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1. Einleitung

Nosokomiale Infektionen, auch Krankenhausinfektionen genannt, sind eine der gréRten
Herausforderungen bei der stationdren Patientenversorgung. Sie fliihren zu einer erhéhten Mortalitat,
langeren Verweildauer sowie hoéheren Behandlungskosten und damit zu einer sozioGkonomischen
Belastung. Sie treten typischerweise wahrend des Krankenhausaufenthalts auf, sind bei Aufnahme weder
vorhanden noch in der Inkubationszeit und konnen sowohl Patientinnen als auch
Krankenhausmitarbeitende betreffen.

Als die haufigste Todesursache unter den Krankenhausinfektionen gelten nosokomiale Pneumonien [1],
untere Atemwegsinfektionen/Lungenentziindungen. Sie werden in drei Arten unterteilt:

e Community-acquired pneumonia (CAP), entspricht der ambulant erworbenen Pneumonie: Diese
Pneumonieform wird aullerhalb des Krankenhausumfelds erworben und betrifft primar
Patientinnen mit geschwachtem Immunsystem oder bestehenden Grunderkrankungen.

e Hospital-acquired pneumonia (HAP), entspricht der nosokomialen Pneumonie: Diese Form der
Pneumonie tritt frilhestens 72 Stunden nach einer stationdren Aufnahme auf und ist haufig mit
einer schlechten Prognose sowie einer verlangerten Hospitalisierung assoziiert.

e Ventilator-associated pneumonia (VAP), entspricht der beatmungs-assoziierten Pneumonie: Als
Sonderform der HAP tritt diese Pneumonieform bei Patientinnen auf, die mindestens 48 Stunden
beatmet wurden. Sie ist nicht nur die haufigste tédlich verlaufende Krankenhausinfektion mit
einer Sterblichkeitsrate von bis zu 13 %, sondern fihrt auch zu einer durchschnittlichen
Verlangerung der Krankenhausverweildauer um 6 bis 9 Tage.

Eines der Hauptprobleme bei der Behandlung von nosokomialen Pneumonien ist die Unkenntnis des
kausalen Erregers, der ohne mikrobiologische Diagnostik oder der Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization - Time of Flight Massenspektrometrie (MALDI-TOF) nicht gezielt therapiert werden
kann: Denn die Identifizierung des Erregers kann zwischen zwei bis vier Tagen dauern [2]. Deshalb besteht
der Bedarf nach der Etablierung einer mobilen, medizin-technischen Losung zum gezielten Nachweis
nosokomialer Infektionen (HAP/VAP). Ziel ist es im Rahmen des Projektes Inosin (schnelle, nicht-invasive
Identifikation nosokomialer Infektionen) anhand der mikrobiellen, fliichtigen organischen Verbindungen
(mVOC) in der Ausatemluft auf den Erreger zu schlieRen, sodass eine friihe Erreger-spezifische Therapie
mit Antibiotika eingeleitet werden kann (s. Abb. 1).
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Abbildung 1: Logo des Forschungsprojektes Inosin (schnelle, nicht-invasive Identifikation nosokomialer Infektionen).
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Dazu wurde das Messverfahren bestehend aus einem lonenmobilitdtsspektrometer gekoppelt mit
gaschromatographischer Vortrennung (GC-IMS) aufgebaut und fir die Fragestellung adaptiert. Zur
Validierung wird die massenspektrometrische (MS) Identifikation der mVOC’s eingesetzt. Dazu wird im
Rahmen des Projektes eine Kopplung aus Thermodesorptions-Gaschromatographie-Massenspektrometrie
(TD-GC-MS) aufgebaut. An dieses System wurde zusatzlich in gleicher Flusslinie mithilfe eines Flow
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Splitters ein IMS als zweiter Detektor etabliert. Die Kopplung aus TD-GC-MSxIMS ist in der Literatur noch
nicht beschrieben.

Ziel war es, eine Methodik zu entwickeln, die sowohl in Bakterienkulturen als auch in der menschlichen
Atemluft eingesetzt werden kann. Durch diese schnelle und nicht-invasive Diagnostik kénnten Infektionen
frihzeitig erkannt, gezielte Therapieentscheidungen unterstiitzt und letztlich die Patientinnenversorgung
verbessert werden.

Technologischer Ansatz

Die GC-IMS ist ein schnelles und empfindliches Verfahren zum Nachweis mikrobieller fllichtiger
organischer Verbindungen (mVOCs). Ihr Hauptvorteil liegt in ihrer Mobilitat, der kurzen Analysedauer im
Minutenbereich und groRen Empfindlichkeit (bis ppty). Dabei werden gasformige Proben ionisiert, im
elektrischen Feld beschleunigt und anhand ihrer Wechselwirkungen mit einem Driftgas in Abhangigkeit
von Form und Grof3e getrennt detektiert.

Ergdnzend wurde die TD-GC-MS eingesetzt, die gasférmige Proben nach thermischer Desorption und
gaschromatographischer Trennung einer massenspektrometrischen Detektion zufiihrt. Dieses Verfahren
ermoglicht die prazise Identifikation unbekannter Verbindungen anhand spezifischer Massenmuster. Da
das TD-GC-MS als stationares Benchtop-System fiir den mobilen Einsatz ungeeignet ist, wurde ein flexibler
Probenahmewagen entwickelt. Dieser erlaubt die temperatur- und flusskontrollierte Probenahme
gasformiger Substanzen, wie etwa des Headspace von Bakterienkulturen oder der Patientinnenatemluft,
auf Thermodesorptionsrohrchen (TD-Tubes). Der Probenahmewagen ist modular konzipiert und kann
sowohl flr Labor- als auch klinische Anwendungen im Krankenhaus flexibel eingesetzt werden.

Projektablauf und Methodik

Das Hauptziel des Projekts bestand darin, eine Methode zu entwickeln, die es erlaubt, nosokomiale Erreger
frihzeitig anhand charakteristischer Metaboliten (mVOCs) zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurde ein
GC-IMS-Demonstrator aufgebaut, der speziell an die Detektion bakterieller Stoffwechselprodukte
angepasst wurde. Dies umfasste die Optimierung der GC-Sidule sowie die Entwicklung eines
Probenahmesystems, das sowohl fiir die Untersuchung von Bakterienkulturen als auch fiir die Analyse der
menschlichen Atemluft geeignet ist.

In einer ersten Phase wurden die Metabolite von sechs Zielerregern nosokomialer Pneumonie in
Bakterienkulturen untersucht. Hierbei wurden Wachstumskurven der mVOCs aufgenommen, die von den
Bakterien im Headspace (Kopfraum) der Kulturplatten emittiert wurden. Die erhaltenen Daten wurden
analysiert, um spezifische Muster zu identifizieren, die eine eindeutige Zuordnung der Erreger
ermoglichen. Ergdnzend wurden TD-GC-MS-Analysen durchgefiihrt, um unbekannte Substanzen zu
identifizieren und die GC-IMS-Datenbank zu erweitern.

In der zweiten Phase lag der Schwerpunkt auf der Ubertragung der entwickelten Methodik auf die Analyse
der menschlichen Atemluft. Hierflir wurde das Probenahmesystem sowohl fir das GC-IMS, als auch fir
das TD-GC-MS angepasst, um eine zuverldssige und verlustfreie Sammlung von Atemluftproben zu
gewahrleisten. Ziel war es, nachzuweisen, dass die in den Bakterienkulturen identifizierten
Metabolitmuster auch in der menschlichen Atemluft reproduzierbar sind. Eine schematische Darstellung
des geplanten Untersuchungsablaufs im Projekt findet sich in Abbildung 2.

Herausforderungen und Zusammenarbeit

Trotz mehrerer Herausforderungen, darunter die Verzogerung bei der Personalakquise, der Verlust eines
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zentralen Projektmitglieds und die Einschrankungen durch die COVID-19-Pandemie, wurden die
Projektziele erreicht. Wochentliche Konsortialtreffen forderten einen kontinuierlichen Austausch und
ermoglichten die effektive Bewaltigung auftretender Probleme. Die enge Zusammenarbeit zwischen den
Partnerinstitutionen flhrte nicht nur zur Erreichung der gesetzten Ziele, sondern auch zu Ergebnissen, die
Gber die urspringlichen Erwartungen hinausgingen.

| Literaturstudien zu Bakterienmetaboliten mvVOC |
v

| GC-IMS Demonstrator |
v

Probenahme Messung von Bakterienkulturen,
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nosokomialer Keime aus der Atemluftanalyse

Abbildung 2: Das Ablaufschema der im Inosin-Projekt durchgefiihrten Arbeiten.

In Abbildung 3 ist der urspriinglich vorgesehene Ablauf der Arbeitspakete in Form eines Gantt-Charts
dargestellt. Der Zeitplan wurde groRtenteils eingehalten, und das Projekt konnte nach einer
kostenneutralen Verlangerung um vier Monate erfolgreich abgeschlossen werden. Im nachsten Abschnitt
werden die Ergebnisse der einzelnen Arbeitspakete detailliert beschrieben.
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Abbildung 3: Urspriinglich vorgesehene Ablauf der Arbeitspakete des Inosin-Projektes in Form eines Gantt-Charts



2. Ergebnisse der Arbeitspakete

AP 1 Konzeption der Versuche und Studien
AP 1.1 Definition des Erregerpanels

Verantwortlicher: IML, Kollaborator: HSHL und die ION-GAS

Zu Anfang des Projektes wurde folgendes Erregerpanel mit sechs Erregern definiert: Acinetobacter
baumannii complex, Streptococcus pneumoniae, Bordetella pertussis, Haemophilus influenzae, Legionella
pneumophila und Serratia marcescens. In Zusammenarbeit mit der neuen Projektleitung seitens des IML
(Fr. Dr. Petersdorf) wurde ein neues, finales Panel aufgestellt:

e Acinetobacter baumannii complex (HAP)
e Escherichia coli (HAP)

e Legionella pneumophilia (HAP & CAP)

e Pseudomonas aeruginosa (HAP)

e Staphylococcus aureus (HAP) und

e Streptococcus pneumoniae (HAP)

Die Erreger Bordetella pertussis und Serratia marcescens wurden ersetzt, da ihr kulturelle Nachweis am
IML nicht etabliert ist und in der Routinearbeit nicht zum Einsatz kommt. Haemophilus influenzae gehort
zu den CAP-Keimen, auf denen in diesem Projekt nicht der Fokus gelegt wurde.

Die HSHL unterstitzte die Recherche in Bezug auf den Einsatz der Massenspektrometrie (MALDI-TOF und
GC-MS) zur Identifizierung nosokomialer Erreger: Welche Erreger kbnnen mit der Massenspektrometrie
identifiziert werden, welche massenspektrometrischen Techniken werden eingesetzt, Ubertragung auf die
in diesem Projekt zur Verfligung stehenden Techniken.

AP 1.2 Literaturstudie zu Metaboliten und Autoinducern

Verantwortlicher: IML, Kollaborator: HSHL und die ION-GAS

Im Rahmen des Projekts wurde eine umfangreiche Literaturrecherche zu Metaboliten und Autoinducern
durchgefiihrt, um eine umfassende Datenbank zu erstellen, die fiir die Projektziele relevant ist. Diese
Recherche wurde von HSHL und ION-GAS gemeinsam durchgefiihrt und umfasste die Nutzung geeigneter
Datenbanken und Literatursuchmaschinen. Dabei kamen sowohl 6ffentlich zugangliche Plattformen wie
ChemSpider, PubMed, Google Scholar und mVOC 2.0 als auch kostenpflichtige Dienste wie SciFinder zum
Einsatz.

Die Recherche erfolgte unter Verwendung spezifischer Suchbegriffe, die auf die Projektziele abgestimmt
wurden. Dazu zdhlten Begriffe wie ,lonenmobilitdtsspektrometrie”, ,Gaschromatographie”,
,Thermodesorption”, ,,Massenspektrometrie®, ,, mikrobiell fliichtige organische Verbindungen (mVOC)“,
,VOC“, ,,Metabolite” und ,Autoinducer”. Zusatzlich wurden die im Erregerpanel definierten Organismen
in die Suchanfragen einbezogen (siehe Arbeitspaket 1.1). Die Begriffe wurden in deutscher und englischer
Sprache sowie in verschiedenen Kombinationen eingesetzt, um ein moglichst breites Spektrum an
relevanter Fachliteratur zu erfassen.

Ausgehend von den gefundenen Literaturstellen wurden die darin zitierten Publikationen auf ihre
Relevanz Uberprift und gegebenenfalls in die Analyse aufgenommen. Ziel war es, ein moglichst
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vollstandiges Bild der Metaboliten und Autoinducer zu erhalten, die fiir die Zielkeime des Projekts von
Bedeutung sind. Die identifizierten Substanzen wurden in einer eigens erstellten Datenbank
systematisiert, die durch drei Gibergeordnete Kategorien strukturiert ist:

e Mikrobiologische Informationen: Erreger, mVOC/Autoinducer, Stamm, Kulturmedium,
Kulturbedingungen.

e Substanzinformationen: CAS-Nummer, Protonenaffinitdt, lonisierungsenergie, Molmasse,
Siedetemperatur

e Analytik: Messsystem, Probenahme und -bedingungen.

Die HSHL ergdnzte die Recherche mit einer detaillierten Analyse der analytischen Aspekte, insbesondere
in Bezug auf Thermodesorption, Gaschromatographie und Massenspektrometrie. Dabei wurden
spezifische Parameter wie die Probenahme mit TD-Tubes (Adsorbermaterial, Beaufschlagung), die Art der
GC-Sdule und des Tragergases sowie die Temperaturprogramme fir Thermodesorption und
Gaschromatographie untersucht. Zudem wurden Methodenparameter fiir die massenspektrometrische
Detektion in die Analyse einbezogen.

Insgesamt konnten 214 potenziell relevante Substanzen identifiziert werden, die in der Literatur als
Metaboliten oder Autoinducer der untersuchten Keime beschrieben sind. Von diesen Substanzen spielen
insbesondere die folgenden chemischen Klassen eine zentrale Rolle: Aldehyde, Ketone, Alkohole, und
gesattigte und ungesattigte aliphatische Kohlenwasserstoffe.

Von den 214 identifizierten Substanzen sind 38 bereits als Referenzstandards im Labor der HSHL verfiigbar.
Dies ermoglicht eine gezielte Validierung der Substanzen und erleichtert die Erweiterung der GC-IMS-
Datenbank. Abbildung 4 zeigt einen Ausschnitt der aufgebauten Datenbank.

Mikrobiologische Information Substanzinformation
mVOC/Autoinducer | Stamm Kulturmedium Kulturbedingungen | CAS PA? IEP [ Me Sdpd
Mueller Hinton broth (MH) and
1,2-Butadien ATCC19806 | 4 tic soy broth (TSB(), “q)u id 37°C fiir2/4/24 h 590-19-2 | 7789 |9,23 |54,09 | 10,7#3,0
Analytik
Mess- |Probe- |Probenahmebed. | Probenaufgabe Saule T.- Trager- | Detektion Quelle
system | nahme programm gas
Hs 70°C, divinylben- Egch bottle was pla::ed ona Karamiet al
zene/carboxen/polyd stirring heater at 70°C, and a DB-5 column (60 Quadrupole .
: . SPME syringe containing a 50 °C, 10 °C/min | Helium, 1.1 | . 2017(https://doi.o
GC-MS SPME-HS [ imethylsiloxane DVB/CAR/ PDMS coated mx0.25 mmx t0 250 °C ml/min ion trap, IE
(DVB/ CAR/PDMS) 30 | 0.25 um) 70 eV. rg/10.14715/cmb/
min fiber was suspended at the
top of the bottle for 30 min 2017.63.2.18)

Abbildung 4: Ausschnitt der etablierten Datenbank aus der Literaturrecherche. Beispielhaft wurde 1,2-Butadien ausgewdhlt und
anhand der drei Kriterien Mikrobiologische Information, Substanzinformation und Analytik beschrieben.

AP 1.3 Studiendesign und Beantragung eines Ethik-Votums

Verantwortlicher: IML, Kollaborator: HSHL und die ION-GAS

Das Studiendesign, der Patientenaufklarungsbogen und der Ethikantrag mit -votum (s. Anhang A-D),
wurden durch personelle Veranderungen beim Partner IML verzégert. Nach dem pl6tzlichen Versterben
von B. Ghebremedhin im Dezember 2021 {ibernahm Frau Dr. Petersdorf die Weiterentwicklung des
Studiendesigns und die Beantragung des Ethikvotums. Trotz der Verzogerungen lag das Ethikvotum
rechtzeitig vor, sodass die Patientenmessungen planmaRig ab April 2023 gegen Ende der Projektlaufzeit
starten konnten.



AP 2 Entwicklung des Gesamtsystem fiir Kulturmessungen
AP 2.1 Definition der technischen Anforderungen an das Gesamtsystem

s.AP 2.2

AP 2.2 Konfiguration des GC-IMS Demonstrators

Verantwortlicher: ION-GAS, Kollaborator: IML, HSHL

Unter Berlcksichtigung des geplanten Einsatzes sowohl fir Kulturmessungen als auch fir
Atemluftanalysen in der spateren Projektphase wurden die Anforderungen an das Gesamtsystem definiert
und umgesetzt. Diese basierten auf technischen Machbarkeitsstudien und wurden durch Gesprache mit
Experten und interdisziplindren Teams abgestimmt. Die wesentlichen Anforderungen waren:

e |onisation: Verwendung von Tritium (Betaionisation) mit einer Aktivitdt von 100 MBq, die
unterhalb der Freigrenze liegt, sodass keine gesonderte Umgangsgenehmigung erforderlich ist

e Beheizte Komponenten: Probenahmeeinheit mit beheizter Probenschleife und Detektor (bis
100°C), um Memoryeffekte zu vermeiden

e Integrierte GC-Saule: Stoffspezifisch abgestimmt und beheizbar (bis 80°C) zur Erhéhung der
Selektivitat

o Stoffdatenbank: Moglichkeit zur Implementierung und Erweiterung einer Datenbank fir
ausgewahlte Substanzen durch Einmessen zusatzlicher Substanzen.

e Tragergas: Nutzung von Luft als Trdgergas Uber interne Filter, um eine externe
Tragergasversorgung zu vermeiden und Mobilitdt zu gewahrleisten

e Hochspannungsmodi: Betrieb im positiven und negativen Hochspannungsmodus zur Erfassung
positiver und negativer lonen

e Mobiler Einsatz: Akku-Betrieb fiir kurzfristigen mobilen Einsatz.

e Trigger-Modus: Integration eines Triggermodus zur externen Steuerung und Automatisierung
von Messablaufen

e Anreicherungschip: Implementierung einer Option fir die Integration eines In-line-
Anreicherungschips

Die Anforderungen wurden in Zusammenarbeit mit der STEP GmbH (Pockau) bei der Konfiguration der
Geratebasis des Demonstrators berticksichtigt. Ergdnzende interne Anpassungen erfolgten bei ION-GAS,
wodurch ein mobiles GC-IMS-System (siehe Abb. 4) entstand, das sowohl fiir Kulturmessungen als auch
fr die spater geplanten Atemluftmessungen geeignet war.

Zusatzlich wurden spezifische Aspekte in Bezug auf Sicherheit und Materialwahl behandelt: In
Zusammenarbeit mit der Forschungsgruppe des Instituts fir Atemgasanalyse (Dr. Ruzsanyi) aus Innsbruck
wurden geeignete Aerosolfilter (Bakterien- und Virenfilter) ausgewahlt. Die Desinfektionsmalnahmen des
Gesamtsystems in Hinblick auf die Verwendung pathogener Erreger wurden bei IML und HSHL
abgestimmt. Gesprache mit der mechanischen GroRRwerkstatt der HSHL fiihrten zur Auswahl geeigneter
Materialien (Stahlsorte und -qualitat) sowie zur Konstruktion und Fertigung der Probenahmeeinheit in
CAD.

Die durchgefiihrten Arbeiten in den Arbeitspaketen 2.1 und 2.2 flossen direkt in die erfolgreiche
Entwicklung des Demonstrators ein und bildeten eine zentrale Grundlage fiir die geplanten Anwendungen
in spateren Projektphasen.



AP 2.3 Entwicklung der Probenahme iiber Bakterienkulturen fiir GC-MS

Verantwortlicher: HSHL, Kollaborator: IML, ION-GAS

Das Ziel dieses Arbeitspakets war die Entwicklung einer Probenahme- und Analysetechnik zur
Untersuchung fllichtiger Metabolite aus Bakterienkulturen mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie. Der erste Schritt bestand im Aufbau und der Etablierung eines TD-GC-MS-Systems.
Die Probenaufgabe der Thermodesorption war notwendig, da die Proben von Wuppertal nach Hamm
transportiert werden mussten. Ein Transport gasférmiger Proben mit anschlieBender GC-MS Analyse ist
mit einem solchen Thermodesorptionssystem moglich.

Nach einer grindlichen Evaluierung fiel die Wahl auf das GCMS-QP2020 NX der Firma Shimadzu. Im
Rahmen einer Schulung wurden die Bedienung des Systems und der zugehdrigen Software erlernt. Zur
Trennung relevanter flichtiger und semi-fliichtiger Verbindungen wurde auf Basis physikalisch-
chemischer Eigenschaften und Empfehlungen aus der Fachliteratur die folgenden Gerdte- und
Methodenparameter ausgewdhlt (s. Tab. 1).

Tabelle 1: Gerdte- und Methodenparameter fiir die Analyse von mVOCs der Bakterienkulturen und aus der Ausatemluft von
Patienten mit nosokomialer Pneumonie am TD-GC-MS-IMS.

Thermodesorption

Pre purge Pre purge Tubedesorb.T  Tube desorb. Fluss Tube desorb Trap cooling T Trap desorb. T Trap desorb Joint T Valve T  Transfer line T GC Cycle
[mL/Min] Zeit [Min]  [°C] [mL/Min] Time [Min] [°c] [°c] Zeit [Min] [°c] [°c] [°c] Time [Min]
20 0 250 60 5 1 250 2 250 250 250 36
Probenaufgabe

Temperatur [°C] Injection Mode Carrier Gas  Flow Control Mode Pressure [kPa] Total Flow [mL/min] Column Flow mL/min Linear Velocity [cm/s] Purge Flow [mL/Min] Split Ratio

25 Split He Pressure 152 11,2 2,72 59,5 3 2

Gaschromatographie

Séule Start T [°C] Equilibrierungszeit [Min] Temperaturgradient Programmzeit [Min] Oven Cooling Rate

Rxi-624Sil MS 40 0,5 40°C fur 5 Min. halten, mit 10°C pro Min. auf 250°C 26 Middle

Massenspektrometrie

lon Source T o Solvent Cut Micro Scan Start Time . Event time

ral Interface T [°C] Time [Min] Width [u] Detector Voltage [Min] End Time Acq. Mode e Scan Speed Startm/z End m/z
230 230 0 0 Relative to Tuning Result 0,1 26 Scan 0,2 1250 20 250
lonenmobilitatsspektrometrie

lon Source T[°C] Interface T [°C] Nitrogen drift gas flow [mL/Min) Field strength [V/cm] Polarity Blocking voltage Injection voltage Injection pulse width [ps]

100 230 150 500 positive 140 2500 150

Zusatzlich zum massenspektrometrischen Detektor wurde ein zweiter Detektor, ein IMS, in gleicher
Flusslinie mittels eines 4-Port-Splitters etabliert. Der Vorteil dieser Kopplung besteht darin, dass eine
Bakterien-/Atemluftmessung zwei Messergebnisse (MS und IMS) liefert, die miteinander direkt korreliert
werden koénnen. Dadurch koénnen Unbekannte in den TD-GC-IMS-Messungen sofort mittels
massenspektrometrischer Datenbank identifiziert werden. AuRerdem kdnnen die Messungen des mobilen
GC-IMS dann mit den TD-GC-IMS-Messungen im Anschluss korreliert werden. Der gesamte Aufbau ist in
Abb. 5 zu sehen.
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4-Port-Splitter

Abbildung 5: Aufbau des TD-GC-MS-IMS. Der 4-Port-Splitter, positioniert im GC-Ofen, sorgt fiir die Mdglichkeit der parallelen
Detektion von MS und IMS.

Die Probenaufgabetechnik basierte auf Thermodesorption, wobei die mVOCs auf speziell ausgewahlten
TD-Tubes gesammelt werden (s. Abb 6). Diese TD-Tubes bestanden aus Glas ummanteltem Material und
beinhalteten Single-Bed-Adsorbenzien (Tenax TA). Fir den Transport der beladenen TD-Tubes von der
Probenahmestelle (Helios Universitatsklinikum Wuppertal) zur Hochschule Hamm-Lippstadt wurden
strenge Lagerungsbedingungen eingehalten: Die TD-Tubes wurden in Styroporboxen mit Kiihlpacks bei
etwa 6 °C aufbewahrt und regelmaRig Gberwacht, bevor sie messtaglich analysiert wurden.

Abbildung 6: Links: Transportkappen mit Teflondichtung (oben) und Messkappen zur Nutzung des TD-GC-MS-IMS (unten) fiir TD-
Tubes. Rechts: TD-Tubes mit Tenax TA Fiillung aus Glas.

Zwei Probenaufgabetechniken wurden entwickelt: die Direktaufgabe flissiger Standards (qualitativ) und
die Gassammelrohrtechnik (quantitativ). Die Gassammelrohrtechnik, die eine prazisere Probenaufgabe
ermoglicht, wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Atemgasanalyse in Innsbruck etabliert. Flr
beide Verfahren wird die Direkt-Injektion einer Probe mittels einer Fliissigspritze bzw. gasdichten Spritze
verwendet. Diese ist schematisch in Abbildung 7 zu sehen. Das TD-Tube wird mittels Teflon-Dichtung an
einem T-Stiick befestigt. Uber ein Septum wird mittels Glasspritze ein definiertes Volumen des
Flussigstandards/Gasstandards aufgegeben. Als Ldsungsmittel fiir Flussigstandards wurde Methanol
ausgewahlt, da es mit Tenax TA vertraglich ist. Zusatzlich wird Stickstoff als Splilgas zugesetzt, um
aufgegebenes Losungsmittel abzublasen bzw. die gasférmige Probe lber das Tenax TA-Material zu leiten.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Probenaufgabe mittels Fliissiginjektion auf ein TD-Tube mittels T-Stiick.Analog
funktioniert die Probenaufgabe mit gasférmigen Standards, nur mit dem Einsatz einer gasdichten Spritze.

In einem weiteren Schritt wurde eine temperatur- und flusskontrollierte Adsorptionseinheit fir die
Nutzung von TD-Tubes entwickelt. Eine reproduzierbare Probenaufgabe erfordert eine prazise Kontrolle
des Probengasflusses, insbesondere bei feuchten Proben wie dem Headspace von Bakterienkulturen oder
Patientenatemluft. Um den Verlust flichtiger Verbindungen durch Kondensation zu verhindern, wurden
sowohl der Probenahmeweg als auch die TD-Tubes beheizt. Die Einheit, gefertigt aus Aluminium, erlaubt
eine Temperaturregelung mit einer Genauigkeit von 1 °C und gewahrleistet eine stabile Probenaufgabe
bei 40 °C. Details zur Konstruktion und Funktion der Einheit kénnen an dieser Stelle nicht gezeigt werden,
da aktuell eine Veroffentlichung dazu in Vorbereitung ist.

Die Reproduzierbarkeit des Verfahrens wurde durch Messreihen mit 2-Butanon bis 2-Decanon in
Methanol untersucht. Hierbei wurde in einer 10-fach Bestimmung der Variationskoeffizient der
Signalintensitaten aller Ketone berechnet. Die Ergebnisse zeigen Variationskoeffizienten zwischen 1 % und
5 %, sowohl fur das IMS, als auch fiir das MS.

Neben der Etablierung des TD-GC-MS-IMS und einer geeigneten Probenahme fiir TD-Tubes wurde eine
Probenahmeeinheit fur Bakterienkulturen von der ION-GAS GmbH aufgebaut. Ndhere Informationen und
Details kénnen dem Abschlussbericht der ION-GAS GmbH entnommen werden. Zusammengefasst wurde
Folgendes aufgebaut: Fiir die Probenahme von Bakterienkulturen wurde ein spezifischer Aufbau
entwickelt, der die Gasphase im Innenvolumen von Kulturschalen nutzt. Die Kulturschalen werden nach
der Anzucht oder wahrend der Aufnahme von Wachstumskurven dicht auf eine Edelstahlplatte gepresst,
die das Volumen abschlieRt. Die Gasphase wird Gber Bohrungen in der Platte durch einen gesteuerten
Luftstrom beprobt. Zwei Kulturschalen kdénnen parallel untersucht werden, wéahrend sie in einem
temperierten Inkubationsschrank optimale Wachstumsbedingungen erhalten. Beheizte Transferleitungen
transportieren die Proben vom Inkubationsschrank zur Ventilsteuerbox und ins GC-IMS.

Zusatzlich zur beheizten und flusskontrollierten Probenahme fiir die TD-Tubes wurde eine beheizte
Transferleitung zum Inkubator entwickelt. Diese stellt sicher, dass der feuchte und warme Headspace der
Bakterienkulturen ohne Kondensationsverluste zuverldssig zum TD-Tube transportiert wird. Die
Integration dieser Transferleitung wurde erfolgreich umgesetzt.
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AP 2.4 Aufbau einer GC-MS Substanzdatenbank

Verantwortlicher: HSHL, Kollaborator: IML, ION-GAS

Zum Aufbau der TD-GC-MS-IMS Substanzdatenbank wurde die Aufgabe flissiger Referenzstandards auf
methanolischer Basis auf TD-Tubes genutzt, wobei die in AP 2.3 definierten Gerdte- und
Methodenparameter verwendet wurden. Abbildung 8 zeigt exemplarisch ein Ausschnitt der
Substanzdatenbank, die folgende Eintrage enthalt: Substanzklasse, IUPAC-Name, CAS-Nummer,
Retentionszeit MS/IMS, Driftzeit IMS Monomer, Dimer und mégliche Addukte.

Retentionszeit Retentionszeit Driftzeit Monomer Driftzeit Dimer Driftzeit Addukt 1
Substanzklasse IUPAC-Name CAS

MS in Min IMS in Min inms inms inms
Alkane Propan 74-98-6 1.7 1.76 4.96 - 4.76
iso-Butan 75-28-5 1.88 1.93 4.97 - 4.22 (Vor dem RIP)
n-Butan 106-97-8 2.03 2.08 5.71 - 6.28
Aldehyde, einfach Propanal 123-38-6 3.46 3.51 4.82 5.43
Butanal 123-72-8 6.32 6.38 5.16 6.12

Pentanal 110-62-3 10.88 10.95 5.51 6.82

Abbildung 8: Ausschnitt der TD-GC-MS-IMS Substanzdatenbank.

Insgesamt wurden 128 Substanzen, die eine Relevanz fiir die Thematik des Forschungsprojektes besitzen,
mittels TD-GC-MS-IMS vermessen und in die Datenbank aufgenommen. Dariber hinaus wurden auch
Substanzen bericksichtigt, die externe Einflussfaktoren, wie Ernahrung des Patienten, Umwelt-VOCs oder
Ausgasungen aus verschiedenen Materialien widerspiegeln.
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AP 3 Messung und Auswertung von Keimkulturen
AP 3.1 Aufnahme von Wachstumskurven

Verantwortlicher: IML, Kollaborator: HSHL & ION-GAS

Im Rahmen von AP 2 wurden geeignete Probenahmestrategien fur die Analyse des Headspaces von
Bakterienkulturen entwickelt und etabliert. Zwei Analysetechniken standen dabei im Fokus: Die
Direktmessungen mittels GC-IMS und die Probenahmen mit TD-Tubes fiir anschlieBende Analysen mittels
TD-GC-MS-IMS. Wahrend die GC-IMS-Analysen vor Ort direkt durchgefiihrt wurden, wurden die
beladenen TD-Tubes in Styroporboxen bei 6 bis 9 °C zur Hochschule Hamm-Lippstadt (HSHL) transportiert
und dort vermessen.

Zur Untersuchung mikrobieller Wachstumskurven wurden Reinkulturen aus der Stammdatenbank des IML
aufgetaut, 24 Stunden in einer Nahrldsung kultiviert und anschliefend in Kochsalzlésung auf eine Triibung
von 0,25 McFarland eingestellt. Dies entspricht einer Keimzahl von etwa 7,5-10° Koloniebildenden
Einheiten (KbE) pro 10 uL Losung. Die verdiinnte Losung wurde auf frische Agarplatten (Columbia Sheep
Blood Agar) ausgestrichen und in das Probenahmegestell im Inkubator platziert.

Die Bakterienkultur wurde fir zeitlich aufgeloste Analysen des Headspaces liber 24 Stunden bei 37 °Cim
Inkubator der Probenahmeeinheit kultiviert. Wahrend der Kultivierung wurden mit dem GC-IMS alle 31
Minuten automatisiert Proben vermessen. Jede Analyse dauerte 10 Minuten, und zur Vermeidung von
Substanzakkumulation im System wurde vor und nach jeder Messung ein Blindwert mit Nullgas bestimmt.
Fir die GC-IMS-Daten wurde die Software IONysos verwendet, um die Intensitaten sowie die Retentions-
und Driftzeiten von insgesamt 95 Peaks auszuwerten. Diese Peaks wurden in einer Zeitreihe liber 24
Stunden analysiert, wobei unterschiedliche Verlaufe wie Anstieg, Abfall oder Stagnation beobachtet
wurden. Weitere Details konnen dem Abschlussbericht der ION-GAS GmbH entnommen werden.

Flr die TD-GC-MS-IMS-Analysen wurde ein beheizter Schlauch an die Bakterienkammer angeschlossen,
um den feuchten, warmen Headspace direkt in beheizte TD-Tubes zu leiten. Fiir die Probenahme wurde 5
Minuten lang bei einem Probengasfluss von 60 mL/min der Headspace der Kultur beprobt. Innerhalb eines
Zeitfensters von 6 Stunden (T) wurden insgesamt sieben Proben gezogen (Beispielnomenklatur: TO bis T6).
Da die Probenahme mittels TD-Tubes ein rein manueller Vorgang ist, konnten keine 24 h
Wachstumskurven ohne Unterbrechung aufgenommen werden. Der Einsatz des TD-GC-MS-IMS diente im
Projekt zwar zur Identifizierung von Unbekannten in den GC-IMS Messungen, wurde aber trotzdem so oft
wie moglich, auch fiir Messungen von Wachstumskurven, eingesetzt.

Die Wachstumskurven ausgewahlter Substanzen in den Headspace-Bakterienmessungen zeigten, wie die
des mobilen GC-IMS, ebenfalls unterschiedliche Muster, die zur Identifikation spezifischer mikrobieller
Metabolite herangezogen werden kdnnen. Diese Substanzen zeigen innerhalb der Inkubationszeit von 24
h bzw. 72 h (L. pneumophila) alle einen Anstieg der Intensitdten, je nach Substanz einen Anstieg bereits
nach 6 h oder spater. Die Details werden zukinftig in einem wissenschaftlichen Journal veréffentlicht.

AP 3.2 Referenzanalytik mittels GC-MS
s.AP 3.3
AP 3.3 Bestimmung der charakteristischen Muster

Verantwortlicher: HSHL, Kollaborator: IML & ION-GAS

Anhand der Analytik mit dem TD-GC-MS-IMS und dessen Ergebnissen kdnnen neben charakteristischen
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Mustern auch einzelne Markersubstanzen identifiziert werden, die durch Retentionsindizes mit den
Messungen des mobilen GC-IMS korreliert werden kénnen. Aus diesem Grund sind die in diesem Abschnitt
beschriebenen Ergebnisse sowohl bezogen auf das AP 3.2, als auch auf AP 3.3.

Insgesamt wurden mittels TD-GC-MS-IMS 447 Einzelmessungen (verschiedene Zeitpunkte innerhalb der
Wachstumskurven) der Bakterienkulturen aufgenommen, diese sind wie folgt aufgeteilt:

e Escherichia coli: 87 (9 Stdmme)

e Staphylococcus aureus: 119 (15 Stamme)

e Pseudomonas aeruginosa: 57 (6 Stamme)

e Acinetobacter baumanii: 20 (9 Stamme)

e Streptococcus pneumoniae: 113 (6 Stamme)

e legionella pneumophilia: 51 (3 Stamme)

Daneben wurden auch Blank-Messungen (= Leer-Messungen) von den zwei verwendeten Agar-Typen, der
Umgebung und dem Gerat aufgenommen. Die Aufteilung ist wie folgt:

e Columbia Agar-Blank: 46

e Legionellen Agar-Blank: 35

e Sonstige Blank-Messungen: 82
Um die TD-GC-IMS-Messungen der Bakterienkulturmessungen auszuwerten, wurde ein systematisches
Vorgehen angewandt. Zunadchst wurden alle Signale in den Messungen identifiziert und ihre Intensitdten

ermittelt. Mithilfe von Boxplots wurden die Intensitdten jedes Signals zwischen den sechs Zielerregern des
Projekts verglichen.

Diese Methode dient dazu, Markersubstanzen zu identifizieren, die ausschlieflich von einem bestimmten
Bakterium produziert werden. Zusatzlich erlaubt sie die Festlegung von Schwellenwerten fiir Substanzen,
die von mehreren Bakterien produziert werden, jedoch in unterschiedlichen Intensitaten auftreten. Dies
eroffnet die Moglichkeit, auch bei gemeinsamen Substanzen Unterscheidungsmerkmale zwischen den
Erregern zu finden.

Insgesamt konnten 326 Signale ausgewertet werden, wovon die meisten bei allen beobachteten Keimen
sehr dhnliche Verlaufe zeigen und somit keine Klassifizierung zulassen. Hierbei handelt es sich vornehmlich
um Substanzen, die aus dem N&dhrmedium (Columbia Agar, Legionellen Agar) stammen, sowie
gemeinsame Metabolite. Trotzdem konnten 25 Signale extrahiert werden, die fir ein Bakterium
charakteristisch sind. Die Verteilung der Markersubstanzen ist wie folgt:

e Escherichia coli: 3

e Staphylococcus aures: 5

e Acinetobacter baumanii: 3

e legionella pneumophila: 13

e Pseudomonas aeruginosa: 2
e Streptococcus pneumoniae: 1

Im Rahmen von AP 2 wurde eine Substanzdatenbank aufgebaut, die Retentionszeiten aus den
massenspektrometrischen und ionenmobilitatsspektrometrischen Messungen sowie die relativen
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Driftzeiten von Monomer- und Dimerpeaks eingemessener Referenzsubstanzen enthélt. Diese Datenbank
ermoglicht die Zuordnung unbekannter Peaks zu Substanzen, indem die gemessenen Kennzahlen mit den
Eintragen in der Datenbank verglichen werden. Fir Peaks, die nicht durch die Datenbank identifiziert
werden kénnen, wird die NIST-Datenbank des MS herangezogen. Diese ermdglicht die Zuordnung durch
Abgleich der Substanzmassenspektren. Um die Identifikation zu bestatigen, kann die entsprechende
Referenzsubstanz erworben und als Vergleichsmaterial eingemessen werden. Von den oben genannten
25 Substanzen konnten durch die Substanzdatenbank, die massenspektrometrische ldentifikation und
durch Uberpriifung mittels Referenzsubstanzen 21 der 25 Substanzen identifiziert werden.

Die etablierte Substanzdatenbank und die TD-GC-IMS Messungen wurden an die ION-GAS GmbH
Ubergeben, damit in den Messungen des mobilen GC-IMS so viele unbekannte Signale wie mdglich
identifiziert werden konnten.

AP 3.4 Implementierung einer Datenbank

Verantwortlicher: ION-GAS, Kollaborator: IML & HSHL

Mittels des mobilen GC-IMS wurden weitaus mehr Messungen/Daten entlang der Wachstumskurve der
Bakterien als mit dem TD-GC-MS-IMS aufgenommen, da diese keine manuelle Probenahme benétigten.
Die Messungen der Bakterienkulturen an beiden Systemen wurden in einem ersten Schritt getrennt
ausgewertet, um sie im Nachgang zu vergleichen und zu korrelieren. Im Folgenden wird sich auf die
Ergebnisse des mobilen GC-IMS bezogen, da dieses spater Einsatz in der klinischen Routine finden kénnte
und das TD-GC-MS-IMS zu Validierungszwecken eingesetzt wurde.

Fir die Auswertung der GC-IMS-Messungen wurden in einem ersten Schritt alle Signale im GC-IMS
Chromatogramm markiert und die Signalintensitat bestimmt. Die Messungen wurden dann nach
Bakterienart aufgeteilt und es konnten so nicht nur Vorhandensein/Nicht-Vorhandensein von Signalen
verglichen, sondern auch Intensitdtsunterschiede beobachtet werden. Der GroRteil der detektierten
Signale wurde bei allen untersuchten Keimkulturen gefunden. Diese Signale stammen hauptsachlich aus
dem Ndhrmedium (Columbia Agar, Legionellen-Agar) oder stellen gemeinsame Stoffwechselprodukte dar.
Nur wenige Verbindungen konnten als spezifisch identifiziert werden. Aufgrund der unterschiedlichen
Wachstumsdynamiken der Keime boten die erfassten Zeitreihen dennoch die Méglichkeit, Signale zu
extrahieren, die zur Differenzierung der Keime genutzt werden kdénnen. Insgesamt wurden 106 Signale
ausgewertet, wobei 37 keine Unterscheidung ermdoglichten, da sie bei allen Keimen ahnliche Verlaufe
zeigten. Von den restlichen 69 Signalen wiesen 37 deutliche Unterschiede auf. Fir jeden Keim konnten
somit mehrere charakteristische Substanzen identifiziert werden, die sich zwischen den Keimen
unterscheiden lassen: 11 Signale wurden fir Acinetobacter baumannii complex (HAP) identifiziert,
wahrend 16 Signale auf Escherichia coli (HAP) hinwiesen. Fiir Legionella pneumophila, das sowohl mit HAP
als auch CAP assoziiert ist, konnten ebenfalls 16 charakteristische Marker festgestellt werden. Zudem
wurden 7 Signale fir Pseudomonas aeruginosa (HAP) und 7 Substanzen fiir Staphylococcus aureus (HAP)
identifiziert. Die identifizierten Signale bzw. Substanzen wurden abschlieRend als charakteristische Muster
fir die jeweiligen Keime in einer speziell dafiir erstellten Datenbank hinterlegt.

AP 3.5 Entwicklung der Auswertealgorithmen

Verantwortlicher: ION-GAS, Kollaborator: IML & HSHL

Zur Klassifizierung der betrachteten Signale wurden verschiedene statistische Methoden auf ihre Eignung
gepriift. Die lineare Diskriminanzanalyse (LDA) und die Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-
DA) wurden eingesetzt, um die Dimensionalitdt der Daten zu reduzieren und gleichzeitig die Klassifikation
zu ermoglichen. Wahrend die LDA die Dimensionen auf n—-1 Klassen beschrankt, erlaubt die PLS-DA eine
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flexible Wahl der Dimensionen und ist robuster gegeniiber kollinearen Variablen, wie sie in der IMS-
Analyse auftreten konnen. Beide Methoden, die als (iberwachte Verfahren arbeiten, zeigten jedoch
Ubertrainingsprobleme aufgrund der begrenzten Datenmenge (30-300 Messungen pro Keim) und
erwiesen sich daher fiir den aktuellen Datensatz als ungeeignet.

Ein manueller Vergleich der Signalintensitaten fiihrte jedoch zu einem Ansatz, bei dem durch definierte
Schwellenwerte ein ,,mVOC-Barcode” fiir jeden Keim erstellt wurde. Dieser Barcode kann anschlieBend in
Entscheidungsbaume lberfiihrt werden, um eine automatisierte Klassifikation zu ermdéglichen. Manuell
erstellte Entscheidungsbdume neigen jedoch ebenfalls zu Ubertrainingsproblemen und sollten mit
grofReren Datensatzen validiert werden.

Random-Forest-Modelle bieten hier eine robustere Alternative. Sie nutzen viele Entscheidungsbaume, die
auf zufilligen Teilmengen der Daten basieren, wodurch Ubertrainingsprobleme minimiert werden. Mit
allen verfligbaren Signalen erreichten Random-Forest-Modelle eine Vorhersagegenauigkeit von 96 %.
Selbst bei Reduktion auf die auffalligsten Signale konnte noch eine Genauigkeit von 92 % erzielt werden.
Zusatzlich lieferte die Analyse der Variablengewichtung durch Random Forests wertvolle Einblicke in die
Bedeutung einzelner Signale. Zur Bewertung der Signifikanz und Unterschiede charakteristischer Signale
wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Dieser nichtparametrische Test eignet sich fiir den Vergleich
vieler unabhdngiger Gruppen. Fiir detailliertere Informationen wird an dieser Stelle auf den
Abschlussbericht der ION-GAS verwiesen.
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AP 4 Entwicklung des Demonstrators fiir die Atemluftanalyse
AP 4.1 Konfiguration des GC-IMS Demonstrators

Verantwortlicher: ION-GAS, Kollaborator: IML, HSHL

Anders als urspriinglich vorgesehen wurde fiir AP 4 ein zweites mobiles GC-IMS Gerat verwendet, welches
ermoglicht, die HS-Messungen der Bakterienkulturen parallel fortzufliihren. Dazu wurde ein vergleichbares
Gerat zum mobilen GC-IMS flr Bakterienkulturen verwendet, welches mit den gleichen, fir die Analyse
kritischen Baugruppen (GC, lonenquelle, IMS) ausgeriistet ist. Das System erhdlt auBerdem eine
Mikrocontroller-gesteuerte Sensoreinheit mit einem Differentialdrucksensor, welche sicherstellt, dass nur
die Ausatemluft der Patienten gesammelt wird.

Bedingt durch strukturelle Anderungen auf der Pneumologie-Station wihrend des Projektzeitraumes
musste die Probenahmestrategie zur Beprobung von Patientenatemluft mehrfach verandert werden.
Ndhere Informationen zur Probenahme mittels mobilem GC-IMS ist im Abschlussbericht der ION-GAS
GmbH zu finden, in AP 4.3 ist die Vorgehensweise zur Atemluftprobenahme mittels TD-Tubes dargestellt.

AP 4.2 Integration der Anreicherungseinheit

Verantwortlicher: ION-GAS, Kollaborator: IML, HSHL

Das verwendete mobile GC-IMS zeigte flr Kulturmessungen eine ausreichend hohe Empfindlichkeit,
sodass auf die Integration einer Anreicherungseinheit verzichtet werden konnte. Ein zweiter Grund ist,
dass die verfligbaren Adsorptionsmaterialien schwer fliichtige Substanzen — potenziell relevante Marker
— stark anreichern, was deren Detektion verhindert und das Material langfristig unbrauchbar macht.

AP 4.3 Entwicklung der Atemluft-Probenahme fiir GC-MS

Verantwortlicher: HSHL, Kollaborator: IML, ION-GAS

Analog zur Probenahme fiir das mobile GC-IMS wurde eine Strategie zur Atemluftprobenahme fir die
Referenzanalytik mittels TD-GC-MS-IMS entwickelt. Uber den GroRteil des Projekts hinweg war geplant,
ausschlieBlich beatmete Patienten mit nosokomialer Pneumonie zu untersuchen. Hierfliir wurde ein
komplexer mobiler Aufbau zur Probenahme der Atemluft auf TD-Tubes entwickelt. Der bestehende
beheizte und flusskontrollierte Aufbau zur Beprobung der Bakterienkulturen wurde erweitert, indem eine
zusatzliche Heizeinheit integriert wurde, die Platz fiir eine 250-mL gasdichte Glasspritze bietet. Diese
Spritze, ausgestattet mit einem Luer-Lock-Anschluss, konnte direkt an medizinischen Gerdten wie
Beatmungsgerdten  angeschlossen  werden. Glas  wurde  aufgrund  seiner  geringen
Ausgasungseigenschaften als Material fir die Probenahme ausgewadhlt. Zudem konnte die Spritze in der
Einheit auf 45 °C vorgeheizt werden, um eine Probenahme ohne VOC-Verlust durch Kondensation zu
gewahrleisten.

Das Ziel war, mit der vorgeheizten Spritze zum Tubus des Patienten zu gehen und die Atemluftprobe an
einem mit Luer-Lock ausgestatteten Filter im Atemweg zu entnehmen. Diese Strategie musste jedoch
gegen Ende des Projekts kurzfristig angepasst werden, da es zu einer Umstrukturierung der Pneumologie-
Station im Helios Klinikum kam. Statt beatmeter Patienten waren (berwiegend Weaning-Patienten
(Patienten in der Entwéhnung vom Beatmungsgerat) auf der Station vorhanden, die teilweise noch
beatmet wurden, teilweise jedoch nicht oder nur eingeschrankt bei Bewusstsein waren.

Zusatzlich stellte sich heraus, dass die verfligbaren Beatmungsgerdte nicht mit den urspriinglich
vorgesehenen CO,-Sensoren im Atemgasstrom oder medizinischen Konnektoren ausgestattet waren, an
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denen die beheizte Spritze hitte angeschlossen werden kénnen. Diese Anderungen fiihrten dazu, dass die
Probenahme nur eingeschrankt moglich war und die Strategie angepasst werden musste. Die veranderte
Situation, kombiniert mit der Tatsache, dass viele Patienten bereits eine umfangreiche Antibiotika-
Therapie erhalten hatten, stellte zusatzliche Herausforderungen fir die Atemluftprobenahme dar.

Um eine kurzfristige Losung zu finden, wurden von der ION-GAS GmbH spezielle Atemgasbeutel
hergestellt, die ein Volumen von 2 Liter fassen und welche direkt an das Beatmungssystem angeschlossen
werden kdénnen (s. Abb. 9). Aus diesen Beuteln kann anschlieRend das GC-IMS ebenso eine Probe ziehen
(wenige ml) sowie direkt danach die Probe auf ein Adsorptionsréhrchen gezogen werden. Dieses
Verfahren hat zudem den Vorteil, dass es auch fiir spontan atmende Patienten eingesetzt werden kann.
Die Beutel sind entweder mit einem medizinischen Mundstiick oder einem selbstkonstruierten und -
angefertigten 3D-gedruckten Adapter fir die verschiedenen Beatmungsgerate ausgestattet. Nach der
Probenahme kann mit einem Kabelbinder die Seite der Probenahme verschlossen werden. Auf der
anderen Seite kann (ber einen PFA-Schlauch die Probe fiir das GC-IMS genommen oder ein TD-Tube
angeschlossen werden.

Abbildung 9: Eigens von der ION-Gas GmbH hergestellte Beutel zur Probenahme von Atemluft. Eingebaut ist zusdtzlich ein
medizinisches Mundstiick.

Der Anschluss an ein TD-Tube erfolgte folgendermaRen: Das TD-Tube befindet sich bereits in dem
beheizten Probenahmeaufbau. Am Beutel selbst wurde ein Sterilfilter angebracht, an dem sich ein Luer-
Lock-Anschluss befindet. An diesen Anschluss kann eine Kaniile befestigt werden, die liber ein Septum vor
das TD-Tube positioniert werden kann (s. Abb. 10). Eine Pumpe und ein Massenflussregler sorgen dafiir,
dass 1 Liter der Atemluft aus dem Beutel liber das Tube geleitet werden.

Abbildung 10: Probenahmebeutel mit Sterilfilter und angeschlossener Kandile zur Probenahme der Atemluft auf TD-Tubes.
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Die beschriebene Vorgehensweise stellt zwar nicht die optimalste Losung dar, da der Beutel nach der
Probenahme nicht beheizt werden kann, erweist sich jedoch angesichts der vor Ort gegebenen Umstande
als die praktikabelste Option.
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AP 5 Atemluftanalysen und Auswertung
AP 5.1 Atemluftanalysen mit GC-IMS

Verantwortlicher: IML, Kollaborator: ION-GAS, HSHL

Um reproduzierbare und valide Daten zu erheben, wurde ein standardisierter Ablauf fiir die Messungen
von Atemluft an Patientinnen mit nosokomialer Infektion festgelegt. Zunachst erfolgte eine
Nullluftmessung mit dem mobilen GC-IMS, um die Gerateperformance zu kontrollieren. Anschliefend
wurde eine Atemluftprobe (ca. 2 Liter) in einem Beutel gesammelt und die Fallnummer zur Verkniipfung
mit den mikrobiologischen Ergebnissen dokumentiert. Aus dem Beutel wurde eine Probe (300 Milliliter,
60 Sekunden) entnommen und mit dem GC-IMS analysiert. Parallel dazu wurde ein Volumen von 1 Liter
Atemluft auf Adsorptionsrohrchen gesammelt, die anschlieRend gekiihlt in einer Styroporbox, analog zu
den Bakterienproben, zur Hochschule Hamm-Lippstadt transportiert wurden. Dort erfolgte die Analyse
der TD-Tubes, gefolgt von der Auswertung und Interpretation der Messdaten. Beispielhafte Messdaten
kénnen dem Abschlussbericht der ION-GAS GmbH entnommen werden.

AP 5.2 Mikrobiologische Untersuchungen

Verantwortlicher: IML, Kollaborator: ION-GAS, HSHL

Im Helios Klinikum Wuppertal werden bei allen Patienten mikrobiologische Untersuchungen durchgefiihrt,
wobei die Art der Probenentnahme je nach Verdacht und Erkrankung variiert. Bei Verdacht auf Pneumonie
werden Proben wie bronchoalveoldre Lavage (BAL), Trachealsekret, Sputum, Tracheal- und
Rachenabstriche entnommen. Diese dienen der ldentifizierung von Krankheitserregern sowie einer
Resistenzbestimmung.

Die Proben werden im Institut fiir Medizinische Labordiagnostik (IML) bearbeitet, wobei folgende Schritte
durchgefiihrt werden:

e Praanalytik: Proben werden bei Ankunft registriert, etikettiert und entsprechend vorbereitet.
Sicherheitswerkbanke stehen fiir die Verarbeitung zur Verfligung, und ein Grampraparat wird fir
jede Probe erstellt.

e Kultivierung und Identifizierung: Erreger werden auf verschiedenen selektiven und nicht-
selektiven Nahrboden kultiviert und mittels Verfahren wie MALDI-TOF und Phoenix identifiziert.
Zudem erfolgt eine mikroskopische Beurteilung durch Gramfarbung.

e Resistenzbestimmung: Antibiotikaresistenzen werden durch Methoden wie Phoenix und
Agardiffusionstest untersucht.

e Biochemische Tests: Oxidase-, Katalase- und Koagulasetests erganzen die mikrobiologische
Analyse.

Die Verarbeitung der Proben umfasst die Beimpfung auf spezifische Nahrmedien, darunter Columbia Agar,
Kochblut Agar, MacConkey Agar und Sabouraud Agar. Diese Platten werden entsprechend der Probenart
vorbereitet und beimpft, um eine differenzierte Analyse der Keime zu erméglichen. Die Ablesung der
angelegten Kulturen erfolgt in mehreren Schritten. Es erfolgt eine Erstablesung friihestens nach 18 h,
danach folgt eine Zweitablesung nach 48 h.

Die Keime werden nach normale Mund- und Rachenflora und pathogenen Keimen kategorisiert. Im
Rahmen des Projekts werden die Ergebnisse der Keimbestimmung anonymisiert mit den Atemluftanalysen
verknipft, um spezifische Zusammenhange zwischen mikrobiologischen Befunden und Atemluftmarkern
zu untersuchen. AuBerdem unterliegen alle Untersuchungen der RiliBAK (Richtlinie der
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Bundesarztekammer zur Qualitatssicherung laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen). Das IML ist ein
akkreditiertes Labor nach DIN ISO 15189 mit standardisierten Prozeduren beim Umgang mit biologischem
Material.

AP 5.3 Analyse der Referenzproben mittels GC-MS

Verantwortlicher: HSHL, Kollaborator: IML, ION-GAS

Nach der Entnahme der Atemluftproben und deren Uberfiihrung auf ein TD-Tube werden die Proben
geklhlt per Post an die Hochschule Hamm-Lippstadt geschickt. Dort erfolgen die Messungen mit der
gleichen Methode, die auch fiir die Headspace-Proben der Bakterienkulturen verwendet wird. Die
ermittelten VOC-Muster kdnnen anschlieBend mithilfe der entwickelten Auswertealgorithmen mit den
Messungen der Bakterienkulturen und den identifizierten Markern verglichen werden. Durch die
mikrobiologischen Untersuchungen am Institut fir Medizinische Labordiagnostik wird das Ergebnis der
Bakterienidentifikation zusatzlich Gberprift und validiert.

AP 5.4 Adaption der Auswertealgorithmen

Verantwortlicher: ION-GAS, Kollaborator: IML, HSHL

Die Analysen der Atemluftproben mittels mobilem GC-IMS wurden mit den Ergebnissen der
mikrobiologischen Untersuchungen verglichen. Insgesamt wurden 10 Patienten in die Studie
eingeschlossen, von denen zwei die im Projekt charakterisierten Keime aufwiesen. Bei diesen beiden
Patienten konnten die Keime auch in der Atemluftanalyse nachgewiesen werden. In diesen Spektren der
Atemluft wurde der Hintergrund abgezogen, um die spezifischen Muster der nachgewiesenen Keime
deutlicher darzustellen. Die Ergebnisse der Patientenmessungen erforderten keine grundlegende
Anpassung oder Modifikation der Auswertalgorithmen.

AP 6 Validierung des Demonstrators im klinischen Alltag
AP 6.1 Atemluftanalysen mit GC-IMS

Verantwortlicher: ION-GAS, Kollaborator: IML, HSHL

AP 6.2 Mikrobiologische Untersuchungen

Verantwortlicher: IML, Kollaborator: ION-GAS, HSHL

AP 6.3 Validierung des Demonstrators

Verantwortlicher: ION-GAS, Kollaborator: IML, HSHL

Im Rahmen dieses Arbeitspakets sollten weitere Atemluftmessungen durchgefiihrt werden, um die in AP 5
gewonnenen Erkenntnisse zum Nachweis keim-charakteristischer Metabolite direkt aus der Atemluft zu
validieren. Der Zugang zu geeigneten Patienten erwies sich jedoch als schwierig, da ihr Einschluss von
medizinischen Voraussetzungen abhéngig war: Es mussten unbehandelte nosokomiale Infektionen
vorliegen, und die Einwilligung der Patienten war haufig nur Gber rechtliche Betreuer moglich, die zum
Zeitpunkt der Probenahme oft nicht verfligbar waren. Letztlich konnten nur 10 Patienten in die Studie
eingeschlossen werden, von denen lediglich zwei die betrachteten Keime aufwiesen.

Die wichtigsten Erkenntnisse, die aus diesem Arbeitspaket differenziert werden kénnen sind, dass Keim-
charakteristische Metabolite auch in der Atemluft nachgewiesen werden konnten. AuRerdem ist eine
deutlich hohere Anzahl an Studienteilnehmern erforderlich, um die Ergebnisse zu validieren und die aus
den Kulturmessungen entwickelten Algorithmen weiter zu optimieren.

22



Feedback zur Probenahme und Analyse

Der Ablauf der Probenahme und Analyse, wie in AP 5.1 festgelegt, wurde als sinnvoll und praktikabel
bewertet. Die Mitarbeitenden der Station lobten die Flexibilitdt der Probenahme mit Atembeuteln und
schlugen vor, die Adapter fir unterschiedliche Beatmungsgerate und Mundstlicke farblich zu
kennzeichnen, was leicht umzusetzen ist.

Zu den GC-IMS-Systemen selbst wurde angemerkt, dass der Touchscreen etwas klein sei — ein Punkt, der
bei neueren Gerdten von ION-GAS bereits verbessert wurde. Zudem wurde vorgeschlagen, die
Nullmessung automatisch zu starten, was ebenfalls technisch einfach realisierbar ist. Die Analysenzeit von
insgesamt 30 Minuten (15 Minuten Messung + 15 Minuten Nullmessung) wurde als akzeptabel, aber fir
die Ablaufe auf einer Intensivstation potenziell zu lang eingestuft. ION-GAS plant daher, durch den Einsatz
von UGC-Saulen mit Temperaturprogrammen die Analysenzeiten deutlich zu verkiirzen, ohne dabei die
Auflosung zu beeintrachtigen.
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3. Zusatzlich durchgefiihrte Untersuchungen

In diesem Abschnitt werden zusatzliche, ergdnzende Arbeiten, die im Rahmen des InosIn-Projektes
durchgefiihrt wurden, dargestellt.

Metabolitmuster in Mischkulturen

Im Projekt wurden die Keime zunachst einzeln kultiviert, um die von ihnen wahrend des Wachstums
abgegebenen Metaboliten zu identifizieren, um eine charakteristische Zuordnung zu gewahrleisten. Da
jedoch in der Realitdt haufig mehrere pathogene und vor allem nicht pathogene Keime gleichzeitig
vorhanden sind, wurde ein zusatzliches Experiment durchgefiihrt. Dazu wurden Mischkulturen von zwei
bis drei der Erreger des Panels angesetzt, um zu schauen, ob diese sich beeinflussen und ob sich das
abgegebenen Metabolit-Muster verandert.

Zu diesem Zweck wurden zehn Mischkulturen mit unterschiedlichen Kombinationen der sechs Erreger des
Panels angesetzt und gemall den in AP 3 beschriebenen Methoden analysiert. Abbildung 11 zeigt
exemplarisch den Verlauf einer charakteristischen Substanz fiir E.coli in einer Mischkultur bestehend aus
E. coliE78 und S. aureus S79 (jeweils mit 0,25 McF). Die Ergebnisse verdeutlichen, dass E. coli auch in dieser
Mischkultur anhand seines charakteristischen Metaboliten eindeutig nachgewiesen werden kann.
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Abbildung 11: Intensitdtsverlauf (Wachstumskurve) einer charakteristischen Substanz in einer Mischkultur bestehend aus E. coli
E78 und S. aureus 579, jeweils mit 0,25 McF. Diese Substanz wurde als charakteristisch fiir E.coli bewertet.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir weitere Mischkulturen mit zwei oder drei unterschiedlichen Keimen
beobachtet: Die zuvor identifizierten charakteristischen Marker konnten in jedem Fall detektiert werden.
Diese Untersuchungen zeigen, dass die Marker der einzelnen Keime auch in Mischkulturen zuverlassig
nachgewiesen werden konnen. Allerdings bleibt offen, ob dies fiir alle moglichen Kombinationen von
Keimen, insbesondere unter Einbeziehung weiterer, im Projekt nicht bertcksichtigter Mikroorganismen,
ebenfalls gilt. Zukiinftige Studien sind notwendig, um dies umfassender zu priifen.
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4. Ausblick

Das Konsortium plant, die Patientlnnenmessungen mit dem von ION-GAS GmbH bereitgestellten mobilen
GC-IMS fortzusetzen, um die Validierung der Ergebnisse abzuschlieen. Dariiber hinaus sind eine
Weiterfihrung und Ausweitung der Untersuchungen mit zuséatzlichen klinischen und instrumentellen
Partnern vorgesehen. Auf instrumenteller Ebene sollen insbesondere Verbesserungen in der Selektivitat
angestrebt werden. Geplant ist die Integration von pnGC-Sdulen, die den Einsatz eines
Temperaturprogramms ermoglichen, wodurch eine deutlich verbesserte Auflosung auf der
Retentionszeitachse erzielt und gleichzeitig die Analysenzeit verkiirzt werden kann.

In Bezug auf die untersuchten Bakterien ist eine Erweiterung auf weitere medizinisch relevante Keime
vorgesehen. Ebenso sollen die bereits begonnenen Untersuchungen zu Metabolit-Mustern in
Mischkulturen vertieft werden. Ein weiterer Schwerpunkt liegt auf der Analyse des Einflusses von
Resistenzen auf die Metabolit-Muster. Ziel ist es, neben der Keimidentifikation auch einen schnellen
Nachweis von Antibiotikaresistenzen zu ermdoglichen — erste Hinweise darauf wurden bereits im Projekt
identifiziert.

Neben der hier ausgearbeiteten Forschungsfrage erlaubt die nun an der HSHL etablierte Methode
bestehend aus der Probenahmeeinheit fir die direkte Atemgasbeprobung in Kombination mit der
validierten TD-GC-MS-IMS Methode die Betrachtung einer Vielzahl weiterer Fragestellungen. In
Zusammenarbeit mit klinischen Partnern ist derzeit die Messungen von Atemgasmessungen von an
Lungenkrebs erkrankten Patientinnen geplant. Ziel ist, wie auch im Inosin Projekt, die Identifizierung
spezifischer Markersubstanzen, nicht nur zur Friiherkennung, sondern auch zur Verlaufskontrolle einer
derartigen Erkrankung. Neben den Anwendungen im medizinischen Bereich sind durch den Einsatz der
Adsorbertubes  ebenfalls  Messungen  z.B. zur Prozess- oder Qualitatskontrolle im
Lebensmittelmittelbereich moglich.
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Anhang

Anhang A - Studienprotokoll

Studienprotokoll: Etablierung der GC-IMS als Nachweismethode von klinisch relevanten
Bakterienspezies anhand der Bestimmung ihrer volatilen organischen Substanzen

Kooperationspartner

Universitat Witten/Herdecke / Helios Universitatsklinikum Wuppertal
Vertreten durch

Dr. med. Sabine Petersdorf

Institut fir Med. Labordiagnostik (IML) der Helios Universitatsklinik Wuppertal
HeusnerstraRe 40

42283 Wuppertal

ION-GAS GmbH Dortmund
Vertreten durch

Dr. Wolfgang Vautz
Konrad-Adenauer-Allee 11
44263 Dortmund

Hochschule Hamm-Lippstadt
Vertreten durch

Prof. Stefanie Sielemann
Hochschule Hamm-Lippstadt
Department Hamm 2

Marker Allee 76-78

59063 Hamm

1. Hintergrund

Diese Studie wird im Rahmen eines BMBF-geforderten Projektes (FKZ: 13GWO0428A) in Kooperation mit
der Firma ION-GAS GmbH Dortmund und der Hochschule Hamme-Lippstadt durchgefiihrt. Das
Forschungsprojekt , Inosin“ beschaftigt sich mit der schnellen, nicht-invasiven Identifikation nosokomialer
Infektionen. Das Ziel ist die Entwicklung und Validierung eines neuartigen Analysesystems, ein GC-IMS
(Gaschromatograph mit Kopplung eines lonenmobilitatsspektrometers), das lber die Ausatemluft von
Patienten nicht invasiv und innerhalb kiirzester Zeit das Bakterium identifiziert, das die Infektion
verursacht. Die Erregeridentifizierung geschieht dabei (ber die Messung flliichtiger organischer
Verbindungen (VOC, volatile organic compounds) in der Ausatemluft. Die Validierung und
Substanzidentifikation erfolgt mit einer etablierten Standardmethode auf Basis eines Thermodesorptions-
Gaschromatographen gekoppelt mit einem Massenspektrometer und lonenmobilitatsspektrometer (TD-
GC-MSxIMS). Detaillierte Beschreibungen zur technischen Durchfiihrung finden Sie im Anhang. Durch die
schnelle Identifizierung kann friihzeitig eine effektive erregerspezifische antibiotische Therapie gestartet
werden.

Das Gesamtprojekt umfasst mehrere Schritte:

e Entwicklung eines tragbaren GC-IMS Gerétes
e Erstellen einer Datenbank durch Messung von Bakterienkulturen im Labor
e Erstellen eines Auswertungsalgorithmus
» Messung der Ausatemluft von Patienten mit nosokomialen Pneumonien und Uberpriifung, ob
die Pneumonie Erreger mit dem neu entwickelten Gerat detektiert werden kénnen (proof of
principle)
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Nosokomiale Pneumonie

In Deutschland erkranken schatzungsweise jedes Jahr ca. 100.000 Menschen an einer nosokomialen, d.h.
im Krankenhaus erworbenen Lungenentziindung (Pneumonie). Insbesondere Patienten, die lGber einen
langeren Zeitraum beatmet werden miussen, haben durch den in der Luftrohre liegenden
Kunststoffschlauch (,, Tubus”) ein hohes Risiko eine sog. beatmungsassoziierte Pneumonie zu entwickeln.
Die Erkrankung fuhrt haufig zu einer Verlangerung des Krankenhausaufenthaltes und ist mit einer
erhohten Sterblichkeit verbunden.

Diagnostik bakterieller Infektionen

Der aktuelle Goldstandard besteht in der kulturellen Anzucht der Erreger und einer anschlieBenden
biochemischen oder massenspektrometrischen ldentifizierung. Die setzt i.d.R. mindestens eine Inkubation
von 18-24 Stunden voraus.

Analyse von Atemluft

Es gibt in der Ausatemluft verschiedene Substanzen, die aufgrund ihrer chemischen und physikalischen
Eigenschaften nachgewiesen und analysiert werden koénnen, die Messung volatiler organischer
Substanzen bieten hier grof3es Potenzial. Solche Messungen sind bisher nicht etabliert, obwohl sie sowohl
bei spontan atmenden als auch bei intubierten Patienten schnell und unkompliziert durchfiihrbar sind und
beliebig oft wiederholt werden kdnnen. Erste experimentelle Ansatze mit der IMS-Technologie in unserem
Institut (IML) haben gezeigt, dass eine ldentifizierung von Bakterien und Pilzen aus Kulturmedien
wahrscheinlich moglich sind. Zudem ist eine Messung der VOCs bereits nach einer Inkubationszeit von ca.
6-8 Stunden moglich. Zu dem Zeitpunkt zeigt sich erstes Wachstum auf den Kulturplatten, das aber fiir die
konventionellen Methoden bei weitem noch nicht ausreicht.

2. Arbeitshypothese

Durch die Messung volatiler organischer Substanzen (VOCs) mittels GC-IMS Dampfraum-Analysen (im
Headspace der Bakterienstimme) kdnnen erregerspezifische VOC-Muster erstellt und Erreger aus
klinischen Proben eindeutig identifiziert werden. AnschlieBend kénnen mit den so gewonnenen VOC
Mustern und deren Zuordnung zu bestimmten Keimen diese mittels GC-IMS Analysen auch direkt in der
Ausatemluft von Patienten identifiziert werden. VOCs, die eindeutig mittels GC-IMS einem Keim
zugeordnet werden kdnnen, werden zusatzlich mithilfe eines TD-GC-MSxIMS identifiziert bzw. validiert.
Eine Substanzidentifikation erlaubt die eindeutige Zuordnung zu den metabolischen Vorgangen eines
Keims.

Erwartete Ergebnisse

Es wird erwartet, dass der Erregernachweis aus Ausatemluft mittels GC-IMS einen deutlichen zeitlichen
Vorteil gegeniiber den konventionellen, kulturbasierten Nachweisverfahren bringt. Daraus resultiert eine
Verkiirzung der Zeitspanne (das Ergebnis der Atemluftmessung liegt nach wenigen Minuten vor, das
konventionelle kulturbasierte Ergebnis erst nach 1-2 Tagen) von der Untersuchung bis zur
Therapieeinleitung mit gezieltem Antibiotikum.

3. Durchfiihrung
3.1. Entwicklung eines tragbaren GC-IMS Gerates

Ein Prototyp des Geradtes wurde durch die Firma ION-GAS GmbH gebaut und von der Universitat
Witten/Herdecke gekauft. Das Gerat befindet sich aktuell im IML der Helios Universitatsklinik Wuppertal.

3. 2. Erstellung einer Referenzdatenbank
Herstellung der Referenzkulturen

e Auftauen und Anzucht der zu testenden Erreger aus Erregerbank: Ein Cryo-Kigelchen mit steriler
Ose auf eine zur Anzucht geeignete Agarplatte geben fiir 24 Stunden bei 36°C inkubieren
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e Uberfiihrung einer Kolonie in eine Suspension und Verdiinnung auf eine definierte Konzentration
(nach McFarland)

e Beimpfen einer Agarplatte mit einer definierten Menge der Bakteriensuspension

e Inkubation fiir 24h bei 36°C

Messung der Referenzkulturen aus dem Headspace der Bakterienkultur mit mobilem GC-IMS

e Agarplatte ohne Deckel auf die Probenahmeeinheit legen und arretieren

e Probenahmeeinheit im System-eigenen Brutschrank an die Gasversorgung anschliefen und
Brutschranktir schlieRen

e Start einer Spil- und Messsequenz in der Steuersoftware (,,lonsin Sample Control”)

e Das System spiilt nun automatsch die Raumluft aus der Agarplatte und vermisst parallel zwei
Blindwerte mit trockenem bzw. angefeuchtetem Nullgas zur Kontrolle des Messsystems

o AnschlieRend wird automatisch eine Probe aus dem Gasraum tber dem Kulturmedium der
Agarplatte in das GC-IMS gesaugt und analysiert

e Optional kann vor der Probenahme auch kurz der Spilgasfluss vom System unterbrochen
werden, sodass sich VOC im Gasraum Uber dem Kulturmedium anreichern kénnen

e Die Analysedaten werden automatisch nach Datum und Uhrzeit benannt abgespeichert

e Je nach Messsequenz kdnnen diese Schritte auch automatisch mehrfach wiederholt werden,
sodass z.B. fur Kinetikmessungen eine Agarplatte Gber mehrere Stunden regelmaRig beprobt
werden kann. (Bei Kinetikmessungen wird mit einer frisch beimpfte Aragplatte gestartet)

e Nach einer Messreihe wird die Probenahmeeinheit wieder aus dem Brutschrank genommen

o Die Agarplatte wird verworfen

e Die Probenahmeeinheit wird desinfiziert, mit heilem Wasser abgespiilt und getrocknet bevor sie
flr die nachste Agarplatte wiederverwendet wird

e Die Auswertung der Messdaten erfolgt manuell mit der Software ,,IONysos” (ION-GAS GmbH,
Dortmund)

o Ziel der Auswertung ist es Keim-spezifische VOC-Muster, sowie Wachstumskurven zu ermitteln

Messung der Referenzkulturen aus dem Headspace der Bakterienkultur mit TD-GC-MSxIMS

Ein beheizter Schlauch wird an die oben genannte Bakterienkammer angeschlossen. Dieser Schlauch ist
mit einem beheizten Thermodesorptionsréhrchen (TD-Tube) verbunden, worliber der Dampfraum der
Bakterien mit einer Pumpe gerichtet gezogen werden kann. Eine Probe wird fiir 1 bis 5 Minuten bei
einem Fluss von 20 mL/Min bis 60 mL/Min genommen. Die TD-Tubes werden dann anschlieBend an der
HSHL mit dem TD-GC-MSxIMS vermessen.

3.3. Erstellen eines Auswertungsalgorithmus
Mobiles GC-IMS

Wahrend der Methodenentwicklung erfolgt die Auswertung mit der IONysos Software der ION-GAS
GmbH. Mit dieser Software ist es moglich, nach einer entsprechenden Aufbereitung der Daten (Glattung,
Alignement usw.), die einzelnen erfassten Signale zu bestimmen, Uber Vergleiche mit einer
Substanzdatenbank zu identifizieren und nach einer Kalibration auch zu quantifizieren. Auch kénnen viele
Datensatze beispielsweise zu zeitlichen Verlaufen ausgewertet und dargestellt werden.

Ziel ist es, nach der Erstellung und Validierung der Datenbank einen automatisierten Betrieb zu
ermoglichen, in dem nach der Messung der Atemluft direkt eine Auswertung im Gerét stattfindet und ein
Erregername angezeigt wird.

Benchtopsystem TD-GC-MSxIMS

Pro Messung werden zwei Ergebnisse erhalten, da parallel mit zwei Detektoren gemessen wird: ein
massenspektrometrisches und ein ionenmobilitatsspektrometrisches Ergebnis. Durch die Parallelitat der
MS- und IMS-Messungen kénnen Substanzen, die im IMS gefunden werden, sofort im MS gesucht und
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mittels NIST (National Institute of Standards and Technology) -Datenbank identifiziert werden. Die IMS-
Messungen kénnen dann mit den Messungen des mobilen GC-IMS korreliert werden, sodass liber diesen
Weg eine Identifikation unbekannter Substanzen auch am mobilen System méglich ist.

Die Auswertung erfolgt auf MS-Seite mit der Shimadzu GCMS Postrun Analysis Software. Hier kdnnen die
Messungen angeschaut, Kenndaten (Intensitdt, Retentionszeit, Massenspektrum) zu den Substanzen
ausgelesen und unbekannte Substanzen mittels hinterlegter Datenbank identifiziert werden. Die IMS-
Messungen kdnnen mit der G.A.S. Software VOCal 0.1.4 visualisiert und statistisch ausgewertet werden.

3.4 Messung von VOCs aus der Ausatemluft von Patienten mittels mobilem GC-IMS und TD- GC-IMS/MS

Das Ziel ist die Messung von Ausatemluft von 10 Patienten mit nosokomialen Infektionen mittels GC-IMS
und TD-GC-MSxIMS. Hierfir werden Patienten aus der Klinik fir Pneumologie unter Leitung von Prof. Kurt
Rasche eingeschlossen. Die Patienten werden ausfiihrlich Gber den Inhalt und Verlauf der Studie
informiert und es werden nur Patienten eingeschlossen, fiir die eine unterschriebenen
Einverstandniserklarung vorliegt. Bei beatmeten Patienten wird die Zustimmung der Angehorigen bzw.
gesetzlichen Betreuer eingeholt.

Die Vorgehensweise der Probenahme ist abhdngig davon, ob ein Patient intubiert oder spontan atmend
ist. In beiden Féllen ist die Probenahme nicht-invasiv, es werden keine besonderen Atemmandver vom
Patienten verlangt und die Atmung der Patienten wird in keiner Weise beeinflusst.

Probennahme bei spontan atmenden Patienten

Bei spontan atmenden Patienten atmen diese (ber ein medizinisches Einweg-Mundstiick in ein T-Stiick
aus, von dem aus Uber einen Schlauch die Probe im Bypass aus dem Hauptatemgasstrom vom GC-IMS
angesaugt wird. Der Probenfluss in das Gerdt mit max. 0,1 L/Min ist gegeniiber dem Ausatmungsfluss
(mehrere L/Min) vernachlassigbar und wird die Atmung nicht beeinflussen.

Die Probenahme fiir das TD-GC-MSxIMS lauft vergleichbar wie die fiir das mobile GC-IMS ab. Der einzige
Unterschied ist, dass im Bypass des Hauptstroms der Ausatemluft nicht das mobile GC-IMS angeschlossen
ist, sondern eine Glasspritze, in der die Ausatemluft gesammelt wird. Insgesamt werden 2 bis 3 Atemziige
(ca. 0,2 L) bendtigt. Die gesammelte Atemluft wird dann anschlieRend auf das TD-Tube gegeben und
vermessen.

Probennahme bei intubierten Patienten

Die Probenahme der Ausatemluft erfolgt fiir beide Systeme nicht-invasiv tber ein medizinisches T-Stiick
aus dem Beatmungsschlauch und dauert maximal zehn Minuten. Zur Steuerung der Probenahme wird der
Atemluftfluss mit einem Differenzdruckmesser erfasst (beispielsweise mit einem medizinischen Hamilton-
Sensor), so dass die Probenahme ausschlieRlich wahrend des Ausatmens erfolgt. Der Probenfluss wird
direkt aus dem medizinischen T-Stlick mit maximal 0,1 L/Min in das GC-IMS gesaugt, ist gegeniliber dem
Ausatmungsfluss vernachlassigbar und es kommt zu keiner Beeintrachtigung der Beatmung des Patienten.
Mit einer gasdichten Spritze werden ca. 0,2 L Atemluft am T-Stlick befindlichen Schlauch enthommen und
auf das TD-Tube gegeben. Es fallen keine weiteren zusatzlichen Untersuchungen oder Interventionen am
Patienten an. Die Probennahme erfolgt durch geschultes medizinisches Personal der Klinik fir
Pneumologie.

4. Auswertung

Die Ergebnisse der Atemgasanalyse werden pseudonymisiert erfasst und mit den Ergebnissen aus
Routineuntersuchungen verglichen.

5. Datenschutz
Erstellen einer Datenbank durch Messung von Bakterienkulturen im Labor
Fir die Messungen werden Bakterienkulturen aus vorhandenen Stammsammlungen verwendet. Es
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werden keinerlei Patientendaten erfasst.

5.2. Messung der Ausatemluft von Patienten mit nosokomialen Pneumonien

Die Daten zu den Analysen der Ausatemluft von Patienten werden pseudonymisiert erfasst. Den
Prifarzten im IML (Dr. Petersdorf / Prof. Ahmad-Nejad) sind die Patientendaten ihm Rahmen ihres
Behandlungsauftrags und Durchfiihrung der Routinediagnostik bekannt. Alle anderen
Kooperationspartner erhalten ausschlieRlich pseudonymisierte Daten. Die Pseudonymisierungliste liegt
auf einem zugangsgeschiitzten Laufwerk des IML und wird nach Abschluss der Studie geldscht.
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Anhang: Die Technologie hinter der Methode

Gaschromatographie und lonenmobilitdtsspektrometrie (GC-IMS)

Gaschromatographie: Die Gaschromatographie ist ein physikalisch-chemisches Trennverfahren. Zur
Trennung wird ein bestimmtes Probenvolumen des zu untersuchenden Gasgemisches zusammen

mit der mobilen Phase durch eine Kapillare, auch als GC-Saule bezeichnet, geleitet, in der sich die
stationdre Phase befindet. Siloxanverbindungen werden oft als stationdre Phase verwendet, die einen
diinnen Film auf der Innenseite der Kapillare bilden. Die Zusammensetzung der stationdaren Phase
bestimmt die Verweilzeit der gasformigen Analyten in der Kapillare, die mit steigendem Siedepunkt oder
steigender Polaritdt des Analyten groRer wird. Durch die Betriebsparameter Temperatur, Probenmenge,
Tragergas, Stromungsgeschwindigkeit und stationdre Phase kann ein zeitlich voneinander getrenntes
Verlassen der Analyten von der Kapillare erreicht werden. Da die GC nur die zeitliche Trennung beeinflusst,
muss ein zusatzliches Detektionsverfahren verwendet werden. Diese sind in diesem Fall das
lonenmobilitatsspektrometer und Massenspektrometer.

lonenmobilitatsspektrometrie: Das Prinzip der IMS beruht darauf, dass unter Normaldruck erzeugte lonen
in einem elektrischen Feld gegen die Stromungsrichtung eines Gases driften. lonen unterschiedlicher
Masse und /oder Struktur erreichen unterschiedliche Driftgeschwindigkeiten und werden voneinander
getrennt, bis sie zeitlich nacheinander auf einen Detektor auftreffen. Das Verhéltnis der
lonengeschwindigkeiten zur Stiarke des elektrischen Feldes wird als lonenmobilitdt und die Trennung
dieser lonen auf einer bestimmten Wegstrecke auf der Basis der unterschiedlichen Driftgeschwindigkeiten
als IMS bezeichnet.

In der Kombination als GC-IMS steht damit ein schnelles und nachweisstarkes analytisches Verfahren zur
Verfligung das mit mobilen Geraten aus sehr kleinen Luftproben (wenige mL) in kurzen Analysenzeiten
(wenige Minuten) die Zusammensetzung der Probe quantitativ bestimmen kann. Die Auswertung erfolgt
automatisiert, so dass bei bekanntem Substanzmuster bestimmter Bakterien direkt nach der Analyse ein
Hinweis auf die Anwesenheit eines Keimes gegeben werden kann.

Thermodesorptions-Gaschromatographie  mit  Massenspektrometrie und  lonenmobilitéts-
spektrometrie (TD-GC-MSxIMS)

Thermodesorption: Die Thermodesorption ist eine Probenaufgabetechnik fiir die GC zur Bestimmung von
organischen Verbindungen in geringen Konzentrationen aus gasformigen Proben. Fiir die Analyse von
gasformigen Proben werden die zu messenden Verbindungen zunachst auf einem Adsorbens (Tenax TA)
gesammelt. Dazu wird ein vorgegebenes Probevolumen durch das Adsorbens gesaugt, wobei die
organischen Verbindungen auf dem Tenax hangen bleiben. Die Adsorberréhrchen werden mit Septen
gasdicht verschlossen. Bei der Analyse wird die Probe im Thermodesorber definiert aufgeheizt. Dabei
werden fliichtige Verbindungen wieder freigesetzt und anschlieRend in einer Kihlfalle kryofokussiert.
AnschlieBend wird die Kiihlfalle rapide aufgeheizt und die Analyten auf die GC-Saule desorbiert
Gaschromatographie: s. oben

Massenspektrometrie: Die Massenspektrometrie ist eine Methode zur Bestimmung von geladenen
Molekiilen und Molekilfragmenten. Die Analyten werden in ionisierte Teilchen Gberfiihrt und anhand des
Verhéltnisses von Masse zu Ladung (m/z) getrennt.

lonenmobilitatsspektrometrie: s. oben
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Anhang B — Aufklarungsbogen

Schnelle, nicht-invasive Identifikation nosokomialer Infektionen (Inosin)
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Patienten-/Probandeninformation
Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Die Untersuchung von menschlichen Bioproben und die Analyse der daraus gewonnenen oder zu
gewinnenden Daten sind zu einem wichtigen Instrument medizinischer Forschung geworden. Um
Krankheiten zu verstehen, ist es wichtig, mehr lber die zugrundeliegenden biologischen Abldufe zu
erfahren. Auch in der Ausatemluft gibt es verschiedene Substanzen, die aufgrund von ihren chemischen
und physikalischen Eigenschaften nachgewiesen und analysiert werden kénnen. Die Messung volatiler
organischer Substanzen (VOC = volatile organic compounds) bieten hier groRes Potenzial. Solche
Messungen sind bisher nicht etabliert, obwohl sie schnell und unkompliziert durchfiihrbar sind und
beliebig oft wiederholt werden kdénnen.

lhre Einwilligung in eine Verwendung lhrer Atemprobe und zugehorigen Daten ist freiwillig. Soweit Sie
sich nicht beteiligen mochten oder lhre Zustimmung spater widerrufen moéchten, erwachsen lhnen
daraus keine Nachteile.

Im Folgenden informieren wir Sie Uber die Ziele der Studie Inosin, die Verfahrensweisen und die
Malnahmen zum Schutz Ihrer personenbezogenen Daten, damit Sie sich auf dieser Grundlage lhre eigene
Meinung bilden und eine Entscheidung treffen konnen.

1. Welche Ziele verfolgt die Studie InosIn?

Diese Studie InosIn wird im Rahmen eines BMBF-geférderten Projektes in Kooperation mit der Firma ION-
GAS GmbH Dortmund und der Hochschule Hamm-Lippstadt durchgefiihrt. Sie beschaftigt sich mit der
schnellen, nicht-invasiven Identifikation nosokomialer (= im Krankenhaus erworbener) Infektionen. Das
Ziel ist die Entwicklung und Validierung eines neuartigen Analysesystems, ein GC-IMS (Gaschromatograph
mit Kopplung eines lonenmobilitdtsspektrometers), das Gber die Ausatemluft von Patienten nicht invasiv
und innerhalb kiirzester Zeit den Erreger identifiziert, der die Infektion verursacht. Die
Erregeridentifizierung geschieht dabei tiber die Messung fliichtiger organischer Verbindungen (VOC) in der
Ausatemluft. Durch die schnellen Identifizierung kann friihzeitig eine effektive erregerspezifische
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antibiotische Therapie gestartet werden.

Das Ziel dieser Forschung ist nicht, bei lhnen oder anderen einzelnen Personen eine Diagnose zu
erstellen. Vielmehr sollen bei der vergleichenden Untersuchung zwischen |hren Laborproben und dem
neuen Gerat GC-IMS festgestellt werden, ob das Gerat in der Lage ist die krankheitsauslésenden Erreger
zu identifizieren.

2. Um welche Art von Proben und Daten handelt es sich?

Im Rahmen der Studie wird lhre Ausatemluft untersucht. Dafir sind keinerlei Atemmanoéver notwendig,
es wird lediglich die Atemluft aufgefangen, die Sie bei normaler Atmung ausatmen.

a. Probennahme bei spontan atmenden Patienten

Bei spontan atmenden Patienten atmen diese lber ein medizinisches Einweg-Mundstiick in ein T-Stlck
aus, von dem aus Uber einen Schlauch die Probe im Bypass aus dem Hauptatemgasstrom vom GC-IMS
angesaugt wird. Der Probenfluss in das Gerat mit max. 0,1 L/Min ist gegeniiber dem Ausatmungsfluss
(mehrere L/Min) vernachlassigbar und wird die Atmung nicht beeinflussen.

Die Probenahme fiir das TD-GC-MSxIMS lauft vergleichbar wie die flir das mobile GC-IMS ab. Der einzige
Unterschied ist, dass im Bypass des Hauptstroms der Ausatemluft nicht das mobile GC-IMS
angeschlossen ist, sondern eine Glasspritze, in der die Ausatemluft gesammelt wird. Insgesamt werden 2
bis 3 Atemziige (ca. 0,2 L) benétigt. Die gesammelte Atemluft wird dann anschlieRend auf das TD-Tube
gegeben und vermessen.

b. Probennahme bei intubierten Patienten

Die Probenahme der Ausatemluft erfolgt fiir beide Systeme nicht-invasiv liber ein medizinisches T-Stiick
aus dem Beatmungsschlauch und dauert maximal zehn Minuten. Zur Steuerung der Probenahme wird der
Atemluftfluss mit einem Differenzdruckmesser erfasst (beispielsweise mit einem medizinischen Hamilton-
Sensor), so dass die Probenahme ausschlieBlich wiahrend des Ausatmens erfolgt. Der Probenfluss wird
direkt aus dem medizinischen T-Stlick mit maximal 0,1 L/Min in das GC-IMS gesaugt, ist gegeniiber dem
Ausatmungsfluss vernachladssigbar und es kommt zu keiner Beeintrachtigung der Beatmung des Patienten.
Mit einer gasdichten Spritze werden ca. 0,2 L Atemluft am T-Stlick befindlichen Schlauch enthommen und
auf das TD-Tube gegeben. Es fallen keine weiteren zusatzlichen Untersuchungen oder Interventionen am
Patienten an. Die Probennahme erfolgt durch geschultes medizinisches Personal der Klinik fir
Pneumologie.

3. Wie werden die Proben und Daten verwendet?

Die von Ihnen zur Verfiigung gestellte Ausatemluft und Daten werden ausschlieBlich fiir die Studie Inosin
verwendet und nach der Studie Abschluss werden die personenbezogenen Daten gel6scht.

4. Welche Risiken sind mit der Untersuchung der Atemluft verbunden?

Es bestehen keinerlei Risiken fiir Sie. Fiir die Probenahme atmen Sie fiir einfach fiir eine kurze Zeit in einen
Uber einem Mundstiick verbundenen Schlauch aus, die Ausatemluft wird aufgefangen und daraus die
VOCs gemessen. Es sind keine speziellen Atemmandver oder Pusten erforderlich, es wird lediglich die ganz
normale Ausatemluft eingefangen. Die Untersuchung erfolgt durch geschultes Personal.

5. Welcher Nutzen ergibt sich fiir Sie persénlich?

Personlich konnen Sie fiir Ihre Gesundheit keinen unmittelbaren Vorteil oder Nutzen aus der Teilnahme
an der Studie erwarten. Deren Auswertung dient ausschlieBlich Forschungszwecken und nicht dazu,
Riickschliisse auf Ihre Gesundheit zu ziehen.

6. Welcher Nutzen ergibt sich fiir die Alilgemeinheit?

Der erhoffte Nutzen besteht in dem schnellen Nachweis von Krankheitserregern (innerhalb von Minuten)
bei Patienten mit Lungenentziindung (Pneumonie) aus der Ausatemluft. Wenn dies gelingt, konnte
Patienten zukiinftig der Prozess der Probenahme (Gewinnung von Sputum, ggf. bei beatmeten Patienten
auch Absaugen oder Lungenspiegelung) deutlich schneller und leichter werden. Auch kénnte bei einem
Erregernachweis innerhalb von Minuten direkt die passende antibiotische Therapie gestartet werden.
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7. Wer hat Zugang zu lhren Daten und wie werden sie geschiitzt?
a. Kodierung lhrer Daten

Alle Daten, die lhre Person unmittelbar identifizieren (Name, Geburtsdatum, Anschrift etc.), werden durch
einen Code ersetzt (pseudonymisiert). Danach wird der Datensatz nochmals neu kodiert und gespeichert.
Erst in dieser Form werden die Daten den Kooperationspartnern zur Verfligung gestellt.

Die Sie unmittelbar identifizierenden Daten bleiben beim Helios Universitatsklinikum Wuppertal bei den
Arzten, die Sie behandeln.

b. Die Weitergabe von Bioproben und Daten

Eine Weitergabe der lhre Person identifizierenden Daten an andere Forscher oder andere
unberechtigte Dritte, etwa Versicherungsunternehmen oder Arbeitgeber, erfolgt nicht.
c. Bewertung durch eine Ethik-Kommission

Die Ethikkommission der Universitat Witten/Herdecke hat die Unterlagen zur Studie Inosin geprift und
hat keine Bedenken.

d. Veroffentlichungen

Wissenschaftliche Ver6ffentlichungen von Ergebnissen erfolgen ausschlieBlich anonymisiert, also in einer
Form, die keine Riickschliisse auf lhre Person zuldsst. Daflir wird der Identifizierungscode gel6scht wird,
Uber den ermittelt werden kann, von welcher Person die Probe stammt.

8. Erlangen Sie oder die Kooperationspartner der Studie einen finanziellen Vorteil aus der
Nutzung lhrer Daten?

Fir die Uberlassung Ihrer Bioproben und Daten erhalten Sie kein Entgelt. Sollte aus der Forschung ein
kommerzieller Nutzen erzielt werden, werden Sie daran nicht beteiligt.

Die Kooperationspartner der Studie verwenden |Ihre Daten ausschlieBlich fir wissenschaftliche Zwecke.
Die Daten werden nicht verkauft.

9. Was beinhaltet lhr Widerrufsrecht?

Sie kénnen lhre Einwilligung zur Verwendung lhrer Daten jederzeit ohne Angabe von Griinden und ohne
nachteilige Folgen fiir Sie widerrufen. Die RechtmaRigkeit der bis zum Widerruf erfolgten Nutzung der
Daten bleibt davon jedoch unberihrt.

Im Falle des Widerrufs werden die Daten gel6scht. Zudem kénnen Daten aus bereits durchgefiihrten
Analysen nicht mehr entfernt werden.

Statt der Loschung konnen Sie auch zustimmen, dass die Daten in anonymisierter Form fir
wissenschaftliche Zwecke weiterverwendet werden dirfen. Anonymisierung bedeutet, dass der
Identifizierungscode geldscht wird, Gber den ermittelt werden kann, von welcher Person die Probe
stammt.

Wenden Sie sich fiir einen Widerruf bitte an einen der Kooperationspartner (Kontaktdaten s. Punkt 11).

10. Welche weiteren Datenschutzrechte haben Sie?

Rechtsgrundlage fiir die Datenverarbeitung ist Ihre Einwilligung gemaR Art. 6 Abs. 1 Buchst. a und Art. 9
Abs. 2 Buchst. a der Datenschutz-Grundverordnung.

Verantwortlicher im Sinne der Datenschutz-Grundverordnung sind die Priifarzte im IML (Dr. S. Petersdorf,
Prof. P. Ahmad-Nejad) sowie der Datenschutzbeauftragte der Helios Universitatsklinik Wuppertal.

Sie kénnen vom Helios Universitatsklinikum Wuppertal im Rahmen der gesetzlichen Vorgaben Auskunft
Uber die von lhnen gespeicherten Daten verlangen. Ebenso kénnen Sie eine Berichtigung falscher Daten,
eine Ubertragung der von lhnen zur Verfiigung gestellten Daten sowie eine Léschung der Daten oder
Einschrankung ihrer Verarbeitung verlangen. Fiir die Auslibung dieser Rechte kénnen Sie sich an die
Prifarzte im IML (Dr. S. Petersdorf, Prof. P. Ahmad-Nejad) wenden.
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Bei Anliegen zur Datenverarbeitung und zur Einhaltung des Datenschutzes kénnen Sie sich auch an den
Datenschutzbeauftragten  wenden:  Hans-Joachim  Wagener  (Hans-Joachim.Wagener@helios-
gesundheit.de

Sie haben auBerdem ein Beschwerderecht bei jeder Datenschutzaufsichtsbehorde. Eine Liste der
Aufsichtsbehorden in Deutschland finden Sie unter

https://www.bfdi.bund.de/DE/Infothek/Anschriften Links/anschriften links-node.html.

11. Wo kann ich weitere Informationen erhalten?

Sollte Ihnen etwas unklar sein, fragen Sie bitte Ihren behandelnden Arzt bzw. Ihren Studienarzt, bevor Sie
Ihre Einwilligung erteilen. Sie kdnnen sich wegen Riickfragen auch zu einem spateren Zeitpunkt an die
Prifarzte des IML Wuppertal sowie an die Kooperationspartner wenden.

Priifarzte Helios Universitatsklinikum Wuppertal

Dr. med. Sabine Petersdorf

Institut fir Med. Labordiagnostik (IML) der Helios Universitatsklinik Wuppertal
HeusnerstraRe 40, 42283 Wuppertal

Sabine.Petersdorf@helios-gesundheit.de

Prof. Dr. Parviz Ahmad-Nejad

Institut fir Med. Labordiagnostik (IML) der Helios Universitatsklinik Wuppertal
HeusnerstralRe 40, 42283 Wuppertal
Parviz.Ahmad-Nejad@helios-gesundheit.de

Verbundkoordinator und Kooperationspartner von ION-GAS GmbH Dortmund
Dr. Wolfgang Vautz

Konrad-Adenauer-Allee 11, 44263 Dortmund

w.vautz@ion-gas.de

Kooperationspartner Hochschule Hamm-Lippstadt
Prof. Stefanie Sielemann

Hochschule Hamm-Lippstadt

Department Hamm 2

Marker Allee 76-78, 59063 Hamm
Stefanie.Sielemann@hshl.de
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Anhang C - Einwilligungserklédrung

Bitte lesen Sie die folgende Einwilligungserklarung aufmerksam durch, kreuzen Sie Zutreffendes an und
unterschreiben Sie anschlieBend am Ende dieser Einwilligungserklarung, sofern Sie einverstanden sind.

Einwilligungserklarung

Patient/Proband (Name, Vorname):

Geb.-Datum:

Ich habe die Informationsschrift gelesen und hatte die Gelegenheit, Fragen zu stellen. Ich weiR, dass meine
Teilnahme freiwillig ist und ich meine Einwilligung jederzeit ohne Angabe von Griinden widerrufen kann,
ohne dass mir daraus irgendwelche Nachteile entstehen.

Ich willige ein, dass meine Daten, wie in der Informationsschrift beschrieben, fir die Studie Inosin
verwendet werden. Insbesondere willige ich ein, dass, wie in der Informationsschrift beschrieben, die
Priifarzte der Helios Universitatsklinik Wuppertal personenbezogene Daten, inshesondere Angaben
iiber meine Gesundheit, von mir erheben, gegebenenfalls weitere personenbezogene Daten aus meinen
Krankenunterlagen entnommen und die Daten pseudonymisiert (d.h. kodiert) fiir die Dauer der Studie
speichert.

Name UNA ANSCNTITL AES AIZEES: ..uvuuuieieieiieiiieeeeeeeee e e ettt e e e e e e e e eeeeeerereeeereeerararar i ———————a

Eine Kopie der Patienten-/Probandeninformation und Einwilligungserklarung habe ich erhalten. Das
Original verbleibt beim Helios Universitatsklinikum Wuppertal.

Name des Patienten in Druckbuchstaben

Ort, Datum (vom Patienten einzutragen), Unterschrift des Patienten

Ich habe das Aufklarungsgesprach gefiihrt und die Einwilligung des Patienten

eingeholt.

Name der aufkldrenden Person in Druckbuchstaben

Ort, Datum, Unterschrift der aufklarenden Person
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Anhang D - Ethikantrag und -votum

Antragsteller: Ethik-Kommission

Dr. med. Sabine Petersdorf der Universitit Witten/Herdecke e.V.
Helios Universititsklinik Wuppertal z. Hd. Herrn RA Prof. Dr. med. P. Gaidzik
Institut fiir Med. Labordiagnostik Alfred-Herrhausen-StraBe 50

Heusner Strafle 40 58448 Witten

42238 Wuppertal

Antragsformular

Der Antrag ist sorgfiltig in deutscher Sprache auszufiillen. Er soll in kurzer, auch fiir die medizinischen
Laien verstandlicher Form das Vorhaben beschreiben und die Fragen durchgiingig beantworten.

Fiir detaillierte Ausflihrungen muss im Antragsformular auf die Fundstellen in den Anlagen hingewiesen
werden. Es muss sichergestellt sein, dass alle im Antragsformular gemachten Angaben auch in den Anlagen
enthalten sind und den an der Priifung beteiligten Arzten und Wissenschaftlern zur Verfiigung stehen. Das
sind in der Regel:

= Priifplan (datiert, mit Seitennummerierung und vom Priifleiter unterschrieben)
- bitte in der Fupzeile ggf. die Versionsnummer des Priifplans angeben -

= Curriculum vitae des Leiters der klinischen Priifung sowie des lokalen Priifleiters. aus welchem
ihre Erfahrungen mit klinischen Priifungen hervorgehen

*  Bei Promotionsvorhaben: CV des Promovenden

= Priifbogen (CRF). gegebenenfalls als Entwurf

= Patienten-/Probandenaufklarung und -einwilligung

= Andere (z.B. Fachinformationen, Priiferinformationen, Monographien, Voten anderer Ethik-
Kommissionen)

= Vergleiche auch die Geschiftsordnung der Kommission

= Bei Antrag auf Zweitvotum: Erstvotum der fiir den LKP zustdndigen Ethikkommission

Die Unterlagen sind bei monozentrischen und fiir beantragte Erstvoten bei multizentrischen Studien in
siebenfacher Ausfertigung, d. h. 1 Exemplar mit Originalunterschriften (bitte kennzeichnen!) und 6
weitere identische Exemplare, jeweils geheftet. einzureichen.

Bei einem beantragten Zweitvotum sind die Unterlagen in dreifacher Ausfertigung - unter Beifligung des
Erstvotums flir den LKP - einzureichen.

(Die Unterlagen sind geheftet und unter Verzicht auf Biiro- bzw. Heftklammern einzureichen!)

Die Stellungnahme der Ethik-Kommission gilt nur fiir das Priifvorhaben, wie es sich fiir die Kommission
aus der ihr vorliegenden Fassung des Priifplanes ergibt.

Die Priifunterlagen werden vertraulich behandelt. Die Mitglieder der Ethik-Kommission sind kraft
Gesetzes zur Verschwiegenheit verpflichtet.

Antrag Ethik-Kommission UWH Seite | von 8
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A A. Formales

Name, Vorname, Titel: Petersdorf, Sabine. Dr. med.

Jetzige Titigkeit: ~ Oberirztin am Institut fiir Med. Labordiagnostik (IML) der Helios
Universitétsklinik Wuppertal
Adresse: Heusner Strafe 40

42238 Wuppertal
Tel.-Nr.: 0202 896-2897

Email:  sabine.petersdorf@helios-gesundheit.de

Die Priifung wird durchgefiihrt:
- ambulant
- stationdr X

Zahl der Priifstellen bei Antragstellung, bitte Adresse(n) angeben: |
Helios Universitétsklinik Wuppertal

Weitere Priifer unter der lokal verantwortlichen Leitung:
(Bei Promotionsvorhaben bitte hier auch Promovenden benennen und kennzeichnen)

Name, Vorname, Titel: ~ Ahmad-Nejad, Parviz. Prof. Dr. med.

Jetzige Titigkeit: Direktor des Institut fiir Med. Labordiagnostik (IML) der Helios
Universitdtsklinik Wuppertal
Adresse: Heusner Strafle 40

42238 Wuppertal

Name. Vorname, Titel:  Vautz, Wolfgang, Dr.
Jetzige Tatigkeit: Geschiftsfithrer ION-GAS GmbH
Adresse: Konrad-Adenauer-Allee 11

44263 Dortmund
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Name, Vorname, Titel: ~ Sielemann. Stefanie. Prof.

Jetzige Titigkeit: Professorin der Hochschule Hamm-Lippstadt, Lehrgebiet
Instrumentelle und analytische Sensortechnik
Adresse: Marker Allee 76-78

59063 Hamm

Name, Vorname, Titel:  Rasche, Kurt, Prof. Dr. med.

Jetzige Titigkeit: Direktor der Klinik fiir Pneumologie, Allergologie, Schlaf- und
Beatmungsmedizin, Helios Universititsklinik Wuppertal
Adresse: Heusner Strafie 40

42238 Wuppertal

Name, Vorname, Titel: ~ P#hler, Marvin

Jetzige Titigkeit: Promovend ION-GAS Gmbh

Adresse: Konrad-Adenauer-Allee 11
44263 Dortmund

Detering, Julian

Promovend Institut fiir Med. Labordiagnostik (IML) Helios
Wuppertal

Heusner Strafle 40

42238 Wuppertal

Schanzmann, Hannah

Promovedin Hochschule Hamm-Lippstadt
Marker Allee 76-78

59063 Hamm

Nur bei Zweitvotierung: Weitere verantwortliche Priifleiter an anderen Priifstellen: Anlage Nr.

Name: Institut fiir Med. Labordiagnostik
Helios Universitétsklinik Wuppertal
Anschrift: Heusner Strafie 40
42238 Wuppertal

Gibt es einen Monitor?
nein X
ja
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AS: Wiiteon i T S s AR RO it

Wurde nach Threm Wissen cin Antrag in der gleichen Sache bei einer anderen Ethik-
Kommission gestellt?

nein [

a0

Falls ja, bitte Votum ggf. beifligen (Anlage Nr. )

B. Untersuchungsbeschreibung

Liegt der vom lokalen Leiter der klinischen Priifung unterschriebene Priifplan bei?
nein

ja
Falls ja. Anlage Nr. 1

Antrag Ethik-Kommission UWH
Version: 06.05.2015
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- Priifgerit / Priifmethode / 0.4.:
Ziel der Studie ist die Entwicklung und Validierung eines neuen Geriites zum schnellen
Nachweis von Erregern nosokomialer (= im Krankenhaus erworbener) Pneumonien.
Das Projekt umfasst mehrere Schritte:
* Entwicklung des Gerites
* Erstellen einer Datenbank durch Messung von Bakterienkulturen im Labor
* Erstellen eines Auswertungsalgrithmus
* Messung der Ausatemluft von Patienten mit nosokomialen Pneumonien und
Uberpriifung, ob die Erreger der Pneumonie mit dem neu entwickelten Geriit detektiert
werden kdnnen (proof of principle)
Der Nachweis basiert auf der Messung von fliichtigen organischen Substanzen (VOCs =
volatile organic compounds)

Neuentwicklung — bekannt — bekannt und zugelassen fiir die vorgesehene Indikation und
Anwendungsform:

Es wurde ein neues Gerit entwickelt (Kombination aus Gaschromatographie und Ionen-
mobilitétsspektrometrie (GC-IMS))

- Studiendesign (offen — blind — doppelblind; vergleichend — randomisiert: monozentrisch —
multizentrisch: prospektiv — retrospektiv; etc.):
offen, vergleichend (Erregernachweis neues Geriit gegen Standard Mikrobiologie).
monozentrisch, prospektiv

- Biometrische Methode und spezielle statistische Auswertung (Gehen Sie bitte darauf ein, inwiefern
die von Thnen geplante Priifung nach Art und Anlage eine wissenschaftlich und biometrisch
begriindete Aussage erlaubt und welche Hypothesen Sie priifen wollen):

Es handelt sich um erste Messungen mit dem neuen Geriit bei 10 Patienten, im Sinne eines
"proof of principle" ob eine Erregernachweis aus Atemluft durch Messung von fliichtigen
organischen Substanzen moglich ist

ggf. siehe Priifplan S.

- Beginn der Studie: April 2023

Ende der Studie:  Marz 2024

- Dauer pro Proband / Patient: 10 Minuten

- Einschlusskriterien:
Patienten mit nosokomialen Pneumonien
gef. siehe Priifplan S.

- Ausschlusskriterien:
(mit Angaben iiber Ausschlussbedingende Krankheiten und deren Stadien, verbotene

Begleitmedikamente, Sperrfristen, Einwilligungsunfihigkeit, etc.)

Antrag Ethik-Kommission UWH Seite 5 von 8
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Patienten, von denen keine schriftliche Einwilligung vorliegt
ggf. siehe Priifplan S.

- Stichprobenumfang: 10 Patienten

diagnostisch

[[] therapeutisch
[[] epidemiologisch
[[] Prévention

[] Sonstige:

[X] Medizinproduktegesetz

[ Deklaration von Helsinki in der Jjeweils aktuellen, revidierten Fassung
[[] Transfusionsgesetz

[] Strahlenschutzverordnung

[] Réntgenverordnung

X Datenschutzgesetze

[] Sonstige:

- Bitte mit Quellenangabe und Beifiigung wesentlicher Veroffentlichungen:

siehe auch Anlage Nr.

P Separates Antragsformular gemif AMG und GCP-Verordnung in der derzeit giiltigen Fassung
verwenden!

- Sicherheitstechnischer Untersuchungsbericht und biologisch-toxikologische Priifung bei bereits
zugelassenen Medizinprodukten:

- Nachweis des CE-Kennzeichens bzw. der Ubereinstimmung mit der ISO 9000 durch einen ,.notified
body*™:

Die Durchfiihrung klinischer Priifungen von Medizinprodukten und Lezstungsbewertungspruﬁmgen von
In-vitro-Diagnostika bedarf der Genehmigung der zustindigen Bundesoberbehorde und der
zustimmenden Bewertung der zustindigen Ethik-Kommission.

Zur Einreichung von Antrcgen auf Genehmigung der klinischen Priifung gemdif3 § 22a MPG steht das
zentrale Erfassungssystem des DIMDI zur Verfiigung.
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hup:/fwww.dimdi.de/static/de/mpg/ismp/weaweiser/hinweise. htn

- Kurzbeschreibung:
Es bestehen keinerlei Risiken fiir teilnehmenden Patienten. Fiir die Probenahme atmen die
Patienten fiir 5-10 Minuten einfach in einen iiber einen Mundstiick verbundenen Schlauch
aus, die Ausatemluft wird aufgefangen und daraus die VOCs gemessen. Es sind keine
speziellen Atemmangver oder Pusten erforderlich, es wird lediglich die ganz normale
Ausatemluft eingefangen.
gef. siche Priifplan S.

- Gegeniiberstellung von erhofftem Nutzen fiir den Probanden / Patienten und/oder die Heilkunde und
méglichen Risiken in Kurzbeschreibung:

Der erhoffte Nutzen besteht in der schnellen Erregeridentifikation (innerhalb von
Minuten) von Pneumonieerregern bei nicht-invasiver Probennahme (Nachweis aus
Ausatemluft des Patienten. Dadurch wiirden dem Patienten der Prozess der Probenahme
(Gewinnung von Sputum. ggf. bei beatmenten Patienten auch endotracheales Absaugen
oder Bronchoskopie) deutlich schneller und leichter und bei fast sofortigem
Erregernachweis konnte direkt die passende antibiotische Therapie gestartet werden.

ggf. siehe Priifplan S.

- Isteine Zwischenauswertung vorgesehen und welche Konsequenzen ergeben sich fiir den weiteren
Versuchsablauf?
nein, proof of principle Studie

- Welches sind Abbruchkriterien?
- fiir den Einzelfall

- fiir die Priifung insgesamt

. Siehe du die bei r Ethik-Kommission erhiltlichen "Hinweise zum erforderlicen Inhalt von
Aufkldrung und Einwilligung™

- Ist fur die Aufklérung des Probanden / Patienten die Ubergabe eines Schriftstiickes vorgesehen?
nein

jia X
Falls nein, warum nicht:
Falls ja, Anlage Nr. 2

- Ist fiir die Einwilligung des Probanden / Patienten ein Schriftstiick vorgesehen?
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nein []
ja X

Falls nein, warum nicht:

Falls ja, Anlage Nr. 2

BI4. Ist cin Informationsaustausch mit dem Hausarzt vorgesehen?

nein [X]
ja [
Falls nein, warum nicht:
Die Ergebnisse der Studie haben keinen Einfluss auf die Therapie der Patienten

nein X
ja O

Falls ja, welche:

- Ich bin verpflichtet, die Ethik-Kommission iiber alle nachtriglichen Anderungen des Priifplanes
und iiber alle schwerwiegenden oder unerwarteten unerwiinschien Ereignisse, die wihrend der
Studie auftreten und die die Sicherheit der Studienteilnehmer oder die Durchfiihrung der Studie
beeintrichtigen konnten, zu informieren. Ich werde dementsprechenden Mitteilungen meine
eigene Bewertung der jeweiligen Ereignisse hinsichtlich Schwere und Kausalzusammenhang sowie
eventuell eingeleitete oder geplante Mafinahmen oder Schiussfolgerungen hinzufiigen.

- Ich erklire, mit meiner Unterschrift, die Geschiftsordnung der Ethik-Kommission zur Kenntnis
genommen zu haben und damit, inshesondere mit den Regelungen zur Erhebung der
Bearbeitungsgebiiliren, einverstanden zu sein.

- Ich bin bereit, nach Abschluss des Vorhabens die verdffentlichten Ergebnisse der Ethik-Kommission
zur Verfiigung zu stellen.

Datum Unterschrift des lokalen Priifleiters
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Ethik-Kommission der
Universitit Witten / Herdecke

Universitit Witten/Herdecke - Ethik-K ission * Alfred. Str. 50 - D - 58448 Witten
Ethik-Kommission
F _ Alfred-Herrhausen-Str. 50
rau ) D-58448 Witten
Dr. med. Sabine Petersdorf .
personlich / vertraulich SPlerctaciat:
< . e o . Frau Andrea Pleger
Helios Universititsklinikum Wuppertal Mo-Fr 8.00-12.00 Uhr
Institut fiir Medizinische Labordiagnostik o, 6240
Telefon 02302/926-
Heusner Strafie 40 . Telefax 02302/926-739
42238 Wuppertal

e-mail: sekretariat-ethik@uni-wh.de

Internet: www.ethik-kommission-uwh.de

22.12.2022
Ga/pl

Antrag Nr. 240/2022 (bitte stets angeben):
Schnelle, nicht invasive Identifikation nosokomialer Infektionen (Insoln)

Sehr geehrte Frau Dr. Petersdorf,

Ihre vorgenannte Studie lag der Ethik-Kommission der Universitit Witten / Herdecke anlésslich ihrer Sit-
zung vom 14.12.2022 zur Beratung vor. Die Vorgaben von § 36 Strahlenschutzgesetz fanden Beachtung.

Grundsitzliche ethische oder berufsrechtliche Bedenken werden nicht erhoben, die Kommission bittet jedoch
um Beachtung folgender Hinweise (bedingt positives Votum):

Aufgrund der Verwendung des alten Antragsformulars (das neue finden Sie auf der Homepage der Ethik-
Kommission) bleibt unklar, ob es sich um ein Promotionsprojekt an der UW/H handelt und welcher der auf-
gefiihrten Promovenden innerhalb des Projektes welche Fragestellung bearbeitet. Fiir die notwendige Zuwei-
sung von Verantwortlichkeiten bittet die Kommission ferner um Mitteilung, wer als akademischer Betreuer
dieser Projekte auftritt.

Des Weiteren bittet die Kommission um Mitteilung, auf welches der beiden eingesetzten Gerite (GC-IMS
bzw. TD-GC-MSxIMS) sich das vorgelegte CE-Zertifikat sowie die Produktinformationen beziehen.

Der Hinweis auf Seite 1 der Informationsschrift a. E. erscheint in diesem textlichen Zusammenhang missver-
sténdlich und sollte eher in die Einwilligungserklarung aufgenommen werden. In diesem Zusammenhang ist
auch deutlich zu machen, dass fiir den Fall des nachtriglichen Widerrufs das Recht auf Datenldschung einge-
rdumt wird.

Die Ansprechpartner flir weitere Informationen sind im Interesse des méglichst leichten Zugangs auch mit
einer Telefonnummer auszuweisen.

Aus demselben Grund erscheint der Kommission die bloBe E-Mail-Anschrift beim Datenschutzbeauftragten
bzw. eine nur iiber das Intemmet zugéngliche Sammelliste der Aufsichtsbehérden unzureichend. Es wird emp-
fohlen, die kompletten Kontaktdaten einzufligen.

Ethik-Kommission der Universitat Witten-Herdecke e. V.
Vorstand: Prof. Dr. med. Petra Thiirmann (Vorsitzende), Prof. Dr. rer. nat. Ulrike Heinrich, RA Prof. Dr. med. Peter W. Gaidzik
Sitz des Vereins: Witten, Amtsgericht Witten VR 779; Bank: Stadtsparkasse Witten (BLZ 452 500 35) Konto-Nr. 0050534
IBAN: DE 41 4525 0035 0000 0505 34 Swift-BIC: WELADED1WTN
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