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1. Einleitung

Die Deutsche Gesellschaft fur Krankenhaushygiene (DGKH) geht bei etwa 19
Millionen stationaren Patienten pro Jahr von uber einer Million Infektionen durch
Krankenhauskeime und mindestens 30.000 Todesfallen aus (Zastrow, 2016).
Nosokomiale Infektionen und Krankenhauskeime sind ein groRes Problem in
Deutschland. Der wohl bekannteste Keim ist der Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus. Aufgrund intensiver Forschung und Pravention auf
diesem Gebiet konnte in den letzten Jahren glicklicherweise ein deutlicher
Ruckgang der Infektionen erzielt werden. So war die Methicillinresistenzrate in S.
aureus Blutkulturen 2010 noch bei 20,8%. Laut aktueller Zahlen liegt sie im Jahr
2020 nur noch bei 5,5% (Surveillance of antimicrobial resistance in Europe, 2020
data - Executive summary, 2021; Krankenhauskeim MRSA, 2022). Daten zu
Resistenz und Vorkommen werden sowohl landesweit (ARS-Projekt des RKI) als

auch europaweit (EARS-Net des ECDC) gesammelt und veroffentlicht.

1.1 Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

Staphylokokken sind weit verbreitete Bakterien, die Haut und Schleimhaute von
Menschen und Tieren besiedeln (Mairi et al., 2020). Als Infektionserreger sind sie
fakultativ pathogen. Die starkste Pathogenitdt unter den bekannten
Staphylokokkenspezies besitzt Staphylococcus (S.) aureus (Kwiecinski and
Horswill, 2020).

1.1.1 Erreger

Staphylokokken sind nicht sporenbildende, grampositive Kokken, die unter dem
Mikroskop entweder einzeln, als Paare oder als unregelmafige Haufen auftreten.
Sie sind anspruchslose Keime, kdnnen aber am besten bei Temperaturen

zwischen 30°C und 37°C wachsen.

Auf der Zellwand des Erregers sind einige Proteine aufgelagert: Protein A bindet
an den Fc-Teil von Immunglobulinen und verhindert dadurch die Phagozytose

durch Makrophagen. Durch die Bildung von Clumpingfaktor bindet S. aureus an



Fibrinogen und induziert die Bildung von Fibrinmonomeren. Der Erreger kann

auch eine Polysaccharidkapsel ausbilden (Grof3, 2009).

Extrazellulare Produkte des Erregers beeinflussen die Pathogenitat. Diese sind
z.B.: Plasmakoagulase, hitzebestandige DNase, Hyaluronidase, Hamolysine (a,
B, X, 6, €), Fibrinolysin und Leukozidine (z.B. Leukozidin Luk F/S [Panton-
Valentine]) (RKI - RKI-Ratgeber - Staphylokokken-Erkrankungen, insbesondere
Infektionen durch MRSA, 2016).

Weiterhin kdnnen einige S. aureus-Stamme auch Toxine bilden: das Toxic Shock
Syndrome Toxin-1 (TSST-1; 5-20% aller Isolate), Staphylokokken-Enterotoxine
(SEs; 30-40% aller Isolate) und seltener auch Exfoliativtoxine (Ross and
Onderdonk, 2000; Grof3, 2009).

Nach Daten der Antibiotika Resistenz Surveillance des RKI waren 2021 75,2%
der S. aureus-lsolate (aus Deutschland) resistent gegen (-Laktamase-
empfindliche Penicilline. Weitere Resistenzen sind z.B. 17,6% gegen
Ciprofloxacin (als Vertreter der Fluorchinolone) und 18,2% gegen Azithromycin
(als Vertreter der Makrolide) (Robert Koch-Institut: ARS, https://ars.rki.de,
Datenstand: 20.03.2023, 2023).

Die Methicillin-Resistenz (bzw. Resistenz gegen B-Laktamase-feste Penicilline)
beruht auf der Bildung des zusatzlichen Penicillinbindeproteins PBP2a, einer
Transpeptidase, die an der Synthese der bakteriellen Zellwand mitwirkt. Diese
hat eine geringere Affinitat fur p-Laktamantibiotika, weshalb die
Zellwandsynthese bei Einsatz von -Laktamantibiotika kaum eingeschrankt ist
(Chambers, 1988).

Bei MRSA-Stammen wird PBP2a durch die Methicillin-Resistenzdeterminante
mec, bestehend aus dem mecA-Gen und weiteren regulatorischen Elementen,
gebildet. Es handelt sich um ein mobiles genetisches Element, die sogenannte
~Staphylococcus cassette chromosome mec (SCCmec)“, von der derzeit min. 13
Typen bekannt sind (Urushibara et al., 2020). Diese zusatzliche chromosomale

DNA fehlt in Methicillin-sensiblen Stammen.
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1.1.2 Vorkommen

Etwa 30% der Menschen sind asymptomatisch mit S. aureus kolonisiert, meist
im Nasenvorhof (Wertheim et al., 2005; Kwiecinski and Horswill, 2020). Dabei
sind etwa 1-2% der gesunden Menschen in Deutschland Trager von MRSA.
Hohere Besiedlungsraten finden sich bei hospitalisierten Patienten, Bewohnern
von Alten- und Pflegeheimen, sowie bei Tierarzten und Landwirten, die
insbesondere Kontakt zu Schweinen haben. Laut einer Studie in Mecklenburg-
Vorpommern waren etwa 25 % der Personen, die Nutztierkontakt hatten, mit
MRSA besiedelt (Dahms et al., 2014).

Laut dem jahrlichen epidemiologischen Bericht des ECDC (European Center For
Disease Prevention And Control) stabilisiert sich, bzw. verringert sich die Rate an
resistenten S. aureus in den letzten Jahren in den meisten europaischen Landern.
Dies durfte Folge dessen sein, dass viele Lander nationale MaRnahmenplane zur

Reduzierung resistenter Keime eingefuhrt haben (Albu, et al., 2016).
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Abbildung 1: Anteil von MRSA Isolaten an S. aureus-Nachweisen in Prozent
in 2021
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In dieser Grafik (Abb. 1) stellt das ECDC aktuelle Daten von 2021 (abgerufen am
04.03.2023) zur Verfugung, die den Prozentanteil von MRSA an getesteten
Isolaten in europaischen Landern und Skandinavien darstellt. Die Rate liegt in
Deutschland aktuell unter 5%, vor allem in Sudeuropa ist sie jedoch noch deutlich

hoher.

Die Rate von MRSA an getesteten Isolaten in Deutschland verringerte sich in den
letzten Jahren deutlich. Dies ist ebenfalls den Daten des ECDC (abgerufen am
04.03.2023) in Abb. 2 zu entnehmen:

-
wn

R - resistant isolates, percentage (%)
=

Year

Abbildung 2: Jahresverlauf der Rate an MRSA in Prozent in Deutschland

1.1.3 Infektionsweg

Die Ubertragung erfolgt durch direkten Kontakt, z.B. als Schmierinfektion von
infizierten oder besiedelten Personen und Tieren oder durch endogene Infektion
(Autoinokulation) aus dem Nasenrachenraum (Schofer et al., 2011). Je nach
Ubertragungsart werden die Infektionen in verschiedene Gruppen eingeteilt:
Krankenhaus-assoziierte Infektion, Gesellschaft- oder Landwirtschafts-

erworbene Infektion (Mairi et al., 2020).

1.1.3.1 Healthcare-associated MRSA

Der HA-MRSA  wird typischerweise in Krankenhausern oder
Gesundheitseinrichtungen, wie Arztpraxen und Altenpflegeheimen, Ubertragen
und Dbetrifft vorwiegend altere, immungeschwachte Patienten, sowie

postoperative Patienten mit Fremdmaterial (Prothesen, Katheter, Tracheostoma)
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im Korper (Arzteblatt, 2015). Der Hauptiibertragungsweg ist liber die Hande des
Personals. HA-MRSA haben oft groRe SCCmec vom Typ |, Il und Il und sind oft
gegen zahlreiche Antibiotikagruppen resistent (Mairi et al., 2020).

1.1.3.2 Community-acquired MRSA

Seit den 1990er Jahren treten auch MRSA Infektionen auf, die keinen
Zusammenhang zu Gesundheitseinrichtungen zeigen. In Europa sind diese
Infektionen noch selten, in den USA dagegen ein zunehmendes Problem. Dort
sind sie z.B. der haufigste Erreger von ambulant erworbenen Haut- und
Weichgewebeinfektionen (Lakhundi and Zhang, 2018). Die CA-MRSA
unterscheiden sich deutlich von den alteren HA-MRSA: Sie infizieren oft junge,
immunkompetente Menschen. AuRerdem verbreiten sie sich schnell unter der
gesunden Bevolkerung und zeigen andere Antibiotikaresistenzen. Die CA-MRSA
tragen kleinere SCCmec Elemente, viele tragen SCCmec Typ IV und V (Khan et
al., 2018). Zusatzlich kdnnen einige das Panton-Valentine Leukozidin (PVL)
bilden, das die Virulenz des Erregers erhéht (Gillet et al., 2002; Shallcross et al.,
2013). Die meisten CA-MRSA gehoéren dem klonalen Komplex CC80 und zwei
subklonalen MRSA-Stammen an: USA300/ST8 und USA400/ST1 (Stegger et al.,
2014; Glaser et al., 2016). Das Spektrum der Infektionen geht von oberflachlichen
Haut- und Weichgewebeinfektionen bis zu nekrotisierenden Pneumonien und

schwerer Sepsis (David and Daum, 2010).

1.1.3.3 Livestock-associated MRSA

Seit 2004 tritt eine neue Infektionsquelle fir MRSA zunehmend in den Fokus:
Viele Schweine und Rinder sind mit MRSA besiedelt. In Europa und Nordamerika
gehort der uberwiegende Anteil der LA-MRSA zum MRSA-Klon CC398
(Graveland et al., 2011). Dieser besiedelt Personen mit viel Tierkontakt
(Landwirte, Tierarzte). Der LA-MRSA ist grundsatzlich aber auch von Mensch zu
Mensch Ubertragbar. Nach derzeitigem Kenntnisstand wird der LA-MRSA jedoch
seltener zwischen Menschen Ubertragen, als dies fur andere MRSA beschrieben
ist (Cuny et al., 2013; Chen and Wu, 2020).
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1.1.4 Klinik und Therapie

Der uUberwiegende Anteil an MRSA-Tragern ist nur besiedelt von diesen
Staphylokokken ohne Symptome einer Infektion. Bei Risikopatienten (altere,
immungeschwachte oder postoperative Patienten) kdnnen jedoch auch

schwerwiegende Infektionen auftreten.

Schon die Besiedlung mit MRSA sollte behandelt werden. Laut einer Cochrane
Metaanalyse halbiert sich etwa die Zahl der postoperativen Wundinfektionen,
wenn praoperativ eine nasale Eradikation mit Mupirocin Salbe durchgefihrt
wurde (Rijen et al., 2008).

Oberflachliche Staphylokokkeninfektionen (MRSA und MSSA) werden topisch
mit Antiseptika und Antibiotika therapiert. Eine systemische Therapie ist meist

nur bei ausgedehntem Befund oder Risikofaktoren erforderlich (Bodmann, 2019).

Tiefe  Infektionen  (kutane  Abszesse, Phlegmonen und schwere
Weichgewebeinfektionen) sollten je nach Schweregrad sofort gespalten bzw.
debridiert werden und eine dem Kklinischen Bild angepasste Antibiose
durchgefuhrt werden. Nach Resistenztestung des Erregers sollte auf eine

antibiogrammgerechte Antibiose umgestellt werden (Schofer et al., 2011).

Des Weiteren werden zwei schwere Krankheitsbilder durch S. aureus Toxine
vermittelt. Das Staphylococcal-scaled-skin Syndrom (SSSS) ist eine seltene
Erkrankung im Kindesalter, die durch eine Exfoliatin Ausschuttung (Toxin, das
zur Aufspaltung des Haftproteins Desmoglein 1 fihrt) zu einer akantholytischen
subkornealen Spaltbildung flhrt (Bukowski et al., 2010). Das Staphylococcal-
toxic-shock Syndrom (TSS) wird fast immer durch das Exotoxin TSST-1
verursacht, das von einigen S. aureus Linien produziert wird. Es ist eine seltene
Erkrankung, deren Symptome von Fieber, Exanthemen, Diarrhoe bis hin zum
Multiorganversagen und kompletten Hautablésung fliihren kénnen. Es besteht
eine Letalitat von 3-5% (Ross and Onderdonk, 2000).
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1.2 Feintypisierung

Die S. aureus-Population wird anhand molekularer Typisierungsmethoden in
klonale Linien und davon abgeleitet in Subklone unterschieden. Diese Methode
erleichtert das Erkennen und Erforschen epidemiologischer und evolutionarer
Zusammenhange. Es gibt verschiedene Methoden zur Typisierung und
Charakterisierung der verschiedenen Klone, die sich in Kosten, Sensitivitat und
Spezifitat unterscheiden. Grundsatzlich gibt es die Moglichkeit der Typisierung
nach Phano- oder Genotyp (Lakhundi and Zhang, 2018).

Die Typisierung von MRSA-Klonen hat sich dabei im Laufe der Jahre sehr
gewandelt: In den 1940er Jahren etablierte sich eine Typisierung mittels
Bakteriophagen. In den 1980er Jahren setzte sich die Pulsfeld-
Gelelektrophorese (PFGE), eine teure und aufwandige Methode, durch. Weitere
mogliche Methoden sind die PCR-basierte Typisierung (amplified fragment
length  polymorphism (AFLP), repetitive element PCR), Multilokus-
Sequenztypisierung (MLST), das ,spa-Typing“, die ,Whole-Genome
Sequencing® sowie die in dieser Arbeit untersuchte Typisierung mittels MALDI-

TOF Massenspektrometer (van Belkum and Rochas, 2018).

Im Folgenden wird die MLST und spa-Typisierung, sowie die Massen-
spektrometrie beschrieben, da diese Methoden auf das Versuchskollektiv

angewendet wurden.

1.2.1 Multilokus Sequenztypisierung

Bei der Multilokus Sequenztypisierung (MLST) werden DNA-Sequenzen von 7
housekeeping Genen (Gene, die unabhangig von aufderen Einfllissen exprimiert
werden) ermittelt, mit der PubMLST Datenbank verglichen und prazise
vordefinierten Stammen zugeordnet. Die PUbMLST Datenbank ist frei zuganglich.

(https://pubmlst.org/organisms/staphylococcus-aureus)

Die MLST bietet die Grundlage des Nomenklatursystems fur S. aureus Stamme:
jedem Isolat wird eine fortlaufende ST-Nummer (Sequenztyp) zugeordnet. Aus

den Nummern ist keine Aussage bezlglich eines Verwandtheitsgrades einzelner
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Sequenztypen mdglich. Daher werden genetisch ahnliche Sequenztypen (ST) in
klonalen Clustern bzw. ,Clonal Complex® (CC) zusammengefasst (Jolley et al.,
2018).

Der Nachteil der MLST ist allerdings, dass sie relativ teuer und arbeitsaufwandig
ist (Lakhundi and Zhang, 2018).

1.2.2 spa-Typisierung

Bei der spa-Typisierung handelt es sich um ein DNA-Fragment-basiertes
Verfahren, das speziell fir den S. aureus entwickelt wurde. Das spa-Gen codiert
fur das Protein A und besteht aus einem Fc-Bindungsabschnitt, dem X-Abschnitt
und dem C-terminalen Abschnitt. Der X-Abschnitt enthalt dabei eine variable
Anzahl an Wiederholungen. Aufgrund der Anzahl und der Anordnung entsteht ein

Polymorphismus, der einem bestimmten spa-Typ zugeordnet werden kann.

Auch hierfur gibt es eine frei zugangliche Datenbank unter
http.//www.spaserver.ridom.de. Diese Datenbank wird von der Seqnet.org
Initiative betrieben und ermdoglicht eine sehr genaue Reproduzierbarkeit der

Nomenklatur.

Die spa-Typisierung ist glnstiger, einfacher und schneller als die MLST und
PFGE. Daher wird es derzeit als Methode der ersten Wahl verwendet (Lakhundi
and Zhang, 2018).

Tabelle 1 zeigt exemplarisch eine Ubersicht der in dieser Arbeit vorkommenden
spa-Typen in dem Versuchskollektiv und wurde mit Daten des SpaServers (nach

http://spaserver.ridom.de/spatypes.shtml aufgerufen 03/2023) erstellt.
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Tabelle 1: Ubersicht der in dieser Arbeit vorkommende spa-Typen

spa-Typ |Wiederholungsabfolgen |MLST Klon/Subklon
t002 26-23-17-34-17-20-17-12- | ST5, CC5, Rheinhessen MRSA
17-16 ST231 (Prototyp), EMRSA-3, New
York Klon, Japan Kilon,
Pediatric, USA100 ORSA I,
USA800 ORSA IV, ST 5
ORSA |
t003 26-17-20-17-12-17-17-16 |ST5, CC5, Rheinhessen MRSA
ST225 (Subklon), EMRSA-3, New
York Klon
t045 26-17-20-17-12-17-16 STS5,
ST225
t105 26-23-17-34-17-20-17-17- | ST5
16
t264 26-17-20-17-17-17-16
t535 26-17-16
11305 26-23-17-34-17-20-16
11486 26-17-20-23-17-12-17-17-
16
t2597 26-23-17-13-17-16

1.2.3 Haufigkeit klonaler Linien in Deutschland

Seit dem 01.07.2009 besteht in Deutschland eine Meldepflicht nach §7
Infektionsschutzgesetz flir den Nachweis von MRSA in Blut oder Liquor von

Patienten (Siegmund-Schultze, 2009). Das Nationale Referenzzentrum fir
Staphylokokken und Enterokokken (NRZ) des RKI Uberwacht die Verbreitung
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und die Resistenz- und Virulenzeigenschaften von Staphylokokken in

Deutschland.

Aufgrund dieser Daten ist ersichtlich, dass es zwei Hauptklone in Deutschland
gibt: CC22 (Barnim-Epidemiestamm) und CC5 (Suddeutscher- und
Rheinhessen-Epidemiestamm) wurden am  haufigsten in  deutschen
Krankenhausern als Epidemiestamm gemeldet (RKI - Archiv 2011 - Auftreten und
Verbreitung von MRSA in Deutschland 2010, 2011). Die 10 am haufigsten
vorkommenden klonalen Linien weltweit sind aktuell CC1, CC5, CC8, CC15,
CC22, CC30, CC45, CC93, CC97 und CC121 (Jolley et al., 2018).

Tabelle 2 zeigt die Auflistung des Nationalen Referenzzentrum flr
Staphylokokken und Enterokokken (NRZ) der haufigen klonalen Linien in
Deutschland und weltweit (nach Dr. Strommenger, NRZ des RKI, 08/2019).

Tabelle 2: Ubersicht der MLST, spa-Typ und CC weitverbreiteter MRSA in
Deutschland und auf der Welt

Epidemiestamme/Bezeichnung nach Region|MLST CcC spa

der Verbreitung

Community-acquired MRSA:

weitverbreiteter Stamm in Europa ST80 CC80 |[to44

verbreitet in USA (USA300, USA400) ST8 CC8 t008
ST1 t175

in Mittel- und Sudeuropa STS CC5 t002

in Europa ST22 CcC22 |t310

in USA, Sludostasien, Europa ST30 CC30 |to19

.8engal Bay” Klon; indischer Subkontinent ST772 | CC1 t657
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Healthcare-associated MRSA:

Suddeutscher Epidemiestamm ST228 |CC5 t001
Rheinhessen Epidemiestamm ST5 CC5 t002,
t045
Epidemiestamm im GroRraum Kaoln ST225 |CC5 t003
(Suptyp des Rheinhessen Epidemiestamm)
Hannoverscher Epidemiestamm ST254 | CC8 t009
Wiener Epidemiestamm ST239 |CC8 t037,
t030
Norddeutscher Epidemiestamm ST247 | CC8 t051
Barnim Epidemiestamm (EMRSA-15 in ST22 CC22 |t032,
Grol3britannien) t022,
t005
Berliner Epidemiestamm ST45 CC45 |t004,
t038,
t065
Epidemiestamm EMRSA-16 in GroRbritannien ST36 CC30 |t018

1.3 MALDI-TOF Massenspektrometer in der klinischen Routine
Die Massenspektrometrie wird seit Jahrzehnten als Analysemethode in der
Chemie verwendet. Die Forscher Anhalt und Fenselau schlugen 1975 vor, diese
Methode auch zur Bakterienidentifizierung heranzuziehen. Sie zeigten, dass
verschiedene Bakterien unterschiedliche Massenspekiren erzeugen und
ordneten bestimmten Peaks verschiedene Bakterien zu (Anhalt and Fenselau,
1975). Seitdem wurde die Technik stetig weiterentwickelt. Holland et al. stellten
1996 eine Methode vor, die aus ganzen Bakterienzellen einen spektralen
Fingerabdruck erstellt und damit eine Vorbehandlung der Bakterien unndtig
macht (Holland et al., 1996; Carolis et al., 2014).
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Heutzutage hat das MALDI-TOF Massenspektrometer die ldentifizierung von
Pathogenen in klinischen mikrobiologischen Laboren revolutioniert (Bizzini et al.,
2010; Tsuchida et al., 2020). Im Gegensatz zu herkdbmmlichen phanotypischen
und Gensequenzierungsmethoden besticht es durch einfache, guinstige, schnelle
und effiziente Technik, die einen hohen Durchsatz erlaubt (Croxatto et al., 2012).
In der klinischen Routinediagnostik wird diese Methode auch zur Identifizierung

von S. aureus verwendet (Szabados et al., 2010).

1.3.1 Technische Beschreibung des MALDI-TOF Massen-

spektrometer
Jeder Massenspektrometer besteht aus drei funktionellen Einheiten: Die
lonenquelle (um die Analyte in die Gasphase zu Uberfuhren), den eigentlichen
Massenspektrometer (um die lonen in ihre spezifischen Masse-zu-Ladung-
Verhaltnisse (m/z) aufzuteilen) und ein Instrument zur Erfassung der lonen
(Sauer and Kliem, 2010).

Es gibt verschiedene Methoden der lonisation der Analyte. In der Matrix-assisted
Laser Desorption/lonization Analyse (MALDI) werden die Analyte in Kristalle mit
kleinen, sauren Molekilen (die sogenannte Matrix) eingebettet, die die
Laserenergie desorbieren. Diese Methode zahlt zu den ,weicheren® Techniken,
die es erlauben grof3e, nicht volatile Biomolekule (wie intakte Proteine oder
Bakterien) zu ionisieren und vaporisieren (Emonet et al., 2010). Hierfur wird z.B.
Alpha-cyano-4-Hydroxyzimtsaure oder 3-Hydroxypicolinsaure, bzw. 2,5-Di-

hydroxybenzoesaure als Matrix verwendet.

Die zu untersuchende Probe wird mit der Matrix auf einer leitfahigen Metallplatte
gemischt. Nach der Kristallisation von Matrix und Analyt wird die Metallplatte in
das Massenspektrometer eingelegt. Dort wird es mit kurzen Laserimpulsen (3-4
ns) eines Stickstofflasers mit einer Wellenlange von 337 nm beschossen (Sauer
and Kliem, 2010; Principle of MALDI/TOFMS, 2023). Die Matrix absorbiert die
Energie des ultravioletten Lichts, dies fuhrt zur Desorption der Analyte. Diese
werden vaporisiert und ionisiert zu Uberwiegend einfach positiv geladenen lonen

in der Gasphase. Diese lonen werden in einem elektrischen Feld beschleunigt.
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In der anschliellienden Flugrohre, in der Vakuum herrscht, teilen sich die lonen
nach Ladung und Gewicht auf, bis sie den Detektor erreichen. Da auler der
Masse, der Ladung und der Zeit hier alle Parameter konstant sind, ist die Flugzeit
eines lons (Time of Flight, TOF) proportional zu m/z (m entspricht Masse, z
entspricht der Ladung). Bioanalyte mit verschiedenen m/z Werten werden
demzufolge nach ihrer Flugzeit aufgetrennt. Dabei entsteht ein Massenspektrum,
das einerseits durch die m/z Werte und andererseits durch die Intensitat der
lonen, also die Zahl der lonen mit der gleichen m/z, charakterisiert wird. Da
MALDI Gberwiegend einfach geladene lonen produziert (z = 1), korreliert das m/z
Verhaltnis mit der Masse. Zur Identifikation des Bakteriums wird das entstandene

Spektrum mit den Eintragen einer Datenbank verglichen (Croxatto et al., 2012).

Result (spectrum)

L U,L.ua, J |‘ :'. Ll

P> — —

Detection
\"'-—.____.——/
o0 @
e ®q
. 0 0 Separation: TOF
Flight tube q Po (no electric field)
\-—___/ A
Laser o
0 Acceleration
(electrostatic field)
4‘ Matrix-assisted
laser desorption
Crystallised matrix ionization
with analytes (MALDI)

Abbildung 3: Technische Beschreibung des MALDI-TOF Massenspektro-
meter; Grafik nach Croxatto et al., 2012
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Die MALDI-TOF Massenspektrometrie wird in vielen Laboren zur Identifikation
von Bakterien, Viren, Parasiten, Toxinen und Hefen erfolgreich eingesetzt
(Kassim et al., 2017; Alizadeh et al., 2021).

1.3.2 Datenanalyse und Identifikation spezifischer Biomarker
mit MALDI-TOF

Massenspektren kdnnen sich auf drei mogliche Weisen unterscheiden:

1. in der Signalintensitat,

2. Verlust eines Peaks oder

3. in der Verschiebung eines Peaks (sogenannter Peak-Shift)
(QDstergaard et al., 2015).

Eine Veranderung der Signalintensitat zeigt entweder eine veranderte Protein-
Expression infolge von genetischen Veranderungen an Regulatoren oder eine

Anpassung der Bakterien auf veranderte Wachstumskonditionen.

Zum Verlust eines Peaks fluhrt zum Beispiel ein neuer und friherer Stopp-Codon
oder ein Frame-Shift, also eine Leserasterverschiebung eines Gens. Dies kann
auch Ursache von veranderten Wachstumskonditionen bzw. Vorbereitung der
Proben sein. Durch aulere Umstande (Agarplatte, pH-Wert, Temperatur) kann

es also zu diesen Veranderungen kommen (Ztoch et al., 2020).

Eine Verschiebung des Peaks, also ein Peak-Shift, resultiert aus kleinen
Gewichtsunterschieden an Proteinen, an denen z.B. einzelne Aminosauren
ausgetauscht wurden. Daher kann diese Veranderung eines Massenspektrums
gut als Biomarker verwendet werden (Jstergaard et al., 2015; Sauget et al.,
2017).

1.3.3 Publikationen zu bekannten Peaks

Seit 2002 gibt es bereits erste Forschungsansatze mittels Massenspektrometrie
MRSA und MSSA zu unterscheiden (Bernardo et al., 2002).
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Es gibt aktuell 10 Studien, die versucht haben zwischen verschiedenen klonalen
Linien von S. aureus mittels Massenspektrometrie zu unterscheiden. Bei drei
dieser Studien wurden nur kleine endemische Stdmme untersucht bzw. keine
relevanten Biomarker gefunden. Bei 7 der Studien wurden haufige klonale
Stamme untersucht: CC5, CC8, CC22, CC30, CC45 und CC398 (Wolters et al.,
2011; Josten et al., 2014). Als Ergebnis wurden fir einzelne klonale Linien

spezifische Peak-Shifts gefunden (Sauget et al., 2017).

Einige Arbeitsgruppen (Wolters et al., 2011; Bohme et al., 2012; Josten et al.,
2013; Lasch et al., 2014) verwendeten zur Untersuchung die Extraktionsmethode

(siehe 2.2.2.2), einen zusatzlichen Arbeitsschritt in der Diagnostik.

Als Ergebnis dieser Peak-Studien ergibt sich ein ,Standardspektrum® fur S.
aureus mit einigen dominierenden Peaks: Der Peak m/z 6889 (bzw. 2-fach
geladenes Peptid der Masse 3445) entspricht dem Protein SA0772. Der Peak
m/z 5525 (bzw. 2-fach geladenes Peptid der Masse 2763), entspricht einem
bisher nicht identifizierten Peptid. Das DNA-Bindeprotein HU (SA1305) Iasst sich
auf die Peaks m/z 9627 (bzw. 2-fach geladenes Peptid der Masse 4814)

zuruckflihren (Josten et al., 2014).

Mehrfach wurde publiziert, dass ein Peak-Shift fur die klonale Linie CC5
spezifisch zu sein scheint: von m/z 3876 zu m/z 3891. Das korreliert mit einem
F16Y Austausch an dem Protein SA2420 (Qstergaard et al., 2015).

Auch fur andere klonale Linien gibt es Publikationen: Fur CC8 zeigt sich ein
spezifischer Peak-Shift von m/z 6533 zu m/z 6591. Hierfur ist ein
Polymorphismus des Proteins SA1452 verantwortlich (Sauget et al., 2017).

Ein weiterer Peak-Shift wurde als spezifisch fur CC22 gefunden: von m/z 5033
zu m/z 5004, hierfur scheint ein E27V Austausch am Protein GraF verantwortlich
zu sein, dies konnte jedoch nicht fur alle spa-Typen dieser klonalen Linie gezeigt

werden (Camoez et al., 2016; Sauget et al., 2017).

Fir die klonale Linie CC30 wurden 2 Peak-Shifts identifiziert: von m/z 5527 zu

m/z 5508 sowie von m/z 5439 zu m/z 5419. Dies korreliert mit dem
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Polymorphismus des Proteins SAS049 und einem bisher undefinierten Protein
(QDstergaard et al., 2015; Sauget et al., 2017).

Fir einzelne Peaks wurden weitere Studien erstellt. So konnte zum Beispiel das
Team um Daniel Rhoads flr den Peak m/z 2415 +/- 2 eine Korrelation zum
Auftreten des mecA-Gens treffen. Sie haben festgestellt, dass 37% der MRSA
diesen Peak zeigen, jedoch 0% der MSSA. Es scheint das Produkt des psm-mec

Gens (Teil des Klasse A mec Genkomplexes) zu sein (Rhoads et al., 2016).

Ein weiterer detektierter Peak ist bei m/z 3005 +/- 5. Dieser Peak ist das Korrelat

zu von S. aureus produziertem Delta Toxin (Gagnaire et al., 2012).

Auch die koreanische Forschungsgruppe um Jung-Min Kim identifizierten 21
Peaks, anhand derer sie mithilfe eines Entscheidungsbaumes signifikant
zwischen MRSA und MSSA unterscheiden kénnen (Kim et al., 2019).

Obige Studien zeigten jedoch trotz vieler Ubereinstimmender Peaks auch einige,
die nur in einzelnen Laboren bestimmt wurden und in anderen Studien nicht

reproduziert werden konnten (Sauget et al., 2017).

1.4 Fruhwarnsystem fur Ausbriiche nosokomialer Infektionen

Eine unverzigliche Identifikation einer MRSA-Epidemie ist ausschlaggebend flr
die Kontrolle des Ausbruchs. 2004 hat Alexander Mellmann in einer Studie
festgestellt, dass eine Kombination aus spa-Typisierung und Vergleich
epidemiologischer Daten die damals effizienteste und zuverlassigste Methode
war, um Cluster von MRSA-Infektionen zu erkennen. Somit konnte frihzeitig
zwischen einem Pseudoausbruch und einem richtigen Ausbruch aufgrund
ungenugender Hygiene in einem Krankenhaus unterschieden werden (Mellmann
et al., 2006). Diese Studie ist schon einige Jahre alt und die mikrobiologische

Diagnostik entwickelt sich stetig.

Auch 2018 nutzten Baier et al. jedoch PFGE und spa-Typisierung zur MRSA

Ausbruchskontrolle in einem Verbrennungszentrum (Baier et al., 2018).
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Ein japanisches Team empfiehlt eine wdchentliche bis monatliche Uberwachung
aller stationarer Patienten. So sollte modglichst schnell ein Ausbruch erkannt
werden. Da so ein hohes Arbeitspensum fur die mikrobiologische Diagnostik
anfallt, wird die Empfehlung zu einer PCR basierten Typisierung ausgesprochen

(Kanemitsu and Nakamura, 2016).

Auch die ,Whole Genome Sequencing” (WGS) Methode ist aufgrund besserer
Verfugbarkeit heutzutage eine gute Methode zur Ausbruchskontrolle. Es werden
sehr prazise Charakteristika zu den untersuchten Isolaten erstellt (Ugolotti et al.,
2018; Humphreys and Coleman, 2019). Aktuell ist WGS noch eine eher teure
Methode. Sollten die Kosten aufgrund neuer Technik zuklnftig jedoch
vergleichbar mit konventionellen Methoden sein, wird sich die WGS auch in der

Ausbruchskontrolle etablieren (Price et al., 2013).

Da sich die MALDI-TOF Massenspektrometrie zu einer wichtigen Saule in der
mikrobiologischen Routinediagnostik entwickelt hat, stellt sich die Frage, ob sie

auch eine valide Methode zur Ausbruchsdiagnostik darstellt.

Diese Fragestellung wurde auch von der Forschungsgruppe um Michaele Josten
aus Bonn gestellt. Deren Schlussfolgerung war, dass mittels MALDI-TOF gut
zwischen verschiedenen klonalen Linien unterschieden werden kann. Sollten die
Isolate jedoch der gleichen Linie angehoren, muss eine sensitivere Methode
(PCR, spa-Typisierung oder PFGE) erganzt werden um zwischen einem

Ausbruch und Pseudoausbruch unterscheiden zu kénnen (Josten et al., 2013).

Dagegen veroffentlichte das RKI eine Studie, die schlussfolgerte, dass eine
Unterscheidung auf Ebene der klonalen Linien bzw. einzelner Isolate mit dem
MALDI-TOF nicht zuverlassig moglich ist (Lasch et al., 2014).

Ein belgisches Team befurwortet den Einsatz von MALDI-TOF in der
Ausbruchsdiagnostik auf einer neonatologischen Intensivstation, bemangelt
allerdings die schlechte Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (Steensels et al.,
2017).

Auch die japanische Forschungsgruppe um O. Ueda bestatigt eine schlechte

Reproduzierbarkeit der Spektren, vor allem zwischen verschiedenen Laboren.
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Sie begriinden dies unter anderem damit, dass schon kleine Unterschiede der
Messmethodik bzw. Umweltbedingungen groRen Einfluss auf die

Proteinexpression von S. aureus haben konnen (Ueda et al., 2015).

Eine Schweizer Studie beschaftigte sich mit dieser Frage und verglich MALDI-
TOF Daten verschiedener Zentren untereinander. Die Autoren schlussfolgerten,
dass ein Vergleich der Daten maoglich ist, aber weiterer Forschungsbedarf (z.B.
zur Vereinheitlichung der Handlungsanweisungen) fur eine zuverlassigere
Analyse notig ist (Oberle et al., 2016).

1.5 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit untersucht, ob es mittels MALDI-TOF
Massenspektrometrie ebenso moglich ist, zwischen verschiedenen Isolaten zu
unterscheiden, da es die Methode der spa-Typisierung in Effizienz, Schnelligkeit

und Kosten noch Ubertrifft.

Untersucht wird dabei ein Kollektiv an 80 S. aureus Isolaten des Rheinhessen
Epidemiestammes vom CC5, die unter anderem am Universitatsklinikum
Tubingen gesammelt wurden und die bereits mittels spa-Typisierung identifiziert

wurden.

Die Fragestellung wird in mehrere Teilaspekte gegliedert:

Ist es mdglich, in dem vorgegebenen Kollektiv mittels MALDI-TOF Massen-

spektrometrie in verschiedene spa-Typen zu klassifizieren?

Ist es mdglich, in dem vorgegebenen Kollektiv mittels MALDI-TOF Massen-

spektrometrie in verschiedene mec-Klassen zu klassifizieren?

Ist es mdglich, in dem vorgegebenen Kollektiv mittels MALDI-TOF Massen-

spektrometrie in MRSA und MSSA zu klassifizieren?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Der folgende Abschnitt gibt einen Uberblick Uber die in der Arbeit verwendeten
Gerate, Materialien, Chemikalien und Software. Die Versuche wurden allesamt
am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Universitatsklinikum
Tubingen (Elfriede-Aulhorn-Strale 6, 72076 Tubingen) durchgefuhrt.

2.1.1 Laborgerate

Tabelle 3: Fir die Messungen verwendete Laborgeréte

Geratebezeichnung Hersteller Ort
AXIMA Assurance Linear MALDI- | Shimadzu Biotech, | Elfriede-Aulhorn-
TOF Mass Spectrometer Kyoto Stralie 6,
72076 TUbingen
Brutraum 35°C (Raum 1.2.22 des| - dito
Instituts fur klin. Mikrobiologie
und Virologie, Tubingen)
Centrifuge 5415 R Eppendorf SE, dito
Hamburg
Eismaschine AF 100 Scotsman Ice Srl,|dito
Mailand
Kdhlraum 4° / - 20° C (Raum|- dito
1.2.20 des |Instituts far Klin.
Mikrobiologie und  Virologie,
Tubingen)
Klhlschranke Liebherr dito
Hausgerate GmbH,
Ochsenhausen
Kahltruhe dito dito
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Laborgerate GmbH
& Co. KG, Eberstadt

Pipetten (10-100ul; 1000ul) Eppendorf SE, dito
Hamburg
Pipetus Pipettierhilfe Hirschmann dito

Vibrofix VF1 Electronic Vortexer

IKA®-Werke GmbH
& CO. KG, Staufen

dito

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 4: Verbrauchsmaterial fiir die durchgefiihrten Messreihen

Produkt

Hersteller

500ml Glasflasche

Biochrom AG, Schaffhausen

15 ml Falcon

Greiner BioOne GmbH, Frickenhausen

50 ml Falcon

BD, Schaffhausen

Columbia-Agar mit

Schafsblut Plus

Oxoid GmbH, Wesel

Peha-soft nitrile white

Untersuchungshandschuhe

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Pipettenspitzen

Eppendorf SE, Hamburg

Safe-lock Tubes in 1,5 ml und 2,0 ml

Eppendorf SE, Hamburg

Sterile Einmalpipetten Inoculation

Loop

Greiner BioOne GmbH, Frickenhausen
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2.1.3 Spezielle Chemikalien

Tabelle 5: Weitere Chemikalien, die fiir die Versuchsreihe verwendet wurden

Chemikalie

Acetonitril

Alpha-cyano-4-Hydroxyzimtsaure (Matrix)

Ameisensaure (70%)

Aqua dest.

Ethanol absolut

2.1.4 Computersoftware
e BIONUMERICS 7.6 (Applied Math NV, Belgien)
e SARAMIS Target Manager (bioMérieux, Frankreich)
e SARAMIS (bioMérieux, Frankreich)
e R 3.6.1 https://cran.r-project.org/package=MALDIquant

2.1.5 Die Bakterienstamme des Versuchskollektivs

Die Gruppe der 80 MRSA und MSSA Stamme stammt aus einer Arbeit von Dr.
Berit Schulte von 2013 (Schulte et al., 2013). Sie besteht aus 49 Isolaten (41
MRSA und 8 MSSA) einer Sammlung von insgesamt 251 Rheinhessen S. aureus
Isolaten, die im Institut fir medizinische Mikrobiologie und Hygiene Tubingen
besteht. Diese Sammlung entstand aus verschiedenen vorherigen Studien und
wurde bei sowohl stationaren als auch ambulanten Patienten von zwei Kliniken
in Suddeutschland gesammelt. Die 49 wurden aufgrund minimaler Unterschiede
in den PFGE Banden als reprasentativ ausgesucht. Weiter 27 Rheinhessen S.
aureus lIsolate (BS1-BS27) kommen aus dem ehemaligen Referenzlabor fur
Staphylokokken in Bonn und wurden aus demselben Grund ausgesucht. Sie
wurden von Patienten in Kliniken aus Nordrhein-Westfalen gesammelt. Drei gut

untersuchte Isolate wurden von NARSA (Network on Antimicrobial Resistance in
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Staphylococcus aures) bereitgestellt: N315, New York clone/USA100/NRS382
and Pediatric Clone/NRS387. Des Weiteren wurde der Rheinhessen

Referenzstamm 3391/02 untersucht.

Im Folgenden wurden Stamme mit gleichen Charakteristika (spa-Typ und
SCCmec-Klasse) zu Gruppen zusammengefasst, um sie gegeneinander

vergleichen zu konnen. Die Reihenfolge der Gruppen ist dabei zufallig.

Tabelle 6: Gruppeneinteilung nach spa-Typ und mec-Klasse des

Versuchskollektivs
Stamm Anzahl spa-Typ SCCmec Gruppe
verwendeter
Spektren
BS6 24 t002 I 1
mg34a 23 t002 I 1
mg77c 20 t002 I 1
MRSA539 24 t002 I 1
NRS382 12 t002 I 1
VA10043 17 t002 I 1
W593 22 t002 I 1
mg72a 24 t002 I 1
MRSA442 23 t002 I 1
MRSA623 19 t002 I 1
MRSA718 24 t002 I 1
N315 24 t002 Il 1
AS271b 14 t002 Il 1
BS17 24 t002 I 1
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BS18 20 t002 Il
BS24 20 t002 Il
BS8 21 t002 Il
mg72c 24 t002 Il
MRSA148 22 t002 Il
MRSA263 24 t002 Il
MRSA354 24 t002 Il
MRSAG36 24 t002 Il
MRSAG85 24 t002 Il
MRSA758 24 t002 Il
MRSA795 23 t002 Il
VA10344 24 t002 Il
VA1708 21 t002 Il
VA2434 14 t002 Il
VA5237 23 t002 I
W589 21 t002 Il
W602 22 t002 Il
AN2374 22 t002 Il
mg11c 20 t002 Il
mgla 24 t002 v
mg4n 24 t002 v
MRSA95 21 t002 v
NRS387 24 t002 v
W648b 24 t002 neg
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GN671 18 t002 neg
K35 24 t002 neg
K36 19 t002 neg
mg24r 19 t002 neg
mg24sa 21 t002 neg
mg27n 15 t002 neg
W709a 24 t002 neg
BS14 13 t003 Il
BS1 18 t003 Il
BS10 22 t003 Il
BS21 21 t003 Il
BS22 16 t003 Il
BS25 17 t003 Il
BS27 19 t003 Il
MRSA815 12 t003 I
MRSA852 13 t003 Il
MRSA816 15 t003 Il
BS2 22 t003 Il
BS3 22 t003 Il
mg32b 24 t003 Il
mg53a 24 t003 Il
MRSA828 24 t003 Il
MRSA847 16 t003 Il
MRSA849 15 t003 Il
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BS12 24 t003 Il 4
BS15 17 t003 Il 4
BS19 21 t003 Il 4
BS23 18 t003 Il 4
BS26 21 t003 Il 4
BS4 23 t003 Il 4
BS7 21 t003 Il 4
BS9 15 t003 Il 4
MRSA823 23 t003 Il 4
MRSA848 21 t003 Il 4
VA13494 17 t045 Il 5
BS13 23 t045 Il 5
VA12977 23 t105 n.t. 6
BS20 18 t1305 v 7
BS11 17 11486 I 8
Rheinhessen 24 12597 I 9
BS16 18 t264 Il 10
BS5 16 t535 Il 11
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2.2 Methoden

2.2.1 Vorbereitung der S. aureus-lIsolate

Die 80 Stamme wurden bis dato bei -80°C gelagert. Sie wurden nacheinander
bei Raumtemperatur aufgetaut und mit einer Einmal-Plastikdse maanderférmig
auf eine Columbia-Blutagar Platte (mit 5% Schafblut) ausgestrichen.
Anschlieflend wurden diese bei 35°C im Brutraum inkubiert. Nach 24 Stunden
wurden sie Uberimpft und weitere 24 Stunden im Brutraum inkubiert. Eine Tabelle
des Hamolysierungsverhalten und dem Phanotyp wurde erstellt und lasst sich

dem Anhang (Tabelle 11) entnehmen.

2.2.2 Durchfiuhrung der Messung mit dem MALDI-TOF Massen-
spektrometer

Es gibt zwei Moglichkeiten der Bakteriendiagnostik am Massenspektrometer. Der

grundsatzliche Unterschied ist, dass die Bakterien entweder direkt (,Direct

Colony“ Methode) von der Blutagarplatte weiterverwendet werden oder eine

Vorbehandlung (Extraktionsmethode) stattfindet.

2.2.2.1 ,Direct Colony“ Methode

Bei der ,Direct Colony“ Methode (auch ,Whole-Cell“ Methode genannt) wird eine
Kolonie des zu untersuchenden Bakteriums direkt auf die Metallplatte (Target)
des Massenspektrometer aufgebracht. Auf ein Target passen bis zu 46
verschiedene Proben (4 [1-4] x 12 [A-L], abzlglich 2 Felder flir den Standard E.
coli). Dieses wird bei Raumtemperatur etwa 10 Minuten getrocknet. Auf jedes
Feld des Targets wird dann 1 ul der Matrix (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid)
aufgetragen und mit der Bakterienprobe vermischt. Nach diesem Schritt wird das

Target erneut etwa 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet.
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2.2.2.2 Extraktionsmethode

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Bakterienproben vorher mit der
Extraktionsmethode analog zu der Beschreibung bei Alatoom et al., 2011,
vorbereitet. Hierfur werden 1-3 Kolonien in 300 pl destilliertem Wasser mit Hilfe
des Vortexer geldst. Es werden 900 ul Ethanol hinzugeflgt und wieder mittels
Vortexer homogenisiert. Daraufhin wird die Lésung 2 Minuten bei 13,29 und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wird abgegossen und das
ubriggebliebene Pellet getrocknet. Anschlieliend werden 50 uyl Ameisensaure
(70%) zugefugt, mit Hilfe des Vortexer geschuttelt und mit 50 yl Acetonitril durch
pipettieren vermischt. Diese Losung wird erneut 2 Minuten bei 13,2g und
Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend werden 70 ul des Uberstandes in
einen neuen Eppendorf-Cup pipettiert. Von diesem wird wieder 1 pl auf je ein
Feld des Targets verteilt. Nach 10 Minuten Trocknungszeit bei Raumtemperatur
wird 1 yl der Matrix darUber gesetzt und wieder bei Raumtemperatur getrocknet.
Die Losung der extrahierten Bakterien halt sich tiefgefroren fur spatere

Messungen.

2.2.2.3 Der Standard E. coli

Zur Kalibrierung des MALDI-TOF Massenspektrometer wird auf jedes Target auf
den Feldern ,G3“ und ,G4* ein Teil einer E. coli-ATCC Kolonie aufgetragen und,
wie auch auf den anderen Feldern, mit Matrix Uberdeckt. Am Anfang jeder
Messreihe (jedes Targets) wird das Feld ,G3“ ausgelesen. Der
Massenspektrometer nimmt eine Kalibrierung vor und liest es erneut aus. Am
Ende der Messreihe wird diese mit der Messung des Feldes ,G4“ kontrolliert.
Analog zu dem Routinestandard der mikrobiologischen Routinediagnostik am
Universitatsklinikum Tubingen, wurden auch im Rahmen dieser Arbeit
Messungen zur Auswertung zugelassen, bei denen der Standard E. coli in der
SARAMIS-Auswertungssoftware bei >80% Ubereinstimmung mit dem
Superspektrum lag. AuRerdem darf sich der Wert der ersten Messung vom Feld
,G3“ nicht stark von der zweiten Messung unterscheiden. Der zur Verfigung
gestellte Standard E. coli des Instituts wird taglich Uberimpft und bei

Raumtemperatur inkubiert.
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2.2.3 Anzahl der durchgefiihrten Messreihen

Die Versuchsdurchfuhrung gliedert sich in Vor- und Hauptmessungen. Die
Ergebnisse der Vormessungen dienten der Qualitatssteigerung der
Hauptmessung. Zur Auswertung der Arbeit wurden die Ergebnisse (unter 3.

aufgefuhrt) der Hauptmessungen verwendet.

2.2.3.1 Vormessungen

Es wurden Vormessungen durchgefuhrt, um eine Routine zu erarbeiten und eine
moglichst genaue Hauptmessung zu garantieren. Insbesondere wurde die
Reproduzierbarkeit der Messungen uberprift. Die Inkubationsdauer wurde
zunachst variiert: Eine Inkubationsdauer von >24 Stunden (z.B. 3 oder 5 Tage)
resultierte in einer niedrigeren Quote im Vergleich zur SARAMIS Datenbank. Des
Weiteren wurde die Materialmenge, die auf das Target aufgebracht wird, variiert.
Hier zeigte sich kein Unterschied im Vergleich von wenig (1 Kolonie) und viel (3
Kolonien) Material. So dass als Standard flir die Hauptmessung eine
Inkubationszeit von 24 Stunden und 1 Kolonie als Materialmenge festgelegt

wurde.

Es wurden zudem Messreihnen mit den Bakterienextrakten durchgefihrt.
Allerdings zeigte sich, dass hier deutlich weniger und untereinander ahnlichere
Peaks zustande kamen. Da zum Vergleich und zum Herausarbeiten von
Unterschieden jedoch mehr und verschiedene Peaks hilfreicher erschienen,
wurde auf die Fortflihrung dieser Versuchsreihe verzichtet. Zudem wird bei der
Extraktionsmethode ein zusatzlicher Arbeitsschritt bendtigt. Auf diesen wird

zugunsten der Schnelligkeit dieser Diagnostikmethode verzichtet (siehe 1.3.3).

2.2.3.2 Hauptmessungen

Es wurden an 3 aufeinanderfolgenden Tagen die Stamme jeweils neu auf eine
Agarplatte beimpft und nach 24 Stunden eine Messung im Massenspektrometer
durchgefuhrt. So entstehen 3 biologische Replikate pro Stamm. Die Messpunkte
wurden je achtmal mit einem Isolat (technische Replikate) beimpft um eine
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bessere Reproduzierbarkeit zu generieren. Theoretisch resultiert dies in 3 x 8 x
80 = 1920 Massenspektren. Es wurden nur 1895 Spektren generiert, die Ubrigen
25 Spektren erfullten nicht den Routinestandard der Diagnostik und wurden als

fehlerhaft gewertet.

2.2.4 Auswertung mit der SARAMIS Software
Die SARAMIS Software wird im diagnostischen Alltag der medizinischen

Mikrobiologie zur Identifizierung der Bakterienproben verwendet. Sie vergleicht
die gemessenen Peaks mit den Eintragen einer hinterlegten Datenbank und gibt
einen Prozentwert der Ubereinstimmung zu einer Bakterienspezies an. Da diese
Arbeit allerdings nicht unterschiedliche Spezies untersucht, sondern versucht
Unterschiede innerhalb einer Spezies zu detektieren, wurde die Auswertung mit
der BIONUMERICS Software fortgefuhrt.

Zur Qualitatskontrolle der Messung wurde der Standard der medizinischen
Diagnostik der Mikrobiologie Tubingen angewendet (Verfahrensanweisung des
Instituts fur Mikrobiologie und Virologie). Dabei soll darauf geachtet werden, dass
der Standard E. coli in der SARAMIS Software zu mindestens 80% mit der
Datenbank Ubereinstimmt. Zudem sollten nicht mehr als 300 Peaks detektiert
werden. Wurde der Wert des E. coli-Standards nicht erreicht, wurden neue Felder
des Standards gemessen, bis die gewunschte Qualitdt der Messung gegeben

war.

2.2.5 Bereinigung der Daten von Ausreiflern

Zur Verbesserung der Datenqualitat erfolgte eine Entfernung der Ausreil3er.
Dazu wurde aus den 24 Messungen (8 technische Replikate von 3 biologischen
Replikaten) pro Stamm mittels Pearson-Korrelation ein Dendrogramm mit
Ahnlichkeitsmatrix erstellt. Die Spektren mit >80% Ahnlichkeit wurden zur
weiteren Auswertung behalten. Die restlichen Spektren wurden aus den

Berechnungen ausgespart. So entsteht eine Datenbank aus 1641 Spektren.
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Abb. 4 zeigt als Beispiel den Stamm BS1: Auf der linken Seite wird das
Dendrogramm mit den Prozentzahlen an Knotenpunkten angezeigt. In der Mitte
ist die Bezeichnung der entsprechenden Replikatspektren aufgefuhrt. Auf der
rechten Bildseite wird die Ahnlichkeitsmatrix in Farbschattierungen dargestellt.

Aus diesem Beispiel werden die oberen 18 Spektren weiterverwendet.

MALDI 81.693% 27.35%
40 (] 80

—

Abbildung 4: Verbesserung der Datenqualitdt mit Dendrogramm nach Pearson-
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Korrelation am Beispiel des Stamms BS1

Wie viele Spektren pro Stamm in die weiteren Berechnungen eingehen, ist aus

Spalte 2 der Tabelle 6 zu entnehmen.

2.2.6 Erstellung der Datenbank (BIONUMERICS Software)

Zunachst wurde eine Datenbank der 1641 Messungen erstellt. Diese Datenbank
wurde in 3 Ebenen aufgeteilt: Die 80 untersuchten Stamme (Stammebene), die
an verschiedenen Tagen entstandenen Isolate/biologischen Replikate
(Isolatebene) und die jeweils 8 durchgefuhrten technischen Replikate

(Replikatebene).

Zu jedem Stamm wurde zudem die mec-Klasse und der spa-Typ aufgefuhrt.
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2.2.7 Vorverarbeitung der Rohdaten

Zur Aufbereitung und Weiterverarbeitung der Rohdaten (Textdateien mit den
Koordinaten des Spektrums pro Messung) wurde die Vorverarbeitung mit den
Default-Einstellungen von BIONUMERICS als Best-Practice Methode (analog
auch zu Zhang et al., 2015) verwendet. Hierfur wurden die einzelnen Textdateien
zunachst in die Datenbank in der Ebene der technischen Replikate geladen. Es
erfolgte daraufhin ein Abzug der Referenz (baseline subtraction) mittels der
Rolling disc mit 50 Punkten. Als nachstes erfolgte die Berechnung des
,Rauschens” (Noise Computation) mittels Continuous Wavelet Transformation
(CWT), ein ,Glatten® (smoothing) mittels Kaiser Window mit einer Fenstergrolie
von 20 Punkten und beta von 10 Punkten. Es erfolgte im Anschluss ein weiterer
Abzug der Basislinie (second baseline subtraction) mit der Rolling disc mit 200

Punkten.

Als letzter Schritt der Datenvorbereitung erfolgt die Peak-Erkennung mittels CWT

mit einem Minimum Signal/Rauschen-Verhaltnis (S/R) von 10.

2.2.8 Berechnung von Kompositspektren

Aus den Spektren der technischen Replikate wurde mittels der BIONUMERICS
Software ein Summary Spectrum, im folgenden Kompositspektrum genannt, far
die jeweiligen Isolate erstellt. Dies wird in der Datenbank auf der Ebene der
Isolate gespeichert. Des Weiteren wird je ein Kompositspektrum der 80 Stamme

berechnet und auf der Stammebene gespeichert.

Die einzelnen Spektren kdnnen bei Bedarf eingesehen werden. Exemplarisch
zeigt Abb. 5 das Kompositspektrum des Stamms MRSA636.
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Abbildung 5: Exemplarisch: Kompositspektrum MRSA 636 auf Stammebene
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Bei der Erstellung der Kompositspektren mit BIONUMERICS konnte flr den
Stamm VA13494 kein Kompositspektrum erstellt werden. Die zur Berechnung
zugrunde liegenden 17 Komponentenspektren konnten nicht auf Stammebene

zusammengestellt werden, da keine Peaktabelle berechnet werden konnte.

5000 10000 15000
100 4e+07

Intensity

2e+07

Intensity (%)

Abbildung 6: Kompositspektrum fiir VA13494

Bei Auswertungen, die auf Ebene der Kompositspektren erfolgten, wurde dieses

fehlerhafte Spektrum daher nicht weiter mit einbezogen.
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3. Ergebnisse

Die 1895 gemessenen Spektren wurden mittels Homogenitatstest um Ausreil3er
bereinigt (siehe 2.2.5) und im Folgenden eine Auswertung der verbliebenen 1641
Spektren durchgeflhrt. Es erfolgten Clusteranalysen, Visualisierung mittels t-

SNE und das Erstellen einer Peakliste zur Ermittlung von Biomarkern.

3.1 Clusteranalyse als Dendrogramm mit BIONUMERICS

Zunachst wurde eine Clusteranalyse aller Komponentenspektren erstellt. Ziel
dieser Analyse ist die Bewertung, ob Unterschiede zwischen den Isolaten groer
sind als die Unterschiede innerhalb eines Isolates. So mussten in dieser Analyse
alle Replikate eines Isolates zusammen clustern um eine Auswertung zwischen
den lIsolaten zu erlauben. Sollten die Replikatspektren bereits eine breite
Streuung in diesem Cluster aufweisen, ist anzunehmen, dass Unterschiede

zwischen den Isolaten nicht deutlich Uber dem statistischen Rauschen liegen.

3.1.1 Dendrogramm auf Replikatebene

Mit Hilfe der Software BIONUMERICS wurde ein Dendrogramm aller Spektren,
die zur Auswertung in die Datenbank geladen wurden, erstellt. Dies beinhaltet
ein Clustering nach Ahnlichkeit aller 1641 Replikatspektren. Zudem wird eine
Ahnlichkeitsmatrix aller Spektren zu den jeweils anderen erstellt. Die

Bezeichnung ist ,.Stamm-biologisches Replikat [1-3] technisches Replikat [1-8]".

Es folgt eine Beschreibung sowie ein beispielhafter Auszug der
Ahnlichkeitsmatrix. Der Auszug (Tabelle 7) beschreibt die obersten 20 Eintrage,
die Matrix ist insgesamt analog zur Matrix aus Abb. 8 (Dendrogramm auf Ebene

der Kompositspektren) aufgebaut.

41



Tabelle 7: Auszug aus der Ahnlichkeitsmatrix der Komponentenspektren in %

o D ) N © € ) :' < © ©) c:' ~ o ™ - o~ - ~ N
o e % % o | 2 < | 3 <0 5| 3 2 < | 3 R R
308 | 2|2 |5 |8 |82 | 8|85/ |88 /88|88 8%

Isolat g g g | 2| & | % g | g g | 2| g s g | S g EE 2 S <A

NRS387-1_1 [100

NRS387-1_7 96,3 100

mg24sa-2 5 (90,6 (94,1 [100

mg24sa-2 2 (89,6 (92,2 |90,5 [100

GN671-2_8 91,9 (90,7 (77,4 |87,1 |100

NRS387-1 6 |90,9 |93,0 (82,3 [92,3 |94,1 |100

mg72c-1_5 93,2 |88,4 |85,9 |850 |84,7 (83,2 [100

VA13494-2 5 |93,3 |90,1 (88,5 (854 [85,0 |83,1 |97,3 (100

mg72c-1_4 93,0 (86,9 |84,9 |84,0 83,9 (80,4 |96,9 |96,6 |100

mg72c-1_6 93,1 |87,5 |87,2 |854 (82,6 [81,5 |97,1 |97,2 |98,0 (100

VA2434-2 5 |90,4 |91,0 |90,4 (855 (84,2 |81,5 |94,8 |954 (92,9 (92,9 |[100

VA10043-2_7 |94,0 |93,1 |90,0 (84,9 86,6 |84,4 |96,7 |97,3 (94,6 94,1 |97,7 |100

mg72c-1_7 88,1 |85,1 |86,5 |858 (77,0 [756 |93,9 |91,6 |94,6 (94,5 [92,7 |91,4 |100

VA2434-2 1 |86,4 |87,1 |88,6 (852 |76,1 |77,3 |93,8 |93,2 (92,1 92,7 |95,1 |93,2 |96,1 [100

mg32b-1_3 92,5 |89,4 |83,8 |80,9 (84,4 |80,1 |94,1 |924 |90,6 (89,8 [91,0 |93,4 |88,9 |88,7 [100

mg53a-1_1 941 92,1 |89,3 |84,7 (84,4 (81,3 |94,5 |92,9 |91,7 |91,9 (94,6 |953 |92,9 |92,9 |97,8 (100

mg32b-1_2 92,2 (88,8 (87,9 (84,4 |82,7 |79,9 (959 |94,3 |94,0 |946 |94,4 94,3 |94,3 (92,9 (96,4 (97,6 |100

mg32b-1_1 92,9 (88,3 81,1 |78,0 |86,5 |80,7 |92,9 92,8 |91,6 |91,2 [89,5 |93,6 |85,3 |851 |96,4 |94,8 |94,0 [100

mg32b-1_4 90,5 (89,1 (83,7 |79,9 |86,6 |80,6 |90,0 |89,2 |854 (84,1 [914 |92,2 (81,9 (84,0 1958 |94,6 |92,1 |92,8 |100

mg24sa-1 2 |859 |86,6 (82,8 [91,1 (83,7 (87,8 (87,9 |844 |84,1 |86,5 |86,6 |84,2 |89,1 |88,8 |824 87,2 (88,2 (80,3 (78,4 |100
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Auffallig ist zunachst, dass Replikate nicht vollstandig als Cluster erkannt werden.
Wie auch im folgenden exemplarischen Auszug zu sehen, sind z.B. mg72c-1_5,
mg72c-1_4, mg72c-1_6 und mg72-1_7 nah geclustert. Insgesamt sind sie jedoch

ahnlicher zu Isolaten anderer Stamme als zu eigenen biologischen Replikaten.

Beispielhaft ist mg24sa-2_2 zu 90,5% ahnlich dem Spektrum von mg24sa-2_5,
aber 92,2% ahnlich zu NRS387-1_7 (vergleiche oberste Zeilen der Tabelle 7).

Auf Basis dieser Ahnlichkeitsmatrix wurde die durchschnittliche Ahnlichkeit der

technischen Replikate auf Ebene der biologischen Replikate berechnet.
Diese betragt 81,37% mit einer Standardabweichung von 8,40.

In nachsten Schritt wurde die durchschnittliche Ahnlichkeit der biologischen
Replikate auf Stammebene berechnet: Diese betragt 64,16% bei einer

Standardabweichung von 13,36.

0.06

0.04

Haufigkeitsdichte

0.02

0.00 =
0 25 50 75 100

Ahnlichkeit

— Ahnlichkeit biologischer Replikate — Ahnlichkeit technischer Replikate

Abbildung 7: Verteilung der Ahnlichkeiten der technischen und biologischen
Replikate
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Abb. 7 stellt diese durchschnittlichen Ahnlichkeiten grafisch in Form von roten
(biol. Replikate) und blauen (techn. Replikate) Balken dar. Zur besseren
Darstellung der Standardabweichung und als Referenz wurde eine

Normalverteilung angenommen und als Funktion Uber die Balken gelegt.

Die beiden Verteilungen liegen nah beieinander und haben vor allem auch eine
grole Uberschneidung. In diesem Bereich liegen rote und blaue Blaken
Ubereinander. Im Bereich der Uberschneidung kénnen biologische Replikate sich
ahnlicher sein als technische. Diese Erkenntnis schrankt die Aussagekraft der

Spektren deutlich ein.

Die Auswertung der Ahnlichkeitsmatrix zeigt, dass Replikate innerhalb eines
Stamms bereits eine breite Streuung aufweisen. Eine Auswertung der
Unterschiede zwischen Isolaten auf Stammebene sind daher nur eingeschrankt
zu bewerten. Insbesondere muss hier auf eine gute Sensitivitat und Spezifitat
geachtet werden, um tatsachliche Unterschiede von statistischem Rauschen

abzugrenzen.

3.1.2 Dendrogramm auf Stammebene

Es wurde ein weiteres Dendrogramm auf Ebene der Kompositspektren erstellt,
das im linken Bereich von Abb. 8 dargestellt wird. Im mittleren Bereich sind die
einzelnen Aste benannt, farblich dargestellt sind die unterschiedlichen spa-Typen.
Auf der rechten Seite ist die berechnete Ahnlichkeitsmatrix nach

Farbschattierung. Eine groRere Version dieser Abbildung istim Anhang (Abb. 18).

Das Dendrogramm zeigt hier am unteren Rand das fehlerhafte Spektrum von
VA13494. Dieses weist auch in der Ahnlichkeitsmatrix die gréRten Unterschiede

zu den anderen Spektren auf.

Der gelbmarkierte spa-Typ t002 lasst sich mittels Clustergruppierung nicht vom
blaumarkierten t003 differenzieren. Auch die verschiedenen mec-Klassen (Spalte

rechts neben spa-Typ) bilden keine Clustergruppe.
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Abbildung 8: Dendrogramm und Ahnlichkeitsmatrix nach BIONUMERICS auf
Ebene der Kompositspektren

3.2 Visualisierung der Kompositspektren und
Komponentenspektren

Im Rahmen der Auswertung erfolgt eine Visualisierung mittels t-distributed

stochastic neighbor embedding (t-SNE). Ziel dieser Visualisierung ist die

Darstellung mdglicher Diskrimination zwischen Gruppen der einzelnen

Bakterienstamme.

Der t-SNE Algorithmus bildet dabei Ahnlichkeiten von Nachbarn aus einem
hochdimensionalen Raum auf einem kleineren Raum (hier 2D) ab, ahnlich auch

einer Principle Component Analyse (PCA).

Im Vergleich zur PCA ist die Visualisierung jedoch offensichtlicher, da ahnliche

Daten zusammen gruppiert und unahnliche voneinander entfernt werden.

Diese Visualisierung wurde als Analyssemethode fir MALDI-TOF Spektren
bereits mehrfach publiziert (Abdelmoula et al., 2018; Rossel and Martinez Arbizu,
2018).

Die Spektren wurden hierfir nach Gruppen, spa-Typ und mec-Klasse separat
mittels t-SNE Algorithmus visualisiert und im Folgenden dargestellt.
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3.2.1 Sortierung nach Gruppen

Es wurde zunachst eine Visualisierung aller Spektren (im folgenden
Komponentenspektren), eingefarbt nach Zugehérigkeit zu den oben definierten
Gruppen (Tabelle 6), erstellt.
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Abbildung 9: Visualisierung nach t-SNE, Komponentenspektren nach Gruppen

AuRerdem wurde nach t-SNE eine Visualisierung mit allen Kompositspektren auf
der Stammebene erstellt.
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Abbildung 10: Visualisierung nach t-SNE, Kompositspektren nach Gruppen

Es konnte weder nach optischer Analyse der Komponentenspektren (Abb. 9)
noch nach Betrachtung der Kompositspektren (Abb. 10) eine definierte Gruppe
(,Wolken“ gleicher Farbe) abgegrenzt werden. Es zeigt sich vielmehr eine sehr
heterogene Verteilung. Mittels t-SNE, analog auch zur Clusteranalyse, kbnnen
keine Ahnlichkeiten festgestellt bzw. einzelne Gruppen voneinander abgegrenzt

werden.

Gruppe 9 und 11 clustern eher oben rechts, Gruppe 8 und 6 eher unten links,

wobei diese Gruppen auch nur einzelne Stamme beinhalten.
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3.2.2 Sortierung nach spa-Typ

Die Stamme weisen unterschiedliche vorbekannte spa-Typen auf:

Aus Tabelle 6 wird ersichtlich, dass im Versuchskollektiv hauptsachlich t002 und

t003 vertreten sind. Andere spa-Typen treten nur einzeln auf.

Es wurde je eine t-SNE basierte Visualisierung der Komponentenspektren (Abb.
11) sowie der Kompositspektren (Abb. 12) nach Unterscheidung in die jeweiligen

spa-Typen erstellt.
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Abbildung 11: Visualisierung nach t-SNE, Komponentenspektren nach spa-Typ
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Abbildung 12: Visualisierung nach t-SNE, Kompositspektren nach spa-Typ

In diesen Darstellungen (Abb. 11 und 12) kann man erkennen, dass die spa-
Typen 12597 und auch t535 eher rechts oben clustern, t105 und t1486 eher links
unten, wobei einige auch nur einzeln vertreten sind. Bei den oft vertretenen t002
und t003 Iasst sich kein spa-Typ als definierte Wolke abgrenzen. Analog zur

Visualisierung der Gruppen zeigt sich auch hier eine heterogene Wolke.

Der spa-Typ t002 seht fur die Linie ST5 (siehe Tabelle 2), t003 ist der spa-Typ
der Linie ST225. Somit kann diese Visualisierung so interpretiert werden, dass
Isolate der Linien ST5 und ST225 mittels Massenspektrometrie so ahnlich
diagnostiziert werden, dass sie mittels Clustering nicht unterschieden werden

konnen.
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3.2.3 Sortierung nach SCCmec-Typ

Die Stamme weisen unterschiedliche vorbekannte SCCmec-Typen (siehe
Tabelle 6) auf. Insbesondere kann hier eine Unterteilung in MRSA (SCCmec Il

und IV) und MSSA (mec negativ) getroffen werden.

Es wurde je ein t-SNE Plot zur Visualisierung der Komponentenspektren (Abb.
13) sowie der Kompositspektren (Abb. 14) nach Unterscheidung in die jeweiligen
SCCmec-Klassen erstellt, wobei insbesondere auf die Unterscheidung MSSA
(SCCmec negativ) und MRSA (alle anderen) geachtet wurde.
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Abbildung 13: Visualisierung nach t-SNE, Komponentenspektren nach mec-

Klasse
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Abbildung 14: Visualisierung nach t-SNE, Kompositspektren nach mec-Klasse

Auch in dieser Darstellung (Komponenten- und Kompositspektren nach t-SNE;

Abb. 13 und 14) Iasst sich objektiv keine mec-Klasse abgrenzen. Es Iasst sich

insbesondere nach diesen Daten auch kein Cluster der MSSA (gelbe Punkte)

abgrenzen. Diese sind uber die gesamte Punktwolke verteilt.

Ziel der Visualisierung der Spektren war das mdgliche Abgrenzen von ahnlichen

Stammen (nach Gruppe/spa/mec). Diese Abgrenzung ist wie oben dargelegt nur
begrenzt moglich. Eine Visualisierung aufgrund MALDI-TOF Spektren konnte
daher die Unterscheidung der Isolate nicht suffizient darstellen.
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3.3 Peak Matching

Um die Spektren weiter untereinander vergleichen zu kénnen und mdgliche
Biomarker zu identifizieren, wurde ein Peak-Matching durchgefihrt. Hierfur
wurden die BIONUMERICS Default-Einstellungen verwendet (konstante
Toleranz 5, lineare Toleranz 300). So werden Peaks, die in den Messungen +/-
5 m/z unterschiedlich detektiert wurden, zusammengefasst und ein Mittelwert
erstellt. Da diese mit einer Messtoleranz sehr wahrscheinlich die gleichen

Proteine detektieren.

Es wurde daraufhin eine Peaktabelle (Tabelle 12) erstellt, die abbildet, ob ein
Peak im Summenspektrum der 79 Stamme vorkommt (markiert durch ,,1%) oder

nicht (,0“). Diese ist im Anhang dargestellt.

In der BIONUMERICS Software gibt es fortflihrend die Moglichkeit eine Liste
moglicher diskriminativer Peaks zu erstellen. Diese wurden in der
zugrundeliegenden Spektrendatenbank ermittelt. Es wurde eine Detektionsrate
von 10% gewahlt. Die Tabelle (Tabelle 8) wird im Folgenden aufgefuhrt. In der
Peaktabelle im Anhang (Tabelle 12) wurden die folgenden Peaks ebenfalls

markiert.

Tabelle 8: Mégliche diskriminative Peaks mit dem Peak-Klassen-Manager von

Bionumerics erstellt, jeweils +/-5

m/z 2070 m/z 4345 m/z 6354
m/z 2109 m/z 5033 m/z 6553
m/z 2652 m/z 5071 m/z 6890
m/z 3178 m/z 5304 m/z 6927
m/z 3445 m/z 5526 m/z 7568
m/z 4307 m/z 5564

Diese Peaks werden daraufhin weiter untersucht, ob sie sich als Biomarker fir

das Vorliegen eines spa-Typs/einer mec-Klasse eignen.
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3.4 Matrix Mining

Die BIONUMERICS Software ermdglicht zur weiteren Analyse diverse 2-Wege
Clustering. Hier wird die Intensitat der Peaks mit den Peak-Klassen abgestimmt
und in Form einer Heatmap reprasentiert. So konnen spezifische Peaks als

potentielle Biomarker dargestellt werden.

3.4.1 Matrix Mining nach Gruppen

Es wurde unter Verwendung der BIONUMERICS Matrixmining-Default-
Einstellung als Best-Practice-Modell eine hierarchische Clusteranalyse mit dem
Mann-Whitney-Test nach UPGMA durchgefuhrt. Hier wurde zunachst jede
vordefinierte Gruppe (siehe Tabelle 6) im Vergleich zu den restlichen Gruppen
betrachtet. Es wurden Peaks aus der oben bestimmten Liste (Tabelle 8) mit einer
Signifikanz von p < 0,05 identifiziert, die in der jeweiligen Gruppe vorkommen und

deshalb zur moéglichen Diskrimination herangezogen werden kdnnen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse fortlaufend nach Gruppen sortiert mit einer

exemplarischen Darstellung der Heatmap aufgelistet.
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Abbildung 15: Exemplarisch: Matrixmining Gruppe 1 gegen alle anderen
Gruppen
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Unter Verwendung der BIONUMERICS Default-Einstellung zeigen sich bei
Gruppe 1 (siehe Abb. 15) fliinf Peaks mit p < 0,05: 6890, 7568, 3445, 3178, 6354.

Bei Gruppe 2 zeigen sich ebenfalls finf Peaks mit p < 0,05: 5564, 5526, 4307,
4345, 6927. Gruppe 3 zeigt zwei Peaks mit p < 0,05: 6553, 5526.

Bei Gruppe 4 sind vier Peaks mit p < 0,05: 5526, 3178, 7568, 5564.

Unter Verwendung der BIONUMERICS Default-Einstellung zeigt sich bei den
Gruppe 5-11 kein signifikanter Peak.

Somit konnten bei den Gruppen 1 und 2 je funf, Gruppe 3 zwei und Gruppe 4 vier

Peaks gefunden werden.

3.4.2 Matrix Mining nach spa-Typen
Im nachsten Schritt wurde jeder im Versuchskollektiv vorkommende spa-Typ mit
den restlichen verglichen und uberpruft, ob in diesen Klassen ein Peak aus der

oben bestimmten Liste (Tabelle 8) signifikant (p < 0,05) vorhanden ist.

Im Folgenden werden die Ergebnisse fortlaufend nach spa-Typ sortiert mit einer

exemplarischen Darstellung der Heatmap aufgelistet.
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Abbildung 16: Exemplarisch: Matrixmining t002 gegen restliche spa-Typen
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Unter Verwendung der BIONUMERICS Default-Einstellung zeigen sich bei t002
(siehe Abb. 16) vier Peaks mit p < 0,05: 5526, 3178, 5564, 7568.

Bei spa-Typ t003 sind ebenfalls vier Peaks mit p < 0,05: 5526, 3178, 7568, 5564.
Bei t045, 1535, 12597, 11486, 1305, t264 und t105 sind keine signifikanten Peaks.

Zusammenfassend haben sich bei spa-Typ t002 und t003 je vier signifikante

Peaks darstellen lassen. Weitere spa-Typen zeigten keine signifikanten Peaks.

3.4.3 Matrix Mining nach mec-Klasse

Im letzten Auswertungsschritt wurde jede im Versuchskollektiv vorkommende
mec-Klasse mit den jeweils anderen mec-Klassen in Vergleich gesetzt. Auch hier
wurde untersucht, ob ein Peak aus der oben bestimmten Liste (Tabelle 8) mit

einer Signifikanz von p < 0,05 identifiziert wird.

Im Folgenden werden die Ergebnisse fortlaufend nach mec-Klasse sortiert mit

einer exemplarischen Darstellung der Heatmap aufgelistet.

Abbildung 17: Exemplarisch: Matrixmining mec Il gegen restliche mec-Klassen

Unter Verwendung der BIONUMERICS Default-Einstellung zeigen sich bei mec
Il (siehe Abb. 17) vier Peaks mit p < 0,05: 6553, 5526, 5564, 6890.

Bei MSSA (mec negativ) sind zwei Peaks mit p < 0,05: 6553, 5526.
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Bei mec-Klasse |V sind drei Peaks mit p < 0,05: 7568, 5526, 4307.
Bei mec n.t. ist kein signifikanter Peak.

Zusammenfassend haben sich bei mec-Klasse Il vier signifikante Peaks, bei
mec-Klasse IV drei signifikante Peaks und bei negativem mec (MSSA) zwei

signifikante Peaks darstellen lassen.

3.4.4 Diskriminative Peakliste

Obige Ergebnisse sind in dieser Peakliste (Tabelle 9) dargestellt.

Tabelle 9: Zusammenfassung der signifikanten Peaks nach den Ergebnissen

der Matrixmining

Peak in m/z +/-5 | Gruppe spa mec

2070 - - -

2109 - - -

2652 - - -

3178 1;4 t002; t003 -

3445 1 - -

4307 2 - mec IV

4345 2 - -

5033 - - -

5071 - - -

5304 - - -

5526 2:3: 4 t002; t003 mec IlI; mec neg;
mec IV

5564 2;4 t002; t003 mec |l

6354 1 - -

6553 3 - mec Il; mec neg

6890 1 - mec Il

6927 2 - -

7568 1,4 t002; t003 mec IV
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Alle aufgelisteten Peaks sind jeweils mit +/- 5 m/z zu interpretieren.

Mit dem Peak-Klassen-Manager von BIONUMERICS wurden im Vorfeld 17
Peaks als mdglicherweise diskriminativ interpretiert (siehe Tabelle 8). Mit einer
Signifikanz von p < 0,05 wurden jedoch nur 11 dieser Peaks in den oben

eingefuhrten Gruppen identifiziert.

Die Peaks m/z 3445 und 6354 wurden nur in Gruppe 1 (1002, mec Il) als
signifikant berechnet. Die Peaks m/z 4345 und 6927 wurden nur in Gruppe 2
(t002, mec V) als signifikant berechnet. Der Peak m/z 4307 wurde in Gruppe 2
(t002, mec IV) und einzeln mec-Klasse IV als signifikant berechnet. Der Peak
6890 wurde in Gruppe 1 (1002, mec IlI) und auch einzeln mec-Klasse Il als
signifikant berechnet, was ebenfalls gut korreliert. Weitere Peaks (m/z 3178,
5526, 5564, 6553, 7568) kamen in mehreren Gruppen signifikant vor.

Als Ergebnis der diskriminativen Peakliste, kdnnen die Peaks m/z 3445, 6354
und 6890 im Rahmen der obigen Messungen fir t002 mit mec Il als moégliche

Biomarker herausgestellt werden.

Ebenso stehen die Peaks m/z 4345, 6927 und 4307 fir die Isolate mit t002 und

mec IV als mogliche Biomarker.

3.5 Sensitivitat und Spezifitat der Biomarker
Einzelne Peaks kommen in mehreren Gruppen signifikant vor. Um die Qualitat
dieser Peaks und Leistungsfahigkeit als Biomarker beurteilen zu kénnen, wird

daher die Sensitivitat und Spezifitat der Biomarker berechnet.

Als Grenzwert fir einen ,guten” Biomarker wird eine Sensitivitdt von mindestens
30% und eine Spezifitdt von mindestens 80% definiert. Als Datengrundlage wird
hier die Peaktabelle (Tabelle 12) verwendet. Die Berechnung erfolgt mit der

Vierfeldermethode.
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Tabelle 10: Sensitivitdt und Spezifitdt der Biomarker

Peak in m/z Signifikant in Sensitivitat Spezifitat

3178 Gruppe 1 30,0% 46,1%
Gruppe 4 50,0% 82,1%
Gruppen 1und 4 [80,0% 28,2%
t002 40,0% 25,6%
t003 50,0% 82,1%
(entspricht Gr. 4)

3445 Gruppe 1 29,6% 32,0%

4307 Gruppe 2 5,1% 100%
mec IV 6,4% 100%

4345 Gruppe 2 7,1% 100%

5526 Gruppe 2 5,3% 100%
Gruppe 3 10,7% 100%
Gruppe 4 33,3% 50,0%
Gruppen 2,3 und 4{49,3% 50,0%
t002 57,3% 50,0%
t003 33,3% 50,0%
(entspricht Gr. 4)

5564 Gruppe 2 5,9% 100%
Gruppe 4 33,8% 63,6%
Gruppen2und 4 |39,7% 63,6%
t002 57,4% 45,5%
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t003 33,8% 63,6%
mec |l 78,0% 0,0%
6354 Gruppe1 42,3% 100%
6553 Gruppe 3 18,6% 100%
mec |l 67,4% 2,8%
mec neg 18,6% 100%
6890 Gruppe 1 41,3% 50%
mec |l 80,0% 0,0%
6927 Gruppe 2 6,3% 100%
7568 Gruppe 1 34,9% 31,3%
Gruppe 4 38,1% 81,3%
Gruppen 1und 4 [73,0% 12,5%
t002 52,4% 25,0%
t003 38,1% 81,3%
(entspricht Gr. 4)
mec IV 7,9% 100%

Als einzig ,gute” Biomarker wurden fur spa-Typ t003 der Peak m/z 7568 mit einer
Sensitivitat von 38,1% und einer Spezifitat von 81,3% und der Peak m/z 3178 mit

einer Sensitivitat von 50% und einer Spezifitat von 82,1% dargestellt.

Weitere Peaks konnen aufgrund der berechneten Sensitivitat und Spezifitat

(Tabelle 10) nicht als leistungsfahige Biomarker beschrieben werden.
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4. Diskussion

4.1 Einordnung der Ergebnisse
Um die eingangs gestellten Fragen zu beantworten, lieRen sich zunachst durch
verschiedene Visualisierungsverfahren keine Unterschiede im Versuchskollektiv

erkennen.

Bei der Untersuchung von Peaks als potentielle Biomarker in der Gruppe der
Rheinhessen MRSA Stamme des CC5 lie3en sich Peaks wie folgt signifikant
darstellen. Die Peaks m/z 3445 und 6354 wurden nur in Gruppe 1 (t002, mec Il)
als signifikant berechnet. Die Peaks m/z 4345 und 6927 wurden nur in Gruppe 2
(t002, mec 1V) signifikant berechnet. Fir diese Peaks wurden, wie in Tabelle 10
dargestellt, jeweils Sensitivitat und Spezifitat berechnet. Hier zeigen sich Werte
unterhalb des Annahmekriteriums, was die Leistungsfahigkeit als Biomarker

erheblich einschrankt.

Fir spa-Typ t003 konnte der Peak m/z 7568 mit einer Sensitivitat von 38,1% und
einer Spezifitdt von 81,3% und der Peak m/z 3178 mit einer Sensitivitat von 50%

und einer Spezifitat von 82,1% als méglicher Biomarker identifiziert werden.

Es konnte keine Gruppe der untersuchten mec-Klassen Il, IV und negativ (MSSA)
unterschieden werden. Nach oben aufgefuhrten Ergebnissen konnte kein Peak
als Biomarker signifikant zwischen den MRSA und MSSA des Versuchskollektivs

klassifizieren.

Die Methode der Bakterienidentifizierung mittels MALDI-TOF hat mittlerweile
einen hohen Stellenwert im Rahmen der mikrobiologischen Routine. Sie
ermdglicht eine schnelle Identifikation bei gleichzeitig geringe Laborkosten. Nach
Untersuchungen und Messungen an sich stark ahnelnden Bakterien zeigt sich

hier jedoch eine mangelnde Reproduzierbarkeit und Unterscheidungsfahigkeit.

4.2 Vergleich mit Peaks anderer Publikationen

Die in der Einleitung beschriebenen Peaks anderer Forschungsgruppen konnten

in dieser Messreihe nicht als Biomarker berechnet werden. Viele flr S. aureus

beschriebene Peaks z.B. aus der Arbeitsgruppe um M. Josten (Josten et al., 2013)
konnten jedoch in der Messreihe reproduziert werden (siehe Tabelle 12).

60



Dominierende Peaks fur das S. aureus Spektrum zeigten sich auch in vielen der
hier vorliegenden Spektren: Der Peak m/z 6889 (bzw. 2-fach geladenes Peptid
der Masse 3445), der Peak m/z 5525 (bzw. 2-fach geladenes Peptid der Masse
2763) und der Peak m/z 9627 (bzw. 2-fach geladenes Peptid der Masse 4814)
waren bei je 95% aller Kompositspektren fur 6889 und 5525 bzw 30% fur 9627

vorhanden (Josten et al., 2013).

Der Peak m/z 3007, der dem Delta Toxin entspricht, fand sich in 42% der

untersuchten Kompositspektren.
Der fur CC5 gefuhrte Biomarker m/z 3891 fand sich in 46% der Kompositspektren.

Der von Rhoads et al. als Biomarker fir MRSA beschriebene Peak m/z 2415 +/-
2 (Rhoads et al., 2016), trat bei 31% der hier untersuchten MRSA auf, jedoch bei
keinem MSSA. Dieses Ergebnis passt gut zu der beschriebenen Sensitivitat von
37%.

4.3 Begrenzte Reprasentativitat der S. aureus Stamme

In dieser Arbeit wurden nur sehr ahnliche Stamme, also nur Stamme des CC5,
miteinander verglichen. Diese stammen aus einer vorhergehenden
Forschungsarbeit von Dr. Schulte (Institut fur Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene, Tubingen) und wurden Uber mehrere Jahre bei Patienten sowohl am
Universitatsklinikum Tubingen als auch an Kliniken in Nordrhein-Westfalen
gesammelt. In anderen Arbeiten konnten schon nur geringe Differenzen
zwischen den verschiedenen CC-Klassen erarbeitet werden (Florio et al., 2018),
daher ist die Moglichkeit, dass innerhalb einer klonalen Linie Unterschiede

gefunden werden, noch geringer.

4.4 Anzahl an Stammen im Versuchskollektiv

Die Zahl der zu untersuchenden Stamme war im Studiendesign auf 80 begrenzt.
Das Versuchskollektiv war aufgrund vorhergehender Forschungsarbeit von Frau
Dr. Schulte bereits klassifiziert. Mit dieser Anzahl sind statistische Testverfahren
mit signifikantem Ergebnis nur eingeschrankt durchzufihren. Im Kollektiv war nur
jeweils einmal der spa-Typ t105, t1305, 11486, t2597, 264 und t535 vertreten.
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Ein grolReres Versuchskollektiv konnte hier mehr signifikante Peaks in der
statistischen  Auswertung ermdglichen. Jedoch stehen z.B. in der

Ausbruchskontrolle auch nur einzelne Isolate zur Diagnostik zur Verfugung.

4.5 Auswirkung von Wachstum, Temperatur und Matrix

Nach einer Studie, die im November 2020 in der Zeitschrift Molecules von Zloch
et al. veroffentlicht wurde, haben die Probenvorbereitung und die Konditionen der
Analyse einen hohen Einfluss auf das molekulare Profil und die Klassifikation der
klonalen Komplexe. Die aulleren Umstande der Testung (Art der Matrix,
Inkubationszeit, Agarplatte, pH-Wert) hatten zwar keinen grof3en Einfluss fur die
Identifikation auf Speziesebene. Die Zusammensetzung der nicht-ribosomalen
Proteine, die stark vom metabolischen Status abhangen, scheinen jedoch eine
signifikante Rolle zur Differenzierung nahverwandter Bakterienstamme zu
spielen (Ztoch et al., 2020). In der durchgeflihrten Messreihe wurden daher
biologische und technische Replikate verwendet. Die aulleren Umstande der
Testung wie Temperatur im Inkubationsraum, Agarplatte, Inkubationszeit und

verwendete Matrix wurden konstant gehalten.

4.6 Begrenzte Reproduzierbarkeit

In der Clusteranalyse der einzelnen Messung zeigte sich (siehe 3.1), dass
technische und biologische Replikate von einem Bakterienstamm nicht konstant
zusammen geclustert wurden. Bekannt ist z.B., dass Peaks bei einzelnen
MALDI-TOF Massenspektrometer Messungen sehr unterschiedlich hoch
ausfallen kdénnen, je nachdem wie oft und wo der Laserstrahl absorbiert wird. Um
trotzdem Auswertungen auf Stammebene durchzuflhren, wurden die Replikate
zu Kompositspektren zusammengefasst und im Folgenden mit diesen gearbeitet.
Eine Sensitivitats- und Spezifitadtsanalyse zeigt die Defizite.

Um Spektrendaten anderer Labore zuverlassig reproduzieren zu kdnnen, ware
eine allgemeine Verfahrensanweisung zu Inkubationsdauer, Vorbehandlung der

Bakterien und Art der Matrix sinnvoll.
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4.7 Ausblick
Es werden aktuell neue Methoden erforscht, die MALDI-TOF

Massenspektrometrie und rechnergestitzte Algorithmen kombinieren, um die

Schnelligkeit zu nutzen und die Ergebnisse zu verbessern.

So veréffentlichte eine Forschungsgruppe um Jiaxin Yu (Taiwan) im Journal der
American Society for Microbiology im April 2022 eine vielversprechende Arbeit
zur Kombination von Kunstlicher Intelligenz mit MALDI-TOF. Sie bearbeiteten
uber 20.000 Falle und entwickelten ein Modell zur Klassifizierung, ob es sich um
MRSA oder MSSA handelt (Yu et al., 2022).

Grollere Datenmengen und Machine Learning bieten sehr gute Ansatze fur
weitere Erforschung der Unterscheidbarkeit von MRSA-Klonen mittels
Massenspektrometrie (Liu et al., 2021). Eine Herausforderung wird sein, ein
Modell zu entwickeln, das eine zuverlassige Klassifizierung trotz begrenzter

Reproduzierbarkeit gewahrleisten kann.
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5. Zusammenfassung

Staphylococcus aureus ist ein weitverbreiteter Keim und der bedeutendste
Verursacher nosokomialer Infektionen. Zur Pravention von MRSA-Ausbrichen
ist ein gutes Diagnostikkonzept erforderlich. Es gibt verschiedene Ansatze (WGS,
spa-Typisierung und MALDI-TOF), die sich in Kosten, Schnelligkeit, Sensitivitat

und Aufwand unterscheiden.

Um MALDI-TOF flar diesen Zweck einsetzen zu kdnnen ist es essenziell, mit
dieser Methode unterschiedliche Isolate, moglichst auf Subklonebene

voneinander unterscheiden zu konnen.

Diese Arbeit untersucht in einem vorgegeben Versuchskollektiv von S. aureus
der klonalen Linie CC5, ob Unterschiede signifikant und reproduzierbar mittels

Massenspektrometrie herauszuarbeiten sind.

Es erfolgten Messreihen mit biologischen und technischen Replikaten und eine
Auswertung der Spektren mittels Clusteranalyse/Visualisierung unter
Verwendung der BIONUMERICS Software. Zur Auswertung wurden

Kompositspektren der einzelnen Komponentenspektren berechnet.

In der Visualisierung mittels t-SNE sowie Ahnlichkeitsmatrix mit BIONUMERICS

liel® sich kein Cluster nach spa-Typ oder mec-Klasse abgrenzen.

Das Versuchskollektiv wurde in Gruppen unterteilt, die sich in spa-Typ und mec-
Klasse unterschieden. Ziel dieser Aufteilung war die Bestimmung signifikanter
Peaks als mogliche Biomarker fur ahnliche Isolate. So gelang es die Peaks 3445,
6354 und 6890 jeweils +/-5 m/z signifikant in der Gruppe der Isolate mit spa-Typ
t002 und mec-Klasse Il zu identifizieren. Die Peaks 4345, 6927 und 4307 jeweils
+/-5 m/z waren signifikant in der Gruppe der Isolate mit spa-Typ t002 und mec-
Klasse IV und konnen somit als mogliche Biomarker zur Diskrimination
herangezogen werden. Eine Einschrankung der Leistungsfahigkeit dieser
potentiellen Biomarker ist die geringe Sensitivitat bzw. Spezifitat. Fur spa-Typ
t003 konnte der Peak m/z 7568 mit einer Sensitivitat von 38,1% und einer
Spezifitat von 81,3% und der Peak m/z 3178 mit einer Sensitivitat von 50% und

einer Spezifitat von 82,1% als mdglicher Biomarker identifiziert werden.

Eine signifikante Unterscheidung aller Isolate konnte diese Arbeit nicht zeigen.
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Aufgrund der hohen Verwandtheit und Ahnlichkeit der Isolate (alle CC5), die in
der klinischen Anwendung aber realistisch ist, muss zur ldentifikation eine

weitere Trennmethode eingesetzt werden.

Das Ziel, eine ausreichend genaue Analysemethode zu entwickeln, konnte aus
0.g. Grunden nicht realisiert werden. Die im Rahmen der messtechnischen
Arbeiten gewonnenen Erkenntnisse uber Fehlerquellen und Einflussfaktoren
sind jedoch fur weitere Schritte zur Definition eines erforderlichen
Analysestandards nutzbar. Wesentlich war hierfur die systematische Isolation
von Ausreildern unter Anwendung der Kompositspektren, die dem bekannten
Nachteil der MALDI-TOF Massenspektrometrie - der begrenzten

Reproduzierbarkeit - entgegen wirken.

Neue vielversprechende Forschungsansatze kombinieren Spektren des MALDI-
TOF mit Methoden des Maschinellen Lernen (Machine Learning). Hierfur wird
jedoch eine deutliche groRere Datenmenge zum Anlernen und Validieren der
Methode bendtigt.
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8. Anhang

8.1 Darstellung von Phanotyp und Hamolysierungsverhalten

Tabelle 11: Phdnotyp und Hamolysierungsverhalten der verwendeten Isolate

Stamm Phanotyp Hamolysierungs-
verhalten (0/+/++)

BS6 grau 0

mg34a grau 0

mg77c grau 0

MRSA539 gelb 0

NRS382 (USA 100) gelb 0

VA10043 grau 0

W593 grau 0

mg72a gelb ++

MRSA442 grau 0

MRSA623 gelb 0

MRSA718 grau 0

N315 gelb 0

AS271b gelb 0

BS17 grau 0

BS18 weild 0

BS24 weild 0

BS8 weild +

mg72c grau 0
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MRSA148 grau 0
MRSA263 gelb 0
MRSA354 gelb 0
MRSAG36 grau 0
MRSAG85 grau 0
MRSA758 grau 0
MRSA795 grau 0
VA10344 grau 0
VA1708 grau 0
VA2434 grau 0
VA5237 grau +
W589 grau 0
W602 grau 0
AN2374 grau 0
mg11ic gelb ++
mgia gelb ++
mg4n grau ++
MRSA95 gelb +
NRS387 (Pediatric) gelb ++
W648b gelb 0
GN671 gelb ++
K35 gelb ++
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K36 gelb ++
mg24r grau 0
mg24sa grau 0
mg27n gelb 0
W709a grau 0
BS14 grau 0
BS1 weild 0
BS10 grau +
BS21 weild 0
BS22 grau 0
BS25 grau +
BS27 grau 0
MRSA815 grau 0
MRSA852 gelb 0
MRSA816 gelb +
BS2 grau ++
BS3 grau +
mg32b grau 0
mg53a gelb 0
MRSA828 gelb 0
MRSA847 gelb 0
MRSA849 grau 0
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BS12 grau 0
BS15 grau 0
BS19 gelb 0
BS23 grau 0
BS26 gelb ++
BS4 grau 0
BS7 grau 0
BS9 grau +
MRSA823 gelb 0
MRSA848 grau 0
VA13494 grau 0
BS13 grau ++
VA12977 grau 0
BS20 grau 0
BS11 grau 0
Rheinhessen gelb 0
BS16 grau 0
BS5 grau 0
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8.2 Dendrogramm der Kompositspektren
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Abbildung 18: Dendrogramm und Ahnlichkeitsmatrix nach BIONUMERICS auf Ebene der Kompositspektren
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8.3 Peaktabelle

Tabelle 12: Vorhandensein von Peaks in m/z (0 oder 1) in den Kompositspektren der Stdmme

Gruppe 2070|2109 (2168 | 2306 | 2347 | 2415 | 2454 | 2493 | 2652 | 2806 | 2879 | 3007 | 3050 | 3178 | 3311 | 3421 | 3445 | 3639

11

10

Stamm/
Peak

AN2374

AS271b
BS1
BS2
BS3
BS4
BS5
BS6
BS7
BS8
BS9

BS10

BS11

BS12

BS13

BS14

BS15

BS16

BS17

BS18

BS19
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Gruppe | 2070|2109 (2168 | 2306 | 2347 | 2415 | 2454 | 2493 | 2652 | 2806 | 2879 | 3007 | 3050 | 3178 | 3311 | 3421 | 3445 | 3639

Stamm/
Peak

BS20

BS21

BS22

BS23

BS24

BS25

BS26

BS27

GN671
K35
K36

mg1la

mg4n

mg1ic

mg24r

mg24sa

mg27n
mg32b
mg34a

mg53a

mg72a

mg27¢c

mg77c

MRSA95
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Gruppe | 2070|2109 (2168 | 2306 | 2347 | 2415 | 2454 | 2493 | 2652 | 2806 | 2879 | 3007 | 3050 | 3178 | 3311 | 3421 | 3445 | 3639

1

1
1

Stamm/
Peak

MRSA148

MRSA263
MRSA354
MRSA442
MRSAS539
MRSA623
MRSA636
MRSAG85
MRSA718

MRSA758
MRSA795
MRSA815

MRSA816
MRSA823
MRSA828
MRSA847
MRSA848
MRSA849
MRSA852

N315

NRS382

NRS387

Rheinhes-

sen

80



Gruppe | 2070|2109 (2168 | 2306 | 2347 | 2415 | 2454 | 2493 | 2652 | 2806 | 2879 | 3007 | 3050 | 3178 | 3311 | 3421 | 3445 | 3639

Stamm/
Peak

VA1708

VA2434

VA5237

VA10043
VA10344
VA12977

W589

W593

W602

W648b
W709a
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Gruppe | 3712 | 3784 | 3893 | 4307 | 4345 | 4448 | 4487 | 4643 | 4813 | 5033 | 5071 | 5261 | 5304 | 5341 | 5526 | 5564 | 5875 | 5932

11

10

Stamm/
Peak

AN2374

AS271b
BS1
BS2
BS3
BS4
BS5
BS6
BS7
BS8
BS9

BS10

BS11

BS12

BS13

BS14

BS15

BS16

BS17

BS18

BS19

BS20

BS21

BS22
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Gruppe | 3712 | 3784 | 3893 | 4307 | 4345 | 4448 | 4487 | 4643 | 4813 | 5033 | 5071 | 5261 | 5304 | 5341 | 5526 | 5564 | 5875 | 5932

Stamm/
Peak

BS23

BS24

BS25

BS26

BS27

GN671
K35
K36

mg1la

mg4n

mg1ic

mg24r

mg24sa

mg27n
mg32b
mg34a

mg53a

mg72a

mg27c

mg77c

MRSA95

MRSA148

MRSA263
MRSA354

83



Gruppe | 3712 | 3784 | 3893 | 4307 | 4345 | 4448 | 4487 | 4643 | 4813 | 5033 | 5071 | 5261 | 5304 | 5341 | 5526 | 5564 | 5875 | 5932

1
1

4
4
4
4
4
4

4

Stamm/
Peak

MRSA442
MRSAS539
MRSA623
MRSA636
MRSAG85
MRSA718

MRSA758
MRSA795
MRSA815

MRSA816
MRSA823
MRSA828
MRSA847
MRSA848
MRSA849
MRSA852

N315

NRS382

NRS387

Rheinhes-

sen

VA1708

VA2434

VA5237

84



Gruppe | 3712 | 3784 | 3893 | 4307 | 4345 | 4448 | 4487 | 4643 | 4813 | 5033 | 5071 | 5261 | 5304 | 5341 | 5526 | 5564 | 5875 | 5932

Stamm/
Peak

VA10043
VA10344
VA12977

W589

W593

W602

W648b
W709a

85



7568 | 7732 | 8892 | 9626

6842 | 6890 | 6927 | 7274 | 7421

Gruppe | 6354 | 6553 | 6574 | 6821

11

10

Stamm/
Peak

AN2374

AS271b
BS1
BS2
BS3
BS4
BS5
BS6
BS7
BS8
BS9

BS10

BS11

BS12

BS13

BS14

BS15

BS16

BS17

BS18

BS19

BS20

BS21

BS22

86



7568 | 7732 | 8892 | 9626

6842 | 6890 | 6927 | 7274 | 7421

Gruppe | 6354 | 6553 | 6574 | 6821

Stamm/
Peak

BS23

BS24

BS25

BS26

BS27

GN671
K35
K36

mg1la

mg4n

mg1ic

mg24r

mg24sa

mg27n
mg32b
mg34a

mg53a

mg72a

mg27c

mg77c

MRSA95

MRSA148

MRSA263
MRSA354

87



7568 | 7732 | 8892 | 9626

6842 | 6890 | 6927 | 7274 | 7421

Gruppe | 6354 | 6553 | 6574 | 6821

1
1

4
4
4
4
4
4

4

Stamm/
Peak

MRSA442
MRSAS539
MRSA623
MRSA636
MRSAG85
MRSA718

MRSA758
MRSA795
MRSA815

MRSA816
MRSA823
MRSA828
MRSA847
MRSA848
MRSA849
MRSA852

N315

NRS382

NRS387

Rheinhes-

sen

VA1708

VA2434

VA5237

88



Stamm/
Peak

Gruppe

6354

6553

6574

6821

6842

6890

6927

7274

7421

7568

7732

8892

9626

VA10043

VA10344

VA12977

W589

W593

W602

W648b

W709a
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9. Lebenslauf

Der Lebenslauf wird aus Datenschutzgrinden nicht veroffentlicht.
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