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1. Einleitung
1.1. Staphylococcus aureus

1.1.1. Resistenzbildung und Klassifikation

Bei Staphylococcus aureus handelt es sich um ein grampositives, fakultativ pathogenes
Bakterium, welches — neben einer klinisch stummen Kolonisierung — unter gewissen
Rahmenbedingungen zu Erkrankungen der Haut und des Bindegewebes, der Atemwege,
der Knochen und Gelenke und zu endovaskuldren Stérungen fiihren kann [Lowy 1998].
S. aureus ist in seiner natlirlichen Form gegen nahezu jedes bisher entwickelte
Antibiotikum  sensibel, ist jedoch fiir seine ausgeprigte Fahigkeit zur
Resistenzentwicklung bekannt [Chambers et al. 2009a]. So konnte der Keim seit der
Erstbeschreibung im Jahr 1881 [Ogston 1881] Resistenzen gegen eine Vielzahl an
Antibiotika entwickeln. Mit der Entdeckung von Penicillin im Jahr 1928 schien eine
wirkungsreiche Therapie gegen S. aureus gefunden [Moellering 2012], jedoch konnte
bereits kurz nach der klinischen Einfithrung des Medikaments in den 1940er Jahren durch
unsachgeméflen Umgang eine zunehmende Expression der B-Lactamase Penicillinase
durch S. aureus und eine daraus resultierende Penicillin-Resistenz wahrgenommen
werden [Barber 1947; Rammelkamp et al. 1942]. Diese Gruppe, die gegen B-Lactamase-
instabile Penicilline resistent, jedoch gegen B-Lactamase-stabile Penicilline — wie
Methicillin — empfindlich ist, wird als Methicillin-sensibler S. aureus (MSSA)
bezeichnet [Robert Koch-Institut 2014].

Gegen das 1959 entwickelte, erste penicillinasefeste Antibiotikum Methicillin konnte
bereits im Jahr 1961 eine Resistenzentwicklung durch S. aureus nachgewiesen werden,
weshalb frithzeitig vor libermdBigem und inaddquatem Einsatz des neu entdeckten
Antibiotikums gewarnt wurde [Barber 1961; Cetin et al. 1962; Jevons 1961; Knox 1960;
Rolinson 1961]. Dies konnte einem Anstieg von Methicillin-resistentem S. aureus
(MRSA) in den darauffolgenden Jahrzenten jedoch nicht entgegenwirken. So konnte eine
flichendeckende MRSA-Verbreitung ab den 1960er Jahren in Europa, ab Ende der
1970er Jahre in den USA und schlieBlich ab den 1980er Jahren weltweit erfasst werden
[Chambers et al. 2009a].

MRSA-Besiedlungen finden sich je nach Population in unterschiedlichen

GroBenordnungen, weshalb eine Einteilung in drei Gruppen erfolgt:



hospital- bzw. healthcare-associated/-acquired MRSA (HA-MRSA) beschreibt das
nosokomiale Vorkommen von MRSA in Krankenhdusern und Pflegeeinrichtungen.
Lange konnten die meisten MRSA-Stdmme nur dieser Gruppe zugeordnet werden. Erst
in den 1990er Jahren wurde der Begriff community-associated MRSA (CA-MRSA)
geprégt, der das Auftreten von MRSA in der Allgemeinbevdlkerung ohne Verbindung zu
einer vorhergehenden Hospitalisierung darstellt. Seit Mitte der 2000er Jahre wird
zusitzlich der Begriff livestock-associated MRSA (LA-MRSA) in Beziehung mit der
zoonotischen Ubertragung von MRSA durch besiedelte landwirtschaftliche Nutz- und
Haustiere verwendet. Innerhalb dieser Gruppen bestehen regionale Unterschiede und es
dominieren jeweils verschiedene klonale Stimme. Gelegentlich wird der Zusammenhang
zwischen HA- und CA-MRSA unter dem Begriff HCA-MRSA (hospital associated
community onset MRSA) beschrieben, was eine Manifestation des Keimes in ambulanter
Umgebung nach kurzzeitiger Hospitalisation beschreibt; dieser Begriff verdeutlicht die
flieBenden Grenzen innerhalb dieser Gruppen, weshalb hier nicht von einer invariablen
Klassifikation ausgegangen werden kann, sondern vielmehr von einer didaktisch
sinnvollen Einteilung [Bundesamt flir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
2016; Layer et al. 2018; Moellering 2012; Robert Koch-Institut 2014; Stefani et al. 2012].
Die genetischen Hintergriinde fiir die Ausbildung der Methicillinresistenz sind
komplex, ein kleiner Exkurs verdeutlicht jedoch die Fahigkeit von S. aureus, iiber eine
Menge verschiedener Mechanismen eine  Methicillinresistenz ~ auszubilden:
Methicillinresistenz ~ wird  charakterisiert  durch  die  Ausbildung eines
Penicillinbindeproteins (PBP2a), welches zu einer geringeren Affinitit der Bakterien zu
den meisten B-Lactam-Antibiotika (Penicilline, Cephalosporine und Carbapeneme) und
einer damit verbundenen Unwirksamkeit dieser Wirkstoffe fithrt [Chambers et al. 2009a;
Stefani et al. 2012]. Kodiert wird PBP2a iiber das mecA-Gen, welches auf dem
beweglichen Genelement staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) lokalisiert
ist, das Staphylokokken iiber horizontalen Gentransfer untereinander austauschen und
somit weitergeben konnen [Hanssen et al. 2006]. Das Vorhandensein kompletter
SCCmec-Abschnitte und dem zugehdrigen mecA-Gen ist der entscheidende Unterschied
zwischen MRSA und MSSA [Robert Koch-Institut 2014]. Es sind 12 Subtypen von
SCCmec bekannt, welche in unterschiedlich starker Ausprigung in HA-, CA- und LA-
MRSA vorkommen, wobei die Grenzen hier auch zunehmend verschwimmen, was eine
Charakterisierung der verschiedenen Klassifikationen anhand SCCmec beeintrichtigt

[Lee et al. 2018]. AuBlerdem treten sporadisch die mecA-Homologe mecC (auch auf



SCCmec lokalisiert) und kiirzlich auch mecB — welches iiber Plasmide ausgetauscht wird
[Becker et al. 2018] — auf, welche durch unterschiedliche Mechanismen ebenfalls zur
Methicillinresistenz fiihren konnen [Robert Koch-Institut 2014]. Teilweise gehen aus
SCCmec-Abschnitten auch zusitzliche Antibiotikaresistenzen hervor, was mitunter die
Entstehung von Multiresistenzen erklért [Heizmann et al. 2005]

Methicillin wird mittlerweile nicht mehr im klinischen Alltag angewandt. In der heutigen
Praxis werden die vergleichbaren Penicilline Oxacillin und Flucloxacillin verwendet,
welche eine erhohte Stabilitit aufweisen. Der Begriff MRSA wird jedoch nach wie vor
als Synonym fiir Resistenzen gegen diese Wirkstoffe verwendet. [Dissemond 2009;
Fétkenheuer 2016].

In der Regel weisen MRSA-Isolate neben der Resistenz gegen B-Lactam-Antibiotika
diverse Ko-Resistenzen auf, zum Teil in iiber 80 % der Fille (siche Tab. 1). Vancomycin
galt seit den 1960er Jahren lange als einziges durchweg effektives Antibiotikum zur
Therapie von MRSA. Ende der 1990er Jahre konnten erste Isolate mit eingeschriankter
Empfindlichkeit und Anfang der 2000er Jahre schlieBlich vollkommene Resistenzen
gegen Vancomycin festgestellt werden [Centers for Disease Control and Prevention

1997; Chang et al. 2003; McGuinness et al. 2017].
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Abb. 1: Zeitachse zur Einfilhrung grundlegender Antibiotika (oben) und
darauffolgender Resistenzentwicklungen von S. aureus (unten) [Chambers et al.
2009a; McGuinness et al. 2017; Robert Koch-Institut 2014; Tsiodras et al. 2001]

LRSA: Linezolid-resistenter S. aureus; PRSA: Penicillin-resistenter S. aureus; VISA:

Vancomycin-intermedidr resistenter S. aureus, VRSA: Vancomycin-resistenter S. aureus

Auch gegen diverse neuere Reserveantibiotika, wie z.B. Linezolid — gegen das bereits ein

Jahr nach der Einfiihrung im Jahr 2000 eine Resistenz nachgewiesen werden konnte
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[Tsiodras et al. 2001] — bildet S. aureus zunehmend Resistenzen aus: Tab. 1 stellt die Ko-
Resistenzen von MRSA-Isolaten stationdrer Patienten in den Jahren 2012 —2016 in
Deutschland dar; hierbei wurden Proben verarbeitet, die von ca. 250 diagnostischen
Einrichtungen aus allen Bundeslindern an das Nationale Referenzzentrum fiir
Surveillance von nosokomialen Infektionen (NRZ) gesandt wurden. Auch wenn
vereinzelte Resistenzraten vergleichsweise gering ausfallen, sollten sie — gerade in
Anbetracht der Historie der Methicillinresistenz — als Warnsignal fiir die Zukunft

interpretiert werden.

Antibiotikum 2012 (%) 2013 (%) 2014 (%) 2015 (%) 2016 (%)
Ciprofloxacin 86,6 818 80,0 79,7 75,5
Moxifloxacin 86,1 80,8 79,3 79,2 74,5
Erythromycin 65,7 58,9 58,2 56,3 56,6
Clindamycin 58,8 50,6 50,3 48,4 47,0
Centamicin 5,7 50 6,6 54 51
Tetracyclin 7,4 72 8,6 10,9 13,5
Rifampicin 1,4 0,8 1,5 0,79 0,88
Cotrimoxazol 0,5 0,4 0,8 0,95 0,48
Fusidinsdure-Natrium 3,5 4,0 4,7 4,6 5,0
Fosfomycin 0,4 0,2 0,5 0,45 0,24
Linezolid 0 0,1 0,03 0,11 0,16
Tigecyclin 0,13 0,04 0,23 0,23 0
Daptomycin 1,0 2,7 2,9 3,2 2,4
Mupirocin 6,7" 62" I:5,8/R: 1,2 1:41/R: 1,2 I: 4,6/ R: 0,96
Vancomycin 0,2 0,04 0,03 0,04 0,04
Teicoplanin 0,3 0,3 0,13 0,04 0,16

Tab. 1: Ko-Resistenzen von MRSA-Isolaten stationarer Patienten von 2012 — 2016
eingesandt an das NRZ

I: intermedidr resistent, R: resistent, *: [ + R [Layer et al. 2018]

1.1.2. Epidemiologie

Bei 20 — 40 % der Bevolkerung kann im Nasenvorhof eine persistierende Besiedlung mit
S. aureus nachgewiesen werden [Lee et al. 2018]. Der nasale Tragerstatus der restlichen
Bevolkerung variiert; wihrend einige Studien ca. 30 % der Bevdlkerung als
intermittierende Triager und 50 % als Nichttrager einstufen [Wertheim et al. 2005],
beschreiben andere Autoren auch die vermeintlichen Nichttriger als — moglicherweise
zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt nicht erfasste — intermittierende Triger [Becker
et al. 2017; van Belkum et al. 2009]. Auch wenn das Infektionsrisiko von Dauertrdgern
bis zu dreimal hoher gegeniiber dem von intermittierenden Tragern ist [van Belkum et al.

2009; Wertheim et al. 2004], scheinen letztere trotzdem ein Risikofaktor fiir



Keimiibertragung und endogene Infektionen zu sein [Kluytmans et al. 1996; von Eiff et
al. 2001]. Eine Keimiibertragung findet durch direkten Hautkontakt — meistens durch
Kontakt mit Krankenhauspersonal [Lowy 1998] —, sowie iiber Kontakt mit
kontaminierten Gegenstéinden und Oberfldchen statt [Chambers et al. 2009a].

Wihrend die Privalenz von nasalen S. aureus-Isolaten seit den 1930er Jahren aufgrund
verbesserter Hygienestandards in Krankenhdusern, allgemeiner Verdnderungen im
soziodkonomischen Status und abnehmender Familiengroen insgesamt gesunken ist
[Wertheim et al. 2005], steigt die Prdvalenz nosokomialer Infektionen mit S. aureus
infolge einer erhdhten Anzahl immunsupprimierter Patienten, dem vermehrten Verbrauch
intravaskuldrer Katheter und ferner auch aufgrund wachsender Multiresistenzraten
[Lowy 1998]. Dementsprechend ist der Anteil penicillinaseproduzierender, aber
methicillinsensibler S. aureus-Isolate (MSSA) seit dem ersten Auftreten Anfang der
1940er Jahre unter S. aureus-Isolaten aus Klinik und Allgemeinbevolkerung drastisch
gestiegen (siche Abb. 2) [Chambers 2001]. Heute sind bis zu 80 % aller klinischen S.
aureus-Isolate gegen B-Lactamase-instabile Penicilline resistent [Robert Koch-Institut
2014].

100
80 -
60 A
40 A
20 A

0 - - . T
1940 1950 1960 1970

Years

% Resistant

Abb. 2: Zunahme der Privalenz penicillinaseproduzierender, methicillinsensibler
S. aureus-Isolate zwischen den 1940er und 1970er Jahren in Krankenhiusern (¢)

und der Allgemeinbevilkerung (¢) [Chambers 2001]

Der Anteil methicillinresistenter S. aureus-Isolate (MRSA) ist zwar niedriger, zeigt
jedoch im zeitlichen Verlauf — wenn auch etwas verzogert in Bezug auf die Einfithrung
von Methicillin — ebenso einen steilen Anstieg, wie Erhebungen aus Untersuchungen

klinischer Materialien der Paul-Ehrlich-Gesellschaft (PEG) zwischen 1976 und 2013
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zeigen (siche Abb. 3) [Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
2016]. Das Hinzukommen von MRSA fiihrte jedoch keineswegs zu einer Verdrangung
von MSSA-Infektionen, vielmehr kann man MRSA-Infektionen den durch MSSA

induzierten hinzurechnen [Monaco et al. 2016].
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Abb. 3: Verhiltnis von HA-MRSA in Bezug zu allen S. aureus-Isolaten im Rahmen
von Resistenzstudien der PEG [Bundesamt fiir Verbraucherschutz und

Lebensmittelsicherheit 2016]

Studien zur Untersuchung des MRSA-Anteils von durch S. aureus verursachten
Bakteridmien aus England und Wales zeigen einen nahezu deckungsgleichen Verlauf
dieser Kurve, wobei die Resistenzraten hier in den frithen 2000er Jahren die 40 %-Marke
iibertreffen [Johnson et al. 2005].

Allgemein zéhlt S. aureus zu den héufigsten nosokomialen Erregern. Eine Studie aus den
USA erfasste tiber 2 Jahre den Anteil verschiedener Keime an nosokomialen Infektionen
und konnte S. aureus mit 16 % als haufigsten Erreger isolieren. Die anteiligen MRSA-
Raten schwankten, je nach Erkrankung und Abteilung, zwischen 44 % und 59 %.
Insgesamt hatte MRSA einen Anteil von 8.5 % an allen erfassten nosokomialen
Infektionen [Sievert et al. 2013].

Vergleichbare Studien aus Europa nennen S. aureus nach Escherichia coli an zweiter
Stelle der aus nosokomialen Infektionen isolierten Bakterien und zeigen einen stark
variierenden Trend mit einer von Norden nach Siiden steigenden Resistenzrate unter allen
S. aureus-Isolaten, woraus sich fiir ganz Europa ein mittlerer Wert von 18 % ergibt.
[European Centre for Disease Prevention and Control 2013; Monaco et al. 2016]. Abb. 4

verdeutlicht die enormen Unterschiede in den verschiedenen Lindern und stellt einen in



Mitteleuropa tendenziell riicklaufigen und in Siideuropa schwankenden Trend dar. In den
skandinavischen Landern ist eine Zunahme der Resistenzrate zu beobachten. Zu beachten
ist, dass aufgrund verschiedener Methodiken der Studien keine klare Grenze zwischen
HA- und CA-MRSA zu ziehen ist, es wird die allgemeine MRSA-Privalenz repréisentiert.
Im Allgemeinen haben CA-MRSA die niedrigste Pravalenz, bei HA-MRSA weisen

Intensivstationen erhohte Anteile gegeniiber Normalstationen auf [Maechler et al. 2017].

Resistance of
Staphylococcus aureus
to oxacillin (MRSA) (%)

m <1
m1-<5
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' ’ - g‘ H =50

Not available

Abb. 4: MRSA-Privalenz in Europa im zeitlichen Verlauf von 2001 - 2016
anhand Daten aus dem Surveillance Atlas des European Center for Disease Prevention

and Control [Lee et al. 2018]

Dass sich im Mittel in ganz Europa und insbesondere in Deutschland in den letzten Jahren
rickldufige = Zahlen  zeigen  [Bundesamt  fiir ~ Verbraucherschutz ~ und
Lebensmittelsicherheit 2016; European Centre for Disease Prevention and Control
2018a] (siche Abb. 5), ist vermutlich auf Priventionsprogramme und
HygienemaBnahmen zur Einschrinkung der Ubertragungsraten der jeweiligen Linder

zuriickzufiihren [Duerden et al. 2015; Jarlier et al. 2010; Monaco et al. 2016; Robert



Koch-Institut 2014], die exakten Griinde fiir den Riickgang lassen sich jedoch nicht
eindeutig zuordnen [Meyer et al. 2014].
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Abb. 5: Sinkende MRSA-Privalenz im europiischen Mittelwert (grau) und in

Deutschland (griin) [European Centre for Disease Prevention and Control 2018b]

AuBerdem ist zu beachten, dass in einigen Landern — wie Griechenland, Malta, Portugal
und Ruménien — auch 2017 noch grob 40 % aller S. aureus-Isolate methicillinresistent
sind [European Centre for Disease Prevention and Control 2018b] und dass es sich hierbei
jeweils nur um Mittelwerte handelt. So liegt der Anteil an MRSA unter bestimmten, von
S. aureus-bedingten nosokomialen Infektionen teilweise deutlich hoher [Meyer et al.
2014].

Auch ein Blick auf die globale Privalenz von MRSA im Jahr 2018 verdeutlicht die

Brisanz des Themas in vielen Lindern:
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Abb. 6: Globale MRSA-Privalenz im Jahr 2018
anhand Daten aus dem Center for Disease Dynamics, Economics & Policy [Lee et al.

2018]

1.1.3. Risikofaktoren

GroBtenteils besiedelt S. aureus die Haut und Schleimhiute etlicher Korperregionen nur
als asymptomatischer Kommensale [Wertheim et al. 2005]. Eine initiale Besiedlung
findet meistens im Nasenvorhof statt, von wo aus der Keim sich iiber den ganzen Korper
verteilen kann. Pradilektionsstellen sind die Nase, der Rachen, die Hinde und Unterarme,
Perineum und Leistenregion, die Haut der Brust und des Abdomens sowie chronische
Wunden [Lowy 1998; Robert Koch-Institut 2014; Wertheim et al. 2005].

Risikofaktoren fiir eine Besiedlung sind ménnliches Geschlecht, helle Hautfarbe sowie
Neugeborenen- und Séuglingsalter; bei bis zu 70 % der Neugeborenen lésst sich eine
Besiedlung feststellen, die im Verlauf abnimmt (45 % im Alter von 8 Wochen, 21 % im
Alter von 6 Monaten) [Wertheim et al. 2005]. AuBlerdem ist die Prdvalenz eines
Erregernachweises erhoht bei Langzeitkatheterisierung, Diabetikern, Patienten mit
Hémo- oder Peritonealdialysepflicht, Patienten mit Leberversagen im Endstadium, HIV-
Erkrankten, intravendsen Drogenabhingigen, Ubergewichtigen sowie medizinischem
Personal, welches den Hauptiibertragungsweg im Rahmen nosokomialer Infektionen
darstellt [Robert Koch-Institut 2014]. Hautkrankheiten — wie Psoriasis und Ekzeme — und
zererbrovaskuldre Erkrankungen scheinen ebenfalls in Zusammenhang mit einer

erhohten Anfalligkeit fiir eine Besiedlung mit S. aureus zu stehen [Chambers 2001; van



Belkum et al. 2009; Wertheim et al. 2005]. Speziell fiir MRSA nennt die Kommission fiir
Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) Risikopopulationen fiir eine
Kolonisation mit MRSA sowie Risikofaktoren fiir eine Infektion mit MRSA, dargestellt

in Tab. 2 [Robert Koch-Institut 2014].

Risikopopulationen fiir MRSA-

Kolonisation

Risikofaktoren fiir MRSA-Infektionen

e Herkunft aus Bezirken bzw.
Institutionen mit erhéhter MRSA-
Pravalenz

e Dialysepatienten

e Innerhalb der vergangenen 12
Monate mindestens ein stationarer
Krankenhausaufenthalt Gber
wenigstens 3 Tage

e Wiederkehrender Umgang mit
MRSA, bspw. bei
Krankenhauspersonal oder im
Rahmen landwirtschaftlicher
Tierhaltung

e Kontakt zu MRSA-besiedelten
Personen in der Vergangenheit

e Chronische Lasionen der Haut und
Weichteile

e Antibiotische Behandlung innerhalb
der vergangenen 6 Monate

e Verweilende Katheter bei

pflegebedirftigen Patienten

Reduzierte Phagozytenfunktion
o Diabetiker
o Dialysepatienten
e Alkoholabusus
e Hautverletzungen
e Invasive Eingriffe, respektive
o Herz- und Gefalchirurgie
o Operationen mit
Knochenbeteiligung
e Fremdkorper
o Zentrale iv.-Katheter
o Shunts
o Ports
o Perkutane endoskopische
Gastrostomie
e Intensivpatienten, respektive bei
o Pflegebedarf vor
Hospitalisation
o Beatmung
o MRSAin der
Krankengeschichte
o Schluckstérungen

o Wunden

Tab. 2: Risikopopulationen fiir eine MRSA-Kolonisation und Risikofaktoren fiir
eine Infektion durch MRSA [Robert Koch-Institut 2014]
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1.1.4. Klinische Manifestationen

Als fakultativ pathogener Erreger 16st S. aureus durch eine Besiedlung nicht zwingend
eine Infektion aus. Voraussetzung dafiir ist eine Verletzung der Haut oder der
Schleimhautbarriere, z.B. bei Wunden oder durch Fremdkdrper, wie unter anderem
intravendse Katheter. AuBlerdem sind die Virulenz des jeweiligen Erregerstammes, der
Immunstatus des Trégers sowie Komorbidititen entscheidend fiir den Schweregrad der
Infektion [Lowy 1998].

Im weiteren Verlauf werden anhand der Bakteriimie — flir die S. aureus in
Industrieldndern innerhalb der letzten 20 Jahre hauptverantwortlich ist [Bergin et al.
2017] — und derer Ursachen und Komplikationen die hdufigsten Krankheitsbilder

erldutert. Einen schematischen Uberblick der meisten Erkrankungen zeigt Abb. 7.

Stye

Boils/carbuncles/
impetigo

Furuncles

Haemotogenous
spread/sepsis

Pneumonia
Endocarditis

Septic

Emesis arthritis

Cellulitis/
erysipelas

Scalded skin
syndrome ~

Toxic shock
syndrome

Urinary tract
infection

Osteomyelitis

Abb. 7: Von §. aureus verursachte Krankheitsbilder [Wertheim et al. 2005]

S. aureus ist fiir bis zu 20 % der nosokomialen Bakteridmien — also positiven Blutkulturen
nach iiber 48-stiindigem Krankenhausaufenthalt — verantwortlich, wobei die nosokomiale
S. aureus-Bakteriamie (SAB) fiir ca. 40—60% aller SAB verantwortlich ist.

Demgegeniiber werden 15-25% der SAB ambulant erworben, 20 —30 % treten
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Gesundheitssystem-assoziiert auf, also bspw. bei ambulanter Vorstellung in
Dialysepraxen oder ambulanter Verabreichung von Infusionen sowie in Alten- und
Pflegeheimen [Rieg et al. 2011; Yaw et al. 2014].

Einer Untersuchung 500 nosokomialer SAB in den USA zufolge ist MSSA fiir ca. 60 %
und MRSA fiir ca. 40 % der Fille verantwortlich [Fakih et al. 2018]. In Europa variieren
die Zahlen stark, sodass der MRSA-Anteil zwischen ca. 5 % und 50 % liegt [Robert
Koch-Institut 2014]. Eine MRSA-Bakteridmie liegt durchschnittlich doppelt so lange vor
wie eine MSSA-Bakteridmie und weist im Vergleich eine signifikant erhohte Mortalitét
auf [Cosgrove et al. 2003; Dissemond 2009; Lee et al. 2018].

Intravaskuliire Katheter sind mit 21 % am héufigsten als Ursache fiir eine Bakteridmie
anzusehen [Bergin et al. 2017]. Des Weiteren dienen Fremdkdrper wie endotracheale
Katheter, Harnwegskatheter, aber auch prothetisches Material als mogliche
Eintrittspforten fiir S. aureus. Vereinfacht wird die Adhdsion und Vermehrung auf den
Oberflichen dieser Fremdkdrper — aber auch auf chronischen Wundinfektionen, die in
70 % der Fille von S. aureus verursacht werden, mit einem MRSA-Anteil von 20 %
[Dissemond 2009] — durch die fiir S. aureus typische Biofilmbildung, welche durch
genetische Verdnderungen in einigen MRSA-Stringen deutlich verstirkt auftritt [Lee et
al. 2018; O'Neill et al. 2007; Vanhommerig et al. 2014]. Studien aus Deutschland machen
intravaskuldre Katheter fiir 33 % aller SAB und 45% der nosokomialen SAB
verantwortlich [Rieg et al. 2011]. Geméll US-amerikanischen Studien liegt die MRSA-
Rate bei durch periphere Venenkatheter induzierten SAB bei 42 % [Austin et al. 2016],
bei Zentralvenenkathetern bei 52 % [Sievert et al. 2013]

Haut- und Weichteilinfektionen - fiir die S. awreus schon lange als
Hauptverantwortlicher gilt [Lowy 1998; Tong et al. 2015] — sind fiir 18 % der SAB
verantwortlich [Bergin et al. 2017]. Bis zum Jahr 2000 war typischerweise MSSA
verantwortlich, wenige Jahre spiter hatte die CA-MRSA-Privalenz unter den Féllen sich
jedoch verdreifacht, sodass MRSA fiir bis zu 60 % aller Haut- und Weichteilinfektionen
in amerikanischen Notaufnahmen verantwortlich gemacht werden konnte [Moran et al.
2006]. AuBerdem verdreifachte sich mit dem Auftreten von CA-MRSA auch die
generelle Anzahl an Haut- und Weichteilinfektionen; ebenso traten die Infektionen
vermehrt bei Patienten ohne klassische Risikofaktoren auf [Tong et al. 2015]. Heute
machen Haut- und Weichteilinfektionen 90 % der von CA-MRSA verursachten
Infektionen aus [Lee et al. 2018]. Follikulitis, Furunkel und Karbunkel gehdren zum

Krankheitsspektrum, welche bei Resistenzbildung trotz vermeintlicher Harmlosigkeit
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auch gravierende Verldufe verursachen [Rocha et al. 2015] und unter Umsténden sogar
bis zum Tod fithren konnen [Moellering et al. 2011]. AuBBerdem konnen neben der
Superinfektion vorbestehender Hautkrankheiten auch primdr groBe Abszesse mit
metastatischer Streuung, Phlegmone, Empyembildung — bspw. in Pleura und Gelenken —
sowie die lebensbedrohliche nekrotisierende Fasziitis auftreten [Hof et al. 2009; Robert
Koch-Institut 2016b; Tong et al. 2015]. Einige tiefe Haut- und Weichteilinfektionen
werden mit der Bildung des Panton-Valentine-Leukozidins (PVL) in Verbindung
gebracht, welches die Fahigkeit zur Ausbreitung erhdht, mit familiéiren Epidemien tiefer
Hauterkrankungen sowie nekrotisierenden Pneumonien mit letalem Verlauf bei
anderweitig gesunden Patienten in Verbindung gebracht werden kann und
charakteristischerweise, jedoch nicht ausschlieBlich, von bestimmten CA-MRSA-
Stimmen produziert wird [Dissemond 2009; Layer et al. 2018; Monaco et al. 2016;
Robert Koch-Institut 2016b].

Osteoartikulire Infektionen konnen mit ca. 10 % der SAB in Verbindung gebracht
werden [Bergin et al. 2017; Rieg et al. 2011]. S. aureus ist der haufigste nachgewiesene
Keim bei septischer Arthritis, periprothetischen Gelenksinfektionen und Osteomyelitis,
welche bei exogener Genese als Ursprung der Bakteridmie und bei himatogener Genese
als Komplikation betrachtet werden kann [Robert Koch-Institut 2016b; Tong et al. 2015].
MSSA dominiert als Erreger osteoartikuldrer Infektionen, wobei der MRSA-Anteil hier
auch bei bis zu 20 % liegen und zu schwereren Verldufen mit hoherer Komplikationsrate
filhren kann [Bergin et al. 2017; McNeil et al. 2016]. Eine osteoartikuldre Beteiligung
entsteht hdufig durch tiefsitzende, metastatische Absiedlungen, welche alleinstehend
zu liber 20 % der Komplikationen einer SAB beitragen [Rieg et al. 2011]. Diese fithren
neben Krankheitsbildern wie Osteomyelitis, Spondylodiszitis und septischer Arthritis u.a.
auch zu intramuskuldren Abszessen und intraspinalen Empyemen [Seifert et al. 2008].
Tritt im Rahmen einer SAB eine septische Arthritis oder Osteomyelitis auf, kann bei 39 %
der MSSA-Infektionen und bei 92 % der MRSA-Infektionen eine zusétzliche
Komplikation festgestellt werden [Le et al. 2017].

Pleuropulmonale Infektionen sind als Infektionsherd fiir ca. 4 -8 % der SAB
verantwortlich [Bergin et al. 2017; Rieg et al. 2011]. S. aureus verursacht ca. 1.5—-3 %
der ambulant erworbenen Pneumonien. MRSA und MSSA sind hierbei — mit den
iiblichen geographischen Unterschieden — ungefdhr in gleichen Teilen vertreten,
wenngleich die MRS A-Infektion sich auch im Falle der ambulant erworbenen Pneumonie

mit gravierenderer Symptomatik prisentiert [Self et al. 2016; Tong et al. 2015].
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Influenza-A-Infektionen bieten ein gutes Reservoir flir pulmonale Superinfektionen mit
S. aureus. Beide Erkrankungen zeigen einen zeitlichen Zusammenhang, wobei S. aureus-
Pneumonien auch ohne Vorerkrankung als eigenstindiges Krankheitsbild in Erscheinung
treten konnen [Robert Koch-Institut 2016b; Self et al. 2016]. Deutlich haufiger schlidgt S.
aureus bei nosokomialen Pneumonien zu Buche. S. aureus ist in den USA fiir iiber 40 %
der nosokomialen und Gesundheitssystem-assoziierten Pneumonien verantwortlich, wo
die MRSA-Rate bei etwa der Hilfte liegt [Kollef et al. 2005]. Daten aus Deutschland
geben niedrigere MRSA-Raten an (siche Abb. 8) [Meyer et al. 2014]. Die im Rahmen
einiger PVL-bildender CA-MRSA-Stimme vermehrt auftretende nekrotisierende
Pneumonie geht mit Letalitétsraten von bis zu 37 % innerhalb 48 Stunden einher
[Dissemond 2009].

Infektiose Endokarditiden (IE), deren Mortalititsrate bei ca. 30 % liegt [Hoerr et al.
2018], sind eine gefiirchtete Komplikation der SAB und kdnnen mit insgesamt ca. 10 %
aller SAB und mit etwa einem Viertel der ambulanten SAB in Verbindung gebracht
werden [Rieg et al. 2011]. S. aureus ist mit 15 — 40 % der héufigste Erreger der IE in
Industriestaaten und fiir ca. 40 — 50 % aller nosokomial und ambulant erworbenen IE
verantwortlich [Bergin et al. 2017; Hoerr et al. 2018; Tong et al. 2015]. Im Vergleich zu
anderen Erregern geht die durch S. aureus verursachte IE mit einer ungiinstigeren
Prognose der Erkrankung einher [Han et al. 2017; Hoerr et al. 2018]. In der Regel ist die
IE Folge einer SAB und geht — besonders im Falle einer Rechtsherzbeteiligung — gehéuft
mit intravaskuldren Fremdkdrpern einher [Hoerr et al. 2018; Tong et al. 2015]. Ein Risiko
bergen auch Fremdkorper, die direkt mit Endothel in Kontakt geraten: 30 — 50 % der
Herzschrittmacher-Patienten entwickeln im Rahmen einer SAB eine CIED-Infektion
(cardiovascular implantable electronic device), aus welcher sich im Verlauf eine CIED-
IE entwickeln kann [Sohail et al. 2015]. IE nach Herzklappentransplantationen werden
zu 23 — 26 % von S. aureus verursacht [Bergin et al. 2017; Han et al. 2017]. MRSA ist
zwar fiir weniger als ein Viertel aller S. aureus-IE verantwortlich [Hill et al. 2008], geht
aber auch hier mit erhohter Mortalitét einher [Hill et al. 2008; Miro et al. 2005].

Eine Meningitis tritt nur bei ca. 3 % der SAB auf und erfolgt eher sekundér nach
neurochirurgischen Eingriffen [Le et al. 2017; Tong et al. 2015]. Infolge einer SAB wird
die Krankheit vermehrt ambulant erworben, wird haufiger von MSSA verursacht, geht
mit diversen Komorbidititen einher und weist eine erhohte Mortalitit gegeniiber der
postoperativen Meningitis auf [Tong et al. 2015]. S. aureus ist im Allgemeinen fiir ca.

5 -9 % der bakteriellen Meningitiden verantwortlich. MRSA trégt nur zu rund einem
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Drittel dieser Infektionen bei, tritt aber vermehrt und mit steigender Tendenz im
nosokomialen Umfeld auf und imponiert im Vergleich zur MSSA-Meningitis mit einer
Verdopplung der Sterblichkeit [Pintado et al. 2018].

Toxinvermittelte Erkrankungen wie das Staphylococcal Toxic Shock Syndrome (TSS)
treten in der Regel nicht im Rahmen einer SAB auf. Die Erkrankung trifft einerseits
menstruierende Frauen, wobei Tampons als Eintrittspforte fiir die Bakterien dienen. Es
lassen sich auBerdem Zusammenhidnge mit Haut- und Weichteilinfektionen feststellen
[Tong et al. 2015]. MRSA ist fiir 7% der menstruationsunabhdngigen Fille
verantwortlich und eine im Allgemeinen steigende MRSA-Inzidenz scheint keine
Auswirkungen auf das Auftreten von TSS zu haben [DeVries et al. 2011].
Harnwegsinfektionen (HWI) werden nur in 1 —3 % der Fille von S. aureus ausgelost
und gehen in der Regel mit Harnwegskatheterisierung einher [Flores-Mireles et al. 2015].
Eine S. aureus Bakteriurie kann in bis zu 34 % kombiniert mit einer SAB auftreten, wobei
nur ca. 30 % dieser Patienten eine symptomatische HWI entwickeln. Die SAB kann
hierbei sowohl eine Komplikation als auch die Ursache der Bakteriurie darstellen
[Karakonstantis et al. 2018]. Studien aus Japan und den USA zeigen HWI-assoziierte
MRSA-Raten von 68 % und 59 % [Araki et al. 2002; Sievert et al. 2013]. Fiir Daten aus
Deutschland siehe Abb. 8 [Meyer et al. 2014].

In der Gesamtheit liegt die Sterblichkeit einer SAB bei 15 —40 % [Bergin et al. 2017;
Kaech et al. 2006; van Hal et al. 2012; Vogel et al. 2016], wobei die Mortalitit im Falle
der MRSA-Bakteridmie noch hoher ausfillt [Cosgrove et al. 2003; Fakih et al. 2018;
Kaech et al. 2006; Le et al. 2017; Robert Koch-Institut 2014; Yaw et al. 2014]. Bis zu
25 % der SAB lésst sich kein Infektionsherd zuordnen [Bergin et al. 2017; Rieg et al.
2011; Tong et al. 2015], in ambulant erworbenen SAB werden Werte von bis zu 52 %
erreicht [Kaech et al. 2006]. Ein unbekannter Fokus erhoht das Risiko fiir die
Entwicklung eines septischen Schocks [Heizmann et al. 2005] — welcher in bis zu 24 %
aller SAB auftritt [Rieg et al. 2011] —und verschlechtert, wie der septische Schock selbst
auch, die Prognose der SAB [Kaech et al. 2006]. Weitere Risikofaktoren fiir einen
todlichen Ausgang — aber auch fiir die Ausbildung einer SAB — sind Alter,
Immunsuppression, akutes Nierenversagen und Hdmodialyse [Kaech et al. 2006; Tong et

al. 2015].
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Abb. 8: MRS A-Anteile an nosokomial erworbenen Infektionen im zeitlichen Verlauf

von 2007 — 2012 in Deutschland
gemdf3 Daten des Krankenhaus-Infektions-Surveillance-Systems (KISS) [Meyer et al.
2014]

1.1.5. Pravention

1.1.5.1. Basismallnahmen

Um die Verbreitung von MRSA einzuddmmen und Infektionen vorzubeugen, werden in
Deutschland von der KRINKO wiederkehrend aktualisierte Leitlinien entwickelt und
vom Robert Koch-Institut verdffentlicht, anhand derer die folgenden Kapitel erldutert
werden. Die Einhaltung dieser Richtlinien ist ,,fiir Krankenhduser und Einrichtungen fiir
ambulantes Operieren®,,gemaf3 § 23 Abs. 4 in Verbindung mit § 4 Abs. 2 Nr. 2 Buchstabe
b Infektionsschutzgesetz (IfSG)“ verpflichtend [Infektionsschutzgesetz 2000; Robert
Koch-Institut 2013; Robert Koch-Institut 2014]. Auf internationaler Ebene finden sich
vergleichbare Programme [Kalenic et al. 2010; Siegel et al. 2007].

Die grundlegendste und bedeutendste dieser Maflnahmen ist die Einhaltung der
Basishygiene. Diese umfasst unter anderem die Hindehygiene, welche bei konsequenter
Durchfiihrung geméf Leitlinie eine deutliche Reduktion der Keimiibertragung und
konsekutiver Infektionen zufolge hat [Barnett et al. 2014; Girou et al. 2006; Guilhermetti
et al. 2001; Robert Koch-Institut 2016a]. Einer Studie aus England und Wales zufolge
konnte nach Einflihrung eines nationalen Programms zur Héndehygiene die SAB-
Inzidenz pro 10000 Betttagen von 1.88 auf 0.91 gesenkt werden [Stone et al. 2012]. Eine
fundamentale Rolle spielt hierbei die alkoholische Hédndedesinfektion [Lee et al. 2018].
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AuBlerdem beinhaltet die Basishygiene die Fldchendesinfektion mit alkoholischen
Priaparaten [Dissemond 2009], den fachgerechten Umgang mit benutzten
Medizinprodukten, Krankenhauswésche, Geschirr und der Beseitigung von Abfall sowie
das Einhalten von Kleiderordnungen. Die jeweiligen Schritte zu den einzelnen
Unterpunkten werden von der KRINKO in zugehorigen Richtlinien instruiert [Robert
Koch-Institut 2004; Robert Koch-Institut 2007; Robert Koch-Institut 2012; Robert Koch-
Institut 2016a].

Neben der Basishygiene liefert die KRINKO ausfiihrliche Leitfiden zur MRSA-
Bekdmpfung fiir verschiedene FEinrichtungen und Situationen. Um eine wirksame
Privention zu leisten, ist eine kompetente drztliche Einschédtzung der Risiken betreffend
Besiedlung, Ansteckungsraten und Infektionen durch MRSA in Bezug auf die Umsténde
der jeweiligen Gesundheitseinrichtung unabdinglich. Im Allgemeinen umfasst diese
Risikoanalyse, neben strikter Compliance bzgl. der Basishygiene, die Durchfiihrung von
Screeninguntersuchungen (siche Kap. 1.1.5.2.) zur frithen Identifizierung MRSA-
kolonisierter Patienten. Bei positiven Befunden muss die Basishygiene mit angepassten
Sicherheitsvorkehrungen ergidnzt werden, bevor eine Dekolonisierung erfolgen kann
(siche Kap. 1.1.5.3.). Diese Sicherheitsvorkehrungen haben die Isolation betroffener
Patienten in Einzelzimmern sowie den Einsatz von Schutzbekleidung bei Kontakt mit
kolonisierten Patienten zur Folge. Die KRINKO verweist hier auf eine Studie von
Marshall et al.,, der zufolge ebendiese VorsichtsmaBnahmen einen Riickgang der
Ubertragungsrate um 60 % erzielen konnten [Marshall et al. 2013]. Die Wirksamkeit von
IsolationsmaBnahmen wird jedoch aufgrund diverser Studien, welche keinen klaren
Vorteil durch Isolation von Patienten dokumentieren konnten, kontrovers diskutiert
[Cepeda et al. 2005; Fiatkenheuer 2016; Fazal et al. 1996].

Um eine gute Compliance bzgl. der Richtlinien sicherzustellen, miissen Schulungen des
Personals und bei MRSA-positiven Befunden eine Aufklérung der betroffenen Patienten
und derer Besucher erfolgen. AuBlerdem diirfen medizinische Instrumente, wie bspw.
Stethoskope, ausschlieflich fiir die jeweiligen Patienten verwendet oder miissen
unmittelbar nach der Anwendung griindlich desinfiziert werden. [Robert Koch-Institut
2014].

Ferner schreiben die Priventionsmaflnahmen einen addquaten Einsatz von Antibiotika
vor, um der Ausbildung neuer Resistenzen vorzubeugen. Die hierflir bendtigte
Herangehensweise wird, in Zusammenarbeit mit der Kommission Antiinfektiva,

Resistenz und Therapie (ART) des RKI, von der Arbeitsgemeinschaft der
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Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e. V. (AWMEF) in der S3-Leitlinie
»Strategien zur Sicherung rationaler Antibiotika-Anwendung im Krankenhaus* erldutert
und umfasst detaillierte Vorgaben bzgl. angemessener Antibiotikavergabe

[Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e. V.
2019; Robert Koch-Institut 2014].

1.1.5.2. Screening

Als MRSA-Screening bezeichnet man die routinemiBige Reihenuntersuchung
asymptomatischer Patienten mittels Abstrichen und mikrobiologischer oder
molekularbiologischer Diagnostik (sieche Kap. 1.1.5.2.1.). Einerseits kann auf diese
Weise eine Besiedlung festgestellt werden, bevor sich eine manifeste Infektion
entwickelt. Hauptziel des Screenings ist es jedoch, nach der Identifikation von MRSA-
Trigern bereits frithzeitig MalBnahmen, wie die Isolation des Patienten mit den
einhergehenden Sicherheitsvorkehrungen, zu treffen, um eine weitere Ubertragung und
Ausbreitung des Keims zu verhindern. Aulerdem konnen Schritte zur Dekolonisierung
eingeleitet werden.

In Krankenhdusern empfiehlt die KRINKO im Rahmen der Patientenaufnahme ein
Screening gemaf drztlicher Einschiatzung beziiglich des Risikos einzelner Patienten, der
Rahmenbedingungen des Krankenhausaufenthalts sowie den Umstédnden der jeweiligen
Station. In jedem Fall sollten jedoch Risikopopulationen mit Herkunft aus bekanntlich
MRSA-priavalenteren Bezirken bzw. Institutionen gepriift werden. Liegen weitere
Risikofaktoren fiir eine Keimbesiedlung vor, empfiehlt sich eine zeitlich getrennte
Screeninguntersuchung bereits vor der Aufnahme ins Krankenhaus im Rahmen
préastationdrer Untersuchungen. Das Screening selbst sollte zumindest Abstriche der
beiden Nasenvorhofe beinhalten. Bestehen Wunden, ist auch dort ein Abstrich zu
entnehmen. Um die Sensitivitit der Ergebnisse zu erhéhen, ist ein Abstrich weiterer
Pradilektionsstellen wie des Rachens, des Perineums und der Leiste zweckdienlich.
Zusitzliche Rachenabstriche weisen hierbei den groBten Nutzen auf [Robert Koch-
Institut 2014].

Anhand Daten der KISS veranschaulicht Abb. 9 den Zusammenhang zwischen
Aufnahmescreening mittels Nasenabstrich, der zugehorigen MRSA-Privalenz bei
Patientenaufnahme sowie der Inzidenz erstmals diagnostizierter MRS A-Kolonisation im

Rahmen des stationdren Aufenthalts. Eine Erhdhung der Anzahl an Screening-Abstrichen

18



steht in Zusammenhang mit erhdhter Detektion einer Besiedlung bei der Aufnahme.

Folglich sinkt auch die Inzidenz nosokomial erworbener Besiedlungen [Maechler 2018].
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Abb. 9: MRSA-Privalenz bei Aufnahme im Zusammenhang mit der Anzahl der
Nasenabstriche pro 100 Patientenaufnahmen sowie der Inzidenz nosokomial
erworbener MRSA-Besiedlung von 2006 — 2016

anhand Daten des KISS [Maechler 2018]

Salgado et al. konnten in einer Studie feststellen, dass ohne Aufnahmescreening bis zu
85 % der MRS A-Besiedlungen nicht erkannt werden, was eine vermehrte Nichtisolation
kontaminierter Patienten und konsekutiv eine erhohte MRSA-Transmission zufolge hat
[Salgado et al. 2006].

In welchem Umfang das Screening stattfinden sollte, ist in der Literatur umstritten.
Allgemein kann zwischen gezieltem und universellem Screening unterschieden werden.
Das gezielte Screening schlieBt verschiedene Stationen mit erhohtem MRSA-Risiko —
also z.B. Intensiv-, chirurgische oder nephrologische Stationen — oder, ggf. in
Kombination, je nach Einrichtung bzw. Lokalisation festgelegte Risikopopulationen ein.
Demgegeniiber steht das universelle Screening, in dessen Rahmen jeder neu
aufgenommene Patient auf MRSA untersucht wird. AuBerdem werden
IsolierungsmaBBnahmen bei jedem Patienten mit MRSA in der Anamnese diskutiert, bis
ein negatives Ergebnis vorliegt. Zeitlich kann das Screening entweder préstationér — also
in  ausreichendem Abstand vor der Aufnahme, um ggf. rechtzeitig
Dekolonisierungsmafnahmen einzuleiten und eine kostenaufwendige Isolierung zu

verhindern — oder am Tag des Krankenhauseintritts erfolgen [Bartels et al. 2008; Girndt
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2016; Robert Koch-Institut 2014]. Préstationdres Screening mit anschlieBender
Dekolonisierung scheint eine sowohl klinisch, als auch finanziell effektive Methode zu
sein [Bartels et al. 2008].

Die Effektivitit des universellen Screenings wiederum wird kontrovers diskutiert.
Wihrend manche Studien dem universellen Screening im Vergleich zum gezielten
Screening eine signifikante Erhdhung der MRSA-Detektion sowie eine Reduktion des
Auftretens nosokomialer MRSA-Infektionen um mitunter mehr als die Hélfte zusichern
[Diller et al. 2008; Lawes et al. 2012; Robicsek et al. 2008], berichten andere Studien
lediglich von einer Erh6hung der detektierten MRSA-Préivalenz, ohne die Infektionsrate
zu senken [Harbarth et al. 2008; Leonhardt et al. 2011]. Dies konnte jedoch in
Zusammenhang mit ohnehin niedrigen Infektionsraten in der jeweiligen Institution
stehen, weshalb vor der Implementierung eines universellen Screenings die lokale
Situation evaluiert werden sollte [Harbarth et al. 2008]. Das grof3te Argument gegen das
universelle Screening bleibt jedoch die wirtschaftliche Ineffizienz aufgrund hoher
Begleitkosten im Vergleich zum gezielten Screening [Harbarth et al. 2008; Leonhardt et
al. 2011; Robotham et al. 2016], wobei auf Risikostationen sowie im Rahmen eines
MRSA-Ausbruchs auch ein 6konomischer Nutzen entstehen kann [Hubner et al. 2015].
Das gezielte Screening wiederum wird von verschiedenen Studien nicht nur aufgrund der
klinischen Wirksamkeit, sondern auch wegen des 6konomischen Mehrwerts anerkannt

[Bartels et al. 2008; Carr et al. 2018; Tubbicke et al. 2012a].

1.1.5.2.1. Erregernachweis

Kultureller Erregernachweis

Gemdfl KRINKO ist der Erregernachweis mittels Anlage einer Bakterienkultur
mafgeblich im Hinblick auf die MRSA-Diagnostik, da hiermit ein Nachweis aus den
relevanten klinischen Proben und eine Resistenztestung auf Antibiotika ermoglicht wird.
AuBerdem sind weiterfiihrende Analysen wie eine Typisierung fiir epidemiologische
Untersuchungen sowie der Nachweis von Virulenzfaktoren durchfiihrbar [Robert Koch-
Institut 2014].

Mikrobiologische Kulturen konnen beispielsweise aus routineméfBig entnommen
Abstrichen, aber auch — je nach klinisch vermutetem Infektionsherd — aus
Wundabstrichen, Blutkulturen, entfernten Kathetern, Liquorproben, respiratorischen
Materialen, diversen invasiv oder nicht-invasiv gewonnenen Korperfliissigkeiten,

Punktaten oder Gewebeproben angelegt werden. Mal3geblich fiir die Aussagekraft der
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Kulturergebnisse ist hierbei die korrekte Entnahme der Proben. Bei klinischem Verdacht
auf eine Infektion sollten jegliche Proben vor Beginn einer antibiotischen Therapie
gewonnen werden. Auch die Lagerung und der Transport der Proben haben
ausschlaggebende Auswirkungen auf die diagnostische Wertigkeit. Zur korrekten
Gewinnung, Lagerung und Transportierung sollten die Vorgaben der entsprechenden
Labore genauestens beachtet werden [Weillgerber 2013].

Der Nachweis des Erregers erfolgt durch Ubertragung der entsprechenden Probe in
flissige oder feste Ndhrmedien. Ein Nachweis von S. aureus kann mikroskopisch
(Darstellung grampositiver Kokken in Haufen) sowie durch verschiedene Tests zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Kultivierung erfolgen, beispielsweise durch Nachweis
der durch das Bakterium produzierten Koagulase (mit einer Spezifitdt von 99.9 %),
hitzeresistenter DNAse oder durch Agglutinationstest, basierend auf der Expression des
Verklumpungsfaktors oder des Protein A [Brown et al. 2005; Robert Koch-Institut
2016b].

Nach 16 —24 Stunden Bebriitungszeit kann der Nachweis der Methicillin-Resistenz
mithilfe der Methicillin-analog wirksamen Antibiotika Oxacillin oder Cefoxitin erfolgen.
Beide Antibiotika kénnen zur Verdiinnung von fliissigen und festen Nidhrmedien
verwendet werden, wihrend Cefoxitin auch fiir Plattendiffusionstests auf festen
Néhrmedien verwendet wird. Wie viele Bakterien nach Zugabe des jeweiligen
Antibiotikums {iberleben, kann bei der Verdiinnungsmethode durch Bestimmen der
minimalen Hemmkonzentration und beim Plattendiffusionstest durch Messen des
Hemmbhofs abgeleitet werden. Somit kann eine Differenzierung in sensible, intermedidr
resistente und resistente Bakterien erfolgen [Brown et al. 2005; Palavecino 2014a].
Zwischen Probenentnahme und definitivem Resultat vergehen 2 — 3 Tage (sieche Abb.
10), die durchschnittliche Sensitivitéit der klassischen Kultivierung kann mit 89 — 94 %
beziffert werden, die Spezifitdt mit 93 — 94 % [Binti Abdul Halim et al. 2016; Wagener
etal. 2014].

Innovative, auf dem kulturellen Erregernachweis basierende Methoden zum schnelleren
MRSA-Nachweis stellen unter anderem chromogene MRSA-Selektivndhrmedien dar.
Diese enthalten verschiedene selektive Wirkstoffe, welche ausschlieSlich das Wachstum
von MRSA erlauben oder MRSA-Stidmmen eine spezielle Farbung verleihen. Sie werden
vor allem im Screening eingesetzt, ermdglichen eine direkte und selektive MRSA-
Identifikation innerhalb von 18 —28 Stunden und weisen, je nach Hersteller, eine

Sensitivitdt und Spezifitit von bis zu 96 % und 95 % auf [Brown et al. 2005; Palavecino
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2014b; Tubbicke et al. 2012b]. Eine weitere Moglichkeit zur beschleunigten Diagnostik
von MRSA nach erfolgter Kultivierung von S. aureus ist die Durchfiihrung eines auf der
Expression des PBP2a beruhenden Latexagglutinationstest. Es handelt sich hierbei um
Teststreifen, welche Latexpartikel mit monoklonalen Antikdrpern gegen PBP2a enthalten
und gemeinsam mit vom Nahrmedium abgestrichenen S. aureus-Kolonien in eine Losung
gegeben werden. Eine Agglutination und somit ein positives Ergebnis ist nach 5 — 10
Minuten ersichtlich, mit einer Sensitivitdt und Spezifitit von bis zu 100 %. Die Methode
kann jedoch nicht auf allen gingigen Nahrmedien verléssliche Ergebnisse liefern [Brown

et al. 2005; Louie et al. 2000; Palavecino 2014b; Sakoulas et al. 2001].

MRSA-Direktnachweis mittels PCR

Eine neuere Methode zum Nachweis von MRSA ist die Detektion des fiir die Methicillin-
Resistenz verantwortlichen mecA-Gens anhand einer Polymerasekettenreaktion (PCR).
Das mecA-Gen ist auch bei methicillinresistentem S. epidermidis nachweisbar, sodass
zur Erkennung von MRSA noch fiir S. aureus spezifische Sequenzen des nuc-Gens
nachgewiesen werden. Dementsprechend kann bei nachgewiesenem mecA- und nuc-Gen
von einer MRSA-Besiedlung ausgegangen werden [Weilgerber 2013]. PCR-Verfahren
bringen den Vorteil, dass die Ergebnisse innerhalb von 1 — 5 Stunden vorliegen, wihrend
mittels konventioneller Diagnostik anhand mikrobiologischer Kultivierung 2 — 3 Tage
oder ldnger bis zur Ergebniseinsicht vergehen (siche Abb. 10) [Hell et al. 2016;
Palavecino 2014b; Robert Koch-Institut 2014].
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Kultivierung auf i
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ntnahme .

\
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Abstrich- Inkubation (18-28 h) MRSA-Nachweis
Entnahme
; PCR-Test (1-3h
Abstrich- et (80 MRSA-Nachweis
Entnahme ﬁ

Traditionelle Kultivierung und Resistenztestung (48-72 h)

Verwendung eines chromogenen Selektivnahrmediums (24 h)

>

Real time PCR (1-3 h)

Abb. 10: Zeitlicher Ablauf verschiedener Methoden zum MRSA-Nachweis
modifiziert nach [Palavecino 2014b]

Eine PCR-Analyse kann als MRSA-Direktnachweis aus Abstrichmaterial erfolgen. Diese
zwar deutlich schnellere Methode ist jedoch der PCR-Untersuchung von S. aureus-
Isolaten aus einer angelegten Kultur unterlegen, wo die Sensitivitdt und Spezifitit mit
jeweils 100 % beziffert wird [Elsayed et al. 2003; Reischl et al. 2000; Warren et al. 2004].
Je nach Hersteller der Testgerdte zur PCR-Analyse liegen die Werte eines
Direktnachweises bei einer Sensitivitit von 86— 100 % und einer Spezifitit von
89 — 100 %. Negativ pradiktive Werte variieren zwischen 97 % und 100 %, wihrend
positiv pradiktive Werte teilweise nur bei 60 — 100 % liegen, was hohe Risiken falsch
positiver Befunde mit sich bringt, weshalb bei positivem Nachweis stets eine zusétzliche
Kultivierung erfolgen muss [Hell et al. 2016]. Ein systematisches Review berichtet unter
Einbezug von Studien aus zahlreichen Léndern, dass konventionelle Kultivierung mit
einer durchschnittlichen Sensitivitit und Spezifitit von 94 % und 95 % vergleichbar mit
Ergebnissen des PCR-Direktnachweises sind, welche eine mittlere Sensitivitdt und
Spezifitit von 94 % und 97 % aufweisen [Binti Abdul Halim et al. 2016].

Ein universelles Screening mittels PCR-Analyse ist im Vergleich zur konventionellen
Kultivierung eine sehr teure und Okonomisch ineffiziente Methode [Dancer 2008;
Hubben et al. 2011], besonders in Regionen mit allgemein niedriger MRSA-Rate [Kock
et al. 2014]. Lediglich im gezielten Screening scheint die PCR-Analyse wirtschaftlich
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effizient zu sein [Tubbicke et al. 2012a]. Geméll KRINKO eignet die PCR-Analyse sich
zwar fiir Screening-Verfahren, wobei Ergebnisse erst nach Vorliegen eines kulturellen
Verfahrens als definitiv angesehen werden diirfen und die Kultur bei widerspriichlichen
Ergebnissen entscheidend ist. Fiir MRSA-Nachweise im Rahmen von Infektionen und
Dekolonisierungskontrollen wird die PCR-Analyse als untauglich bezeichnet [Robert
Koch-Institut 2014].

1.1.5.3. Dekolonisierung

Um eine wirksame Prévention zu leisten, sollte bei MRS A-positiven Patienten stets eine
Dekolonisierung, also Eradikation des Keims, evaluiert werden. Diese kann nicht nur der
Ausbildung einer manifesten Infektion vorbeugen, sondern dariiber hinaus eine weitere
Ubertragung des Keims verhindern.

Aufgrund der Gefahren neuer Resistenzentwicklungen und dem Verlust
epidemiologischer Daten wird von einer universellen Dekolonisierung ohne
vorausgehendes Screening seitens der KRINKO abgeraten. Die Indikation der
Dekolonisierung sollte vielmehr bei nachgewiesener MRSA-Trigerschaft individuell
beurteilt werden. Vor geplanten Operationen bzw. Interventionen sowie im Rahmen
intensivmedizinischer Betreuung ist eine Dekolonisierung bei nachgewiesenen MRSA-
Tragern in jedem Fall empfohlen, sogar beim Vorliegen dekolonisierungshemmender
Faktoren, wie beispielsweise chronischer Wunden und einliegender Fremdkorper [Robert
Koch-Institut 2014]. Zumindest bei intensivstationdren Patienten scheint jedoch die
universelle Dekolonisierung aller Patienten effektiver als eine gezielte Dekolonisierung
nach positivem Screeningbefund zu sein [Huang et al. 2013].

Als Mittel der Wahl zur topischen Dekolonisierung der Nase dient Mupirocin-Salbe,
welche vergleichbare Erfolge in der Eradikation von MRSA und MSSA-Trédgern zeigt
[Ammerlaan et al. 2009]. Hierbei handelt es sich um ein bakteriostatisches Antibiotikum,
welches einer wiederholten Anwendung iiber einen Zeitraum von 4 — 7 Tagen bedarf und
eine kurzfristige Eradikationsrate von 90 % eine Woche nach Therapieende sowie einen
langfristigen Therapieerfolg von 60 % bis zu ein Jahr nach Abschluss der Applikation
erzielen konnte.

Auch wenn Mupirocin-Resistenzen sich in Deutschland tendenziell riicklaufig zeigen
(sieche Tab. 1), berichtet eine Studie aus den USA von einer Resistenzrate in bis zu tiber

30 % der untersuchten Fille, wobei sich ein Zusammenhang mit vorhergehender
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Mupirocin-Applikation in der Vergangenheit zeigt [Antonov et al. 2015]. Bei Vorliegen
einer Mupirocin-Resistenz kommen zur nasalen Anwendung vorwiegend antiseptische
Losungen zum Einsatz [Robert Koch-Institut 2014].

Eine alleinige nasale Dekolonisierung scheint im Rahmen endemischer MRSA-
Infektionsgeschehen mit MRSA-Kolonisation an verschiedenen Kdrperstellen jedoch
nicht zielfithrend [Harbarth et al. 1999]. Die KRINKO empfiehlt eine lokale
Keimeradikation zu etablieren, welche zumindest auf Nase, Rachen und Haut abzielen
sollte [Robert Koch-Institut 2014].

Zur Dekolonisierung des Rachens wird das Gurgeln von Octenidin, Triclosan und
Chlorhexidin empfohlen. Zur Dekolonisierung intakter Haut eignen sich
Desinfektionswaschungen mit Chlorhexidin, Octenidin, Polihexanid sowie Iodophore.
Eine Kolonisierung chronischer Wunden kann neben Octenidin und Polihexanid mit
Silber sowie Povidin-lod behandelt werden. Sadmtliche der genannten Mafinahmen
sollten ein- bis dreimal téglich fiir mindestens flinf Tage angewandt werden. Zudem sollte
eine tdgliche Desinfektion der Umgebung sowie der Gebrauchsgegenstinde betroffener
Patienten erfolgen [Dissemond 2009; Robert Koch-Institut 2014]. AuBerdem wird auch
der Einsatz von Mupirocin-Salbe an besiedelten Korperstellen auBerhalb der Nase
diskutiert [Wagener et al. 2014].

Jedoch muss auch eine Dekolonisierung mittels Antiseptika kritisch betrachtet werden,
da hier ebenfalls die Mdglichkeit von Resistenzentwicklungen besteht, Nebenwirkungen
wie Hautirritationen auftreten konnen und zuletzt auch kontroverse Angaben in der
Literatur iiber den Kosten-Nutzen-Faktor der universellen gegeniiber der gezielten
Dekolonisierung mit Antiseptika vorliegen [Gidengil et al. 2015; Hardy et al. 2018;
Schlotthauer et al. 2017; Tubbicke et al. 2012b].

Von einer standardisierten Dekolonisierung mittels systemischer Antibiotikagabe wird
abgeraten [Robert Koch-Institut 2014]. Systemische Therapien konnen kurzfristig
lediglich in 60 % und langfristig nur in 50 % einen Therapieerfolg verzeichnen, wihrend
gleichzeitig eine hohere Resistenzentwicklung entsteht. Eine systemische Therapie sollte
stets  resistenzgerecht  erfolgen und nur angewandt werden, wenn
dekolonisierungshemmende Faktoren sowie eine Mupirocin-Resistenz vorliegen oder
eine vorhergehende topische Dekolonisierung keinen Erfolg erzielen konnte [Ammerlaan
et al. 2009; Robert Koch-Institut 2014].

Eine erste Kontrolle des Dekolonisierungserfolgs sollte zwei bis drei Tage nach Beenden

der Dekolonisierung durchgefiihrt werden, wobei erst bei Vorliegen dreier negativer

25



Abstriche im Abstand von mindestens 24 Stunden aus Lokalisationen mit vormals
positiven Abstrichen von einer erfolgreichen Eradikation ausgegangen werden kann
[Dissemond 2009]. Es wird jedoch diskutiert, dass die Durchfiihrung von drei Abstrichen
im Abstand von drei bis vier Stunden an nur einem Tag die gleiche Verldsslichkeit zur
Bestétigung einer erfolgreichen Dekolonisierung bietet. Aufgrund der kiirzeren Dauer
und somit vereinfachten Durchfiihrung der Dekolonisierungskontrolle soll hierdurch eine
erhohte Compliance, eine schnellere Entisolierung von Patienten und somit auch ein

okonomischer Vorteil erreicht werden [Frickmann et al. 2018].

1.1.5.4. Praktische Anwendung von Praventionsmaflinahmen

In welchem Rahmen PridventionsmaBBnahmen durchgefiihrt werden sollten und welche
Effekte sie erzielen, ldsst sich nicht einheitlich definieren. Es bedarf individueller Ansétze
entsprechend der lokalen epidemiologischen Situation, dem Leistungsspektrum der
jeweiligen Institution und letztendlich dem einzelnen Patienten und seiner
Komorbidititen. Zur Etablierung eines passenden Konzepts existieren Modelle wie die
vertikale und horizontale Prévention. Die horizontale Privention zielt auf eine breite
Abdeckung von Krankheitserregern ab, ohne auf spezifische Keime oder Situationen
einzugehen. Sie umfasst beispielsweise die Basishygiene, beinhaltet jedoch auch Ansétze
wie universelles Screening und Dekolonisieren, wihrend die vertikale Pravention sich an
individuellen Umstidnden orientiert und erreger- und patientenspezifischer agiert und
beispielsweise die gezielte Suche nach bestimmten Keimen und folglich eine Isolation
und gezielte Dekolonisierung zur Konsequenz hat. Den jeweiligen aktuellen Umstdnden
und Anforderungen entsprechend sollte eine angepasste Kombination aus horizontaler
und vertikaler Pravention unter regelmiBiger Evaluation der Vor- und Nachteile einzelner
MalBnahmenpakete umgesetzt werden, wihrend evidenzbasierte BasismaBBnahmen durch
regelméfBige Schulungen und Kontrollen konsequent realisiert werden miissen

[Schlotthauer et al. 2017].

1.1.6. Therapie manifester Infektionen

Liegt eine symptomatische Infektion mit S. aureus vor, muss je nach Manifestationsort
und Schweregrad der Infektion die Etablierung systemischer antibiotischer Therapien
sowie gegebenenfalls eine invasive Fokussanierung und die Entfernung liegender

Fremdkorper evaluiert werden. So kann beispielsweise im Rahmen von Haut- und
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Weichteilinfektionen bei lokal begrenzten Abszessen eine chirurgische Sanierung ohne
zusitzliche antibiotische Therapie eine abschlieBende Behandlung darstellen, wihrend
kompliziertere Infektionen mit systemischen Entziindungszeichen einer zusitzlichen
systemischen Therapie bediirfen, respektive bei Vorliegen relevanter Komorbidititen
[Liu et al. 2011; Morgan 2011].

Ob eine empirische antibiotische Therapie mit Abdeckung von MRSA verabreicht
werden sollte, muss entsprechend der Risikofaktoren der jeweiligen Patienten und
Institutionen sowie der lokalen MRSA-Privalenz individuell entschieden werden
[Wagener et al. 2014]. Ebenso miissen die Therapiedauer sowie die Art der
Verabreichung — intravends oder peroral — von der Lokalisation und Ausprdgung der
Infektion abhéngig gemacht werden, wobei eine Therapiedauer von mindestens 7 — 10
Tagen anzustreben ist [Dissemond 2009]. In jedem Fall sollte vor Beginn einer
systemischen antibiotischen Therapie eine Kultivierung erfolgen, um die Therapie im
Verlauf resistenzgerecht anpassen zu konnen [Lee et al. 2018].

Lokal begrenzte, MRSA-assoziierte Haut- und Weichteilinfektionen kdénnen
beispielsweise primir peroral behandelt werden. Bei schwerwiegenden Infektionen sollte
die perorale Therapie jedoch erst nach Vorliegen mikrobiologischer Befunde als
resistenzgerechte Deeskalation einer empirischen intravendsen Therapie angewandt
werden [David et al. 2017; Lee et al. 2018].

Die adidquate Therapie einer S. aureus-Infektion stellt eine komplexe Herausforderung
im klinischen Alltag dar. Es bedarf eines gut abgewogenen Zusammenspiels aus
Fokussanierung und angemessener antibiotischer Therapie unter Einbezug individueller
Faktoren des Patienten und der lokalen Gegebenheiten sowie regelmiBiger Uberpriifung
des Therapieerfolgs. Wihrend bei MSSA-Infektionen in erster Linie B-Lactam-
Antibiotika angewandt werden sollten, sind die Therapiemdglichkeiten bei MRSA-
Infektionen deutlich komplexer. Eine zusammenfassende Darstellung der antibiotischen
Therapiemoéglichkeiten einer MRSA-Infektion bietet Tab. 3 anhand der gingigsten
Krankheitsbilder.
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Syndrom Vancomycin  Cotrimoxazol! Daptomycin  Clindamycin! Linezolid Rifampicin2 weitere Substanz!

(ggfs. hochdosiert) als Alternative
unkomplizierte Haut-/ Empfehlung Empfehlung Alternative ggfs. zusatzlich ~ Doxycyclin,
Weichgewebsinfektion Minocyclin
komplizierte Haut-/ Empfehlung Empfehlung  Alternative Empfehlung ggfs. zusatzlich
Weichgewebsinfektion
komplizierte schlechte Alternative3.4 Alternative3:4 Tigecyclin,
intraabdominelle Infektion Gewebs- Empfehlung?®

penetration3
Pneumonie Empfehlung nicht Alternative Empfehlung
empfohlen®
Baktericimie/Nativklappen- Empfehlung als Alternative nicht
endokarditis Monotherapie empfohlen
Kunstklappenendokarditis Empfehlung immer initial 2 Wochen
mit Rifampicin zusétzlich mit Gentamicin
Osteomnyelitis/ Empfehlung Alternative mit Alternative?  Alternative +/- Alternative +/-  ggfs. zusdtzlich  Doxycyclin oder
septische Arthritis Rifampicin Rifampicin Rifampicin Fluorchinolon +
Rifampicin fiir
Langzeittherapie
ZNS-Infektion Empfehlung Alternative Alternative ggfs. zusatzlich

Tab. 3: Empfohlener Einsatz und Limitationen ausgewihlter Antibiotika fiir die
MRSA-Therapie [Wagener et al. 2014]

! Resistenztestung beachten, ° nie als Monotherapie, 3 nur in Kombination mit Therapie
gegen Gram-negative Keime, * keine Zulassung in Deutschland, ° kontrovers diskutierte

Stellungnahmen, ° Inaktivierung durch Surfactant

1.2. VOCs

Der englische Begriff VOC (volatile organic compounds) beschreibt fliichtige organische
Verbindungen, welche als Stoffwechselprodukte von Organismen in die Umgebung
ausgestolen  werden. VOCs sind als Resultat von physiologischen
Stoffwechselvorgidngen fiir den individuellen Geruch eines Organismus verantwortlich.
Von Bakterien produzierte VOCs sind auch flir den typischen Geruch diverser
Lebensmittel, wie beispielsweise Kédse und Wein zustindig und verursachen ebenfalls
den unangenehmen Geruch verdorbener Lebensmittel [Veselova et al. 2019]. Im Rahmen
pathologischer Verdanderungen eines Organismus, wie der Besiedlung durch pathogene
Bakterien, Stoffwechselkrankheiten oder dem Wachstum von Krebszellen, verandert sich
die Zusammensetzung der emittierten VOCs durch das Hinzukommen neuer VOCs oder
durch eine Umverteilung der physiologisch entstandenen VOCs [Shirasu et al. 2011].

De Lacy Costello et. al. haben im Jahr 2014 in einem Review das physiologische
menschliche ,,Volatilom* beschrieben, in welchem sie 1840 — hauptsdchlich mittels
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) identifizierte — Verbindungen
auflisten konnten, welche in absteigender Haufigkeit in Atemluft, Hautsekreten, Stuhl,
Speichel, Urin, Milch und Blut nachgewiesen wurden. Nur 12 VOCs (0.7 % aller

nachgewiesenen Verbindungen) konnten allgegenwirtig in allen Korperfliissigkeiten und
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in der Atemluft nachgewiesen werden, was kennzeichnend fiir die Vielzahl und
Verschiedenheit von VOCs im menschlichen Organismus ist. Ziel des Reviews war es,
eine Datenbank der bekannten physiologischen VOCs zu erstellen, anhand derer
zukiinftige Untersuchungen sich in der Analyse pathologischer VOCs orientieren konnen,
wobei hierbei auch auf die Unvollstindigkeit des Volatiloms und den Bedarf an
zusitzlichen Studien hingewiesen wird [de Lacy Costello et al. 2014].

Die nicht-invasive VOC-Analyse aus der Atemluft hat bisher den groften Stellenwert in
der VOC-Diagnostik und erlaubt sowohl Riickschliisse auf Atemwegserkrankungen als
auch auf im Blut zirkulierende und an die Atemluft abgegebene VOCs, welche
beispielsweise durch Tumorzellen, oxidativen Stress, oder im Rahmen von Infektionen
entstehen [de Lacy Costello et al. 2014; Haick et al. 2014]. Es konnten beispielsweise
bereits 1978 erhohte Konzentrationen der volatilen Schwefelverbindung Dimethylsulfid,
verantwortlich fiir den typischen Foetor hepaticus, aus der Atemluft von leberkranken
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen werden [Kaji et al. 1978].
Neuere Studien gewihrleisten durch eine VOC-Analyse der Atemluft — unter anderem
durch den Nachweis von Dimethylsulfid — eine zu 100% sensitive und zu 70 %
spezifische Unterscheidung von Patienten mit und ohne Leberzirrhose [Van den Velde et
al. 2008]. Zudem konnten aus der Atemluft spezifische VOCs fiir sowohl
Atemwegserkrankungen, wie beispielsweise Asthma, COPD und cystische Fibrose als
auch fiir extrapulmonale FErkrankungen, wie beispielsweise Diabetes mellitus,
rheumatoide Arthritis, Brustkrebs, Schizophrenie, Alzheimer, Parkinson oder
AbstoBungsreaktionen nach Organtransplantationen nachgewiesen werden [Bach et al.
2015; Corradi et al. 1999; Corradi et al. 2003; Elmassry et al. 2020; Humad et al. 1988;
Montuschi et al. 1999; Novak et al. 2007; Olopade et al. 1997; Paredi et al. 2000; Phillips
et al. 2003; Phillips et al. 1993; Probert et al. 2009].

Neben der Atemluftanalyse erlaubt das sogenannte Headspace-Verfahren den Nachweis
von VOCs unter anderem aus Gewebeproben, Korperfliissigkeiten sowie Zell- und
Bakterienkulturen [Amann et al. 2014]. Im Headspace-Verfahren, im Deutschen
Dampfraumanalyse, werden in der Dampfphase befindliche VOCs oberhalb einer in
einem geschlossenen Gefd3 befindlichen, festen oder fliissigen Probe gewonnen und
analysiert. Die Konzentration der im Headspace befindlichen VOCs ist hierbei von der
urspriinglichen Konzentration der VOCs in der Probe, deren Volatilitit, dem
Phasenverhéltnis zwischen fester, fliissiger und gasformiger Phase sowie dem

temperaturabhéngigen Partialdruck abhédngig. Durch die Headspace-Analyse kdnnen
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somit Riickschliisse auf Bestandteile sowie physiologische und pathologische
Verianderungen der jeweiligen Probe gezogen werden [El Manouni El Hassani et al. 2020;
Farraia et al. 2019; Peltrini et al. 2020].

Die Headspace-Analyse erlaubt Untersuchungen verschiedener Gewebe und
Korperfliissigkeiten. Auch hiermit lassen sich spezifische VOCs fiir eine Vielzahl an
Krankheiten nachweisen, beispielsweise im Rahmen von chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen sowie kolorektalen Krebserkrankungen mittels Stuhluntersuchungen
[Vernia et al. 2021], Krebserkrankungen von Lunge oder Leber im Blut [Deng et al. 2004;
Xue et al. 2008], oder urogenitalen Krebserkrankungen mittels Urinanalyse [Heers et al.
2018; Wen et al. 2020]. Die Grunderkrankung muss nicht zwingend im direkten lokalen
Zusammenhang mit der entsprechenden Probe stehen, es lassen sich zum Beispiel
maligne Gallengangsstrikturen mittels VOCs aus dem Urin nachweisen [Navaneethan et
al. 2015].

Auch Mikroorganismen produzieren VOCs [Rabis et al. 2011]. Lemfack et al. haben in
einer Datenbank knapp 2000 VOCs aus beinahe 1000 verschiedenen mikrobiologischen
Spezies festgehalten [Lemfack et al. 2018; Lemfack et al. 2014]. Somit ist naheliegend,
dass auch Infektionskrankheiten und deren Erreger im menschlichen Organismus mittels
VOCs nachgewiesen werden konnen. Auch zur Diagnostik von Infektionskrankheiten
dominieren Studien zum Erregernachweis aus der Atemluft [Sethi et al. 2013]. Hier ist
beispielsweise der Nachweis von Acinetobacter baumannii [Gao et al. 2016], Aspergillus
fumigatus [Chambers et al. 2009b] oder Mycobacterium tuberculosae [Phillips et al.
2010] moglich, wobei bei letzterem die Headspace-Analyse aus dem Sputum eine hohere
Sensitivitdt und Spezifitit aufweist, als die Atemluftanalyse [Fend et al. 2006]. Bei
Patienten mit cystischer Fibrose konnen spezifische VOCs fiir Superinfektionen mit
Pseudomonas aeruginosa [Enderby et al. 2009] und S. aureus [Neerincx et al. 2016]
nachgewiesen werden. Ferner ist iiber die Atemluft ein Nachweis von VOCs des im
Magen anséssigen Helicobacter pylori moglich [Lechner et al. 2005].

Im Headspace-Verfahren wird zudem der Nachweis von erregerspezifischen VOCs
verschiedener Infektionen im Rahmen von Blut-, Stuhl- und Urinuntersuchungen
ermoglicht. Im Blut ist beispielsweise der Nachweis von E. coli [Umber et al. 2013], P.
aeruginosa, S. aureus, A. baumannii, Streptococcus pneumoniae oder Neisseria
meningitidis moglich [Allardyce et al. 2006]. Stuhluntersuchungen erlauben die
Identifikation spezifischer VOCs der gingigen gastrointestinalen Erreger Clostridium

difficile [Probert et al. 2004] und Vibrio cholerae [Garner et al. 2009].
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Urinuntersuchungen ermoglichen den Nachweis einer Bakteriurie [Aathithan et al. 2001]
sowie eine Erregeridentifizierung mittels VOCs, beispielsweise bei Infektionen mit E.
coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus saprophyticus, P. aeruginosa, Klebsiella
spp. [Manja et al. 1983; Roine et al. 2014; Storer et al. 2011] oder Proteus spp. [Hayward
et al. 1977].

Die Detektion krankheitsspezifischer VOCs stellt eine innovative und vielversprechende
Moglichkeit der Diagnostik verschiedener Pathologien dar. Ein géngiges, zur VOC-
Analyse verwendetes Verfahren liegt in der Massenspektrometrie. In den meisten Fillen
wird hierbei zur Vorseparierung der Proben ein Gaschromatograph vorgeschaltet (GC-
MS), wobei auch andere Methoden, wie die selected-ion flow-tube Massenspektrometrie
(SIFT-MS) oder die proton transfer reaction Massenspektrometriec (PTR-MS)
Verwendung finden. Ferner erlaubt auch die Kopplung eines Gaschromatographen mit
einem Flammenionisationsdetektor (GC-FID) die Untersuchung von VOCs [de Lacy
Costello et al. 2014]. Neben der Massenspektrometrie  stellt die
Ionenmobilititspektrometrie ein weit verbreitetes Verfahren zur VOC-Analyse dar. Auch
hier kann eine Vorseparierung einer Probe durch Kombination eines
Gaschromatographen (GC-IMS) oder einer Multikapillarsdure (MCC-IMS) erfolgen
[Ruzsanyi et al. 2005]. Eine weitere Methode ist die high-field asymmetric-waveform
Ionenmobilititsspektrometrie (FAIMS) dar [Dospinescu et al. 2020]. AuBBerdem werden
vermehrt elektronische Nasen zur Detektion von VOCs angewandt [Farraia et al. 2019].
Anhand der néchsten Kapitel werden mit der  Multikapillarsduren-
Ionenmobilitétsspektrometrie und der elektronischen Nase ,,Cyranose 320 die in dieser

Studie zur VOC-Analyse verwendeten Gerite vorgestellt.

1.3. lonenmobilitatsspektrometrie

Bei der Ionenmobilititsspektrometrie handelt es sich um eine weit verbreitete Methode,
welche unter anderem zum Nachweis von Sprengstoffen, illegalen Drogen und
chemischen Kampfstoffen eingesetzt wird, sowohl im militdrischen als auch im
Sicherheitsbereich, beispielsweise an Flughdfen. Sie wird zudem auch zur
Qualitdtskontrolle in der Nahrungsmittelindustrie angewandt. So kommen weltweit tiber
70000 Gerite zum Einsatz [Bodeker et al. 2008; Junger et al. 2010; Westhoff et al. 2007].
Das Wirkprinzip eines lonenmobilititsspektrometers (IMS) wird schematisch in Abb. 11

dargestellt. Es besteht darin, gasformige Analyten zu ionisieren und diese anschlieBend
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anhand ihrer Tonenmobilitdt — charakterisiert durch deren Masse, Ladung, Grofle und
geometrischer Form — aufzuteilen. So entsteht bei Ankunft der Ionen an einer
Faraday’schen Platte ein zeitabhingiges Signal entsprechend der jeweiligen

Ionenmobilitdt [Armenta et al. 2011; Baumbach 2009].

Electric Field
i
lonisation and
Reaction Region Drift Region
g g —
HE L
2SR
3. M?* —————
% = loni lon Drift Faraday-Plate
ti g . .
Analytes o;;f,arclzn Shutter Rings with Aperture Grid

Abb. 11: Schematische Darstellung eines IMS [Baumbach 2009]

Die zu analysierende gasformige Probe wird mit einem Tridgergas vermischt in die
Ionisations- und Reaktionskammer geleitet. Eine lonisationsquelle gibt radioaktive
Strahlung ab, wodurch ionisiertes Trigergas entsteht. Dieses bereits vor Beginn der
Messung in der lonisationskammer befindliche ionisierte Trigergas kollidiert mit dem
Analyten, sodass dieser selbst ionisiert wird. AnschlieBend wird durch Offnen des Ionen-
Shutters der Weg in die Driftkammer gedffnet. Entlang eines externen und innerhalb der
Driftkammer durch Driftringe stabilisierten elektrischen Feldes werden Teile der
ionisierten Probe durch den gedffneten Shutter in die Driftkammer geleitet. Hier treffen
sie auf ein in die entgegengesetzte Richtung laufendes Driftgas, welches von der am Ende
der Driftkammer befindlichen Faraday’schen Platte aus abgegeben wird, um ein
Austreten von nicht-ionisierten Teilchen durch den gedffneten Ionen-Shutter zu
verhindern. In der Driftkammer verliert der Analyt durch wiederholte Kollision mit
Trigergasmolekiilen Energie, wihrend jedoch iiber das elektrische Feld kontinuierlich
neue Energie aufgenommen wird. Hieraus resultiert eine konstante Drift-
Geschwindigkeit der Ionen, welche sich aus deren Masse und geometrischer Struktur

ergibt. Die Drift-Geschwindigkeit hingt jedoch u.a. auch von der Stirke des elektrischen
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Felds, der Liange der Driftkammer sowie von Temperatur und Umgebungsdruck ab,
sodass hier je nach Messprotokoll definierte Werte verwendet werden. Ionen
verschiedener Struktur und Masse erreichen schlussendlich entsprechend ihrer
Ionenmobilitdt zu verschiedenen Zeitpunkten die Faraday’sche Platte am Ende der
Driftkammer und produzieren ein messbares elektrisches Signal. Die Ionenmobilitét
verhélt sich hierbei reziprok proportional zur Zeit, welche die Ionen bis zum Durchqueren
der Driftkammer benétigen, welche wiederum als Driftzeit bezeichnet wird. Die an der
Faraday’schen Platte wihrend einer definierten Zeit (zwischen 10 ms und 100 ms)
gemessenen elektrischen Signale werden als Ionenmobilititsspektrum bezeichnet,
woraus sich Informationen zur natiirlichen Zusammensetzung der gasférmigen Probe
ableiten lassen [Baumbach 2009; D'Addario et al. 2014; Koczulla et al. 2011; Westhoff
et al. 2007].

Eine erste Separierung der komplexen Zusammensetzung einer Probe kann bereits vor
Zufiihren ins IMS durch Vorschalten eines Gaschromatographen (GC-IMS) oder einer
Multikapillarsdule (englisch multi-capillary column, MCC-IMS) erreicht werden.
Wihrend eine Vorseparierung im GC-IMS durch eine singulédre Trennsdule erreicht wird,
enthilt eine Multikapillarsdule etwa 1000 Kapillaren mit einem Durchmesser von 40 um
und gewdhrleistet somit eine hohere Flussrate und Probenkapazitdt im Vergleich zu einer
einfachen Rohre [Baumbach 2009; Ruzsanyi et al. 2005]. In der vorliegenden Studie
wurde ein MCC-IMS verwendet.

Die Zeit, die ein Analyt bendtigt, um eine vorgeschaltete Multikapillarsdule bzw. einen
Gaschromatographen zu passieren, wird als Retentionszeit bezeichnet und trigt
gemeinsam mit der im IMS bestimmten lonenmobilitit zur Identifikation und
Quantifizierung eines Analyten bei [D'Addario et al. 2014; Koczulla et al. 2011].

Die Ionenmobilititsspektrometrie stellt eine preiswerte und zeitsparende Methode mit
hoher Sensitivitit bei sehr niedriger Nachweisgrenze dar. Es konnen ohne
Vorkonzentration Messwerte im Bereich von ng/l bis pg/l nachgewiesen werden
[Baumbach 2009; Westhoff et al. 2007]. Jedoch ist keine Identifikation unbekannter
Substanzen moglich, vielmehr basiert das Prinzip auf einer Wiedererkennung bereits
gemessener Proben. Dementsprechend miissen durch systematische Messungen
Datenbanken geschaffen werden, um Vergleichswerte fiir neue Messungen zu schaffen
und der Technik somit eine diagnostische Wertigkeit zu verleihen, beispielsweise durch
Anwendung im klinischen Alltag und damit einhergehender Datenbanken zu

verschiedenen Krankheiten [Junger et al. 2010; Ruzsanyi et al. 2005].
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1.4. Cyranose 320

Messnadel

LCD Bildschirm Zubehdranschluss

Reinigungseinlass

Auslass

1 —— Ein-/Aus-Schalter

Bildschirmkontrast

Tastenfeld

RS232-/USB-Anschluss —

Gummi-Schutzhlle

Stromanschluss

Abb. 12: Cyranose 320 [Smiths Detection - Pasadena 2004a]

Elektronische Nasen wurden bereits 1994 als Instrumente definiert, welche aus einer
Reihe elektrochemischer Sensoren mit teilweiser Spezifitit und einem
Mustererkennungssystem bestehen und in der Lage sind, einfache oder komplexe
Gerliche zu erkennen [Gardner et al. 1994], indem sie in vereinfachter Form das
menschliche Geruchssystem nachahmen [Dutta et al. 2005]. Erste Berichte tiiber
elektronische Nasen wurden bereits 1964 publiziert [Wilkens et al. 1964]. Anfanglich
wurden mit elektronischen Nasen hauptsichlich Lebensmittel und Getrénke untersucht,
jedoch wurde ein potenzielles Anwendungsgebiet in der medizinischen Diagnostik
bereits angekiindigt [Gardner et al. 1994]. Mittlerweile liegen zahlreiche Studien zur
Anwendung elektronischer Nasen in Hinblick auf die Diagnostik von Krankheiten vor,

wobei auch hier die Atemluftanalyse eine iibergeordnete Rolle spielt [Farraia et al. 2019].
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Bei der in Abb. 12 dargestellten Cyranose 320 (Sensigent, Baldwin Park, CA, USA)
handelt es sich um eine elektronische Nase, welche auf oben genanntem Wirkprinzip
basiert und mit einer Gréfle von 10 x 22 x 5 cm sowie einem Gewicht von unter 1 kg ein
mobiles und handliches Gerit zur Messung von VOCs darstellt [Smiths Detection -
Pasadena 2004b]. Eine Pumpe in der Cyranose gewihrleistet die Luftzufuhr. Je nach
Position eines eingebauten Ventils kann iiber den Reinigungseinlass Referenz- bzw.
Umgebungsluft zur Erstellung der Referenzmessung (Ro), oder iiber die angeschlossene
Messnadel der Headspace einer Probe zugefiihrt werden (siche Abb. 22).

Die zugefiihrte Luft bzw. gasformige Probe wird anschlieend dem NoseChip zugefiihrt.
Dieser setzt sich aus 32 individuell in einem Feld angeordneten Diinnschicht-
Kohlenstoff-Polymer-Chemiresistoren zusammen. Die Sensoren bestehen aus diinnen
Polymerschichten, welche zwischen zwei elektrischen Leitungen auf einem
Aluminiumsubstrat angebracht werden und somit leitende Chemiresistoren bilden. Die
Polymere verhalten sich wie ein Schwamm und quellen durch Absorption des
gasformigen Analyten kurzzeitig auf, wodurch sich die Leitfdhigkeit zwischen den
Sensoren verdndert, was wiederum zu einer messbaren Erh6hung des Widerstands fiihrt
(siche Abb. 13). Der grofite gemessene Widerstand wird als Rmax bezeichnet. Die relative
Anderung des Widerstands fiir einen bestimmten Sensor wird als Sensorreaktion
definiert: AR / Ro = (Rmax— Ro) / Ro. Je nach Zusammensetzung der gasformigen Probe
und der Reaktion mit den individuell konfigurierten Sensoren entstehen so verschiedene

messbare elektronische Signale [Dutta et al. 2005; Smiths Detection - Pasadena 2004a].

32 Diinnschicht-Kohlenstoff-Polymer-Chemiresistoren
jedes Polymer anders zusammengesetzt
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Abb. 13: Wirkprinzip der elektronischen Nase Cyranose 320 [Koczulla et al. 2011]
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Nach Auswertung der Daten aller Sensoren wird ein ,,Geruchsmuster erstellt. Im
nichsten Schritt werden von der Cyranose Nachbearbeitungs-, Normalisierungs- und
Skalierungstechniken auf das Muster angewendet. Die vor- und nachverarbeiteten Daten
sind nun bereit fiir die statistische Analyse und Mustererkennung, welche mithilfe eines
externen Computers visualisiert werden konnen (Abb. 14). Im Anschluss an die
Messungen wird das Ventil nochmals umgestellt und eine Spiilung des Gerits iliber den

Reinigungseinlass durchgefiihrt [Dutta et al. 2005; Smiths Detection - Pasadena 2004b].

=%

B O EE EE E EEEEE ]

SENSOR ARRAY RESPONSE

Abb. 14: Umwandlung der elektronischen Signale in ein ,,Geruchsmuster* [Smiths

Detection - Pasadena 2004b]

Durch die Signale aus allen 32 Sensoren entsteht somit fiir jede Probe ein spezifisches
Muster, abhingig von Grofle, Polaritit, chemischer Struktur und Protonenaffinitdt der
gasformigen Analyten aus der entsprechenden Probe [Koczulla et al. 2011]. Zur Analyse
und Visualisierung der Daten werden verschiedene mathematische Ansdtze verwendet,
unter anderem Clustermethoden wie die Mahalanobis-Distanz, lineare und nicht-lineare
Regression, Hauptkomponentenanalyse, neuronale Netzwerke oder Machine-Learning.
Das Ziel der Messungen ist jedoch in jedem Fall eine Mustererkennung der Geriiche
bekannter Proben — wie bereits in der Definition einer elektronischen Nase festgelegt —
und nicht die Identifikation der einzelnen Bestandteile einer Probe. Mittels der
verschiedenen mathematischen Ansdtze werden somit bekannte Gerliche mit

unbekannten Proben verglichen [Thaler et al. 2005].

1.5. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollte anhand hypothesengenerierender Forschung festgestellt
werden, ob sich MRSA und MSSA mittels VOC-Analyse anhand der diagnostischen
Gerdte MCC-IMS und Cyranose 320 im ersten Schritt aus dem verwendeten Nahrmedium

Brain Heart Infusion Broth (BHI) abgrenzen lassen. Im nichsten Schritt sollte dargestellt
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werden, ob eine Unterscheidung zwischen MRSA und MSSA im Nidhrmedium moglich

1st.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1.

e Autoklav Systec S050ELV

e BOLA PTFE Schlauch S1810-26

e (yranose 320

e Druckminderer OXYWAY Fast 11

e FElektronisches Maxima-Minima-

Thermometer 30.1024

o Fliissigkeits-Glasthermometer

e Gasdruckminderer Tescom

WEGA 1

e Gasnachreinigungs-System

ALPHAGAZ Purifier HC-Free

e QGefrierschrank Hera freeze

HFUS586 Basic (—80 °C)

e Heizblock 3401

e IMS BreathDiscovery BD14

e Kiihlschrank (4 °C) LKUv 1610
MediLine

e Labor-Spiilautomat G 7733

38

Laborgerate/Laborbedarf

Tuttnauer Europe b.v., Breda, NL

Bohlender GmbH, Griinsfeld

Sensigent, Baldwin Park, CA, USA

Weinmann Emergency Medical
Technology GmbH + Co. KG, Hamburg
TFA Dostmann GmbH & Co. KG,
Wertheim-Reicholzheim

Gebr. Haake GmbH, Berlin

Emerson Electric Co., Saint Louis, MO,

USA

AIR LIQUIDE Deutschland GmbH,
Diisseldorf

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Eppendorf AG, Hamburg

B & S Analytik GmbH, Dortmund

Liebherr-International Deutschland

GmbH, Biberach an der Rif

Miele & Cie. GmbH & Co., Giitersloh



Laborflasche GL 45, 100 ml

Laborflasche GL 45, 11

Laptop Compaq Presario CQ60

Laptop Vostro 3560

Mutter-Klemmringsatz SS-200-
NFSET

Pipette Reference 500 — 1000 pl

Reagenzgefastander

Software PCnose 6.9

Software RapidMiner 7.5

Software VisualNow 3.7

Software VOCan 3.7

Thermostat Julabo U3

Trockenschrank Heraeus

Wasserbad Julabo 6A

Zwei-Ventil-Deckel GL 45 mit

Einsatz fur Schlauchanschluss GL

14, 3.2 mm
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Duran Group GmbH, Wertheim/Main

Duran Group GmbH, Wertheim/Main

HP Inc., Palo Alto, CA, USA

Dell Inc., Round Rock, TX, USA

Swagelok Company, Solon, OH, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Sensigent, Baldwin Park CA, USA

RapidMiner GmbH, Dortmund

B & S Analytik GmbH, Dortmund

B & S Analytik GmbH, Dortmund

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA
Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach

Duran Group GmbH, Wertheim/Main



2.1.2.

Verbrauchsmaterialien

Atemschutzmaske Barrier Surgical

Mask 42290

Atemschutzmaske Earloop Mask

Desinfektionsmittel Terralin liquid

Einmalhandschuhe Latex-Free

Powder-Free Sempercare Nitrile

Einmalhandschuhe Vasco Nitril

white

Medizinische Luft Aer medicinalis

Linde

Nihrmedium BBLTM Brain Heart

Infusion 8 ml

Pipettenspitzen epT.I.P.S.
Standard 50 — 1 000 pl

Prazisionswischtiicher KimTech

ReaktionsgefaBe 3810X

Sterilwasser Hudson RCI
AquaPak 340 ml mit 9/16"

Anschlussadapter

Synthetische Luft Alphagaz 1 Luft

Wasser Ampuwa Spiillésung Aqua

ad iniectabilia
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Molnlycke Health Care AB,
Goteburg, SE

Henry Schein Inc., Melville, NY,
USA
Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt

Semperit Technische Produkte
GmbH, Wien, Osterreich

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Linde Gas Therapeutics GmbH,

UnterschleiBheim

Becton, Dickinson and Company,

Sparks, MD, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Kimberly Clark GmbH, Koblenz
Eppendorf AG, Hamburg

Teleflex Medical Inc., Research
Triangle Park, NC, USA

AIR LIQUIDE Deutschland GmbH,
Diisseldorf
Fresenius Kabi AG, Bad Homburg



2.1.3. Probenkollektiv

Die MRSA- und MSSA-Proben wurden aus anonymisierten Screening-Abstrichen
gewonnen, welche als verschliisselte Stock-Proben im Institut fiir Mikrobiologie und
Krankenhaushygiene der Philipps-Universitit Marburg gelagert werden. Es handelt sich
um routinemdfige Nasen- und Rachenabstriche, die bei Eintritt jedes stationdren
Patienten im Rahmen des MRSA-Screenings durchgefiihrt werden. Eine Zuordnung zu
Alter, Geschlecht sowie Erkrankungen der Patienten ist aufgrund der
Datenverschliisselung nicht moglich. Es wurden 40 verschiedene, in Kryorohrchen
gelagerte Stock-Proben in BHI iibertragen, 20 davon MRSA und 20 MSSA. Ziel der
Messungen war es, vorerst eine Differenzierung der Bakterien aus dem Ndhrmedium
sicherzustellen und anschlieBend festzustellen, ob Methicillin-sensible und Methicillin-

resistente Stimme voneinander unterschieden werden konnen.

2.2. Methoden

2.2.1. Probengewinnung

Es wurden aus Stock-Proben je 20 Proben mit MRSA und MSSA aufgetaut und in Brain
Heart Infusion Broth (BBL™ Brain Heart Infusion, Becton, Dickinson and Company,
Sparks, MD, USA) Fliissigmedium {iibertragen. Nach 24 Stunden Bebriitungszeit bei
36 °C wurde mithilfe eines Densimats eine Verdiinnungsreihe nach McFarland angelegt,
sodass die Bakterien in einer Konzentration von 108 KBE/ml (0.5 McFarland Units) im
Néhrmedium vorlagen. Aus jeder Probe wurden 500 pul in 1.5 ml fassende
Reaktionsgefiale (Eppendorf AG, Hamburg) gefiillt. Analog zu den Proben wurden fiir
Referenzmessungen 27 ReaktionsgefaBle mit jeweils 500 pl unbeimpfter BHI befiillt.

2.2.2. Probenlagerung

Alle Proben wurden unmittelbar nach Befiillen der Reaktionsgefifle bei —80 °C
(Gefrierschrank Hera freeze, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) eingefroren
und ca. 1.5 Stunden vor Messbeginn bei +4 °C (Kiihlschrank MediLine, Liebherr,
Biberach an der Ri}) aufgetaut. Als Backup wurden die iibrig gebliebenen Proben in den
BHI-Reagenzrohrchen bei -80 °C gelagert.
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2.2.3. MCC-IMS

2.2.3.1. Technische Angaben

e Jonisierung B-Strahlenquelle (63Ni), 550 MBq
e Elektrisches Feld ~ 320 V/cm

e Polaritat Positiv

e Linge Driftregion 120 mm

e Durchmesser Driftregion 15 mm

e Driftspannung 438 kV

e Verschlussoffnungszeit 300 ps

e Verschlussimpulszeit 100 ms

e Probenfluss 100 ml/min

e Saulenfluss 150 ml/min

e Diriftfluss 100 ml/min

e Probennahmedauer 10 Sekunden

e Driftgas Synthetische Luft Alphagaz 1 Luft

(Reinheit > 99.999 mol%), nachgereinigt
mit ALPHAGAZ Purifier HC-Free

e Tréagergas Synthetische Luft Alphagaz 1 Luft
(Reinheit > 99.999 mol%)

e Druck 101 kPa

e Betriebstemperatur 40 °C

e Messprinzip Ionenbeweglichkeitsspektrometrie
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Multikapillarsdule OV-5

Detektions-Modus positiv, negativ
Detektions-Limit ug/l - pg/l (ppmy — ppty)
Dynamischer Bereich GroBenordnung 1 — 3
Betrieb Laptop Vostro 3560
Datenvisualisierung VisualNow 3.7
Kommunikation USB 2.0
Stromversorgung 230V, 50 - 60 Hz, max. 0.8 A
Energieverbrauch max. 140 W
Abmessung 50x32.5x 38 cm
Gewicht ca. 26 kg (ohne Laptop)
Material PS 4/6 mm
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2.2.3.2. Versuchsaufbau

Abb. 15: Versuchsaufbau MCC-IMS
1. Laptop, 2.MCC- IMS, 3. Synthetische Luft als Trégergas, 4. Trigergasflasche, 5.
Probenflasche im Wasserbad, 6. Synthetische Luft als Driftgas
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Abb. 16: Arbeitsflaiche Versuchsaufbau MCC-IMS

1. Tréigergasflasche, 2. Probenflasche, 3. Zuleitung Trdgergas, 4. Druckausgleich-
Ventil, 5. Verbindung Trdgergasflasche zur Probenflasche, 6. Verbindung
Probenflasche zum MCC-IMS, 7. Probengefdps fiir Folgeprobe (Aufwdrmphase), 8.
Wasserbad, 9. Thermometer, 10. Thermostat, 11. Pipettenspitzen, 12.

Reagenzgefdpstinder, 13. Pipette
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1,8 bar

1.
verschlossene Ventile ~ Druckausgleich-Ventil
4,
2.
0,6 bar
GAS HUMID SAMPLE Scm
INPUT GASBRIDGE  IN

‘<L|ﬁ _}— 6cm 23cm 7
GAS 10cm :
OUTPUT 3. 5. 6.

Stationdrer Aufbau |l Versuchsaufbau
Abb. 17: Schematischer Versuchsaufbau MCC-IMS
1. Synthetische Luft als Drifigas, 2. Gasnachreinigungs-System, 3. MCC-IMS, 4.
Wasserflasche zur Befeuchtung des Spiilgases, 5. Probengefdf; im Wasserbad, 6.
Trdgergasflasche, 7. Synthetische Luft als Trédgergas,; Schlduche und Schlauchlinge

insgesamt in griin, Teilldnge innerhalb der Flaschen in blau

Stationéirer Aufbau MCC-IMS

Als Driftgas wurde dem MCC-IMS iiber den ,,Gas Input“-Anschluss synthetische Luft
(Alphagaz 1 Luft, AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, Diisseldorf) mit einer Reinheit
von > 99.999 mol% bei einem Druck von 1.8 bar (Gasdruckminderer Tescom WEGA 1,
Emerson Electric Co., Saint Louis, MO, USA) {iber ein Gasnachreinigungs-System
(ALPHAGAZ Purifier HC-Free, AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, Diisseldorf)
zugefiihrt. Fiir die den Messungen nachgeschalteten Spiilungen des Geréts wurde zur
Befeuchtung des Spiilgases eine 100 ml GL 45 Laborflasche (Duran Group GmbH,
Wertheim/Main) mit 1 ml sterilem, destilliertem und im Voraus auf stérende VOCs
iiberpriiftem Wasser befiillt und an den ,,Humid Gas Bridge“-Anschluss des MCC-IMS
angeschlossen. Uber die zwei ,,Gas output“-Anschliisse konnte das MCC-IMS das
Driftgas und das Triagergas inklusive Headspace abfiihren.

Eine USB-Verbindung vom MCC-IMS an den Laptop (Vostro 3560, Dell Inc., Round
Rock, TX, USA) erlaubte eine Steuerung des Gerits liber die Software VOCan 3.7 (B & S
Analytik GmbH, Dortmund) sowie eine Visualisierung der Messungen iiber die Software

VisualNow 3.7 (B & S Analytik GmbH, Dortmund).
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2.2.3.3. Messablauf

Vorbereitung Messablauf

Um den Headspace der Proben bei der Zieltemperatur von 37 °C messen zu konnen,
wurden die 100 ml GL 45 Laborflaschen (Duran Group GmbH, Wertheim/Main) ohne
Deckel fiir mindestens 15 Minuten vor Beginn der Messung in einem mittels eines
Thermostats (Julabo U3, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach) auf 37 °C erhitzten
Wasserbad (Julabo 6A, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach) aufgewidrmt. Eine
Temperaturkontrolle des Wasserbads erfolgte durch ein Fliissigkeits-Glasthermometer
(Gebr. Haake GmbH, Berlin) (siche Abb. 16). Vor jeder Probenmessung erfolgte eine
Referenzmessung der leeren Laborflasche, um vorher bestehende Kontaminationen
auszuschliefen.

Wihrend der Messung wurde die 100 ml Laborflasche mit einem Zwei-Ventil-Deckel
GL 45 mit einem FEinsatz fiir den Schlauchanschluss (Duran Group GmbH,
Wertheim/Main) verschlossen. Uber antiadhiisive BOLA PTFE-Schliduche (Bohlender
GmbH, Griinsfeld) wurde eine Verbindung zum ,,Sample-in“~Anschluss des MCC-IMS
hergestellt, um das Ansaugen des Headspace zu gewihrleisten. Um Messungenauigkeiten
durch Storfaktoren in der Raumluft auszuschlieBen, wurde die Laborflasche vor der
Referenz-Leermessung und nach Zugabe der Probe fiir 30 Sekunden mit synthetischer
Luft (Alphagaz 1 Luft, AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, Diisseldorf) mit einem Druck
von 0.6 bar gespiilt. Zwischen der Spiilung und dem Ansaugen des Headspace durch das
MCC-IMS wurde eine Wartezeit von 2 Minuten in den Messablauf etabliert, um eine
Verteilung der VOCs in der Umgebung zu ermdglichen. Um die Entstehung eines
Uberdrucks in der Laborflasche zu verhindern, welcher die Verteilung der VOCs
beeintrachtigen konnte, wurde der synthetischen Luft und der 100 ml Laborflasche eine
1 1 GL 45 Laborflasche (Duran Group GmbH, Wertheim/Main) mittels Zwei-Ventil-
Deckel GL 45 und BOLA PTFE-Schlduchen zwischengeschaltet. Das Ventil mit
Verbindung zur synthetischen Luft wurde nicht génzlich zugeschraubt, um einen Abfluss
iiberschiissiger Luft zu gewihrleisten und somit die Entstehung eines Uberdrucks zu
verhindern, ohne ein Eintreten von Raumluft zu gewéhrleisten (siehe Abb. 17).

Die zu messenden Proben wurden ca. 1.5 Stunden vor Beginn der Messung im

Kiihlschrank (MediLine, Liebherr, Biberach an der Ril}) bei +4 °C aufgetaut.
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Messablauf

1. Leermessung der Laborflasche

2. 500 pl der Probe wurden in die aufgewédrmte Laborflasche pipettiert.

3. Der Zwei-Ventil-Deckel mit angeschlossenen BOLA PTFE-Schlauchen wurde
umgehend danach auf die Laborflasche geschraubt.

4. Die Tréagergaszufuhr (0.6 bar) wurde gedffnet. Simultan wurde die zugehorige
Messsequenz in der Software VOCan 3.7 gestartet, woraufhin eine in die Sequenz
integrierte Stoppuhr nach 30 Sekunden das Beenden der Trigergaszufuhr veranlasste.

5. Nach Verschluss des Trigergases begann die in der Sequenz festgelegte Wartezeit
von 2 Minuten, um eine ausreichende Verteilung der VOCs zu gewéhrleisten.

6. AnschlieBend wurde der Headspace fiir 10 Sekunden vom MCC-IMS angesaugt und
fiir 12.5 Minuten analysiert.

7. Die Laborflasche wurde nach dem Ansaugen entfernt und mit Desinfektionsmittel
(Terralin liquid, Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt) befiillt.

8. Nach der eigentlichen Messung startete eine Spiilsequenz, welche nach
zehnsekiindigem Ansaugen befeuchteter Luft (siehe Humid Gas Bridge, Abb. 17)
einerseits zur Splilung des Gerits beitrug und durch die 12.5-miniitige Analyse der
befeuchteten Luft zusdtzlich in der Software VisualNow 3.7 eine Visualisierung

moglicher Verunreinigungen des Gerits durch die Probenmessung erlaubte.

Anhand der beschriebenen Methodik wurden insgesamt 67 Proben gemessen: 20 Proben
von MRSA-Stock-Proben in BHI, 20 Proben von MSSA-Stock-Proben in BHI sowie 27
Proben unbeimpfter BHI zur Referenz. Die vor jeder Probenmessung durchgefiihrte
Leermessung der Laborflasche zur Referenz erfolgte analog zum oben genannten
Messablauf, wobei auf die Punkte 2 und 7 verzichtet werden konnte.

Die Laborflaschen und Zwei-Ventil-Deckel wurden nach der Messung in einer
Laborspiilmaschine (G7733 MIELABOR, Miele & Cie. GmbH & Co., Giitersloh) bei
65 °C zweifach mit destilliertem Wasser gespiilt und anschlieBend fiir ca. 1 Stunde bei
100 °C im Trockenschrank (Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
getrocknet. Sdamtliche Messungen mit MRSA wurden aus hygienischen Griinden in
Kooperation mit dem Institut fiir medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene

des Universitédtsklinikums Marburg in einem Labor der Sicherheitsstufe S2 durchgefiihrt.
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2.2.3.4. Auswertung MCC-IMS

Die Auswertung der anhand der zuvor beschriebenen Methodik erhobenen Daten erfolgte
in Kooperation mit Prof. Dr. rer. nat. habil. Jorg Ingo Baumbach, Fakultdt fiir Bio- und
Chemieingenieurwesen der Technischen Universitdt Dortmund, und Dr. rer. nat. Sybelle
Goedicke-Fritz, Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin, Labor fiir Neonatologie und
Immunologie, Universititsklinikum Marburg.

Eine orientierende visuelle Darstellung der erhobenen Daten wird durch die Software
VisualNow 3.7 erméglicht. Hiermit ldsst sich ein Chromatogramm, also das Resultat
einer durchgefiihrten Messung, graphisch darstellen. Eine zweidimensionale Abbildung
zur Darstellung der Matrix des gesamten MCC-IMS-Chromatogramms einer Messung
wird in Form einer Heatmap abgebildet (Abb. 18, Fenster d). Die X-Achse stellt die
inverse Ionenmobilitdt 1/Ko in Vs/cm? (einen zur Driftzeit proportionalen Wert) und die
Y-Achse die Retentionszeit in Sekunden dar. Analog dazu ist eine dreidimensionale
Darstellung moglich (Abb. 19) [Bodeker et al. 2008]. Jeder in einer Probe vorkommende
Analyt erzeugt in der Matrix entsprechend seiner lonenmobilitit und Retentionszeit ein
Signal. Die Signalintensitdt, welche sich aus der Konzentration des jeweiligen Analyten
in der Probe ergibt, wird farblich dargestellt und somit hervorgehoben, wodurch

sogenannte Peaks entstehen [Besa et al. 2015; Junger et al. 2010].
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Abb. 18: Heatmap des gesamten Chromatogramms (Fenster d) mit vier einzeln
ausgewihlten Peaks und Darstellung der einzelnen Spektren (Fenster c) sowie der

Retentionszeit (Fenster e) [Bodeker et al. 2008]
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Abb. 19: Dreidimensionale Darstellung eines manuell gewéhlten Ausschnitts des

Fensters d aus Abb. 18 [Bodeker et al. 2008]

Anhand der somit gewdhrleisteten Visualisierung konnen einzelne Peaks aus dem
Chromatogramm manuell ausgewihlt werden. Dieser Prozess wird ,,peak picking*
genannt. Einem erfahrenen Experten ist es somit moglich, alle Peaks eines Datensatzes

innerhalb weniger Minuten zu markieren und hierbei auch schwache Signalintensititen
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von Storfaktoren aus der Raumluft zu unterscheiden [Bddeker et al. 2008; D'Addario et
al. 2014]. Um Storfaktoren auszuschlieBen, wurde bei schwécheren Signalintensitéten ein
Abgleich mit der jeder Messung vorgeschalteten Referenzmessung der leeren
Laborflasche durchgefiihrt. Somit konnte auch bei schwachen Signalen innerhalb der
Probe eine externe Kontamination ausgeschlossen werden, indem die bereits in der
Leermessung nachgewiesenen Peaks herausgerechnet wurden. Ebenso wird wéhrend
jeder Analyse der sogenannte RIP (reactant ion peak) herausgerechnet, welcher durch die
Ionisation des Driftgases entsteht (siche Abb. 18) [D'Addario et al. 2014].

Die anhand des peak pickings identifizierten Peaks wurden in einem sogenannten Layer
gesammelt. Anhand des Layers ldsst sich durch wiederholte Messungen eine
Mustererkennung generieren, welche die Zuordnung gewisser Peaks zu den
entsprechenden Proben gewihrleistet. Bestimmte Peaks konnen durch Abgleich mit
vorbestehenden Datenbanken entsprechenden organischen Verbindungen zugeordnet
werden [Junger et al. 2010]. Eine exakte Zuordnung gemessener Proben zu einzelnen
chemischen Verbindungen ist mittels IMS jedoch nicht mdglich und kann beispielsweise
mithilfe eines Gaschromatographie-Massenspektrometers (GC-MS) erreicht werden, was
jedoch nur nach aufwendiger Vorbereitung der Proben und mit erh6htem Zeitaufwand
moglich ist. IMS-Datenbanken beruhen auf wiederholten Messungen von anhand GC-
MS analysierten Proben und der somit gewéhrleisteten Mustererkennung [de Lacy
Costello et al. 2014; Junger et al. 2010]. Dementsprechend kann mittels IMS nur eine
prognostische Zuordnung zu in entsprechenden Datenbanken hinterlegten Analyten
erfolgen.

Mithilfe der Software VisualNow 3.7 (B & S Analytik GmbH, Dortmund) wurden die
Peaks identifiziert, welche die grofiten Unterschiede in den verschiedenen Gruppen
aufzeigten und somit eine Differenzierung der Gruppen ermoglichen. Zur statistischen
Auswertung der gewonnenen Daten wurde ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.
Hierbei handelt es sich um einen ungepaarten Hypothesentest, anhand dessen festgestellt
werden kann, ob eine statistisch signifikante Unterscheidung zweier gemessener Gruppen
vorliegt. Der Mann-Whitney-U-Test ist der bevorzugte statistische Test im Bereich der
IMS-Forschung [Hauschild et al. 2012]. Zur Neutralisierung von Alphafehlern wurde
eine Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Die Visualisierung der Daten erfolgt mittels
Box-Whisker-Plots, ebenfalls mithilfe der Software VisualNow 3.7.

Zur weiteren Differenzierung der Gruppen wurde mit der Software RapidMiner 7.5 ein

Entscheidungsbaum erstellt. Der Entscheidungsbaum orientiert sich an fiir die jeweilige
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Gruppe signifikanten Peaks, sodass eine Unterscheidung zweier Gruppen in mdoglichst
wenigen Schritten gewahrleistet wird. Hierbei wird bei entsprechenden Peaks anhand
deren ,,best threshold“ entschieden, welcher Gruppe ein Peak zugeordnet werden kann.
Beim best threshold handelt es sich um einen Schwellenwert, der als die Signalstérke
eines Peaks definiert wird, bei der die meisten Proben korrekt zugeordnet werden kdnnen.
Die Hohe des best thresholds korreliert mit der Signalstirke und ldsst somit Riickschliisse
auf die Konzentration der eines Peaks zugrundeliegenden chemischen Verbindung zu, in
der vorliegenden Studie auf Stoffwechselprodukte der Bakterien. Die statistische
Auswertung in Form einer Konfusionsmatrix erfolgte ebenfalls mit der Software
RapidMiner 7.5. Die Konfusionsmatrix stellt den Zusammenhang zwischen den
eigentlichen Werten und den — mittels oben genannter Auswertung — vorhergesagten

Werten dar.
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2.2.4. Cyranose

DIus

Abb. 20: Cyranose 320 kopfiiber im Stativ
1. Tastenfeld, 2. Display, 3. Messnadel mit Gummistopfen, 4. Luftzufuhr, 5. Datenkabel,
6. Stromkabel

2.2.4.1. Technische Daten

e Sensoranordnung 32 individuell zusammengesetzte
Diinnschicht-Kohlenstoff-Polymer-
Chemiresistoren

o Trigergas Befeuchtetes Gemisch aus
medizinischer Luft (Aer medicinalis

Linde) und Umgebungsluft
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110-240 V

NiMH Akku

320 x 200 Grafik mit LED-
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2.2.4.2. Versuchsaufbau

Abb. 1 Versuchsaufbau Cyrnose
1. Cyranose 320, 2. Stromkabel, 3. Luftzufuhr, 4. Datenkabel, 5. Laptop, 6. Heizblock,
7. Aer medicinalis Linde, 8. Verbindung zum Aquapak, 9. Aquapak zur Luftbefeuchtung,
10. Verbindung zur Cyranose

Zur Gewihrleistung der Stabilitdit wurde die Cyranose kopfiiber in eine Halterung
eingespannt, sodass die zu messenden Proben handgerecht und in unverdandertem Abstand
zur Messnadel — welche dem Einsaugen des Headspace iiber den Proben dient —
untersucht werden konnten. Zudem wurde an der Messnadel ein Gummistopfen
installiert, welcher zusétzlich einen einheitlichen Abstand der Proben zur Messnadel
ermOglichte und auBlerdem einer Befeuchtung der Nadel durch Probenfliissigkeit
vorbeugen konnte. Mittels Datenkabel wurde eine Verbindung zum Laptop (Compaq
Presario CQ60, HP Inc., Palo Alto, CA, USA) und der zur Messwerterfassung
installierten Software PCnose 6.9 (Sensigent, Baldwin Park CA, USA) hergestellt. Fiir
die Luftzufuhr wurde {iber ein Schlauchsystem befeuchtete medizinische Luft und mit
einem mittels Y-Stiick zugeschaltetem offenen Ende Raumluft (Aer medicinalis Linde,
Linde Gas Therapeutics GmbH, Unterschleiheim; Sterilwasser Hudson RCI AquaPak,
Teleflex Medical Inc., Research Triangle Park, NC, USA) zugefiihrt.
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2.2.4.3. Messablauf

Vorbereitungen Messablauf

Vor Messbeginn wurde der Heizblock auf 37 °C aufgewédrmt und die Cyranose mit
Strom- und Datenkabel sowie mit dem Schlauchsystem zur Luftzufuhr verbunden. Die
zu messenden Proben wurden ca. 1.5 Stunden vor Beginn der Messung im Kiihlschrank
(MediLine, Liebherr, Biberach an der Rif3) bei +4 °C aufgetaut. Zum Erwidrmen der Probe
wurden die Proben im Reaktionsgefdll (Eppendorf AG, Hamburg) aus dem Kiihlschrank
genommen und in den Heizblock gestellt. Eine Temperaturkontrolle mit BHI
(Thermometer 30.1024, TFA Dostmann GmbH & Co. KG, Wertheim-Reicholzheim)
zeigte, dass die Proben nach ca. 5 Minuten die Zieltemperatur von 37 °C erreicht hatten,
worauthin jede Probe jeweils 6 Minuten vor Beginn der ersten Messung aufgewérmt
wurde. Die Proben wurden 10 Sekunden vor Beginn des Einsaugens des Headspace aus
dem Heizblock genommen, per Hand geschiittelt und erst unmittelbar vor dem Einsaugen
gedftnet. Um Messverfialschungen durch den Untersucher vorzubeugen, wurden stets ein
ohne Waschmittel in Kochwésche gewaschener Kittel sowie Einmalhandschuhe (Latex-
Free Powder-Free Sempercare Nitrile, Semperit Technische Produkte GmbH, Wien,
Osterreich) und eine Atemschutzmaske (Barrier Surgical Mask 42290, Mélnlycke Health
Care AB, Goteburg, SE) getragen.
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Abb. 22: Schematischer Messaufbau sowie Spiil- und Messzyklus der Cyranose 320
[Smiths Detection - Pasadena 2004a]

1. Medizinische Luft, 2. Aquapak, 3. Schlauch zur Cyranose, 4. offenes Ende, 5. Cyranose,
6. Messnadel mit Gummistopfen, 7. Probe im Reaktionsgefdfs

Erklirung: Uber die integrierte Pumpe wurde mit variierender Pumpleistung Luft
angesaugt, welche daraufhin von den Sensoren analysiert werden konnte. Das Ventil
gewdbhrleistete iiber einen Schaltmechanismus je nach Messung die Einspeisung von Luft

tiber den Purge oder Sample Inlet.

Nach dem Einschalten durchlief die Cyranose automatisch fiir 380 Sekunden eine Warm-
Up-Phase, um die Betriebstemperatur zu erreichen. Mit einem darauffolgenden Identify
Run wurde der im Folgenden erlduterte Messablauf einmal durchlaufen, statt der Probe
wurde durch die Messnadel Umgebungsluft eingesaugt. So konnte die Cyranose anhand
einer Analyse der Umgebungsluft eine Referenzmessung erstellen, welche eine
Unterscheidung zwischen VOCs aus den Proben und Storfaktoren aus der Umgebungsluft

erlaubt.
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Messablauf

1. Baseline Purge: Uber den Purge Inlet wird zu Anfang jeder Messung bei einer
Pumpleistung von 120 ml/min fiir 60 Sekunden befeuchtete medizinische Luft
und Raumluft zugefiihrt, um das Gerét zu spiilen und die Baseline zu erstellen. 10
Sekunden vor Ablauf der Zeit wurde die zu messende Probe aus dem Heizblock
genommen, héndisch geschiittelt und unmittelbar vor Schritt 2 gedffnet und an
die Messnadel gehalten.

2. Draw Sample: Der Headspace iiber der Probe wurde fiir 60 Sekunden mit einer
Pumpleistung von 120 ml/min {iber den Sample Inlet angesaugt.

3. Waiting, Remove Snout: Fir 3 Sekunden reduzierte die Cyranose die
Pumpleistung auf 50 ml/min. Widhrenddessen konnte die Probe von der
Messnadel entfernt und zuriick in den Heizblock gestellt werden.

4. Purge Air I: Mit einer Pumpleistung von 180 ml/min wurde fiir 10 Sekunden
befeuchtete medizinische Luft und Raumluft zur Spiilung des Spiilzyklus durch
den Purge Inlet eingesaugt.

5. Purge Sample 2: Bei gleichbleibender Pumpleistung von 180 ml/min spiilte das
Gerdt mit befeuchteter medizinischer Luft und Raumluft fiir 50 Sekunden den

Messzyklus durch den Sample Inlet.

Jede Probe wurde anhand des oben erlduterten Messablaufs insgesamt 5-mal gemessen,

um ein Machine-Learning zu gewéhrleisten.

2.2.4.4. Auswertung Cyranose 320

Die Auswertung der anhand der zuvor beschriebenen Methodik erhobenen Daten erfolgte
in Kooperation mit Dr. med. Dr. phil. Tobias Boeselt, Klinik fiir Pneumologie,
Universititsklinikum Marburg und Dr. rer. nat. Akira Hattesohl, Bioinformatiker,
Universititsklinikum Marburg.

Der Mittelwert der gemessenen Datensdtze wurde jeweils anhand eines arithmetischen
Mittels bestimmt, anschlieBend wurde fiir diese Daten eine Hauptkomponentenanalyse
durchgefiihrt. Die Unterscheidung der Gruppen konnte darauthin mittels linearer

Diskrimanzanalyse (LDA) gewéhrleistet werden. Als varianzabhingiges Abstandsmal3

58



fiir mehrdimensionale Daten wurde die Mahalanobis-Distanz zwischen den jeweiligen
Gruppen berechnet [Greulich et al. 2013; Hattesohl et al. 2011].

Zur Erzeugung des Kreuzvalidierungswertes (cross validation value, CVV), welcher
Aufschluss tiber die Vorhersagekraft eines Machine-Learning-Modells  gibt
[Refaeilzadeh et al. 2009], wurde eine Leave-One-Out-Kreuzvalidierung durchgefiihrt.
Hierbei handelt es sich um eine k-fache Kreuzvalidierung, in der jeweils eine Datenprobe
pro Gruppe ausgelassen wird, wobei k =nl - n2 gilt und n1 und n2 der Anzahl der Proben
der jeweils verglichenen Gruppe entsprechen. [Greulich et al. 2013; Hattesohl et al. 2011;
Heers et al. 2018]. Durch entsprechende Berechnung einer Datenprobe jeder Gruppe als
Testsatz und der {iibrigen Datenproben als Trainingssatz wurde jede mdgliche
Permutation beriicksichtigt. Schlussendlich lie3 sich der CV'V als Prozentsatz der korrekt
zugeordneten Proben berechnen, indem die Klassifizierungen der Datenproben des
Testsatzes anhand der Datenproben des entsprechenden Trainingssatzes vorhergesagt

wurden [Heers et al. 2018].
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse MCC-IMS

Am MCC-IMS wurden geméal beschriebenem Schema aus Punkt 2.2.3.3. insgesamt 67
Messungen analysiert: 27 Messungen der nicht bebriiteten Trigerlosung BHI sowie
jeweils 20 Messungen der mit MRSA und MSSA geméll Punkt 2.2.1. bebriiteten
Tragerldsung (je eine Messung pro vorliegender Stock-Probe).

Nach unter Punkt 2.2.3.4. genanntem Verfahren konnten in den drei Gruppen BHI,
MRSA und MSSA insgesamt 62 Peaks identifiziert werden. Alle Peaks mit Bonferroni-
korrigiertem p-Wert von <0.001 (KI 99.9 %) sowie einer Sensitivitdit und
Spezifitit > 90 % wurden als signifikante Peaks interpretiert und tabellarisch dargestellt.
In den folgenden Tabellen werden diejenigen Peaks aufgezeigt, welche in der
entsprechenden Gruppe als signifikant nachgewiesen werden konnten und somit eine
Abgrenzung aus der jeweiligen Kontrollprobe erlauben. Kap. 3.1.2. gibt Auskunft tiber
die zugeordneten chemischen Substanzen nach Abgleich mit einer bestehenden
Datenbank der Firma B&S Analytik GmbH
(20160426 _SubstanzDbNIST 122 St layer.xls, B & S Analytik GmbH, Dortmund),
wobei eine exakte Zuordnung zu chemischen Analyten mittels IMS nicht mdglich ist und
es sich nur um eine Prognose anhand der vorliegenden Datenbank handelt. Fiir eine
genaue Zuordnung bedarf es anderer Messmethoden, wie beispielsweise der Verwendung

eines Gaschromatographie-Massenspektrometers (siche Kap. 2.2.3.4.).

3.1.1. Einzelne Peaks

3.1.1.1. MRSA vs. BHI

In der Gegeniiberstellung der Gruppen MRSA und BHI konnten insgesamt 29 Peaks mit
einer Bonferroni-korrigierten Signifikanz von p < 0.05 (KI 95 %) identifiziert werden,
welche im Vergleich eine signifikant hohere mediane Signalintensitét in der Messung der
MRSA-Proben aufzeigten und somit eine Abgrenzung von MRSA aus dem Nidhrmedium
ermoglichen. 24 Peaks zeigten zudem einen Bonferroni-korrigierten p-Wert von < 0.01
(KT 99 %), 19 dieser Peaks konnten eine Bonferroni-korrigierte Signifikanz von p < 0.001
(KI199.9 %) aufweisen. Die aussagekréftigsten Peaks mit Bonferroni-korrigiertem p-Wert
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von < 0.001 (KI 99.9 %) sowie einer Sensitivitdt und Spezifitidt > 90 % sind in Tab. 4

aufgezihlt.

Peak | Gruppe thrgsligl d Sensitivitdt | Spezifitit | PPV | NPV | Accuracy
NS | MRSA 0.03 92.6 % 90% 192.6% 90% | 91.5%
N16 | MRSA 0.005 96.3 % 90% |929% |94.7% | 93.6%
N20 MRSA 0.065 92.6 % 90% 192.6%  90% | 91.5%
N24 | MRSA 0.009 96.3 % 99.9% [99.9% |952% | 97.9%
N26 MRSA 0.019 96.3 % 90% 1929% 94.7% | 93.6%
N28 | MRSA 0.019 96.3 % 90% |929% |94.7% | 93.6%
N36 MRSA 0.009 96.3 % 99.9% 1999% | 952%  97.9%
N49 | MRSA 0.029 92.6 % 90% [92.6%| 90% | 91.5%
N54 MRSA 0.006 99.9 % 99.9% 199.9% | 99.9% @ 99.9 %
N55 | MRSA 0.005 99.9 % 99.9% 199.9% [ 99.9% | 99.9 %
N56 MRSA 0.005 99.9 % 95% 1964% 999% | 97.9%
N57 | MRSA 0.005 92.6 % 90% [92.6% | 90% | 91.5%

Tab. 4: Signifikante Peaks in der Gegeniiberstellung von MRSA und BHI

Jeder Peak weist eine Bonferroni-korrigierte Signifikanz von p < 0.001 auf.

Die signifikantesten Peaks zur Unterscheidung von MRSA und BHI sind Peak N54 und
N55, welche eine Unterscheidung von MRSA aus dem Nahrmedium BHI mit einer
Sensitivitdt und Spezifitdt von je 99.9 % gewdhrleisten und hierbei eine Bonferroni-
korrigierte Signifikanz von < 0.001 (KI 99.9 %) aufweisen. Die graphische Darstellung
der Peaks im Box-Whisker-Plot zeigen Abb. 23 und Abb. 24.
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Abb. 23: Box-Whisker-Plot des Peaks N54

BHI (rot) vs. MRSA (blau) vs. MSSA (griin), der Peak N54 weist eine signifikant hohere
Signalintensitdit (p < 0.001 nach Bonferroni-Korrektur) mit einem best threshold von
0.006 in der MRSA-Gruppe auf und gewdhrleistet somit eine Differenzierung sowohl von
BHI als auch von MSSA mit einer Sensitivitdt und Spezifitit von je 99.9 %. Es liegt kein
signifikanter Unterschied der Signalintensitdt in den Gruppen MSSA und BHI vor, sodass
hier keine Differenzierung moglich ist. Der Peak N54 entspricht nach Abgleich mit der
Datenbank der B & S Analytik GmbH dem chemischen Analyten Benzen.
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Abb. 24: Box-Whisker-Plot des Peaks N55

BHI (rot) vs. MRSA (blau) vs. MSSA (griin), der Peak N55 weist eine signifikant hohere
Signalintensitit (p < 0.001 nach Bonferroni-Korrektur) mit einem best threshold von
0.005 in der MRSA-Gruppe auf und gewdhrleistet somit eine Differenzierung sowohl von
BHI als auch von MSSA mit einer Sensitivitdt und Spezifitit von je 99.9 %. Es liegt kein
signifikanter Unterschied der Signalintensitdt in den Gruppen MSSA und BHI vor, sodass
hier keine Differenzierung moglich ist. Der Peak N55 entspricht nach Abgleich mit der
Datenbank der B & S Analytik GmbH dem chemischen Analyten Acetoin.

Trotz des vergleichsweise geringen best thresholds (Korrelation mit der Signalintensitét,
siche Kap. 2.2.3.4.) von 0.006 im Peak N54 und 0.005 im Peak N55 konnten die Peaks
in der zugehorigen Leermessung des Probengefales nicht identifiziert werden, sodass es
sich hierbei nicht um eine Kontamination, sondern um Signale nachweisbarer
Stoffwechselprodukte handelt, welche vermehrt von MRSA produziert werden. Zudem
existieren auch Peaks mit einem hdheren best threshold und somit einer hoheren
Signalintensitit, welche ebenfalls eine signifikante Unterscheidung der Gruppe MRSA
gegeniiber BHI gewihrleisten. Exemplarisch wird in Abb. 25 der Box-Whisker-Plot des
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Peaks N20 dargestellt, welcher die hochste Signalintensitdt der aussagekréftigsten Peaks

aufzeigt.
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Abb. 25: Box-Whisker-Plot des Peaks N20

BHI (rot) vs. MRSA (blau) vs. MSSA (griin), der Peak N20 weist eine signifikant hohere
Signalintensitdit (p < 0.001 nach Bonferroni-Korrektur) mit einem best threshold von
0.065 in der MRSA-Gruppe auf und gewdhrleistet somit eine Differenzierung von BHI
mit einer Sensitivitdit von 92.6 % und einer Spezifitdt von 90 %. Es liegt kein signifikanter
Unterschied der Signalintensitit in den Gruppen MRSA und MSSA vor, sodass hier keine
Differenzierung moglich ist. Der Peak N20 entspricht nach Abgleich mit der Datenbank
der B & S Analytik GmbH dem chemischen Analyten 1-Pentanol.

Ein hoherer best threshold und eine somit hohere Signalintensitit werden in den
Heatmaps farblich stérker hervorgehoben (siche Kap. 2.2.3.4.). Zum Vergleich werden in
Abb. 26 und Abb. 27 die Heatmaps des Peaks N55 mit einem verhéltnisméBig schwachen
best threshold von 0.005 gegeniiber der Heatmap des Peaks N20 mit der hochsten
Signalintensitit der aussagekréftigsten Peaks zur Unterscheidung der Gruppen MRSA
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und BHI mit einem best threshold von 0.065 dargestellt. Ein Schwellenwert, ab dem ein

best threshold als aussagekriftig gilt, wird derzeit nicht vorgegeben.

Abb. 26: Heatmap des Peaks N55

Heatmap des Peaks N55 in den 27 durchgefiihrten Messungen der Gruppe BHI (rot)
sowie in den je 20 durchgefiihrten Messungen der Gruppe MRSA (blau) und MSSA
(griin). Der Peak N55 weist eine signifikant hohere Signalintensitdt (p < 0.001 nach

Bonferroni-Korrektur) mit einem verhdltnismdfsig niedrigen best threshold von 0.005 in
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der MRSA-Gruppe auf und gewdhrleistet somit eine Differenzierung von BHI mit einer
Sensitivitdt und Spezifitit von je 99.9 %. Es liegt kein signifikanter Unterschied der
Signalintensitdt in den Gruppen MSSA und BHI vor, sodass hier keine Differenzierung
maoglich ist. Im Vergleich zu Abb. 27 ldsst sich der Unterschied der Signalintenstitditen
anhand der farblichen Darstellung feststellen. Der Peak N55 entspricht nach Abgleich
mit der Datenbank der B & S Analytik GmbH dem chemischen Analyten Acetoin.

Abb. 27: Heatmap des Peaks N20
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Heatmap des Peaks N20 in den 27 durchgefiihrten Messungen der Gruppe BHI (rot)
sowie in den je 20 durchgefiihrten Messungen der Gruppe MRSA (blau) und MSSA
(griin). Der Peak N20 weist eine signifikant hohere Signalintensitdit (p < 0.001 nach
Bonferroni-Korrektur) mit einem verhdltnismdfig hohen best threshold von 0.065 in der
MRSA-Gruppe auf und gewdhrleistet somit eine Differenzierung von BHI mit einer
Sensitivitdt von 92.6 % und einer Spezifitit von 90 %. Es liegt kein signifikanter
Unterschied der Signalintensitit in den Gruppen MRSA und MSSA vor, sodass hier keine
Differenzierung moglich ist. Im Vergleich zu Abb. 26 ldisst sich der Unterschied der
Signalintensititen anhand der farblichen Darstellung feststellen. Der Peak N20
entspricht nach Abgleich mit der Datenbank der B & S Analytik GmbH dem chemischen
Analyten 1-Pentanol.

3.1.1.2. MSSA vs. BHI

In der Gegeniiberstellung der Gruppen MSSA und BHI konnten insgesamt 26 Peaks mit
einer Bonferroni-korrigierten Signifikanz von p < 0.05 (KI 95 %) identifiziert werden,
welche im Vergleich eine signifikant hohere mediane Signalintensitét in der Messung der
MSSA-Proben aufzeigten und somit eine Abgrenzung von MSSA aus dem Nahrmedium
ermoglichen. 23 Peaks zeigten zudem einen Bonferroni-korrigierten p-Wert von < 0.01
(KT 99 %), 20 dieser Peaks konnten eine Bonferroni-korrigierte Signifikanz von p < 0.001
(KI199.9 %) aufweisen. Die aussagekréftigsten Peaks mit Bonferroni-korrigiertem p-Wert
von < 0.001 (KI 99.9 %) sowie einer Sensitivitidt und Spezifitit > 90 % sind in Tab. 5

aufgezihlt.
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Best

Peak | Gruppe threshold Sensitivitit | Spezifitit | PPV NPV | Accuracy
N2 | MSSA 0.317 96.3 % 95% 1963%  95% | 95.7%
NS | MSSA 0.034 96.3 % 99.9% [99.9% |952% | 97.9%
N10 A MSSA 0.027 92.6 % 99.9% 199.9% | 90.9%  95.7 %
N16 | MSSA 0.005 96.3 % 99.9% [99.9% |952% | 97.9%
N20 A MSSA 0.067 96.3 % 99.9% 1999% | 952%  97.9%
N28 | MSSA 0.017 92.6 % 95% 196.2%{90.5% | 93.6%
N43 | MSSA 0.016 96.3 % 90% 1929% 94.7% | 93.6%
N49 | MSSA 0.036 96.3 % 99.9% [99.9% |952% | 97.9%
N60 = MSSA 0.321 96.3 % 90% 1929% 94.7% | 93.6%

Tab. 5: Signifikante Peaks in der Gegeniiberstellung von MSSA und BHI

Jeder Peak weist eine Bonferroni-korrigierte Signifikanz von < 0.001 auf.

Die signifikantesten Peaks zur Unterscheidung von MSSA aus BHI sind Peak N5, N16,
N20 und N49, welche eine Unterscheidung von MSSA aus dem Nahrmedium BHI mit
einer Sensitivitdt von je 96.3 % und einer Spezifitit von je 99.9 % gewdhrleisten und
hierbei eine Bonferroni-korrigierte Signifikanz von < 0.001 (KI 99.9 %) aufweisen. Die

graphische Darstellung der Peaks im Box-Whisker-Plot zeigen Abb. 28 bis 31.
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Abb. 28: Box-Whisker-Plot des Peaks N5

BHI (rot) vs. MRSA (blau) vs. MSSA (griin), der Peak N5 weist eine signifikant hohere
Signalintensitdit (p < 0.001 nach Bonferroni-Korrektur) mit einem best threshold von
0.034 in der MSSA-Gruppe auf und gewdhrleistet somit eine Differenzierung von BHI mit
einer Sensitivitdit von 96.3 % und einer Spezifitit von 99.9 %. Es liegt kein signifikanter
Unterschied der Signalintensitit in den Gruppen MSSA und MRSA vor, sodass hier keine
Differenzierung moglich ist. Der Peak N5 entspricht nach Abgleich mit der Datenbank
der B & S Analytik GmbH dem chemischen Analyten Acetoin.
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Abb. 29: Box-Whisker-Plot des Peaks N16

BHI (rot) vs. MRSA (blau) vs. MSSA (griin), der Peak N16 weist eine signifikant hohere
Signalintensitdit (p < 0.001 nach Bonferroni-Korrektur) mit einem best threshold von
0.005 in der MSSA-Gruppe auf und gewdhrleistet somit eine Differenzierung von BHI mit
einer Sensitivitdit von 96.3 % und einer Spezifitit von 99.9 %. Es liegt kein signifikanter
Unterschied der Signalintensitit in den Gruppen MSSA und MRSA vor, sodass hier keine
Differenzierung moglich ist. Der Peak N16 entspricht nach Abgleich mit der Datenbank
der B & S Analytik GmbH dem chemischen Analyten Benzaldehyd, 2,5-dimethyl.

70



N20

0.085
L

0.080
L

0.075
L

070

0.

signal intensity / volt

0.060
L
X

0.055

0.050

0.045

040

BHI MRSA MSSA

0.

Abb. 30: Box-Whisker-Plot des Peaks N20

BHI (rot) vs. MRSA (blau) vs. MSSA (griin), der Peak N20 weist eine signifikant hohere
Signalintensitit (p < 0.001 nach Bonferroni-Korrektur) mit einem best threshold von
0.067 in der MSSA-Gruppe auf und gewdhrleistet somit eine Differenzierung von BHI mit
einer Sensitivitdit von 96.3 % und einer Spezifitit von 99.9 %. Es liegt kein signifikanter
Unterschied der Signalintensitit in den Gruppen MRSA und MSSA vor, sodass hier keine
Differenzierung moglich ist. Der Peak N20 entspricht nach Abgleich mit der Datenbank
der B & S Analytik GmbH dem chemischen Analyten I-Pentanol.
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Abb. 31: Box-Whisker-Plot des Peaks N49

BHI (rot) vs. MRSA (blau) vs. MSSA (griin), der Peak N49 weist eine signifikant hohere
Signalintensitit (p < 0.001 nach Bonferroni-Korrektur) mit einem best threshold von
0.036 in der MSSA-Gruppe auf und gewdhrleistet somit eine Differenzierung von BHI mit
einer Sensitivitdit von 96.3 % und einer Spezifitit von 99.9 %. Es liegt kein signifikanter
Unterschied der Signalintensitit in den Gruppen MRSA und MSSA vor, sodass hier keine
Differenzierung moglich ist. Der Peak N49 entspricht nach Abgleich mit der Datenbank
der B & S Analytik GmbH dem chemischen Analyten 2-Hexanon.

3.1.1.3. MRSA vs. MSSA

In der Gegeniiberstellung der Gruppen MRSA und MSSA konnten insgesamt 19 Peaks
mit einer Bonferroni-korrigierten Signifikanz von p <0.05 (KI 95 %) identifiziert
werden, welche im Vergleich eine signifikant hohere mediane Signalintensitédt in der
Messung der MRSA-Proben aufzeigten und somit eine Abgrenzung von MRSA zu
MSSA ermoglichen. 16 Peaks zeigten zudem einen Bonferroni-korrigierten p-Wert
von < 0.01 (KI 99 %), 11 dieser Peaks konnten eine Bonferroni-korrigierte Signifikanz

von p <0.001 (KI 99.9 %) aufweisen. Die aussagekriftigsten Peaks mit Bonferroni-
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korrigiertem p-Wert von <0.001

(KI 99.9 %)
Spezifitit > 90 % sind in Tab. 6 aufgezaihlt.

sowie einer Sensitivitit und

Peak | Gruppe thrlgsiiz)l d Sensitivitdt | Spezifitit | PPV NPV | Accuracy
N36 MRSA 0.01 95 % 90 % 90.5% | 94.7% | 92.5%
N41 | MRSA 0.037 99.9 % 90 % 90.9% [999% | 95%
N48 = MRSA 0.014 90 % 95 % 94.7% | 90.5% | 92.5%
N54 | MRSA 0.006 99.9 % 99.9% | 999% [ 999% | 99.9%
NS5  MRSA 0.005 99.9 % 999% | 999% 1 999% | 99.9%
N57 | MRSA 0.005 90 % 95 % 94.7% | 90.5% | 92.5%

Tab. 6: Signifikante Peaks in der Gegeniiberstellung von MRSA und MSSA

Jeder Peak weist eine Bonferroni-korrigierte Signifikanz von < 0.001 auf.

Die signifikantesten Peaks zur Unterscheidung von MRSA und MSSA sind Peak N54
und N55, welche eine Unterscheidung von MRSA und MSSA mit einer Sensitivitdt und
Spezifitit von je 99.9 % gewihrleisten und hierbei eine Bonferroni-korrigierte
Signifikanz von < 0.001 (KI 99.9 %) aufweisen. Es handelt sich hierbei um die Peaks,
welche auch die Unterscheidung von MRSA aus dem Néhrmedium BHI gewihrleisten
und somit als Signale von vermehrt von MRSA produzierten Stoffwechselprodukten
interpretiert werden konnen. Die graphische Darstellung der Peaks im Box-Whisker-Plot
zeigen Abb. 23 und Abb. 24.

3.1.2. Abgleich der Peaks mit der Datenbank

Die Zuordnung der Peaks zu chemischen Substanzen anhand des Abgleiches mit der

bestehenden Datenbank der B & S Analytik GmbH wird in Tab. 7 dargestellt.
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Peak | Gruppe Substanz 1/KO | RT

N2 | MSSA Camphen 0.7 | 17.9

N5 | MSSA Acetoin 0.7 | 6.0
N10 A MSSA 1-Hexanol, 2-ethyl 0.6 | 334
N16 | MSSA | Benzaldehyd, 2,5-dimethyl | 0.7 | 84.2
N20 = MSSA 1-Pentanol 0.6 @ 6.0
N24 | MRSA 2-Hexanon 0.7 | 64
N26 = MRSA Nonan 0.7 | 13.4
N28 | MSSA Hexanal, 2-ethyl 0.7 | 17.0
N36 = MRSA Butanal 0.7 | 45
N41 | MRSA Nonan 0.6 | 14.0
N43 | MSSA 2-Acetylthiazol 0.7 | 259
N48 | MRSA 2-Octanon 0.6 |24.0
N49 | MSSA 2-Hexanon 0.7 | 65
N54 | MRSA Benzen 0.8 | 14.5
N55 | MRSA Acetoin 0.8 | 6.0
N56 | MRSA Benzen 0.8 | 144
N57 | MRSA Nonanal 0.6 559
N60 | MSSA Benzonitril 0.7 | 18.5

Tab. 7: Zuordnung der signifikanten Peaks zu chemischen Substanzen nach
Abgleich mit der Datenbank der B & S Analytik GmbH
Die Einteilung zu den Gruppen MRSA bzw. MSSA beschreibt, in welcher Gruppe die

entsprechende Substanz vermehrt exprimiert wird.
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Nachdem mittels IMS jedoch keine exakte Zuordnung zu chemischen Substanzen
moglich ist (siche Kap. 2.2.3.4.), kann es vorkommen, dass verschiedene Peaks der
gleichen Substanz zugeordnet werden. So werden beispielsweise die Peaks N5 und N55
nach Abgleich mit der Datenbank beide Acetoin zugeordnet, was sich auf die eng
benachbarte Lokalisation der jeweiligen Peaks in der Heatmap zuriickfiihren Iésst,
erkennbar an dhnlichen Werten der inversen lonenmobilitét (1/K0) und der Retentionszeit
(RT) (siehe Tab. 7).

Der Peak N5 ermdglicht sowohl bei MRSA als auch bei MSSA eine signifikante
Trennung von der Gruppe BHI (siche Tab. 4 und Tab. 5), erlaubt jedoch keine
Differenzierung der Gruppen MRSA und MSSA. Somit muss es sich hierbei um eine
Substanz handeln, welche sowohl von MRSA als auch von MSSA exprimiert wird.

Der Peak N55 wiederum gewihrleistet nur eine unspezifische Trennung der Gruppen
MSSA und BHI (Sensitivitdt 85.2 %, Spezifitit 50 %), jedoch eine signifikante
Differenzierung der Gruppe MRSA sowohl von MSSA als auch von BHI (siehe Tab. 4
und Tab. 6) und muss somit einer Substanz entsprechen, welche von MRSA vermehrt
exprimiert wird. Insofern scheint es unwahrscheinlich, dass beide Peaks dem Analyten
Acetoin entsprechen. Die gleiche Zuordnung zu Acetoin lédsst sich vermutlich auf die
Unvollstindigkeit der Referenzdatenbank zuriickfiihren. Eine vergleichende Ubersicht

der Peaks zeigen Abb. 32 und Abb. 33.
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Abb. 32: Gegeniiberstellung der Box-Whisker-Plots der Peaks N5 und N55
BHI (rot) vs. MRSA (blau) vs. MSSA (griin)

76



Abb. 33: Gegeniiberstellung der Heatmaps der Peaks N5 und N55

Heatmaps der Peaks N5 und N55 in den 27 durchgefiihrten Messungen der Gruppe BHI
(rot) sowie in den je 20 durchgefiihrten Messungen der Gruppe MRSA (blau) und MSSA
(griin). Anhand der farblich hervorgehobenen Signalintensitdt lisst sich erkennen, dass
die dem Peak N5 zugrundeliegende Substanz sowohl von MRSA als auch von MSSA
vermehrt exprimiert wird. Der Peak N55 weist allgemein eine niedrigere Signalintensitdt

auf, die zugehorige Substanz wird jedoch hauptsdchlich von MRSA exprimiert.
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AuBlerdem werden die Peaks N54 und N56 beide Benzen zugeordnet und sind anhand der
dhnlichen Werte der inversen Ionenmobilitdt und der Retentionszeit ebenfalls eng
benachbart (siche Tab. 7).

Der Peak N54 ermoglicht eine nicht signifikante Trennung der Gruppen MSSA und BHI
(Sensitivitit 74.1 %, Spezifitit 40 %) und eine signifikante Differenzierung der Gruppe
MRSA sowohl von BHI als auch von MSSA (siehe Tab. 4 und Tab. 6).

Analog dazu erlaubt der Peak N56 eine signifikante Trennung der Gruppe MRSA von
BHI (siehe Tab. 4), als auch eine zwar hochspezifische, jedoch weniger sensitive
Trennung der Gruppen MRSA und MSSA (Sensitivitdt 85 %, Spezifitidt 99.9 %). Eine
Differenzierung der Gruppen MSSA und BHI lésst sich anhand des Peaks N56 nur mit
einer Sensitivitit von 88.9 % und einer Spezifitit von 60 % gewihrleisten. Somit
entsprechen sowohl der Peak N54 als auch der Peak N56 Substanzen, welche vermehrt
von MRSA exprimiert werden. Es konnte sich also in beiden Féllen um die gleiche
Substanz handeln, wobei auch hier vermutlich eine Liicke in der Datenbank vorliegt und
es sich um verschiedene Substanzen handelt. Dies kann jedoch nur mit anderen
Messverfahren, wie beispielsweise GC-MS verifiziert werden (sieche Kap. 2.2.3.4). Eine
vergleichende Ubersicht der Peaks zeigen Abb. 34 und Abb. 35.
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Abb. 34: Gegeniiberstellung der Box-Whisker-Plots der Peaks N54 und N56
BHI (rot) vs. MRSA (blau) vs. MSSA (griin)
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Abb. 35: Gegeniiberstellung der Heatmaps der Peaks N54 und N56
Heatmaps der Peaks N54 und N56 in den 27 durchgefiihrten Messungen der Gruppe BHI
(rot) sowie in den je 20 durchgefiihrten Messungen der Gruppe MRSA (blau) und MSSA

(griin). Beide Peaks weisen eine verhdltnismdfig niedrige Signalintensitit auf, die

zugrundeliegenden Substanzen werden jeweils vermehrt von MRSA exprimiert.

3.1.3. Entscheidungsbaum

Aus den oben genannten Peaks, welche in der Gegeniiberstellung der Gruppen MRSA vs.
BHI, MSSA vs. BHI und MRSA vs. MSSA eine signifikante Trennung ermdglichen, sind
die Peaks N5 und N54 ausreichend, um anhand eines Entscheidungsbaums in zwei

Schritten eine Trennung aller Gruppen zu gewéhrleisten.
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Abb. 36: Entscheidungsbaum zur Differenzierung der Gruppen MRSA vs. MSSA
vs. BHI

Der Entscheidungsbaum bedient sich der gemal Punkt 2.2.3.4 erhobenen Peaks, welche
die groften Unterschiede in den verschiedenen Gruppen aufzeigen und somit eine
moglichst gute Differenzierung der verschiedenen Gruppen ermdoglichen. Hierbei wird
fiir jeden Peak anhand des best thresholds entschieden, welcher Gruppe ein Peak
zugeordnet werden kann.

Der Box-Whisker-Plot des Peaks N5 wird in Abb. 28, der des Peaks N54 in Abb. 23
dargestellt. Abb. 37 zeigt den Vergleich der Heatmaps beider Peaks.
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Abb. 37: Gegeniiberstellung der Heatmaps der Peaks N5 und N54
Heatmap der Peaks N5 und N54 in den 27 durchgefiihrten Messungen der Gruppe BHI
(rot) sowie in den je 20 durchgefiihrten Messungen der Gruppe MRSA (blau) und MSSA

(griin).

Der Peak N5 wird vermehrt von MRSA und MSSA exprimiert. Er zeigt im Vergleich der
Gruppen MSSA und BHI den groBten Unterschied und ermoglicht somit die
signifikanteste Differenzierung zwischen BHI und MSSA (Sensitivitit 96.3 %, Spezifitit
99.9 %, Bonferroni-korrigierte Signifikanz p < 0.001). Anhand des best thresholds von
0.034 kann somit im Entscheidungsbaum eine Trennung der Gruppen erfolgen (siche
Abb. 36 und Abb. 39)

Der Peak N54 wird vermehrt von MRSA exprimiert und zeigt sowohl gegeniiber der
Gruppe BHI als auch gegeniiber der Gruppe MSSA den grofiten Unterschied und
ermoglicht somit die signifikanteste Differenzierung der Gruppen voneinander
(Sensitivitit und Spezifitét jeweils 99.9 %, Bonferroni-korrigierte Signifikanz p <0.001).
Anhand des best thresholds von 0.006 im Vergleich der Gruppen MRSA sowohl
gegeniiber MSSA als auch BHI kann somit im Entscheidungsbaum eine Trennung der

Gruppen erfolgen (siche Abb. 36, Abb. 38 und Abb. 40).
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Im Folgenden werden die Entscheidungsbdume und die Konfusionsmatrizes in der

Gegeniiberstellung der einzelnen Gruppen zueinander dargestellt.

3.1.3.1. MRSA vs. BHI

MN54

= 0,006 < 0.006
MRESA BHI

Abb. 38: Entscheidungsbaum zur Differenzierung der Gruppen MRSA vs. BHI

Ist BHI Ist MRSA
Vorhersage BHI 27 0 27 | PPV =100 %
Vorhersage MRSA 0 20 20 | NPV =100 %
27 20 47
Sensitivitit = 100 % | Spezifitit =100 % | Accuracy =100 %

Tab. 8: Konfusionsmatrix zur Differenzierung der Gruppen MRSA vs. BHI
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3.1.3.2. MSSA vs. BHI

N5

=0.034 <0.034

M55A

BHI

Abb. 39: Entscheidungsbaum zur Differenzierung der Gruppen MSSA vs. BHI

Ist BHI Ist MSSA
Vorhersage BHI 26 0 26 | PPV =100%
Vorhersage MSSA 1 20 21 | NPV =95.2%
27 20 47
Sensitivitit = 96.3% | Spezifitit =100% | Accuracy =97.9%

Tab. 9: Konfusionsmatrix zur Differenzierung der Gruppen MSSA vs. BHI
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3.1.3.3. MRSA vs. MSSA

MN54

= 0,006
MRSA

< 0.006
MSSA

Abb. 40: Entscheidungsbaum zur Differenzierung der Gruppen MRSA vs. MSSA

Ist MRSA Ist MSSA
Vorhersage MRSA 20 0 20 | PPV =100 %
Vorhersage MSSA 0 20 20 | NPV =100 %
20 20 40

Sensitivitit =100 %

Spezifitit = 100 %

Accuracy =100 %

Tab. 10: Konfusionsmatrix zur Differenzierung der Gruppen MSSA vs. BHI
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3.3. Ergebnisse Cyranose

Mit der Cyranose wurden anhand der in Punkt 2.2.4.3. beschriebenen Methodik jeweils
20 Proben der Gruppen BHI, MRSA und MSSA untersucht. In den Gruppen MRSA und
MSSA wurde jede der vorliegenden Stock-Proben einem Messzyklus unterzogen, analog
dazu wurden in der Gruppe BHI 20 Proben des nicht bebriiteten Nahrmediums analysiert.
Ein Messzyklus umfasst 5 unmittelbar hintereinander durchgefiihrte Messablaufe pro
vorliegende Probe, um ein Machine-Learning zu gewihrleisten. Somit konnten bei 20
Proben pro Gruppe aus jeder Gruppe 100 Messungen anhand des in Punkt 2.2.4.4.
beschriebenen Verfahrens statistisch analysiert werden. Im Folgenden werden die

Ergebnisse in der Gegeniiberstellung der einzelnen Gruppen zueinander dargestellt.

3.3.1. MRSA vs. BHI

In der Differenzierung der Gruppen MRSA und BHI konnten 96 von 100 MRSA-
Messungen sowie 94 von 100 BHI-Messungen korrekt zugeordnet werden (Tab. 11),
womit sich eine Sensitivitidt von 96 % bei einer Spezifitit von 94 % ergibt. Die Accuracy
der vorliegenden Messungen liegt bei 95 %. Der Kreuzvalidierungswert zur Bestimmung
der Vorhersagekraft des Machine-Learning-Modells ergibt 90.16 %, sodass eine prizise
Vorhersagekraft vorliegt. Die Mahalanobis-Distanz wurde mit 1.876 berechnet. Die
lineare Diskriminanzanalyse zum visuellen Vergleich der beiden Gruppen wird in Abb.

41 dargestellt.

Ist MRSA Ist BHI
Vorhersage MRSA 96 6 102 | PPV =94.1 %
Vorhersage BHI 4 94 98 | NPV =959 %
100 100 200
Sensitivitit =96 % | Spezifitit =94 % | Accuracy =95 %

Tab. 11: Konfusionsmatrix zur Differenzierung der Gruppen MRSA vs. BHI
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Abb. 41: Lineare Diskriminanzanalyse zur Differenzierung der Gruppen MRSA vs.
BHI

3.3.2. MSSA vs. BHI

In der Differenzierung der Gruppen MSSA und BHI konnten 81 von 100 MSSA-
Messungen sowie 75 von 100 BHI-Messungen korrekt zugeordnet werden (Tab. 12),
womit sich eine Sensitivitit von 81 % bei einer Spezifitit von 75 % ergibt. Die Accuracy
der vorliegenden Messungen liegt bei 78 %. Der Kreuzvalidierungswert zur Bestimmung
der Vorhersagekraft des Machine-Learning-Modells ergibt 71.33 %, sodass auch hier
prinzipiell eine prizise, jedoch die vergleichsweise geringste Vorhersagekraft vorliegt.
Die Mahalanobis-Distanz wurde mit 1.410 berechnet. Die lineare Diskriminanzanalyse

zum visuellen Vergleich der beiden Gruppen wird in Abb. 42 dargestellt.
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Ist MSSA Ist BHI
Vorhersage MSSA 81 25 106 | PPV =76.4 %
Vorhersage BHI 19 75 94 | NPV =79.8%
100 100 200
Sensitivitit = 81 % | Spezifitit="75 % | Accuracy =78 %
Tab. 12: Konfusionsmatrix zur Differenzierung der Gruppen MSSA vs. BHI
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Abb. 42: Lineare Diskriminanzanalyse zur Differenzierung der Gruppen MSSA vs.
BHI
3.3.3. MRSA vs. MSSA

In der Differenzierung der Gruppen MRSA und MSSA konnten 100 von 100 MRSA-

Messungen sowie 91 von 100 MSSA-Messungen korrekt zugeordnet werden (Tab. 13),

womit sich eine Sensitivitdit von 100 % bei einer Spezifitit von 91 % ergibt.

Die

Accuracy der vorliegenden Messungen liegt bei 95.5 %. Der Kreuzvalidierungswert zur

Bestimmung der Vorhersagekraft des Machine-Learning-Modells ergibt 91.05 %, sodass

eine prizise Vorhersagekraft vorliegt. Die Mahalanobis-Distanz wurde mit 1.994

berechnet. Die lineare Diskriminanzanalyse zum visuellen Vergleich der beiden Gruppen

wird in Abb. 43 dargestellt.
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Ist MRSA Ist MSSA
Vorhersage MRSA 100 9 109 | PPV =91.7 %
Vorhersage MSSA 0 91 91 | NPV =100 %
100 100 200
Sensitivitit = 100 % | Spezifitit =91 % | Accuracy =95.5 %

Tab. 13: Konfusionsmatrix zur Differenzierung der Gruppen MRSA vs. MSSA
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Abb. 43: Lineare Diskriminanzanalyse zur Differenzierung der Gruppen MRSA vs.
MSSA
3.3.4. MRSA vs. MSSA vs. BHI

Zur Veranschaulichung zeigt Abb. 44 die dreidimensionale Gegeniiberstellung der
Diskriminanzanalysen aller Gruppen. Die statistischen Parameter werden in Tab. 14

ebenfalls vergleichend dargestellt.
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Abb. 44: Lineare Diskriminanzanalyse zur Differenzierung der Gruppen MRSA vs.

MSSA vs. BHI
Mahalanobis-Distanz 1.876 1.410 1.994
Kreuzvalidierungswert 90.16 % 71.33 % 91.05 %
Sensitivitit 96 % 81 % 100 %
Spezifitit 94 % 75 % 91 %
Accuracy 95 % 78 % 95.5%

Tab. 14: Statistische Parameter zur Differenzierung der einzelnen Gruppen mittels

Cyranose 320

Die lineare Diskriminanzanalyse in der Gegeniiberstellung der Gruppen MRSA, MSSA
und BHI veranschaulicht, dass alle Gruppen sich gut voneinander unterscheiden lassen.
Die Gruppen BHI und MSSA erlauben die eingeschriankteste Differenzierung, die
Mahalanobis-Distanz von 1.410 stellt exemplarisch auch den niedrigsten Wert der drei

Vergleiche dar. Die Gruppen MRSA und BHI lassen sich mit einer Mahalanobis-Distanz
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von 1.876 verldsslicher unterscheiden, wahrend die ausschlaggebende Analyse der
Gruppen MRSA und MSSA mit einer Mahalanobis-Distanz von 1.994 die zuverlissigste
Unterscheidbarkeit aufzeigt, was sich ebenfalls in den iibrigen statistischen Parametern

widerspiegelt (siehe Tab. 14).
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4. Diskussion

S. aureus kann im Nasenvorhof von 20 — 40 % der Bevolkerung nachgewiesen werden
[Lee et al. 2018], wobei intermittierende Triger gegebenenfalls nicht vollstindig erfasst
werden [Becker et al. 2017; van Belkum et al. 2009]. Der Keim gehort zu den héufigsten
Verursachern nosokomialer Infektionen [Sievert et al. 2013]. Durch eine ausgeprigte
Fahigkeit zur Resistenzbildung entstehen vermehrt multiresistente Stdmme, welche in
Methicillin-sensible Stimme (MSSA) mit einer Resistenz gegen -Lactamase-instabile
Penicilline und Methicillin-resistente Stimme (MRSA) mit einer Resistenz gegen f3-
Lactamase-stabile Penicilline eingeteilt werden [Chambers et al. 2009a; Robert Koch-
Institut 2014], wobei auch eine zunehmende Resistenzbildung gegen Reserveantibiotika
festgestellt werden kann [Layer et al. 2018]. Diese Stimme tragen zu einer Vielzahl
ambulanter und nosokomialer Infektionen bei und sind somit sowohl fiir eine erhdhte
Morbiditdt und Mortalitdt als auch fiir eine deutlich verldngerte Hospitalisationszeit
inklusive Isolationsmafnahmen und damit einhergehender Kosten verantwortlich. Allein
MRSA-Infektionen verursachen in der EU jahrlich 5400 Todesfille, tiber eine Million
Hospitalisationstage und Kosten in Héhe von ca. 380 Millionen Euro [Kdck et al. 2014].
Die aktuell als Goldstandard etablierte mikrobiologische Diagnostik mittels
Erregerkultivierung ist zeitaufwindig und teuer — wie auch neuere und schnellere, PCR-
basierte Screening-Methoden —, was auch den groBiten limitierenden Faktor fiir ein
universelles Screening und die damit einhergehende Moglichkeit zur Einleitung von
Dekolonisierungs- und Isolationsmaf3inahmen darstellt [Harbarth et al. 2008; Leonhardt
et al. 2011; Robotham et al. 2016]. Deshalb wird derzeit hauptsdchlich ein gezieltes
Screening durchgefiihrt, welches sich auf bestimmte Risikogruppen und -einrichtungen
beschrinkt [Bartels et al. 2008; Carr et al. 2018; Tubbicke et al. 2012a], sich jedoch vor
allem auf die Untersuchung von MRSA-Risikogruppen konzentriert, da dieser Stamm mit
einer deutlich hoheren Morbiditit und Mortalitét einhergeht, als MSSA [Cosgrove et al.
2003; Dissemond 2009; Lee et al. 2018]. Es wird jedoch diskutiert, dass die erhdhte
Mortalitdt auf Komorbiditdten zuriickzufithren ist, welche bei MRSA-Infektionen
héufiger vorliegen als bei MSSA-Infektionen. Hieraus kdnnte eine Vernachldssigung von
MSSA resultieren, obwohl dieser Stamm deutlich héufiger fiir manifeste
Blutstrominfektionen verantwortlich ist und unter Einbezug patientenbezogener Faktoren
eine ebenso hohe Mortalitit aufweist [Fatkenheuer 2016].

Somit besteht die Notwendigkeit fiir kosten- und zeiteffektive Methoden der Diagnostik
von S. aureus, welche sowohl MSSA als auch MRSA mit hoher Sensitivitdt und Spezifitét
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erkennen und unterscheiden konnen sowie entsprechend einfach durchzufiihren sind, um
eine moglichst universelle Untersuchung groBer Patientengruppen zu gewéhrleisten. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass eine signifikante und genaue
Unterscheidung von MSSA- und MRSA-Kulturen durch die Bestimmung von VOCs
moglich ist, was als Grundlage fiir weitere Untersuchungen mit héheren Fallzahlen und
im klinischen Setting wegweisend fiir die Entwicklung derartiger Diagnosemethoden sein

konnte.

4.1. MCC-IMS

Die Ergebnisse der am MCC-IMS durchgefiihrten Messungen zeigen eine gute
Unterscheidbarkeit zwischen allen verglichenen Probengruppen.

In der Gegeniiberstellung der Gruppen MRSA und BHI konnten 19 hochsignifikante
Peaks mit Bonferroni-korrigierter Signifikanz von p <0.001 (KI 99.9 %) nachgewiesen
werden, welche eine Unterscheidung mit einer Sensitivitit und Spezifitit von iiber 90 %
ermOglichen, wobei zwei Peaks (N54, N55) eine Sensitivitit und Spezifitit von 99.9 %
aufweisen.

MSSA lésst sich aus dem Nahrmedium BHI anhand 20 hochsignifikanter Peaks mit einer
Sensitivitit und Spezifitit von liber 90 % nachweisen. Vier dieser Peaks (N5, N16, N20,
N49) erlauben eine Unterscheidung mit einer Sensitivitit von 96.3 % und einer Spezifitit
von 99.9 %.

Die entscheidende Trennung der Gruppen MRSA und MSSA ldsst sich anhand 11
hochsignifikanter Peaks mit einer Sensitivitdit und Spezifitit von {tiber 90 %
gewdhrleisten. Auch hier ermdglichen die Peaks N54 und N55 eine Unterscheidung mit
einer Sensitivitit und Spezifitit von jeweils 99.9 %. Dass diese beiden Peaks sowohl die
Unterscheidung von MRSA aus dem Ndhrmedium BHI als auch von der Gruppe MSSA
ermOglichen, fithrt zum Schluss, dass die zugehorigen Substanzen exklusiv von MRSA
exprimiert werden. Anhand der bestehenden Datenbank der B & S Analytik GmbH lassen
die Peaks sich den Substanzen Benzen (N54) und Acetoin (N55) zuordnen. Trotz des
vergleichsweise niedrigen best thresholds und einer somit geringen Signalintensitét der
beiden Peaks, konnten diese in den entsprechenden Leermessungen der Probengefifle
nicht nachgewiesen werden, sodass eine Kontamination ausgeschlossen werden konnte.
AuBlerdem erlauben weitere Peaks mit einem hoheren best threshold und somit einer

stirkeren Emission der jeweiligen chemischen Verbindungen ebenfalls eine
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hochsignifikante Trennung der Gruppen MRSA und MSSA mit einer Sensitivitit und
Spezifitit von jeweils > 90 % (siche Tab. 6).

In der medizinischen Forschung wird die lonenmobilitétsspektrometrie in erster Linie zur
Diagnostik von pulmonalen Erkrankungen mittels Atemluftanalyse eingesetzt [Allers et
al. 2016; Baumbach et al. 2007; Ruszkiewicz et al. 2020; Westhoff et al. 2007; Westhoff
et al. 2005; Zang et al. 2017], wobei auch extrapulmonale Krankheiten iiber die Atemluft
festgestellt werden konnen [Jazan et al. 2014; Pagonas et al. 2012]. AuBBerdem ist mittels
Urinanalyse die Detektion verschiedener Krebserkrankungen mdglich [Isailovic et al.
2012; Mozdiak et al. 2019]. Ferner ist auch die Erkennung von Mikroorganismen
moglich. So kann beispielsweise durch direkte Messungen von Abstrichtupfern das
Vorliegen einer bakteriellen Vaginose nachgewiesen werden [Karpas et al. 2012]. Durch
Messungen von Bakterienkulturen in Ndhrmedien kdnnen gewisse Bakterien sogar von
anderen Stimmen unterschieden werden, wobei auch die Differenzierung sensibler und
resistenter Bakterien der gleichen Art moglich ist [Becher et al. 2016; Steppert et al.
2021].

Becher et al. haben 2016 verschiedene multiresistente Keime im Ndhrmedium BHI mit
unterschiedlichen Bebriitungszeiten zwischen 30 Minuten und 24 Stunden am GC-IMS
(Firma STEP; Sensortechnik und Elektronik Pockau GmbH, Pockau, Germany)
untersucht und konnten hierbei zeigen, dass eine Differenzierung von MRSA und MSSA
sowohl aus dem Ndhrmedium BHI als auch voneinander bereits nach 30 Minuten
Bebriitungszeit moglich ist. Eine eindeutige Differenzierung anhand der mittels der
Software Matlab erstellten Heatmap war jedoch nicht realisierbar. Erst eine
anschlieende Clusteranalyse konnte diese gewihrleisten. Es wurden mindestens zwei
Cluster identifiziert, welche eine signifikante (p <0.01) Trennung der Gruppen
ermoglichen. Aufgrund der schwachen Signale in der Heatmap und fehlender
Referenzmessungen der Probengefifle, die ein Herausrechnen von dufleren Storfaktoren
gewdhrleisten, konnte keine Zuordnung der Peaks zu chemischen Substanzen erfolgen
[Becher et al. 2016; RéBler 2015].

Steppert et al. konnten kiirzlich feststellen, dass eine Differenzierung von MRSA und
MSSA im Néhrmedium Tryptic Soy Broth mittels MCC-IMS (ebenfalls Firma STEP),
gefilterter Umgebungsluft als Tridgergas und einem mit einer zum Druckausgleich
punktierten Membran verschlossenen Probengefdl nach einer Bebriitungszeit von
90 Minuten mdglich ist. Anhand eines Entscheidungsbaums war die Trennung von

MRSA zu MSSA — wie auch in der vorliegenden Studie — anhand eines Peaks moglich,
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wobei auch hier zur Differenzierung eine Clusteranalyse durchgefiihrt wurde und keine
Zuordnung zu chemischen Substanzen erfolgte. Es konnten 26 signifikante (p < 0.05)
VOC-Cluster fiir MRSA und 8 fiir MSSA gefunden werden, wobei 5 dieser Cluster in
beiden Gruppen nachgewiesen wurden. Nach kanonischer Diskriminanzanalyse konnten
alle in der Studie untersuchten Bakterien anhand ihrer VOC-Cluster korrekt zugeordnet
werden [Steppert et al. 2021].

Die Starken der vorliegenden Studie gegeniiber den Untersuchungen von Becher et al.
liegen einerseits in der Verwendung eines MCC-IMS, der eine bessere Vorseparierung
der Proben und eine hohere Flussrate ermdglicht als ein GC-IMS [Junger et al. 2010;
Ruzsanyi et al. 2005]. AuBBerdem wurde, wie auch bei Steppert et al., ein geschlossenes
System mit einem Mechanismus zum Druckausgleich verwendet, welches eine bessere
Verteilung der VOCs gewihrleisten soll. Zusétzlich wurden im Gegensatz zu beiden
Studien Referenzmessungen der leeren Probengefile durchgefiihrt, um &uBere
Storfaktoren herausrechnen zu konnen. Auflerdem wurde anstelle gefilterter Raumluft
synthetische Luft als Trigergas verwendet. Moglicherweise konnten diese Faktoren zur
erfolgreichen Differenzierung der Gruppen und der Zuordnung zu chemischen
Substanzen ohne vorhergehende Clusteranalyse beitragen.

Die Ergebnisse unserer Messungen zeigen, dass eine Differenzierung der Keime MRSA
und MSSA in Nidhrmedien durch Detektion von VOCs mit einem MCC-IMS mit hoher
Sensitivitdt und Spezifitdt moglich ist. Anhand vorliegender Datenbanken ist zudem eine
Zuordnung der gemessenen VOCs zu chemischen Substanzen und somit eine
Identifikation der entsprechenden Stoffwechselprodukte der Bakterien moglich, wobei es
sich nur um eine Prognose anhand der vorliegenden Datenbank handelt. Fiir eine genaue
Zuordnung bedarf es anderer Messmethoden, wie beispielsweise der Verwendung eines
Gaschromatographie-Massenspektrometers.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigen und erweitern somit die Auffassung
aktueller publizierter Literatur zum Thema. MRSA und MSSA koénnen in verschiedenen
Néhrmedien mittels lonenmobilitétsspektrometrie verldsslich voneinander unterschieden
werden. Die Verwendung eines MCC-IMS sowie eines geschlossenen Systems mit
Moglichkeit zum Druckausgleich sowie eine vorhergehende Leermessung der
Probengefile gewdhrleisten hierbei aller Voraussicht nach die prézisesten Ergebnisse.
Dass relevante VOCs in der Literatur bereits nach kiirzeren Bebriitungszeiten
nachweisbar sind [Becher et al. 2016; Steppert et al. 2021], kdnnte im klinischen Setting
eine beschleunigte MRSA-Diagnostik ermdglichen.
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4.2. Cyranose 320

Die mit der Cyranose 320 durchgefiihrten Messungen zeigen ebenfalls sehr gute
Ergebnisse.

MRSA konnte mit einer Sensitivitdit von 96 % und einer Spezifitit von 94 % vom
Néhrmedium BHI abgegrenzt werden, wihrend eine Differenzierung von MSSA und BHI
nur mit einer Sensitivitdt von 81 % und einer Spezifitit von 75 % erreicht werden konnte.
Letztendlich war jedoch eine signifikante Trennung der Gruppen MRSA und MSSA mit
einer Sensitivitidt von 100 % und einer Spezifitidt von 91 % maoglich.

Die Cyranose 320 wird in der medizinischen Forschung mit vielversprechenden
Ergebnissen angewandt, wobei auch hier die Diagnostik anhand der Atemluftanalyse
dominiert, sowohl zur Detektion chronischer und maligner [Benedek et al. 2013; Bos et
al. 2014; Dragonieri et al. 2009; Dragonieri et al. 2007; Fens et al. 2009; Hattesohl et al.
2011], als auch infektioser Atemwegserkrankungen [Schnabel et al. 2015; Thaler et al.
2018]. Auch mit der Cyranose lassen sich extrapulmonale Erkrankungen in der Atemluft
detektieren [Brekelmans et al. 2016; Dragonieri et al. 2016].

Mittels Headspace-Analyse ist anhand Messungen verschiedener Gewebeproben unter
anderem der Nachweis von Blasentumoren im Urin [Heers et al. 2018; Horstmann et al.
2015], eine Differenzierung chronisch entziindlicher Darmkrankheiten anhand
Stuhlproben [de Meij et al. 2014] sowie die Erkennung von HNO-Infektionen durch
Messungen direkt von Abstrichtupfern moglich, wobei hier sogar eine Differenzierung
unterschiedlicher Bakterien erfolgen kann [Dutta et al. 2005; Shykhon et al. 2004].
Auch mit der Cyranose ist durch Messungen von Bakterienkulturen in Nédhrmedien die
Differenzierung sensibler und resistenter Bakterien der gleichen Art moglich. Dutta et al.
konnten 2005 erfolgreich eine Differenzierung von MRSA, MSSA und koagulase-
negativen Staphylokokken aus klinischen Abstrichen nach 24 Stunden Bebriitungszeit im
Néhrmedium ISO S Agarlosung durchfiihren, jedoch unter Verwendung dreier
artifizieller neuronaler Netzwerke, womit ein separates Machine-Learning-Modell und
eine andere statistische Analyse verwendet wurden, als in der vorliegenden Arbeit.
Wihrend in unserer Studie eine lineare Diskriminanzanalyse mit Berechnung der
Mahalanobis-Distanz zur Differenzierung der Gruppen und eine Leave-One-Out-
Kreuzvalidierung zur Prognose der Vorhersagekraft des Machine-Learnings
durchgefithrt wurde, haben Dutta et al. eine Kombinantion aus einer

Hauptkomponentenanalyse, eines Fuzzy-c-Means-Algorithmus, einer Self-organizing
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map und dreier neuronaler Netzwerke in Form eines radialen Basisfunktionsnetzwerks
(RBF), eines multi-layer perceptrons (MLP) und eines probalistischen neuronalen Netzes
(PNN) angewandt. Die Studie konnte unter Verwendung des MLP-Netzwerks in 78 %
der Félle eine korrekte Zuordnung erreichen, wihrend das PNN eine Accuracy von 96 %
und das RBF eine Accuracy von 99.96 % zur Trennung der Gruppen gewdhrleisteten.
Unsere Studie konnte mit einer Accuracy von 95.5 % und einem Kreuzvalidierungswert
von 91.05 % zur Trennung von MRSA und MSSA ebenfalls ein sehr gutes Ergebnis
erzielen [Dutta et al. 2005].

Hieraus lésst sich schlielen, dass mit der Cyranose 320 eine Differenzierung von MRSA
und MSSA in unterschiedlichen Ndhrmedien durch eine Headspace-Analyse mit
verschiedenen statistischen Ansétzen bei hoher Sensitivitidt und Spezifitdt moglich ist.
Die Cyranose 320 stellt mit einer Grofe von 10 x 22 x 5 cm sowie einem Gewicht von
unter 1 kg ein mobiles und handliches Gerit zur Messung von VOCs dar. Sie bedient sich
ebenfalls einer Erkennung von Geruchsmustern, l4sst jedoch keine Riickschliisse auf die

zugrundeliegenden Stoffwechselprodukte der Bakterien zu.

4.3. VOC-Analysen in der MRSA-Diagnostik

VOC-Analysen kdnnten eine zeit- und kostensparende Alternative zur mikrobiologischen
Diagnostik mittels Kultivierung darstellen. MRSA- und MSSA-Kulturen im
Néahrmedium BHI lassen sich gemdBl unseren Ergebnissen verldsslich voneinander
unterscheiden, wobei nur Keime nach einer Ubertragung aus bereits vorliegenden
Primérkulturen gemessen wurden. Vergleichbare Studien konnen dies bestitigen, auch
mit verkiirzten Bebriitungszeiten von nur 30 Minuten [Becher et al. 2016]. Eine
Unterscheidung der Keime anhand VOCs kann jedoch auch ohne Vorliegen einer
Primérkultur gewdhrleistet werden, indem Abstrichtupfer direkt in ein Ndhrmedium
gegeben werden, welches nach 24 Stunden Bebriitungszeit gemessen wird [Dutta et al.
2005]. Auch andere Néhrmedien als BHI erlauben eine Differenzierung von MRSA und
MSSA [Dutta et al. 2005; Steppert et al. 2021], sodass ein Keimnachweis auch durch
VOC-Messungen iiber Selektivndhrmedien moglich sein kdnnte, was die Diagnostik
direkt aus klinischen Abstrichen ohne Ubertragung aus einer Primérkultur vereinfachen
konnte. AuBBerdem ist es moglich, S. aureus durch Headspace-Untersuchungen von nicht
inkubierten Abstrichtupfern von anderen Keimen zu differenzieren, jedoch mit

schwicheren Ergebnissen als bei Messungen von angelegten Kulturen [Shykhon et al.
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2004]. Zukiinftige Studien konnten untersuchen, ob eine Unterscheidung von MRSA und
MSSA direkt von Abstrichtupfern mit vergleichbaren Ergebnissen moglich ist, um den
Prozess nochmals zu verkiirzen.

Die PCR-Testung erlaubt zwar deutlich schnellere Ergebnisse als die konventionelle
Kultivierung, ist jedoch erheblich teurer [Henson et al. 2014] und nicht iiberall verfiigbar.
Handliche Diagnosegerdte wie die Cyranose 320 konnten demgegeniiber einen
bedeutenden 6konomischen Vorteil bieten, dies auch im ambulanten Setting.

Die Diagnostik mittels VOC-Analysen durch MCC-IMS und Cyranose basiert auf einer
Mustererkennung. Die fehlende Moglichkeit, die zugrundeliegenden chemischen
Substanzen und somit die entsprechenden Stoffwechselprodukte der Bakterien zu
identifizieren, ist eine prinzipielle Schwéche der VOC-Diagnostik. Durch Abgleich mit
systematisch erstellten Datenbanken ist jedoch zumindest fiir die MCC-IMS-Messungen
eine Zuordnung zu chemischen Substanzen mdglich, sofern diese in der Datenbank
erfasst sind. Nach Abgleich mit der Referenzdatenbank der B & S Analytik GmbH
entsprechen die signifikantesten Peaks, die anhand des Entscheidungsbaums (Kap. 3.1.3.)
eine Trennung der Gruppen in zwei Schritten ermoglichen, den Substanzen Acetoin
(Peaks N5 und N55) und Benzen (Peak N54). Die Zuordnung der eng benachbarten Peaks
N5 und N55 zu Acetoin ldsst sich vermutlich auf die Unvollstindigkeit der
Referenzdatenbank zuriickfiihren. Kiinftige Studien sollten den Headspace der Proben
mittels eines GC-MS analysieren, um eine genauere Identifikation der entsprechenden
Peaks zu ermoglichen.

Bereits frithere VOC-Untersuchungen konnten eine Emission von Acetoin durch
S. aureus feststellen [Filipiak et al. 2012]. Acetoin und Benzen lassen sich zwar auch in
VOC-Messungen verschiedener Korperfliissigkeiten und der Atemluft gesunder
Probanden nachweisen [de Lacy Costello et al. 2014]. Ein Vorteil unserer Messungen am
MCC-IMS gegeniiber z.B. der Atemluftanalyse ist jedoch die Verwendung eines
geschlossenen Messsystems, sodass Messverfialschungen durch physiologisch im
menschlichen Organismus vorkommende VOCs ausgeschlossen werden kdnnen.
Letztendlich ist eine Identifizierung der den VOCs zugrundeliegenden chemischen
Substanzen jedoch nicht unbedingt nétig, um eine verldssliche Diagnostik anhand der

Geruchsmustererkennung zu gewihrleisten.
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4.4, Ausblick

Die Ergebnisse der Studie sind sehr vielversprechend. Es konnte gezeigt werden, dass
eine Unterscheidung der Bakterien MRSA und MSSA aus dem Fliissigndhrmedium BHI
und insbesondere eine Differenzierung der Keime voneinander mittels MCC-IMS und
Cyranose 320 mit hoher Sensitivitdt und Spezifitdt moglich ist.

Es bedarf weiterer, prospektiver Studien, um die Ergebnisse im klinischen Setting und
mit héheren Probenzahlen zu verifizieren. Hierbei sollte untersucht werden, ob eine
Differenzierung von MRSA und MSSA aus Selektivndhrmedien oder unmittelbar von
direkt am Patienten entnommenem Abstrichmaterial moglich ist, um somit eine
besonders zeiteffektive Diagnostik zu gewéhrleisten.

Fiir die Cyranose 320 konnen beim Hersteller individuell angefertigte NoseChips in
Auftrag gegeben werden, wodurch die Genauigkeit der Messungen entsprechend den
Anforderungen des Auftraggebers erhoht werden kann.  Deshalb konnte eine
weiterfiihrende Identifizierung der den VOCs zugrundeliegenden chemischen
Substanzen lohnend sein, um NoseChips zu entwickeln, welche speziell auf die
Erkennung der entsprechenden Substanzen abgestimmt sind.

Sollte die Erkennung von MRSA und MSSA anhand VOCs sich auch in klinischen
Studien bewidhren — bestenfalls durch vergleichbare Ergebnisse von Headspace-
Messungen unmittelbar {iber Abstrichtupfern — kdnnten das MCC-IMS und die Cyranose
320 eine bedeutende Rolle in der MRS A-Diagnostik einnehmen. Besonders die Cyranose
320 konnte als handliches und mit Beschaffungskosten von ca. 10000 USS$ [Doty et al.
2020] vergleichsweise giinstiges Diagnosetool auch im ambulanten Setting eingesetzt
werden, beispielsweise im Rahmen eines universellen préstationéren Screenings, welches
bekanntermaflen eine sehr effektive, jedoch derzeit finanziell ineffiziente Methode des
MRSA-Screenings darstellt [Korczak et al. 2010; Leonhardt et al. 2011; Robert Koch-
Institut 2014; Robicsek et al. 2008]. Die damit einhergehende Moglichkeit der gezielten
Isolation und Dekolonisierung wiirde weitere Kosten einsparen, Ubertragungen

verhindern und erneuten Resistenzbildungen vorbeugen.
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5. Zusammenfassung/Abstract

5.1. Zusammenfassung

Hintergrund: Staphylococcus aureus besiedelt als Kommensale 20—40 % der
Bevolkerung und gehort zu den haufigsten Verursachern nosokomialer Infektionen.
Bereits friihzeitig sind multiresistente Stdimme entstanden, welche in Methicillin-sensible
Stimme (MSSA) und Methicillin-resistente Stimme (MRSA) eingeteilt werden. Auch
gegen Reserveantibiotika entwickeln sich zunehmend Resistenzen. S. aureus ist fiir eine
erhohte Morbiditdit und Mortalitit sowie filir eine verldngerte Hospitalisationszeit
inklusive IsolationsmafBnahmen und damit einhergehender Kosten verantwortlich. Die
mikrobiologische Diagnostik mittels Erregerkultivierung stellt den Goldstandard zum
Keimnachweis und zur Bestimmung von Resistenzen dar, ist jedoch zeitaufwendig und
teuer. Die PCR-basierte Diagnostik ist zwar schneller, jedoch wirtschaftlich nicht
effizient. Ein frithzeitiger Keimnachweis durch Screening-Untersuchungen mit
darauffolgender Isolation oder Dekolonisierung kann zu einer Reduktion der
Keimiibertragung und folglich der Morbiditit, Mortalitit und der assoziierten Kosten
fiihren. Somit besteht die Notwendigkeit fiir kosten- und zeiteffektive Methoden zur
Erkennung von MSSA und MRSA mit hoher diagnostischer Wertigkeit.

Ziel: In der vorliegenden Arbeit sollte festgestellt werden, ob sich MRSA und MSSA
anhand der Analyse volatiler organischer Verbindungen (volatile organic compounds,
VOC), welche durch Stoffwechselprozesse von Organismen exprimiert werden, mittels
Multikapillarsdulen-lonenmobilitétsspektrometrie (MCC-IMS) sowie der elektronischen
Nase Cyranose 320 aus dem Nahrmedium Brain Heart Infusion Broth (BHI)

identifizieren und voneinander differenzieren lassen.

Methoden: Es wurden aus routinemdfig entnommenen Screening-Abstrichen je 20
Proben mit MRSA und MSSA ins Flissigndhrmedium BHI iibertragen und auf eine
Konzentration von 108 KBE/ml verdiinnt. Aus jeder Probe wurden 500 ul fiir die
Messungen entnommen.

Mit dem MCC-IMS wurden mittels Headspace-Messungen je 20 MRSA- und MSSA-
Proben und analog dazu 27 Proben des nicht bebriiteten Fliissigndhrmediums BHI
analysiert. Vor jeder Probenmessung erfolgte eine Leermessung der Laborflasche zur

Referenz und zur Elimination von Storfaktoren. Die aus den Messungen resultierenden
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Peaks wurden visualisiert und statistisch analysiert und ermdglichten im Anschluss durch
Zuordnung spezifischer Peaks zu den jeweiligen Proben eine Differenzierung der
Gruppen. Durch Abgleich mit einer bestechenden Datenbank konnten die Peaks
entsprechenden organischen Substanzen zugeordnet werden.

Mit der Cyranose 320 wurde der Headspace von je 20 MRSA- und MSSA-Proben und
von 20 Proben nicht bebriiteter BHI analysiert. Jede Probe wurde 5-mal hintereinander
gemessen, um ein Machine-Learning zu gewihrleisten. Im Anschluss erfolgten eine
lineare Diskriminanzanalyse und die Berechnung der Mahalanobis-Distanz zur
Differenzierung der Gruppen. Eine Leave-One-Out Kreuzvalidierung wurde zur
Bestimmung des Kreuzvalidierungswerts durchgefiihrt. Die Gruppen konnten durch eine

Mustererkennung voneinander unterschieden werden.

Ergebnisse: Mittels MCC-IMS konnten in der Gegeniiberstellung der Gruppen MRSA
und BHI 19 hochsignifikante Peaks (p <0.001) nachgewiesen werden, welche eine
Unterscheidung mit einer Sensitivitdt und Spezifitit von jeweils >90 % bis 99.9 %
ermoglichen. MSSA konnte aus dem Ndhrmedium BHI anhand 20 hochsignifikanter
Peaks mit einer Sensitivitidt von 92.6 % bis 96.3 % und einer Spezifitit von 90 % bis
99.9 % differenziert werden. MRSA und MSSA konnten anhand 11 hochsignifikanter
Peaks mit einer Sensitivitdt und Spezifitit von jeweils 90 % bis 99.9% voneinander
differenziert werden. Zwei Peaks waren ausreichend, um anhand eines
Entscheidungsbaums in zwei Schritten eine Trennung aller Gruppen zu gewihrleisten.

Die Cyranose 320 konnte die Gruppen MRSA und BHI mit einer Sensitivitdt von 96 %
und einer Spezifitit von 94 % voneinander abgrenzen. Eine Differenzierung von MSSA
und BHI konnte mit einer Sensitivitdt von 81 % und einer Spezifitit von 75 % erreicht
werden. MRSA und MSSA konnten mit einer Sensitivitidt von 100 % und einer Spezifitét

von 91 % voneinander unterschieden werden.

Schlussfolgerung: Eine Unterscheidung der Bakterien MRSA und MSSA aus dem
Fliissigndhrmedium BHI und insbesondere eine Differenzierung der Keime voneinander
ist mittels MCC-IMS sowie Cyranose 320 mit hoher Sensitivitit und Spezifitait moglich.
Es bedarf weiterer, prospektiver Studien im klinischen Setting, um die Ergebnisse zu
verifizieren und somit eine potenzielle zeit- und kostensparende Alternative zur

konventionellen Diagnostik zu ermdglichen.
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5.2. Abstract

Background: Staphylococcus aureus can be found as a commensal in 20 — 40 % of the
population and is one of the most frequent causes of nosocomial infections. Multi-
resistant strains have emerged early and are classified into methicillin-sensitive strains
(MSSA) and methicillin-resistant strains (MRSA). Resistance to reserve antibiotics is
also increasingly developing. S. aureus is responsible for increased morbidity and
mortality as well as prolonged hospitalisation periods including isolation measures and
associated costs. Microbiological diagnosis using bacterial culture remains the gold
standard for germ detection and susceptibility testing albeit being time-consuming and
expensive. PCR-based diagnostics ensure quicker results but are uneconomical. Early
bacterial detection ensured by screening tests with subsequent isolation or decolonisation
measures can lead to a reduction in transmission rates and consequently in morbidity,
mortality, and associated costs. Thus, there is a need for cost- and time-effective methods

for the detection of MSSA and MRSA with high diagnostic value.

Aim: The aim of this study was to determine whether MRSA and MSSA can be
differentiated from the culture medium Brain Heart Infusion Broth (BHI) and from each
other based on the analysis of volatile organic compounds (VOCs) — which are expressed
by organisms as a result of metabolic processes — by using multicapillary column ion

mobility spectrometry (MCC-IMS) as well as the electronic nose Cyranose 320.

Methods: 20 samples each with MRSA and MSSA obtained from routinely collected
screening samples were transferred to the liquid culture medium BHI and diluted to a
concentration of 10® CFU/ml. From each sample, 500 ul were collected for
measurements.

Using the MCC-IMS, 20 MRSA and MSSA samples each and analogously 27 samples
of the non-incubated liquid culture medium BHI were analysed by headspace
measurements. Each sample measurement was preceded by a blank measurement of the
laboratory bottle for reference and to eliminate interfering factors. The peaks resulting
from the measurements were visualised and statistically analysed and subsequently
allowed differentiation between the groups by assigning specific peaks to the respective
samples. By comparison with an existing database, the peaks could be assigned to

corresponding organic substances.
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The Cyranose 320 was used to analyse the headspace of 20 MRSA and MSSA samples
each and 20 samples of non-incubated BHI. Each sample was measured 5 times in
succession to ensure machine learning. This was followed by linear discriminant analysis
and calculation of Mahalanobis distance to differentiate between groups. Leave-one-out
cross-validation was performed to determine the cross-validation value. The groups could

be distinguished from each other by pattern recognition.

Results: Using MCC-IMS, 19 highly significant peaks (p <0.001) were detected in
comparison between the groups MRSA and BHI, showing discrimination with sensitivity
and specificity of > 90 % up to 99.9 % each. MSSA can be differentiated from culture
medium BHI using 20 highly significant peaks with sensitivity of 92.6 % up to 96.3 %
and specificity of 90 % up to 99.9 %. MRSA and MSSA can be differentiated from each
other based on 11 highly significant peaks with sensitivity and specificity of 90 % up to
99.9 % each. Two peaks are sufficient to ensure separation of all groups using a two-step
decision tree.

Cyranose 320 was able to differentiate MRSA from BHI with sensitivity of 96 % and
specificity of 94 %. Differentiation of MSSA and BHI was achieved with sensitivity of
81 % and specificity of 75 %. MRSA and MSSA could be differentiated from each other
with sensitivity of 100 % and specificity of 91 %.

Conclusion: Differentiation between MRSA, MSSA and the liquid culture medium BHI
is possible with high sensitivity and specificity by using MCC-IMS as well as Cyranose
320. Further clinical prospective studies will be needed to verify the results and thus find

a possible, time- and cost-saving alternative to conventional diagnostics.
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