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Kurzzusammenfassung 

Die aktuelle COVID-19-Pandemie zeigt deutlich, wie sich Infektionskrankheiten weltweit 

verbreiten können. Neben Viruserkrankungen breiten sich auch multiresistente bakterielle 

Erreger weltweit aus. Dementsprechend besteht ein hoher Bedarf, durch frühzeitige Erken-

nung Erkrankte zu finden und Infektionswege zu unterbrechen.  

Herkömmliche kulturelle Verfahren benötigen minimalinvasive bzw. invasive Proben und 

dauern für Screeningmaßnahmen zu lange. Deshalb werden schnelle, nichtinvasive Ver-

fahren benötigt. 

Im klassischen Griechenland verließen sich die Ärzte unter anderem auf ihren Geruchssinn, 

um Infektionen und andere Krankheiten zu differenzieren. Diese charakteristischen Gerü-

che sind flüchtige organische Substanzen (VOC), die im Rahmen des Metabolismus eines 

Organismus entstehen. Tiere, die einen besseren Geruchssinn haben, werden trainiert, be-

stimmte Krankheitserreger am Geruch zu unterscheiden. Allerdings ist der Einsatz von Tie-

ren im klinischen Alltag nicht praktikabel. Es bietet sich an, auf technischem Weg diese 

VOCs zu analysieren. 

Ein technisches Verfahren, diese VOCs zu unterscheiden, ist die Ionenmobilitätsspektro-

metrie gekoppelt mit einer multikapillaren Gaschromatographiesäule (MCC-IMS). Hier 

zeigte sich, dass es sich bei dem Verfahren um eine schnelle, sensitive und verlässliche 

Methode handelt. 

Es ist bekannt, dass verschiedene Bakterien aufgrund des Metabolismus unterschiedliche 

VOCs und damit eigene spezifische Gerüche produzieren. Im ersten Schritt dieser Arbeit 

konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen Bakterien in-vitro nach einer kurzen Inku-

bationszeitzeit von 90 Minuten anhand der VOCs differenziert werden können. Hier konnte 

analog zur Diagnose in biochemischen Testreihen eine hierarchische Klassifikation der 

Bakterien erfolgen. 

Im Gegensatz zu Bakterien haben Viren keinen eigenen Stoffwechsel. Ob virusinfizierte 

Zellen andere VOCs als nicht-infizierte Zellen freisetzen, wurde an Zellkulturen überprüft. 

Hier konnte gezeigt werden, dass sich die Fingerprints der VOCs in Zellkulturen infizierter 

Zellen mit Respiratorischen Synzytial-Viren (RSV) von nicht-infizierten Zellen unterschei-

den. 
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Virusinfektionen im intakten Organismus unterscheiden sich von den Zellkulturen dadurch, 

dass hier neben Veränderungen im Zellstoffwechsel auch durch Abwehrmechanismen 

VOCs freigesetzt werden können. 

Zur Überprüfung, inwiefern sich Infektionen im intakten Organismus ebenfalls anhand 

VOCs unterscheiden lassen, wurde bei Patienten mit und ohne Nachweis einer Influenza A 

Infektion als auch bei Patienten mit Verdacht auf SARS-CoV-2 (Schweres-akutes-Atem-

wegssyndrom-Coronavirus Typ 2) Infektion die Atemluft untersucht. Sowohl Influenza-infi-

zierte als auch SARS-CoV-2 infizierte Patienten konnten untereinander und von nicht-infi-

zierten Patienten mittels MCC-IMS Analyse der Atemluft unterschieden werden.  

Zusammenfassend erbringt die MCC-IMS ermutigende Resultate in der schnellen nichtin-

vasiven Erkennung von Infektionen sowohl in vitro als auch in vivo. 
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Abstract  

The current COVID-19 pandemic demonstrates the worldwide spread of infectious dis-

eases. Besides virus infections there is also a worldwide dissemination of multiresistant 

bacterial strains. Therefore, there is an urgent need for rapid non-invasive screening meth-

ods. There is an unmet need to cut infection chains by early detection of infected subjects. 

Conventional cultural methods require minimally invasive or invasive samples and are not 

feasible for mass screening due to a long analysis time. 

In classical Greece, physicians also used their olfactory senses to differentiate infections 

from other diseases. These characteristic odors are volatile organic compounds (VOC) pro-

duced by the metabolism of an organism. Animals with a much better olfactory sense have 

been trained to detect different germs by their odors. However, the use of sniffing animals 

is not practicable in clinical settings. A technical detection of VOCs is therefore desirable. 

One technical approach for the differentiation of VOCs is ion mobility spectrometry coupled 

with a multicapillary gas chromatography (MCC-IMS). It could be shown that this method is 

a rapid, sensitive, and reliable method. 

It is known that various bacteria produce VOCs by their metabolism and therefore different 

specific smells. By the MCC-IMS method, different bacterial species could be distinguished 

based on the VOCs after an incubation time as short as 90 minutes in vitro. Comparable to 

biochemical series of tests a decision tree for the classification of bacteria could be imple-

mented. In contrast to bacteria viruses have no own metabolism and thus are dependent 

on the host metabolism. Cell cultures were used to determine whether virus-infected cells 

release other VOCs than non-infected cells. It could be shown here that cell cultures in-

fected with respiratory syncytial virus (RSV) differ from non-infected cell cultures in VOC 

profiles.  

Unlike in cell cultures, in the intact organism changes in VOC profiles are not only depend-

ent on cell metabolism alterations but also in defense mechanisms. 

To investigate infection induced VOC changes in intact organisms, nasal breath of patients 

with and without influenza A infection as well as of patients with suspected SARS-CoV-2 

(severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2) infection were analyzed. It was 

proven that a breath analysis using a MCC-IMS is able to distinguish infected patients from 

non-infected as well as SARS-CoV-2 from influenza A infections. 
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In summary, MCC-IMS delivers encouraging results in the rapid, non-invasive detection of 

infections in vitro as well as in vivo. 
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1 Einleitung 

1.1 Motivation und Problemstellung 

Infektionserreger stellen nicht nur eine klinische, sondern auch eine globale Herausforde-

rung dar. Besonders der Flugverkehr ermöglicht ein schnelles weltweites Reisen nicht nur 

für Passagiere, sondern auch für Infektionserreger [1]. Dies hat zu einem weltweiten Aus-

bruch der SARS-Pandemie 2002/2003, der Influenzapandemie A (H1N1) 2009, bekannt als 

Schweinegrippe, sowie der aktuellen COVID-19 Pandemie geführt [2, 3]. Neben Viren kön-

nen sich auch multiresistente Bakterien von einem Land zum anderen ausbreiten [4] und 

damit eine globale Bedrohung in der post-antibiotischen Ära verkörpern.  

In den Niederlanden werden Patienten bei der Aufnahme in die Klinik gemäß der Kranken-

hauspolitik auf Methicillin resistente Staphylococcus aureus (MRSA) untersucht und bis 

zum Vorliegen eines negativen Tests isoliert. Diese Maßnahmen haben zu einer vergleichs-

weise niedrigen MRSA-Prävalenz in den Niederlanden beigetragen [5]. Dies zeigt, dass 

eine frühzeitige Erkennung infizierter Personen in der Unterbrechung von Infektionsketten 

essenziell ist.  

Außerhalb der klinischen Umgebung wurden im Rahmen der SARS-Pandemie 2002/2003 

Fragebögen sowie Fiebermessungen als Screeningmethoden am Flughafen implementiert. 

Aufgrund der geringen Sensitivität und Spezifizität sind diese ineffektiv und ermöglichen 

keinen spezifischen Nachweis von Infektionserregern [6, 7]. 

Derzeit werden pathogene Erreger in einem mikrobiologischen Labor mit kulturellen, mole-

kularen und/oder immunologischen Verfahren nachgewiesen [8, 9]. Dies kann Stunden bis 

Tage dauern. Für eine Vor-Ort-Infektionskontrolle sind diese diagnostischen Methoden zu 

laborintensiv, teilweise zeitraubend und kostspielig und benötigen den Personaleinsatz mit 

Fachexpertise. Obendrein ist eine gezielte Probennahme für ein valides Diagnostikergebnis 

vorauszusetzen [10], die für eine Vor-Ort- Analyse entweder zu invasiv (z. B. Blutabnahme) 

oder zu umständlich und unangenehm (z. B. Urin, Stuhl) ist.  

Die aktuelle COVID-19-Pandemie zeigt die Notwendigkeit eines schnellen, nichtinvasiven 

Vor-Ort-Screenings [11]. Antigenschnelltests, basierend auf dem Lateral-Flow-Prinzip, gel-

ten aufgrund der einfachen und kostengünstigen Durchführung als weitverbreitete Alterna-

tive zu teuren, laborintensiven PCR-Verfahren [12, 13]. Einerseits ermöglichen diese eine 
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schnelle Vor-Ort-Diagnostik in 15 bis zu 30 Minuten. Andererseits sind die Antigenschnell-

tests in der Gesamtsensitivität niedriger und sind bei niedriger Viruslast weniger zuverlässig 

als PCR-Verfahren [14]. Außerdem setzt die Mehrheit dieser Tests einen Abstrich aus dem 

Nasopharynx voraus, der von Menschen oft als unangenehm empfunden wird. 

Der Fokus dieser Arbeit ist die Entwicklung einer preiswerten, benutzerfreundlichen nicht-

invasiven Diagnostikmethode, die Ergebnisse zeitnah innerhalb weniger Minuten liefert und 

für eine Vor-Ort-Analyse ohne Laborinfrastruktur tauglich ist.  

Als vielversprechender Ansatz für eine nichtinvasive Diagnostik gilt die Analyse von flüch-

tigen organischen Substanzen (volatile organic compounds, VOCs) als Biomarker [15]. Als 

Analysemethode wurde die Ionenmobilitätsspektrometrie (IMS) für die Untersuchung von 

VOCs herangezogen. Die IMS ist in der Analyse mit der Massenspektrometrie verwandt. 

Durch den Entfall eines Hochvakuums ist ein IMS-Gerät sehr kompakt und somit ideal für 

eine Vor-Ort-Analyse. 

Dementsprechend widmet sich diese Dissertation der Anwendung der Ionenmobilitässpekt-

rometrie zum Nachweis von VOCs als Biomarker für bakterielle und virale Infektionserreger.  

1.2 Stand der mikrobiologischen Diagnostik 

Heutzutage gibt es eine Vielzahl an Methoden zur eindeutigen Speziesidentifikation der 

bakteriellen und viralen Erreger. Diese erstrecken sich von Kulturverfahren bis hin zu mo-

dernen immunologischen und molekularbiologischen Ansätzen. In der Routine wird die mik-

robiologische Methode abhängig der Indikation eingesetzt [10].  

1.2.1 Probennahme 

Für aussagekräftige Befunde ist eine adäquate Probennahme aus Infektionsstellen ent-

scheidend. Abhängig vom Infektionsort können Proben aus dem Körper auf unterschiedli-

che Weise entweder invasiv oder nichtinvasiv entnommen werden. Ein Großteil der Pro-

bennahmetechniken (z. B. Blutentnahme, Biopsie und Punktion) gehen mit einer invasiven 

Prozedur einher. Nichtinvasiv können unter anderem Urin, Stuhl, Sputum und Abstriche 

(z. B. aus Nasen-Rachenraum, Wunde) auf Infektionen getestet werden. Limitierend ist, 

dass die Probennahme meist unter medizinischer Aufsicht oder durch medizinisches Per-

sonal durchgeführt werden muss. Als wenig invasive Probennahme sind Abstriche beliebt, 

aber erzielen häufig nicht repräsentatives Probematerial für eine genaue mikrobiologische 

Untersuchung [16]. Die gewonnenen Probenmaterialien werden anschließend in das 
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mikrobiologische Labor für die Analyse transportiert oder gelagert. Eine falsche Entnahme, 

Lagerung oder ein falscher Transport der Proben können Analyseergebnisse verfälschen. 

[10]  

1.2.2 Bakteriendiagnostik 

Kulturverfahren gehören zu den ältesten und zu den am häufigsten angewandten Methoden 

zur Identifizierung von Bakterien. In diesem Prozess werden Bakterien aus klinischen Pro-

ben in Kulturen kombiniert mit biochemischen Testreihen über Stoffwechselaktivitäten phä-

notypisch nachgewiesen [8, 17]. Bis zum Vorliegen einer Diagnose benötigt dieses Verfah-

ren abhängig des Wachstums der jeweiligen Bakterienspezies einige Tage oder sogar meh-

rere Wochen und ist somit zeitaufwendig [18].  

In modernen klinischen Laboren wurde die kulturelle, biochemische Bakterienidentifikation 

von Matrix-unterstützter Laser-Desorption/Ionisation Flugzeit-Massenspektrometrie 

(MALDI-TOF-MS) abgelöst [19]. Hierbei werden Bakterien basierend auf ribosomalen Pro-

teinen durch Vergleich spezifischer Peptid-Massen-Spektren als Fingerabdruck mit einer 

Datenbank in wenigen Minuten mit hohem Durchsatz (ca. 100 Stämme pro Tag) nachge-

wiesen [8]. Nachteilig an diesem Verfahren ist die Notwendigkeit von Vorkulturen, sodass 

ein Diagnoseergebnis frühestens nach einem Tag vorliegt [8]. In Bezug auf die Resistenz-

bestimmung ist das System für die Routine bisher nicht praktikabel [20–22]. 

In wenigen Stunden können Bakterien basierend auf spezifischen DNA-Sequenzen mittels 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Technologien direkt aus Patientenproben identifiziert 

werden [8]. Da PCR-Verfahren keine Kultivierung voraussetzen, kommt dieser Ansatz ins-

besondere für nicht-kultivierbare sowie langsam-wachsende Mikroorganismen in Frage [8, 

19]. Aus ökonomischen Gründen wird die PCR begrenzt in der Routine eingesetzt [10]. 

Trotz der hohen Kosten ist die PCR gegenwärtig die schnellste und sensitivste Methode, 

die ein Diagnoseergebnis innerhalb von zwei Stunden liefern kann [23]. Wie alle molekular-

biologischen Verfahren detektiert die PCR nur die Anwesenheit bestimmter Gene bzw. Mu-

tationen, die nicht mit der phänotypischen Erscheinung in Beziehung stehen müssen [24, 

25]. Deshalb werden die Kulturen für die Resistenzbestimmung bevorzugt, da die reale 

Empfindlichkeit der Bakterien gegenüber Antibiotika gemessen werden kann [25].  
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1.2.3 Virusdiagnostik 

Die Anzüchtung der Viren auf Zellkulturen mit nachfolgender immunchemischer Identifika-

tion, auch Virusisolierung genannt, wird heutzutage in spezialisierten Labor- und For-

schungseinrichtungen durchgeführt [26]. Angesichts der aufwendigen und zeitintensiven 

Durchführung ist dieses Verfahren für eine Routinediagnostik nicht geeignet [27, 28].  

Anders als bei Bakterien hat sich die PCR-Technologie als sensitives Standardroutinever-

fahren in der Virusdiagnostik etabliert [26, 29, 30]. Gegenüber der konventionellen PCR 

wird die Echtzeit-PCR (qPCR) durch Wegfall der Gelelektrophorese bevorzugt in der Rou-

tinediagnostik eingesetzt [31, 32]. Für den Nachweis von RNA, insbesondere bei respirato-

rischen Viren, kann qPCR mit reverser Transkriptase zur Umwandlung von RNA in cDNA 

kombiniert werden [9]. Eine gleichzeitige Detektion von zwei oder mehr Spezies kann durch 

Multiplex qPCR unter Verwendung verschiedener Primer in einer Analyse realisiert werden 

[9, 29, 33]. Einerseits liefert qPCR schnelle Ergebnisse in wenigen Stunden bis innerhalb 

eines Tages, andererseits ist diese Methode mit zeitaufwendiger Probenvorbereitung und 

Personalaufwand behaftet [28, 34–36]. Um eine Hochdurchsatzkapazität mit geringem Per-

sonalaufwand zu betreiben, wurden qPCR in einem vollautomatisierten Stil und mit einer 

Probenvorbereitung in einem Gerät weiterentwickelt. Je nach Plattform ermöglicht diese 

automatisierte Version eine Point-of-Care-Diagnostik in weniger als 90 Minuten [36, 37]. 

Für die Durchführung von PCR-Tests werden spezielle Geräte sowie Kits vorausgesetzt, 

die aufgrund der hohen Kosten für eine Durchführung im großen Stil, z. B. in einer Pande-

mie, für den breiten Einsatz ungeeignet sind [9, 28, 35]. 

Immunologisch können Viren, aber auch Bakterien, basierend auf Erregerantigenen direkt 

in klinischem Material identifiziert werden. Die Antigentestverfahren reichen von klassi-

schen labor- und zeitintensiven Enzymimmunoassays (ELISA) bis hin zu kommerziellen 

immunographischen Schnelltests (Antigenschnelltests) [9, 35]. Das letztere Verfahren er-

möglicht eine schnelle, unkomplizierte patientennahe Diagnostik von direkten Abstrichen 

von Körperproben innerhalb von 15 Minuten [30]. Hierbei werden die Erregerantigene durch 

Bindung mit spezifischen, konjugierten Antikörpern auf Teststreifen qualitativ nachgewie-

sen, die bei einer positiven Reaktion zu farbigen Banden führt [28, 38]. Eine Durchführung 

dieses Tests kann bequem außerhalb der Laborumgebung ohne methodische Kenntnisse 

erfolgen, weshalb Antigenschnelltests für eine hohe Testkapazität in Ausbruchsituationen 

geeignet sind [28, 30, 38]. Auf der anderen Seite wird damit das Pathogen nur mit einer 

geringeren Sensitivität im Vergleich zu PCR nachgewiesen [39–41].  



Einleitung 

  5 

Unter diesem Gesichtspunkt besteht ein hoher Bedarf an kostengünstigen, benutzerfreund-

liche Vor-Ort-Tests, die eine schnelle Identifikation einer breiten Palette von Infektionserre-

gern ohne Probenvorbereitung erlauben. Für ein Vor-Ort-Screening soll die Probennahme 

idealerweise nichtinvasiv und benutzerfreundlich erfolgen. Urin-, Stuhl- und Sputumproben 

entfallen, da diese für die Analyse eine Laborumgebung erfordern und unangenehm emp-

funden werden können. 

1.3 Geruch – Ein diagnostisches Potential  

Bereits seit der hippokratischen Ära ist bekannt, dass verschiedene Erkrankungen durch 

die menschliche Nase wahrnehmbar sind [15]. Süßliche Atemluft verursacht durch Aceton 

gilt als eines der klassischen Symptome für eine Diabetes-Erkrankung, während fischige 

Gerüche mit Lebererkrankungen assoziiert sind [15, 42]. Erfahrene Kliniker sind in der 

Lage, bestimmte Infektionserreger durch Gerüche bzw. Schnüffeln von Kulturen zu erken-

nen. So riecht beispielsweise Pseudomonas (P.) aeruginosa nach Lindenblüten, verursacht 

durch 2’Aminoacetophenon. Clostridium difficile wird durch den ranzigen Geruch in Durch-

fall erkannt [42–44].  

1.3.1 Volatile organische Substanzen (VOCs) als Biomarker  

Die obengenannten charakteristischen, wahrnehmbaren Gerüche sind auf die flüchtigen 

organischen Substanzen (VOCs) zurückzuführen [15]. Bei VOCs handelt es sich um orga-

nische Verbindungen, die aufgrund eines hohen Dampfdrucks bei Umgebungstemperatu-

ren flüchtig sind [45]. Zu den bekannten Vertretern der VOCs zählen unter anderem Ter-

pene, Aldehyde, Alkane, Alkene, Ester und Aromaten. Die Herkunft der VOCs kann entwe-

der anthropogen (z. B. industrielle Prozesse, Reinigungsmittel) oder biogen (produziert 

durch Pflanzen, Tiere, Mikroorganismen) sein [45]. Demzufolge hat das Interesse, VOCs 

als Marker zu nutzen, in den letzten Jahrzehnten enorm zugenommen. Nicht nur in der 

medizinischen Diagnostik, sondern auch in anderen Bereichen wie z. B. des Lebensmittel 

und Umweltbereichs stößt die VOC-Analyse auf großes Interesse [46, 47].  

Im menschlichen Körper werden VOCs als gasförmige Stoffwechselprodukte im Rahmen 

metabolischer Zellprozesse, Immunreaktionen sowie des Mikrobioms emittiert [15, 48]. Pa-

thologische Prozesse wie Infektionen und Tumore können eine Veränderung der VOC-Zu-

sammensetzung bewirken, indem sie neue VOCs produzieren und/oder das Verhältnis der 

im Normalzustand vorhandenen VOCs ändern [15, 49]. Bei einer Infektion können sich 
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charakteristische VOCs durch Erregermetabolismus, Wirt-Pathogen-Interaktion und/oder 

immunologische Wirtsabwehrreaktionen ergeben [50]. In jüngster Zeit haben sowohl in-vitro 

als auch in-vivo Untersuchungen belegt, dass charakteristische VOC-Muster mit einer Viel-

zahl von Krankheiten (z. B. respiratorische Infektionen, Krebs, Alzheimer) sowie Infektions-

erreger in Verbindung gebracht werden können [51–56]. Somit sind VOCs als Biomarker 

zur Infektionserkennung vielversprechend.  

VOCs werden nicht nur in der Atemluft, sondern auch in diversen Köperflüssigkeiten unter 

anderem Urin, Stuhlgang und Schweiß abgegeben [15, 57]. Die Atemluftanalyse erfährt 

eine hohe Beliebtheit in der VOC-Diagnostik, da diese nichtinvasiv ist und jederzeit ohne 

Unannehmlichkeiten durchgeführt werden kann [58, 59]. 

1.3.1.1 VOCs in der Atemluft 

Die Zusammensetzung der Atemluft ist komplex. Die ausgeatmete Luft birgt über hundert 

verschiedene VOCs, die im Spurenbereich bis zu „parts per trillion“ (ppt) in Relation zu 

Hauptbestandteilen (Sauerstoff, Stickstoff, Kohlenstoffdioxid, Wasserdampf und Inertgase) 

und anorganischen Substanzen vorliegen [60, 61]. Diese VOCs lassen sich in zwei Grup-

pen einteilen: exogene und endogene VOCs. Exogene VOCs sind flüchtige Bestandteile, 

die aus der Umgebung eingeatmet oder über die Haut absorbiert beziehungsweise von 

(residenten) Mikroorganismen produziert werden [62, 63]. Dagegen sind die endogenen 

VOCs Resultat der körpereigenen Stoffwechselwege [49, 63]. Metabolische VOCs gelan-

gen aus verschiedenen Körperregionen über das Blut in die Lunge und in die Atemluft [49, 

64]. Auf diese Weise reflektiert eine Atemluftanalyse den aktuellen physiologischen Zustand 

des Körpers. 

Darüber hinaus variieren die VOCs in der menschlichen Atemluft intra- und interindividuell 

sowohl quantitativ als auch qualitativ [65, 66]. Deshalb ist eine Standardisierung der Atem-

luft gesunder Menschen nicht möglich. Die Atemluft eines gesunden Menschen wird durch 

diverse äußere Faktoren wie Ernährungsgewohnheiten, Lebensstil sowie die Umgebung 

beeinflusst [15, 67]. Die Herausforderung ist, krankheitsspezifische VOCs von diesen er-

wähnten Quellen, die hier zu Störfaktoren werden, zu unterscheiden.  

1.3.1.2 Infektionserreger und in-vitro Untersuchungen 

Um die Komplexität zu reduzieren, kann das Konzept der Atemanalyse durch in-vitro Mes-

sungen von Kulturen unter kontrollierten Bedingungen ergänzt werden. Durch in-vitro 
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Untersuchungen werden zusätzliche Informationen zum Stoffwechsel der Bakterien sowie 

der infizierten Zelle bereitgestellt. [68] 

Aufgrund des eigenen Metabolismus sind Bakterien in der Lage, olfaktorische VOCs diver-

ser chemischer Klassen zu produzieren [69]. Diese VOCs werden als Endprodukte ver-

schiedener Stoffwechselwege im Zuge des primären oder sekundären Metabolismus unter 

verschiedenen physikalisch-chemischen Bedingungen freigesetzt [70, 71]. Durch die unter-

schiedlichen Stoffwechseleigenschaften generieren verschiedene Bakterienspezies einzig-

artige VOC Kombinationen, die als Biomarker zur Identifikation der Gattung und Art fungie-

ren könnten [72, 73]. Beispielsweise wurde im Headspace der P. aeruginosa-Kulturflaschen 

2’Aminoacetophenon als charakteristischer Marker für P. aeruginosa identifiziert, das auch 

in der Atemluft infizierter Mukoviszidose-Patienten auffindbar war [74].  

Anders als Bakterien und Menschen verfügen Viren über keinen eigenständigen Metabo-

lismus. Folglich ist der Nachweis von virusspezifischen VOCs nicht ohne weiteres möglich. 

Es ist bekannt, dass Viren den Wirtsmetabolismus für ihre Replikation in Anspruch nehmen. 

Viren können Stoffwechselwege u. a. Glykolyse, Fettsäuresynthese und Glutaminolyse mo-

difizieren, um Energie sowie Bausubstanzen (z. B. Nukleotide, Aminosäuren, Lipide) für die 

Bildung neuer Viren bereitzustellen [75]. Verschiedene Viren beeinflussen den Wirtsstoff-

wechsel unterschiedlich [76]. Virus-assoziierte VOCs könnten durch Wirt-Pathogen-Inter-

aktion im Headspace der Zellkulturen nachgewiesen werden.  

Neben Eingriffen in den Stoffwechsel induziert eine Virusinfektion eine Vielzahl von immu-

nologischen Abwehrmechanismen, die zu einer Ausschüttung von inflammatorischen Pro-

dukten (z. B. Zytokinen) sowie Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) führen kann 

[77, 78]. Im Gegensatz zur Zellkultur könnten durch immunologische Mechanismen ent-

standene VOCs in der menschlichen Atemluft nachgewiesen werden.  

1.3.2 Diagnostik durch VOC-Analyse 

Einige Tiere haben im Vergleich zu Menschen ein besser ausgeprägtes Riechvermögen. 

Hunde werden seit Jahrzehnten zum Aufspüren von illegalen Substanzen, Sprengstoffen 

sowie Menschen eingesetzt [79]. Der Einsatz von Tieren als diagnostisches Werkzeug für 

Krankheiten ist noch in Erforschung. Einige Studien belegen, dass Hunde in der Lage sind, 

verschiedene Tumore in Körperproben riechen zu können [80–82]. Afrikanische Riesen-

hamsterratten durch Riechen von Sputum-Proben Tuberkulosepatienten von Nichterkrank-

ten unterscheiden [83, 84]. Obwohl Tiere gegenüber aktuellen mikrobiologischen 
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Standardverfahren in Bezug auf die Geschwindigkeit überlegen sind [42], sind diese für 

eine flächendeckende Anwendung zu kostenintensiv und im klinischen Alltag nicht praxis-

tauglich [79].  

Es bieten sich technische Ansätze zur Unterscheidung von Krankheiten und Infektionser-

regern auf Grundlage von VOCs an. Den technischen Grundstein der modernen, medizi-

nisch-diagnostischen VOC-Analytik legte hier die Arbeit vom Nobelpreisträger Linus Pau-

ling und seinen Kollegen im 1971 [85]. In dieser Untersuchung wurden über 250 verschie-

dene Substanzen in der Atemluft und im Urin mittels eines Gaschromatographen quantitativ 

bestimmt [85]. Seitdem nimmt die Anzahl der Studien sowie technischen Entwicklungen auf 

dem Gebiet der diagnostischen VOC-Analytik rapide zu [59]. 

In Bezug auf die Analyse und Probennahme von VOCs aus Körperproben wurden vielfältige 

Technologien entwickelt und deren Anwendung beforscht. Aber keine davon hat sich auf-

grund fehlender Standardisierung für die Routineanwendung in der klinischen Praxis durch-

gesetzt [67]. Herausfordernd sind die niedrige Konzentration an VOCs in komplexen Kör-

perproben und die hohe Feuchtigkeit der Atemluft, die sowohl sensitive Analyseverfahren 

als auch geeignete Probennahmesysteme voraussetzt [60, 67, 86]. 

1.3.2.1 Probennahme 

Die Probennahme ist ein Schlüsselpunkt in der VOC-Analyse, da diese die Analyseergeb-

nisse beeinflusst. Welche Probennahme-Methode in Betracht gezogen werden soll, hängt 

von der Anwendung und der Probenmatrix ab.  

Die VOC-Zusammensetzung in der Atemluft wird von der Art der Probennahme und der 

Atemtiefe beeinflusst. Während der normalen Atmung treten durchschnittlich 150 ml Atem-

luft aus den oberen Atemwegen (Nase, Rachen und Luftröhre) aus [67, 87]. Die restliche 

Atemluft kommt vorwiegend aus dem Alveolarraum [61, 67], die durch tiefe Ausatmung er-

reicht werden kann [87]. Hierdurch werden die metabolischen VOCs aus dem Körper ge-

wonnen, die über das Blut in die Lunge transportiert werden [61, 67]. Darüber hinaus kann 

die Atemluft abhängig von der Fragestellung über Mund oder Nase gesammelt werden. Bei 

Infektionen des Nasenrachenraums z. B. Influenza dürfte die Nasenluft besser geeignet 

sein, während bei Lungenkrebs die Probennahme über die tiefe Ausatmung geeigneter 

scheint. 

Die VOCs in Atemluftproben können entweder direkt in einem Schritt oder indirekt (offline) 

entnommen und analysiert werden [48, 88]. Direkt werden VOCs während der Ausatmung 
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über ein Einweg-Mundstück oder -Nasenadapter in das Analysegerät eingesaugt [48]. Zur 

Kontrolle des Atemvolumens kann ein Spirometer dazwischengeschaltet werden [48]. Indi-

rekt werden VOCs zunächst in einem Behälter (z. B. Tedlar-Beutel, Edelstahlkanister) ge-

sammelt und/oder mit Hilfe von Adsorptionsmaterialien (z. B. Festphasenmikroextraktion 

(SPME), Tenax-Röhrchen) aufkonzentriert und im zweiten Schritt im Labor offline analysiert 

[88, 89]. Im Gegensatz zur direkten Analyse, sind die offline Probennahme-Methoden mit 

vielen Nachteilen verbunden, die vom Verlust von VOCs bis hin zu einer zeitaufwendigen 

Durchführung in Anreicherung sowie Freisetzung von VOCs reichen [67, 88, 90, 91]. Dafür 

erreichen die Anreicherungsmethoden durch die Aufkonzentrierung noch eine niedrigere 

Nachweisgrenze [88, 92]. 

Als Probenmatrix setzen die Technologien in der VOC-Analyse gasförmige Proben voraus. 

Neben der Atemluft liegen die VOCs von Interesse in biologischen Proben entweder in der 

flüssigen oder festen Phase vor. Zu der meistverbreiteten Methode zur Überführung von 

flüssigen oder festen Substanzen in volatile Analyten zählt die Headspace-Technik [54, 93–

95]. Hierbei wird eine Probe in ein Gefäß transferiert und anschließend verschlossen [96]. 

Im geschlossenen System reichern sich die VOCs durch Gleichgewichtsbildung im Head-

space über der Probe an [96]. Die im Headspace befindlichen VOCs stehen für die direkte 

oder indirekte (SPME) Analyse zur Verfügung.  

1.3.2.2 Analyse 

Zur Detektion von VOCs stehen verschiedene technische Verfahren zur Verfügung. Diese 

erstrecken sich von verschiedenen Massenspektrometern über chromatographische Me-

thoden bis hin zu chemischen Sensoren [48, 61]. VOCs in einer Probe können als Ein-

zelsubstanzen und/oder in der Gesamtheit als Fingerabdruck ohne individuelle Substanzi-

dentifizierung detektiert werden [62].  

Als Standardverfahren in der VOC-Forschung gilt die Gaschromatographie-Massenspekt-

rometrie (GC-MS). GC-MS ermöglicht eine Identifikation der individuellen VOC-Substanzen 

in einer komplexen Probe auf der Basis des Masse-zu-Ladungs-Verhältnisses nach der 

Elution durch die Gaschromatographiesäule (GC-Säule) [62]. Vorteilhaft ist die chemische 

Charakterisierung unbekannter Substanzen mit Hilfe der gut definierten Referenzdaten-

bank z. B. National Institute of Standards and Technology (NIST) [97, 98]. Andererseits ist 

das Verfahren im Analyseprozess kostspielig und laboraufwendig sowie Expertise des Per-

sonals voraussetzend [62, 64, 99]. Ein weiterer Nachteil ist die Größe der Geräte bedingt 

durch das Hochvakuum, weshalb GC-MS für eine Point-of-Care-Anwendung weniger 
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geeignet ist [64, 100]. Zudem erfordert die GC-MS-Analyse eine vorherige Probenvorberei-

tung [89].  

Transportfreundlicher ist die Elektronische Nase, die das Riechen technisch imitiert. Die 

Elektronische Nase besteht aus einer Reihe von chemischen Sensoren, die mit VOCs ab-

hängig von deren Sensoraffinität in Kontakt treten und als Resultat ein Muster von Sensor-

Reaktionen als VOC-Fingerabdruck auslöst [62, 101, 102]. Das resultierende Muster wird 

im Anschluss mit Hilfe von Mustererkennungs-Algorithmen durch Vergleich mit bekannten 

VOC-Mustern identifiziert [62, 101, 102]. Elektronische Nasen liefern schnelle Ergebnisse, 

sind aber nicht in der Lage einzelne volatile Substanzen zu identifizieren [62, 67].  

Die Ionenmobilitätsspektrometrie (IMS) ist eine aufkommende Alternative zu Massenspek-

trometrie. IMS ähnelt einer Massenspektrometrie ohne Vakuum, bei der die volatilen Be-

standteile basierend auf deren Ionenmobilitäten in einem elektrischen Feld bei Normaldruck 

nachgewiesen werden [103, 104]. Es gibt verschiedene IMS-Varianten u. a. die klassische 

Driftröhren-IMS (DT-IMS), Differentielle IMS (DMS) und Feldasymmetrische IMS (FAIMS), 

die unterschiedliche Trennungs- und Detektionsprinzipien verwenden [104]. Aufgrund ihrer 

kompakten Größe und einfachen Bedienung ermöglicht die IMS eine schnelle, kostengüns-

tige und räumlich flexible Vor-Ort-Detektion [61, 64, 103]. Bei einer niedrigen Nachweis-

grenze bis in den ppt-Bereich ist die IMS bereits in der Routine zur Detektion von Spreng-

stoffen, chemischen Kampfstoffen und Drogen im Sicherheitsbereich von Flughäfen imple-

mentiert [103]. Für die biologische Applikation wird die IMS in der Regel mit einer kapillaren 

GC-Säule oder Multikapillarsäule (MCC) für eine bessere Auftrennung der komplexen Gas-

gemische kombiniert [105, 106]. Eine chemische Charakterisierung unbekannter Analyten 

ist mit der IMS möglich, wenn Referenzmessungen verfügbar sind [107]. IMS ist für einen 

Routineeinsatz im Bereich der Atemluftanalyse vielversprechend und wird als Analyseme-

thode in dieser Arbeit untersucht.  

1.3.3 Stand der Infektionsforschung mit der IMS und Forschungsbedarf 

Zur Detektion von infektionsbezogenen VOCs fokussierte sich der Großteil der bisher 

durchgeführten Studien auf die Verwendung der massenspektrometrischen Verfahren. Da-

gegen wurde bisher eine geringe Anzahl an Infektionsforschungen mit den IMS-Technolo-

gien publiziert.  

Diverse IMS-Technologien ermöglichen einen zeitlichen Vorteil im in-vitro Nachweis von 

Bakterien gegenüber den herkömmlichen Kulturverfahren. Nach drei bis 24 Stunden Kulti-

vierung lassen sich verschiedene pathogene Bakterienspezies auf Basis der Unterschiede 
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der VOCs im Headspace der Kulturen mit der MCC-IMS detektieren [108, 109]. Im Gegen-

satz zum langwierigen Kulturnachweis in bis zu acht Wochen [110] ermöglichte GC-DMS 

eine Identifikation langsam wachsender Mykobakterien bereits nach einer Woche der Kul-

tivierung [111].  

Bei der Implementation von IMS zur Detektion von Bakterien ist zu berücksichtigen, dass 

sie als neu entwickelte in-vitro Diagnostikmethode den bisherigen Konkurrenzmethoden in 

der Mikrobiologie in Hinblick auf diagnostische Sensitivität und Spezifizität, Personalauf-

wand, Kosten oder aber Zeitvorteil überlegen sein muss [112]. Daneben spielen die metho-

dologischen Faktoren (z. B. Nährmedien, Inokulationsdichte), die eine Änderung der VOC-

Zusammensetzung bewirken, eine Rolle in der Entwicklung einer standardisierten Methode 

[113]. 

Durch den aktuell zu breiten Antibiotikaeinsatz entstehen neue multiresistente Erreger, die 

aufgrund der begrenzten Verfügbarkeit an Antibiotika ein globales, therapeutisches Prob-

lem darstellen [114]. Die zeitnahe Resistenzbestimmung von Bakterien nimmt deshalb ei-

nen hohen Stellenwert in der Entwicklung neuer Testverfahren ein [115]. Bislang wurde 

noch keine Arbeit publiziert, die untersucht hat, ob sich die multiresistenten Erreger unter-

einander sowie von nicht-resistenten Bakterien hinsichtlich der VOC-Muster mit der IMS 

unterscheiden lassen.  

In der Praxis liegen klinische Proben selten in Form von Einzelkulturen vor, vielmehr handelt 

es sich meist um Mischkulturen. Häufig sind neben den pathologischen Erregern auch Bak-

terien des Mikrobioms präsent. Eine Studie analysierte VOCs im Headspace von Mischkul-

turen mittels sekundärer Elektronensprayionisation Massenspektrometrie (SESI-MS) [72], 

für IMS gibt es derzeit hierzu keine Untersuchung. 

Auf der in-vivo Ebene hat die IMS-Technologie bereits ihr Potenzial als nichtinvasive Point-

of-Care-Methode aufgezeigt. Volatile Bestandteile von Mykobakterien lassen sich sowohl 

in der Atemluft als auch im Headspace der Stuhlproben infizierter Ziegen mit DMS nach-

weisen [116]. Infizierte und nicht-infizierte Ziegen ließen sich besser in der Atemluft als in 

den Stuhlproben voneinander unterscheiden. Übertragen auf den Menschen ermöglicht die 

FAIMS einen Nachweis von Tuberkuloseerregern in der Atemluft von Patienten mit einer 

Sensitivität und Spezifizität von über 80% [52].  

In den letzten Jahrzehnten wurde vermehrt über eine Verbreitung von Viren im Flugverkehr 

berichtet. Derzeit existieren vereinzelte Studien, die VOCs in Zusammenhang mit Virusin-

fektionen untersucht haben [93, 117–119]. Bei Influenzaviren konnten Subtypen basierend 
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auf den volatilen Bestandteilen im Headspace von Zellkulturen mittels GC-MS unterschie-

den werden [93]. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass nach einer Impfung mit ab-

geschwächtem Influenza-Lebendimpfstoff eine Veränderung der volatilen Bestandteile in 

der Atemluft der Probanden mit GC-MS feststellbar ist [120]. Es war zu Beginn der Arbeit 

unbekannt, ob auch die IMS-Technologie Virusinfektionen im Headspace von Zellkulturen 

und in der Atemluft nachweisen kann.  

1.4 Zielstellung und Aufbau der Arbeit 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, eine IMS-basierte Methode zum schnellen Nachweis 

von bakteriellen und viralen Infektionserregern unter Verwendung von VOC-Mustern als 

Biomarker zu entwickeln. Diese Methode soll für eine Vor-Ort-Analyse am Flughafen und 

für eine Identifikation von Infektionserregern in der klinischen Umgebung durchführbar sein. 

Aufgrund der Vorteile der Probennahme wird Atemluft als nichtinvasive Probe für eine Vor-

Ort-Analyse untersucht.  

Die IMS-Methode wurde in dieser Arbeit an verschiedenen diagnostischen Szenarien eva-

luiert. Die Dissertation beginnt mit der Untersuchung von Bakterienkulturen gefolgt von Vi-

ruszellkulturen und menschlicher Atemluft. Die Untersuchungen wurden mit der IMS gekop-

pelt mit einer Multikapillarsäule (MCC-IMS) durchgeführt.  

In dieser Arbeit ist die Machbarkeitsstudie in drei Teile gegliedert: 

Teil 1: In-vitro Untersuchung der Bakterienkulturen 

Aufgrund des eigenen Metabolismus der Bakterien galt die Untersuchung der Bakterienkul-

turen mit der MCC-IMS als erster Ansatz, ob sich verschiedene nicht-resistente Bakterien-

spezies untereinander sowie von resistenten Stämmen anhand volatiler Metabolite inner-

halb von zwei Stunden differenzieren lassen. In Vorversuchen wurden die Inkubationsdauer 

und Nährmedien, die einen Einfluss auf VOC-Muster ausüben, untersucht und festgelegt. 

Die methodologischen Einflüsse (Bakterienkonzentration, Mischkultur und verschiedene 

Stämme einer Spezies) wurden parallel analysiert.  

Teil 2: In-vitro Untersuchung der Virus-infizierten Zellkulturen 

Durch den Flugverkehr wurden bisher meist Virusinfektionen verbreitet. Deshalb war die 

Grundfragestellung, ob es möglich ist, mit der MCC-IMS eine Änderung der VOC-Muster 

der Wirtszellen im Vergleich zu Virus-infizierten Zellen zu erfassen. Die VOC-Veränderun-

gen wurden im Rahmen des Infektionszeitverlaufs in Kombination mit mikroskopischer 
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Untersuchung der Zellen evaluiert. 

Teil 3: In-vivo Untersuchung der menschlichen Atemluft auf virale Infektionen 

Der intakte Organismus des Menschen reagiert mittels seines Immunsystems auf die Vi-

rusinfektion. VOCs dieser Immunreaktion lassen sich in Zellkulturen nicht erfassen. Es stellt 

sich deshalb die Frage, inwiefern sich VOCs in der Atemluft zwischen infizierten und nicht-

infizierten Menschen unterscheiden. Hierzu diente eine Untersuchung der Atemluft mit der 

MCC-IMS. Es wurden die Unterschiede der VOC-Profile bei Influenza- und SARS-CoV-2-

Infektion mit der MCC-IMS in der Atemluft untersucht.  
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2 Theoretische Grundlagen 

2.1 Ionenmobilitätsspektrometrie 

2.1.1 Aufbau und Prinzip eines Ionenmobilitätsspektrometers 

Die Ionenmobilitätsspektrometrie ist ein Verfahren zur Analyse von gasförmigen Proben 

und basiert auf der Trennung und Detektion der erzeugten Ionen anhand deren Mobilitäten 

im elektrischen Feld bei Umgebungsdruck.  

Der Aufbau und das grundlegende Funktionsprinzip eines Ionenmobilitätsspektrometers ist 

im englischsprachigen Standardwerk von Eiceman und Karpas [121] sowie in der Arbeit 

von Stach und Baumbach [122] detailliert beschrieben.  

Abbildung 1 veranschaulicht den grundlegenden Aufbau eines IMS-Systems bestehend 

aus drei Hauptkomponenten: Reaktionsraum, Driftstrecke und Faraday-Detektor.  

 

Abbildung 1 Schematischer Aufbau eines Ionenmobilitätsspektrometers 

 

Die gasförmige Probe wird über ein Probeneinlasssystem in den Reaktionsraum des IMS-

Systems geleitet. Im Reaktionsraum findet die Ionisierung der in der Probe enthaltenen 

Analyten durch eine Ionenquelle statt. Die dadurch erzeugten Ionen gelangen durch ein 

periodisch öffnendes Einlassgitter kontrolliert in die Driftstrecke, die die zentrale Einheit des 

IMS bildet. 

Die Driftstrecke besteht aus einer Röhre aufbauend aus einem Wechsel von Metall- und 

Isolatorringen, die ein homogenes elektrisches Feld erzeugt. Im elektrischen Feld bewegen 

sich die Ionen entgegen der Strömungsrichtung eines Driftgases entlang der Feldlinien zum 
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Driftgasmolekülen abgebremst und erreichen je nach Länge der Driftstrecke aufgrund ihrer 

Struktur und Masse charakteristische Driftgeschwindigkeiten (Ionenmobilität). Dadurch 

werden die Ionen vor dem Erreichen des Detektors voneinander getrennt.  

Vor dem Faraday-Detektor ist ein Aperturgitter vorgeschaltet, das als kapazitiver Entkoppler 

zwischen herannahenden Ionen und dem Detektor fungiert. Beim Auftreffen auf den Detek-

tor erzeugen die Ionen ein elektrisches Signal, das im Anschluss verstärkt und digitalisiert 

wird. Dadurch ergibt sich ein Ionenmobilitätsspektrum, in dem die Signalintensität [V] als 

Funktion der Driftzeit in Millisekunden [ms] dargestellt ist. Die Driftzeit ist die Zeit, die die 

Ionen für die Wegstrecke vom Einlassgitter zum Detektor benötigen. 

2.1.2 Ionenmobilität 

Die Ionenmobilität (K) ist gemäß der Gleichung 1 als Quotient aus Driftgeschwindigkeit (vd) 

und elektrischer Feldstärke (E) physikalisch beschrieben: 

(1) K =  
vd

𝐸
 

Die Mobilität der Ionen wird durch die Eigenschaften des Ions sowie die ständige Interaktion 

mit den Driftgasmolekülen beeinflusst. Demzufolge unterliegt diese den gaskinetischen Ge-

setzen. Abgeleitet kann die Ionenmobilität nach der postulierten Gleichung (2) von Rever-

comb und Mason [123] berechnet werden:  

(2) K =  
3

16
 ∙  

q

N
 ∙ ( 

m + M

m ∙ M
 )

1

2  ∙ ( 
2π

 kB ∙ T𝑒𝑓𝑓
 )

1

2  ∙ (
1 + α

ΩD(T𝑒𝑓𝑓)
)  

Die Ionenmobilität hängt von folgenden Parametern ab: der Ladungszahl des Ions (q), der 

Teilchendichte des Driftgases (N), der Ionenmasse (m), der Masse der Driftgasmoleküle 

(M), der Boltzmann-Konstante (kB), der effektiven Temperatur des Ions (Teff) und des tem-

peraturabhängigen Stoßquerschnitts zwischen Ion und Driftgasmolekül (ΩD (Teff)). Bei 𝛼 

handelt es sich um einen Korrekturfaktor, der für m > M kleiner als 0,02 ist [123]. 

2.1.3 Ionisationsprinzip 

Die Analyten können bei IMS auf verschiedene Arten ionisiert werden. Die meistange-

wandte Methode ist die Ionisation mit Beta-Strahlern (Nickel-Isotop (63Ni) oder Tritium (3H)) 

[104, 124]. Daneben können nicht-radioaktive Strahlungsquellen wie Laser-, Koronaentla-

dung- und Photoionisation mit Ultra-Violett (UV)-Licht zum Einsatz kommen [125–127]. Die 
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letzte genannte ist als nicht-radioaktive Ionisationsmethode weit verbreitet. Allerdings wer-

den weniger Moleküle mit UV ionisiert als mit dem Beta-Strahler [104].  

In dieser Arbeit wurde ein IMS-Gerät mit Tritium-Strahlungsquelle verwendet. Deshalb wird 

auf das Prinzip der radioaktiven Ionisation näher eingegangen. Mit diesem Ionisationsver-

fahren können sowohl positive als auch negative Ionen gebildet werden. Die Reaktionen 

der Ionenbildung ist an anderer Stelle [121, 122] ausführlich beschrieben.  

Im ersten Schritt werden die Hauptbestandteile der Luft (Driftgas) durch vom Beta-Strahler 

emittierte Elektronen (β -) ionisiert. Dies löst eine Reaktionskaskade unter Bildung von stabi-

len Reaktantionen (R+/-) als Produkt aus (vereinfacht dargestellt in Gleichung 3). Als Reak-

tantionen entstehen protonierte Wassercluster (H+(H2O)n) im positiven Ionenmodus und im 

negativen Modus die Ionen des Typs O2
-(H2O)n. Die Anzahl (n) der Wassermoleküle im 

Cluster hängt von der Temperatur und der Feuchte des Driftgases ab. 

(3) β- + Driftgas →  R+/-  

Sobald die Analyten im Reaktionsraum sind, erfolgt im zweiten Schritt eine Ladungsüber-

tragung von Reaktantionen (R+/-) auf neutrale Analyt-Moleküle (M). Als Resultat ergeben 

sich positive oder negative Produkt-Ionen als Monomere (M+/-) wie folgt in Gleichung 4 dar-

gestellt: 

(4) M + R+/- 
→ M+/- + R 

Diese Reaktion der Produkt-Ionenbildung tritt nur ein, wenn die Analyt-Moleküle eine hö-

here Protonen- bzw. Elektronenaffinität als die Reaktantionen aufweisen. Mit steigender 

Analytkonzentration können die Monomer-Produkt-Ionen mit weiteren neutralen Analyt-Mo-

lekülen reagieren. Dadurch werden protonengebundene Dimere entsprechend nachfolgen-

der Reaktion in Gleichung 5 gebildet: 

(5) M+/- + M → M2
+/- 

Die Dimere können sich wiederum an weitere neutrale Analyt-Moleküle heften, wodurch 

Trimer-Produkt-Ionen (M3
+/-) hervorgehen. Dieser Effekt ist im Regelfall unter Umgebungs- 

oder Laborbedingungen nicht zu beobachten [128].  

Die Differenzierung der Spektren kann durch das Auftreten von mehreren Substanzen als 

Monomer, Dimer und/oder Trimer im Gasgemisch erschwert werden [129].  

Erfolgt die Ionisierung durch radioaktive Strahler, treten im IMS-Spektrum die Reaktantio-

nen als Hauptpeak, dem sogenannten Reaktionsionenpeak (RIP), auf. Der RIP kann als 
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Reservoir der Ionen betrachtet werden. Die Höhe des RIP wird durch das Auftreten weiterer 

Produkt-Ionen-Peaks durch Entladung der Reaktantionen entsprechend Gleichung 4 im 

Spektrum verringert. [130] 

2.1.4 Kopplung mit Gaschromatographie zur Vortrennung 

Biologische Proben, wie Atemluft oder Headspace von Bakterienkulturen, bestehen aus 

einer Zusammensetzung unterschiedlicher gasförmigen Analyte. Diese Analyten können 

ähnliche oder gleiche Driftzeiten aufweisen. Deshalb ist die IMS für eine Analyse derartiger 

Gasgemische allein nicht ausreichend [105, 106]. Infolgedessen werden die meisten Ionen-

mobilitätsspektrometer mit einer Gaschromatographiesäule (GC-IMS) gekoppelt [105, 106]. 

Die vorgeschaltete GC-Säule dient zur Vortrennung von Analyten. Folglich wird die Auflö-

sung der IMS verbessert und eine bessere Trennung von Analyten in einem Gemisch er-

reicht.  

In der GC-Säule wird die Probe abhängig von der Verteilung in der mobilen (Trägergas) 

und stationären Phase (Flüssigkeitsfilm- / Trägermaterial in der Säule) aufgetrennt [131]. 

Dies passiert, indem die unterschiedlichen chemischen Analyten je nach Dampfdruck 

und/oder Grad der Wechselwirkungen mit der stationären Phase unterschiedlich lang in der 

Säule verweilen [131]. Diese Verweildauer entspricht der Retentionszeit in Sekunden [s]. 

Im Anschluss gelangen die vorgetrennten Substanzen nach der Retentionszeit in die IMS-

Messzelle zur Ionisierung, Trennung und Detektion nach dem IMS-Prinzip.  

Parallel wird das Problem mit der Feuchtigkeit z. B. in der Atemluft beseitigt, die sich durch 

Clusterbildung der Wassermoleküle mit Analytionen auf die IMS-Analyse negativ auswirkt 

[106]. Durch die Vortrennung mit der GC-Säule gelangen die Wasser- und Analytmoleküle 

getrennt in den Ionisationsraum. Diese vollständige Auftrennung ist bis zu 100% Feuchtig-

keit gewährleistet [132].  

2.1.4.1 Gaschromatographiesäule 

Heutzutage werden die IMS-Geräte entweder mit einer konventionellen kapillaren Säule 

(z. B. von Restek Corporation, Bellefonte, PA, USA) oder mit einer Multikapillarsäule (z. B. 

MCC OV-5, Multichrom. Ltd., Novosibirsk, Russland) ausgestattet [106, 107, 133]. Die we-

sentlichen Unterschiede zwischen den beiden Typen sind der Tabelle 1 aufgelistet.  
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Tabelle 1 Hauptunterschiede zwischen kapillarer Säule und Multikapillarsäule (MCC) für GC-
IMS [106, 107, 133] 

 Kapillare Säule MCC 

Anzahl der Kapillaren 1 1000 im Bündel 

Länge der Säule 10 – 30 m 20 cm 

Kapillardurchmesser 0,28 – 0,53 mm Einzelkapillare: 40 µm 

Gesamt: 3 mm 

Filmdicke 1 - 2 µm 0,2 µm 

 

Neben der stationären Phase, der Filmdicke und der inneren Säulendurchmesser ist die 

Länge der Säule entscheidend für die chromatographischen Trennung. Je länger die Säule, 

desto länger ist die Retentionszeit und umso größer ist die Trennungsauflösung [134].  

Ein großer Vorteil der MCC ist der Betrieb mit hohen Flussraten von 5 bis über 300 ml/min 

bedingt durch den größeren Gesamt-Säulenquerschnitt [135]. Dies entspricht der im IMS 

verwendeten Trägergasflussrate und erleichtert die Kopplung [136]. Mittels MCC kann die 

Analyse auf wenige Minuten bis zu wenigen Sekunden beschleunigt werden [137]. Auf der 

anderen Seite ist die Trennungsleistung der MCC schlechter als die der konventionellen 

kapillaren Säule [136].  

2.1.4.1 Struktur der GC-IMS-Daten 

Das Resultat einer Probenanalyse mit GC-IMS ist ein Spektrum mit den Parametern Re-

tentionszeit [s], Driftzeit [ms] und Signalintensität [V] (siehe Abbildung 2) [138]. In diesem 

Spektrum sind die Signalintensitäten der Analyten-Peaks in Abhängigkeit der Retentions-

zeit auf der y-Achse und der Driftzeit auf der x-Achse als Heatmap farbig aufgetragen. Hier 

sind die Peaks nicht mehr als Gaußform, sondern in kreis- oder ovalförmigen Flächen dar-

gestellt [138].  

Neben den Analytenpeaks tritt ein weiterer Peak als Bande auf. Bei dieser Bande handelt 

sich um den RIP, der durch Ionisierung des Driftgases zustande kommt und bei radioaktiven 

Ionenquellen unabhängig von der Retentionszeit immer auftritt.  
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Abbildung 2 Schematische Darstellung eines GC-IMS-Spektrums. Modifiziert nach [139] 

 

2.2 Datenanalyse von GC-IMS-Daten  

Mit GC-IMS können Veränderungen biologischer Proben durch Anwesenheit, Abwesenheit 

oder Konzentrationsänderung der VOCs, oder durch Vergleich von IMS-Chromatogram-

men als VOC-Muster nachgewiesen. Um diesen Nachweis zu ermöglichen, ist eine um-

fangreiche bioinformatische Datenanalyse notwendig.  

2.2.1 Targeted vs. Non-Targeted Datenanalyse 

Die Analyse der Daten kann auf zwei Arten vorgenommen werden: zielgerichtet (targeted) 

und nicht-zielgerichtet (non-targeted).  

Das Prinzip der zielgerichteten Analyse ist, ausgewählte Analyte (Zielanalyte) in einer 

Probe zu identifizieren und zu quantifizieren [140, 141]. Dabei werden die anderen in der 

Probe vorhandenen Analyte nicht berücksichtigt. Dagegen wird im Rahmen der nicht-ziel-

gerichteten Analyse eine umfangreiche Analyse aller vorhandenen Analyte in einer Probe 

durchgeführt, um neue vermeintliche Biomarker zu charakterisieren [140, 141]. Hierbei wer-

den die IMS-Chromatogramme als charakteristische Fingerabdrücke (VOC-Muster) der 

analysierten Proben verwendet. Die nicht-zielgerichteten Methode werden häufig für die 

VOC-Analyse von biologischen Proben angewendet.  
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2.2.2 Datenvorverarbeitung und Peakselektion 

Messungen mit der GC-IMS erzeugen eine hohe Menge an Daten. Diese können sowohl 

relevante als auch irrelevante Informationen enthalten. Es ist eine differenzierte Datenana-

lysestrategie notwendig, um die relevanten Informationen zu extrahieren. Deshalb besteht 

die Datenanalyse der IMS-Daten aus drei grundlegenden Schritten: Datenvorverarbeitung, 

Peakselektion und statistische Analyse. Der Ablauf einer Datenanalyse ist in der Abbildung 

3 illustriert.  

 

Abbildung 3 Schritte der Datenanalyse von IMS-Chromatogrammen 

 

Die Datenvorverarbeitung der Rohdaten umfasst verschiedene Teilschritte wie Basislinien-

korrektur, Glättung und Angleichung verschiedener Probendaten. Hierdurch werden die 

Spektren für die Vergleichbarkeit verbessert und unerwünschte Signale reduziert.  

Im nächsten Schritt erfolgt eine Extraktion der Peaks aus den vorverarbeiteten Spektren. 

Peaks sind im IMS-Chromatogramm durch ihre Lage (Retentionszeit und Driftzeit) und der 

Signalintensität (siehe Kapitel 2.1.4.1) definiert. Diese Parameter geben eine Auskunft über 

einen bestimmten Substanzbestandteil und dessen Konzentration.  

Das Aufspüren von Peaks kann manuell oder automatisiert mit Hilfe einer Software erfol-

gen. Als Goldstandard gilt das visuelle Finden von Peaks in 2D-Spektren wie Heatmaps 

[142]. Dieser Prozess wird für jede einzelne Messung durchgeführt. Die visuelle Methode 

ist aufgrund des hohen Zeitaufwands für einen hohen Durchsatz nicht realisierbar [142]. 

Die resultierenden Ergebnisse sind subjektiv und kaum reproduzierbar [142]. Im Laufe der 

Zeit wurden verschiedene computergestützte Verfahren für die automatisierte Detektion 

von Peaks in IMS-Chromatogrammen, teilweise integriert in die Datenvorverarbeitung, ent-

wickelt [143, 144]. Wesentliche Unterschiede sind die verwendeten mathematischen Algo-

rithmen zur Erkennung von Peaks. Dazu zählen z. B. Clustering-Algorithmen, 
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Wasserscheidenstransformation (WST) und statistische Peak-Modellschätzung (PME) 

[143, 145–147]. Die automatisierten Ansätze sind vor allem durch schnelle Verarbeitung 

hoher Datenmengen vorteilhaft. Dagegen zeichnet sich der manuelle Ansatz durch hohe 

Flexibilität aus.  

Das Resultat der Datenvorbereitung mit Peakextraktion ist eine Matrix, in der die Peaks 

(Spalten) mit ihren Signalintensitäten in Abhängigkeit der Beobachtungen / Messungen 

(Zeilen) aufgelistet sind. Peaks mit ihren Koordinaten im IMS-Chromatogramm sind in den 

Spaltenüberschriften hinterlegt. Die erzeugte Matrix dient als Datensatz für die weitere sta-

tistische Untersuchungen. [138, 142] 

2.2.3 Statistische Analyse 

2.2.3.1 VOCs als Biomarker 

Das Ziel der statistischen Untersuchungen ist, diskriminatorische VOC-Biomarker zur Un-

terscheidung von Gruppen zu identifizieren. Biomarker sind in der Biomedizin messbare 

Indikationsparameter, die Hinweise auf eine Krankheit bzw. Veränderung der biologischen 

Prozesse liefern [148]. In der VOC-Analyse handelt es sich bei Biomarkern um gasförmige 

Metabolite.  

Das Wunschbestreben ist, einen einzelnen charakteristischen VOC-Biomarker für einen bi-

ologischen Zustand, z. B. eine Erkrankung, zu finden, was aufgrund der Stoffwechselkom-

plexität in der Realität unwahrscheinlich ist. Bei Stoffwechselveränderungen werden nicht 

nur neue Metabolite geschaffen, sondern auch eine Fülle von Metaboliten gleichzeitig in 

der Konzentration verändert [149]. Daher ist es sinnvoller einen Satz von VOCs mit Kon-

zentrationsveränderungen (VOC-Muster) zu betrachten, anstatt einzelne spezifische VOCs 

zu suchen. 

Zur Identifizierung von signifikanten VOC-Biomarkern können univariate und multivariate 

statistische Methoden angewendet werden. Der Fokus der univariaten Ansätze liegt auf 

Analyse einzelner Variablen (jeweils ein Biomarker). Dagegen analysieren die multivariaten 

Ansätze mehrere Variablen (mehrere Biomarker) gleichzeitig. [138] 

Zu den univariaten statistischen Methoden zählen z. B. Hypothesentests wie Mann-Whitney 

U-Test oder t-Test. Hierbei dient der resultierende p-Wert als Kriterium, um die Hypothese 

anzunehmen oder zu verwerfen. Dennoch liefert dieser Wert keine Information über die 

Unterschiede. Demzufolge ist die Nutzung des p-Werts als Qualitätsmerkmal zum 



Theoretische Grundlagen 

22 

Aufzeigen von signifikanten Befunden in der biomedizinischen Forschung eingeschränkt 

[150]. Außerdem kann durch das Testen von mehreren Biomarkern statt einem Biomarker 

auf derselben alpha-Ebene ein „Mehrfachtestproblem“ entstehen [151]. Dies führt zu einer 

höheren Wahrscheinlichkeit unter den Tests mindestens ein rein zufällig falsch positives 

Ergebnis zu finden.  

Unter diesem Gesichtspunkt sind die multivariaten Methoden für die Analyse verschiedener 

Biomarker bzw. VOC-Muster besser geeignet. Gegenüber univariaten Methoden werden 

damit die Beziehungen zwischen Variablen und das gesamte Muster gleichzeitig betrachtet. 

Hingegen können signifikante Variablen übersehen bzw. maskiert werden. Deshalb ist eine 

Kombination aus univariaten und multivariaten Methoden zum Finden von potentiellen 

VOC-Markern erstrebenswert [152]. 

2.2.3.2 Multivariate Analyse 

Das Gebiet der multivariaten Statistik lässt sich in unüberwachte und überwachte Ansätze 

einteilen. Die multivariate Analyse beginnt häufig mit dem ersten Ansatz, um Strukturen in 

den Daten ohne a priori Annahmen aufzuschlüsseln und damit einen Überblick über die 

Daten zu gewinnen [138]. Zu den am weitesten verbreiteten unüberwachten Analyseme-

thoden zählt die Hauptkomponentenanalyse (engl. Principal component analysis (PCA)) 

[138]. Das Ziel bei dieser Methode besteht darin, eine große Anzahl von Variablen mit mög-

lichst wenig Informationsverlust auf nur wenige Hauptkomponenten durch Linearkombina-

tionen mathematisch zu reduzieren und damit die Varianz der Daten in Abhängigkeit der 

Hauptkomponenten zu visualisieren [153]. Eine andere bekannte unüberwachte Methode 

ist die Clusteranalyse. Hierbei werden die Daten aufgrund ihrer Ähnlichkeit in Gruppen 

(Cluster) zusammengefasst [154]. Die Ähnlichkeit wird durch den Distanzabstand von Ob-

jekten bzw. Variablen im Datensatz bestimmt. Die unüberwachten Methoden eignen sich 

primär für die Datenvisualisierung [89]. 

In der Regel wird der unüberwachter Ansatz mit einer überwachten Analyse fortgesetzt. 

Diese nutzt a priori Wissen (z. B. Informationen zu Gruppen) für die Entwicklung eines Mo-

dells, um eine Gruppe basierend auf ausgewählten Variablen (VOCs) zu differenzieren und 

prognostizieren [155]. Methoden der überwachten Analyse zielen darauf ab, Beziehungen 

zwischen Eingangsvariablen (VOCs) und Zielvariablen (Gruppen) zu finden. Es existiert 

eine breite Palette an linearen und nicht-linearen Methoden. Die Lineare Diskriminanzana-

lyse (LDA) ist die meistangewandte lineare Methode für IMS-Daten [138]. LDA erstellt line-

are Funktionen auf der Grundlage der Variablen, um zwischen den untersuchten Gruppen 
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zu differenzieren [156]. Daneben werden Variablen aufgezeigt, die für die Diskriminierung 

verantwortlich sind. Um das Problem mit den multikollinearen Variablen zu umgehen, wird 

LDA oft mit der Regression der kleinsten Quadrate kombiniert (PLS-DA) [155]. Bei der PLS-

DA können verantwortliche Variablen für die Unterscheidung zwischen Gruppen parallel 

identifiziert werden. Außerdem können Metabolomik-Daten nicht-lineare Strukturen enthal-

ten, wofür die linearen Methoden weniger geeignet sind [89, 155]. Für die Untersuchung 

nicht-linearer Beziehungen können Kernel-Methoden (z. B. Support Vector Machine), 

künstliche neuronale Netzwerke (ANN) oder baumbasierte Modelle (z. B. Random forest) 

eingesetzt werden [155]. Diese Methoden setzen eine hohe Rechenleistung sowie eine 

komplexe Interpretation der Ergebnisse voraus [155]. Deshalb werden die nicht-linearen 

Methoden nur empfohlen, falls die linearen Methoden nicht ausreichend sind [155].  

2.2.3.3 Validierung 

Die Mehrheit der Studien im Bereich der VOC-Analyse generieren eine Fülle von Variablen, 

die häufig die Anzahl der gemessenen Proben übersteigen. Infolgedessen neigen die ent-

wickelten Modelle der überwachten Analyse zu einer Überanpassung der Daten [155, 157]. 

Um die Qualität und Robustheit der Ergebnisse zu erhöhen, ist hierzu eine Validierung un-

erlässlich. Im Zuge der Validierung wird die Eignung des entwickelten überwachten Models 

hinsichtlich der Fragestellung bewertet.  

Im Idealfall wird ein Datensatz in drei Teilsätze aufgeteilt: Trainings-, Validierungs- und 

Testsatz. Mit dem Trainingssatz werden Klassifikationsmodelle im Zuge der überwachten 

Analyse mit verschiedenen Parametern entwickelt. In der nächsten Phase wird die Qualität 

dieser Modelle mit dem Validierungssatz überprüft. Anschließend wird die Vorhersageleis-

tung des besten Modells mit dem unabhängigen Testsatz bewertet. [158] 

Da die erhobene Datenmenge der meisten klinischen VOC-Analysen zu klein ist, wird das 

Modell in der überwachten Analyse mit dem Trainingssatz aufgebaut und abschließend mit 

dem Testsatz verifiziert [155].  

Zu den gängigen Validierungsmethoden zählen unter anderem die Kreuzvalidierung (CV), 

Bootstrapping sowie Permutationstests [159]. Die Leistung der Validierung wird durch Feh-

lerquoten, z. B. Anzahl der Fehlklassifizierungen (Sensitivität und Spezifizität) bestimmt. 

Die Anzahl der Proben in einem Datensatz bestimmt die Wahl der Methode [138].  

Bei kleinen Stichproben wird üblicherweise die Leave-One-Out Variante der Kreuzvalidie-

rung (LOO-CV) eingesetzt [155]. Für ein besseres Verständnis wird zunächst das Prinzip 
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der klassischen Kreuzvalidierung (k-fache Kreuzvalidierung) erklärt. Hierbei wird der Aus-

gangsdatensatz in eine Anzahl 𝑘 von Teilmengen gleicher Größe zerlegt. Eine der Teilmen-

gen dient als Testsatz zum Validieren, während die restlichen Teilmengen (k − 1) zum Trai-

nieren des Modells genutzt werden [160]. Die Prozedur wird k-fach wiederholt, bis jede 

Teilmenge einmal als Testsatz verwendet wurde. Bei der LOO-CV entspricht 𝑘 jeder der 

einzelnen Beobachtungen in einem Datensatz [160]. Jede Beobachtung wird in einem ite-

rativen Prozess als Testsatz herangezogen. Die Gesamtfehlerquote errechnet sich aus 

dem Mittelwert der Einzelfehlerwerte bei jeder Iteration [155]. 
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3 Materialien und Methoden 

3.1 Materialien 

3.1.1 IMS-Versuche 

3.1.1.1 Geräte 

Geräte und Zubehör Hersteller 

Ionenmobilitätsspektrometer gekoppelt mit einer 
multikapillaren GC-Säule 

Sensortechnik und Elektronik Pockau (STEP) 

Multikapillare GC-Säule (im IMS), OV-5,  
20 cm 

Multichrom Ltd. 

Heizblock, Model: HB-2 Wealtec Corp. 

Aluminium-Block mit 8 Stellplätzen  
für 20 ml Headspace-Vials 

Anfertigung nach einer Skizze durch Rothe Feinme-
chanik 

3.1.1.2 Materialien 

Material Hersteller 

Rollrandflasche, N 20, 20 ml (Headspace-Vial) Macherey-Nagel 

Bördelverschluss mit 3 mm dickem Silikon/PTFE 
Septum, N 20  

Macherey-Nagel 

Silikon/PTFE Septum  
(ø: 17,5 mm, Dicke: 1,5 mm) 

Supelco 

PTFE-Schlauch  
(ø innen: 2 mm, ø außen: 3 mm) 

Carl Roth 

Luer-Schlauchverbinder Carl Roth 

Verschließzange für 20 mm Bördelkappen  Macherey-Nagel 

Öffnungszange für 20 mm Bördelkappen neoLab 

Einmalkanülen, G 21 x 1 1/2"", ø 0,80 x 40 mm B. Braun Melsungen 

Aktivkohlefilter (STEP Kreislauffilter) Sensortechnik und Elektronik Pockau GmbH 

3.1.2 Mikrobiologische und zellkulturtechnische Arbeiten 

3.1.2.1 Reagenzien und Medien 

Reagenzien / Medien Hersteller 

Destilliertes Wasser Im Hause hergestellt 

Glycerin, ≥98 % Ph.Eur. Carl Roth 

Brain Heart Infusion Broth (BHIB) Sigma-Aldrich  

Mueller Hinton Broth (MHB) Carl Roth  

Tryptic Soy Broth (TSB) Oxoid  

Agar, Agar-Agar Kobe I Carl Roth 

Penicillin-Streptomycin Sigma Aldrich 
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Trypsin-EDTA (10x) Biochrom 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit hohem Glukose-
gehalt (GlutaMAX™) 

Gibco 

Fetales Kälberserum Gibco 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS), pH 7,4 
Gibco 

Eigene Herstellung* 

*für Zellkulturvorversuche ohne Viren (Kapitel 3.4.1) 

Rezept für 10x PBS, pH = 7,4 (800 ml) 

80 g Natriumchlorid (NaCl, M = 58,44 g/mol) 
2 g Kaliumchlorid (KCl, M = 75,55 g/mol) 
14,4 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4, M = 141,96 g/mol)  
2,4 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4, M = 136,09 g/mol) 
Mit 800 ml destilliertem Wasser auffüllen und pH-Wert auf 7,4 einstellen 
 

3.1.2.2 Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

Präzisionstücher, fusselfrei Kimberly-Clark 

Papierhandtücher, 1-lagig Tapira 

Aluminiumfolie Carl Roth 

Autoklavier- / Spezialvernichtungsbeutel nerbe plus 

Einweghandschuhe aus Nitril, TouchNTuff™ Ansell 

Armstulpen, PE-Schutzärmel Hygonorm 

Küvetten (50-2000 µl) Eppendorf 

Pipettenspitzen mit Filter nerbe plus 

Pipettenspitzen Greiner BioOne 

Parafilm Bemis 

Einwegimpfösen VWR 

Einweg-Drigalskispatel VWR 

Kryoröhrchen (2 ml) VWR 

Falcon-Röhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner BioOne 

Mikroreaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) nerbe plus 

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml), steril Greiner BioOne 

Petrischalen, steril Greiner BioOne 

Flächendesinfektionsmittel, Bacillol® AF Paul Hartmann AG 

Wägeschalen Carl Roth 

Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2) Greiner BioOne 

3.1.2.3 Laborhilfsmittel 

Laborhilfsmittel Hersteller 

Magnetrührstäbchen  

Magnetstab-Entferner  

Messzylinder (1000 ml) Brand 

Laborflasche (1000 ml) Schott 

Ausplattierkugeln  
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Löffelspatel  

Pinzetten  

Pipetten 

Pipetman 

Eppendorf Reference 

 

Gilson 

Eppendorf 

Elektronische Pipettierhelfer, accu-jet® pro Brand 

Neubauer-Zählkammer Heinz Herenz Hamburg 

Alkoholfeste Stifte, VWR Lab Marker VWR 

Gefrierbehälter, Mister Frosty Nalgene 

3.1.2.4 Geräte 

Geräte Hersteller 

Inkubationsschüttler, Innova® 40 New Brunswick Scientific 

Kühlzelle, 4 °C Viessmann 

Kühl- und Gefrierschränke 

Gefrierschrank, VIP™ Series -86 °C 

Gefrierschrank, VIP eco -86 °C, Produktlinie von PHCbi 

Tiefkühlschrank, MedLine, -20 °C  

 

Sanyo 

PHC 

Liebherr 

Inkubatoren 

Mikrobiologischer Inkubator, Heraeus 

CO2-Inkubator, Hera Cell 240 

 

Thermo Scientific 

Thermo Scientific 

Trockenschrank Binder 

Sicherheitswerkbank HERA safe 
 

Thermo Scientific 

Magnetrührer, VMS-A VWR 

Waage, Extend Sartorius 

Vortex-Schüttler 

VV3 

IKA® Vortex Genius 3 

 

VWR 

IKA 

pH-Meter, Lab 870 Schott Instruments 

Zentrifugen 

Heraeus Multifuge 3 S-R 

Heraeus Multifuge 3SR+ 

 

Thermo Scientific 

Thermo Scientific 

Photometer, Bio-Photometer Eppendorf 

Wasserbad GFL - Gesellschaft für Labortechnik 

Fluoreszenzmikroskop, Leica DFC310 FX Leica 

 

3.2 MCC-IMS der Firma STEP 

3.2.1 Funktionsprinzip 

Zur Analyse der volatilen organischen Metaboliten wurde ein Ionenmobilitätsspektrometer 

gekoppelt mit einer multikapillaren gaschromatographischen Säule (MCC-IMS) der Firma 

STEP (Sensortechnik und Elektronik Pockau GmbH, Pockau, Deutschland) verwendet. Die 
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Spezifikation des verwendeten MCC-IMS ist in der Tabelle 21 im Anhang 1.1 zusammen-

gefasst. 

In diesem Gerät ist eine 20 cm lange multikapillare GC-Säule (Durchmesser: 2 mm, Mul-

tichrom Ltd, Novosibirsk, Russland) bestehend aus circa 1000 Kapillaren eingebaut. Die 

einzelnen Kapillaren weisen einen Innendurchmesser von 40 µm und eine Filmdicke von 

0,2 µm auf. Die Multikapillaren sind mit einer schwach polaren stationären Phase aus 95 % 

Dimethylpolysiloxan und 5 % Diphenyl (OV-5) beschichtet.  

In Bezug auf die Gasversorgung verfügt das IMS-Gerät über einen internen Gaskreislauf 

mit einem integrierten Aktivkohlefilter. Dieser ist durch eine Kreislaufpumpe reguliert, die 

dem IMS-Gerät gefilterte Umgebungsluft als Driftgas und Trägergas zur Verfügung stellt. 

Damit entfällt eine externe Versorgung durch Gasflaschen.  

Das Funktionsprinzip des verwendeten MCC-IMS ist in der Abbildung 4 schematisch ver-

anschaulicht. 

 

Abbildung 4 Schematische Funktion des verwendeten MCC-IMS-Gerätes, modifiziert nach [161] 

 

Für die Probennahme besitzt das IMS-Gerät eine interne Pumpe, die die gasförmige Probe 

von außen über einen Schlauch in die Probeschleife mit einer Rate von 200 ml/min aktiv 

einsaugt. Die Dauer der Probennahme kann je nach Anwendung in Sekundenschritten fest-

gelegt werden. Während der Probennahme passiert die Probe die Probeschleife und wird 

so lange am Probeschleifenausgang wieder nach außen transportiert, bis die Pumpe deak-

tiviert wird. Das Ableiten der verbliebenen Probenluft erfolgt über ein internes Filter. 

Die in der Probeschleife gesammelte Probe wird durch Öffnung eines Ventils mit dem Trä-

gergas in die isotherm beheizte multikapillare GC-Säule befördert. Dort werden die Sub-

stanzen nach ihrer Retentionszeit getrennt und mit dem Trägergas in die IMS-Messzelle 
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überführt. In der IMS-Messzelle werden die Substanzen nach dem IMS-Prinzip (siehe Ka-

pitel 2.1.1) ionisiert, getrennt und detektiert. 

Die Messzelle besteht aus einem Reaktionsraum und einer Driftröhre, die durch ein Ein-

lassgitter unterteilt sind. Im Reaktionsraum werden die Analyten durch eine radioaktive Io-

nisationsquelle (Tritium 3H) ionisiert. Die Aktivität dieser Strahlungsquelle (≤ 100 MBq) liegt 

unterhalb der gesetzlichen Freigrenze. Das Einlassgitter kontrolliert den Einlass der Ionen 

in die Driftröhre mit einer Pulsrate von 30 ms und einer Öffnungszeit von 100 µs. In der 

Driftröhre (Länge: 5 cm, Durchmesser: 10 mm) wird ein homogenes elektrisches Feld mit 

einer Feldstärke von 400 V/cm erzeugt.  

Der Detektor erfasst die auftreffende Ionenladung in Strom mit einer Abtastrate von 10 µs. 

Der Ionenstrom wird im Anschluss durch einen Strom/Spannungswandler verstärkt und di-

gitalisiert. Die Datenverarbeitung von IMS-Spektren sowie die Steuerung des IMS-Geräts 

erfolgt durch die Software „IMS-Control“ im integrierten PC des IMS-Systems. Mit dieser 

Messsoftware werden die erfassten IMS-Spektren durch Mittelwertbildung aus 16 Ein-

zelspektren pro Sekunde auf der Basis der Wavelet-Transformation entrauscht und im Ge-

rät intern abgespeichert. Diese entrauschten Spektren stehen für die weitere Auswertung 

zur Verfügung. 

3.2.2 Geräteeinstellung für die Versuche 

Mit dem MCC-IMS-Gerät der Firma STEP können verschiedene Einstellungen der IMS-

Parameter vorgenommen werden. Diese müssen im Vorfeld einer Messung festgelegt wer-

den. Die Festlegung der IMS-Parameter hängt von der Art der Analyse ab.  

Durch Erfahrung aus vorherigen Untersuchungen an Bakterienkulturen und Atemluft wurde 

das verwendete IMS-Gerät bereits auf Standardeinstellung (MCC: 60 °C, Detektor: 60 °C, 

Probeschleife: 50 °C, Sampling-Zeit: 10 s) programmiert. Mit dem IMS-Gerät können ent-

weder positive oder negative Ionen gemessen werden. Dies erfolgt durch die Umschaltung 

der Hochspannungspolarität des elektrischen Feldes. Der positive Ionenmodus wurde aus-

gewählt, da die positiven IMS-Spektren mehr Informationen liefern [107, 111]. Die MCC-

IMS-Parameter wurden je nach Analyse in dieser Arbeit angepasst. 

Mit einer Ventilöffnungszeit von 10 s und einer Analysezeit von 240 s dauerte eine Mes-

sung, ausgenommen die Dauer der Probennahme, circa. 4 Minuten (250 s).  
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3.3 In-vitro Untersuchung der Bakterienkulturen 

3.3.1 Bakterienstämme 

Für die Untersuchung auf bakterielle volatile Substanzen wurden fünf verschiedene Bakte-

rienspezies verwendet. Diese wurden ausgewählt, da insbesondere die multiresistenten 

Stämme dieser Bakterienspezies zu den kritischen Keimen von hoher Priorität in Bezug auf 

die Antibiotikatherapie zählen [162].  

Für die vorliegende Arbeit wurden klassifizierte Referenzstämme, darunter zwei antibioti-

karesistente Stämme, des Leibniz-Instituts DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganis-

men und Zellkulturen (DSM) und der American Type Culture Collection (ATCC) verwendet. 

Diese sind in der Tabelle 2 aufgelistet. 

Tabelle 2  Verwendete Referenzstämme für die VOC-Analyse 

 

 

Die zwei antibiotikaresistenten Stämme, MRSA (ATCC 43300) und Extended-Spectrum-

Betalaktamase (ESBL) produzierender Klebsiella (K.) pneumoniae (ATCC 700603), wer-

den als Referenzstämme für die Untersuchung auf Antibiotikaempfindlichkeit nach „Clinical 

and Laboratory Standards Institute“ (CLSI) – Leitfaden genutzt [163]. Deshalb wurden diese 

Stämme für die VOC-Analyse ausgewählt.  

Der MRSA-Stamm (ATCC 43300) weist eine Resistenz gegenüber penicillinasefesten Pe-

nicillinen wie Methicillin oder Oxacillin auf. Der Resistenzmechanismus in diesem Stamm 

wird durch das mecA-Gen reguliert [163]. Dieses Gen kodiert ein Penicillin-Bindeprotein 

(PBP2a) mit einer geringeren Affinität zu Betalaktam-Antibiotika [164]. Dagegen produziert 

der ESBL-Stamm (ATCC 700603) SHV-18 Betalaktamasen, die weitere Betalaktam-Antibi-

otika der Drittgenerationscephalosporine (Oxyimino-Cephalosporine) spaltet [165].  

Referenzstamm DSM / ATCC Abkürzung 

Escherichia coli DSM 1576 EC 

Escherichia coli DSM 1103 EC 

(Methicillin-sensitiver) Staphylococcus aureus DSM 346 SA 

Pseudomonas aeruginosa DSM 1117 PA 

Klebsiella pneumoniae DSM 30104 KP 

Acinetobacter baumannii DSM 3007 AB 

Methicillin-resistenter Staphyloccocus aureus (MRSA) ATCC 43300 MRSA 

ESBL-produzierender Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 KP ESBL 
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3.3.2 Nährmedien und Kultivierung 

Die kulturelle Anzucht der Bakterien erfolgte in drei verschiedenen Komplexnährmedien: 

Brain Heart Infusion Broth (BHIB), Mueller Hinton Broth (MHB) und Tryptic Soy Broth (TSB). 

Diese Medien ermöglichen ein Wachstum einer Vielzahl pathogener Bakterien. Für die 

VOC-Analyse wurden Bakterien in flüssigen Kulturen und zur Stammhaltung auf dem festen 

Nährmedium Tryptic Soy Agar (TSA) kultiviert.  

Die Flüssignährmedien wurden gemäß der Anleitung des Herstellers jeweils in einer Menge 

von 800 ml in einer Laborflasche hergestellt und bei 121 °C für 20 Minuten autoklaviert. Es 

wurde darauf geachtet, dass der pH-Wert entsprechend der jeweiligen Flüssignährmedien 

gleich eingestellt ist (BHIB: ~ 7,5, MHB: ~. 7,5, TSB: ~7,4). 

Die Herstellung von 800 ml Tryptic Soy Agar für die Agarplatten erfolgte nach dem Rezept 

für Tryptic Soy Broth mit Zusatz von Agar. Nach Autoklavieren wurden Petrischalen mit 

Agar unter der sterilen Werkbank gegossen. Die Platten wurden bei 4 °C aufbewahrt.  

Für die Stammhaltung wurden Reinkulturen einmal im Monat auf frischem TSA als Stamm-

kulturen überimpft. Diese wurden für 24 h in einem Brutschrank (37 °C) inkubiert und am 

Folgetag unter Verschluss mit Parafilm bei 4 °C aufbewahrt. Die Stammkulturen dienten als 

Ausgangsmaterial für das Ansetzen von Vorkulturen, die für Versuche eingesetzt wurden. 

Langfristig wurden Bakterien in einem flüssigen Nährmedium mit 10 % Glycerol versetzt bei 

- 80 °C konserviert.  

3.3.3 Probenvorbereitung und IMS-Analyse der Bakterienkulturen 

3.3.3.1 Probenvorbereitung 

Die ausgewählten Bakterienstämme wurden auf frischen TSA-Platten aus den Stammkul-

turen ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Am Folgetag wurde 

30 ml des Flüssignährmediums mit circa einer Bakterienkolonie inokuliert und unter Schüt-

teln bei 37 °C für 20 h inkubiert (Vorkultur). Am Tag der MCC-IMS-Messung wurde eine 

Startkultur durch Verdünnung der Vorkultur mit dem Nährmedium auf eine experimentspe-

zifisch definierte optische Dichte bei einer Wellenlänge von 600 nm hergestellt. Die optische 

Dichte wurde mit einem Photometer bestimmt. Aus der Startkultur wurde je 5 ml in die au-

toklavierten 20 ml Headspace-Vials (HS-Vials) überführt und mit autoklavierten Aluminium-

kappen mit integriertem PTFE/Silikon-Septum verschlossen. Um den VOC-Blindwert zu er-

halten, wurden HS-Vials mit je 5 ml unbeimpftem Flüssignährmedium als Kontrollproben 
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ergänzend vorbereitet. Alle befüllten HS-Vials wurden bis zur MCC-IMS-Messung in einem 

Heizblock für 90 Minuten bei 37 °C bebrütet. Die Inkubation der Bakterienkulturen in HS-

Vials erfolgte in einem maßgeschneiderten Aluminiumblock im Heizblock.  

3.3.3.2 Probennahme 

Für die Probennahme wurde der Headspace über Kulturen in HS-Vials über einen 30 cm 

langen Schlauch, bestehend aus Polytetrafluorethylen (PTFE), einen Luer-Lock-Verbinder 

und eine Probekanüle in das MCC-IMS-Gerät eingesaugt und auf VOCs analysiert. Hierfür 

wurde das Septum einer Probeflasche mit zwei Kanülen durchgestochen. Eine Kanüle 

diente zur Probennahme und die andere zum Druckausgleich im HS-Vial. Die letztere Ka-

nüle wurde mit einem Aktivkohlefilter über Luer-Lock-Verbinder verbunden, um den Einfluss 

in der Luft vorhandener störenden Substanzen auf die Messung zu minimieren. Die Abbil-

dung 5 veranschaulicht eine Probennahme einer Headspace-Probe mit der MCC-IMS. 

 

Abbildung 5 Probennahme einer Headspace-Probe mit der MCC-IMS  

 

3.3.3.3 MCC-IMS-Analyse 

Für die Messungen der Bakterienkulturen wurden die voreingestellten MCC-IMS-Parameter 

übernommen und im Zuge der Vorversuche an nicht-inokulierten Kulturmedien in HS-Vials 

angepasst. Folgende Einstellungen haben sich als optimal ergeben: MCC = 40 °C, IMS-

Detektor = 60 °C, Probeschleife = 50 °C und Probennahme-Dauer = 3 s, entsprechend ei-

nem Volumen von circa 10 ml. 

Alle Messungen in dieser Arbeit wurden nach dem gleichen Schema durchgeführt. Zum 

Konditionieren des IMS-Systems fand eine doppelte Messung der Raumluft zum Beginn 
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einer Messreihe statt. Die Kulturen wurden nacheinander gemessen. Für jede Studie wur-

den Kulturproben ohne Bakterien (Kontrollproben) zur Bestimmung des Blindwerts vermes-

sen. Um eine mögliche Verschleppung von Markern bzw. Probensubstanzen zu vermeiden, 

wurden zur Messung eines anderen Probentyps frische Kanülen (Probe- und Druckaus-

gleichkanüle) verwendet.  

In den Messpausen sowie über Nacht vor jeder Messung wurde eine Reinigung des MCC-

IMS-Systems ausgeführt, um mögliche Analyten-Reste in der MCC Säule zu eliminieren. 

Dazu erfolgte eine automatisierte Messung der Raumluft in Form einer Dauerschleife mit 

selbst-aktivem Ventil im Abstand von 4 Minuten.  

3.3.4 Studiendesign 

Zur VOC-Analyse der Bakterienkulturen wurden sechs verschiedene Untersuchungen rea-

lisiert (siehe Tabelle 3). Diese konzentrierten sich auf die methodologischen und biologi-

schen Einflussfaktoren auf VOCs im Headspace der Bakterienkulturen. Eine Differenzie-

rung verschiedener Bakterienspezies, einschließlich antibiotikaresistenter Stämme, stand 

im Fokus der Studien.  

Die Studien wurden nach dem standardisierten Protokoll der Probenvorbereitung (siehe 

Kapitel 3.3.3.1) implementiert. Die näheren methodologischen Details der Studien sind in 

Tabelle 4 zusammengefasst. Die Anzahl der Replikate bezog sich auf die jeweilige Probe, 

d. h. den Stamm, die Inkubationszeit, die Bakterienkonzentration bzw. das Mischverhältnis 

bei Mischkulturen. Ein Teil der bzw. alle Messungen aus der Studie 2 wurden für die Aus-

wertung der Studien 3, 4 und 6 mitverwendet. 

Tabelle 3  Studien zur Untersuchung der methodologischen und biologischen Faktoren auf 
VOCs im Headspace der Bakterienkulturen 

Nr. Studie 

1 Einfluss der Inkubationsdauer 

2 Einfluss der Nährmedien 

3 Differenzierung verschiedener Bakterienspezies einschließlich resistenter Stämme 

4 Mischkulturen 

5 Einfluss der Bakterienkonzentration 

6 Verschiedene Stämme einer Bakterienspezies 

 

Zur Einstellung einer definierten Ausgangsbakterienkonzentration bei der Inokulation diente 

eine optische Dichte bei 600 nm (OD600) von 0,1. Für die Untersuchung des Einflusses der 

Bakterienkonzentration (Studie 5) wurden die Verdünnungen ausgehend von der Aus-

gangssuspension (0,1 OD600) angesetzt. Bei den Mischkulturen (Studie 4) wurde eine 



Materialien und Methoden 

34 

Ausgangsuspension (0,1 OD600) jeweils für Staphylococcus (S.) aureus und K. pneumoniae 

hergestellt. Die beiden Ausgangssuspensionen wurden zu den drei verschiedenen Verhält-

nissen: 3:1, 1:1 und 1:3 (S. aureus zu K. pneumoniae) gemischt. 

Tabelle 4 Details zu den Studien zur Headspace-Analyse der Bakterienkulturen 

Studie 
Referenz- 

stamm 
DSM / ATCC 

Nähr- 

medium 

Inkubations-
dauer 

Bakterienkon-
zentration 

Anzahl der  
Replikate (n) 

1 

EC 

PA 

SA 

DSM 1157 

DSM 1117 

DSM 346 

TSB 
30, 60 und 
120 Min. 

0,1 OD600 3 

2 

AB 

EC 

KP 

PA 

SA 

DSM 30007 

DSM 1576 

DSM 30104 

DSM 1117 

DSM 346 

BHIB 

MHB 

TSB 

90 Min. 0,1 OD600 11 

3* 
MRSA 

KP ESBL 

ATCC 43300 

ATCC 700603 
TSB 90 Min. 0,1 OD600 

 

10 

4 
KP 

SA 

DSM 30104 

DSM 346 
TSB 90 Min. 

0,1 OD600 

Mischverhältnis: 

1:3, 1:1 und 3:1 

10 

5 KP DSM 30104 TSB 90 Min. 

0,01; 0,0175; 
0,025 und 

0,05 OD600 

3 

6 
EC 

EC 

DSM 1103 

DSM 1576 
TSB 90 Min. 0,1 OD600 

DSM 1576: 11 

DSM 1103: 10 

* alle Stämme von der Studie durch zwei resistente Stämme erweitert 

 

Im Rahmen der Studie 2 erfolgte die Probenvorbereitung sowie die Headspace-Analyse der 

Bakterienkulturen an drei unterschiedlichen Tagen, um parallel die Reproduzierbarkeit der 

Methode zu überprüfen. Zur Bewertung des Einflusses der Nährmedien auf VOC-Muster 

wurden Bakterien in drei Komplexnährmedien: BHIB, MHB und TSB kultiviert. Die Zusam-

mensetzung dieser Nährmedien ist in der Tabelle 5 angegeben. 

Tabelle 5 Zusammensetzung der Komplexnährmedien: Brain Heart Infusion Broth (BHIB), 
Mueller Hinton Broth (MHB) und Tryptic Soy Broth (TSB) 

 BHIB (in g/l) MHB (in g/l) TSB (in g/l) 

Komplexe  

Naturprodukte 

– Proteosepepton (10,0) 

– Rinderherzinfusion 
(5,0) 

– Kalbshirninfusion 
(12,5) 

– Caseinpepton, säure-
hydrolysiert (17,5) 

– Rinderinfus (2,0) 

– Caseinpepton, pankre-
atisch (Trypton) (17,0) 

– Pepton aus Sojamehl 
(3,0) 

Energiequelle Glucose (2,0) Maisstärke (1,5) Glucose (2,5) 

Phosphatpuffer 
Dinatriumhydrogen- 

phosphat (2,5) 
- 

Dikaliumhydrogen-phos-
phat (2,5) 

Salze Natriumchlorid (5,0) - Natriumchlorid (5,0) 
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3.4 In-vitro Untersuchung der Virus-infizierten Zellkulturen 

Neben Influenzaviren treten Atemwegsinfektionen mit Respiratorischem Synzytial-Virus 

(RSV) im Rahmen saisonaler Epidemien auf. Deshalb wurde RSV als Virus für die Mach-

barkeitsstudien ausgewählt. Außerdem lassen sich die RS-Viren im Vergleich zu Influenza-

Viren leichter in Zellkulturen kultivieren. HEp-2-Zellen (humane Epithelzellen Typ 2) wurden 

als Zelllinie für die Kultivierung von RS-Viren herangezogen.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Versuche an Zellkulturen mit und ohne RSV-Infektion 

durchgeführt. Die Durchführung der MCC-IMS-Analysen an virusinfizierten Zellen sowie die 

Probenvorbereitung erfolgte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe „Präklinische Vali-

dierung“ von Dr. Grunwald am Fraunhofer-Institut für Zelltherapie und Immunologie IZI, 

Leipzig. Hierfür wurden die HEp-2-Zellen freundlicherweise von seiner Arbeitsgruppe zur 

Verfügung gestellt. 

Die Versuchsreihe ohne RSV-Infektion diente zur Durchführung von Vorversuchen, Etab-

lierung einer Probennahme-Methode sowie Identifizierung von HEp-2 zellspezifischen 

VOCs.  

Der verwendete Virusstamm sowie die verwendete Zelllinie für die vorliegende Arbeit sind 

in der Tabelle 6 aufgelistet.  

Tabelle 6 Virusstamm und Zelllinie 

Virus und Zelllinie Bezugsquelle 

RSV-A/Long, Laborisolat des Respiratorischen Synzytial-Virus,  

Subgruppe A, Stamm long 
ATCC (VR-26) 

HEp-2, humane Epithelzellen Typ 2  ATCC (CCL-23) 

 

3.4.1 MCC-IMS-Analyse von Zellkulturen ohne RSV-Infektion 

3.4.1.1 Kultivierung und Aussaat der HEp-2-Zellen 

Die HEp-2-Zellen wurden in T75-Zellkulturflaschen mit 12 ml Zellkulturmedium bei Stan-

dardbedingungen (37 °C und 5 % CO2) kultiviert. Als Zellkulturmedium wurde Dulbecco’s 

modifiziertes Eagle Medium (DMEM) mit hohem Glukosegehalt supplementiert mit 10 % 

hitzeinaktiviertem fötalen Kälberserum (h. i. FBS) und 1 % Penicillin-Streptomycin (Pen-

Strep) verwendet. Die Zellen wurden im vier- bis fünftägigen Rhythmus passagiert. Hierzu 

wurde das alte Medium entfernt, der Zellrasen mit PBS gewaschen und durch Inkubation 

mit Trypsin abgelöst. Die abgelösten Zellen wurden in 5 ml frisches Zellkulturmedium 
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überführt und bei 300 rpm für 5 Minuten zentrifugiert. Nach Entfernen vom Überstand wur-

den die gewonnenen Zellen im Verhältnis 1:7 bis 1:12 in neue Zellkulturflaschen mit fri-

schem Zellkulturmedium ausgesät und weiterkultiviert. Für die Aussaat der Zellen in einer 

gewünschten Menge, wurden die Zellen mittels einer Neubauer-Zählkammer gezählt und 

auf die entsprechende Konzentration verdünnt. 

3.4.1.2 Probenvorbereitung für die MCC-IMS-Analyse 

Für die IMS-Untersuchungen wurden die HEp-2-Zellen in einer bestimmten Zelldichte in 

T25-Flaschen in 4 ml Zellkulturmedium ausgesät und über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 

kultiviert. Am nächsten Tag wurde das Medium verworfen, mit PBS gewaschen und 4 ml 

DMEM mit 1 % Pen-Strep hinzugegeben. Darauf folgte eine dreistündige Inkubation mit 

anschließendem Medienwechsel gegen DMEM mit 1 % h. i. FBS und 1 % Pen-Strep. Pa-

rallel wurden frische T25-Zellkulturflaschen mit 4 ml DMEM mit 1 % h. i. FBS und 1 % Pen-

Strep ohne Zellen als Kontrollproben vorbereitet. Alle Zellkulturflaschen mit und ohne HEp-

2-Zellen wurden bis zur MCC-IMS-Messung bei 37 °C und 5 % CO2 für 48 h inkubiert.  

3.4.1.3 Versuchsaufbau, Probennahme und MCC-IMS-Analyse 

Die Herausforderung in dieser Arbeit lag in der Gewinnung von VOCs aus Zellen für die 

IMS-Analyse. Einerseits besitzen Viren keinen Metabolismus und sind somit zur Replikation 

auf Wirtszellen angewiesen. Andererseits handelt es sich bei der verwendeten Zelllinie 

HEp-2 um adhärente Zellen. Zur Bindung an die feste Oberfläche müssen diese in Zellkul-

turflaschen, die eine spezielle Beschichtung zur Adhäsion enthalten, kultiviert werden. 

Diese Flaschen enthalten eine Belüftungskappe mit Filter, um einen Gasaustausch zu ge-

währleisten. Durch den Gasaustausch könnten die VOCs im Headspace der Zellkulturfla-

schen verdünnt vorliegen und daher sind diese Gefäße für eine VOC-Analyse nicht optimal. 

Deshalb wurden zwei Strategien zur Probennahme der VOCs von Zellen getestet:  

• Zellkultur: Der Headspace der HEp-2-Zellen in der Zellkulturflasche wurde direkt über 

einen PTFE-Schlauch in das IMS-Gerät eingesaugt und analysiert. Um das mögliche 

Entweichen von VOCs zu vermeiden, wurde ein autoklaviertes 17,5 mm Septum aus 

Silikon und PTFE eine Stunde vor der IMS-Analyse in die Kappe der Flasche eingelegt 

und anschließend zugeschraubt. Dies erfolgte mittels einer desinfizierten Pinzette unter 

der sterilen Werkbank. Die Kulturflaschen mit Septum wurden bis zur MCC-IMS-Ana-

lyse weiter bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 
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• Überstand: Nach 48-stündiger Inkubation wurden Überstände aus den Zellkulturfla-

schen entnommen und jeweils 5 ml in autoklavierte Headspace-Vials überführt. Diese 

wurden mit einer Aluminium-Bördelkappe mit einem integrierten Silikon/PTFE-Septum 

verschlossen. Durch den Probentransfer können VOCs verloren gehen. Deshalb wur-

den die HS-Vials mit Überstand vor der IMS-Messung im Heizblock bei 37 °C für 10 Mi-

nuten erhitzt, um die VOCs im Headspace anzureichern. Die Probennahme erfolgte wie 

bei den Bakterienkulturen.  

Der Versuchsaufbau mit den Zellkulturen ähnelte dem Aufbau für die Studie mit Bakterien-

kulturen (siehe Kapitel 3.3.3.2). Für die Absaugung des Headspace der Zellkulturflaschen 

wurde für die Arbeit unter der sterilen Sicherheitswerkbank ein längerer PTFE-Schlauch 

(1 m) verwendet (siehe Abbildung 6). Aufgrund des größeren Headspace-Volumens der 

Zellkulturflasche (45 ml mit Probe) wurde der IMS-Parameter „Dauer der Probennahme“ 

auf 5 s im Zuge eines Vorversuchs optimiert. Für den Druckausgleich im Headspace wurde 

die Druckausgleichkanüle mit dem Aktivkohlefilter über einen 1 m PTFE-Schlauch sowie 

Luer-Lock-Verbinder verbunden. Die MCC-IMS-Messungen der Zellkulturen erfolgten mit 

den gleichen IMS-Einstellungen wie für die Bakterienkulturen. Für die Headspace-Analyse 

wurde jede Zellkulturflasche einzeln aus dem Inkubator entnommen. Die Probennahme-

dauer für die Analyse von Proben in HS-Vials betrug 3 s.  

 

Abbildung 6 Direkte Probennahme in einer Zellkulturflasche mit der MCC-IMS 

 

Vor jeder Messung von Proben fand eine Reinigung des IMS-Systems über Nacht statt. 

Zwischen den Messungen verschiedener Probentypen wurden Messungen der Umge-

bungsluft durchgeführt, um die Verschleppung der vorherigen Messung auf die andere Mes-

sung zu reduzieren. Am Messtag wurde pro Probentyp eine frische Probennahme- sowie 

eine frische Druckausgleichkanüle verwendet. 



Materialien und Methoden 

38 

Die Probenvorbereitung sowie die Headspace-Analysen über Zellkultur in Zellkulturfla-

schen sowie Überstand in HS-Vials fand an 2 bzw. 3 unterschiedlichen Tagen statt. Es 

diente, neben der Überprüfung der Reproduzierbarkeit, zum Herausfiltern von HEp-2 zell-

spezifischen Peaks aus den Spektren. Im Anschluss erfolgte ein MCC-IMS-Versuch mit 

verschiedenen Zellkonzentrationen. In diesem wurde untersucht, ob eine Korrelation zwi-

schen Zellkonzentration und Signalintensität der HEp-2 zellspezifischen Peaks existiert. Die 

methodologischen Aspekte (Zellkonzentration und Anzahl der Replikate) der Versuche 

„Probennahme“ und „Zellkonzentration“ sind in der Tabelle 7 zusammengefasst. Die Zell-

konzentration bezieht sich auf die Zellzahl bei der Aussaat in eine T25-Flasche.  

Tabelle 7 Methodologische Aspekte der Versuche für die Headspace-Analysen von Zellkultu-
ren ohne Virusinfektion 

Versuch Probe Zellkonzentration Anzahl der Replikate (n) 

Probennahme Zellkultur 2 x 106 
8 

(Tag 1: n = 3, Tag 2: n = 2, Tag 3: n = 3) 

Probennahme Überstand 2 x 106 
6 

(Tag 1: n = 3, Tag 2: n = 3) 

Zellkonzentration Zellkultur 
1,33 x 106, 2 x 106 und 

2,66 x 106 

3 

(pro Zellkonzentration) 

 

3.4.2 MCC-IMS-Analyse von Zellkulturen mit RSV-Infektion 

3.4.2.1 Probenvorbereitung 

Für die MCC-IMS-Analyse der RSV-infizierten Zellkulturen wurden die Proben (HEp-2-Zell-

kulturen mit und ohne RSV-Infektion) von der Arbeitsgruppe von Dr. Grunwald zur Verfü-

gung gestellt.  

Als Proben dienten HEp-2-Zellen kultiviert in T25-Flaschen mit Kulturmedium (DMEM mit 

1 % h. i. FBS und 1 % Pen-Strep) mit und ohne RSV-Infektion.  

3.4.2.2 Studiendesign 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Studien mit der MCC-IMS an RSV-

infizierten Kulturen durchgeführt. Studie 1 bezog sich auf den Einfluss verschiedener Virus-

konzentrationen. Studie 2 beschäftigte sich mit der Auswirkung der Virusinfektion auf Zellen 

im zeitlichen Verlauf.  

Für die Studie 1 wurden insgesamt 9 Zellkulturflaschen (T25) mit je 1,5 x 106 HEp-2-Zellen 

in 4 ml Zellkulturmedium vorbereitet. Zellen in 6 Zellkulturflaschen wurden mit zwei 
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verschiedenen RS-Viruskonzentrationen in Multiplizität der Infektion (MOI) von 0,05 und 0,1 

infiziert (n = 3 pro Viruskonzentration). Die restlichen drei Flaschen wurden als nicht-infi-

zierte Kontrollproben herangezogen. Alle Kulturflaschen wurden 48 h und 70 h nach der 

Inkubation (37 °C, 5 % CO2) mit der MCC-IMS gemessen.  

In der Studie 2 wurden 10 Zellkulturflaschen (T25) mit je 1,5 x 106 HEp-2-Zellen in 5 ml 

Zellkulturmedium mit RS-Viren mit einer MOI von 0,1 inokuliert und die weiteren 10 Fla-

schen wurden ohne Virusinfektion gleichartig behandelt (Kontrollproben). Der Headspace 

jeder Flasche wurde zu vier verschiedenen Zeiten 6 h, 24 h, 48 h und 72 h nach der Inku-

bation (37 °C, 5 % CO2) analysiert. Parallel erfolgte eine mikroskopische Begutachtung der 

nicht- und RSV-infizierten Zellen zu jedem Inkubationszeitpunkt.  

3.4.2.3 Probennahme und IMS-Analyse 

Die Probennahme sowie MCC-IMS-Messung erfolgten nach dem direkten Schema be-

schrieben im Kapitel 3.4.1.3. Die Proben wurden nacheinander mit der MCC-IMS vermes-

sen. Für jede Probe wurde eine frische Probennahme- und Druckausgleichkanüle verwen-

det. Nach Beendigung der Probennahme wurde die Kappe mit eingelegtem Septum der 

jeweiligen Flasche verworfen. Im Anschluss wurde die Flasche mit einer frischen Kappe 

verschlossen. Für die weiteren Zeitmessungen wurden die Zellkulturflaschen in den Inku-

bator zurückgestellt und weiter inkubiert.  

3.5 In-vivo Untersuchung der menschlichen Atemluft auf virale Infekti-

onen 

Die Durchführung der Atemluftmessungen mit der MCC-IMS erfolgte am Klinikum Bayreuth.  

3.5.1 Patienten  

Während der Influenzaepidemie 2020 wurden Patienten mit Verdacht auf eine Influenza-A-

Virusinfektion in der Notaufnahme des Klinikums Bayreuth untersucht. Eingeschlossen wur-

den 20 weibliche und männliche Patienten im Alter von ≥ 18 Jahren und vier weitere asymp-

tomatische klinische Mitarbeiter. Bei der Aufnahme wurde von allen untersuchten Personen 

ein Nasopharyngealabstrich für die PCR-Analyse genommen.  

Aufgrund der Präventionsmaßnahmen bei der aufkommenden COVID-19-Pandemie flaute 

die Influenza-A-Epidemie 2020 rapide ab. Mit gleichem Protokoll wurde die Studie auf 
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Patienten infiziert mit Schweres-akutes-Atemwegssyndrom-Coronavirus Typ 2 (SARS-

CoV-2) ausgeweitet. Zwischen dem 8. April und dem 7. Mai 2020 wurden 51 weibliche und 

männliche Patienten (Alter ≥ 18 Jahre) mit Verdacht auf eine SARS-CoV-2 Infektion rekru-

tiert, die alle eine PCR des Nasopharyngealabstrichs erhielten.  

Innerhalb von 24 Stunden nach der Aufnahme wurden alle Patienten zur Teilnahme an der 

Studie zur Atemluftanalyse mit der MCC-IMS gebeten. Die Studie wurde von der Ethikkom-

mission der Universität Erlangen (Nr. 426_18 B) genehmigt und nach den Richtlinien der 

Deklaration von Helsinki, der guten klinischen Praxis und Datenschutz-Grundverordnung 

implementiert. Ergänzend wurde die Studie bei ClinicalTrials.gov (NCT04282135) regis-

triert. Vor der Studienteilnahme wurde von jedem Patienten eine schriftliche dokumentierte 

Einwilligungserklärung eingeholt.  

3.5.2 Virusnachweis mit PCR 

Nasopharyngealabstriche wurden mit Reverse-Transkriptase (RT)-PCR auf Influenza-A 

bzw. SARS-CoV-2 Infektion getestet. Die PCR-Untersuchungen wurden im Mikrobiologiela-

bor des Klinikums Bayreuth durchgeführt. Die Methodik ist in Anhang 1.2 beschrieben. 

3.5.3 Atemluftanalyse mit der MCC-IMS 

Die Atemluftanalyse wurde mit einem anderen baugleichen MCC-IMS-Gerät der Firma 

STEP im Vergleich zu den in-vitro Untersuchungen am Fraunhofer-Institut für Zelltherapie 

und Immunologie IZI in Leipzig durchgeführt. Folgende IMS-MCC-IMS-Einstellungen wur-

den vorgenommen: MCC = 60 °C, IMS-Detektor = 60 °C, Ventil = 60 °C und Proben-

nahme-Dauer = 10 s. Alle Atemluftmessungen von Patienten wurden durch das Klinikum 

Bayreuth durchgeführt. Bezüglich der Probennahme darf auf die Publikationen verwiesen 

werden [166, 167]. 

Sowohl Influenza-A- als auch Corona-Viren greifen den humanen Respirationstrakt an. Im 

Nasen-Rachenraum liegen die Influenza-Viren in hoher Konzentration vor [168]. Das trifft 

auch auf SARS-CoV-2-Viren im Anfangsstadium der Infektion zu [169–171]. Deshalb wurde 

die Nasenatemluft als Probe zur MCC-IMS-Analyse verwendet.  

Die Atemluft der Patienten wurde in den ersten 24 Stunden nach der stationären Aufnahme 

mit der MCC-IMS analysiert, um eine genügende Viruslast im oberen Atemtrakt sicherzu-

stellen. Nach jeder Messung wurde das Probeentnahmesystem gewechselt.  
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3.6 Datenauswertung 

3.7 Verarbeitung der IMS-Daten 

3.7.1 Struktur der MCC-IMS-Daten 

Als Resultat einer MCC-IMS-Analyse ergeben sich mehrere Ionenmobilitätsspektren mit ei-

ner Länge von 20,48 ms bzw. 2048 Messpunkten (siehe Abbildung 7). In den Spektren sind 

die Analyten-Peaks in Abhängigkeit der Driftzeit [ms] bzw. Messpunkt auf der Abszisse und 

der Signalintensität [V] auf der Ordinate dargestellt.  

 

Abbildung 7 Darstellung eines IMS-Spektrums ausgegeben vom IMS-Gerät [172] 

 

Mit den genutzten IMS-Einstellungen wurden in dieser Arbeit pro Messung 250 Spektren 

aufgenommen; pro Sekunde ein Spektrum. Durch die Kopplung der IMS mit der MCC ent-

spricht dies ein Spektrum zu jeder Sekunde der Retentionszeit [s].  

Um die Ergebnisse einer MCC-IMS-Messung, bestehend aus 250 Spektren, darzustellen, 

wurde eine Datenmatrix in Form einer Heatmap mittels der Software OriginPro Version 

2018 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) generiert. Wie bereits im Kapi-

tel 2.1.4.1 beschrieben, sind VOC-Peaks im IMS-Chromatogramm durch drei Parameter: 

Retentionszeit [s], Driftzeit [ms] und Signalintensität [V] charakterisiert. 

Die Peaks bilden zusammen ein charakteristisches VOC-Muster für eine Probe. Für die 

Datenauswertung in dieser Arbeit wurden in erster Linie die Muster der Peaks ohne Sub-

stanzidentifikation hinter dem RIP betrachtet. Aus diesem Grund wurde nicht näher analy-

siert, ob einer der Peaks ein Monomer, Dimer oder Trimer einer VOC-Substanz darstellt. 
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Um die verschiedenen Daten bei den auftretenden Schwankungen in Druck und Tempera-

tur besser zu vergleichen, wurde die relative Driftzeit (rel. td) berechnet. Diese wurde durch 

Division der Analyten-Driftzeit durch die Driftzeit des RIP ermittelt. 

3.7.2 Auswertung der MCC-IMS-Daten 

Die MCC-IMS Daten wurden sowohl visuell über Spektren als auch mit Hilfe einer Klassifi-

zierungssoftware (AirInterpreterGUI) ausgewertet. Das Auswertungsprinzip dieser Soft-

ware ist in der Diplomarbeit und in Publikationen von R. Purkhart beschrieben [116, 143, 

173]. 

Für die visuelle Auswertung der Spektren der in-vitro Messungen des Headspaces über 

den Kulturen, wurde ein Spektrum aus dem arithmetischen Mittel mehrerer Messungen ei-

ner Probe (Probenspektrum) gebildet. Aufgrund der Druckschwankungen in der IMS-Drift-

röhre, die unter anderem mit den Umgebungsbedingungen assoziiert sind, bewegte sich 

der RIP im Driftzeitbereich zwischen 4,0 und 4,3 ms. Das Zeitverhältnis der Analyten-Peaks 

zum RIP bleibt gleich, unerheblich davon bei welcher Driftzeit (td) der RIP liegt. Deshalb 

wurde der RIP arbiträr auf 4 ms (td) gesetzt, um die Spektren besser vergleichen zu kön-

nen. Die Spektren mehrerer Messungen jeweiliger Proben wurden entweder als Heatmap 

(IMS-Chromatogramm) oder eindimensional als Probenspektrum (Peakverlauf) analysiert. 

Um die Ergebnisse in Heatmaps besser miteinander vergleichen zu können, wurden gemit-

telte Differenzspektren aus den Probespektren und den dazugehörigen gemittelten Kon-

trollproben erstellt. Die Peakverläufe für den Spektrenvergleich wurden mit Microsoft Excel 

(Version 2019) aus den IMS-Daten erstellt.  

Die VOC-Peaks in Spektren verschiedener Messungen wurden mit der AirInterpreterGUI-

Software näher ausgewertet. In dieser sind die Datenvorverarbeitungs-Schritte (Basislini-

enkorrektur, Glättung) bereits implementiert. Das darauffolgende Hauptprinzip besteht aus 

zwei Schritten: Peakerkennung und Clustering von Peaks. Im ersten Schritt wird ein 

Schwellenwert (Signalintensität) für die Peakerkennung festgelegt. Nur Peaks über der fest-

gelegten Signalintensität werden als relevante Peaks für die Analyse definiert und der Rest 

dem Grundrauschen zugeordnet. Die Peakerkennung erfolgte über lokale Maxima mittels 

8-connected-Nachbarschaft. Im zweiten Schritt werden Peaks über den euklidischen Ab-

stand mit Hilfe des hierarchischen Complete-Linkage-Clusterverfahrens zu einem Peak-

Cluster zusammengeführt. Die Peaks mit ähnlicher Retentionszeit (tr) und Driftzeit in ver-

schiedenen Messungen werden zu einem Peak-Cluster kombiniert. Das Clustering basiert 

auf der Annahme, dass jeder Peak-Cluster eine bestimmte Substanzkomponente einer 
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Probe repräsentiert. Durch diesen Ansatz wird das Problem mit Peaks, die von einer Mes-

sung zur anderen in ihrer Position leicht verschoben sind, umgangen. 

Mit der Software können die Spektren in Form von Heatmaps unter Verwendung verschie-

dener Parametereinstellungen zur Auswertung eingegrenzt werden. In der Software kann 

eingestellt werden, ab welcher Driftzeit die Peaks analysiert werden. Die „Region of Inte-

rest“ (ROI) ist in der Software auf eine Länge von 500 Messpunkten im Abstand von 10 µs 

Driftzeit vorgegeben. Die verwendeten Softwareeinstellungen für diese Arbeit sind in der 

Tabelle 8 zusammengefasst.  

Tabelle 8 Verwendete Parametereinstellungen für die Clusteranalyse mittels AirInterpreter-
GUI 

Parameter 

  In-vitro Untersuchung   In-vivo Untersuchung (Atemluft) 

  
Bakterien- 

kulturen 

(Virus-) 

Zellkulturen  
  Influenza-A SARS-CoV-2 

Schwellenwert für die  

Peakerkennung [V] 
  0,05   0,01 0,05 

Driftzeitbereich [ms]   4 - 9   2,4 – 7,4 

Retentionszeitbereich [s] 1 - 253 1 - 255   1 - 200 

Clustergröße in  

tr [s] x td [0,01 ms] 
  3 x 3   5 x 5 

RIP-Korrektur   aktiviert   deaktiviert 

Fast-Clustering   deaktiviert   aktiviert deaktiviert 

 

In den in-vivo Untersuchungen wurde ein anderes, baugleiches IMS-Gerät des gleichen 

Herstellers verwendet. Bei diesem Gerät war der RIP circa bei einer Driftzeit von 2,4 ms, 

bei den in-vitro Untersuchungen bei 4 ms. In beiden Fällen wurde der ausgewertete Drift-

zeitbereich „ROI“ beginnend nahe dem RIP für die Analyse verwendet. Die Dauer der Pro-

bennahme ist im Retentionszeitbereich inbegriffen, weshalb der Retentionszeitbereich bei 

in-vitro Untersuchungen auf die Probennahme-Dauer angepasst wurde. In der Software 

wurden die importierten Messungen einzeln zu den jeweiligen Gruppen (z. B. Kontrollen, 

Bakterienspezies, Infektion) zugeordnet, die miteinander verglichen werden sollten.  

Vor dem Start der Analyse wurden die Clustergröße eingestellt und die RIP-Korrektur sowie 

optional das „Fast-Clustering“ aktiviert. Mit der RIP-Korrektur wurden die Peaks am RIP 

ausgerichtet. Eine Clustergröße von z. B. 3x3 bedeutet, dass die Peaks im Bereich 

3 s (tr) x 30 µs (td) zu einem Cluster zusammengefasst werden. Die Einstellung „Fast Clus-

tering“ dient zur Verringerung der Rechenzeit. 

Als Output der Clusteranalyse ergibt sich ein Textfile. In diesem sind die Werte aller erkann-

ten Peak-Cluster in Signalintensität [V] nach Messung und Clusternummer mit 
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Peakkoordinaten im IMS-Chromatogramm sortiert. Diese Daten wurden für die weitere sta-

tistische Analyse verwendet.  

Für die Analyse der in-vitro Daten wurde ein semi-automatisierter Ansatz zur Peakerken-

nung angewendet. In diesem Fall wurde eine automatisierte Analyse der IMS-Daten mit der 

Software (AirIntepreterGUI) durchgeführt. Die Peaks, die nach dem Software-Algorithmus 

falsch getrennt wurden, wurden manuell zusammengefügt. Im Anschluss wurde die von der 

Software resultierende Peakliste manuell angepasst.  

3.8 Statistische Analyse 

Die VOC-Peaks wurden mit Hilfe der Klassifizierungssoftware als Cluster identifiziert (be-

schrieben im Kapitel 3.7.2) und weiter mit statistischen Methoden analysiert. In allen statis-

tischen Untersuchungen wurde die Signalintensität der Cluster in Volt als Schwellenwert für 

die Unterscheidung betrachtet. 

Die VOCs (Cluster) wurden für jede Untersuchung je nach der Fragestellung non-targeted 

oder targeted analysiert und unterschiedlich statistisch ausgewertet (siehe Tabelle 9). Beim 

non-targeted Ansatz wurden alle von der Klassifizierungssoftware identifizierten Cluster 

analysiert, dagegen in der targeted Analyse das Verhalten bestimmter Cluster näher unter-

sucht. Als statistische Methoden kamen die lineare kanonische Diskriminanzanalyse (DA) 

mit oder ohne schrittweise Methode, Hauptkomponentenanalyse (PCA), Receiver-Opera-

ting-Characteristic (ROC)- Analyse, Regressionsanalyse sowie Mann-Whitney-U-Test zum 

Einsatz. 
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Tabelle 9 Verwendete Datenanalysestrategien und statistische Methoden für in-vitro und in-
vivo Untersuchungen 

Untersuchungen 
Datenanalyse-
Strategie 

Statistische Methode 

1. In-vitro Untersuchung der Bakterienkulturen 

1.1 Einfluss der Inkubationsdauer Non-targeted ROC-Analyse 

1.2 Einfluss der Nährmedien   

1.2.1 VOCs freigesetzt von Nährmedien Non-targeted PCA 

1.2.2 VOCs freigesetzt von Bakterien Non-targeted DA 

1.2.3 Reproduzierbarkeit der Methode Targeted Deskriptiv 

1.3 
Differenzierung verschiedener Bakterienspezies ein-
schließlich resistenter Stämme 

Non-targeted 
DA 

ROC-Analyse 

1.4 Mischkulturen Targeted Regressionsanalyse 

1.5 Einfluss der Bakterienkonzentration Targeted Regressionsanalyse 

1.6 Verschiedene Stämme einer Bakterienspezies Targeted Mann-Whitney-U-Test 

2. In-vitro Untersuchung der Zellkulturen mit und ohne RS-Viren 

2.1 Vergleich der Probennahme-Strategien Non-targeted ROC-Analyse 

2.2 
Einfluss verschiedener Konzentrationen  

der HEp-2-Zellen 
Targeted Regressionsanalyse 

2.3 Einfluss verschiedener RS-Viruskonzentrationen 
Non-targeted 
und targeted 

ROC-Analyse 

2.4 
Einfluss der RSV-Infektion im Rahmen des Zeitver-
laufs 

Non-targeted 
und targeted 

ROC-Analyse,  
Mann-Whitney U-Test 

3. In-vivo Untersuchung der menschlichen Atemluft auf virale Infektionen 

3.1 Influenza-A Non-targeted DA*  

3.2 SARS-CoV-2 Non-targeted DA*  

* mit schrittweiser Methode 

 

Die Daten, die non-targeted untersucht wurden, wurden für jede Teiluntersuchung der in-

vitro Untersuchungen separat mit der Clusteranalyse-basierten Klassifizierungssoftware 

analysiert. Dies hat zur Folge, dass die Cluster von der Klassifizierungssoftware in c_Nr. 

ohne Bedeutung nummeriert wurden. Die Cluster von allen Teiluntersuchungen einer 

Hauptuntersuchung wurden zusammengeführt und nach der Retentionszeit und dann nach 

der Driftzeit sortiert und neu nummeriert. Ein Teil der Cluster trat in mehreren Untersuchun-

gen auf. Für diese Cluster wurden die Retentions- sowie die Driftzeit der Mittelwert berech-

net.  

Alle statistischen Analysen wurden mit der Software SPSS Version 26.0 (IBM Corp., Ar-

monk, NY, USA), Stata 16 (StataCorp LLC, College Station, TX, USA) und Microsoft Excel 

Version 2019 (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) durchgeführt. Die graphischen Abbil-

dungen und Tabellen wurden mittels Microsoft Excel Version 2019 und der Software Ori-

ginPro Version 2018 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) erstellt. 
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3.8.1 Prinzip der Diskriminanzanalyse und ROC-Analyse 

Die Prinzipien der Diskriminanz- und ROC-Analyse in Bezug auf diese Arbeit werden in 

diesem Abschnitt detaillierter erörtert.  

Bei der linearen kanonischen DA handelt es sich um ein multivariates Klassifikationsver-

fahren. Diese Methode wurde in dieser Arbeit zur Untersuchung der Gruppenunterschiede 

hinsichtlich der ausgewählten Cluster eingesetzt. In der Analyse wurden Diskriminanzfunk-

tionen als lineare Kombinationen der unabhängigen Variablen (Cluster) gebildet, die die 

beste Diskrimination zwischen den Gruppen ermöglichen [156]. Mit diesen Funktionen wur-

den die Proben anhand ihrer Merkmale (Variablen) in Gruppen klassifiziert und deren Grup-

penzugehörigkeit prognostiziert. Die Klassifizierungsgüte der Diskriminanzfunktionen 

wurde im Anschluss mit Leave-One-Out-Kreuzvalidierung eingebettet in der SPSS-Soft-

ware validiert. [174]  

Der Output einer Diskriminanzanalyse ist unter anderem eine Klassifizierungstabelle sowie 

ein Scatterplot. In der Klassifizierungstabelle wird die Anzahl der korrekt und falsch klassi-

fizierten Proben für die jeweiligen Gruppen angegeben. Der Scatterplot visualisiert die 

Streuungen der Proben in Abhängigkeit der Diskriminanzfunktionen und dient zur Untersu-

chung der Beziehungen zwischen den Gruppen.  

Bei einer hohen Anzahl an unabhängigen Variablen kann die schrittweise Methode der Dis-

kriminanzanalyse bei der Selektion von Variablen für das Modell hilfreich sein. Hierbei wer-

den Variablen automatisch aufgenommen, die den Gesamtwert von Wilks‘ Lambda am bes-

ten minimiert [156, 174]. Dies geschieht durch schrittweise Überprüfung einzelner Variab-

len, in dem sie in das Modell eingefügt und ggf. auch herausgenommen werden. Parallel 

wird der Beitrag einzelner Variablen zur signifikanten Änderung des Lambda-Werts mittels 

F-Statistik bewertet [174]. Als Signifikanzniveaus (F-Wahrscheinlichkeit) wurden in dieser 

Arbeit für die Aufnahme 0,05 und den Ausschluss von Variablen 0,1 verwendet.  

Die ROC-Analyse wurde als statistisches Verfahren zum Finden von Clustern als potenzi-

elle Klassifikatoren zur Unterscheidung verwendet. Die Aussagekraft verschiedener Cluster 

kann über die Fläche unter der Kurve (AUC) der ROC-Kurve bestimmt und miteinander 

verglichen werden. Je höher die AUC ist, desto besser ist die Diskriminierungsfähigkeit ei-

nes Clusters. Neben AUC können über ROC-Kurven die Sensitivität und Spezifizität eines 

Clusters für verschiedene Cut-Off-Werte in Signalintensität [V] berechnet werden. [175, 

176]  
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3.8.2 In-vitro Untersuchung der Bakterienkulturen 

Vor der statistischen Auswertung erfolgte im ersten Schritt der non-targeted Datenanalyse 

eine Variablenselektion. Der Datensatz nach der Clusteranalyse enthielt sowohl relevante 

als auch irrelevante Cluster. Im Headspace der Kulturen sind nicht nur VOCs von Bakterien, 

sondern auch von Nährmedien sowie Materialien der Flasche mit Verschluss und des Pro-

bennahmesets vorhanden. Relevante VOC-Cluster, die als potenzielle Marker für Bakterien 

dienen, wurden anhand nachfolgender Kriterien selektiert: 

(a) Bei mindestens 80% der Replikate der jeweiligen Bakterienspezies findet sich der Peak. 

Aufgrund des kleinen Stichprobenumfangs (n = 3) wurde dieses Kriterium nicht für die 

Untersuchung 1 angewendet.  

(b) Jede Bakterienspezies weist einen statistisch signifikant höheren Medianwert als die 

Kontrollproben zu jedem Zeitpunkt der Inkubation bzw. in dem jeweiligen Nährmedium 

auf (Mann-Whitney-U-Test). Werte mit einem p-Wert kleiner als 0,05 wurden in dieser 

Arbeit als statistisch signifikant eingestuft. 

Das Kriterium (b) basiert auf der Annahme, dass die Signalintensität der VOC-Cluster durch 

die abgegebenen VOCs der vorhandenen Bakterien erhöht wird. Da für die Signalintensi-

täten der VOC-Cluster in MCC-IMS-Spektren keine Normalverteilung angenommen wurde, 

wurde der Mann-Whitney-U-Test als nicht-parametrisches Verfahren zur Anwendung ge-

bracht [177]. 

Die selektierten Cluster wurden für jede Untersuchung unterschiedlich statistisch analysiert 

(siehe Tabelle 9).  

Untersuchung 1.1 - Zur Evaluierung des Einflusses der Inkubationsdauer wurden diskrimi-

natorische Cluster für jede Bakterienspezies zu jedem Inkubationszeitpunkt mittels ROC-

Analyse ermittelt. Als Selektionskriterium wurde AUC ≥ 0,8 gewählt.  

Untersuchung 1.2.1 - Um die Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede im VOC-Muster zwi-

schen den drei Nährmedien (BHIB, MHB und TSB) zu visualisieren, wurde die Hauptkom-

ponentenanalyse eingesetzt. Ähnlich wie bei der Diskriminanzanalyse werden hier die Va-

riablen auf Hauptkomponenten (statt Diskriminanzfunktionen) ohne Analyse der Gruppen-

zugehörigkeit reduziert. Als Variablen wurden Cluster herangezogen, die in mindestens 

80 % der Replikate pro Nährmedium vorhanden waren.  
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Untersuchung 1.2.2 - Die Differenzierung verschiedener Bakterienspezies einschließlich 

der Kontrolle wurde mittels der Diskriminanzanalyse anhand der selektierten Cluster bzw. 

der medienunabhängigen Cluster überprüft.  

Untersuchung 1.2.3 – Die Reproduzierbarkeit der Methode wurde anhand der Signalinten-

sität [V] der drei medienunabhängigen Cluster für K. pneumoniae in drei Nährmedien im 

Vergleich zu Kontrollproben (Kapitel 3.3.4) an drei verschiedenen Tagen überprüft. Als Maß 

für die Variation der Messergebnisse bei wiederholter Durchführung wurde die Präzision 

als Variationskoeffizient in % (VK %) ermittelt. Der Variationskoeffizient errechnet sich aus 

dem Quotienten von Standardabweichung und Mittelwert multipliziert mit 100. Die Präzision 

wurde in der Serie und von Tag zu Tag bestimmt. Für die Ermittlung der Präzision wurden 

die Daten der Cluster aus der Untersuchung 2 verwendet. Für die Kontrollproben wurden 

die Variationskoeffizienten aus den ausreißerfreien Werten berechnet, da die Cluster teil-

weise eine Signalintensität von 0 V in zwei von drei bzw. vier von 5 Messungen aufwiesen. 

In Anlehnung an den Leitfaden für die „Validierung bioanalytischer Methoden M10“ der Eu-

ropäischen Arzneimittelagentur [178] gelten Variationskoeffizient-Werte kleiner als 15 % 

akzeptabel.  

Der RIP gilt als eine der bedeutsamsten IMS-Kennzahlen in Bezug auf die Identifizierung 

von Peaks. Deshalb wurden ergänzend die Schwankungen des RIP in Driftzeit [ms] und 

Signalintensität [ms] zur Beurteilung der analytischen Genauigkeit des Geräts ermittelt. Für 

die Bestimmung der Präzision (VK %) des RIP wurde die erste Sekunde der jeweiligen ers-

ten Messung der 54 Messreihen aus der Untersuchung 2 verwendet. Diese Daten wurden 

an 18 Tagen verteilt über 10 Wochen erhoben. Die Präzision (VK %) des RIP wurde hierbei 

innerhalb eines Tages und von Tag zu Tag bestimmt. Als Akzeptanzkriterien wurde ein VK 

kleiner 2 % analog der Systemstabilität bei Chromatographie definiert [179].  

Untersuchung 1.3 – Zur Unterscheidung zwischen nicht-resistenten und resistenten sowie 

innerhalb der nicht-resistenten Bakterien hinsichtlich des VOC-Musters wurde die Diskrimi-

nanzanalyse eingesetzt. Um zu untersuchen, ob sich die jeweilige Bakterienspezies ein-

schließlich resistenter Stämme anhand bestimmter VOC-Cluster klassifizieren lassen, 

wurde ein Klassifizierungsbaum konstruiert. Als Klassifikatoren für die Verzweigung im 

Baum wurden die VOC-Cluster mit den höchsten AUC-Werten, ermittelt durch die ROC-

Analyse, herangezogen. Der Cut-off-Wert mit der höchsten Sensitivität und Sensitivität 

wurde als Entscheidungspunkt verwendet.  

Als Variablen für die targeted Datenanalyse wurden die besten drei diskriminatorischen 

Cluster mit den höchsten AUC-Werten für die jeweilige Bakterienspezies aus der 
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Untersuchung 2.3 verwendet (siehe Tabelle 27 im Anhang 2.1). Diese wurden mittels ROC-

Kurven durch Analyse jeweiliger Bakterienspezies versus andere Stämme und Kontrollen 

identifiziert.  

Untersuchung 1.4 - Das Verhältnis der Signalintensitäten diskriminatorischer Peaks für 

S. aureus und K. pneumoniae in den Mischkulturen wurden mittels der Regressionsgerade 

und dem Bestimmtheitsmaß über die Spektrenverläufe bestimmt.  

Untersuchung 1.5 - Zur Evaluation des Einflusses verschiedener Bakterienkonzentrationen 

wurde der Zusammenhang zwischen der gemittelten Peak-Signalintensität [V] und der Bak-

teriendichte in OD600 mittels Regressionsfunktion in den Spektrenverläufen überprüft. Die 

Güte der Regression wurde durch das Bestimmtheitsmaß (R2) als Quadrat des Korrelati-

onskoeffizienten bestimmt. Die Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) für die 

Peaks wurden über die Standardabweichung des Leerwerts und die Steigung der Regres-

sionsgerade nach der ICH-Richtlinie Q2 (R1) „Validation of Analytical Procedures“ [180] 

berechnet. Als Leerwert wurden die Peak-Signalintensitäten des nicht-inokulierten Nähr-

mediums (Kontrollproben) herangezogen. 

Untersuchung 1.6 - Zur Untersuchung der VOC-Emission durch zwei Stämme der Bakteri-

enspezies Escherichia (E.) coli wurden alle für E. coli gefundenen Peaks in der Untersu-

chung 2.3, die sich von der Kontrolle signifikant unterscheiden, als Variablen verwendet. 

Die Unterschiede der Variablen zwischen den zwei Gruppen der ungepaarten Daten wurde 

mittels Mann-Whitney-U-Test (p ≤ 0,05) statistisch analysiert.  

3.8.3 In-vitro Untersuchung der Zellkulturen mit und ohne RS-Viren 

Die VOC-Peaks als Cluster wurden ähnlich wie für die in-vitro Untersuchung von Bakteri-

enkulturen statistisch ausgewertet. Sowohl die targeted als auch die non-targeted Strategie 

mit Variablenselektion wurde angewendet (siehe Tabelle 9). Die Variablenselektion erfolgte 

nach den genannten Kriterien: (a) Die Medianwerte für Kulturen mit HEp-2-Zellen bzw. 

RSV-infizierten Zellen sind größer als bei zellfreien bzw. nicht-infizierten Kulturen (zu dem 

jeweiligen Zeitpunkt pro Viruskonzentration); (b) Cluster sind in mindestens 80 % oder 2/3 

der Replikate (n = 3) präsent.  

Zum Finden von diskriminatorischen Clustern für HEp-2-Zellen bzw. für RSV-infizierte Kul-

turen wurde eine ROC-Analyse (AUC ≥ 0,8) durchgeführt. In der Untersuchung 2.3 wurden 

alle infizierten Kulturen gegen nicht-infizierte Kulturen unabhängig von den Zeitpunkten und 
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der Viruskonzentrationen analysiert, dagegen in der Untersuchung 2.4 zu jedem Zeitpunkt 

der Infektion (siehe Tabelle 9).  

Als Variablen für die targeted Analyse wurden die diskriminatorischen Cluster für HEp-2-

Zellen mit den höchsten AUC-Werten herangezogen. Diese dienten als Marker zur Unter-

suchung verschiedener Einflussfaktoren auf den Metabolismus der HEp-2-Zellen. Die Kor-

relation zwischen den Signalintensitäten der diskriminatorischen Cluster und der HEp-2-

Zellkonzentrationen wurde mittels der Regressionsanalyse bestimmt.  

3.8.4 In-vivo Untersuchung der menschlichen Atemluft auf virale Infektionen 

Die statistische Auswertung der Daten erhoben durch MCC-IMS-Messungen von Atemluft 

erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Klinikum Bayreuth.  

Zur Auswertung der IMS-Daten wurden die Patienten anhand der PCR-Information in Grup-

pen (positiv/negativ) in Bezug auf die Virusinfektion eingeteilt. Die IMS-Daten von Influenza- 

und COVID-19 Patienten einschließlich der nicht-infizierten Patienten als Kontrollgruppe 

wurden mittels der Clusteranalyse non-targeted analysiert. Aufgrund der hohen Kreuzkor-

relation einzelner Cluster wurde der Datensatz auf Unterschiede zwischen nicht-infizierten 

und infizierten Patienten hinsichtlich der VOCs in der Atemluft mittels der schrittweisen Dis-

kriminanzanalyse untersucht.  

Ergänzend wurden die Daten für die Validierung basiert auf dem Kennard-Stone Algorith-

mus (KS) im Verhältnis von 4:1 in einen Trainings- und Validierungsdatensatz geteilt. Beim 

KS handelt sich um eine computerbasierte Methode zur Selektion von Stichproben. Die 

Selektion der Stichproben erfolgt in einer schrittweisen Prozedur basierend auf dem eukli-

dischen Abstand zwischen den Proben [181]. Die Proben, die den größten Abstand zu den 

selektierten Proben aufweisen, werden als repräsentative Proben für den Trainingssatz her-

angezogen. Die übrigen Proben dienen als Validierungssatz. Mit dem Trainingssatz wurde 

ein Diskriminanzmodell erstellt und anhand des Validierungssatzes bewertet. 
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4 Ergebnisse 

Für den Ergebnisteil sind die VOC-Peaks in Cluster nach der Position im IMS-Chromato-

gramm als Clusternummer (c_Nr.) mit der Retentionszeit in Sekunden und der Driftzeit re-

lativ zum Reaktantionenpeak, z. B. c_117 (224_1,56), definiert. Die verwendeten Cluster 

für die Untersuchungen und ihr Auftreten in den untersuchten Gruppen sind in Tabellen im 

Anhang 2 aufgelistet.  

4.1 In-vitro Untersuchung der Bakterienkulturen 

Die Namen der verwendeten Bakterien wurden für die Tabellen und Abbildungen wie folgt 

abgekürzt: EC = E. coli, SA bzw. MSSA = (Methicillin sensitiver) S. aureus, PA = P. aerugi-

nosa, KP = K. pneumoniae, AB = Acinetobacter (A.) baumannii, MRSA = Methicillin resis-

tenter S. aureus und KP ESBL = ESBL produzierender K. pneumoniae.  

4.1.1 Einfluss der Inkubationsdauer  

Die Emission der VOCs durch eine grampositive (S. aureus DSM 346) und zwei gramne-

gative Bakterienspezies (E. coli DSM 1576 und P. aeruginosa DSM 1117) wurden im Head-

space der TSB-Reinkulturen zu drei verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation (30, 60 und 

120 min) untersucht.  

Im Headspace der Bakterienkulturen wurden insgesamt 66 VOC-Cluster mittels ROC-Ana-

lyse mit AUC ≥ 0,8 zu allen Inkubationszeitpunkten identifiziert (siehe Tabelle 22 im An-

hang 2.1). Diese erlauben eine signifikante Unterscheidung zwischen der jeweiligen Bakte-

rienspezies und der Kontrolle (Ctrl.). Wie die Abbildung 8A veranschaulicht, variiert die An-

zahl der emittierten VOC-Cluster im Laufe der Inkubationszeit innerhalb der Bakterienspe-

zies. Für E. coli und S. aureus nimmt die Anzahl der VOC-Cluster mit der Inkubationsdauer 

zu. Dagegen weist P. aeruginosa nach einer Stunde der Inkubation die meisten VOC-Clus-

ter auf. 

Unter den VOC-Clustern existieren für jede Bakterienspezies mindestens zwei VOC-Clus-

ter, die zu allen Inkubationszeitpunkten aufgetreten sind (siehe Tabelle 22 im Anhang 2.1). 

Insgesamt wurden sieben derartige VOC-Cluster gefunden. In der Abbildung 8B-D sind drei 

dieser Inkubationszeit-unabhängigen VOC-Cluster (c_12, c_13 und c_14) exemplarisch als 

Boxplots der Signalintensität [V] im Verlauf der Inkubationsdauer für jede Bakterienspezies 
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dargestellt. Anhand dieser Zeitverläufe ist ersichtlich, dass eine Differenzierung zwischen 

diesen drei Keimen zu allen Zeitpunkten der Inkubation anhand von VOCs möglich ist.  

Als Kompromiss in Bezug auf die Differenzierung verschiedener Bakterienspezies und der 

Anzahl an VOC-Clustern im Verlauf der Inkubation wurden 90 min als Inkubationszeitpunkt 

für die weiteren Untersuchungen mit anderen Bakterienspezies herangezogen.  

 

Abbildung 8 Einfluss der Inkubationsdauer auf emittierte VOCs der drei Bakterienspezies: E. coli 
(EC), S. aureus (SA) und P. aeruginosa (PA), n = 3. (A) Anzahl der von Bakterien 
emittierten VOCs abhängig der Inkubationsdauer. (B-D) Boxplots von drei exempla-
rischen Inkubationszeit-unabhängigen VOC-Cluster für die jeweilige Bakterienspe-
zies. 

 

4.1.2 Bakterien in verschiedenen Nährmedien 

In dieser Untersuchung wurde die Differenzierung verschiedener Bakterienspezies anhand 

des VOC-Musters in verschiedenen Nährmedien sowie der Einfluss verschiedener Nähr-

medien auf die von Bakterien emittierten VOC-Muster untersucht. IMS-Messungen erfolg-

ten an Reinkulturen der fünf verschiedenen Bakterienspezies E. coli DSM 1576, S. aureus 

DSM 346, P. aeruginosa DSM 1117, K. pneumoniae DSM 30104 und A. baumannii in den 

A B

C D
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drei verschiedenen Komplexnährmedien BHIB, MHB und TSB. Um die Reproduzierbarkeit 

der Methode zu zeigen, wurden die Bakterienreinkulturen und nicht-beimpften Nährmedien 

an drei verschiedenen Tagen vorbereitet und mit der IMS analysiert (Tag 1: n = 5; Tag 2: 

n = 3; Tag 3: n = 3).  

4.1.2.1 Nährmedien 

Die Nährmedien enthalten Substanzen, die als VOCs im Headspace freigesetzt werden. 

Die VOC-Profile der drei Nährmedien wurden mittels PCA untersucht. Das Streudiagramm 

der PCA (siehe Abbildung 9A) visualisiert die Beziehung der drei Nährmedien unter Ver-

wendung der 60 VOC-Cluster (siehe Tabelle 23 im Anhang 2.1) entlang der zwei Haupt-

komponenten, die eine Gesamtstreuung von 53,36 % erklären. Dieser Plot zeigt eine klare 

Separation zwischen den drei Nährmedien. Durch die 1. Hauptkomponente wird TSB deut-

lich von den zwei anderen Medien getrennt. BHIB und MHB weisen ähnliche Werte für die 

1. Hauptkomponente auf, die auf eine Ähnlichkeit im VOC-Profil zwischen BHIB und MHB 

hindeuten.  

 

Abbildung 9  Analyse der 60 VOC-Cluster in drei verschiedenen Nährmedien: BHIB, MHB und 
TSB, n = 11. (A) Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse. (B) Prozentuale Vertei-
lung der gemeinsamen VOCs in drei Nährmedien als Kreisdiagramm. 

 

Die prozentuale Verteilung der VOCs in den drei Nährmedien ist durch das Kreisdiagramm 

in Abbildung 9B detailliert wiedergegeben. Rund ein Drittel (32 %) der VOCs sind medien-

unabhängig. Die anderen rund zwei Drittel (68 %) der VOCs treten entweder in zwei der 

drei Nährmedien oder in nur einem Nährmedium auf. Insgesamt emittieren BHIB und MHB 

zu 49 % gemeinsame VOCs, wogegen TSB mehr medienspezifische VOCs generiert.  
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4.1.2.2 Einfluss der verschiedenen Nährmedien  

Insgesamt wurden 77 signifikante VOC-Cluster im Headspace der in verschiedenen Nähr-

medien kultivierten Bakterien detektiert (siehe Tabelle 24 im Anhang 2.1). Circa zwei Drittel 

dieser VOC-Cluster waren bei der Kultivierung in jedem Nährmedium zu finden (BHIB: 43, 

MHB: 44, TSB: 39). Die Zusammensetzung der von Bakterien emittierten VOCs ist von dem 

jeweiligen Nährmedium abhängig (siehe Abbildung 30 im Anhang 2.1).  

Abbildung 10 vergleicht die Anzahl der emittierten, signifikanten VOC-Cluster zwischen den 

Bakterienspezies in drei Nährmedien. Von allen Bakterienspezies setzt K. pneumoniae am 

meisten VOCs frei. A. baumannii, K. pneumoniae und P. aeruginosa produzieren eine ähn-

liche Anzahl an VOCs in jedem Nährmedium. Dagegen emittiert S. aureus am meisten 

VOCs in MHB, umgekehrt E. coli in BHIB und TSB.  

 

Abbildung 10 Anzahl der von Bakterien emittierten VOC-Cluster in drei Nährmedien. n = 11. 

 

Im Headspace der Bakterienkulturen wurden insgesamt 12 medienunabhängige VOC-Clus-

ter (siehe Tabelle 10) gefunden, die in allen drei Nährmedien präsent waren und einen 

höheren Signalwert für kultivierte Bakterien als in der Kontrolle des jeweiligen Nährmediums 

aufwiesen. K. pneumoniae emittiert deutlich mehr medienunabhängige VOC-Cluster (7), im 

Gegensatz zu nur ein bis drei VOC-Clustern der anderen Keime.  



Ergebnisse 

  55 

Tabelle 10 Medienunabhängige signifikante VOC-Cluster freigesetzt von Bakterien. n = 11. 

Cluster tr [s] rel. td EC SA PA KP AB 

c_3 9 1,12     X     

c_4 9 1,20       X   

c_11 17 1,51 X         

c_12 17 1,64         X 

c_14 18 1,67 X     X   

c_17 20 1,34 X     X   

c_34 43 1,75       X   

c_35 43 1,89       X   

c_36 44 1,36       X   

c_68 93 1,49         X 

c_84 135 1,34   X       

c_117 224 1,56       X   

 

Ob eine Unterscheidung zwischen Bakterienspezies hinsichtlich der 12 medienunabhängi-

gen Cluster möglich ist, wurde mittels Diskriminanzanalyse mit LOO-Kreuzvalidierung über-

prüft. Die folgende Klassifikationstabelle (siehe Tabelle 11) liefert das Ergebnis der Grup-

penvorhersage auf der Grundlage der Diskriminanzanalyse. Demnach werden insgesamt 

92,9 % der Bakterien korrekt der jeweiligen Gruppe zugeordnet. Die Kreuzvalidierung be-

stätigt die korrekte Zuordnung der Fälle mit 90,9 %. Hierbei werden überwiegend die S. au-

reus Proben falsch in die Kontrollgruppe kategorisiert und umgekehrt.  

Tabelle 11 Klassifizierungsergebnisse der Diskriminanzanalyse mit 12 medienunabhängigen 
VOC-Cluster freigesetzt von Bakterien, n = 11. 

    

Gruppe 

Vorhergesagte Gruppenzugehörigkeit   

Gesamt     Ctrl.  EC  SA  PA  KP  AB    

Original 

  Ctrl.  28 0 5 0 0 0   33 

  EC  0 33 0 0 0 0   33 

  SA  6 0 27 0 0 0   33 

  PA  0 0 0 31 0 2   33 

  KP  0 0 0 0 33 0   33 

  AB  0 0 0 1 0 32   33 

Kreuzvalidiert 

  Ctrl.  27 0 6 0 0 0   33 

  EC  1 32 0 0 0 0   33 

  SA  6 0 27 0 0 0   33 

  PA  0 0 0 30 0 3   33 

  KP  0 0 0 0 33 0   33 

  AB  0 0 0 2 0 31   33 

92,9 % der ursprünglichen gruppierten Fälle ordnungsgemäß klassifiziert. 

90,9 % der kreuzvalidierten gruppierten Fälle ordnungsgemäß klassifiziert. 
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4.1.2.3 Differenzierung verschiedener Bakterien  

Für eine praktische Anwendung hinsichtlich der in-vitro Identifizierung von Bakterien ist es 

bedeutsam, in welchem Nährmedium sich die verschiedenen Bakterienspezies am besten 

differenzieren lassen. Mittels der Diskriminanzanalyse wurde die Diskriminierungsfähigkeit 

von VOC-Mustern der fünf verschiedenen Keime in jedem Nährmedium analysiert. Als Va-

riablen dienten die signifikanten Cluster in jedem Nährmedium, die einen höheren Signal-

wert für Bakterien als in der Kontrolle aufweisen.  

Die Tabelle 12 zeigt die zusammengefassten Klassifikationsergebnisse der Diskriminanz-

analyse. Ausführlichere Ergebnisse können der Abbildung 31 im Anhang 2.1 entnommen 

werden. In jedem der Nährmedien lassen sich die Bakterien ähnlich gut differenzieren. Die 

Diskriminanzanalyse erlaubt eine 100 % korrekte Zuordnung der Bakterien in dem jeweili-

gen Nährmedium. Je nach Nährmedium werden Bakterien in der Kreuzvalidierung zu 

95,5 % bis 98,5 % der Fälle korrekt klassifiziert. Gemäß der Kreuzvalidierung wurden ein 

bzw. zwei der P. aeruginosa-Proben in TSB bzw. BHIB falsch zugeordnet. Bei MHB wurden 

zwei der P. aeruginosa-Proben in die Gruppe „A. baumannii“ und eine S. aureus-Probe in 

die Kontrollgruppe falsch kategorisiert.  

Tabelle 12 Zusammenfassung der Klassifizierungsergebnisse der Diskriminanzanalyse zur Un-
terscheidung der Bakterien in jedem der drei Nährmedien: BHIB, MHB und TSB. 
n = 11. 

 BHIB MHB TSB 

Diskriminanzanalyse 100,0 % 100,0 % 100,0 % 

LOO-Kreuzvalidierung 97,0 % 95,5 % 98,5 % 

 

Um die Komplexität zu reduzieren, wurde in dieser Arbeit mit TSB weitergearbeitet.  

4.1.2.4 Reproduzierbarkeit der Methode 

Die Reproduzierbarkeit der medienunabhängigen Cluster (c_35, c_36 und c_117) für 

K. pneumoniae wurde in drei Nährmedien im Vergleich zu Kontrollproben an drei verschie-

denen Tagen ermittelt. Diese Cluster wurden im Rahmen der ROC-Analyse für die targeted 

Datenanalyse als charakteristische Peaks für K. pneumoniae identifiziert (siehe Tabelle 27 

im Anhang 2.1). Die Präzision (VK %) wurde innerhalb eines Tages und von Tag zu Tag 

berechnet. In der Tabelle 13 sind die Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) sowie 

Variationskoeffizienten zusammengestellt. Die hervorgehobenen Werte stellen die Abwei-

chungen von den Akzeptanzkriterien dar. Alle ermittelten Variationskoeffizienten für die 

Nährmedien ohne Bakterien lagen unter dem Schwellenwert der Akzeptanzkriterien 
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(VK < 15 %). Für K. pneumoniae wies die Präzision innerhalb eines Tages zum Teil mehr 

Variation in der Signalintensität, insbesondere für Cluster 35, auf. Dagegen sind die Signal-

intensitäten über drei Tage reproduzierbar.  

Tabelle 13 Präzision der drei medienunabhängigen Cluster in Signalintensität [V] für K. pneu-
moniae verglichen mit Kontrolle  

Tag 
Statistische 
Kennzahlen 

c_35 (43_1,89) c_36 (44_1,36) c_117 (224_1,56) 

BHIB MHB TSB BHIB MHB TSB BHIB MHB TSB 

Nährmedium (Kontrolle) 

Tag 1 

(n = 5) 

MW 0,000 0,000 0,000 0,255 0,000 0,329 0,000 0,000 0,000 

SD 0,000 0,000 0,000 0,019 0,000 0,009 0,000 0,000 0,000 

VK [%] 0,00 0,00 0,00 7,42 0,00 2,75 0,00 0,00 0,00 

Tag 2 

(n = 3) 

MW 0,000 0,000 0,062 0,337 0,000 0,391 0,000 0,000 0,000 

SD 0,000 0,000 0,003 0,013 0,000 0,009 0,000 0,000 0,000 

VK [%] 0,00 0,00 4,90 3,71 0,00 2,19 0,00 0,00 0,00 

Tag 3 

(n = 3) 

MW 0,000 0,000 0,056 0,304 0,000 0,379 0,000 0,000 0,000 

SD 0,000 0,000 0,004 0,014 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 

VK [%] 0,00 0,00 7,58 4,74 0,00 2,65 0,00 0,00 0,00 

Tag zu 
Tag 

MW 0,000 0,000 0,039 0,299 0,000 0,366 0,000 0,000 0,000 

SD 0,000 0,000 0,002 0,003 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 

VK [%] 0,00 0,00 5,55 1,11 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 

K. pneumoniae          

Tag 1 

(n = 5) 

MW 0,173 0,057 0,229 0,710 0,509 0,685 0,796 0,481 0,828 

SD 0,036 0,005 0,061 0,038 0,018 0,047 0,120 0,039 0,146 

VK [%] 20,65 8,14 26,45 5,39 3,54 6,81 0,00 8,15 17,66 

Tag 2 

(n = 3) 

MW 0,258 0,100 0,276 0,816 0,634 0,692 0,960 0,586 0,883 

SD 0,048 0,003 0,046 0,028 0,009 0,015 0,118 0,029 0,092 

VK [%] 18,60 3,46 16,56 3,44 1,46 2,17 0,00 4,97 10,36 

Tag 3 

(n = 3) 

MW 0,269 0,096 0,267 0,831 0,651 0,709 1,031 0,583 0,925 

SD 0,021 0,016 0,039 0,022 0,015 0,006 0,066 0,045 0,082 

VK [%] 7,67 17,07 14,75 2,63 2,23 0,88 6,42 7,68 8,88 

Tag zu 
Tag 

MW 0,234 0,085 0,257 0,786 0,598 0,695 0,929 0,550 0,879 

SD 0,014 0,007 0,011 0,008 0,004 0,021 0,030 0,008 0,035 

VK [%] 5,87 8,49 4,21 1,06 0,73 3,06 3,27 1,44 3,93 

n = Anzahl der Proben, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, VK = Variationskoeffizient 

 

Die Verlässlichkeit des analytischen Systems wurde anhand der Driftzeit [ms] und Signal-

intensität [V] des RIP überprüft (siehe Tabelle 14). Die Präzision wurde für die erste jewei-

lige Messung der Messreihen innerhalb eines Tages und Tag zu Tag bestimmt. In der Drift-

zeit ist der RIP mit Variationskoeffizienten kleiner 1 % insgesamt robust. Bis auf zwei Werte 

liegen alle ermittelten Variationskoeffizienten der RIP-Signalintensität unter 2 %. Insgesamt 
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zeigen die Ergebnisse, dass die Driftzeiten sowie die Signalintensitäten des RIP an 18 Ta-

gen verteilt über 10 Wochen reproduzierbar sind.  

Tabelle 14  Präzision des RIP bezogen auf Driftzeit [ms] und Signalintensität [V] 

      Driftzeit [ms]   Signalintensität [V] 

Tag n   MW SD VK [%]   MW SD VK [%] 

Präzision innerhalb eines Tages 

1 2   4,21 0,01 0,17   9,789 0,043 0,44 

2 2   4,15 0,01 0,17   9,848 0,006 0,06 

3 4   4,16 0,01 0,23   9,739 0,154 1,58 

4 3   4,19 0,02 0,48   9,642 0,181 1,87 

5 4   4,15 0,01 0,30   9,738 0,087 0,89 

6 3   4,15 0,02 0,56   9,620 0,279 2,90 

7 3   4,23 0,03 0,59   9,769 0,132 1,35 

8 3   4,18 0,02 0,50   9,800 0,063 0,64 

9 3   4,18 0,01 0,14   9,705 0,275 2,84 

10 3   4,17 0,01 0,28   9,833 0,030 0,30 

11 3   4,16 0,02 0,50   9,846 0,023 0,23 

12 3   4,19 0,02 0,36   9,861 0,021 0,21 

13 3   4,20 0,03 0,63   9,829 0,047 0,48 

14 3   4,23 0,01 0,14   9,829 0,035 0,36 

15 3   4,20 0,02 0,50   9,836 0,071 0,72 

16 3   4,20 0,02 0,36   9,824 0,045 0,46 

17 3   4,22 0,02 0,36   9,871 0,009 0,09 

18 3   4,30 0,00 0,00   9,752 0,041 0,42 

Präzision von Tag zu Tag 

MW   4,19   9,78 

SD   0,04   0,07 

VK [%]   0,89   0,75 

n = Anzahl der Messungen, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung,  
VK = Variationskoeffizient 

 

4.1.3 Differenzierung zwischen nicht-resistenten und resistenten Bakterien 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung, ob eine Differenzierung innerhalb der 

nicht-resistenten und zwischen nicht-resistenten und resistenten Bakterienspezies hinsicht-

lich der VOC-Muster in TSB mit MCC-IMS möglich ist. Als antibiotikaresistente Stämme 

wurden Methicillin resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) und ESBL-bildender 

Klebsiella pneumoniae herangezogen. Für die Datenanalyse mittels Clusteranalyse und 

statistischen Methoden wurden die in TSB gewonnenen Messdaten aus der Untersuchung 

der Bakterien in verschiedenen Nährmedien (Kapitel 4.1.2) mit den Daten von Messungen 

an Reinkulturen der resistenten Bakterienstämme kombiniert. Die nachfolgenden Ergeb-

nisse wurden bereits publiziert [182].  
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In den Heatmaps der MCC-IMS-Spektren sind die Unterschiede zwischen den sieben Mik-

roorganismen anhand des VOC-Musters bereits visuell zu entnehmen (siehe Abbildung 32 

im Anhang 2.1). Als Ergebnis der Clusteranalyse gefolgt von der Variablenselektion erga-

ben sich 63 signifikante VOC-Cluster mit p-Werten ≤ 0,05, in denen sich Bakterien in höhe-

ren Signalwerten von der Kontrolle statistisch abheben (siehe Tabelle 25 im Anhang 2.1). 

Die meisten VOC-Cluster wurden für resistente Stämme, ESBL-produzierender K. pneu-

moniae (29) und Methicillin resistenter Staphylococcus aureus (26), gefunden. Unter den 

nicht-resistenten Bakterien generieren E. coli (18) und K. pneumoniae (18) verglichen mit 

Methicillin sensitiven S. aureus (8), A. baumannii (7) und P. aeruginosa (6) mehr VOCs. 

Einige VOCs (z. B. c_107 und c_116) können nur einem Stamm zugeordnet werden, dage-

gen andere mehreren Stämmen (z. B. c_2, c_12 und c_13). Auffällig ist, dass insbesondere 

E. coli und Klebsiellen, sowohl der sensitive als auch der resistente Stamm, einige gemein-

same Peaks teilen, wohingegen die anderen Keime und die Kontrolle kein Signal für diese 

Peaks aufweisen (siehe Abbildung 11). 

 

Abbildung 11 Boxplots der vier exemplarischen VOC-Cluster, die nur im Headspace der E. coli-, 
K. pneumoniae- und ESBL produzierenden K. pneumoniae-Kulturen präsent waren. 
Nicht-resistente Bakterien: n = 11, resistente Bakterien: n = 10.  

 

Um die Differenzierung zwischen den sieben Bakterienstämmen hinsichtlich der 63 VOC-

Cluster zu analysieren, wurde eine Diskriminanzanalyse durchgeführt. Ein drei-dimensio-

naler Scatterplot wurde für die ersten drei Diskriminanzfunktionen erstellt. In diesem Plot 
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sind Bakterien sowie die Kontrolle als farbige Datenpunkte aufgetragen (ein Datenpunkt für 

jedes Replikat). In Abbildung 12A ist zu sehen, dass sich alle Gruppen anhand der drei 

Diskriminanzfunktionen klar differenzieren lassen. Alle drei Funktionen zusammen erklären 

eine Gesamtstreuung von 99,2 %. Die Trennung mit höchster Distanz zwischen den Bak-

teriengruppen wurde für E. coli und für die beiden K. pneumoniae-Stämme gefunden. Im 

Gegensatz dazu sind die Datenpunkte der S. aureus-Stämme (MSSA und MRSA) nah bei-

einander, was auf eine Ähnlichkeit in VOC-Muster zwischen den beiden Stämmen deutet. 

Entsprechend der Klassifizierungsergebnisse können alle Bakterienstämme mittels LOO-

Kreuzvalidierung zu 100 % korrekt der jeweiligen Gruppen zugeordnet werden (siehe Ab-

bildung 12B). 

 

Abbildung 12 Klassifizierungsergebnisse der Diskriminanzanalyse mit 63 VOC-Cluster zur Diffe-
renzierung zwischen den resistenten und nicht-resistenten sowie innerhalb der 
nicht-resistenten Bakterienstämme. A: 3D-Plot, B: Klassifizierungstabelle. Nicht-re-
sistente Bakterien: n = 11, resistente Bakterien: n = 10. 

 

Zur Überprüfung der Klassifizierung der einzelnen Bakterienstämme hinsichtlich bestimm-

ter VOC-Cluster wurde ein Klassifizierungsbaum konstruiert (siehe Abbildung 13). Eine 

ROC-Analyse wurde angewendet, um die obengenannten 63 VOC-Cluster als Klassifikato-

ren für die Aufspaltung der Bakterien im Klassifizierungsbaum zu selektieren. Für mehrere 

Bakterienstämme konnte mehr als ein VOC-Cluster für die Verzweigung verwendet werden 

[182].  
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PA 0 0 0 11 0 0 0 0 11

KP 0 0 0 0 11 0 0 0 11
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KP ESBL 0 0 0 0 0 0 0 10 10

Ctrl. 11 0 0 0 0 0 0 0 11

EC 0 11 0 0 0 0 0 0 11
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MRSA 0 0 0 0 0 0 10 0 10
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100,0 % der kreuzvalidierten gruppierten Fälle wurden korrekt klassifiziert.
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100,0 % der ursprünglich gruppierten Fälle wurden korrekt klassifiziert.
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Abbildung 13 Klassifizierungsbaum mit sieben VOC-Clustern mit Cut-off-Werten der Signalinten-
sität in V als Entscheidungspunkte zur Differenzierung verschiedener Bakterienspe-
zies einschließlich resistenter Stämme. Nicht-resistente Bakterien: n = 11, resis-
tente Bakterien: n = 10. 

 

Der resultierende Klassifizierungsbaum (siehe Abbildung 13) mit sieben VOC-Clustern er-

laubt eine Klassifizierung aller Bakterienstämme mit einer AUC von 1,0. Beginnend mit 

Cluster c_13 mit einem Schwellenwert von 1,63 V trennen sich die Staphylokokken von 

gramnegativen Bakterien. Abhängig von Cluster c_2 teilen sich die gramnegativen Bakte-

rien in Enterobakterien (E. coli, K. pneumoniae und ESBL produzierender K. pneumoniae) 

und Nicht-Fermenter (P. aeruginosa und A. baumannii) ein. Die Klassifikation in die darauf-

folgenden Klassen kann durch spezifische VOC-Cluster gemäß der Abbildung 13 weiter 

erfolgen. In der Diskriminanzanalyse lassen sich alle Bakterien hinsichtlich der sieben VOC-

Cluster mit einer 96,5 % korrekten Zuordnung unter Verwendung der LOO-Kreuzvalidie-

rung klassifizieren (siehe Tabelle 26 im Anhang 2.1). Die sieben VOC-Cluster sind in der 

Abbildung 34 im Anhang 2.1 als Boxplots dargestellt.  

4.1.4 Mischkulturen 

In klinischen Proben sind häufig nicht nur ein Bakterium, sondern verschiedene Bakterien-

spezies präsent. Demzufolge wurde die Nachweiskapazität des MCC-IMS-Systems an 

Mischkulturen mit den Lungenkeimen S. aureus (SA) und K. pneumoniae (KP) in vitro un-

tersucht.  

Die drei charakteristischsten Peaks für S. aureus (c_13, c_24 und c_38) sowie für K. pneu-

moniae (c_35, c_36 und c_117) sind in allen Mischkulturen mit verschiedenen Proportionen 
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von S. aureus zu K. pneumoniae (3:1, 1:1 und 1:3) detektierbar (siehe Abbildung 14 und 

Abbildung 15). Wie in Abbildung 16 dargestellt, korreliert das Peak-Signal mit der Bakteri-

enkonzentration linear (R2 > 0,934). Je höher die Konzentration an S. aureus, desto höher 

ist die Signalintensität für S. aureus-typische Peaks und desto niedriger für K. pneumoniae-

typische Peaks und umgekehrt. 

 

Abbildung 14  Spektrenverläufe – Einfluss der Mischkulturen auf charakteristische VOC-Cluster 
für S. aureus. Kontrolle (Ctrl.) und Reinkulturen (SA und KP): n = 11, Mischkulturen: 
n = 10. 

 

 

Abbildung 15 Spektrenverläufe – Einfluss der Mischkulturen auf charakteristische VOC-Cluster 
für K. pneumoniae. Kontrolle (Ctrl.) und Reinkulturen (SA und KP): n = 11, Misch-
kulturen: n = 10.  
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Abbildung 16 Regressionskurven – Einfluss der Mischkulturen auf charakteristische VOC-Cluster 
für S. aureus und K. pneumoniae. Reinkulturen (SA und KP): n = 11, Mischkulturen: 
n = 10. 

 

4.1.5 Einfluss verschiedener Bakterienkonzentrationen 

Für die Untersuchung des Einflusses verschiedener Bakterienkonzentrationen auf VOCs, 

wurden Kulturen mit K. pneumoniae in unterschiedlichen Startkonzentrationen (0,01; 

0,0175; 0,025 und 0,05 OD600) inokuliert und mit der MCC-IMS vermessen. 

 

Abbildung 17 Einfluss verschiedener Bakterienkonzentrationen auf K. pneumoniae spezifische 
VOC-Cluster. n = 3. 
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Bestimmungsgrenze (LOQ) mittels der Funktionsgleichung der Kalibrierungskurve ermittelt. 

Tabelle 15 ist zu entnehmen, dass die Nachweisgrenze für bakterielle VOCs von einem 

Peak zum anderen variiert und zwischen 0,001 bis 0,007 OD600 liegt. Nach der Bestim-

mungsgrenze (LOQ) lassen sich die genannten Peaks ab einer Mindestbakteriendichte von 

0,004 bis 0,013 OD600 quantifizieren.  

Tabelle 15 Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) sowie Bestimmtheitsmaß für 
K. pneumoniae spezifische VOC-Cluster. n = 3. 

Cluster LOD [OD600] LOQ [OD600] Bestimmtheitsmaß [R²] 

c_35 (43_1,89) 0,003 0,006 0,988 

c_36 (44_1,36) 0,007 0,013 0,989 

c_117 (224_1,56) 0,001 0,004 0,992 

 

4.1.6 Verschiedene Stämme einer Bakterienspezies 

Für die zwei verschiedenen E. coli-Stämme DSM 1103 und DSM 1576 wurde untersucht, 

ob diese gleiche VOCs generieren.  

 

Abbildung 18 Heatmaps der E. coli-Reinkulturen (gemittelte Differenzspektren nach Subtraktion 
des gemittelten Werts der Kontrollprobe). DSM 1103: n = 10, DSM 1576: n = 11.  

 

Die beiden Stämme zeigen ähnliche VOC-Muster (siehe Abbildung 18). In der Untersu-

chung „Differenzierung zwischen nicht-resistenten und resistenten Bakterien“ (siehe Kapi-

tel 4.1.3) wurden insgesamt 18 VOC-Cluster (siehe Tabelle 16) für den E. coli-Stamm 

DSM 1576 identifiziert. 15 der 18 Cluster wurden im Headspace der DSM 1103-Kulturen 

nachgewiesen, die einen signifikanten Unterschied zu Kontrollproben aufweisen. Bei der 

Mehrheit der VOC-Cluster differenzieren sich die zwei E. coli-Stämme in der Signalintensi-

tät signifikant voneinander.  

E. coli DSM 1103E. coli DSM 1576
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Tabelle 16 Emittierte VOC-Cluster von zwei E. coli-Stämmen – Unterscheidung gegenüber der 
Kontrolle (Ctrl.) und innerhalb der E. coli-Stämme. Ctrl.: n = 21, DSM 1103: n = 10, 
DSM 1576: n = 11.  

Cluster  tr [s] rel. td   DSM 1576 vs. Ctrl. DSM 1103 vs. Ctrl. 
DSM 1576 vs. 

DSM 1103 

c_2 6 1,07   0,0000 0,0000 0,0002 

c_4 9 1,20   0,0338 0,0000 0,0025 

c_11 17 1,51   0,0001 ns - 

c_13 18 1,44   0,0000 0,0000 ns 

c_14 18 1,67   0,0000 0,0000 ns 

c_15 20 1,09   0,0000 0,0000 0,0074 

c_17 20 1,34   0,0000 0,0000 0,0015 

c_30 40 1,43   0,0000 0,0000 0,0004 

c_40 49 1,07   0,0000 0,0000 0,0075 

c_54 68 1,32   0,0000 0,0095 0,0125 

c_62 83 1,33   0,0000 0,0000 ns 

c_70 96 1,33   0,0000 0,0000 ns 

c_74 105 1,33   0,0000 0,0005 ns 

c_107 208 1,63   0,0000 0,0000 0,0001 

c_115 223 1,33   0,0002 0,0083 ns 

c_120 231 1,32   0,0000 0,0095 0,0224 

c_124 236 1,32   0,0000 ns - 

c_128 242 1,32   0,0000 ns - 

Angabe der p-Werte im Mann-Whitney-U-Test, ns = p > 0,05 

 

4.2 In-vitro Untersuchung der Zellkulturen mit und ohne RS-Viren 

4.2.1 Vergleich der Probennahme-Strategien 

Zwei verschiedene Probennahme-Strategien wurden in Bezug auf VOC-Muster evaluiert. 

Mit der ersten Strategie „Zellkultur“ wurden die VOCs im Headspace der mediumhaltigen 

Zellkulturflaschen mit und ohne HEp-2-Zellen mit der IMS analysiert. Bei der anderen Stra-

tegie „Überstand“ handelt es sich um die Untersuchung von VOCs emittiert vom Überstand, 

der von Zellkulturflaschen mit und ohne HEp-2-Zellen in HS-Vials überführt wurde.  

Wie in Abbildung 19 zu sehen, beinhalten die gemittelten IMS-Chromatogramme messbare 

VOC-Peaks für die beiden Probennahme-Strategien. Verglichen mit dem Überstand in HS-

Vials, weisen die mediumhaltigen Zellkulturflaschen mit und ohne HEp-2-Zellen, mehr und 

zum Teil intensivere Peaks auf. Dies könnte darauf deuten, dass die Zellkulturflaschen 

Kunststoffmaterialien enthalten, die eigene VOCs freisetzen.  
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Abbildung 19 Gemittelte IMS-Chromatogramme für die zwei Strategien „Zellkultur“ und „Über-
stand“ zur Probennahme von VOCs. Überstand: n = 6, Zellkultur: n = 8. 

 

Um die VOC-Unterschiede zwischen HEp-2-Zellen und dem Kulturmedium visuell hervor-

zuheben, wurden Differenzspektren (HEp-2-Zellen abzüglich Kulturmedium, siehe rechte 

Spalte in der Abbildung 19) erstellt. Die Unterschiede zwischen dem Kulturmedium und 

HEp-2-Zellen sind für die beiden Probennahme-Strategien vorhanden. Bis auf wenige 

Peaks, treten alle im Überstand detektierbaren Peaks auch in den Messdaten der Zellkultur 

auf.  

Im Vergleich zum „Überstand“ erfasst die Strategie „Zellkultur“ das gesamte Volatilom der 

Zellkultur (Überstand und Zellen). Zudem besitzen Viren keinen eigenen Metabolismus und 

sind somit auf Wirtszellen zur Replikation angewiesen. Deshalb wurde die Strategie „Zell-

kultur“ im Rahmen dieser Arbeit verwendet.  

Zur Identifizierung von HEp-2 zellspezifischen VOCs wurden die VOC-Muster der Zellkul-

turflaschen mit und ohne Zellen mittels der Clusteranalyse-basierten Software und statis-

tisch ausgewertet. Mittels ROC-Analyse wurden vier VOC-Cluster gefunden, durch die sich 

die HEp-2-Zellen im Headspace der Kulturen vom Kulturmedium in höheren Signalintensi-

täten mit einer AUC von 1,0 (95 % CI [1,1]) signifikant unterscheiden. Bei diesen handelt 

es sich um leicht flüchtige Substanzen, die bereits nach einer Retentionszeit von 
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17 Sekunden im IMS-Chromatogramm erscheinen. Alle diese vier Peaks sind im Head-

space der Zellkultur sowie des Überstands wiederzufinden (siehe Abbildung 20). Die Spek-

tren weisen durchweg gleichartige Peakverläufe für die beiden Probennahme-Methoden 

auf. Die relativen Driftzeiten und die Retentionszeiten für die vier gefundenen Peaks sind in 

der Tabelle 17 wiedergegeben.  

Tabelle 17 Cluster für HEp-2-Zellen mit Retentionszeit (tr) und relativer Driftzeit (rel. td) 

Cluster tr [s] rel. td 

c_3 15 1,25 

c_4 15 1,61 

c_5 16 1,69 

c_6 17 1,49 

 

 

Abbildung 20 Gemittelte IMS-Spektren bei tr = 15 s mit Unterschieden zwischen HEp-2-Zellen 
(HEp-2) und dem Kulturmedium (Ctrl.) in den Signalintensitäten für vier Peaks (c_3, 
c_4, c_5 und c_6).  

 

Zusammengefasst sind Unterschiede in den VOC-Mustern zwischen Kulturen mit und ohne 

HEp-2-Zellen zu erkennen. Die vier selektierten Peaks könnten als HEp-2 zellspezifischer 

VOC-Marker in Betracht gezogen werden. Deshalb wurden diese als Referenzpeaks in wei-

teren Untersuchungen validiert. 

4.2.2 Einfluss verschiedener Konzentrationen der HEp-2-Zellen 

In dieser Untersuchung wurde geprüft, ob die vier diskriminierenden VOC-Cluster für HEp-

2-Zellen mit der Zellkonzentration korrelieren. Hierzu wurde eine Analyse der Kulturen mit 

drei verschiedenen Zellkonzentrationen (1,33 x 106, 2,00 x 106 und 2,67 x 106 Zellen pro 

Kulturflasche zum Zeitpunkt der Aussaat) durchgeführt. 

Die gemittelten Spektrenverläufe in Abbildung 21 zeigen, dass die vier Peaks in allen Kul-

turen mit verschiedenen Zellkonzentrationen nachweisbar sind. Für diese Peaks besteht 

ein linearer Zusammenhang zwischen der Zellkonzentration und der Peak-Signalintensität 
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(R2 = 0,90 – 1,00). Hierbei verläuft die Korrelation positiv. Diese Linearität ist auch in den 

Boxplots ersichtlich (siehe Abbildung 35 im Anhang 2.2).  

 

Abbildung 21 Zusammenhang zwischen Zellkonzentration und Signalintensität für vier HEp-2 zell-
spezifische Peaks in Form von Spektrenverläufen und Regressionen  

 

Durch den linearen Zusammenhang kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei 

den vier VOC-Clustern um Marker der HEp-2-Zellen handelt.  

4.2.3 Einfluss einer RS-Virusinfektion auf HEp-2-Zellen 

HEp-2-Zellkulturen wurden mit und ohne RSV-Infektion analysiert, ob Viren den Metabolis-

mus der HEp-2-Zellen beeinflussen und dadurch eine Veränderung in der VOC-Zusam-

mensetzung auslösen. Hierzu wurde der Headspace der RSV-infizierten Kulturen auf VOCs 

spezifisch für HEp-2-Zellen sowie VOCs im Zusammenhang mit der Virusinfektion unter-

sucht. Die Einflüsse der Viruskonzentration und der Inkubationsdauer nach Infektion auf 

VOC-Muster wurden untersucht. Parallel wurde eine Differenzierung zwischen nicht- und 

RSV-infizierten Zellkulturen überprüft.  

4.2.3.1 Einfluss verschiedener Viruskonzentrationen 

Die VOCs der nicht-infizierten und infizierten Zellkulturen mit zwei verschiedenen RS-Vi-

ruskonzentrationen (MOI = 0,05 und MOI = 0,1) wurden nach 48 Stunden und 70 Stunden 

der Infektion miteinander verglichen.  

In den Scatterplots (siehe Abbildung 22 und Abbildung 23) wurden zunächst die Signalin-

tensitäten der HEp-2 zellspezifischen VOC-Cluster (c_3 bis c_6) betrachtet. 48 Stunden 

nach Infektion blieben die Peaks trotz der Infektion in ihren Signalintensitäten konstant. 

Hingegen nehmen die Peaks 70 Stunden nach Infektion mit zunehmender Viruskonzentra-

tion in ihrer Signalintensität ab (siehe Abbildung 22).  
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Im Vergleich zu den infizierten Zellen nimmt die Signalintensität der Peaks für nicht-infizierte 

Zellen mit der Inkubationszeit steiler zu. Dagegen bleibt die VOC-Konzentration bei infizier-

ten Zellen mit der MOI von 0,1 konstant oder nimmt ab (siehe Abbildung 23). 

 

Abbildung 22 Einfluss der Viruskonzentration (MOI = 0, MOI = 0,05 und MOI = 0,1) auf HEp-2 
zellspezifische VOC-Peaks nach zwei Inkubationszeiten (48 h und 70 h). n = 3. 

 

 

Abbildung 23 Einfluss der Inkubationszeit (48 h und 70 h) auf HEp-2 zellspezifische VOC-Peaks 
ohne und mit RSV-Infektion mit zwei Viruskonzentrationen (MOI = 0,05 und 
MOI = 0,1). n = 3. 

 

Darüber hinaus wurden weitere VOCs gefunden, in denen sich die infizierten Kulturen von 

nicht-infizierten Kulturen durch höhere Peak-Signalintensitäten abheben. Insgesamt wur-

den acht VOC-Cluster mit einer AUC > 0,8 mittels ROC-Analyse identifiziert (siehe Tabelle 

18). Um die Einflüsse der Infektion zu untersuchen, wurden die VOC-Cluster mit den fünf 

höchsten AUC-Werten herangezogen (siehe Abbildung 24 und Abbildung 25).  
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Tabelle 18 Ergebnisse der ROC-Analyse (AUC > 0,8) zur Selektion von VOC-Cluster zur Un-
terscheidung zwischen infizierten und nicht-infizierten Kulturen. n = 3. 

Rang   Cluster  tr [s] rel. td   Obs AUC SE 95 % Konfidenzintervall 

1   c_1 1 1,93   18 0,944 0,060 [0,83; 1] 

2   c_13 242 2,13   18 0,938 0,063 [0,81; 1] 

3   c_12 233 2,13   18 0,875 0,086 [0,71; 1] 

4   c_11 106 2,13   18 0,868 0,133 [0,61; 1] 

5   c_8 78 2,13   18 0,854 0,114 [0,63; 1] 

6   c_2 1 2,13   18 0,833 0,167 [0,51; 1] 

7   c_9 90 2,13   18 0,819 0,114 [0,60; 1] 

8   c_7 54 1,93   18 0,806 0,120 [0,57; 1] 

Obs = Beobachtungen; AUC = Fläche unter der Kurve; SE = Standardfehler 

 

Die infizierten Zellen weisen ein wesentlich höheres Signal auf und lassen sich gut von 

nicht-infizierten Zellen trennen. Die Signalintensität der Peaks nimmt 48 Stunden nach In-

fektion mit der Viruskonzentration zu. Hingegen unterscheiden sich Kulturen in ihren Peak-

Signalintensitäten 70 Stunden nach Infektion zwischen den beiden Viruskonzentrationen 

nicht. Für beide Viruskonzentrationen nimmt die VOC-Konzentration einiger Peaks nach 

70 Stunden Inkubation ab.  

 

Abbildung 24 Einfluss der Viruskonzentration (MOI = 0, MOI = 0,05 und MOI = 0,1) auf emittierte 
VOCs der HEp-2-Zellen nach zwei Inkubationszeiten (48 h und 70 h). n = 3.  
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Abbildung 25 Einfluss der Inkubationszeit (48 h und 70 h) auf emittierte VOCs der HEp-2-Zellen 
ohne und mit RSV-Infektion mit zwei Viruskonzentrationen (MOI = 0,05 und 
MOI = 0,1). n = 3. 

 

Zusammenfassend sind Unterschiede der VOCs zwischen infizierten und nicht-infizierten 

Kulturen feststellbar. Die Signalintensität der VOC-Cluster, spezifisch für die HEp-2-Zellen, 

ändert sich mit der Viruskonzentration.  

4.2.3.2 Infektionszeitverlauf 

Die nicht- und RSV-infizierten Zellkulturen wurden zu vier verschiedenen Zeitpunkten 

(6, 24, 48 und 72 Stunden) nach Infektion analysiert. Parallel wurde eine mikroskopische 

Untersuchung der Zellmorphologie zu jedem Zeitpunkt der Infektion durchgeführt.  

4.2.3.2.1 Morphologie der HEp-2-Zellen mit und ohne RSV-Infektion  

Die Morphologie der nicht-infizierten und RSV-infizierten HEp-2-Zellen ist in Abbildung 26 

zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion veranschaulicht.  

24 Stunden nach Infektion fusionierten RSV-infizierte HEp-2-Zellen mit benachbarten Zel-

len zu größeren Aggregaten (Synzytien, mit orangen Pfeilen exemplarisch markiert). Im 

weiteren Infektionsverlauf lösten und kugelten sich die infizierten Zellen, einschließlich der 

Synzytien als Aggregate, vermehrt von der Oberfläche ab und verteilten sich in allen 

Schichten des Überstands. Dadurch fanden sich zunehmend Aussparungen im Zellrasen. 

Die nicht-infizierten HEp-2-Zellen blieben während der Beobachtungsdauer morphologisch 

unverändert, wobei diese nach 48 Stunden eine Konfluenz von 100 % erreichten. Nach 

72 Stunden waren die nicht-infizierten HEp-2-Zellen unter einer Schicht der anscheinend 

toten Zellen (weiße Bläschen) erkennbar. 
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Abbildung 26 Mikroskopie (Phasenkontrast, 10x Vergrößerung) der nicht-infizierten und RSV-infi-
zierten HEp-2-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion 

 

4.2.3.2.2 MCC-IMS-Analyse der Zellkulturen 

Für die IMS-Untersuchung des Einflusses der RSV-Infektion auf die vier für HEp-2-Zellen 

spezifischen VOC-Cluster im zeitlichen Verlauf wurden die Daten in Boxplots dargestellt 

RSV-infiziertNicht-infiziert

6 h

48 h

72 h

24 h
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(siehe Abbildung 27). In diesen Boxplots sind die Zeitverläufe der Peak-Signalintensität in 

Abhängigkeit der Zeitpunkte nach Infektion für nicht- und RSV-infizierte Kulturen aufgetra-

gen. Die Zeitverläufe der VOC-Konzentrationen, gemessen als Signalintensität, unterschei-

den sich für die verschiedenen Peaks.  

Bis auf Cluster c_4 nach sechs Stunden sind alle vier VOC-Cluster zu allen Zeitpunkten 

des Infektionsverlaufs im Headspace der nicht- und infizierten Kulturen messbar. Beson-

ders auffällig ist, dass die Signalintensität der Cluster für nicht-infizierte Zellen verglichen 

mit RSV-infizierten Zellen im zeitlichen Verlauf zunimmt. Dagegen nehmen die Cluster 4 

und 5 für RSV-infizierte Zellen im Verlauf zwischen 24 und 72 Stunden nach Infektion in 

ihrer Signalintensität ab. In infizierten Zellkulturen zeigen die Signalintensitäten der Cluster 

3 und 6 verglichen mit nicht-infizierten Kulturen einen verlangsamten Anstieg mit der Infek-

tionszeit.  

 

Abbildung 27 Signalintensitätsänderungen der vier HEp-2 zellspezifischen Peaks im Headspace 
der nicht-infizierten und RSV-infizierten Kulturen im zeitlichen Verlauf. n = 10. 

 

Zu welchem Zeitpunkt nach Infektion eine signifikante Unterscheidung zwischen RSV- und 

nicht-infizierten Kulturen anhand von HEp-2 zellspezifischen VOC-Markern möglich ist, 

wurde mit dem U-Test unter Angabe des p-Werts (≤ 0,05) untersucht. Unter Verwendung 

der Mehrheit der Cluster lassen sich anhand der Peak-Signalintensitäten die RSV-Kulturen 
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von nicht-infizierten Kulturen nach 24 Stunden signifikant differenzieren (siehe Tabelle 19). 

Die Signifikanzwerte sind in der Tabelle 19 hervorgehoben.  

Tabelle 19 Differenzierung der RSV-infizierten Kulturen gegenüber nicht-infizierten Kulturen: 
Angabe der p-Werte im Mann-Whitney-U-Test, hervorgehobene p-Werte ≤ 0,05 
weisen signifikante Unterschiede aus. n = 10. 

    6 h 24 h 48 h 72 h 

c_3 (15_1,25)   0,6225 0,0012 0,0002 0,0002 

c_4 (15_1,61)   1,0000 0,0036 0,0025 0,0002 

c_5 (16_1,69)   0,0588 0,0011 0,0025 0,0002 

c_6 (17_1,49)   0,0007 0,0036 0,0025 0,0002 

 

Zur Ermittlung weiterer Peaks, die mit der Virusinfektion in Verbindung stehen, wurde eine 

ROC-Analyse angewendet. Zunächst wurden 15 Cluster identifiziert, wodurch sich die RSV-

infizierten Kulturen von nicht-infizierten Kulturen zu jedem Zeitpunkt der Infektion durch hö-

here Peak-Signalintensitäten mit einer AUC von mindestens 0,8 unterscheiden. Nur ein 

Cluster davon (c_10 (97_2,12)) zeigt einen Zusammenhang zwischen der Peak-Signalin-

tensität und der Inkubationszeit für RSV-infizierte Zellen gegenüber nicht-infizierten Zellen. 

Dessen Signalintensitätsverlauf ist in der Abbildung 28 veranschaulicht. Die Peak-Signalin-

tensität nimmt bei den infizierten Zellen mit der Zeit stetig zu, wogegen bei den nicht-infi-

zierten Zellen kein solcher Zeitverlauf zu beobachten ist. Bis zu 48 Stunden nach Infektion 

unterscheiden sich infizierte Zellen in der Signalintensität von nicht-infizierten Zellen signi-

fikant. 72 Stunden nach Infektion dagegen existiert keine signifikante Abgrenzung zwischen 

beiden Kulturen.  

 

Abbildung 28 Unterschiede zwischen nicht- und RSV-infizierten Zellen in der Signalintensität für 
den Cluster c_10 (97_2,12). n = 10. 
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4.3 In-vivo Untersuchung der menschlichen Atemluft auf virale Infekti-

onen 

Die Ergebnisse zu den Atemluftuntersuchungen von Patienten auf Influenza-A- bzw. SARS-

CoV-2-Infektion wurden in zwei Publikationen [166, 167] veröffentlicht.  

Die initial durchgeführte Studie mit Influenza-A infizierten Patienten wurde auf die Analyse 

von Patienten mit Verdacht auf eine Infektion mit SARS-CoV-2 ausgeweitet. Bei einem aus-

schließlichen Vergleich einer Virusinfektion mit Nichtinfizierten könnten die VOCs auch das 

Resultat einer Wirtsreaktion auf eine unspezifische Virusinfektion sein. Durch die Zusam-

menlegung der Daten aus den beiden Studien kann auch überprüft werden, ob sich die 

VOCs beider unterschiedlicher Virusinfektionen unterscheiden. 

Bei 14 der 24 Patienten, die mit Verdacht auf Influenza-A in der Klinik aufgenommen wur-

den, konnte mittels PCR Influenza-Virus-RNA im Nasopharyngealabstrich nachgewiesen 

werden. In der COVID-19-Kohorte wurden insgesamt 16 der 51 rekrutierten Patienten mit-

tels RT-PCR positiv für SARS-CoV-2 getestet. Bei einem Patienten war das RT-PCR-Test-

ergebnis anfangs nicht eindeutig. Diese Person wurde in der Datenanalyse der IMS-Daten 

als unbekannte Gruppe eingeteilt. 

In der Zwischenzeit hatte der Hersteller des PCR-Tests (Seegene) die Akzeptanzkriterien 

für positive Ergebnisse neu definiert. Demnach wurde der Patient mit unschlüssigem PCR-

Ergebnis nun als positiv für SARS-CoV-2 eingestuft. Das Ergebnis war in einem zweiten 

PCR-Test reproduzierbar. 

Die Unterscheidung zwischen nicht-infizierten, Influenza-A-infizierten und SARS-CoV-2-in-

fizierten Patienten hinsichtlich des VOC-Musters wurde mittels der schrittweisen Diskrimi-

nanzanalyse überprüft. In dieser Analyse wurde der Patient mit dem ursprünglich unschlüs-

sigen PCR-Ergebnis nicht zu einer der definierten Gruppen zugeordnet. Als Ergebnis erga-

ben sich 32 Cluster, die Wilks‘ Lambda größtmöglich minimierten. Die Position dieser Clus-

ter im IMS-Chromatogramm ist in Abbildung 36 im Anhang 2.3 graphisch dargestellt. In dem 

Plot in Abbildung 29 lassen sich alle drei Gruppen entlang der zwei Diskriminanzfunktionen, 

die eine Gesamtvarianz von 100 % erklären, klar auftrennen. Der Patient mit dem ursprüng-

lich unschlüssigen Ergebnis wurde der SARS-CoV-2-Gruppe zugeordnet. In der LOO-

Kreuzvalidierung wurden insgesamt 97,3 % der Fälle korrekt in die Gruppen zugeordnet 

(siehe Abbildung 29 rechts). Jeweils ein nicht-infizierter Patient und ein Influenza-A-infizier-

ter Patient wurde fälschlicherweise als SARS-CoV-2-infiziert eingestuft. Insgesamt gab es 

keine falsch-negativen Ergebnisse. 
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Abbildung 29 Ergebnisse der Diskriminanzanalyse mit 32 Clustern zur Unterscheidung der drei 
Gruppen: Nicht-infizierte, Influenza-A- und SARS-CoV-2-infizierte Patienten. Links: 
Streudiagramm, rechts: Klassifizierungstabelle. 

 

Alternativ wurden zur Validierung die Daten mit einer Methode basierend auf dem Kennard-

Stone Algorithmus gesplittet. Der Trainingssatz bestand aus 59 Proben (Kontrolle = 35, In-

fluenza A = 11, SARS-CoV-2 = 13) und der Validierungssatz aus 15 Proben (Kontrolle = 9, 

Influenza-A = 3, SARS-CoV-2 = 3). Nach Erstellung eines Diskriminanzmodells mit dem 

Trainingssatz wurden in der Validierung 80 % der Fälle richtig zugeordnet (siehe Tabelle 

20). Keine der Influenza-A-infizierten oder SARS-CoV-2-infizierten Patienten wurden 

fälschlicherweise als nicht-infizierte Patienten klassifiziert.  

Tabelle 20 Ergebnisse der Validierung anhand der mittels Kennard-Stone Algorithmus gesplit-
teten Daten zur Unterscheidung der drei Gruppen: Nicht-infizierte, Influenza-A- und 
SARS-CoV-2-infizierte Patienten 

Gruppe 

Vorhergesagte Gruppenzugehörigkeit 

Gesamt Kontrolle Influenza-A SARS-CoV-2 

Kontrolle 7 0 2 9 

Influenza-A 0 3 0 3 

SARS-CoV-2 0 1 2 3 

80 % der gruppierten Fälle korrekt klassifiziert.   
 

Gruppe Kontrolle Influenza-A SARS-CoV-2 Gesamt

Kontrolle 44 0 0 44

Influenza-A 0 14 0 14

SARS-CoV-2 0 0 16 16

Ungruppierte Fälle 0 0 1 1

Kontrolle 43 0 1 44

Influenza-A 0 13 1 14

SARS-CoV-2 0 0 16 16

97,3 % der kreuzvalidierten gruppierten Fälle ordnungsgemäß klassifiz iert.

Original

Kreuz-

validiert

100,0 % der ursprünglichen gruppierten Fälle ordnungsgemäß klassifiz iert.

Vorhergesagte Gruppenzugehörigkeit

Funktion 1

F
u

n
k
ti
o

n
 2

Kontrolle 
Influenza A

SARS-CoV-2
Ungruppierte Fälle
Gruppenzentroid

Gruppe



Diskussion 

  77 

5 Diskussion 

Metabolomik-Ansätze und insbesondere die Analyse von metabolischen VOCs haben ein 

großes Zukunftspotenzial in der Infektionsdiagnostik [98, 183, 184]. Eine Änderung der bi-

ochemischen Reaktionen führt zu einer Änderung der VOC-Zusammensetzung, die als Sig-

nal für das Auftreten von Krankheiten dienen kann [15]. VOCs als Biomarker werden nicht 

nur von Krankheitserregern selbst generiert, sondern auch von Interaktionen der Krank-

heitserreger mit dem Wirt und Wirtsreaktionen [50, 185]. Dies ist ein großer potenzieller 

Vorteil der VOC-Analyse gegenüber den herkömmlichen mikrobiologischen Methoden, die 

sich ausschließlich auf die Pathogen-Biomarker konzentrieren [186].  

VOCs als leichtflüchtige Substanzen können in verschiedenen Proben nachgewiesen wer-

den [15]; durch die direkte Kommunikation der Atmung stellt Atemluft einen besonders in-

teressanten Ansatz dar. Im Sinne einer Vor-Ort-Analyse ist Atemluft ein geeigneter Proben-

typ, da die Probennahme sowohl eine geringe Belastung für den Menschen darstellt als 

auch eine Online-Analyse ermöglicht [59, 187]. Dennoch ist Atemluft mit exogenen Störfak-

toren behaftet [67]. Die größte Herausforderung besteht darin, VOCs der Erreger „als Nadel 

im Heuhaufen von Störfaktoren“ nachzuweisen.  

So wurden die in-vitro-Studien als Bottom-up-Ansatz genutzt, um die Machbarkeit der MCC-

IMS als Analysemethode zum Nachweis von Pathogen-VOCs und Veränderungen der 

VOC-Profile aufgrund der Wirt-Virus-Interaktionen unter kontrollierten Bedingungen zu un-

tersuchen.  

5.1 In-vitro Untersuchung der Bakterienkulturen 

In Anbetracht des eigenen Metabolismus galten die in-vitro Bakterienuntersuchungen als 

erster Schritt, um die Machbarkeit der IMS-Methode zur Identifikation infektionspathogener 

VOCs zu evaluieren.  

5.1.1 Inkubationsdauer 

Die optimale Dauer der Inkubation ist vom bakteriellen Wachstum abhängig. Über die Inku-

bationsdauer hinweg verändert sich die VOC-Zusammensetzung sowohl in der Art der Sub-

stanzen als auch in den Konzentrationen [188], da die messbaren VOCs mit metabolischen 

Prozessen, u. a. Zellteilung und Zellwandbau, korrelieren. Abhängig von der bakteriellen 

Wachstumsphase werden bestimmte VOC-Substanzen im Zuge des primären oder 
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sekundären Stoffwechsels gebildet [70]. Hierbei bestimmen sowohl die Wachstumsge-

schwindigkeiten der jeweiligen Bakterienspezies als auch die Substratverfügbarkeit der Kul-

turmedien den zeitlichen Verlauf der VOCs [71, 109, 188]. 

Nachdem die Zeit bis zur Diagnose eine wesentliche Rolle in der Therapie bakterieller In-

fektionen spielt, fokussiert sich diese Arbeit auf eine kurze Kultivierungszeit von maximal 

zwei Stunden. Obwohl eine Untersuchung mit dem Ziel einer frühen Diagnostik über VOCs 

angestrebt ist, konzentrierten sich die meisten der bisherigen VOC-Studien auf eine Bakte-

rienidentifikation nach 18 Stunden [54, 72, 108, 189]. In einer der vereinzelten Studien zu 

früherer VOC-Bakteriendiagnostik zeigten Filipiak et al. [190] auf, dass S. aureus und 

P. aeruginosa zwischen 1,5 Stunden und 3 Stunden nach der Inokulation signifikante spe-

zies-spezifische volatile Metabolite freisetzen.  

In Übereinstimmung zeigte die vorliegende Arbeit, dass sich drei verschiedene Bakterien-

spezies, neben S. aureus und P. aeruginosa auch E. coli, nach bereits weniger als 2 Stun-

den Inkubation, sogar nach 30 Minuten, mit MCC-IMS in den VOC-Profilen unterscheiden. 

Für jede Bakterienspezies wurden mindestens zwei signifikante spezies-spezifische VOC-

Peaks identifiziert, die zu allen Zeitpunkten (30, 60 und 120 Minuten) der Kultivierung im 

Headspace der Kulturen präsent waren.  

Die untersuchten Bakterienspezies wurden aufgrund der unterschiedlichen Generationszei-

ten herangezogen. E. coli ist für eine kurze Generationszeit von 20 Minuten unter optimalen 

Laborbedingungen bekannt, wogegen sich P. aeruginosa durch ein langsameres Wachs-

tum auszeichnet [191]. Während der Inkubationsdauer nahm die Anzahl der VOC-Peaks 

für E. coli und S. aureus stetig zu, umgekehrt fielen die meisten VOCs bei P. aeruginosa 

bereits nach einer Stunde Inkubation wieder ab. Eine Erklärung hierfür könnte sein, dass 

der Sauerstoffgehalt in einem geschlossenen HS-Vial begrenzt ist und mit der Inkubations-

dauer abnimmt. Im Gegensatz zu den anderen zwei Bakterienspezies ist P. aeruginosa ae-

rob [192]. Als Inkubationszeit für alle nachfolgenden Versuche wurde 90 Minuten gewählt, 

da bei den genannten Bakterienspezies die optimalen VOCs zwischen 60 und 120 Minuten 

gefunden werden konnten.  

Mit GC-IMS untersuchten Drees et al. [107] die VOC-Profile der gleichen untersuchten Bak-

terienspezies im Headspace von Blutkulturen stündlich bis zu 8 Stunden. In dieser Studie 

konnte die beste Differenzierung mittels PCA nach 6 Stunden Inkubation erreicht werden. 

In der Arbeit von Kunze et al. [109] mit MCC-IMS unterschieden sich E. coli und P. aerugi-

nosa ab der späten logarithmischen Phase zwischen 3:45 Stunden und 8 Stunden in den 

VOCs signifikant.  
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Die frühe Differenzierung innerhalb von weniger als zwei Stunden in der vorliegenden Arbeit 

könnte auf die hohen anfänglichen Bakterienkonzentrationen zurückzuführen sein, die zu 

einem früheren Auftreten von diskriminatorischen VOCs führten. Hingegen wurde die Bak-

terienkonzentration in den Arbeiten von Kunze et al. und Drees et al. nicht spezifiziert. Diese 

dürfte geringer als in der vorliegenden Arbeit gewesen sein. Im Vorversuch (siehe Tabelle 

28 im Anhang 3) entsprach eine optische Dichte von 0,1 circa 8 x 107 koloniebildenden Ein-

heiten pro Milliliter (KBE/ml) für E. coli. Die verwendete hohe Bakterienmenge reflektiert 

möglicherweise nicht die reale Bakterienkonzentration in klinischen Proben. 

5.1.2 Nährmedien 

Verfügbare Substanzen in Nährmedien dienen als Substrate für den bakteriellen Metabo-

lismus. Je nach Metabolismus ergeben sich spezifische VOC-Produkte, die charakteristisch 

für eine Bakterienspezies sind [71]. Aufgrund der unterschiedlichen Nähransprüche der 

Bakterien gibt es eine Vielfalt an Nährmedien [193], die je nach der Substratzusammenset-

zung zu unterschiedlichen spezies-spezifischen VOC-Profilen führen [194, 195].  

Um die Nähransprüche einer Vielzahl der Mikroorganismen abzudecken, wurden BHIB, 

MHB und TSB als Komplexnährmedien gewählt. MHB ist als Medium zur Antibiotika-Resis-

tenzbestimmung in der medizinischen Mikrobiologie verbreitet [196]. Neben dem Columbia-

Blutagar wird BHIB als Flüssigmedium zur Anreicherung pathogener Bakterien in der klini-

schen Routinediagnostik eingesetzt, wogegen TSB als bekanntes Medium für den allge-

meinen Laborgebrauch gilt [197]. 

Die obengenannten drei Medien enthalten unterschiedliche komplexe Nährbestandteile 

(siehe Tabelle 5 im Kapitel 3.3.4), deren chemische Zusammensetzung nicht genau defi-

niert ist. Wegen der unterschiedlichen Zusammensetzung emittieren alle untersuchten Bak-

terienspezies in jedem Nährmedium ein anderes VOC-Profil. Mehrere in-vitro Analysen, die 

mit massenspektrometrischen Verfahren durchgeführt wurden, zeigten ebenfalls, dass die 

bakterielle VOC-Produktion erheblich von der Medienwahl sowohl qualitativ als auch quan-

titativ beeinflusst wird [113, 194, 195, 198]. Küntzel et al. [113] kultivierten Mykobakterien 

in fünf verschiedenen Nährmedien und stellten fest, dass die VOC-Profile basierend auf 

Gemeinsamkeiten der Medienbestandteile entweder zu eihaltigen oder synthetischen Me-

dien geordnet werden könnten. 

In Arbeiten von Rees et al. [198] sowie Jenkins und Bean [194] wurden die Einflüsse der 

vier Komplexnährmedien BHIB, MHB, TSB und “Lysogeny Broth“ (LB) in Bezug auf VOCs 

emittiert von K. pneumoniae bzw. von zwei Spezies Staphylokokken (S. aureus und 
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S. epidermidis) evaluiert. Analog zu dieser Arbeit variierte die Anzahl und Vielfalt der VOCs 

in Abhängigkeit der Bakterienspezies und Nährmedien. Das Wachstum im MHB-Medium 

erzielte in beiden oben benannten Studien die geringste Anzahl an bakterienspezifischen 

VOCs verglichen mit anderen Nährmedien. Umgekehrt produzierte S. aureus in dieser Ar-

beit am meisten signifikante VOC-Peaks in MHB im Vergleich zu Kontrollproben.  

Die Analysen von Jenkins und Bean [194] legen nahe, dass die spezies-spezifischen un-

terschiedlichen VOC-Profile der Bakterien die Unterschiede in Medien übertreffen. Hierbei 

wurde auch die Medienwahl für die Analyse bakterieller VOC-Metabolite diskutiert. LB gilt 

als optimales Medium für die Kultivierung von Staphylokokken, um eine gleichmäßige An-

zahl an nachweisbaren VOCs über bei Staphylokokken Spezies hinweg zu erzeugen. Um-

gekehrt sind die restlichen Medien (BHIB, MHB und TSB) für die Differenzierung der beiden 

Spezies durch das Vorhandensein und Fehlen von VOCs besser geeignet. Unter Anwen-

dung der Diskriminanzanalyse lassen sich alle untersuchten Bakterienspezies in allen Me-

dien ähnlich gut differenzieren.  

Die bakteriellen Metabolite lassen sich in medienabhängige und medienunabhängige VOCs 

aufteilen. Rees et al. [198] zeigten, dass die medienunabhängigen VOCs 10 % der 

365 VOCs spezifisch für K. pneumoniae ausmachen. Ähnliche Ergebnisse konnten auch in 

dieser Arbeit für K. pneumoniae (20 % medienunabhängige VOC-Peaks in drei Medien) 

gefunden werden. Über spezies-spezifische VOCs hinaus sind in der Arbeit von Jenkins 

und Bean [194] etwa 3 % von 337 Staphylokokken-spezifischen VOCs medienunabhängig.  

Von allen Bakterienspezies generierten K. pneumoniae in der vorliegenden Arbeit am meis-

ten signifikante medienunabhängige VOC-Peaks. Die Ursache hierfür ist unklar. Dennoch 

wurde auch für die anderen Spezies mindestens ein medienunabhängiger VOC-Peak ge-

funden. Das Ergebnis der Diskriminanzanalyse legt nahe, dass alle untersuchten fünf Bak-

terienspezies unter Verwendung der medienunabhängigen VOCs mit einer hohen Sensiti-

vität und Spezifizität von über 90 % differenziert werden können. 

Von den im Headspace der P. aeruginosa- sowie S. aureus-Kulturen identifizierten VOCs 

konnte nur ein Bruchteil bei einer in-vivo Infektion in der Atemluft von Mäusen nachgewie-

sen werden [185]. Es kann argumentiert werden, dass die volatilen, bakteriellen Kernbe-

standteile, die über alle Medien hinweg präsent waren, als Marker für die Infektion in einem 

in-vivo Modell eingesetzt werden können [194]. Zu bedenken ist hierbei, dass die Kul-

turnährmedien für eine optimale Anzüchtung von Mikroorganismen unter Laborumgebun-

gen konzipiert wurden und nicht der realen Nährumgebung des Körpers entsprechen. An 
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dieser Stelle wäre eine weiterführende Untersuchung von Bakterien in Sputum oder ähnli-

chen biologischen Sekreten interessant.  

Im Gegensatz zu den Studien von Rees [198] sowie von Jenkins und Bean [194] wurden in 

dieser Arbeit weniger VOC-Peaks spezifisch für die jeweiligen Bakterienspezies identifi-

ziert. Die Erklärung für die Resultate könnte vor allem in der methodischen und statistischen 

Durchführung, aber auch in der verwendeten Analysemethode liegen. 

5.1.3 VOC-Marker zur Bakteriendifferenzierung  

Auf die Nutzung der von MCC-IMS analysierten VOCs als Biomarker zur Speziesidentifika-

tion sowie Differenzierung verschiedener Bakterienspezies einschließlich Antibiotika-resis-

tenter Stämme wurde in TSB näher eingegangen.  

5.1.3.1 Differenzierung 

Im Verlauf des Bakterienwachstums in Kulturen können volatile Metabolite entweder durch 

Verstoffwechslung der Nährmediensubstanzen neu auftreten, in der Konzentration zuneh-

men, oder durch Substratkonsum abnehmen. Da das zukünftige Ziel der Arbeit der Nach-

weis von Bakterien im Organismus ist, lag der Fokus nur auf VOCs, deren Konzentration 

höher als von nicht-inokulierten Nährmedien ist.  

Alle fünf verschiedenen Bakterienspezies, einschließlich resistenter Stämme, lassen sich 

durch die Anwendung der MCC-IMS in Flüssigkulturen bereits nach 90 Minuten Kultivierung 

unterscheiden. Die 63 für Bakterien signifikanten spezifischen VOC-Peaks ermöglichten 

mittels linearer Diskriminanzanalyse eine Klassifizierung der Bakterien mit einer 100 % kor-

rekten Zuordnung.  

2012 beschrieben Jünger et al. [108] bereits die Möglichkeit der Differenzierung von 15 hu-

manpathogenen Bakterienspezies mittels MCC-IMS. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit 

wurden Bakterien auf Schafblutagarplatten nach einer 24-stündigen Inkubation gemessen. 

Ähnlich unserem Ansatz bewiesen Kunze et al. [109] und Drees et al. [107], dass eine Dif-

ferenzierung von mehr als zwei Bakterienspezies auch in flüssigen Medien möglich ist.  

Mit der IMS können entweder positive oder negative Ionen detektiert werden. Für die Bak-

teriendifferenzierung benötigten Jünger et al. [108] beide Ionisationsmodi. Die Einschrän-

kung dieser Arbeit auf positive Ionen ist in Übereinstimmung mit der Studie von Drees et al. 

[107], die aufzeigte, dass positive Ionenspektren einen größeren Informationsgehalt liefern. 

Während der 8-stündigen Inkubation wurde in Drees‘ Arbeit nur eine bakterielle VOC im 
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negativen Ionenmodus identifiziert. Möglicherweise führte eine Inkubation von 24 Stunden 

zu einer Reduktion der relevanten VOCs, weshalb negative Ionen in Jüngers Arbeit zusätz-

lich erforderlich waren.  

Im Gegensatz zu den bereits zitierten Untersuchungen wurden in der vorliegenden Arbeit 

Stämme mit erworbenen Antibiotika-Resistenzen (MRSA und ESBL produzierender 

K. pneumoniae), die in Bezug auf Antibiotikatherapie besorgniserregend sind, eingeschlos-

sen. 

5.1.3.2 Antibiotika-resistente Bakterien 

Nicht nur die Bakteriendifferenzierung, sondern auch die Antibiotikaresistenzbestimmung 

spielt in der Behandlung bakterieller Infektionen eine essenzielle Rolle. Es existieren nur 

vereinzelte Studien, die hierzu VOCs für eine Differenzierung von resistenten von sensiblen 

Stämmen einer Bakterienspezies berücksichtigten [54, 199]; insbesondere für die Anwen-

dung von MCC-IMS wurden Untersuchungen nur als Konferenz-Abstracts veröffentlicht 

[200, 201].  

In früheren Studien mit MCC-IMS konnten in klinischen Isolaten unterschiedliche VOCs bei 

resistenten und sensiblen Stämmen nachgewiesen werden [200, 201]. Insgesamt bleibt un-

klar, ob die Unterschiede der VOC-Profile auf den vom Resistenzmechanismus induzierten 

Stoffwechseländerungen oder auf zwei verschiedenen Stämmen mit unterschiedlichen me-

tabolischen Eigenschaften beruhen.  

Es kann argumentiert werden, dass verschiedene Resistenzmechanismen, wie die Spal-

tung von Antibiotika, zu unterschiedlichen volatilen Metaboliten führen [202]. Um die Frage 

abschließend beantworten zu können, sollten Studien mit Stämmen vor und nach Trans-

fektionen mit Resistenzgenen durchgeführt werden. Dazu könnte der VOC-Mustererken-

nungsansatz ohne Substanzidentifizierung ausreichen. Nichtsdestotrotz könnte eine Sub-

stanzidentifizierung Hintergrundinformationen zu Resistenzmechanismen liefern.  

5.1.3.3 VOC-Profile  

Wie in früheren Studien berichtet [54, 72, 108], produzierten alle in dieser Arbeit untersuch-

ten Bakterien eine Vielzahl von flüchtigen Metaboliten, die zum Teil überlappen. Für die 

Bakterienidentifizierung werden deshalb VOC-Muster anstelle eines einzelnen VOC-Bio-

markers bevorzugt [49, 54]. Die für die Unterscheidung relevanten Peaks der Muster kön-

nen chemisch charakterisiert werden. Gegenüber Arbeiten von Drees et al. [107] und 
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Jünger et al. [108] hat in dieser Arbeit keine Substanzidentifizierung der MCC-IMS-Signale 

stattgefunden. Dies könnte hilfreich sein, um die metabolischen Prozesse zu identifizieren.  

Mit der IMS kann eine Zuordnung von Signalen zu VOC-Substanzen nur durch vorherige 

Kalibrierung mit bekannten Referenzsubstanzen erreicht werden, siehe z. B. Drees‘ Arbeit 

[107]. Eine weitere Strategie ist die Validierung unbekannter IMS-Signale mit Hilfe zusätz-

licher GC-MS, die mit einem aufwendigen Prozess verbunden ist [108]. Selbst unter der 

Anwendung der Massenspektrometrie können nicht alle beteiligten volatilen Verbindungen, 

die das VOC-Spektrum ausmachen, durch Abgleich mit Substanzbibliotheken eindeutig 

chemisch identifiziert werden [57].  

Es ist wissenschaftlich belegt, dass Tiere durch ihren ausgeprägteren Geruchssinn Infekti-

onen, u. a. resistente Bakterien und Tuberkulose, erkennen können [203, 204]. Dies deutet 

darauf hin, dass eine Geruchserkennung über spezifische VOC-Muster oder eine Reihe 

spezifischer VOC-Verbindungen ohne Substanzidentifizierung möglich ist. Eine eindeutige 

chemische Zuordnung der gemessenen VOCs ist nicht notwendigerweise erforderlich, auch 

wenn diese Informationen über zugrunde liegende metabolische Prozesse, die von erheb-

lichem Interesse sind, liefern würde [205]. Aber selbst bei Kenntnis der Substanz ist die 

Herkunft der VOCs schwierig zu verfolgen, denn diese können als Zwischen- oder Endpro-

dukte diverser komplexer, metabolischer Reaktionen gebildet werden [198].  

Um chemisch unbekannte, aber regelmäßig auftretende VOC-Peaks zu erhalten, wurde in 

der Arbeit der jeweilige Referenzstamm mehrmals am Tag an drei verschiedenen Tagen 

gemessen. Hierdurch konnten die markantesten VOC-Peaks mit Hilfe der multivariaten sta-

tistischen Analyse für die Bakteriendifferenzierung identifiziert werden.  

In modernen Laboren werden Bakterien mit Hilfe von MALDI-TOF-MS über Vergleich der 

Peptidmassenfingerprints mit einer Datenbank identifiziert [8]. Analog könnten charakteris-

tische VOC-Profile zur Bakteriencharakterisierung ausreichend sein, wenn die VOC-Analy-

semethode standardisiert und eine Datenbank hinterlegt ist.  

5.1.3.4 Klassifikation der Bakterienspezies 

Im Rahmen der Analyse zur Bakteriendifferenzierung wurde nachgewiesen, dass insbeson-

dere E. coli und die sensiblen und resistenten Stämme von K. pneumoniae einige gemein-

same VOC-Peaks emittieren, die im Headspace anderer Bakterienspezies sowie des Nähr-

mediums nicht auffindbar waren. Dies kann als Indiz für familienspezifische VOC-Marker 

interpretiert werden, da E. coli und K. pneumoniae zu der Familie Enterobactericeae 
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gehören. Innerhalb der Stämme emittierten S. aureus und seine resistente Version MRSA 

zum größten Teil die gleichen flüchtigen Metabolite. Auch Jenkins und Bean [194] konnten 

zeigen, dass die Spezies der Gattung Staphylokokken gemeinsame volatile Metabolite auf-

weisen.  

Taxonomisch werden die Bakterien primär basierend auf ihren Ähnlichkeiten in morpholo-

gischen, physiologischen und biochemischen Eigenschaften kategorisiert [206]. Nachdem 

die volatilen Metabolite die phänotypischen Eigenschaften der Bakterien widerspiegeln, 

kann argumentiert werden, dass Bakterien basierend auf VOCs ähnlich der Reihenfolge 

der Taxonomie (Subspezies → Spezies → Gattung → Familie → höhere Ordnung) aufge-

teilt werden können.  

Auch, wenn in der vorliegenden Arbeit die VOCs nicht chemisch definiert werden konnten, 

konnte ein Klassifikationsbaum ähnlich den biochemischen Tests wie z. B. API (Analyti-

scher-Profil-Index) aufgestellt werden [207]. Die Biochemische Testreihe nutzt das kom-

plexe Muster der Stoffwechselleistungen als Fingerabdruck zur Bakterienidentifikation 

[208]. Abhängig von der Zuckerfermentation und/oder dem Vorhandensein von Oxidase 

lassen sich beispielsweise Enterobacteriaceae von anderen gramnegativen Bakterien un-

terscheiden [207]. Analog traten in der vorliegenden Arbeit mehrere VOC-Peaks auf, die 

Fermenter von Nicht-Fermentern differenzieren können.  

Im Vergleich zu anderen Bakterienspezies produzierten Nicht-Fermenter (P. aeruginosa 

und A. baumannii) wenige spezifische Metabolite, wodurch sie sich im Plot der Diskrimi-

nanzanalyse räumlich in der Nähe von Kontrollproben befinden. Es kann argumentiert wer-

den, dass Fermenter im Vergleich zu Nicht-Fermentern mehr Endprodukte aufgrund der 

unvollständigen Oxidation der organischen Substrate im Zuge der Fermentation bilden 

[209].  

Der erstellte Klassifikationsbaum mit sieben VOC-Peaks ermöglichte die korrekte Klassifi-

zierung der untersuchten Bakterien mit einer AUC von 1,0 (ROC-Kurvenanalyse). Obwohl 

dieses Modell die Zuordnung verständlich veranschaulicht, ist dieses Modell für eine Über-

anpassung anfällig, da nur ein Referenzstamm der jeweiligen Bakterienspezies in einem 

kleinen Strichprobenumfang untersucht wurde. Hierdurch besteht ein Bedarf an Validierung 

der Ergebnisse mit Stämmen verschiedener Bakterienspezies, Familien sowie Gattungen 

in einem größeren Umfang, um die Hypothese der VOC-Klassifizierung der Bakterienspe-

zies nach biochemischen Eigenschaften zu überprüfen.  
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5.1.4 Mischkultur 

In der Praxis liegen häufig Infektionen mit mehreren Spezies vor. Dementsprechend wurde 

geprüft, ob die MCC-IMS auch in der Lage ist, derartige Co-Infektionen zu detektieren. 

Hierzu wurden Mischkulturen mit unterschiedlichen Konzentrationen von S. aureus und 

K. pneumoniae angelegt. 

Die Ergebnisse zeigen erneut, dass die für S. aureus und K. pneumoniae im Rahmen der 

Bakteriendifferenzierung identifizierten VOC-Marker auch in Mischkulturen, und zwar in ent-

sprechenden Mischverhältnissen reproduzierbar waren. Obendrein korrelierte die Konzent-

ration dieser VOC-Marker mit der Bakterienmenge. Dies ist in Übereinstimmung mit der 

Arbeit von Zhu et al. [72] unter Verwendung von SESI-MS.  

Es zeigt sich, dass die verwendete IMS-Methode auch zur Identifizierung von Infektionen 

mit mehreren Keimen geeignet zu sein scheint. 

5.1.5 Bakterienkonzentration 

Wie erwartet nahm die Konzentration der VOC-Marker für K. pneumoniae mit zunehmender 

Bakterienkonzentration proportional zu. In anderen Studien zu Mykobakterien wurde wei-

terhin beobachtet, dass ein Teil der VOCs, z. B. Furane, mit höherer Bakteriendichte in der 

Konzentration abnimmt [113, 210]. Die hohen Konzentrationen von Furanen bei niedriger 

Bakterienkonzentration könnte auf Signalmoleküle in der Zellkommunikation zurückzufüh-

ren sein [210]. Dagegen korrelieren die VOC-Substanzen, die im Rahmen der Biosynthese 

entstehen, in der Signalintensität mit der Bakteriendichte [210]. Somit könnten die identifi-

zierten VOC-Marker für K. pneumoniae auf Metabolite der Biosynthese zurückzuführen 

sein.  

Neben den Effekten der Bakterienkonzentration auf bakterielle VOCs wurde die Nachweis- 

und Bestimmungsgrenze der IMS-Methode zur Bakterienidentifikation evaluiert. Die Resul-

tate zeigten, dass sowohl Bakterienkonzentration als auch die Art der bakterienspezifischen 

VOC-Marker die Detektion von Bakterien beeinflusst. Je nach VOC-Marker lag die Nach-

weis- bzw. Bestimmungsgrenze für die Identifikation von K. pneumoniae bei 0,001 – 0,007 

OD600 (~7,72 x 105 – 5,41 x 106 KBE/ml) bzw. 0,004 – 0,013 OD600 (~3,09 x 106 – 

1,0 x 107 KBE/ml). Nachdem keine Lebendzellzahlbestimmung durchgeführt wurde, wurde 

der KBE-Wert (1,59 x 109 KBE/ml) für E. coli vom Vorversuch (siehe Tabelle 28 im An-

hang 3) als Referenzwert für die Bewertung der Ergebnisse herangezogen. 
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Die Mindestmenge an Bakterien für einen Nachweis einer Infektion hängt von der Infekti-

onsstelle ab. Die Diagnostikschwelle für eine Harnwegsinfektion in Urin bzw. Lungenent-

zündung in der bronchoalveolären Lavage (BAL) liegt bei ≥ 104 bis 105 KBE/ml [211, 212]. 

Hingegen liegen Sepsis-Erreger im Blut in einer wesentlich niedrigeren Konzentration (1 bis 

10 KBE/ml) vor [213]. Kritisch zu betrachten ist hierbei, dass der KBE-Wert dem Kulturer-

gebnis und nicht der realen Bakterienkonzentration in Körperflüssigkeiten entspricht [213, 

214].  

Die analysierte Nachweis- und Bestimmungsgrenze für die MCC-IMS-Methode zum Zeit-

punkt 90 Minuten nach Inokulation liegt somit um den Faktor 10- bis 100-fach höher als die 

Diagnostikschwelle für Urin- und BAL-Kulturen.  

Zu diesem Zeitpunkt repräsentierte die Arbeit ein Proof-of-Concept, weshalb zunächst eine 

definierte Bakterienkonzentration von 0,1 OD600 herangezogen wurde, um eine Einheitlich-

keit der zusammenhängenden Ergebnisse zu gewährleisten. Die Konzentration der VOC-

Peaks wird durch die Bakteriendichte, die aus der Inokulatmenge und der Inkubationsdauer 

hervorgeht, bestimmt. Zur Evaluierung der MCC-IMS als schnelle in-vitro Diagnostikme-

thode ist eine weitere Untersuchung der Bakterien in der Konzentration, die auch in ent-

sprechenden Körperproben zu erwarten ist, in Kombination mit der Inkubationsdauer erfor-

derlich. Zudem zählt die Bakteriendichte vermutlich zu dem bedeutendsten Einflussfaktor 

auf das VOC-Profil [215]. 

5.1.6 Verschiedene Stämme einer Bakterienspezies 

Mit Blick auf die in-vitro Diagnostik sind spezies-spezifische VOCs, die bei allen Stämmen 

einer Bakterienspezies auftreten, gefragt. In der Untersuchung zur Bakteriendifferenzierung 

wurde nur ein Referenzstamm der jeweiligen Bakterienspezies in Betracht gezogen.  

In der vorliegenden Untersuchung teilen sich die zwei untersuchten E. coli-Stämme 

DSM 1576 und DSM 1103 zu ca. 80 % die gleichen für E. coli DSM 1576 identifizierten 

VOC-Peaks. In ca. 60 % dieser Peaks finden sich signifikante Unterschiede der Signalin-

tensität. 

Die Variabilität zwischen den beiden Stämmen könnte auf verschiedenen Quellen beruhen. 

Zum einen kann die genotypische Variabilität zwischen Stämmen einer Bakterienspezies 

volatile Metabolite sowohl in Typ als auch in der Konzentration stark beeinflussen [216]. 

Zum anderen war die Isolationsquelle (z. B. Rind, Schaf) der Stämme in der Studie von 

Küntzel et al. [113] für die Konzentrationsunterschiede der VOCs verantwortlich. Ein 
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weiterer Faktor könnten unterschiedliche Wachstumsraten beider Stämme sein, die zu un-

terschiedlicher Bakteriendichte zum Zeitpunkt der Analyse führten. Dahingegen zeigten 

Kunze et al. [109], dass die untersuchten klinischen Isolate der gleichen Spezies unterei-

nander gleiches Wachstumsverhalten aufweisen.  

Nachdem die klinische Relevanz der Referenzstämme begrenzt ist, könnte argumentiert 

werden, dass die Unterschiede in VOC-Profilen im Rahmen der Bakteriendifferenzierung 

auf Stämme statt Bakterienspezies zurückführen sind. Weiterführende Untersuchungen an 

klinischen Isolaten sind erforderlich, um die Fähigkeit der IMS-Methode zur Bakterieniden-

tifikation anhand von VOC-Profilen zu bewerten.  

5.1.7 In-vitro in-vivo Translation 

Die Diagnose bakterieller Infektionen in der Atemluft stellt einen vielversprechenden diag-

nostischen Ansatz für die Zukunft dar. Zur Translation von bakteriellen in-vitro VOC-Profilen 

in die klinische Praxis gibt es ein paar weitere kritische Punkte zu berücksichtigen. 

Zum einen befinden sich Bakterien bezüglich der Nährstoffverhältnisse im menschlichen 

Körper in einer anderen Umgebung als unter in-vitro Bedingungen [217]. Zum anderen wer-

den VOCs auch durch Interaktionen zwischen Bakterien und dem Wirt sowie immunologi-

schen Wirtsreaktionen gebildet, die zu einem anderen VOC-Profil in der Atemluft als in Kul-

turen führen können [49, 217]. Diese Tatsache konnte in der Arbeit von Zhu et al. [185] 

unter kontrollierten Bedingungen aufgezeigt werden, da in der Atemluft der infizierten 

Mäuse nur ein Drittel der in-vitro identifizierten bakteriellen VOCs präsent waren.  

Bei Menschen bietet sich die Pneumonie als Modellerkrankung an, da die Infektion der 

Lunge sich direkt in die Atemluft überträgt. Ein praktisches Problem ist die eindeutige Zu-

ordnung der Krankheit zum jeweiligen verursachenden Pathogen. In nur circa 40 % aller 

Patienten mit einer ambulant erworbenen Pneumonie konnten pathogene Erreger, darunter 

27 % Viren und 14 % Bakterien, mit derzeitigen mikrobiologischen Methoden in klinischen 

Proben nachgewiesen werden [218].  

Mit DMS konnten Purkhart et al. [116] am Beispiel von Mycobacterium avium subspecies 

paratuberculosis in Ziegen nachweisen, dass Infizierte von Nichtinfizierten anhand von glei-

chen VOC-Profilen sowohl in der Atemluft als auch in Fäzes unterschieden werden konnten. 

Zudem konnte in einem Mausmodell aufgezeigt werden, dass sieben verschiedene bakte-

rielle Infektionen anhand der VOC-Profile der Atemluft unterschieden werden können [53]. 
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Eine IMS-Analyse der menschlichen Atemluft in Kombination mit nativen Proben, mikrobi-

ologischen Diagnostikverfahren und in-vitro Studien wäre als Vorstudie interessant, um die 

Machbarkeit der Atemluftanalyse zur Detektion von Pneumonie-verursachenden Erregern 

zu untersuchen. Hierdurch könnte sich die Atemluftanalyse als Lösung zur Detektion der 

Pneumonie-verursachenden Erreger anbieten.  

5.2 In-vitro Untersuchung der Zellkulturen mit und ohne RS-Viren 

Mycobacterium tuberculosis wurde seitens des European Center for Disease Prevention 

and Control (ECDC) 2009 als Infektionserreger mit hoher Risikopriorität für eine potenzielle 

Ausbreitung im Flugverkehr eingestuft, danach folgten SARS- und Influenza-Viren [219]. In 

den letzten Jahrzehnten wurde häufig über eine Verbreitung von Viren im Flugverkehr be-

richtet. Diese waren insbesondere die Influenza H1N1 (bekannt als Schweinegrippe) und 

Coronaviren (SARS und MERS), aktuell SARS-CoV-2 [2, 3, 220]. Daher stellen Viruser-

krankungen heute das vordringlichste Problem dar. 

Wie im Teil Bakterien beschrieben lassen sich Infektionen über VOCs nachweisen. Diese 

reflektieren den physiologischen und metabolischen Zustand eines Organismus. Die Her-

ausforderung bei Viren ist, dass diese keinen Metabolismus besitzen und somit keine ei-

genständigen Metabolite generieren. Viren infizieren Wirtszellen und bedienen sich des Me-

tabolismusapparats des Wirts zur Replikation. Im Folgenden wurde in-vitro unter kontrol-

lierten Bedingungen untersucht, ob durch den Virus-bedingten Eingriff in den Metabolismus 

der Wirtszellen ein verändertes VOC-Profil generiert wird, das mit der IMS nachweisbar ist.  

In dieser Arbeit wurden Epithelzellen (HEp-2) infiziert mit humanen Respiratorische Synzy-

tial-Viren in-vitro auf metabolische VOCs untersucht. Das RSV gehört neben Influenzaviren 

zu den weltweit bedeutendsten Erregern, die auf der Nordhalbkugel in den Wintermonaten 

saisonal zirkulieren und insbesondere bei Säuglingen und Kleinkindern schwere Infektionen 

der oberen und unteren Atemwege verursachen [221–223]. In dieser Altersgruppe sind 

RSV-Infektionen weltweit eine der Hauptursachen für Hospitalisierung und Todesfälle [224]. 

Auch ältere und immungeschwächte Personen besitzen ein erhöhtes Risiko, an einer RSV-

Infektion schwer zu erkranken [225].  

5.2.1 Probennahme 

Anders als bei Bakterien lassen sich Viren nicht ohne weiteres in einer Kulturflasche kulti-

vieren, sondern sind auf spezifische Zellen zur Replikation angewiesen. Nachdem RSV 
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primär die Epithelzellen der oberen Atemwege infizieren [226], eignen sich Epithelzellen 

hierfür am besten. HEp-2-Zellen werden als meist verwendetes, zelluläres Modell zur In-

fektion und Vermehrung von RSV-Viren eingesetzt [227].  

Wie alle epithelialen Zellen sind HEp-2-Zellen adhärent, weshalb diese nur in Zellkulturfla-

schen mit spezieller Beschichtung, die eine ideale Haftung der Zellen ermöglichen, kultiviert 

werden können. Problematisch sind undichte Gasaustauschfilterkappen der Zellkulturfla-

schen, die zu einem Verlust von VOCs führen.  

Um die Kultivierung der adhärenten Zellen zu berücksichtigen, wurden zwei verschiedene 

Probennahme-Ansätze evaluiert: Probennahme von VOCs aus Kulturflaschen mit Zellen 

und von HS-Vials mit den Überständen der Zellkulturen. Um die VOCs im Headspace an-

zureichern, wurde eine Stunde vor der IMS-Analyse ein Septum in die Kappe der Kulturfla-

schen eingesetzt. Um den Zellstress zu reduzieren, wurde keine längere Anreicherungszeit 

verwendet.  

Unterschiedliche Materialien der Kulturflaschen können Unterschiede in VOC-Profilen her-

vorrufen. Wie im Ergebnisteil beschrieben generierten die HEp-2-Zellen in den Kulturfla-

schen wesentlich mehr VOC-Peaks als im Überstand der Zellen in HS-Vials. Nachdem 

diese Peaks auch in den Kontrollproben nachweisbar waren, zeigen diese, dass Standard-

zellkulturflaschen VOCs freisetzen, vermutlich durch Weichmacher, die zusätzliche Peaks 

zum VOC-Profil ergänzen [228, 229]. Nachteilig an der Verwendung von Zellkulturflaschen 

sind die störenden Kunststoff-Peaks, die mit anderen bedeutsamen metabolischen VOCs 

interferieren und damit zu einer falschen Schlussfolgerung führen können [228, 230]. Da-

gegen emittieren Glasmaterialien weniger eigene VOCs, weshalb Glasflaschen, u. a. HS-

Vials, in VOC-Studien bevorzugt werden sollen [94, 230].  

Der Einfluss verschiedener Probennahme-Ansätze auf VOC-Profile wurde bereits mit GC-

MS untersucht. Ähnlich wie in dieser Arbeit, verglichen Schallschmidt et al. [229] drei ver-

schiedene Ansätze zur Probennahme von VOCs: Kulturflaschen mit Zellkultur, HS-Vials mit 

Gasprobe stammend aus der Zellkultur und HS-Vials mit Überständen aus Zellkulturen. Die 

Kulturflaschen wurden ebenfalls eine Stunde vor der Analyse mit einer Septumkappe gas-

dicht verschlossen. Die meisten VOCs, die eine signifikant höhere Konzentration gegen-

über der Kontrollprobe aufwiesen, wurden in Gasproben (20), gefolgt von Zellkulturen (14) 

und von Überständen aus Zellkulturen (6), gefunden. Fünf dieser VOCs in Überständen 

tauchten auch in anderen Proben auf. Dieses Phänomen konnte auch in der vorliegenden 

Arbeit nachgewiesen werden. 
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Nach Subtraktion der Peaks der Kontrollproben wiesen die Überstände der Zellkulturen 

weniger Peaks als die Zellkulturen auf. Beide Kulturtypen wiesen hierbei ähnliche Peaks 

auf. Der Fokus dieser Arbeit lag auf dem Metabolismus der virusinfizierten Zellen. Deshalb 

wurden die Zellkulturen näher analysiert, da diese Proben das gesamte VOC-Profil der Zel-

len und des Mediums repräsentieren. In den Zellkulturen wurden im Vergleich zu zellfreien 

Kontrollen vier signifikante leichtflüchtige VOC-Peaks für Hep-2-Zellen, die auch mit niedri-

geren Konzentrationen im Überstand nachweisbar waren, gefunden. Anders als in der Ar-

beit von Schallschmidt et al. [229] wurden die Proben an verschiedenen Tagen vorbereitet 

und analysiert. Diese Herangehensweise diente dem Ausschluss zufälliger Einflüsse und 

um reproduzierbare Peaks für HEp-2-Zellen zu finden. Möglicherweise führte dieses Vor-

gehen zu einer Verminderung diskriminatorischer VOC-Marker für HEp-2-Zellen.  

Im Gegensatz zu Schallschmidt et al. [229] wurde weder eine Analyse von leeren Zellkul-

turflaschen noch eine chemische Identifizierung der VOC-Peaks in dieser Arbeit implemen-

tiert. Zum Nachweis, dass die genannten vier Peaks als Marker für die HEp-2-Zellen und 

nicht für die Kulturflaschen oder Medien spezifisch sind, wurden Kulturen mit unterschiedli-

chen Zellkonzentrationen gemessen. Die Ergebnisse zeigten, dass die Signale für diese 

Peaks mit höheren Zellkonzentrationen positiv korrelieren. Dagegen blieb das Signal in den 

Kontrollproben unabhängig vom Kontrollmedium und der Flasche konstant. Dies zeigt, dass 

die vier genannten VOC-Peaks aus dem Zellstoffwechsel stammen und somit als Biomarker 

für HEp-2-Zellen angesehen werden können.  

5.2.2 RSV-Kulturen 

Die VOC-Unterschiede zwischen nicht-infizierten und infizierten Kulturen können auf zwei 

Arten entstehen: Konzentrationsänderung in zellspezifischen VOCs oder neue VOCs in-

folge der Infektion [93].  

Die bereits erwähnten vier für HEp-2-Zellen spezifischen Peaks wurden herangezogen, um 

den Effekt der Virusinfektion auf die Zellen zu untersuchen. Die Ergebnisse dieser Arbeit 

zeigen, dass in nicht-infizierten Zellen die Konzentrationen der zellspezifischen Peaks ge-

genüber infizierten Zellen über den Infektionszeitraum zunahmen. Dagegen nahmen zwei 

dieser Peaks in infizierten Kulturen bereits nach 24 Stunden der Infektion in ihrer Signalin-

tensität ab. Diese Konzentrationsveränderungen deuten darauf hin, dass die Virusinfektion 

den Zellstoffwechsel verändert. Das Ausmaß der Beeinträchtigung der metabolischen Pro-

zesse der Wirtszelle scheint einen Zusammenhang mit der Viruskonzentration zu haben. 
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Interessanterweise liefert die beobachtete Entwicklung der zellulären VOC-Peaks ein Spie-

gelbild der Verhältnisse in Zellkulturen. Über die Modifikation des Zellstoffwechsels hinaus 

können RS-Viren morphologische Veränderungen in Zellen verursachen, die unter dem 

Phasenkontrastmikroskop sichtbar sind. Ein Teil der infizierten Zellen fusionierte bereits 

nach 24 Stunden zu mehrkernigen Riesenzellen (Synzytien). Im weiteren Verlauf der Infek-

tion lösten sich die Synzytien von der Oberfläche und die Mehrheit der Zellen war nekro-

tisch. Dagegen änderten die nicht-infizierten Zellen die Morphologie nicht und nahmen über 

den Infektionszeitraum in der Zellzahl zu. Aufgrund des fehlenden Platzes an der Oberflä-

che zur Adhäsion kam es zur Überwucherung und somit zum Absterben dieser Zellen [231]. 

Sowohl anhand der VOCs als auch in der Zellmorphologie lassen sich die infizierten Zellen 

von nicht-infizierten Zellen bereits nach 24 Stunden unterscheiden. Zusammengefasst spie-

geln die zellspezifischen VOC-Peaks den Zellstatus wider und ändern sich bei Vorliegen 

einer Virusinfektion in der Konzentration.  

Das Verhalten der RS-Viren, in Atemwegen und Lungenparenchym Riesensynzytien zu bil-

den, führt auch zur Benennung des Virus [226].  

In beiden unabhängigen Untersuchungen zur Viruskonzentration und Infektionsdauer wur-

den keine exklusiven VOC-Peaks für infizierte Zellen identifiziert. Nur wenige VOC-Peaks 

weisen eine höhere Signalintensität als bei den nicht-infizierten Zellen auf. Im Headspace 

der virusinfizierten Zellkulturen wurde nur ein VOC-Peak gefunden, der im Infektionsverlauf 

einen zunehmenden Trend im Vergleich zu nicht-infizierten Kulturen zeigt. Dieser Peak 

wurde in der unabhängigen Untersuchung zur Viruskonzentration nicht beobachtet. Umge-

kehrt wurden Peaks in der Untersuchung zur Viruskonzentration, die als spezifisch für vi-

rusinfizierte Zellen angenommen wurden, in der Untersuchung zum Infektionsverlauf nicht 

als signifikant eingestuft. Alle genannten VOC-Peaks wiesen die gleichen relativen Driftzei-

ten (rel. td von 1,93 oder 2,13) bei unterschiedlichen Retentionszeiten auf.  

Ein Grund für diese Unstimmigkeiten könnte sein, dass in beiden unabhängigen Untersu-

chungen die Proben nacheinander mit MCC-IMS gemessen wurden. Dabei könnte es zu 

einer Verschleppung der intensiven Peaks von einer Messung zur anderen gekommen sein. 

Im Nachgang wurden auch die leeren Kulturflaschen mit MCC-IMS gemessen. Die Ergeb-

nisse zeigten, dass die Materialien der Kulturflaschen für die intensiven Peaks verantwort-

lich waren (Abbildung 37 im Anhang 3). Somit könnten die Kunststoffpeaks die metaboli-

schen VOC-Peaks verschleiern und eine Identifikation erschweren.  

Über zelluläre Veränderungen assoziiert mit viralen Infektionen in-vitro wurde bereits be-

richtet [93, 118, 232]. Sowohl die verwendete Zelllinie als auch die eingesetzte Virusmenge 
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(MOI) spielt eine entscheidende Rolle in der Produktion von Metaboliten und damit für VOC 

Unterschiede [93, 118].  

Mit GC-MS wurden VOCs verschiedener Zelllinien infiziert mit verschiedenen respiratori-

schen Viren untersucht. B-lymphoblastoide Zellen infiziert mit drei verschiedenen Influenza-

Stämmen emittierten eine Reihe verschiedener signifikanter VOCs (>24 VOCs) sowohl 

24 Stunden als auch 48 Stunden nach Infektion [93]. Ein Teil dieser VOCs wurde aus-

schließlich bei Virus-infizierten Zellen beobachtet, während andere in unterschiedlichen 

Konzentrationen bei nicht-infizierten und infizierten Zellen und bei verschiedenen Vi-

russtämmen nachgewiesen wurden [94]. Umgekehrt wurde in der Studie von Schivo et al. 

[118] festgestellt, dass primäre tracheobronchiale Epithelzellen nur wenige VOCs produzie-

ren, mit denen sich Rhinovirus-infizierte von nicht-infizierten Zellen unterscheiden lassen. 

Diese signifikanten VOCs variierten im Verlauf der Infektion in der Anzahl und im Substanz-

typ (nach 12 Stunden: 5 VOCs, 24 Stunden: 2 VOCs, 48 Stunden: 9 VOCs), die meisten 

wurden nach 48 Stunden identifiziert.  

Im Gegensatz hierzu konzentriert sich diese Arbeit nur auf die VOC-Peaks, die zu allen 

Messzeitpunkten vorlagen und deren Signal im Infektionszeitraum anstieg. Dies beruht auf 

der Annahme, dass diese VOCs auf metabolischen Vorgängen beruhen, die während des 

gesamten Infektionsprozesses verändert sind.  

Martín-Vicente et al. [233] konnten mittels LC-MS zeigen, dass HEp-2-Zellen mit demselben 

Virusstamm 18 Stunden nach Infektion eine signifikante Änderung des Zellstoffwechsels 

mit Hochregulierung des Kohlenhydrat- und Herunterregulierung des Lipid-Metabolismus 

aufwiesen. 

Die beobachtete geringe Ausbeute an VOCs der Epithelzellen könnte auf zwei Gründen 

beruhen. Eine niedrige Durchlässigkeit der Zellmembran könnte eine Hürde für die Beför-

derung von VOCs nach außen darstellen [118]. Eine andere Erklärung könnte auf die 

Wachstumseigenschaften der Zellen zurückgeführt werden. Als adhärente Zellen können 

sich primäre tracheobronchiale Epithelzellen und HEp-2-Zellen nur an der Oberfläche der 

Kulturflasche vermehren, dagegen können die B-lymphoblastoiden Zellen in [93] in der Sus-

pension ohne Anheftung kultiviert werden. Des Weiteren emittieren Immunzellen zahlreiche 

Zytokine und könnten deshalb auch mehr VOCs generieren.  

In der Arbeit von Hillyer et al. [234] wurde aufgezeigt, dass Epithelzellen, die aus verschie-

denen Kompartimenten der Atemwege stammen, unterschiedlich auf eine RSV-Infektion 

reagieren. Alveoläre Zellen exprimierten höhere Konzentrationen von proinflammatorischen 

Zytokinen und Chemokinen, während Bronchialzellen Komponenten mit antiviralen 
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Funktionen freisetzten. Im Zusammenhang mit unterschiedlichen Virusmengen zeigten die 

Zellen eine unterschiedliche Affinität zu RS-Viren, die mit der angeborenen Immunantwort 

korreliert. Darüber hinaus wurde festgestellt, dass die Virusmenge eine Rolle in der Sekre-

tion bestimmter Komponenten spielt [234, 235].  

Im Gegensatz zu dieser Arbeit verwendeten Aksenov et al. [93] und Schivo et al. [118] 

zehnfach höhere Konzentrationen (MOI = 1) von Viren für die Untersuchung von VOCs. 

MOI entspricht dem Verhältnis von Viruspartikeln zu Zellen. Dies bedeutet, durch eine hö-

here MOI wird eine höhere Infektionsrate der Zellen erreicht und damit könnten höhere 

Konzentrationen an VOCs gebildet werden. Andererseits besitzen RS-Viren eine toxische 

Wirkung auf die HEp-2-Zellen (siehe mikroskopische Ergebnisse in dieser Arbeit), weshalb 

niedrige MOIs von 0,05 und 0,1 für die VOC-Untersuchung in dieser Arbeit verwendet wur-

den. 70 Stunden nach Infektion zeigte eine MOI von 0,1 einen größeren Effekt auf die Zellen 

als eine MOI von 0,05. Deshalb wurde eine MOI von 0,1 für die Untersuchung zur Infekti-

onsdauer verwendet.  

Eine Limitierung stellen die verwendeten HEp-2-Zellen dar. Hierbei handelt es sich nicht 

um eine reine Epithelzelllinie, sondern um immortalisierte Tumorzellen aus einem Larynx-

karzinom kreuzkontaminiert mit HeLa-, und damit Ovarialkarzinomzellen [236]. Es ist frag-

lich, ob die Reaktion dieser Zellen auf eine RSV-Infektion der Reaktion des Atemwege-

pithels auf eine RSV-Infektion entspricht. 

Die in-vitro Ergebnisse sind auch nur teilweise für eine tatsächliche Infektion repräsentativ, 

da bei der Bekämpfung von Virusinfektionen im menschlichen Körper verschiedene Zellty-

pen wie Immun- und Epithel- Zellen an der Zusammenarbeit beteiligt sind [237]. Des Wei-

teren kann ein komplexes zelluläres immunologisches System nicht unter in-vitro Bedin-

gungen untersucht werden.  

Dennoch zeigen diese in-vitro Untersuchungen, dass eine Virusinfektion durch Änderung 

zellspezifischer VOCs mit der IMS nachweisbar ist. Zudem könnten VOCs nicht nur für die 

Diagnose einer Infektion, sondern auch für den Zeitverlauf der Infektion zur Anwendung 

kommen. 
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5.3 In-vivo Untersuchung der menschlichen Atemluft auf virale Infekti-

onen 

Im Gegensatz zu in-vitro Bedingungen spielt in-vivo nicht nur die Virus-Wirtszellen-Interak-

tion eine Rolle, sondern auch noch die Aktivierung des Immunsystems, die ebenfalls zu 

einer Produktion neuer VOCs oder Änderung des VOC-Profils führen kann.  

In einer ersten nicht-veröffentlichten Pilotstudie (Steppert C., persönliche Kommunikation) 

an wenigen Patienten fanden sich Signale, die darauf hindeuteten, dass die Detektion einer 

Influenza-A-Infektion in der nasalen Ausatemluft über MCC-IMS möglich ist. Durch den epi-

demischen Charakter der Influenza-A-Viren wurde eine „Proof-of-Concept“-Studie im Rah-

men der Grippesaison 2020 zur Überprüfung der obengenannten Hypothese aufgesetzt. Im 

Februar und März 2020 erfolgten im Klinikum Bayreuth IMS-Messungen an Patienten, die 

mit influenzaähnlichen Symptomen aufgenommen wurden. Parallel zur Atemluftanalyse un-

terzogen sich alle Patienten einem RT-PCR-Test von Nasopharynx-Abstrichen.  

Zur gleichen Zeit kam es zu einem weltweiten Ausbruch des Coronavirus SARS-CoV-2. Zur 

Ausbreitungsreduktion wurden entsprechende Allgemeinmaßnahmen u. a. Maskentragen, 

Handhygiene sowie Kontaktreduzierung erlassen, die zu einem raschen Rückgang der In-

fluenzafälle weltweit führten [238]. Damit waren ab Anfang März nur noch wenige Influenza-

Infizierte für die Untersuchung zugänglich.  

Da sich SARS-CoV-2-Viren im Anfangsstadium einer Infektion ähnlich wie bei Influenza-

Infektionen im Nasopharynx manifestieren [170, 171], konnte die Analysemethodik mit 

MCC-IMS bei Patienten mit Verdacht auf eine Infektion mit SARS-CoV-2 unverändert an-

gewandt werden. Zwischen Mitte März und Anfang Mai erfolgten dementsprechend IMS-

Untersuchungen bei Patienten in der nasalen Atemluft parallel zu PCR-Tests auf SARS-

CoV-2. Dieses Vorgehen hatte den Vorteil, mit der gleichen Messmethodik nicht nur eine 

Differenzierung zwischen virusinfizierten und nicht-infizierten Patienten zu untersuchen, 

sondern auch zu überprüfen, ob die beiden Virusinfektionen (Influenza-A und SARS-CoV-

2) zu unterschiedlichen Atemluft-VOC-Profilen führen.  

Bezüglich Atemluftuntersuchungen am Menschen wurde bereits berichtet, dass Lungen-

krebs oder auch neurodegenerative Erkrankungen durch Bestimmung von VOC-Profilen 

der Atemluft mittels Ionenmobilitätsspektrometrie nachgewiesen werden können [51, 239]. 

Zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung an Influenza-infizierten Patienten existierten keine 

Studien zur Detektion viraler Infektionen in der Atemluft, sei es mit IMS, MS oder Elektroni-

scher Nase. 
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Im Zuge der Corona-Pandemie erfolgten weitere Untersuchungen, die nachweisen konn-

ten, dass SARS-CoV-2-Viren unterschiedliche VOC Muster in der Atemluft im Vergleich zu 

einer Kontrollgruppe induzieren [240, 241]. Mit Hilfe der GC-IMS-Analyse zeigten Ruszkie-

wicz et al. [240], dass in der Atemluft von Patienten mit SARS-CoV-2-Infektion eine erhöhte 

Konzentration an Aldehyden und Ketonen gegenüber Patienten ohne diese Infektion nach-

gewiesen werden konnte. Durch eine Kalibrierung des GC-IMS konnten in der Ruszkiewicz’ 

Arbeit [240] im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit VOC-Marker chemisch zugeordnet 

werden.  

Darüber hinaus kann bei der Untersuchung von Ruszkiewicz et al. [240] nicht sichergestellt 

werden, ob die gemessenen VOCs spezifisch für eine SARS-CoV-2-Infektion oder Zeichen 

einer generellen Virusinfektion sind. Eine Differenzierung verschiedener Virusinfektionen 

anhand von VOC-Profilen in der Atemluft wurde bisher nicht berichtet. Somit liefert die vor-

liegende Arbeit die ersten Resultate, dass nicht nur SARS-CoV-2-Infektionen von Kontroll-

gruppen, sondern auch von Influenza-A-Infektionen durch VOC-Atemluftprofile unterschie-

den werden können. Selbst ein vermuteter, aber nicht eindeutig PCR-bestätigter Patient 

konnte in dieser Untersuchung der SARS-CoV-2-Gruppe zugeordnet werden. Eine signifi-

kante Differenzierung zwischen drei Viren, darunter Influenza-A und SARS-CoV-2, konnte 

mit MCC-IMS in Zellkulturen aufgezeigt werden [242]. 

Während VOC-Unterschiede bei Bakterien auf dem unterschiedlichen Metabolismus der 

Spezies beruhen, wird davon ausgegangen, dass verschiedene Virusspezies und -subspe-

zies unterschiedliche Signalkaskaden in Wirtszellen bedingt durch Virusadaption und Bin-

dung an spezifische Rezeptoren aktivieren [93]. So binden Coronaviren an Antiotensin-2-

Rezeptoren [171], während Influenza-Viren auf sialylierte Glykanrezeptoren der Epithelzel-

len abzielen [243]. Zudem können verschiedene Viren bis zu einem gewissen Grad unter-

schiedliche Wirtsreaktionen induzieren, die zu unterschiedlichen IMS-Spektren mit beitra-

gen können.  

Im Gegensatz zu Feuerherd et al. [242] und Ruszkiewicz et al. [240] wurden in der vorlie-

genden Untersuchung nur Muster der volatilen Bestandteile bestimmt, ohne die Peaks che-

misch zu beschreiben. Dies ist kein Nachteil, da sowohl Hunde [244, 245] als auch die 

elektronische Nase [246] SARS-CoV-2 positive Proben ohne chemische Charakterisierung 

detektieren können.  

Medikamente, Ernährung, Rauchen sowie Umgebungsluft beeinflussen die ausgeatmeten 

VOCs und damit gegebenenfalls die Peaks, die zur Identifizierung viraler Infektionen ver-

wendet werden. Entsprechend der avisierten Anwendung als Screeningverfahren wurde in 
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dieser Studie kein Fasten vor der Atemluftanalyse vorausgesetzt. An Schweinen konnten 

Traxler et al. [247] zeigen, dass es spezifische VOCs für eine Influenzainfektion gibt, die 

unabhängig von der Fütterung sind.  

Atemluft kann auf verschiedenen Wegen entnommen werden, indirekt oder direkt. Mit Hin-

blick auf ein Vor-Ort-Screening wurde in dieser Arbeit eine direkte Atemluftanalyse ange-

wendet, in der die volatilen Bestandteile durch eine automatische Pumpe direkt in das MCC-

IMS eingesaugt wurden. Dagegen mussten Patienten in der Untersuchung von Ruszkie-

wicz et al. [240] in ein konisch geformtes Mundstück ausatmen. Parallel wurde der Atem 

von Hand mit einer 5 ml Spritze entnommen und anschließend offline dem GC-IMS-Gerät 

zugeführt. Hierzu ist ein definiertes Atemmanöver des Patienten und geschultes Personal 

zur Probengewinnung notwendig.  

Im Gegensatz zu der aktiven Exspiration durch ein Mundstück wurde hier in dieser Arbeit 

die Nasenluft während einer tiefen spontanen Atmung über eine Schaumstoff-Nasensonde 

gewonnen. Das IMS-Gerät aspiriert die Atemluftproben automatisch. Deshalb besteht die 

einzige Aufgabe des Bedienpersonals darin, die Schaumstoff-Nasensonde in ein Nasen-

loch eines Patienten einzuführen und den Knopf zum Starten der Messung zu drücken. Die 

Atemluftgewinnungsmethode über die Nase könnte theoretisch auch am nicht kooperativen 

Patienten angewandt werden. Zudem kann davon ausgegangen werden, dass bei der Aus-

atmung über die Nase bei der anfänglichen Infektion im Nasopharynx, wenn noch kein Be-

fall der tieferen Atemwege vorliegt, infektionsspezifische VOCs möglicherweise gezielt aus 

dem infizierten Bereich gewonnen werden können.  

Darüber hinaus kann argumentiert werden, dass bei der aktiven Aspiration der Nasenluft 

möglicherweise eine Verdünnung der infektionsspezifischen VOCs durch Umgebungsluft 

aufgetreten sein könnte. Durch die Abdichtung des einen Nasengangs mit der Schaumstoff-

Nasensonde kann über den Nasopharynx nur durch den anderen Nasengang Umgebungs-

luft angesaugt werden. Hier ist davon auszugehen, dass auch VOCs des anderen Nasen-

gangs und Nasopharynx entnommen wurden.  

In der vorliegenden Arbeit wurden Proben von Patienten mit Verdacht auf eine respiratori-

sche Infektion unmittelbar bei der Klinikaufnahme entnommen und mikrobiologisch unter-

sucht. Demzufolge erfolgte die Atemluftanalyse in der vorliegenden Untersuchung inner-

halb der ersten 24 Stunden nach der stationären Aufnahme, während in der Ruszkiewicz’ 

Arbeit [240] die Atemluftproben der Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Infekti-

onserkrankung entnommen wurden.  
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Die Standardverfahren zum Nachweis von Atemwegserregern beruhen derzeit auf Abstri-

chen aus dem Nasopharynx, die im Anschluss mit RT-PCR auf Viren getestet werden. Bei 

diesem Testregime muss mit bis zu circa 30 % falsch-negativen Ergebnissen gerechnet 

werden [11, 248]. Die hohe falsch-negative Rate kann unter anderem auf eine unzu-

reichende Probennahme, einer zu geringen Viruslast oder einer Probensammlung in einem 

zu frühen oder späten Stadium der Infektion zurückzuführen sein [249–251]. Später im In-

fektionsverlauf können SARS-CoV-2-Viren zur Replikation in die unteren Atemwege gelan-

gen [170, 252], wo sie mit dem Nasopharyngealabstrich nicht mehr erreichbar sind. Bei der 

Atemluftanalyse können dagegen alle Kompartimente des respiratorischen Trakts durch 

eine tiefe Ausatmung erfasst werden. Zudem ist die Atemluftanalyse gegenüber den Abst-

richtupfern nichtinvasiv.  

Eine Atemluftanalyse ist zudem günstig und schnell. Mit einer gesamten Analysezeit inklu-

sive Probennahme von circa vier Minuten können Infektionen mit MCC-IMS detektiert wer-

den, wohingegen schnelle POC-PCR-Geräte für ihre Analyse 30 bis 40 Minuten benötigen 

[253]. Darüber hinaus ist eine derartige PCR mit 60 € bis zu 200 € pro Untersuchung kost-

spielig [254]. Antigenschnelltestergebnisse sind zwar in circa 15 Minuten verfügbar, den-

noch ist die Sensitivität und Spezifität von der korrekten Anwendung abhängig. Wie die 

COVID-19 Pandemie im Jahre 2020 zeigte, kann in Pandemiesituationen auch der Nach-

schub an Abstrichtupfern und Reagenzien ein Problem sein [255, 256]. In unterentwickelten 

Ländern stehen weder ausgebildetes Personal noch finanzielle Mittel zur Verfügung, um 

sich RT-PCR für das Massenscreening leisten zu können [257]. Daher könnte das MCC-

IMS eine alternative Testperspektive für diese Länder bieten. 

Eine große Stärke von MCC-IMS ist, dass diese Methode von Personal mit wenig Expertise 

durchgeführt werden kann. Die unkomplizierte Anwendung von IMS-Technologien hat sich 

an Flughäfen bewährt, wo dieses Tool bereits zur Erkennung von Sprengstoffen durch Si-

cherheitspersonal eingesetzt wird [103]. Das in der Arbeit verwendete IMS-Gerät benötigt 

zudem keine synthetischen Gase für die Analyse, was wiederum die Verbrauchsmaterialien 

reduziert und somit eine Vor-Ort-Analyse erleichtert.  

Die vorliegende Studie wurde nur an einer begrenzten Anzahl von erwachsenen Patienten 

der kaukasischen Ethnie durchgeführt. Eine Überlappung der VOCs mit anderen Corona-

Virusinfektionen ist denkbar. Folglich sind größere Studien einschließlich verschiedener 

Ethnien, Kinder sowie verschiedener Virentypen und deren Subtypen erforderlich, um die 

Eignung der IMS als Vor-Ort-Screeningmethode zu überprüfen.  
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In Singapur wurden bereits zwei Massenspektrometrie-basierte Atemluftanalyseverfahren 

zur Detektion von COVID-19 an den Flughäfen zugelassen [258–260].  

Zusammenfassend zeigen diese „Proof-of-Concept“-Studien, dass die Atemluftanalyse mit 

IMS eine vielversprechende Screeningmethode ist. Diese IMS-basierte Methode könnte als 

Ergänzung zu teuren PCR-Tests Infektionen im Sinne eines Massenscreenings schnell und 

nichtinvasiv identifizieren und die Infektionsverbreitung dadurch eindämmen.  
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6 Ausblick 

Zum Unterbrechen von Infektionsketten sind schnelle, nicht-invasive und kostengünstige 

Screeningtests für eine breite Anwendung gefragt. In dieser „Proof-of-Concept“-Untersu-

chung ermöglichte die MCC-IMS eine schnelle Detektion von sieben bakteriellen Infektions-

erregern in-vitro und von SARS-CoV-2 sowie Influenza in der menschlichen Atemluft ohne 

eine Substanzcharakterisierung der volatilen Bestandteile.  

In-vitro Untersuchung der Bakterienkulturen 

Mit MCC-IMS ist eine schnelle in-vitro Differenzierung von sieben verschiedenen Bakteri-

enspezies einschließlich resistenter Stämme basierend auf spezifischen VOC-Profilen in 

90 Minuten Kultivierung möglich.  

Unter Verwendung der spezies-spezifischen VOC-Marker ist eine Identifikation der Bakte-

rienspezies auch in Mischkulturen realisierbar. Abhängig von den phänotypischen Eigen-

schaften könnten Bakterien durch VOC-Peaks analog zur biochemischen Testreihe entlang 

des Entscheidungsbaums klassifiziert werden. Die VOC-Profile der Bakterienspezies sind 

teilweise medienabhängig; somit spielt die Medienwahl eine erhebliche Rolle in der in-vitro 

Bakteriendifferenzierung von Kulturen. Die Signalintensität der spezies-spezifischen VOC-

Peaks korreliert mit der Bakteriendichte. Die Nachweisgrenze des Verfahrens hängt dabei 

von den bakterienspezifischen VOCs ab. Verschiedene Referenzstämme einer Bakterien-

spezies generieren zum großen Teil identische spezies-spezifische VOC-Typen, aber sie 

können in der Signalintensität signifikant variieren.  

Unter Berücksichtigung der methodologischen Faktoren ist ein standardisiertes Protokoll 

zur in-vitro Bakterienidentifikation in Kulturen notwendig. Vorrangig sollten die Nährmedien 

standardisiert werden sowie eine Untersuchung der VOC-Peaks in Abhängigkeit von Inku-

bationsdauer und Bakterienkonzentration erfolgen. Andererseits ist ein direkter, kulturun-

abhängiger in-vitro Nachweis von Bakterien in klinischen Proben wünschenswert. Hierbei 

wäre die Untersuchung in Blutproben, Sputum oder ähnliches der nächste Schritt.  

Insgesamt verfügt das IMS-Verfahren über ein großes Zukunftspotenzial, um als in-vitro 

Diagnostikmethode für Bakterien vergleichsweise mit MALDI-TOF-MS etabliert zu werden. 

Um diese Möglichkeit zu realisieren, ist – wie bei der MALDI-TOF-MS – der Aufbau einer 

umfangreichen Datenbank von Nöten. Hierzu sind weitere Untersuchungen von klinischen 

Isolaten verschiedener Bakterienspezies, Genera sowie Familien in großem Umfang 
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erforderlich. Ebenso sollte ausführlich untersucht werden, ob Resistenzmechanismen zu 

einer Veränderung in VOC-Profilen führen können.  

Dann könnte die MCC-IMS im Gegensatz zu MALDI-TOF-MS, das auf Vorkulturen ange-

wiesen ist, in deutlich kürzerer Zeit bakterielle Erreger differenzieren und im Gegensatz zu 

MALDI-TOF-MS sogar Resistenzmechanismen nachweisen. 

Von Interesse ist die Überprüfung, ob in-vitro bakterienspezifische VOCs auch in der Atem-

luft bestimmbar sind. Die Herausforderung ist hierbei, dass bei weniger als der Hälfte der 

Pneumonien der auslösende Erreger mit den verfügbaren Diagnostikmethoden nicht iden-

tifizierbar sind. Hierzu müssten bei einer entsprechend großen Anzahl von Patienten mit 

Pneumonien gesicherter Erreger VOC-Profile bestimmt und mit den in-vitro Daten abgegli-

chen werden. Gerade im Bereich der Intensivmedizin könnte die schnelle Erregerbestim-

mung in der Atemluft über eine rasche zielgerichtete Antibiotikatherapie eine deutliche 

Prognoseverbesserung erbringen.  

In-vitro Untersuchung der Virus-infizierten Zellkulturen 

Die Ergebnisse der IMS-Messungen zeigten, dass RSV-infizierte HEp-2-Zellkulturen sich 

von nicht-infizierten Zellkulturen durch die volatilen Bestandteile unterscheiden lassen. Die 

VOC-Veränderungen im Infektionsverlauf stehen in Übereinstimmung mit beobachteten 

morphologischen Veränderungen in Zellkulturen.  

Im Organismus ist nicht nur ein, sondern verschiedene Zelltypen sowie das Immunsystem 

bei der Wirtsreaktion auf eine Virusinfektion beteiligt. Dementsprechend sind in-vitro Daten 

nicht eins - zu - eins auf in-vivo Bedingungen übertragbar.  

Nichtsdestotrotz liefern die in-vitro Erkenntnisse Grundlagen, dass mit der MCC-IMS virus-

induzierte metabolische Veränderungen in einer Zelllinie nachweisbar sind.  

In-vivo Untersuchung der menschlichen Atemluft auf virale Infektionen 

MCC-IMS erwies sich als vielversprechende, schnelle Screeningmethode zum Nachweis 

viraler Infektionen in der menschlichen Atemluft. Innerhalb von wenigen Minuten konnten 

SARS-CoV-2- von Influenza-A-Infektionen und Vergleichsgruppen mit Hilfe der VOC-Profile 

in der Nasenluft differenziert werden. Die in-vitro Studie von Feuerherd et al. [242] fand 

diese Unterscheidung auch in Zellkulturen. 

Für die Praxis sind groß angelegte Studien an heterogenen Gruppen unterschiedlicher Eth-

nien sowie allen Altersgruppen erforderlich, um die Eignung der MCC-IMS-Analyse als 
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generelles Screeningverfahren bei verschiedensten Störfaktoren zu überprüfen. Wenn sich 

die Ergebnisse dieser Arbeit auch in derartigen Gruppen reproduzieren lassen, könnte dies 

ein Durchbruch für ein preiswertes Massenscreening sowohl im öffentlichen Bereich als 

auch für eine Eingangskontrolle in Kliniken sein. Über VOCs könnten auch Probanden mit 

asymptomatischen Infektionen erkannt werden [247]. Auch die VOC-Atemluftanalyse von 

bakteriellen gegenüber viralen Infektionen wäre interessant, um unnötige, Resistenzent-

wicklungs-treibende Einsätze von Antibiotika bei Virusinfektionen zu vermeiden.  

Um die IMS-Technologie zu einem Point-of-Care-Screeningverfahren weiterzuentwickeln, 

ist eine Standardisierung der Gerätetechnologie und der Auswertungsalgorithmen erforder-

lich, die nur durch eine enge Kooperation von Geräteherstellern, Biologen, Medizinern und 

Bioinformatikern bewerkstelligt werden kann. 

Zusammenfassend ist MCC-IMS mit einer kurzen Analysezeit von wenigen Minuten attrak-

tiv für ein schnelles Screening auf Infektionen sowohl in-vitro als auch in-vivo. Insgesamt 

trägt die vorliegende Arbeit zum Fortschritt der VOC-Analyse im biomedizinischen Bereich 

bei.  
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Anhang 1 Materialien und Methode 

Anhang 1.1 MCC-IMS Spezifikation 

Tabelle 21 Spezifikation des verwendeten MCC-IMS 

Drift- und Trägergas Geräteintern generierte gefilterte Umgebungsluft 

Driftgasfluss 400 ml/min 

Trägergasfluss 20 ml/min 

Driftröhre Länge: 5 cm, Durchmesser: 10 mm 

Druck Umgebungsdruck 

Betriebstemperatur Umgebungstemperatur 

Elektrische Feldstärke 400 V/cm 

Gitterimpuls 30 ms 

Gitteröffnungszeit 100 µs 

Ionisationsquelle Beta-Strahler, Tritium (H3), ≤ 100 MBq Aktivität 

Polarität Positiv oder negativ 

Probeschleife 0,7 ml 

Multikapillare GC-Säule OV-5 (95 % Dimethylpolysiloxan mit 5 % Diphenyl), schwach polar 

 

Anhang 1.2 PCR-Analyse der Virusinfektionen 

Für das PCR-Testen von Inluenza-A- sowie SARS-CoV-2-Viren wurden Nasenabstriche 

von Patienten mittels Xpert® Nasopharyngeal Sample Collection Kit for Viruses (Cepheid, 

Maurens-Scopont, Frankreich) gesammelt. Influenza A-Viren wurden mit dem Xpert® 

Xpress Flu/RSV Assay (Cepheid) auf dem GeneXpert® Infinity-System (Cepheid) detek-

tiert. Für den Nachweis von SARS-CoV-2-Viren wurde Allplex 2019-nCov Assay (Seegene, 

Seoul, Südkorea) auf das CFX 96 Real-Time System (BioRad, Feldkirchen, Deutschland) 

angewendet. Dies erfolgte nach RNA-Extraktion mit dem StarMag 96 UniTube Kit (See-

gene) auf dem SGPrep32TM Extraktionssystem (Seegene). 
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Anhang 2 Ergebnisse 

Anhang 2.1 In-vitro Untersuchung der Bakterienkulturen 

Tabelle 22 Liste der 66 VOC-Peaks emittiert von E. coli DSM 1576, S. aureus DSM 346, 
P. aeruginosa DSM 1117 zu verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation 

 

  

Cluster 30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min
c_2 6 1,07 X X
c_3 9 1,12 X
c_4 9 1,20 X
c_5 11 1,28 X
c_9 15 1,24

c_11 17 1,51 X X
c_12 17 1,64 X X X
c_13 18 1,44 X X X
c_14 18 1,67 X X X
c_15 20 1,09 X X
c_17 20 1,34 X X X
c_19 26 1,30 X
c_20 27 1,24 X
c_21 27 1,64 X
c_22 27 1,84 X
c_23 31 1,07 X
c_24 33 1,50 X X X
c_25 34 1,13 X X
c_26 35 1,73 X X
c_30 40 1,43 X X
c_32 43 1,55 X
c_34 43 1,75 X
c_35 43 1,89 X
c_36 44 1,36 X X
c_38 46 1,24 X
c_40 49 1,07 X
c_42 57 1,59 X X X
c_43 58 1,19 X
c_46 60 1,71 X
c_48 61 1,60 X
c_49 62 1,42 X X X
c_50 63 1,87 X X X X X
c_51 64 1,07 X
c_54 68 1,32 X
c_58 74 1,19 X
c_59 79 1,07 X
c_62 83 1,33 X X
c_63 89 1,41 X
c_66 92 1,66 X
c_67 92 1,94 X X
c_68 93 1,49 X X
c_70 96 1,33 X X
c_71 97 1,71 X
c_72 99 1,19 X X
c_74 105 1,33 X
c_75 111 1,94 X
c_77 116 1,19 X

tr [s] rel. td

E. coli S. aureus P. aeruginosa



 

XLII 

Tabelle 22 (Fortsetzung)  

 

Die aufgelisteten Cluster wurden mittels ROC-Analyse (AUC ≥ 0,8) identifiziert und sind nach der Retentionszeit 
(tr), relativen Driftzeit (rel. td) und ihrem Auftreten (X) in verschiedenen Bakterienspezies kategorisiert. Hervor-
gehobene Cluster = Inkubationszeit-unabhängige Cluster. n = 3. 

 

  

Cluster 30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min
c_79 116 1,47 X
c_85 135 1,55 X X X
c_86 135 1,66 X
c_88 142 1,65 X
c_98 181 1,25 X
c_101 190 1,25 X
c_103 193 1,57 X
c_104 195 1,19 X
c_106 202 1,24 X X
c_107 208 1,63 X
c_109 211 1,33 X
c_111 213 1,25 X
c_113 219 1,33 X
c_117 224 1,56 X X X
c_119 226 1,33 X
c_120 231 1,32 X
c_121 232 1,25 X X
c_128 242 1,32 X
c_129 244 1,19 X

P. aeruginosa
tr [s] rel. td

E. coli S. aureus
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Tabelle 23 Liste der 60 VOC-Peaks emittiert von Nährmedien (Brain Heart Infusion Broth 
(BHIB), Müller Hinton Broth (MHB) und Tryptic Soy Broth (TSB)) 

 

Die Cluster sind nach der Retentionszeit (tr) und der relativen Driftzeit (rel. td) gemäß der Position im IMS-
Chromatogramm kategorisiert. X = mindestens 80 % der Replikate pro Nährmedium generieren den Peak. 
n = 11. 

  

Cluster tr [s] rel. td BHIB MHB TSB Cluster tr [s] rel. td BHIB MHB TSB

c_1 2 1,26 X X c_56 69 1,40 X X

c_3 9 1,12 X X X c_57 69 1,67 X X X

c_4 9 1,20 X X c_58 74 1,19 X

c_5 11 1,28 X X c_63 89 1,41 X

c_6 12 1,37 X X X c_66 92 1,66 X X

c_7 14 1,47 X X X c_68 93 1,49 X X X

c_8 14 1,57 X X X c_69 95 1,41 X

c_9 15 1,24 X X X c_71 97 1,71 X

c_11 17 1,51 X c_73 101 1,55 X X X

c_15 20 1,09 X X X c_75 111 1,94 X X X

c_17 20 1,34 X c_78 116 1,40 X

c_18 23 1,15 X X c_80 117 1,21 X X

c_20 27 1,24 X c_84 135 1,34 X X

c_21 27 1,64 X X X c_85 135 1,55 X X X

c_25 34 1,13 X X c_88 142 1,65 X X X

c_26 35 1,73 X c_92 152 1,24 X

c_27 37 1,31 X c_95 165 1,24 X X

c_28 38 1,48 X c_99 185 1,24 X

c_29 39 1,24 X X c_102 191 1,19 X

c_32 43 1,55 X c_106 202 1,24 X X

c_34 43 1,75 X X c_108 209 1,24 X X

c_36 44 1,36 X X c_109 211 1,33 X

c_37 45 1,45 X X X c_112 215 1,18 X

c_39 48 1,14 X X X c_114 220 1,24 X X

c_46 60 1,71 X c_115 223 1,33 X

c_47 61 1,19 X c_121 232 1,25 X X

c_50 63 1,87 X X X c_122 235 1,55 X X X

c_52 64 1,57 X c_126 238 1,65 X X X

c_53 66 1,47 X c_129 244 1,19 X

c_55 69 1,22 X X X c_130 244 1,25 X X
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Tabelle 24 Zusammenfassung der 77 detektierten VOC-Peaks im Headspace der Bakterien-
kulturen in drei verschiedenen Nährmedien (Brain Heart Infusion Broth (BHIB), 
Mueller Hinton Broth (MHB) und Tryptic Soy Broth (TSB)) 

 

Cluster tr [s] rel. td EC SA PA KP AB EC SA PA KP AB EC SA PA KP AB

c_2 6 1,07 X X X

c_3 9 1,12 X X X

c_4 9 1,20 X X X X X

c_5 11 1,28 X X X

c_6 12 1,37 X X

c_7 14 1,47 X

c_8 14 1,57 X

c_10 16 2,11 X X

c_11 17 1,51 X X X X X X X

c_12 17 1,64 X X X X X

c_13 18 1,44 X X X

c_14 18 1,67 X X X X X X

c_15 20 1,09 X X X X

c_16 20 1,23 X

c_17 20 1,34 X X X X X X X X

c_18 23 1,15 X X

c_20 27 1,24 X

c_21 27 1,64 X

c_23 31 1,07 X

c_24 33 1,50 X

c_25 34 1,13 X X X X X

c_27 37 1,31 X

c_28 38 1,48 X X

c_29 39 1,24 X X

c_30 40 1,43 X X

c_31 43 1,50 X X

c_32 43 1,55 X X

c_33 43 1,64 X

c_34 43 1,75 X X X X

c_35 43 1,89 X X X

c_36 44 1,36 X X X X

c_38 46 1,24 X X

c_40 49 1,07 X X

c_42 57 1,59 X X X

c_44 58 1,22 X

c_49 62 1,42 X X X X X X

c_50 63 1,87 X

c_52 64 1,57 X X X

c_54 68 1,32 X X

c_55 69 1,22 X X

c_56 69 1,40 X

c_60 79 1,41 X

c_62 83 1,33 X X X X

c_64 90 1,59 X

c_66 92 1,66 X X

c_68 93 1,49 X X X X X X X

c_70 96 1,33 X X X X

c_74 105 1,33 X

c_75 111 1,94 X X

c_76 112 2,03 X

c_81 117 1,33 X

c_82 126 1,21 X X X X X

c_83 133 1,24 X X X X

c_84 135 1,34 X X X

BHIB MHB TSB
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Tabelle 24 (Fortsetzung) 

 

Die Cluster sind nach der Retentionszeit (tr) und der relativen Driftzeit (rel. td) gemäß der Position im IMS-
Chromatogramm kategorisiert. x = signifikanter Unterschied zwischen der jeweiligen Bakterienspezies und dem 
dazugehörigen Nährmedium (Mann-Whitney-U-Test; p < 0,05) und mind. 80 % der Replikate einer Bakterien-
spezies generieren den Peak. n = 11. 

  

Cluster tr [s] rel. td EC SA PA KP AB EC SA PA KP AB EC SA PA KP AB

c_85 135 1,55 X

c_87 136 1,63 X

c_88 142 1,65 X

c_90 148 1,19 X

c_91 151 1,33 X

c_93 160 1,33 X

c_94 161 1,19 X

c_95 165 1,24 X

c_96 177 1,15 X

c_97 177 1,19 X

c_99 185 1,24 X

c_100 185 1,58 X X X

c_102 191 1,19 X

c_103 193 1,57 X

c_105 201 1,15 X

c_107 208 1,63 X

c_110 213 1,16 X

c_116 223 1,95 X

c_117 224 1,56 X X X X X

c_118 225 1,16 X

c_120 231 1,32 X X

c_123 236 1,15 X

c_128 242 1,32 X

BHIB MHB TSB
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Abbildung 30 Position der von Bakterien emittierten signifikanten VOC-Cluster in jedem der drei 
Nährmedien (Brain Heart Infusion Broth (BHIB), Müller Hinton Broth (MHB) und 
Tryptic Soy Broth (TSB)) in Abhängigkeit der Retentionszeit und der relativen Drift-
zeit 
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Abbildung 31 Klassifizierungsergebnisse der Diskriminanzanalyse für die Differenzierung ver-
schiedener Bakterien in dem jeweiligen Nährmedium: Brain Heart Infusion Broth 
(BHIB), Müller Hinton Broth (MHB) und Tryptic Soy Broth (TSB) 

  

Gruppe Ctrl. EC SA PA KP AB Gesamt

Ctrl. 11 0 0 0 0 0 11

EC 0 11 0 0 0 0 11

SA 0 0 11 0 0 0 11

PA 0 0 0 11 0 0 11

KP 0 0 0 0 11 0 11

AB 0 0 0 0 0 11 11

Ctrl. 11 0 0 0 0 0 11

EC 0 11 0 0 0 0 11

SA 0 0 11 0 0 0 11

PA 0 0 0 9 0 2 11

KP 0 0 0 0 11 0 11

AB 0 0 0 0 0 11 11

Gruppe Ctrl. EC SA PA KP AB Gesamt

Ctrl. 11 0 0 0 0 0 11

EC 0 11 0 0 0 0 11

SA 0 0 11 0 0 0 11

PA 0 0 0 11 0 0 11

KP 0 0 0 0 11 0 11

AB 0 0 0 0 0 11 11

Ctrl. 11 0 0 0 0 0 11

EC 0 11 0 0 0 0 11

SA 1 0 10 0 0 0 11

PA 0 0 0 9 0 2 11

KP 0 0 0 0 11 0 11

AB 0 0 0 0 0 11 11

Gruppe Ctrl. EC SA PA KP AB Gesamt

Ctrl. 11 0 0 0 0 0 11

EC 0 11 0 0 0 0 11

SA 0 0 11 0 0 0 11

PA 0 0 0 11 0 0 11

KP 0 0 0 0 11 0 11

AB 0 0 0 0 0 11 11

Ctrl. 11 0 0 0 0 0 11

EC 0 11 0 0 0 0 11

SA 0 0 11 0 0 0 11

PA 1 0 0 10 0 0 11

KP 0 0 0 0 11 0 11

AB 0 0 0 0 0 11 11

98,5% der kreuzvalidierten gruppierten Fälle wurden korrekt klassifiziert.

100,0% der ursprünglich gruppierten Fälle wurden korrekt klassifiziert.

97,0% der kreuzvalidierten gruppierten Fälle wurden korrekt klassifiziert.

100,0% der ursprünglich gruppierten Fälle wurden korrekt klassifiziert.

95,5% der kreuzvalidierten gruppierten Fälle wurden korrekt klassifiziert.

100,0% der ursprünglich gruppierten Fälle wurden korrekt klassifiziert.

Original

Kreuzvalidiert

MHB

TSB

Vorhergesagte Gruppenzugehörigkeit

Original

Kreuzvalidiert

Vorhergesagte Gruppenzugehörigkeit

Kreuzvalidiert

BHIB
Vorhergesagte Gruppenzugehörigkeit

Original
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Abbildung 32 MCC-IMS-Heatmaps der Kulturen verschiedener Bakterienspezies einschließlich 
resistenter Stämme (gemittelte Differenzspektren nach Subtraktion des gemittelten 
Spektrums des Nährmediums (Kontrolle)). Nicht-resistente Bakterien: n = 11, resis-
tente Bakterien: n = 10. 

  

E. coli (DSM 1576) K. pneumoniae (DSM 30104) K. pneumoniae, ESBL (ATCC 700603)

P. aeruginosa (DSM 1117) A. baumannii (DSM 30007)

S. aureus (DSM 346) MRSA (ATCC 43300)
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Tabelle 25 Liste der 63 VOC-Peaks emittiert von verschiedenen Bakterienspezies einschließ-
lich resistenter Stämme 

 

  

Cluster tr [s] rel. td EC SA PA KP AB MRSA KP ESBL

c_1 2 1,26 X

c_2 6 1,07 X X X

c_3 9 1,12 X

c_4 9 1,20 X X X X

c_5 11 1,28 X X

c_6 12 1,37 X X

c_7 14 1,47 X

c_11 17 1,51 X X X X

c_12 17 1,64 X X

c_13 18 1,44 X X X X

c_14 18 1,67 X X X

c_15 20 1,09 X X X X

c_17 20 1,34 X X X X

c_20 27 1,24 X

c_21 27 1,64 X

c_24 33 1,50 X

c_25 34 1,13 X X X X

c_29 39 1,24 X

c_30 40 1,43 X X

c_31 43 1,50 X

c_32 43 1,55 X X

c_33 43 1,64 X

c_34 43 1,75 X

c_35 43 1,89 X

c_36 44 1,36 X X

c_38 46 1,24 X

c_40 49 1,07 X X X

c_41 53 1,83 X

c_42 57 1,59 X X

c_43 58 1,19 X X

c_45 60 1,61 X

c_46 60 1,71 X X

c_49 62 1,42 X

c_54 68 1,32 X

c_58 74 1,19 X

c_61 79 1,70 X

c_62 83 1,33 X X X

c_63 89 1,41 X

c_64 90 1,59 X

c_65 91 1,70 X

c_68 93 1,49 X

c_70 96 1,33 X X X

c_71 97 1,71 X

c_74 105 1,33 X X

c_75 111 1,94 X

c_77 116 1,19 X

c_84 135 1,34 X X

c_86 135 1,66 X

c_89 145 1,32 X

c_95 165 1,24 X X

c_101 190 1,25 X

c_107 208 1,63 X

c_109 211 1,33 X X

c_115 223 1,33 X X

Nicht-resistent Resistent
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Tabelle 25 (Fortsetzung) 

 

Die Cluster sind nach der Retentionszeit (tr) und der relativen Driftzeit (rel. td) sortiert. x = signifikanter Unter-
schied zwischen der jeweiligen Bakterienspezies und dem Nährmedium (Mann-Whitney-U-Test; p < 0,05) und 
mind. 80 % der Replikate jeweiliger Bakterienspezies generieren den Peak. Nicht-resistente Bakterien: n = 11, 
resistente Bakterien: n = 10.  

 

  

Cluster tr [s] rel. td EC SA PA KP AB MRSA KP ESBL

c_116 223 1,95 X

c_117 224 1,56 X X

c_120 231 1,32 X X X

c_124 236 1,32 X X

c_125 238 1,19 X X

c_127 239 1,25 X

c_128 242 1,32 X X

c_129 244 1,19 X X

c_130 244 1,25 X

Nicht-resistent Resistent
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Abbildung 33 2D-Plot mit Position der 63 selektierten VOC-Peaks im IMS-Chromatogramm 
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Abbildung 34 Boxplots der sieben VOC-Peaks, die eine Klassifizierung der verschiedenen Bakte-
rienspezies einschließlich resistenter Bakterienspezies unter Verwendung des Klas-
sifizierungsbaums erlauben. Nicht-resistente Bakterien: n = 11, resistente Bakte-
rien: n = 10. 
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Tabelle 26 Klassifizierungsergebnisse der Diskriminanzanalyse mit sieben VOC-Cluster selek-
tiert durch ROC-Analyse zur Unterscheidung der Bakterien einschließlich resisten-
ter Stämme 

 
  

Gruppe Ctrl. EC SA PA KP AB MRSA KP ESBL Gesamt

Ctrl. 11 0 0 0 0 0 0 0 11

EC 0 11 0 0 0 0 0 0 11

SA 0 0 11 0 0 0 0 0 11

PA 2 0 0 9 0 0 0 0 11

KP 0 0 0 0 11 0 0 0 11

AB 0 0 0 0 0 11 0 0 11

MRSA 0 0 0 0 0 0 10 0 10

KP ESBL 0 0 0 0 0 0 0 10 10

Ctrl. 11 0 0 0 0 0 0 0 11

EC 0 11 0 0 0 0 0 0 11

SA 0 0 11 0 0 0 0 0 11

PA 2 0 0 8 0 1 0 0 11

KP 0 0 0 0 11 0 0 0 11

AB 0 0 0 0 0 11 0 0 11

MRSA 0 0 0 0 0 0 10 0 10

KP ESBL 0 0 0 0 0 0 0 10 10

97,7 % der ursprünglich gruppierten Fälle wurden korrekt klassifiziert.

96,5 % der kreuzvalidierten gruppierten Fälle wurden korrekt klassifiziert.

Vorhergesagte Gruppenzugehörigkeit

Original

Kreuzvalidiert
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Tabelle 27 Die drei diskriminatorischen VOC-Cluster mit den höchsten AUC-Werten für die je-
weilige Bakterienspezies als Variablen für die targeted Datenanalyse 

Bakterienspezies Cluster AUC 95 % Konfidenzintervall 

EC 

c_107 1,00 [0,99 ; 1,00] 

c_14 0,99 [0,97 ; 1,00] 

c_17 0,93 [0,88 ; 0,99] 

MSSA 

c_24 0,97 [0,94 ; 1,00] 

c_13 0,94 [0,90 ; 0,99] 

c_38 0,94 [0,89 ; 0,99] 

PA 

c_3 1,00 [0,99 ; 1,00] 

c_31 0,90 [0,77 ; 1,00] 

c_117 0,78 [0,68 ; 0,88] 

KP 

c_117 1,00 [1,00 ; 1,00] 

c_35 1,00 [1,00 ; 1,00] 

c_36 1,00 [1,00 ; 1,00] 

AB 

c_12 1,00 [1,00 ; 1,00] 

c_21 0,83 [0,72 ; 0,95] 

c_75 0,83 [0,72 ; 0,94] 

MRSA 

c_7 0,98 [0,95 ; 1,00] 

c_41 0,97 [0,94 ; 1,00] 

c_58 0,96 [0,93 ; 1,00] 

KP ESBL 

c_5 1,00 [1,00 ; 1,00] 

c_6 1,00 [1,00 ; 1,00] 

c_40 0,97 [0,93 ; 1,00] 

AUC = Fläche unter der Kurve; nicht-resistente Bakterien: n = 11;  
resistente Bakterien: n = 10  
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Anhang 2.2 In-vitro Untersuchung der Zellkulturen mit oder ohne RS-Viren 

 

Abbildung 35 Zusammenhang zwischen Zellzahl und Signalintensität für vier HEp-2 zellspezifi-
sche VOC-Peaks (Cluster) in Form von Boxplots. n = 3. 
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Anhang 2.3 In-vivo Untersuchung der menschlichen Atemluft auf virale  

Infektionen 

 

Abbildung 36 Position der selektierten 32 Cluster im IMS-Chromatogramm. td (RIP) = 2,5 ms. 

 

 

  

Cluster tr [s] td [ms] rel. td

c_101 5 3,76 1,50

c_4 9 2,83 1,13

c_146 28 5,45 2,18

c_107 31 4,49 1,80

c_93 38 2,81 1,12

c_14 44 3,73 1,49

c_13 47 5,08 2,03

c_15 48 3,37 1,35

c_97 51 4,09 1,64

c_22 53 3,20 1,28

c_21 57 4,25 1,70

c_17 61 3,71 1,48

c_23 67 5,10 2,04

c_24 71 3,13 1,25

c_102 78 5,46 2,18

c_40 88 3,35 1,34

c_84 88 3,78 1,51

c_42 93 4,30 1,72

c_41 98 5,07 2,03

c_46 104 4,03 1,61

c_125 105 2,81 1,12

c_135 109 4,22 1,69

c_54 127 5,05 2,02

c_58 142 5,08 2,03

c_66 155 3,43 1,37

c_67 161 4,03 1,61

c_86 170 3,49 1,40

c_69 171 3,70 1,48

c_71 176 3,34 1,34

c_74 183 3,68 1,47

c_76 188 3,31 1,32

c_153 193 5,41 2,16
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Anhang 3 Diskussion 

Tabelle 28 Lebendzellzahlbestimmung für die OD600 von 0,1. Referenzstamm: E. coli 
DSM 1103, Nährmedium: Tryptic Soy Broth. 

Versuch: 1. (n = 3) 2. (n = 3) 1. und 2. 

OD600 
MW 0,092 0,110 0,101 

SD 0,005 0,006 0,011 

KBE/ml 
MW 6,43E+07 9,17E+07 7,80E+07 

SD 5,03E+06 6,66E+06 1,59E+07 

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung 
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