thioether —

S— oder eine Thioether-Verbindung —S—R— sein oder enthalten.

In dem erfindungsgemafien Verfahren kann zusatzlich ein phanotypischer Nachweis von
weiteren beta-Lactamasen bzw. beta-Lactamase-Bildnern in der zu untersuchenden Probe

gefuhrt werden. Hierzu wird der Probe ein Substrat der Strukturformel (1V)

(V)
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zugegeben, wobei R1, A, L, X und Z wie oben definiert sind, und wobei nach enzymatischer
Spaltung des Substrats durch beta-Lactamase die Gruppe Z freigesetzt wird. In diesem
Aspekt der Erfindung werden vorzugsweise die Substrate (l1l) und (IV) Fluorophore mit un-
terschiedlichen Emissionsmaxima aufweisen, um den phanotypischen Nachweis von
Carbapenemase- und weiteren beta-Lactamase-Bildnern in der Probe parallel und gleich-

zeitig durchzufUhren.

In den erfindungsgemalfen Verfahren wird die Fluoreszenzintensitat vorzugsweise mittels
hochsensitiver Messtechnik, insbesondere eines Photomultipliers, gemessen. Die Fluores-
zenzintensitat kann jedoch auch mit einer einfachen Photodiode gemessen werden, optio-

nal kann dann zusatzlich eine Signalverstarkung mittels eines Photomultipliers erfolgen.

In einem weiteren Aspekt bezieht sich die Erfindung auf ein Verfahren zum phanotypischen
Nachweis resistenter Bakterien, indem die Enzyme einer bakteriellen Kultur bei einer Lyse
in ein Lysat freigesetzt werden und anschlieRend das Lysat als zu untersuchende Probe
einem oben beschriebenen Verfahren unterzogen wird, um das Vorhandensein resistenz-
vermitteInder Carbapenemasen und/oder beta-Lactamasen insbesondere beta-Lactamasen
mit erweitertem Spektrum (ESBL) phanotypisch nachzuweisen. Vorzugsweise werden die
Bakterien nach Erreichen einer ausreichenden Zellzahl, die z. B. durch Messen der opti-
schen Dichte und / oder durch eine dynamische Messung des Streulichts bestimmt wird,
lysiert. Hierzu kann der bakteriellen Kultur ein Lysepuffer zugegeben werden und / oder ein
mechanisches Aufschlussverfahren, insbesondere ein Ultraschallverfahren, benutzt wer-

den.

Bei dem erfindungsgemalen Verfahren kdnnen multiresistente grampositive oder gramne-
gative Bakterien, insbesondere 3MRGN oder 4MRGN, in einer zu untersuchenden Probe
oder einem Lysat einer daraus erstellten bakteriellen Kultur nachgewiesen werden. In einer
bevorzugten Ausfilhrungsform wird die bakterielle Kultur zunachst in ein selektives Nach-

weismedium gegeben, in dem alle nicht-resistenten Bakterien abgetdtet werden.

Die vorbeschrieben Verfahren kénnen in der klinischen Diagnostik von Patientenproben
und / oder zur Untersuchung von Abstrichen, die von Gerateoberflachen oder sonstigen
Flachen im Rahmen einer Hygiene-Kontrolle genommen werden, und / oder zur Untersu-
chung von toxikologischen oder pharmakologischen Substanzen, insbesondere zum Nach-
weis Uberlebender multiresistenter (gramnegativer) Bakterien im Rahmen eines Wirkstoff-

screenings eingesetzt werden.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung richtet sich auf eine Vorrichtung zum phanotypischen

Nachweis von Carbapenemase-Bildnern mit (1) einer Einrichtung zur Zugabe eines Sub-
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strates der Strukturformel (1) oder (lll) wie oben definiert, zu einer Probe, von der ange-
nommen wird, dass sie solche Carbapenemase-Bildner enthalt, (2) einer Fluoreszenzanre-
gungsquelle zur optischen Anregung des verwendeten Fluorophors, und (3) einem Messge-
rat zur quantitativen Bestimmung der Fluoreszenzintensitat des vom Quencher getrennten
Fluorophors. Vorzugsweise kann die Vorrichtung eine Einrichtung zur Zugabe eines Lyse-
puffers und / oder eine Ultraschalleinrichtung, um durch Lyse einer bakteriellen Kultur die
zu untersuchende Probe herzustellen, sowie ggf. eine Temperiereinrichtung zum Halten der
bakteriellen Kultur und / oder Probe vor und / oder nach Zugabe des Substrates auf einer
gewiinschten Temperatur, umfassen. Das Messgerat enthalt vorzugsweise einen Photomul-

tiplier, der mit einer Ausgabeeinrichtung gekoppelt ist.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung bezieht sich auf die oben beschriebenen Substrate als
solche. Ein weiterer Aspekt der Erfindung richtet sich auf Teststreifen und andere feste
Substrate, wie z.B. Beads oder Mikropartikel, an denen das erfindungsgemafe Substrat
immobilisiert vorliegt, sowie Testsysteme und Kits, die die an eine Festphase immobilisier-

ten erfindungsgemalien Substrate enthalten.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

Fig. 1 zeigt den Reaktionsschritt eines Fluoreszenz-basierten Verfahrens zum Nachweis

von extended spectrum p-Lactamase (ESBL) in einer Probe.

Fig. 2 zeigt den Reaktionsschritt eines erfindungsgemalden, Fluoreszenz-basierten Verfah-

rens zum Nachweis von Carbapenemase in einer Probe.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

Voraussetzung fur den phanotypischen Nachweis eines -Lactam-Ring spaltenden Enzyms
wie einer Carbapenemase, oder einer ESBL ist die Synthese eines spezifischen markierten
Substrats, das durch ein solches Enzym spaltbar ist und nach Spaltung ein messbares Sig-
nal ausldst. Dies Signal kann entweder eine freigesetzte Reportergruppe sein, oder es kann
sich um ein optisches Signal handeln. Zur Auslésung eines messbaren optischen Signals
wird erfindungsgemalf ein mit einem Fluorophor und einem energetisch passenden Quen-
cher (insbesondere Black-Hole-Quencher, BHQ) markiertes Substrat verwendet, das durch
ein solches Enzym spaltbar ist. Die Auswahl passender Fluorophor/Quencher Paare ist
dem Fachmann bekannt (Fluorescent Energy Transfer Nucleic Acid Probes, Designs and
Protocols; Editors: Vladimir V. Didenko MD, PhD, (2006), Humana Press). Die Nachweisre-

aktion gehorcht der folgenden allgemeinen Beziehung
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E oder
Q-M=FI — Q-M, + FI

Fl-M,—Q —E» FI-M, + Q

worin Q eine Quenchergruppe, Fl eine Fluorophorgruppe, M eine einen B-Lactam-Ring
enthaltende Verbindung und M eine Abbauverbindung nach enzymatischer Spaltung der
Verbindung M durch ein B-Lactam-Ring spaltendes Enzym E bezeichnen. Die als Striche
ausgefilhrten Verbindungen zwischen Q und M; und zwischen FI und My kdnnen Linker

und/oder Abgangsgruppen darstellen oder beinhalten.

Beim erfindungsgemalien Verfahren zum phanotypischen Nachweis von Carbapenemasen
und Carbapenemase-Bildnern, wird einer Probe, von der angenommen wird, dass sie sol-
che Carbapenemase-Bildner und / oder Carbapenemasen enthalt, wenigstens ein Substrat
der allgemeinen Strukturformel (1)

A-(L)-Mi=(X)-Z ()

zugesetzt, wobei M1 ein Carbapenem-Grundger(ist ist und wobei entweder A und Z ein Flu-
orophor/Quencher-Paar bilden, oder A eine Reportergruppe und Z eine Festphase darstellt,
oder A eine Festphase und Z eine Reportergruppe darstellt, L ein fakultativer Linker zur
Kopplung von A an das Carbapenem-GrundgerUst ist, und X eine fakultative Abgangsgrup-
pe zur Verknupfung von Z mit dem Carbapenem Grundgerust ist. Nach enzymatischer
Spaltung des Substrats durch Carbapenemase wird die Gruppe Z freigesetzt (je nach Re-

aktion zusammen mit, oder getrennt von der Abgangsgruppe X).

Das Carbapenem-Gundgeriist M, ist vorzugsweise eine Verbindung der Formel (M1)

¥
H

TN
Ty

MHHM,.

, (M1)
wobei R, R1 und R2 jeweils unabhangig voneinander H, ein C4-Cs Alkyl, (Methyl,
Ethyl, Propyl, Butyl, t-Butyl, iso-Propyl, optional substituiert mit z.B. -OH, -SH =0, =S, -
NH-), optional substituiertem Oxy-Alkyl, ein Halogen, -OH, -SH, ein primares oder sekunda-

res Amin, ein Ether, ein Ester, einem optional substituierten Alkenyl, einer optional substitu-
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ierten aromatischen Verbindung, einer optional substituierten heterozyklischen Verbindung,
ein Thiol oder ein Thioether ist. In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform ist R2
entweder H oder Methyl. Vorzugsweise ist R1 -CH»-, -O-, -S-, oder -CO-, insbesondere
bevorzugt ist R1 CHa.

In einer Ausfilhrungsform ist die Gruppe A-(L)- mit dem beta-Lactamring des Carbapenem-
Grundgertists verkn(ipft ist und die Gruppe —(X)-Z mit dem funfgliedrigen Ring des Carba-
penem-Grundgerlsts verknUpft. Vorzugsweise ist die Gruppe A-(L)- an der Position von
Substituent R mit dem Carbapenem-Grundgerust verknupft (R = A-(L)-) oder an den Substi-
tuenten R gekniipft und die Gruppe —(X)-Z ist vorzugsweise an der Position von Substituent
R1 mit dem Carbapenem-Grundgerlst verknipft (R1 = -(X)-Z), oder sie ist an den Substi-
tuenten R1 geknupft.

Wird kein Fluorophor/Quencher-Paar verwendet ist die Reportergruppe (A bzw. X) ausge-
wahlt aus der Gruppe bestehend aus einem Quencher, einem Fluorophor, einer chromoge-
nen Gruppe, einem Absorptionsfarbstoff wie z.B. einem Azofarbstoff, einem Metallkomplex-
farbstoff, einem Dioxazinfarbstoff, einem Indigofarbstoff, einem Nitro- und/oder Schwefel-
farbstoff, einem Triphenylmethanfarbstoff, einem Phthalocyaninfarbstoff, einem Nitrosofarb-
stoff (mit chromophoren Gruppe wie z.B. R-C=C-R, R-N=N-R, R-NO,, R-C=0, R-C=NH, R-
N=0); einer radioaktiv-markierten Gruppe (z.B. durch Einsatz von Isotopen: z.B. 3H, 11C,
13C, 14C, 13N, 150, 18F, 26Al, 32P, 33P, 35S, 36Cl, 41Ca, 125l, 131l).

Wird eine Festphase verwendet, d.h. das Substrat Uber einen Linker an eine Oberflache
immoblilisiert dann kann die Oberflache z.B. ein Glastrager, ein Foliensubstrat (Substrate
kénnen z.B. PEN, PET sein), PDMA, oder partikulare Strukturen (Nanopartikel, Mikroparti-
kel z.B. Silica-Partikel, Beads z.B. magnetic Beads) oder ein Polymer (z.B. Polystyrol) sein.
Die Immobilisierung tber den Linker (L) kann z.B. erfolgen durch Chemisorption (Au — HS-
R), durch kovalene Bindung (z.B. Uber Aldehyd-, Epoxy-, Isothiocyanat-Funktionalisierung
der Oberflache, diese reagieren mit HoN-R; Uber Maleimide-, Mercaptosilan-
Funktionalisierung der Oberflache, diese bindet Thiole), oder durch nicht-kovalente Anbin-

dung (z.B. durch Biotin-R an Streptavidin-funktionalisierte Oberflache (und umgekehrt)).

Geeignete Linker (L) sind z.B. C4-C12 Alkyl und Oxy-Alkyl (Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, t-
Butyl, iso-Propyl, Pentyl, Hexyl, Heptyl Octyl, Nonyl, Decyl, Undecyl, Dodecy, neben Alka-
nen auch Alkene und Alkine, optional substituiert mit z.B. -OH,-SH, =O, NH,, =S, Halogen,
primaren oder sekundaren Aminen, Ester, Ether, Thiole, weiterhin kénnen sie bestehen aus
/ beinhalten: Thioether, aromatische Verbindungen, zyklische Verbindungen und Heterozyk-

len. Linker kdnnen mit funktionellen Gruppen zur Anbindung an feste Phase ausgestattet



WO 2018/206445 PCT/EP2018/061557
12

sein, hierzu zahlen z.B. Carbonsauren, Thiocarbonsauren, Peroxycarbonsauren, Thiole,
Sulfonsauren, Sulfensauren, Sulfinsduren, Sulfoxide, Carbonsdureanhydride, Carbonsau-
reester, Sulfonsdureester, Salpetersaureester, Carbonsaurehalogenide, Sulfonsdurehalo-
genide, Carbonsduramide, Sulfonsaureamide, Carbonsdurehydrazide, Nitrile, Aldehyde,
Thioaldehyde, Ketone, Thioketone, Oxime, Hydrazone, Alkohole, Phenole, Amine, Imine,
Hydrazine, Thioether, Thiolester und Ether, sowie und deren aktiviere Formen (z.B. Car-
bonsaurechloride, NHS-Ester, ...), daneben kann der der Linker auch biotinyliert sein zur

Bindung an Streptavidin (und umgekehrt).

Geeignete chemische Abgangsgruppen (X) sind z.B. Thiole —S—R, Sulfonate, substituierte
Tosylate, und Mesylate, Thiophenolate und substituierte Thiophenolate, —S-Ar, Phenolate
oder substituierte Phenolate, Phenoxide —O—Ar (mit Ar = Aryl). Weiterhin kénnen die Ab-
gangsgruppen Derivate von Carbamaten, Carbonaten, Thiocarbamaten oder Thiocarbona-
ten sein, dartiber hinaus auch anorganische Ester (z.B. der Phosphorsaure / Phosphate
oder der Schwefelsaure / Sulfonate), weiterhin organische Ester, Anhydride, Alkohole, Car-
bonsauren und Halogenide (z.B. |- fur Radioaktiv-Label) sowie Diazoververbindungen. Eine
bevorzugte Abgangsgruppe (X) ist eine Abgangsgruppe, die einen Thioether —S— oder eine
Thioether-Verbindung —S—R— oder ein Sulfonsaureester (-O-SO2-) oder eine Sulfonsau-

reesterverbindung (-O-SO,-R) ist oder enthalt.

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform des erfindungsgemafien Verfahren zum phanotypi-
schen Nachweis von Carbapenemase, bzw. Carbapenemase-Bildnern wird einer Probe,
von der angenommen wird, dass sie Carbapenemase oder Carbapenemase-Bildner ent-

halt, ein Substrat der allgemeinen Strukturformel (l11)

(1)
zugegeben, wobei R1 abwesend ist oder ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus -CHz-, -O-, -S-, -CO-, CHOH, (-CH=CH),-CH2- (mit n = 1-4), und wobei R2, A, L, X und

Z wie oben definiert sind. In besonders bevorzugten Ausflihrungsformen ist R2 Methyl und



WO 2018/206445 PCT/EP2018/061557
13

R1 eine CH; Gruppe, R2 Methyl und R1 abwesend, R2 H und R1 eine CH> Gruppe, oder
R2 H und R1 abwesend. Speziell bevorzugte Substrate sind:

COH

Nach enzymatischer Spaltung des obigen Substrates durch Carbapenemase zerfallt das

obige Substrat (lll) in die Reaktionsprodukte

Je nach Ausflhrungsform flr X bzw. Z kann zusatzlich zu Z auch X freigesetzt werden,

oder es kann die Gruppe —(X)-Z freigesetzt werden.

Das Nachweisverfahren beruht auf einer Anderung der Fluoreszenz, die nach der Trennung
der fluoreszierenden Gruppe Z oder A von der korrespondierenden quenchenden Gruppe A
oder Z beobachtet wird, bzw. auf dem Nachweis der vom Substrat abgespaltenen oder mit
dem Substrat abgespaltenen Reportergruppe. Das Verfahren ist per se spezifisch flr
Carbapenemasen, welche das jeweilige Substrat akzeptieren und den p-Lactam-Ring hyd-
rolytisch unter Bildung einer Carbonsadure und unter gleichzeitiger Freisetzung des Fluoro-
phors oder des Quenchers (Z) bzw. der Reportergruppe 6ffnen. Wird ein Fluoro-
phor/Quencher-Paar verwendet, kann z.B. die Freisetzung des Fluorophors bzw. des
Quenchers und ein damit einhergehender Anstieg der Fluoreszenz der Anwesenheit einer
den B-Lactam-Ring des Carbapenems spaltenden Carbapenemase in der jeweiligen Probe

zugeschrieben werden. Ist das Fluorophor/Quencher-Paar ein FRET-Parchen, kann man
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im Fall der Abspaltung eines der beiden Partner auch eine Fluoreszenzabnahme messen,
und/oder ggf. eine Verschiebung der Fluoreszenzwellenlange. Der einzige Faktor fiir die
Freisetzung des Fluorophors bzw. des Quenchers, oder der Reportergruppe stellt die En-
zymaktivitat dar. Somit ist eine gemessene Anderung der Fluoreszenz oder der Nachweis
der freigesetzten Reportergruppe ein direktes und zuverlassiges Mal} flir das Vorhanden-
sein von Carabapenemase in der Probe. Wird ein Substrat mit einer der anderen oben be-
schriebenen Reportergruppen (z.B. Farbstoff, radioaktive Gruppe) verwendet, kann der
Nachweis auf flr die jeweilige Reportergruppe geeignete Weise erfolgen (Nachweis der
von der Festphase freigesetzten Radioaktivitat, UV-Vis-Spektroskopische Messung, etc.).
Als nicht-limitierendes Beispiel kann das Substrat an eine Festphase (A) gekoppelt sein,
wobei A z.B. ein Bead oder eine Glasoberflache ist. Unter Einwirkung einer Probe, die ein
Carbapenemase enthalt, wird die Reportergruppe (Z) von der Festphase getrennt und kann
im Uberstand nachgewiesen werden, oder es kann z.B. eine Entfarbung der Beads beo-
bachtet werden. Ein weiteres Beispiel ist ein Teststreifen, auf welchem das oder die erfin-
dungsgemalte(n) Substrat(e) immobilisiert wurden, wobei eine Entfarbung einer Bande mit
immobilisiertem Substrat und/oder die Freisetzung der Reportergruppe nachgewiesen wird,
(z.B. durch einen papierchromatographischen Nachweis der freigesetzten (chromophoren)
Reportergruppe). Diese Ausfilhrungsformen ermdglichen einen Nachweis mit einfachen
Mitteln, sodass dieser auch unter schwierigen Bedingungen, z.B. in Gebieten mit einem

geringeren Entwicklungsstandard zuverlassig durchgefuhrt werden kann.

Durch den Einsatz eines Fluoreszenz-Messsystemes in Kombination mit der vorbeschrie-
benen Fluoreszenz-basierten, enzymatischen Nachweisreaktion wird die Zeit von der Pro-
benahme bis zum Vorliegen eines Ergebnisses Uber das Vorhandensein von Carbapene-
mase in der Probe enorm verklirzt. Somit bietet das erfindungsgemalie Verfahren die Mdg-

lichkeit zum schnellen Vor-Ort-Nachweis von Carbapenemase in der Probe.

In einer besonders bevorzugten Ausflihrung der Erfindung kdnnen der Probe sowohl das
vorgenannte Substrat zum Fluoreszenz-basierten Nachweis von Carbapenemase als auch
das nachgenannte Substrat zum Fluoreszenz-basierten Nachweis von B-Lactamase wie
z.B. ESBL der allgemeinen Strukturformel (1V)
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(V)

zugegeben werden, wobei R1, A, (L), (X) und Z wie oben definiert sind. Nach enzymati-

scher Spaltung durch pB-Lactamase wird das obige Substrat zu

(L

"'|||||I

metabolisiert. Je nach AusfUhrungsform fir X bzw. Z kann zusatzlich zu Z auch X freige-

setzt werden, oder es kann die Gruppe —(X)-Z freigesetzt werden.

Das zum Nachweis des Enzyms [-Lactamase eingesetzte Substrat basiert auf einer Ce-
phalosporin-Grundstruktur, welche durch kovalente Anbindung einer Quencher- und einer
Fluorophorgruppe, bzw. einer anderen Reportergruppe chemisch modifiziert worden ist.
Durch Integration der fluoreszierenden oder quenchenden Gruppe, bzw. der Reportergrup-
pe -(X)-Z wird nach enzymatischer Spaltung des p-Lactam-Ringes der Fluorophor oder
der Quencher, bzw. die Reportergruppe (Z) freigesetzt und somit eine Anderung der Fluo-

reszenzintensitat detektierbar, bzw. ein Nachweis der freien Reportergruppe mdaglich.

Bei einem solchen Ausfuihrungsbeispiel, bei dem der Probe sowohl das vorgenannte Sub-
strat zum Fluoreszenz-basierten Nachweis von p-Lactamase als auch das vorgenannte
Substrat zum Fluoreszenz-basierten Nachweis von Carbapenemase zugegeben werden,
sind an die beiden Substrate (namlich einerseits an dasjenige zum Nachweis von -
Lactamase und andererseits an dasjenige zum Nachweis von Carbapenemase) Fluoropho-

re mit unterschiedlichen Emissionsmaxima angebunden, um somit den phanotypischen
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Nachweis von B-Lactamase und Carbapenemase in der Probe parallel und gleichzeitig

durchfiihren zu kdénnen.

Aufgrund der unterschiedlichen Fluoreszenz-Emissionen der beiden Fluorophore kann der
Anteil an Fluorophor, der aus dem ersten, von der Carbapenemase gespaltenen Substrat
freigesetzt wurde, und der Anteil an Fluorophor, der aus dem zweiten, von der -Lactamase
gespaltenen Substrat freigesetzt wurde, eindeutig bestimmt und somit den jeweiligen En-

zymen zugeordnet werden.

Alternativ kbnnen die Reportergruppen und/oder die Fluorophor/Quencher Paare beliebig
so gewahlt werden, dass differenzieller Nachweis der Reportergruppen und/oder Fluoro-
phor/Quencher Paare der verschiedenen Substrate mdglich ist (z.B: Kombination eines
Fluorophor/Quencher-Paares beim Carbapenemase Substrat (llI) und einer chromogenen
Reportergruppe/Festphase beim Substrat (IV), oder Verwendung zweier unterschiedlicher
Farbstoffe (um z.B. die Verwendung beider Substrate auf einem Teststreifen zu ermogli-

chen).

In bevorzugter Weise wird vor der Freisetzung des Fluorophors oder des Quenchers (Z) die
Fluoreszenz des Fluorophors durch Forster-Resonanzenergietransfer auf den Quencher
verringert oder geléscht und sind nach der Freisetzung des Fluorophors oder des Quen-
chers (Z) der Quencher und der Fluorophor raumlich voneinander getrennt, sodass kein
Férster-Resonanzenergietransfer mehr erfolgt und eine Anderung der Fluoreszenz gemes-

sen wird.

Durch den Forster-Resonanzenergietransfer wird die Energie im Substrat vom angeregten
Fluorophor ber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen auf den Quencher Ubertragen. Dem Flu-
orophor steht somit die transferierte Energie nicht mehr flr eine direkte Strahlungsabgabe
zur Verfugung. Bei Anwesenheit des B-Lactam-Ring spaltenden Enzyms wird jedoch der

Fluorophor unter gleichzeitigem Anstieg der Fluoreszenz vom Quencher getrennt.

Eine weitere bevorzugte Ausflihrungsform sieht vor, dass der Quencher selbst ein Fluoro-
phor ist. Somit binden zwei Fluorophore (ein Reporter-Fluorophor und ein Quencher-
Fluorophor) an das Substrat. In diesem gebundenen Zustand wird die Emission des Repor-
ters gequencht. Die enzymatische Spaltung des Substrates fuhrt jedoch zu einer raumli-
chen Trennung von Reporter-Fluorophor und Quencher-Fluorophor und somit zu einem
deutlichen Signalanstieg in der Empfangereinheit zur Aufnahme der Lumineszenzstrahlung.

Durch Messung des Signalanstieges kann das jeweilige Enzym (Carbapenemase und ggf.
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extended spectrum B-Lactamase) sehr empfindlich nachgewiesen werden. Beispiele flr

zum Enzymnachweis geeignete Fluorophor-Fluorophor-Paare sind:

Fluorophor 1: Cy2 - Fluorophor 2: Cy3,
Fluorophor 1: Carboxyfluorescein — Fluorophor 2: Texas Red,

Fluorophor 1: Fluorescein — Fluorophor 2: Rhodamin.

Eine weitere bevorzugte Ausflihrungsform der Erfindung sieht vor, dass als Quencher ein
energetisch auf den Fluorophor abgestimmter Black Hole Quencher eingesetzt wird, wel-

cher die Fluoreszenz des Fluorophors im gebundenen Zustand vollstandig ausldscht.

Gemal einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung reagiert die
Fluoreszenzintensitat des Fluorophors insensitiv auf pH-Anderungen des Umgebungsme-

diums.

Durch die Verwendung pH-insensitiver Fluorophore kann sichergestellt werden, dass pH-
Wert-Anderungen - unabhéngig davon, ob sie durch die Art des Probenmaterials oder
durch bakterielle Stoffwechselprodukte, Kohlenstoffdioxidgehalt oder Temperatur bedingt
sind - das Messergebnis nicht beeinflussen. Durch Messung der Fluoreszenzverhaltnisse

ist somit eine unverfalschte Aussage Uber die Enzymaktivitat in der Probe moglich.

In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung ist es moglich, als Fluorophor
ein selbstquenchendes Fluorophor zu verwenden. Beim selbstquenchenden (selbstl®-
schenden) Fluorophor kann es sich beispielsweise um folgende Fluoreszenzfarbstoffe han-

deln:

Carboxyfluorescein
NBD (Derivate von 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)
BODIPY (Derivate von 4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene)

DPH (Derivate von 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene)

Der Linker L zur kovalenten Anbindung der Gruppe A (z.B. Quencher- oder Fluorophor-
gruppe) an den B-Latcam-Ring kann eine Etherbindung -O- oder ein sekundare Aminbin-
dung -NH- sein oder eine solche aufweisen. Geeignete Linker sind wie flir das erfindungs-
gemale Carbapenem-Substrat beschreiben. Der Linker L muss so beschaffen sein, dass
eine irreversible Kopplung der Gruppe A(z.B. des Quenchers oder des Fluorophors oder
der Reportergruppe, je nachdem, was an dieser Stelle gebunden ist) an das Substrat auch

nach seiner Spaltung durch die Carbapenemase- und B-Lactamase-Aktivitat gegeben ist.
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Ein solcher stabiler Linker kann aufer durch die vorgenannten Ether- oder Aminbindungen
auch durch Thiolgruppen, Carboimide, Succinimide u.a. wie oben beschrieben verwirklicht

werden.

Die Abgangsgruppe X zur Anbindung an die Grundstruktur des Substrats ermdglicht eine
Freisetzung der Gruppe Z, wenn das Substrat vom entsprechenden Enzym gespalten wird.
Geeignete Abgangsgruppen sind wie oben im Rahmen des Carbapenem-Substrates be-
schrieben. In einem bevorzugten Ausflihrungsbeispiel der Erfindung kann die Abgangs-
gruppe ein Thioether —S- oder eine Thioether-Verbindung -S—R- oder ein Sulfonsaurees-
ter (-O-SO2-) oder eine Sulfonsaureesterverbindung —O-SO2-R) sein oder eine solche ent-
halten. Zu den in den Strukturformeln der Substrate mit X bezeichneten Abgangsgruppen,
die nach enzymatischer Spaltung des p-Lactam-Ringes das Austreten der mit Z bezeichne-
ten Gruppe (z.B. der Fluorophor- bzw. der Quenchergruppe) beglinstigen, zahlen jene, die
tiber Resonanz die negative Ladung stabilisieren kénnen. Als weitere Beispiele neben den
vorgenannten Thioethern oder Thioether-Derivaten seien hier Sulfonate aber auch Thiole,
z.B. in Form von Thiophenolaten, und auch Phenole oder substituierte Phenoxide (R-O-
Ar) genannt (mit Ar = Aryl). Weiterhin kdnnen die Abgangsgruppen Carbamate, Carbonate,
Thiocarbamate oder Thiocarbonate sein. Darliber hinaus ist auch der Einsatz von anorga-

nischen Estern (z. B. von Phosphat-Derivaten) moglich.

GemaR einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung wird die Anderung der Fluores-
zenzintensitat mittels hochsensitiver Messtechnik, insbesondere eines Photomultipliers,
gemessen. Die durch den Photomultiplier ermdglichte hohe Empfindlichkeit der Fluores-
zenzmessung erlaubt demnach ohne aufwendige Probenaufbereitung mit einer kompakt
und einfach gestalteten Fluoreszenzmessanordnung, die zudem mindestens eine Lichtquel-
le zur Anregung des Fluorophors umfasst, eine spezifische und aussagekraftige real-time
Detektion von Zielenzymen (Carbapenemasen, ESBL) mit einer niedrigen Nachweisgrenze.
Der Nachweis einer alternativ verwendeten Reportergruppe kann wie oben beschrieben

auch im Rahmen des hier beschriebenen Nachweisverfahrens erfolgen.

Die Erfindung gibt aufderdem ein Verfahren zum phanotypischen Nachweis resistenter Bak-
terien an, bei welchem die Enzyme einer bakteriellen Kultur durch Lyse in ein Lysat freige-
setzt werden und anschlieliend dieses Lysat als zu untersuchende Probe einem vorbe-
schriebenen Verfahren unterzogen wird. Auf diese Weise kann das Vorhandensein resis-
tenzvermittelnder, den B-Lactam-Ring spaltender Carbapenemasen phanotypisch nachge-
wiesen werden. Erfindungsgemafd kann die Lyse der bakteriellen Kultur durch Zufiigen ei-
nes Lysepuffers und/oder ein mechanisches Aufschlussverfahren, insbesondere ein Ultra-

schallverfahren, erreicht werden.
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Anders als bei PCR-basierten, molekularbiologischen Nachweisverfahren (genotypischen
Nachweisverfahren) werden also mit dem erfindungsgemalfen Verfahren die tatsachlichen
(phanotypischen) Merkmale der Bakterien untersucht. Somit ist das erfindungsgemalie
phanotypische Nachweisverfahren unabhangig von der genetischen Variabilitat der MRGN
beziglich dieser Merkmale, wodurch die Erkennung von Erregern ermoglicht wird, die (z. B.
aufgrund genetischer Instabilitdten sowie einer hohen Anzahl unterschiedlicher Enzym-
Klassen/-Subtypen, fir die viele unterschiedliche, standig zu revalidierende Primer-

Parchen entwickelt werden miissen) durch PCR-basierte Verfahren nicht erfassbar sind.

Vorzugsweise handelt es sich bei dem Nachweisverfahren um ein Verfahren zum Nachweis
multiresistenter grampositiver oder gramnegativer Bakterien, insbesondere 3MRGN oder
4MRGN. Diese bereiten im klinischen Alltag vor allem bei der Behandlung von Infektionen,

wie Lungenentziindungen und Harnwegsinfekte, zunehmend Probleme.

In einer bevorzugten Ausgestaltung des vorbeschriebenen Verfahrens wird die bakterielle
Kultur zundchst in ein selektives Nachweismedium gegeben, in dem alle nicht-resistenten

Bakterien abgetttet werden.

In besonderer zweckmaliger Weise kann vor Zugabe des Lysepuffers die Zellzahl durch
eine Messung der optischen Dichte der Probe und/oder durch eine dynamische Messung
des Streulichts der Probe erfolgen und bei ausreichend grofer Zellzahl die Lysepufferzuga-
be automatisch ausgeldst werden. Die Messung der optischen Dichte (Transmission) kann
im Bereich um 600 nm durchgefiihrt werden. Bei einer automatisierten Messung der dyna-
mischen Lichtstreuung (DLS-Messung) wird die Zellkultur mit Laserlicht durchstrahlt und die
Fluktuationen der Intensitdt des von den Zellen gestreuten Lichtes als eine Funktion der
Zeit aufgenommen. Die Intensitat des gestreuten Lichtes verhalt sich dabei proportional zu

dem Produkt aus Konzentration und molekularer Masse der Zellen.

In diesem Zusammenhang kann ein mikrofluidisches System zum Einsatz kommen, wel-
ches einen Behalter mit einer darin enthaltenen Lysepufferldésung und eine Pumpe, mit der
die Lésung aus dem Behalter in das Probegefal} (z. B. eine Mehrkammerkiivette) gepumpt
werden kann, umfasst. Dem Puffer kann zudem ein Protease-Inhibitor (bzw. ein Mix von
Inhibitoren verschiedener Spezifitat) zugesetzt werden, um die Degradation der Enzyme zu
verzogern. Alternativ oder zusatzlich kann zum Bakterienaufschluss mit einem regelbaren

Ultraschall-Homogenisator ein Ultraschalleintrag in die Probe erfolgen.

Die Erfindung sieht ferner eine Verwendung eines der vorbeschriebenen erfindungsgema-
Ren Verfahren in zumindest einem der folgenden Bereiche vor: klinische Diagnostik von

Patientenproben, Untersuchung von Abstrichen, die von Gerateoberflachen oder sonstigen
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Flachen im Rahmen einer Hygiene-Kontrolle genommen werden, Untersuchung von toxiko-
logischen oder pharmakologischen Substanzen. Im letztgenannten Bereich eignet sich ein
erfindungsgemaltes Verfahren insbesondere zum Nachweis (berlebender multiresistenter

Carbapenemase-bildender Bakterien im Rahmen eines Wirkstoffscreenings.

Ein erfindungsgemales Verfahren zum phanotypischen Nachweis p-Lactam-Ring spalten-
der Enzyme (Carbapenemasen und ESBL) bzw. zum Nachweis resistenter Bakterien, ins-
besondere multiresistenter gramnegativer Bakterien (MRGN), ist Fluoreszenz-basiert und
erfolgt direkt aus dem Probenmaterial. Demzufolge kann ein solches Verfahren sehr vielsei-
tig eingesetzt werden. Da es gegen Infektionen mit MRGN bislang nahezu keine wirksamen
Therapeutika gibt, wird es eine zukUnftige Aufgabe der Menschheit sein, neue Wirkstoffe zu
entwickeln. Hier kann ein erfindungsgemafies Verfahren zum Einsatz kommen, um neue
Substanzen, die auf MRGN antibiotische Wirkung haben, zu identifizieren, z. B. indem gro-

e Substanzbibliotheken nach Wirkstoffen durchsucht werden.

Gegenstand der Erfindung ist schliefdlich auch eine Vorrichtung zum phanotypischen
Nachweis von Carbapenemase-Bildnern, die eine Einrichtung zur Zugabe eines Substrates
mit Carbapenem Grundstruktur, wie oben definiert, eine Fluoreszenzanregungsquelle zur
optischen Anregung der Reaktionsprodukte und ein Messgerat zur quantitativen Bestim-

mung der Fluoreszenzintensitat des freigesetzten Fluorophors umfasst.

Der Begriff "Fluorophor" betrifft ein fluoreszierendes Chromophor. Bei der Auswahl des
Fluorophors wird darauf geachtet, dass dieser vorzugsweise keine Abhangigkeit der Fluo-
reszenzemission vom pH-Wert des umgebenden Mediums aufweist. Da der pH-Wert einer
Vielzahl von Storfaktoren unterworfen ist (beispielsweise infolge der bei der Verstoffwech-
selung von Nahrstoffen durch die Bakterien produzierten Sduren), ist die Verwendung pH-
unabhéangiger Fluorophore bevorzugt. Werden pH sensitive Fluorophore oder Quencher
verwendet, ist darauf zu achten, dass die Reaktion in einer hinreichend gepufferten Ldsung
stattfindet.

Der Begriff "Quencher" bezieht sich auf ein Molekul oder einen Teil einer Verbindung, das/
der in der Lage ist, die Emission von einer Fluorophorgruppe zu reduzieren. Quenching
kann durch eine Vielzahl von Mechanismen statffinden, einschliel3lich Forster-
Resonanzenergietransfer, photoinduzierter Elektronentransfer, paramagnetische Steige-
rung von Intersystem Crossing, Dexter-Transfer (Austausch-Wechselwirkungen) und Anre-

gungskopplung, wie die Bildung von dunklen Komplexverbindungen.
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Der Begriff ,p-Lactam-Ring spaltendes Enzym® bezeichnet Carbapenemase und f-
Lactamase, insbesondere extended spectrum B-Lactamase (ESBL). Aquivalent wird hierin

der Begriff ,Zielenzym* verwendet.

Der Begriff ,Festphase® bezeichnet eine jegliche feste Oberflaiche, an welche die erfin-
dungsgemalien Substrate gekoppelt werden kdnnen und welche im Verlauf der beschrie-
benen Testverfahren an sich inert bleibt. Die Kopplung des Substrats kann kovalent oder
nicht-kovalent erfolgen, wobei, wenn eine nicht-kovalente Kopplung an die feste Oberflache
gewahlt wird, die nicht-kovalente Bindung im Verlauf der Nachweisverfahren ausreichend
stabil ist, um die enzymvermittelte Spaltung des Substrats von einer spontanen Loslosung
zu unterscheiden, vorzugweise bleibt auch die nicht-kovalente Kopplung des Substrats un-

ter den Testbedingungen stabil.

Als zweckmafige Fluorophor/Quencher-Paare zum Enzymnachweis sind im Einzelnen und

exemplarisch die folgenden Kombinationen zu nennen:

Fluorophor: Quasar 570 — Quencher: Deep Dark Quencher Il,
Fluorophor: Kal Fluor Red 610 — Quencher: BHQ3,

Fluorophor: ATTO647N — Quencher: BHQ2,

Fluorophor: BODIPY 581/591 — Quencher: BHQ2,

Fluorophor: Alexa Fluor 430 — Quencher: Eclipse Dark Quencher,
Fluorophor: Alexa Fluor 555 — Quencher: BHQZ2,

Fluorophor: Cy3 — Quencher: BHQA1,

Fluorophor: Alexa Fluor 610 — Quencher: BHQ,

Fluorophor: DY633 — Quencher: BHQS3,
Fluorophor: ETERNEON YELLOW - Quencher: BHQ1,
Fluorophor: ETERNEON RED - Quencher: BHQ3.

Im Ausgangssubstrat Q-M:-FI| oder FI-M1-Q befinden sich der Fluorophor und der Quen-
cher in unmittelbarer raumlicher Nahe zueinander, sodass die vom Fluorophor emittierte
Lichtenergie vom Quencher gequencht (d.h. erniedrigt) wird. Insbesondere absorbiert der
Quencher die Fluoreszenzenergie des Fluorophors durch Foérster-Resonanzenergietransfer
(FRET) und verhindert damit die Emission als Fluoreszenz. Die Effizienz des FRET hangt
von der Fluoreszenz-Quantumausbeute des Fluorophors, der Entfernung von Fluorophor
(Donor) zu Quencher (Akzeptor) und dem Uberlappungsintegral der Fluoreszenzemission

des Fluorophors (Donors) und der Absorption des Quenchers (Akzeptors) ab. Der Energie-
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transfer ist am effizientesten, wenn ein Donor-Fluorophor mit einer hohen Fluoreszenz-
Quantumausbeute (vorzugsweise nahe 100%) mit einem Quencher gepaart ist, der einen
grof’en Extinktionskoeffizienten bei Wellenlangen, die mit der Emission des Donors zu-

sammenfallen, besitzt.

Infolge der katalytischen Spaltung des B-Lactam-Substrates durch das jeweilige Zielenzym
wird auch die Verbindung zwischen Fluorophor oder Quencher und dem katalysierten Sub-
strat geldst. Die Fluoreszenz des freigesetzten oder im Metabolit zurlickbleibenden unge-
quenchten Fluorophors kann dann in der Lésung als deutliche Anderung der Emission des
Fluorophors nachgewiesen werden. Hierzu muss eine optische Anregung der Probe durch
Anregungsstrahlung aus einer Fluoreszenzanregungsquelle erfolgen. In Reaktion darauf
emittieren die freigesetzten (fluoreszierenden) Fluorophore in der Probe Strahlung mit einer
Wellenlange, die zu der Anregungswellenlange verschieden ist. Optische Detektoren sam-
meln sodann die Emission aus der Probe, wobei die Zunahme der Fluoreszenzintensitat
evaneszent oder mittels Oberflachenscreenings detektiert werden kann. Bericksichtigt
man, dass die gemessene Fluoreszenzintensitat der Probe proportional zu der enzymati-
schen Umsetzung des Substrates ist, kdnnen Uber eine mitgefuhrte Eichreihe Rickschlis-
se auf die Enzymaktivitat bzw. -konzentration von p-Lactam-Ring spaltenden Enzymen ge-

zogen werden, sofern denn eine quantitative Auswertung erwinscht ist.

Der Begriff ,Carbapenemase-Bildner bezeichnet einen Mikroorganismus, der in der Lage
ist, das Enzym Carbapenemase zu bilden und damit Carbapenem-Antibiotika abzubauen.
Vorzugsweise ist der Mikroorganismus ein Bakterium. Dieses Bakterium kann gramnegativ,
oder ein grampositiv sein. Beispiele gramnegativer Erreger sind Enterobakterien (E-
scherichia coli, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Proteus, Enterobacter) sowie die Gattun-
gen Pseudomonas, Legionella, Neisseria, Rickettsia, sowie Streptobacillus moniliformis,
Meningococcus, Chlamydophila, Chlamydia und Spirochaeta Bacteroidetes. Klinisch be-
sonders relevante gramnegative Bakterien sind beispielsweise Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Vibrio cholerae, und
Klebsiella penumoniae. Beispiele grampositiver Bakterien sind Actinobacteria, wie bei-
spielsweise die der Gattungen Actinomyces und Streptomyces, und Arten des Stammes
Firmicutes, wie beispielsweise die der Gattungen Streptococcus, Enterococcus, Staphy-
lococcus, Listeria, Bacillus, Clostridium, und Lacfobacillus. Klinisch relevante grampositive
Bakterien sind beispielsweise Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Clostridi-

um difficile, oder Listeria monocytogenes.

Beispielhafte 3MRGN und 4MRGN Erreger umfassen K.pneumoniae, E.coli, P.mirabilis,

E.cloacae, P.aeruginosa und A.baumannii.
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Zwei bevorzugte Ausfuhrungsformen, namlich ein Nachweisverfahren fir extended spect-
rum B-Lactamase (ESBL) entsprechend Fig. 1 und ein von der vorliegenden Erfindung um-
fasstes Nachweisverfahren fur Carbapenemase entsprechend Fig. 2, werden nachfolgend

im Detail beschrieben.

Fig. 1 zeigt anhand der zugehdrigen Reaktionsgleichung das Prinzip des Nachweises einer
extended spectrum [(-Lactamase, die als enzymatischer Katalysator in abgeklrzter
Schreibweise ESBL Uber dem Reaktionspfeil dargestellt ist. f-Lactamasen sind eine En-
zymklasse, die aufgrund ihrer klinischen Relevanz (Bakterienresistenz gegenliber (3-
Lactam-Antibiotika) sehr gut untersucht wurden. ESBL hingegen kénnen ein groéferes (er-
weitertes) Spektrum an B-Lactam-haltigen Antibiotika spalten. Die ESBL entsteht durch
eine Mutation der bekannten 3-Lactamase. Die Gene fiir die ESBL befinden sich haufig auf

Plasmiden, die von Bakterium zu Bakterium weitergegeben werden kdnnen.

Als Substrat zum Nachweis der ESBL dient entsprechend der nachfolgenden Strukturfor-
mel ein mit Fluorophor und Quencher markiertes Substrat, dessen Grundgertist durch ein

Cephalosporin, welches zur Klasse der -Lactam-Antibiotika gehort, gebildet ist.

H
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Ein Linker und eine Abgangsgruppe dienen zur Anheftung der Quencherreste und Fluoro-
phorreste an das vom Cephalosporin abgeleitete Grundgeriist und kdnnen die Synthese
der Substratverbindung erleichtern. Beim hier vorgeschlagenen Substrat mit der oben an-
gegebenen Strukturformel ist der Fluorophor Uber eine Thioether-Briicke mit dem 1,3-
Thiazin-Sechsring des Cephalosporin verbunden. Die Thioether-Bindung ist sehr stabil und
verringert aufgrund ihrer induktiven Wirkung die Reaktivitédt des B-Lactam-Ringes gegen-
Uber Nukleophilen. Der Quencher ist am gegentiberliegenden Ende des Cephalosporin-

Gerustes Uber eine NH-Briicke mit dem p-Lactam-Ring verknUpft.

Quencher und Fluorophor sind jeweils Molekile, die in einer Weise ausgewahlt sind, dass
eines Licht bei einer Wellenlange absorbiert (Quencher), bei der das andere aussendet
(Fluorophor). Bei intakter Bindung an das Cephalosporin-Riickgrat sind der Fluorophor
(Donor) und der Quencher (Akzeptor) nahe benachbart, sodass Energie auf den Quencher

durch Foérster-Resonanzenergietransfer (ibertragen werden kann, was zu einem teilweisen
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oder vollstandigen Quenching der Donor-Fluoreszenz fiihrt. Aus der Offnung des p-Lactam-
Ringes des Cephalosporins durch p-Lactamase resultiert jedoch eine Spaltung des Fluoro-
phors von der 3'-Position des Cephalosporins. Der Fluorophor wird somit frei und kann von
dem Quencher-Cephalosporin-Konjugat wegdiffundieren. Eine solche Spaltung verringert
somit das Quenching und erho6ht die Effizienz der Donor-Fluoreszenz um ein Vielfaches.
Das Cephalosporin-Rickgrat dient somit quasi als spaltbarer Linker zwischen Quencher

und Fluorophor.

Fig. 2 zeigt ein bevorzugtes Ausfuhrungsbeispiel der erfindungsgemafien Nachweisreaktion
einer Carbapenemase. Die nachzuweisende Carbapenemase ist in Fig. 2 wiederum als
enzymatischer Katalysator Uber dem Reaktionspfeil dargestellt. Als Substrat kommt hier ein
Fluoreszenz-markiertes Carbapenem zum Einsatz. Carbapeneme gehdren ebenfalls zur
Klasse der p-Lactam-Antibiotika, die eine auf einer irreversiblen Bindung an Transpep-
tidasen beruhende antibiotische Wirkung entfalten, wodurch die Murein-Synthese und da-

mit der Aufbau der Zellwand der Bakterien gestort wird.

Carbapeneme unterscheiden sich jedoch von anderen B-Lactamen durch Substitution des
Schwefelatoms im Penamring mit einem Kohlenstoffatom sowie einer Doppelbindung im
Flnfring in Position 2-3. Sie gelten als Reserveantibiotika, die nur bei schweren Infektionen
mit bestimmten, gegen andere Antibiotika unempfindlichen Bakterienstammen Verwendung
finden. Jedoch vermitteln Carbapenemase Resistenz gegen Carbapeneme, da sie sehr
effizient die Amidbindung im p-Lactam-Ring der Carbapeneme hydrolysieren, wodurch
auch Carbapeneme ihre Wirksamkeit verlieren. Derzeit existiert aber fir den Nachweis von
Carbapenemase-Bildnern kein Schnelltestverfahren, das den Nachweis dieses Resistenz-

mechanismus in klinischem Probenmaterial oder als Kulturbestatigungstest ermoglicht.

Die Erfindung schafft hier Abhilfe, indem sie als Substrat zum phanotypischen Fluoreszenz-
basierten Nachweis von Carbapenemase die Verwendung einer chemisch modifizierten

Carbapenem-Struktur mit der folgenden Strukturformel

Q-
Ty
SN R
e
OH
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bereitstellt. Der allgemein mit Q identifizierte Quencher ist z.B. (iber eine Esterbindung an
die Hydroxyfunktionalitat des Ethylrestes an der beta-Lactam-Grundstruktur gebunden. Der
allgemein mit Fl identifizierte Fluorophor ist wiederum, wie schon beim Substrat fur den
ESBL-Nachweis, Uber eine Thioether-Verbindung (-S-R-) als Linker-Abgangsgruppe mit
dem Finfring des Carbapenems verbunden. Der Quencher ist dabei so ausgewahlt, dass
er die Anregungsenergie des Fluorophors gréftenteils aufnimmt und dadurch die Eigenfluo-
reszenz abschwacht, solange Quencher und Fluorophor beide am Carbapenem-Gerist

gebunden bleiben.

Wird jedoch beim Vorliegen einer Carbapenemase entsprechend der in Fig. 2 gezeigten
Nachweisreaktion der B-Lactam-Ring durch Hydrolyse bei einer bestimmten, durch eine
Temperiereinrichtung einstellbaren Probentemperatur zu einer Quencher-markierten Peni-
cillosdure und dem Fluorophor gespalten, dann werden Fluorophor und Quencher raumlich
voneinander getrennt. Mit dieser raumlichen Trennung wird die Fluoreszenzabsorption
durch den Quencher unterbrochen und die Gesamtfluoreszenz der Reaktion nimmt deutlich
und reproduzierbar zu. Da diese Fluoreszenzzunahme proportional zu der enzymatischen
Umsetzung des Carbapenems ist, kann Uber eine mitgeflhrte Eichreihe auf die Aktivitat

bzw. Konzentration von Carbapenemase in der Probe geschlossen werden.

Sofern auf die Anwesenheit bzw. Aktivitdt von mindestens zwei Zielenzymen getestet wer-
den soll, kann durch den Einsatz von zwei oder mehr Fluorophoren mit unterschiedlichen
Emissionsmaxima der Nachweis der Zielenzyme in einem Probegefal3 parallel erfolgen.
Eine zeitgleiche Unterscheidung zwischen unterschiedlichen Zielenzymen ist somit mog-
lich. Dabei bedient man sich der Tatsache, dass unterschiedliche Fluorophore bei gemein-
samer Anregung (z. B. Laserpulsanregung) gleichzeitig mit unterschiedlichen Wellenlangen
(z.B. im Spektralbereich) fluoreszieren. Somit kann Emissionslicht eines bestimmten Wel-
lenlangenbereiches einer spezifischen Fluoreszenz fir eine spezifische Nachweisreaktion

zugeordnet werden.

Mit den vorerlauterten, in Fig. 1 und 2 dargestellten Nachweisreaktionen wird auch erstmals
ein schnelles und verldssliches Nachweisverfahren von multiresistenten Erregern wie
gramnegative Bakterien (MRGN), die resistenzvermittelnde, B-Lactam-Ring spaltende En-

zyme bilden, realisierbar.

Zum Nachweis solcher Bakterien wird zunachst eine Probe (z.B. eine Patientenprobe in
Form von Blut, Sputum, Urin, Faeces oder Liquor oder in Form einer Abstrichprobe aus
Mundhéhle, Nasenraum, Haut oder Genitaltrakt) genommen und in ein flissiges Selektiv-

Medium, welches sich in einem Probengefald (z. B. Kiivette) befindet, gegeben, in dem zu-
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erst alle nicht-resistenten Bakterien abgetttet werden. Hierflr wird das Probengefald in ein
temperierbares Messgerat gestellt. Zur Freisetzung der resistenzvermittelnden Enzyme
(z.B. B-Lactamase und/oder Carbapenemase) erfolgt eine Lyse der Bakterien. Unter Lyse
wird das Aufbrechen von Zellen verstanden, wobei Nukleinsduren und Proteine aus dem
Zellinneren freigesetzt werden. Zur Lyse kann das Zellmaterial mit einem Lysepuffer be-
handelt und/oder mechanisch (z.B. durch Einflllen von Glaskligelchen und Stellen auf
eine Rittel- bzw. Schittelapparatur) und/oder durch gezielten Ultraschalleintrag zerkleinert
werden. Anschlieliend wird der Nachweis eines Zielenzyms (oder beider Zielenzyme) durch
Ausnutzung einer enzymspezifischen Reaktion unter Zugabe eines Fluoreszenz-markierten
Substrates entsprechend den vorbeschriebenen und in Fig. 1 und 2 gezeigten Nachweisre-
aktionen realisiert. Schlief3lich erfolgt unter optischer Anregung der Probe durch eine Anre-
gungslichtquelle (wie z. B. eine gepulste LED) eine Messung der Fluoreszenz der durch die

Reaktion der Zielenzyme freigesetzten Fluorophore.

Bei dem vorbeschriebenen Nachweisverfahren handelt es sich um ein phanotypisches
Nachweisverfahren. Anders als bei einem PCR-basierten, molekularbiologischen Nachweis
(genotypischen Nachweis) wird dabei das tatsachliche Erscheinungsbild der Bakterien un-
tersucht. Damit ist dieses Verfahren unabhangig von der genetischen Variabilitat der
MRGN beziglich dieses Erscheinungsbilds und erlaubt somit auch die Erkennung solcher

Erreger, die durch PCR-basierte Verfahren nicht erfasst werden konnen.

Schliellich ist von der Erfindung auch eine Vorrichtung zum phéanotypischen Nachweis von
Carbapenem-resistenten Erregern (wie z.B. Stamme der Enterobacteriaceae, Klebsiella
pneumoniae), die resistenzvermittelnde Carbapenemase produzieren, umfasst. Eine solche
Vorrichtung kann eine regelbare Temperiereinrichtung zur Einstellung der Probentempera-
tur, eine Lysepufferzugabeeinrichtung und/oder Ultraschalleinrichtung zur Bakteriolyse,
eine Nahrmediumzugabe, eine Substratzugabeeinrichtung, eine Fluoreszenzanregungs-
quelle zur optischen Anregung der Probe und ein Fluoreszenzmessgerat (z.B. in Form ei-
nes hochempfindlichen Photomultipliers) zur quantitativen Detektion der Fluoreszenzinten-
sitat der Reaktionsprodukte umfassen. Das Fluoreszenzmessgerat ist vorzugsweise mit
einer Ausgabeeinrichtung, insbesondere einer Anzeige, gekoppelt. Die vorbeschriebene
Vorrichtung kann sehr vielseitig eingesetzt werden. Neben dem klinischen Einsatz zur Un-
tersuchung von Patientenproben kénnen beispielsweise auch Abstriche von Oberflachen
von Geraten oder sonstigen Gegenstadnden im Rahmen einer Hygiene-Kontrolle analysiert
werden. Die Nachweisvorrichtung eignet sich somit auch zur Kontrolle von Malnahmen zur

Dekontamination.
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Zur Messung der Fluoreszenz kann die Probe unter einem Photomultiplier positioniert und
dabei ggf. mittels einer (bewegbaren) Temperiereinrichtung aufgeheizt werden. Durch das
Aufheizen kann eine grofitmdégliche Unabhangigkeit von der Umgebungstemperatur er-
reicht werden. Die optische Stimulation erfolgt fur die Fluoreszenzmessungen z. B. mittels
Leuchtdioden (LEDs), die Uber der Probenposition angebracht sind. Eine ringférmige An-
ordnung der LEDs ermdglicht eine gleichmaBige Ausleuchtung der Oberflache des Proben-
tragers. Sowohl zwischen der Probenposition und der Anregungsquelle als auch zwischen
der Probenposition und dem Photomultiplier kbnnen austauschbare optische Filter vorge-
sehen sein, die eine Detektion der Fluoreszenz in definierten Bandbreiten erlauben. Die
Detektion der von den Reaktionsprodukten emittierten Fluoreszenzintensitaten erfolgt durch

den Photomultiplier, ggf. unter Vorschaltung eines Filters.

Insbesondere multiresistente gramnegative Erreger (MRGN) stellen die Medizin vor neue
Herausforderungen. Da es zur Dekolonisation bei MRGN keine wirksamen bakteriziden
Therapeutika gibt, forschen Mediziner und Pharmazie-Unternehmen mit Hochdruck an
neuen Antibiotika. Zur Identifikation neuer Substanzen, die auf MRGN antibiotische Wir-
kung haben, kann die vorbeschriebene Vorrichtung ebenfalls zum Einsatz kommen, indem
grof’e Substanzbibliotheken damit in Form eines Wirkstoffscreenings untersucht werden.
Eine Anwendung dieser Vorrichtung ist also auch in der Pharmaindustrie zum Nachweis
(Uber)lebender MRGN denkbar.

In den letzten Jahren haben MRGN auch im Bereich der Viehhaltung, z.B. in Mastanlagen
sowie in der Lebensmittelindustrie, durch unsachgemafen Einsatz von Antibiotika und dar-
aus resultierender Resistenzentwicklung zunehmend an Bedeutung gewonnen. Neben den
weiter oben genannten Beispielen ist das erfindungsgemale Verfahren und die erfindungs-
gemalde Vorrichtung somit auch zum Nachweis resistenter gramnegativer Bakterien in die-

sen Bereichen geeignet.

Zusammenfassend kann das Vorhandensein (z.B. in menschlichem Serum, Eiter oder
Urin) von Organismen wie z.B. Bakterien, die gegenliber Carbapenem-Antibiotika resistent
sind, mit Hilfe eines Fluoreszenz-markierten Substrates der allgemeinen Strukturformel (1)
oder (lll) wie hierein beschrieben nachgewiesen werden. Nur bei Auftreten aktiver, den -
Lactam-Ring des Carbapenems und anderer B-Lactam-Antibiotika zerstérenden Enzymen
wie Carbapenemase erfolgt eine Anderung der Fluoreszenz von dem intakten Substrat zu
einem, das fUr das Spaltprodukt charakteristisch ist. Die erfindungsgemafien Fluoreszenz-
markierten Substrate sind besser als die chromogenen Substrate Nitrocephin, CENTA und
PADAC des Standes der Technik, da die erfindungsgemafien Substrate gegeniiber dem

Untersuchungsmaterial stabil sind und sich Fluoreszenz senstitver detektieren lasst. Wei-
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terhin ist die Messung der Fluoreszenz dieser Substrate unempfindlich gegenlUber Hinter-

grundsignalen in Untersuchungsmateriealien mit Eigenfarbe (wie z.B. Urin oder Serum).
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum phanotypischen Nachweis von Carbapenemase und Carbapenemase-
Bildnern, indem einer Probe, von der angenommen wird, dass sie solche Carbapenemasen
und/oder Carbapenemase-Bildner enthalt, ein Substrat der allgemeinen Strukturformel (1)

zugesetzt wird:
A-(L)-M1-(X)-Z ()
wobei

M1 ein Carbapenem-GrundgerUst der Formel (M) ist:

H

TN
Ty

W/NH,“

: (M1)

wobei R, R1 und R2 jeweils unabhangig voneinander ausgewahlt aus der
Gruppe, bestehend aus H, ein C1-Cs Alkyl (Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, t-Butyl, iso-Propyl,
optional substituiert mit z. B. —OH, =0, -NH3, =S, -SH), optional substituiertes Oxy-Alkyl,
Halogen, -OH, -SH, einem optional substituierten Alkenyl, optional substituierte, aromatische
Verbindung, optional substituierte, heterozyklische Verbindung, primares oder sekundares
Amin, Ester, Ether, Thiol oder Thioether ist;

wobei die Gruppe A-(L)- mit dem beta-Lactamring des Carbapenem-Grundgeriists
verknipft ist und wobei die Gruppe —(X)-Z mit dem fUnfgliedrigen Ring des Carbapenem-

Grundgertsts verknipft ist,

A und Z ein Fluorophor/Quencher-Paar bilden, oder A eine Reportergruppe und Z eine
Festphase darstellt, oder A eine Festphase und Z eine Reportergruppe darstellt, wobei, wenn A
und Z ein Fluorophor/Quencher-Paar bilden, wenn A ein Quencher ist, Z ein Fluorophor ist, und

wenn A ein Fluorophor ist, Z ein Quencher ist,
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L ein fakultativer Linker zur Kopplung von A an das Carbapenem-Grundgertst ist, und

X eine fakultative Abgangsgruppe zur kovalenten Verkniipfung von Z mit dem

Carbapenem Grundgeriist ist,

und wobei nach enzymatischer Spaltung des Substrats durch Carbapenemase die

Gruppe Z freigesetzt wird.
2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei R2 entweder H oder Methyl ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei R1 ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend
aus CHz, O, S, (-CH=CH),-CH2- (mit n = 1-4) und CO, vorzugsweise R1 CH; ist.

4. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Substrat die Strukturformel (lll) aufweist:

(1), wobei

R1 abwesend ist oder ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus -CHz-, -O-, -S-, -
CO-, CHOH, (-CH=CH),-CHz- (mit n = 1-4);

R2 wie in Anspruch 1 definiert ist, bevorzugt H oder Methyl ist;

und wobei A, L, X und Z wie in Anspruch 1 definiert sind.

5. Verfahren nach zumindest einem der vorhergehenden Anspriche 1 bis 3, wobei vor der
Freisetzung des Fluorophors oder Quenchers (Z) die Fluoreszenz des Fluorophors durch
Forster-Resonanzenergie-Transfer auf den Quencher (A) verringert oder geléscht wird und
nach der Freisetzung des Fluorophors oder des Quenchers (Z) der Quencher und der
Fluorophor raumlich voneinander getrennt sind, so dass kein Fdrster-Resonanzenergie-

Transfer mehr erfolgt und eine Anderung der Fluoreszenz gemessen wird.

6. Verfahren nach zumindest einem der vorhergehenden Anspriiche 1 bis 4, wobei als
Quencher ein Fluorophor verwendet wird, der im Forster-Resonanzenergie-Transfer als

Fluoreszenzakzeptor agiert, oder wobei als Quencher ein energetisch auf den Fluorophor
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abgestimmter Black Hole Quencher eingesetzt wird, welcher die Fluoreszenz des Fluorophors

im gebundenen Zustand ausldscht.

7. Verfahren nach zumindest einem der vorhergehenden Anspriiche 1 bis 6, wobei die
Fluoreszenzintensitat des Fluorophors insensitiv auf pH-Anderungen des Umgebungsmediums

reagiert.

8. Verfahren nach zumindest einem der vorhergehenden Anspriiche 1 bis 7, wobei als

Fluorophor ein selbstquenchender Fluorophor verwendet wird.

9. Verfahren nach zumindest einem der vorhergehenden Anspriiche 1 bis 3, wobei die
Reportergruppe ausgewahlt ist aus einem Quencher, einem Fluorophor, einer chromogenen
Gruppe, einem Absorptionsfarbstoff, einem Azofarbstoff, einem Metallkomplexfarbstoff, einem
Dioxazinfarbstoff, einem Indigofarbstoff, einem Nitro- und/oder Schwefelfarbstoff, einem
Triphenylmethanfarbstoff, einem Phthalocyaninfarbstoff, einem Nitrosofarbstoff und einer

radioaktiv-markierten Gruppe.

10. Verfahren nach zumindest einem der vorhergehenden Anspriiche 1 bis 9, wobei als
Linker (L) ein Linker, der eine Etherbindung, eine Esterbindung, ein Carbamat oder eine

Amidbindung ist oder enthalt, verwendet wird.

11. Verfahren nach zumindest einem der vorhergehenden Anspriiche 1 bis 10, wobei als
Abgangsgruppe (X) eine Abgangsgruppe, die einen Thioether —S— oder eine Thioether-
Verbindung —S—R~— oder ein Sulfonsaureester (-O-SO2-) oder eine Sulfonsaureesterverbindung
—0-S0O2-R) ist oder enthalt, verwendet wird.

12. Verfahren nach zumindest einem der vohergehenden Anspriiche 1 bis 11, wobei der Probe
weiter zum phanotypischen Nachweis von beta-Lactamasen und beta-Lactamase-Bildnern

zusatzlich ein Substrat der Strukturformel (1V)

(V)
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zugegeben wird, wobei R1, A, (L), (X) und Z wie in den vorherigen Ansprichen definiert
sind, und wobei nach enzymatischer Spaltung des Substrats durch beta-Lactamase die Gruppe

Z freigesetzt wird.

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Substrate (lll) und (IV) voneinander
unterscheidbare Reportergruppen aufweisen, um den phanotypischen Nachweis von
Carbapenemase- und beta-Lactamase-Bildnern bzw. der Enzyme Carbapenemase und beta-

Lactamase (ESBL) in der Probe parallel und gleichzeitig durchzufiihren.

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei die Substrate (I11) und (V) Fluorophore mit

unterschiedlichen Emissionsmaxima aufweisen.

15. Verfahren zum phanotypischen Nachweis resistenter Bakterien, indem die Enzyme einer
bakteriellen Kultur bei einer Lyse in ein Lysat freigesetzt werden und anschlie}end das Lysat
als zu untersuchende Probe einem Verfahren nach zumindest einem der vorhergehenden
Anspriiche 1 bis 14 unterzogen wird, um das Vorhandensein resistenzvermittelnder
Carbapenemasen und/oder beta-Lactamasen mit erweitertem Spektrum phanotypisch
nachzuweisen, vorzugsweise werden durch das Verfahren multiresistente grampositive oder

gramnegative Bakterien, insbesondere 3MRGN oder 4AMRGN, nachgewiesen.

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die bakterielle Kultur zunachst in ein selektives

Nachweismedium gegeben wird, in dem alle nicht-resistenten Bakterien abgetttet werden.

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, wobei die Bakterien nach Erreichen einer
ausreichenden Zellzahl, die durch Messen der optischen Dichte und/oder durch eine
dynamische Messung des Streulichts bestimmt wird, lysiert werden, vorzugsweise wird zur Lyse
der bakteriellen Kultur ein Lysepuffer zugegeben und/oder ein mechanisches

Aufschlussverfahren, insbesondere ein Ultraschallverfahren, benutzt.

18. Verwendung eines Verfahrens nach zumindest einem der vorhergehenden Anspriiche 1
bis 17 in der klinischen Diagnostik von Patientenproben und/oder zur Untersuchung von
Abstrichen, die von Geréateoberflachen oder sonstigen Flachen im Rahmen einer Hygiene-
Kontrolle genommen werden, und/oder zur Untersuchung von toxikologischen oder
pharmakologischen Substanzen, insbesondere zum Nachweis Uberlebender multiresistenter

gramnegativer Bakterien im Rahmen eines Wirkstoffscreenings.

19.  Vorrichtung zum phanotypischen Nachweis von Carbapenemase und Carbapenemase-
Bildnern, umfassend eine Einrichtung zum Inkontaktbringen eines Substrates der

Strukturformel (1) oder (l11), wie in einem beliebigen der Anspriiche 1 bis 11 definiert, mit einer
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Probe, von der angenommen wird, dass sie solche Carbapenemase-Bildner enthalt, und eine
Einrichtung zur Detektion der durch Carbapenemase-Aktivitat gebildeten Spaltprodukte des

Substrates.

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, wobei die Einrichtung zur Detektion der Spaltprodukte
eine Fluoreszenzanregungsquelle zur optischen Anregung des verwendeten Fluorophors und
ein Messgerat zur Messung der Fluoreszenz des vom Quencher getrennten Fluorophors

umfasst.

21. Vorrichtung nach Anspruch 19 oder 20, weiter umfassend eine Einrichtung zur Zugabe
eines Lysepuffers und/oder eine Ultraschalleinrichtung, um durch Lyse einer bakteriellen Kultur

die zu untersuchende Probe herzustellen.

22. Vorrichtung nach zumindest einem der vorhergehenden Anspriche 19 bis 21, weiter
umfassend eine Temperiereinrichtung zum Halten der bakteriellen Kultur und/oder Probe vor

und/oder nach Zugabe des Substrates auf einer gewlinschten Temperatur.

23.  Vorrichtung nach zumindest einem der vorhergehenden Anspriche 19 bis 22, wobei
zum Verstarken des Messsignals ein Photomultiplier vorgesehen ist, der mit einer

Ausgabeeinrichtung gekoppelt ist.

24. Substrat zum phanotypischen Nachweis von Carbapenemasen und Carbapenemase-

Bildnern, wie in Anspruch 1, 2 oder 3 definiert.
25. Substrat zum phanotypischen Nachweis von ESBL, wie in Anspruch 11 definiert.

26. Eine Festphase, die das Substrat gemaly Anspruch 25 an ihrer Oberflache gebunden

enthalt.
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Bemerkungen hinsichtlich Der Anmelder hat die zusétzlichen Recherchengeblhren unter Widerspruch entrichtet und die
eines Widerspruchs gegebenenfalls erforderliche Widerspruchsgebiihr gezahlt.

Die zuséatzlichen Recherchengebihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt,
jedoch wurde die entsprechende Widerspruchsgebuhr nicht innerhalb der in der
Aufforderung angegebenen Frist entrichtet.

I:' Die Zahlung der zuséatzlichen Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2)) (April 2005)
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