











Aus dem Institut fiir molekulare Pathogenese des Friedrich-Loeffler-Instituts,

Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, Standort Jena
eingereicht liber das

Institut fiir Veterindr-Physiologie
des Fachbereichs Veterindrmedizin

der Freien Universitiat Berlin

Physiologische Einflussfaktoren auf die Variabilitit

fliichtiger organischer Substanzen im caprinen Tiermodell

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Veterindrmedizin
an der

Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Sina Fischer
Tierdrztin

aus Ludwigshafen am Rhein

Berlin 2018
Journal-Nr.: 4027



Gedruckt mit Genehmigung
des Fachbereichs Veterindrmedizin

der Freien Universitiat Berlin

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Jiirgen Zentek

Erster Gutachter: Prof. Dr. Petra Reinhold

Zweiter Gutachter: Univ.-Prof. Dr. Christa Thone-Reineke
Dritter Gutachter: Univ.-Prof. Dr. Ralf Einspanier

Deskriptoren (nach CAB-Thesaurus):

goats, animal models, volatile organic compounds (MeSH) biochemical markers,

feeding, age differences, gases, faecal examination, respiration (MeSH)

Tag der Promotion: 15.05.2018



Meinen Eltern






INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG.....ciiviiiinnuinsensisssnssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 1
2 LITERATURUBERSICHT ......oooeeteeueresnerssessesesssesesnsssssssesssssssssssessssssssssssssssssssssssene 3
2.1 Fliichtige organische Substanzen in der medizinischen Diagnostik.................... 3
2.1.1  HistoriScher UBErblick ............covevuivverueeieeeeeceeieeeeeeseeeeeessee e 3
2.1.2  VOCs als Biomarker flir pathophysiologische Prozesse...........c.ccceeevveeviieennenns 5
2.1.3  Physiologische Grundlagen............cccccuieeiiieeiiieeiiieecieece et 6
2.2 ADALYLIK VON VOCS.uuuuiiiiuiiiicnniinsnnncssnnicssssicssssisssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 10

2.3  Aspekte bei der Nutzung von VOCs in der veterinirmedizinischen
DIagROStIK...cuueiieivuiiiisniinisnicissnrcnssnncssssncssnsossasssssssisssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssss 13
2.4  Aus dem Kenntnisstand der Literatur abgeleiteter Forschungsbedarf............ 15
3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN ....cuciiiiniirinnensuecsenssnsssissssssnsssssssssssssssssssssssssssssssns 16
3.1  Aufgabenstellung und Rahmenbedingungen ............ocueueineenseensencsnenseccsnecnnes 16
3.2 Tiere, Material und Methoden ...........eeeeeeeeeecerrrssneeeeeeccccsssssnnsseseecccssssssnsssssesees 18
3.2.1 Haltung, Fiitterung und Gesundheitszustand der Tiere.............ccceeevvveercrreennennns 18
3.2.2  ANALYHK der VIOCS ..oooiiiiiieiieciiieiteee ettt ettt ettt beeseaeenbaesane e 18
3.2.3  StudI@NA@SIZN ..cocuviiiiieiieciieeiieeie ettt ettt ettt et b e e saeebaenabaens 20

4 PUBLIKATIONEN UND DARLEGUNG DER PERSONLICHEN
BEITRAGE ..veeeeeeeeeeeeeeessessesessesssssssensessssessanssssssenssssssessssssssssensenssssnsessssessensnssssssaness 23

4.1 STUDIE I: Physiological variability in volatile organic compounds (VOCs)
in exhaled breath and released from faeces due to nutrition and somatic

growth in a standardized caprine animal model ............ccocuerivurinnnrininrininnnenns 24

4.2 STUDIE II: Impact of food intake on in vivo VOC concentrations in

exhaled breath assessed in a caprine animal model ...........ccoovurieeivrnriccccnereccan 42

5 DISKUSSION cucoiiiiiininsiissnicsssisssissssnssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 53
5.1  Validitit und Relevanz der experimentellen Studien...........coeeveesveensueesnecsnnnee 53
5.1.1 Beurteilung des Tiermodells..........cccvieriiiiiiiiieiiieeieeeeeee e 53

5.1.2 Beurteilung der Analytik der VOCS ........cooouieiiiiiiiiiieiieieeeee e 54

5.1.3 Beurteilung des StudiendeSigns .........c.eeoueeriieriieiiieiieeieerie et 57

5.2 Variabilitit des VOC-Profils infolge physiologischer Prozesse...........ccceeuurenenes 59
5.2.1 Einfluss der Fiitterung und der Entwicklung ..........cccccoceeviniiniininniniinincnee 59



INHALTSVERZEICHNIS

o 0 9 &

11

12
13

II

5

5
5.3
5.4

10.1
10.2
10.3
10.4

11.1
11.2

2.2 Einfluss der Futteraufnahme ...........ccccoceviiniiiiniiniiinceceeeeeen 61
2.3 Einfluss inhalierter VOCS .......cociiiiiiiiiiiieieeeee et 63
Einordnung in das GesamtprojeKt........coeieevvrerisrncssnicssnncssnnicssnnicsssssssssesssssenes 64
Erkenntnisgewinn und Empfehlungen fiir weiterfithrende Arbeiten............... 66
ZUSAMMENFASSUNG . ...uuiitineisrecsnisncssnessessesssessssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 68
SUMMARY ..uuciuiisiiisenseisaissensecssissssssessssssssssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssane 70
LITERATURVERZEICHNIS ....couciviniistinsnisensaecsensecssncsssssesssesssssssssssssssssssssssssssns 72
ANHANG ...uueivrcnisnecnicsnnssicssicssissssssissssssesssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 95
ABBILDUNGS- UND TABELLENVERZEICHNISSE .....cccovvnvienicvnsecsaccnnnns 116
AbDbildungSVerzZeiChmis ......c..cccovveieiivercssnicssnicssnicssnnicssssessssnsssssnsssssssssssssssssssssnns 116
Abbildungsverzeichnis des ANhangs..........eoeeineriseeisecsseensennsnenseesseecseecnens 117
TabelleNVerzeiChnis .......cucoueeieecniiisinsennsnensnnnsnensecnssecsnnnsnesnecsseesssssessssesne 117
Tabellenverzeichnis des ANhANGS........cccevveiiiiercissercssnicssnnicssnicsssnsssssssssssssssanes 118
PUBLIKATIONSVERZEICHNIS ....ccoviniininsensecsnecsenssesssessssssessscssssssssssssssssssssane 119
Publikationen mit Peer-Review-Verfahren..........eicececcsvnicssnnccssnncssnncssnnnes 119
Publizierte ADSIraCES c...ccovueereeiseecsennsnensnnnsnensnnssneisecsssecsnnsssssssasssseesssssssssssassns 120
DANKSAGUNG ...uucoviinirinsnicsnisisssisssissssssesssissssssesssssssssssssstsssssssssssssssssssssssssssssssass 126
SELBSTSTANDIGKEITSERKLARUNG.........ccevcessuesunsnesessesessesnssessesssessesessessese 127




VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKURZUNGEN

Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

A.

Abb.
ANOVA
cfu

CO,

d

DFG
DMS

3DMSP
DNA
DVB
EIC
ELISA
e-nose
etal.
FLI
GC

h

IMS
JPPD

LCU
LOD
LOQ
MAP
min

MS

MSD

NIH
NIST
NTD
NTME

PBMC
PC

Aspergillus

Abbildung

engl.: analysis of variance

engl.: colony forming units

Kohlenstoffdioxid

engl.: days

Deutsche Forschungsgemeinschaft

Differentielle Ionenmobilititsspektrometrie (engl.: differential ion mobility
spectrometry)

engl.: 3-dimethylsulfoniopropionate

engl.: deoxyribonucleic acid

Divinylbenzol (engl.: divinylbenzene)

engl.: extracted ion counts

engl.: enzyme-linked immunosorbent assay
Elektronische Nase (engl.: electronic-nose systems)
und andere (lat.: et alli)

Friedrich-Loeffler-Institut

Gaschromatographie (engl.: gas chromatography)
engl.: hours

Ionenmobilititsspektrometrie (engl.: ion mobility spectrometry)
engl.: Johnin purified protein derivative

Liter

engl.: liquid calibration unit

engl.: limit of detection

engl.: limit of quantification

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
engl.: minutes

Massenspektrometrie (engl.: mass spectrometry)
engl.: mass selective detector

Anzahl

National Institute of Health

National Institute of Standardization and Technology
Needle Trap Device (engl.: needle trap device)
Needle Trap Mikroextraktion (engl.: needle trap microextraction)
Pseudomonas

engl.: peripheral blood mononuclear cells

engl.: principle component

I



VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKURZUNGEN

PCA
PCR
PDMS
ppbV
ppmV

pptV
PTR-MS

R
ROC
rpm

S/N
S/P%

SD
SIFT-MS

SPME
Tab.
TLLV
TLV
VFA
VOC
VSC
wl

wpi

vV

engl.: principle component analysis

Polymerase-Kettenreaktion

Polydimethylsiloxan (engl.: polydimethylsiloxane)

engl.: parts per billion by volume

engl.: parts per million by volume

engl.: parts per trillion by volume
Protonen-Transfer-Reaktions-Massenspektrometrie (engl.: proton-transfer-
reaction mass spectrometry)

engl.: coefficient of determination

engl.: receiver-operating-characteristics

engl.: revolutions per minute

engl.: signal to noise ratio

engl.: sample-to-positive ratio

engl.: standard deviation

Selected-Ion-Flow-Tube Massenspektrometrie (engl.: selected ion flow tube
mass spectrometry)

Festphasenmikroextraktion (engl.: solid phase microextraction)

Tabelle

Thiiringer Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz
Thiiringer Landesamt fiir Verbraucherschutz

engl.: volatile fatty acid

fliichtige organische Substanz (engl.: volatile organic compound)

engl.: volatile sulfur compound

engl.: week of life

engl.: weeks after the end of inoculation



EINLEITUNG

1 Einleitung

Der Einsatz fliichtiger organischer Substanzen (engl. volatile organic compounds, VOCs) zu
diagnostischen Zwecken in der Medizin und Tiermedizin ist vielversprechend. VOCs
entstehen wihrend (patho-) physiologischer Prozesse im Organismus und konnen nach ihrer
Verteilung in diverse biologische Substrate (z. B. Atemgas, Kot, Urin) gelangen und
freigesetzt werden. Gelingt es, spezifische VOCs oder VOC-Profile mit pathologischen
Prozessen zu assoziieren, so birgt die VOC-Analyse nicht nur ein erhebliches diagnostisches
Potential, sondern zugleich die Chance der Integration eines nicht invasiven

Diagnostikverfahrens im klinischen Alltag.

Obwohl in einigen Pilotstudien bereits potentiell krankheits-assoziierte VOCs identifiziert
wurden (Amann et al., 2014), scheiterte die Definition von zuverldssigen volatilen
Biomarkern an der fehlenden Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Studien (Brodrick
et al., 2015). Insbesondere wird die Zuverldssigkeit bisheriger Daten wegen einer fehlenden
Standardisierung bei der Probenahme und bei der Analyse der VOCs sowie wegen

mangelhafter Kenntnisse iber mogliche Einflussgréfen in Frage gestellt (Beauchamp, 2015).

Fiir Studien an Mensch und Tier gilt gleichermal3en, dass physiologisch ablaufende Vorginge
im Organismus einen Einfluss auf die im Korper stattfindenden biochemischen Reaktionen
haben. Mit Blick auf die Freisetzung von VOCs liegen bislang kaum Daten zu Auswirkungen
von physiologischen Prozessen auf das ,,Metabolom* oder ,,Volatilom* vor. Es ist jedoch
davon auszugehen, dass insbesondere bei heranwachsenden Individuen Reifungsprozesse
einen Effekt auf die Entstehung und die Freisetzung von VOCs haben und daher die
Definition von volatilen Biomarkern erschwert wird. Studien an Menschen lieferten erste
Hinweise darauf, dass sowohl das Alter (Taucher et al., 1997; Spanel et al., 2007) als auch die
Erndhrung (Lindinger ef al., 1997; Baranska et al., 2013) als wichtige Einflussfaktoren bei der
VOC-Analyse angesehen werden miissen. Vergleichbare Studien aus der Veterindrmedizin

fehlten bislang.

Die im Rahmen dieses Dissertationsvorhabens durchgefiihrten und in Form von Publikationen
niedergelegten Untersuchungen ordnen sich in das noch junge Forschungsfeld zur Nutzung
von VOCs als potentielle Biomarker bei Tieren ein. Ein diesbeziiglich von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (DFG) gefordertes Projekt hat das Ziel der Identifizierung von
VOCs als Biomarker fiir Infektionen mit Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
(MAP). In einer ersten in vivo-Studie mit experimentell mit MAP infizierten Ziegen wurden
grundlegende Erkenntnisse zu infektions-assoziierten VOCs gewonnen. Innerhalb des
Untersuchungszeitraums von einem Jahr zeigten jedoch die VOC-Profile des Atemgases und
des Gasraums (Headspace) iiber Kotproben der infizierten, aber auch der nicht infizierten

Ziegen, eine erhebliche Variabilitit. Es galt nun, die durch physiologische Prozesse
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verursachten Verdnderungen der VOC-Profile zu evaluieren, um die physiologische

Variabilitit von infektionsspezifischen Reaktionsmustern abgrenzen zu konnen.

Das konkrete Ziel der in dieser Arbeit dargelegten eigenen Studien war es, den Einfluss
physiologisch ablaufender, metabolischer Prozesse auf die Variabilitit der von gesunden
Ziegen ausgeatmeten bzw. von deren Kot freigesetzten VOCs zu charakterisieren. Hierfiir
wurden in einer ersten Studie die somatische und metabolische Entwicklung der gesunden
Ziegen sowie der Ubergang vom funktionell monogastrischen Milchlamm zum reifen
Wiederkduer wéahrend des ersten Lebensjahres betrachtet. Eine zweite Studie bei adulten
Tieren widmete sich explizit den Auswirkungen der allmorgendlichen Kraftfutteraufnahme
auf das VOC-Profil der Ausatemluft. Alle Untersuchungen fanden im Rahmen eines
etablierten caprinen GrofBtiermodells statt, dessen umfangreiche Standardisierung die isolierte
Betrachtung der untersuchten EinflussgroBen gewéhrleisten und den mdglichen Einfluss

weiterer Storgroffen minimieren sollte.

Die Ergebnisse dieser erstmals an Ziegen durchgefiihrten Untersuchungen stellen einen
deutlichen Erkenntnisgewinn dar. Die Auswirkungen der betrachteten physiologischen
Bedingungen und Faktoren auf die freigesetzten VOC-Profile konnten erfasst und evaluiert
werden. Dieses Basiswissen ist eine der wesentlichen Voraussetzungen, um zukiinftig die

Definition zuverldssiger volatiler Biomarker zu ermdoglichen.
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2 Literaturibersicht

2.1 Fliichtige organische Substanzen in der medizinischen Diagnostik

Fliichtige organische Substanzen bezeichnen eine nicht einheitlich definierte Gruppe
organischer Verbindungen, die aufgrund ihres niedrigen Siedepunktes bzw. hohen
Dampfdruckes bereits bei Raumtemperaturen ganz oder teilweise im gasformigen Zustand

vorliegen.

Die Untersuchung volatiler organischer Verbindungen ist ein relativ junges Forschungsgebiet
mit einem potentiell breiten Anwendungsbereich, u. a in der Umwelt- (Katsoyiannis et al.,
2008; Moularat et al., 2008; Hales et al., 2012) und Lebensmittelanalytik (Holm et al., 2013;
Zhu and Hill, 2013). Im Bereich der medizinischen Applikation birgt die qualitative und
quantitative Analyse von VOCs aus gasformigen Proben, wie z. B der Ausatmungsluft und
dem Gasraum iiber festen oder fliissigen Proben (Headspace), ein grofles Potential flir die
Entwicklung nicht invasiver Diagnostikverfahren. Zum Nachweis der hdufig in einem
Konzentrationsbereich von weniger als einem ppbV (parts per billion by volume)
vorkommenden VOCs ist die Entwicklung sowie die Anwendung speziell adaptierter

Probenvorbereitungstechniken und sensitiver Analysemethoden erforderlich.

2.1.1 Historischer Uberblick

Bereits in der Antike setzten griechische Gelehrte, darunter Hippokrates von Kos (um
460-370 v. Chr.), ihren Geruchssinn ein, um den fiir einige Krankheiten charakteristischen
Geruch der Atemluft sowie verschiedener Se- und Exkrete ihrer Patienten zur
Diagnosefindung zu nutzen (Hippokrates, 1994). Hayden (1980) katalogisierte mehr als
zwanzig Geriiche der Atemluft und deren diagnostische Bedeutung. Dort genannt sind u. a.
der nach Fisch riechende Atem urdmischer Patienten und der siiBlich-fruchtige Geruch der

Atemluft eines Diabetikers mit bevorstehender Ketoazidose.

Ende des 18. Jahrhunderts konnten Antoine Laurent Lavoisier und Pierre-Simon Laplace die
bis dahin geltende Phlogiston-Theorie widerlegen und wiesen die Bildung und Exhalation von
Kohlenstoffdioxid (CO;) wiahrend der Atmung nach (Underwood, 1944; Karamanou et al.,
2013). Heute ist die Kapnometrie zur quantitativen Bestimmung des Kohlenstoffdioxidgehalts
in der Exspirationsluft zum Monitoring beatmeter Patienten ein fester Bestandteil im
klinischen Alltag.

Die Analyse von Metaboliten in der Exspirationsluft wird seit dem 20. Jahrhundert fiir
klinische und nicht klinische Fragestellungen routinemiflig eingesetzt. Beim Atemalkoholtest
kann mit Hilfe eines Handmessgerites direkt vor Ort und innerhalb weniger Sekunden die
Konzentration von zuvor konsumiertem Alkohol in der Atemluft bestimmt werden (Harger et
al., 1938; Emerson et al., 1980). Der Wasserstoff-Atemtest dient der Diagnostik von
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Storungen der Kohlenhydratverdauung (z. B. Laktoseintoleranz, Fruktosemalabsorption)
(Bond and Levitt, 1972). Zum Nachweis einer Besiedlung mit dem Bakterium Helicobacter
pylori im Magen wird der *C-Harnstoff-Atemtest angewendet (Logan et al., 1991). Bei den
beiden letztgenannten Tests werden Metabolite eines zuvor verabreichten Vorldufer-Molekiils
detektiert.

Linus Pauling und Kollegen legten durch ihre Studien in den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts
den Grundstein fiir die moderne VOC-Analytik in der medizinischen Diagnostik. Bei
Untersuchungen zur Zusammensetzung der menschlichen Atemluft und den vom Urin
freigesetzten Substanzen mittels Gaschromatographie (GC) gelang ihnen die Auftrennung von
iiber 200 verschiedenen fliichtigen Molekiilen (Pauling et al., 1971; Teranishi et al., 1972).
Wihrend Pauling die Identifizierung dieser Substanzen aufgrund fehlender technischer
Moglichkeiten noch nicht gelang, konnte mit Fortschreiten der Entwicklung chemischer
Analyseverfahren — vornehmlich der Kombination von GC und Massenspektrometrie (MS) —
bis ins Jahr 2014 bereits tiber 1800 VOCs verschiedener Probenmatrizes gesunder Menschen
identifiziert werden (de Lacy Costello et al., 2014).

Zunehmend trat das Interesse an einem potentiellen Zusammenhang zwischen freigesetzten
fliichtigen Substanzen und pathophysiologischen Prozessen in den Vordergrund. Nach
Einzelfallberichten von Hunden, die durch Anderung ihres Verhaltens ihre Besitzer auf ein
Krebsleiden aufmerksam machten (Williams and Pembroke, 1989; Church and Williams,
2001), erfolgten Untersuchungen zur Priifung der Hypothese, dass trainierte Hunde mit Hilfe
thres  leistungsstarken = Geruchssinns ~ Krebserkrankungen  an  charakteristischen
Geruchsmustern erschniiffeln konnen (Moser and McCulloch, 2010; Lippi and Cervellin,
2012). In Studien zur Identifizierung von Patienten mit Hautkrebs (Pickel er al., 2004),
Blasenkrebs (Willis et al., 2004; Willis ef al., 2010), Lungen- und Brustkrebs (McCulloch et
al., 2006), Eierstockkrebs (Horvath et al., 2008; Horvath et al, 2013), Dickdarmkrebs
(Sonoda et al., 2011) und Prostatakrebs (Gordon ef al., 2008; Cornu et al., 2011) durch Hunde
wurden diverse Probenmatrizes (z. B. Tumorgewebe, Atem und Urin) getestet. Die meisten
dieser Studien bestdtigen eine hohere als zufillige Detektionsrate durch Hunde, wobei die
volatilen Substanzen oder Kombinationen von solchen, auf die die Hunde reagierten, noch
unbekannt blieben (Jezierski et al., 2015). In der Infektionsmedizin werden Afrikanische
Riesenhamsterratten (Crycetomys gambianus) aufgrund ihres leistungsstarken Geruchssinns
erfolgreich in peripheren Regionen Afrikas zum Nachweis von Mycobacterium tuberculosis

in Sputumproben eingesetzt (Weetjens et al., 2009; Mgode et al., 2012).

In Pilotstudien konnten Geruchsmuster, die mit verschiedenen chemischen Analyseverfahren
detektiert wurden, mit diversen Erkrankungen, u. a. Diabetes mellitus, Leberversagen und
chronischen Erkrankungen der Niere und des Darms, assoziiert werden (Buszewski et al.,
2007; Spanel and Smith, 2011; Calenic and Amann, 2014). Eine fehlende Validierung und
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Standardisierung der angewendeten Methoden verhindert jedoch die Reproduzierbarkeit und
die Vergleichbarkeit verschiedener Studien (Beauchamp, 2015; Brodrick et al., 2015). Die
VOC-Analyse als zuverldssiges medizinisches Diagnostikverfahren in den Klinikalltag zu

integrieren, wird das Ziel in der Zukunft sein.

2.1.2 VOC:s als Biomarker fiir pathophysiologische Prozesse

Eine mogliche Assoziation volatiler organischer Substanzen mit bestimmten physiologischen
oder pathophysiologischen Prozessen im menschlichen Organismus ist Gegenstand aktueller
Forschungsarbeiten. Die Identifizierung von krankheits-assoziierten volatilen Biomarkern
birgt ein groBes Potential zur nicht invasiven Diagnostik im Klinikalltag. Schwerpunkte sind
u. a. die Suche nach volatilen Biomarkern fiir Tumorerkrankungen, v.a. Lungenkrebs
(Amann et al., 2011; Hanai et al., 2012), metabolische Stérungen, v. a. Diabetes mellitus
(Turner, 2011; Wang and Wang, 2013), und Infektionskrankheiten, v. a. Tuberkulose (Phillips
et al., 2007; Banday et al., 2011). Andere mogliche Anwendungsbereiche der VOC-Analyse
sind das Monitoring von intravendsen Arzneimittelkonzentrationen (Harrison et al., 2003;
Miekisch et al., 2008; Berchtold et al, 2014) oder der Nachweis von
gesundheitsgefdhrdenden Expositionen mit toxischen Substanzen (Barkley et al., 1980; Pleil,
2008).

Storungen des Stoffwechsels, aber auch Tumorerkrankungen und Infektionskrankheiten,
beeinflussen biochemische Reaktionen im Organismus, wodurch es zu einer Abweichung der
freigesetzten VOCs gegeniiber denen von gesunden Probanden kommen kann. Das
amerikanische National Institute of Health (NIH) definiert Biomarker als messbare Parameter,
die als Indikator fiir Gesundheit und Krankheit herangezogen werden konnen (Biomarkers,
2001). Als krankheits-assoziierte volatile Biomarker kénnen Substanzen demnach nur dann
klassifiziert werden, wenn durch deren spezifisches Reaktionsmuster der krankhafte Zustand
vom gesunden Zustand unterschieden werden kann. Das krankheits-assoziierte
Reaktionsmuster ~ von  diskriminierenden  Substanzen  kann  entsprechend  des
zugrundeliegenden pathologischen Prozesses im resultierenden VOC-Profil zu einem
Auftreten neuer Substanzen, zu einer Zu- oder Abnahme der Konzentration bereits im VOC-
Profil gesunder Probanden vorhandener VOCs, oder zum Fehlen von zuvor detektierten
volatilen Substanzen fiihren. Es hat sich gezeigt, dass meist nicht eine einzelne Substanz als
diskriminierender Marker zur Unterscheidung zwischen ,.krank* und ,,gesund ausreichend
ist, sondern dass durch die Kombination mehrerer VOCs in Form von VOC-Markersets oder
VOC-Profilen die Unterscheidungskraft verbessert wird (Garner et al., 2007; Dallinga et al.,
2010; Boots et al., 2012).

In vielen Studien iiberragt die Anzahl der gemessenen Variablen (VOCs) die Anzahl der
durchgefiihrten Messungen. Die Wahrscheinlichkeit zuféllige Korrelationen, sogenannte

,» Voodoo*“-Korrelationen, zwischen volatilen Substanzen und dem betroffenen pathologischen
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Zustand zu finden und diese irrtiimlich als krankheits-assoziierte Marker zu identifizieren
steigt dabei verhiltnismafig an (Miekisch et al., 2012). Bei der Auswahl von krankheits-
assoziierten Markersets ist laut Miekisch ef al. (2012) weiterhin zu beachten, dass diverse
Einflussgroen (z. B. Umwelteinfliisse, Phidnotyp des Probanden) zu echten Korrelationen
zwischen dem Reaktionsmuster volatiler Substanzen und der Krankheit fithren konnen, dabei

jedoch kein kausaler Zusammenhang bestehen muss.

Filipiak et al. (2012) betonten, dass die Verwendung von krankheits-assoziierten volatilen
Biomarkern zu diagnostischen Zwecken nur dann Bestand haben kann, wenn das krankheits-
spezifische Reaktionsmuster dieser Markersubstanz als phénotypische Verdnderung aus
einem metabolischen Prozess infolge dieses krankhaften Zustands hervorgeht. Riickschliisse
auf die biochemischen Prozesse, die zu einem bestimmten Reaktionsmuster einer
Markersubstanz fiihren, sind bisher nur fiir wenige volatile Substanzen aufgeklart (Buszewski
et al., 2007). Pentan konnte in bisherigen Untersuchungen mit oxidativem Stress in
Zusammenhang gebracht werden (Miekisch et al, 2004). Die Pentankonzentration im
Atemgas steigt bei verschiedenen Krankheitsbildern, u. a. bei Abstoungsreaktionen nach
Organtransplantation (Holt ef al., 1994) und bei Morbus Crohn (Aghdassi and Allard, 2000)
an. Durch die vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies kommt es durch
Lipidperoxidation mehrfach ungesittigter Fettsduren zu einer erhohten Freisetzung im
Atemgas (Wade and Vanrij, 1985; Kneepkens et al., 1994; Miekisch et al., 2004).

Wichtige Erkenntnisse flir die in vivo-Diagnostik konnen aus in vitro-Studien mit Headspace-
Untersuchungen von Zellkulturen, z. B. von Krebszellen (Chen et al., 2007; Sponring et al.,
2010; Amal ef al., 2012), und Bakterienkulturen abgeleitet werden. Seit 2-Aminoacetophenon
sowohl im Headspace iiber Kulturen von Pseudomonas (P.) aeruginosa als auch im Atem von
mit P. aeruginosa kolonisierten an Mukoviszidose leidenden Patienten nachgewiesen wurde,
gilt diese Substanz als spezifischer Atembiomarker fiir den Nachweis einer Infektion mit
P. aeruginosa (Scott-Thomas et al., 2010). Nachdem 2-Pentylfuran im Headspace iiber
Kulturen von Aspergillus (A.) fumigatus nachgewiesen wurde (Gao et al., 2002), konnte
gezeigt werden, dass auch der Nachweis von 2-Pentylfuran im Atemgas von Patienten mit

einer Kolonisation mit A. fumigatus im Atmungstrakt assoziiert war (Chambers et al., 2009).

2.1.3 Physiologische Grundlagen
Herkunft freigesetzter VOCs

Klassifiziert man die vom Korper freigesetzten VOCs nach ihrem Ursprungsort, kann man
endogene und exogene Substanzen unterscheiden. VOCs endogenen Ursprungs entstehen
wihrend physiologisch oder pathologisch ablaufender, biochemischer Reaktionen im Inneren
des Organismus. Nur fiir wenige Substanzen endogenen Ursprungs konnten bislang die ihnen

zugrunde liegenden Syntheseprozesse aufgeklidrt werden. Die Bildungsprozesse sind u. a.
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bekannt fiir Isopren (2-Methylbuta-1, 3-dien), das wihrend der Biosynthese von Cholesterin
gebildet wird (Deneris et al, 1985; Stone et al, 1993), und Aceton (Propanon,
Dimethylketon), das ein Produkt des Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsels ist (Miekisch et al.,
2004). Beide gehoren zu den am hiufigsten im Atemgas nachgewiesenen Substanzen (Phillips
et al., 1999; Filipiak et al., 2012). Weitere bestitigt endogen gebildete VOCs gehoren den
Kohlenwasserstoffen bzw. den sauerstoff-, schwefel-, oder stickstofthaltigen organischen
Verbindungen an (Miekisch et al., 2004).

Bei bestehender Exposition konnen VOCs exogenen Ursprungs durch Resorption iiber Haut
oder Schleimhéute (z. B. Inhalation, Ingestion) aus der Umwelt in den Korper aufgenommen
werden (Beauchamp, 2011; Filipiak et al., 2012). Mogliche Eintragsquellen exogener VOCs
in den Organismus sind u. a. Nahrungsbestandteile (Taucher et al., 1996; Lindinger et al.,
1997), Arzneimittel (Harrison et al., 2003; Beauchamp et al., 2010) oder Bestandteile der
eingeatmeten Umgebungsluft (Mochalski et al., 2013; Pleil et al., 2013).

Eine eindeutige Unterscheidung von Substanzen endogenen und exogenen Ursprungs ist nach
dem aktuellen Kenntnisstand oft nicht moglich, da Entstehungs- oder Herkunftsprozesse der
meisten freigesetzten VOCs bisher nicht aufgeklart sind. Werden VOCs exogenen Ursprungs
nicht als solche erkannt, konnen sie zu falschen Schlussfolgerungen bei der Assoziation von
VOCs mit krankhaften Zustdnden fiihren und sind somit als potentielle StorgroBen bei der
Definition volatiler Biomarker anzusehen (Filipiak et al., 2012; Pleil et al., 2013).

Mikroorganismen, die den Makroorganismus kolonisiert oder infiziert haben, konnen durch
Synthese-, Um- und Abbauprozesse chemischer Verbindungen die Gesamtheit der im
Organismus vorhandenen VOCs beeinflussen (Thorn and Greenman, 2012). So hat die
intestinale Mikrobiota nicht nur das Potential das VOC-Profil von Stuhlproben zu
beeinflussen, sondern kann auch durch einen mdglichen Ubertritt von volatilen Substanzen
iiber die Darmwand in den Blutkreislauf des Makroorganismus (Kirsch et a/., 2012; Baranska
et al., 2013) die Zusammensetzung freigesetzter VOCs anderer biologischer Proben

verdndern.
Freisetzung von VOCs

Die Freisetzungskinetik von VOCs aus dem Korper ist neben den physikochemischen
Eigenschaften der Substanzen selbst vom jeweiligen Ausscheidungsorgan und der
Konstitution (z. B. Korperfettgehalt, Gesundheitszustand) des Makroorganismus abhingig.
VOCs endogenen und exogenen Ursprungs werden entsprechend ihrer physikochemischen
und biologischen Eigenschaften (z. B. MolekiilgroBe, Hydro- und Lipophilie, Polaritit,
Bindung an Plasmaproteine) im Korper umgebaut, verteilt oder gespeichert (Haick et al.,
2014). Stark lipophile Substanzen koénnen zundchst im Fettgewebe gespeichert und
anschlieBend mit zeitlicher Verzogerung freigesetzt werden (Haick ef al., 2014). Durch eine

intravasale Verteilung der volatilen Substanzen im Organismus konnen VOCs unabhingig
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vom Bildungs- oder FEintragungsort biologische Grenzflichen der verschiedenen
Ausscheidungsorgane erreichen und dort freigesetzt werden. Zum Beispiel gelangen VOCs
aus den Alveolarkapillaren iiber die alveolo-kapilldre Barriere in den Alveolarraum und somit
aus dem Blutkreislauf in die Ausatmungsluft (Schubert et al., 2001).

Zusammensetzung freigesetzter VOCs und Einflussfaktoren

Die Zusammensetzung der von den verschiedenen Probenmatrizes freigesetzten VOC-Profile
ist meist komplex. Sie kann aus zahlreichen, chemisch heterogenen Substanzen in sehr
unterschiedlichen Konzentrationen bestehen. Kiirzlich wurden alle bisher detektierten, von
augenscheinlich gesunden Menschen freigesetzten VOCs von de Lacy Costello et al. (2014)
in einer Ubersichtsarbeit zusammengestellt. Insgesamt wurden bisher 1840 verschiedene
VOCs ermittelt, wobei die hochste Anzahl unterschiedlicher Substanzen im ausgeatmeten
Gasgemisch (872 VOCs) detektiert wurde. Des Weiteren konnten 532 von der Haut
freigesetzte VOCs identifiziert werden. Jeweils im Headspace fanden sich 381 VOCs iiber
Stuhlproben, 359 VOCs iiber Speichelproben, 279 VOCs iiber Urinproben, 256 VOCs iiber
Milchproben und 154 VOCs {iber Blutproben. Die qualitative Zusammensetzung
verschiedener Probenmatrizes ist sehr unterschiedlich. Nur 12 der 1840 VOCs wurden
iiberlappend in allen Korperfliissigkeiten und in der Atemluft nachgewiesen. Hierbei handelt
es sich um Acetaldehyd, Aceton, Benzaldehyd, 1-Butanol, 2-Butanon, Hexanal, Heptanal,
Octanal, Pentanol, Benzol, Styrol und Toluol (de Lacy Costello et al., 2014).

Die Hauptkomponenten der exspiratorischen Fraktion des Atemgases sind Stickstoff (ca.
78 %), Sauerstoff (ca. 17 %), Kohlenstoffdioxid (ca. 4 %), Edelgase (ca. 1%) und
Wasserdampf. Einen geringen Anteil machen die endogen gebildeten, anorganischen Gase
Stickstoffmonoxid und Kohlenstoffmonoxid und nicht volatile Substanzen wie Isoprostane,
Cytokine, Lipoxine, Prostaglandine und Leukotriene, die im Atemkondensat gefunden
werden, aus (Munoz et al., 2015). Weiterhin sind bis zu mehreren hundert verschiedene
VOCs in einem Konzentrationsbereich von nmol/l bis pmol/l (parts per million by volume—
parts per trillion by volume; ppmV-pptV) enthalten (Schubert ef al., 2004). Die im Atemgas
vorhandenen VOCs gehoren iliberwiegend folgenden chemischen Gruppen an: gesittigte,
ungesdttigte und verzweigte Kohlenwasserstoffe, aromatische Verbindungen, Ketone,
Aldehyde sowie stickstoff- und schwefelhaltige organische Verbindungen (Miekisch et al.,
2014).

Das von einem Individuum freigesetzte VOC-Profil einer biologischen Probe kann aus
mehreren hundert Substanzen bestehen (Phillips ef al., 1999), wobei die qualitative und
quantitative Zusammensetzung der freigesetzten VOCs oft eine grofle inter- und
intraindividuelle Variabilitdt zeigt. Selbst in Studien mit gesunden Probanden und unter
standardisierten Bedingungen beziiglich Probenahme und Probenanalytik variierten die
detektierten VOC-Profile stark (Phillips et al., 1999; Turner et al., 2006; Garner et al., 2007;
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Ligor et al., 2008; Al-Kateb et al., 2013). Lebensstil und Phidnotyp des Probanden sind hier
wichtige Faktoren, die die qualitative und quantitative Zusammensetzung des VOC-Profils
beeinflussen. Die individuelle Expositionshistorie beziiglich exogenen Substanzen, z. B. aus
der Umgebungsluft (Beauchamp, 2011), durch das Rauchen (Gordon et al., 2002; Kischkel et
al., 2010) oder aus der Nahrung (Lindinger et al., 1997, Baranska et al., 2013), muss als
wichtiger Einflussfaktor angesehen werden. Genetisch veranlagte oder erworbene
morphologische und physiologische Eigenschaften des Probanden, wie das Alter (Taucher et
al., 1997; Spanel et al., 2007) oder der Korperfettgehalt (Haick et al., 2014), kénnen das
freigesetzte =~ VOC-Profil durch Beeinflussung ablaufender physiologischer und
pathophysiologischer Reaktionen sowie von Verteilungs-, Umbau- und
Speicherungsprozessen verdndern. Es konnte gezeigt werden, dass auch Variationen
physiologischer Parameter wéhrend der Probenahme einen Einfluss auf das resultierende
VOC-Profil haben, z. B korperliche Betdtigung (King et al., 2009), Verdnderung des
Atmungsmusters (Sukul et al., 2014) oder der Korperposition (Sukul ez al., 2015). Ein Modell
zu Prozessen und Einflussfaktoren, die die Qualitdt und Quantitit des VOC-Profils eines

Individuums beeinflussen, wird in Abbildung (Abb.) 1 gezeigt.

T
I . .
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Abb. 1: Modell beeinflussender Prozesse und Faktoren auf volatile organische Substanzen
(volatile organic compounds, VOCs) im Makroorganismus
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Die Auswirkung von Faktoren, die unabhingig vom pathologischen Zustand des Organismus
die Zusammensetzung der freigesetzten VOCs beeinflussen, sollten bei der Definition von
krankheits-assoziierten Biomarkern beachtet werden (Dummer et al, 2011). Um das
krankheitsbezogene VOC-Profil als Bestandteil des individuellen VOC-Profils definieren und
von letzterem abgrenzen zu konnen, sind Kenntnisse {iiber die physiologische
Schwankungsbreite und mogliche Einflussfaktoren freigesetzter VOCs gesunder Probanden

notig. Hierzu fehlen allerdings bislang belastbare Daten im Schrifttum.

2.2 Analytik von VOCs

Die Detektion von VOCs stellt hohe Anforderungen an das angewendete Analyseverfahren.
Die zu analysierenden volatilen Substanzen miissen hédufig in extrem niedrigen
Konzentrationen (pmol/l-nmol/l; pptV—ppbV) aus einer komplexen Probenmatrix detektiert
werden, die oft neben einer hohen chemischen Heterogenitit der vorhandenen Substanzen
auch groBe Mengen an Wasserdampf aufweist. Um VOCs als Markersubstanzen mit
(patho-) physiologischen Vorgédngen in Zusammenhang zu bringen, ist eine eindeutige
Identifizierung und besser noch Quantifizierung der Substanzen ndétig. Durch die noch
fehlende Etablierung standardisierter Methoden zur Probengewinnung, Analyse und
Datenauswertung sind bisherige Studienergebnisse in ihrer Vergleichbarkeit limitiert
(Miekisch et al., 2004; Haick et al., 2014; Beauchamp, 2015).

Probenahme

Als Probenmatrix zur Analyse von VOCs dienen gasformige Proben, z. B. das Atemgas oder
der Headspace liber fliissigen oder festen Proben, wie verschiedene Se- und Exkrete (z. B.
Urin, Kot, Speichel und Schweil}) (de Lacy Costello et al., 2014). Die Gewinnung der Proben
erfolgt mittels nicht invasiver Methoden, wodurch die VOC-Analyse eine hohe Akzeptanz bei
Patienten erfahrt. Ist durch die ortliche oder zeitliche Trennung von Probenahme und Analyse
eine voriibergehende Aufbewahrung der gasformigen Proben nétig, erfolgt dies iiberwiegend
mittels Gaskanistern oder speziellen Beuteln aus inerten Materialien, v. a. Tedlar bags, Teflon
bags und Nalophan bags (Beauchamp, 2015). Um geringe Mengen von VOCs nachweisen zu
konnen, ist flir einige Analyseverfahren eine vorherige Probenanreicherung ndétig. Die
Probenanreicherung kann physikalisch durch Kiihlfallen (Kryofokussierung; Boyaci et al.,
2010) oder mittels adsorptiver Bindung (Grote and Pawliszyn, 1997; Lord et al., 2010)
erfolgen. Spezielle Mikroextraktionstechniken, wie die Festphasenmikroextraktion (solid
phase microextraction; SPME) und die Needle Trap Mikroextraktion (NTME), ermdglichen
die gleichzeitige Probensammlung und Probenanreicherung und lassen sich mit der GC-MS-
Analytik kombinieren (Miekisch et al., 2014). Vorteile der beiden Mikroextraktionstechniken
sind u. a. ein geringes Probevolumen und eine schnell durchfiihrbare Probenahme (Miekisch
etal.,2014).

10
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Die Durchfithrung der Atemgassammlung ist kaum belastend fiir den Patienten, schmerzfrei
und beliebig oft wiederholbar. AuBlerdem ldsst sie sich am nicht kooperativen Patienten, wie
z. B. beatmeten Menschen auf der Intensivstation (Schubert et al., 2004) und Tieren (Ellis et
al., 2014), anwenden. Die Sammlung der VOCs kann gemischt-exspiratorisch oder
ausschlieBlich aus dem Alveolargas (Abb. 2) sowie aus einzelnen oder wiederholten
Atemziigen erfolgen (Beauchamp, 2015). Die exhalierte CO,-Konzentration stellt einen
direkten Marker fiir die alveolare Be- und Entliiftung dar. Mit Hilfe einer kontinuierlichen
CO,-Messung kann zwischen den Atmungsphasen unterschieden werden, was eine
kontrollierte Sammlung von VOCs ermoglicht. Eine Kontrolle der Probenahme kann auch
durch Detektion von exhaliertem Sauerstoff, Temperatur oder Gasfluss (Flow) erfolgen
(Miekisch et al., 2014).

PCO, Gemischt-exspiratorische Probenahme >
mm Hg Alveolare Probenahme_; kPa
60 — | Phase Phase Phase — 8
50 N U | PetCO; | |—7
1 | ) I
40 — | 0
| l 1
%0 | /lr | I
20 = 1| I V=3
‘o — Vo l I }-2
| I | I =1
0 - = | l — 0
- i } | — |
Exspiration Inspiration
Abb. 2: Schematische Darstellung eines physiologischen Kapnogramms und der
CO,-kontrollierten Atemgasprobenahme (modifiziert nach Miekisch ez al., 2004)
Phase I: CO,-freie Exspirationsphase (Gas aus dem anatomischen Totraum)
Phase II: Mischluft-Phase (Gas aus dem anatomischen Totraum und den Alveolen)
Phase III: Phase der alveolaren CO,-Ausatmung (Alveolargasphase oder Plateauphase)
PetCO,: endexspiratorischer oder endtidaler CO,-Partialdruck, maximale CO,-Konzentration

am Ende des Plateaus

Analyse

Analytische Methoden der VOC-Analyse werden in spezifische Verfahren mit Identifizierung
der chemischen Substanz und in unspezifische Verfahren mit Detektion volatiler Muster, aber

ohne Identifizierung einzelner Substanzen eingeteilt.

11
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Unter den spezifischen Verfahren gilt die Kombination von Gaschromatographie und
Massenspektrometrie als ,,Goldstandard* fiir die qualitative und quantitative Analyse von
komplexen Proben (Filipiak et al., 2012; Beauchamp, 2015). Dieses Verfahren bedarf einer
aufwendigen Probenahme und Probenanreicherung, ermoglicht aber eine eindeutige
Identifizierung und Quantifizierung von VOCs (Boots et al., 2012). Mittels GC werden die
nachzuweisenden Substanzen nach ihren physikochemischen Eigenschaften aufgetrennt. Nach
anschliefender Analyse mittels MS ergibt sich fiir die detektierten Verbindungen eine
charakteristische Kombination aus Massenspektrum (Masse-Ladungsverhiltnis und
Fragmentierungsmuster) und Retentionszeit. Mit Nachweisgrenzen im pptV-Bereich nach
vorheriger Probenanreicherung (Miekisch and Schubert, 2006) stellt die GC-MS eine hoch
sensitive Methode dar (Kim et al.,, 2012). Die Analyse mittels GC-MS ist zwar sehr
zeitaufwendig, jedoch fiir grundlegende Untersuchungen zur Identifizierung neuer volatiler
Biomarker unverzichtbar (Miekisch et al., 2014).

Zunehmend werden massenspektrometrische Verfahren wie die Protonen-Transfer-Reaktions-
Massenspektrometrie (engl. proton-transfer-reaction mass spectrometry; PTR-MS) (Herbig et
al., 2009; Zhan et al., 2013), die Selected-lon-Flow-Tube Massenspektrometrie (engl.
selected ion flow tube mass spectrometry; SIFT-MS) (Smith and Spanel, 2005; Spanel and
Smith, 2011), die Ionenmobilititsspektrometrie (engl. ion mobility spectrometry; IMS)
(Baumbach, 2009; Fink et al., 2014) und die iiber einen optischen Nachweis detektierende
Laserspektroskopie (McCurdy et al, 2007; Wang and Sahay, 2009) zur VOC-Analyse
eingesetzt. Fiir diese Verfahren ist eine zeitaufwendige Probenaufbereitung vor der Analyse
nicht notwendig. Dank der schnellen Analysezeit ist eine Vor-Ort-Detektion zuvor
identifizierter Markersubstanzen moglich. Diese Verfahren eignen sich jedoch nicht fiir die
Identifizierung unbekannter Substanzen und die Suche nach neuen Biomarkern (Miekisch and
Schubert, 2006; Kim et al., 2012; Miekisch et al., 2014).

Unspezifische =~ Verfahren @ wie  die  Differentielle = Ionenmobilititsspektrometrie
(engl. differential ion mobility spectrometry; DMS) (Purkhart et al., 2011), die Elektronische
Nase (e-nose) (Machado et al., 2005; Tran et al., 2010; Fens et al., 2013) und andere
Sensortechniken (Di Natale et al., 2014; Kurada et al., 2015; Munoz et al., 2015) kénnen
spezifische volatile Muster wiedererkennen, sind aber nicht fiir die Analyse unbekannter,
flexibler Substanzspektren geeignet. Die verwendeten Gerdte sind handlich, transportabel,
lassen sich einfach bedienen und haben kurze Analysezeiten. Perspektivisch kdnnen sie daher
in der klinischen Anwendung fiir ein Point-of-care Testing (patientennahe Schnelltestung vor

Ort) geeignet sein.

Der Einsatz unspezifischer Analyseverfahren mit reduzierten Analyse- und Auswertezeiten ist

aber erst dann sinnvoll, wenn zuvor die Identifizierung zuverldssiger Biomarker und

12
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moglicher Stérgrofen durch ein zeitlich und technisch aufwendigeres Verfahren stattgefunden
hat.

2.3 Aspekte bei der Nutzung von VOC:s in der veterinidrmedizinischen
Diagnostik

Auch in der Veterindrmedizin besteht ein grofes Interesse an der Nutzung von VOCs zu
diagnostischen Zwecken. Studien zur Anwendung der VOC-Analyse in der Veterindrmedizin
wurden bereits bei diversen Tierarten durchgefiihrt, u. a. bei Ratten (Moorhead et al., 2011;
Guaman et al., 2012; Bos et al., 2013; Albrecht et al., 2015), Hunden (de Oliveira et al.,
2008; Dissanayake et al., 2012; Wang et al., 2014) und Dachsen (Fend et al., 2005; Spooner
et al., 2009). Bislang bekannte Studien zur Diagnostik verschiedener Krankheitsbilder bei

Wiederkauern sind in Tabelle (Tab.) 1 zusammengefasst.

Das Auftreten eines siillich-fruchtigen Geruchs in der Ausatmungsluft, der Milch und dem
Urin von an der Stoffwechselerkrankung Ketose leidenden Rindern ist ein lang bekanntes
Phinomen in der Veterindrmedizin. Dobbelaar et al. konnten 1996 erstmals einen
Zusammenhang zwischen einer erhohten Konzentration von B-Hydroxybutyrat im Serum
sowie von Acetoacetat und Aceton in der Milch und einem gesteigerten Gehalt an Aceton im

Atemgas von Rindern belegen.

Ein Schwerpunkt der bisher im Schrifttum dokumentierten Untersuchungen liegt auf der
Diagnostik von Infektionskrankheiten unterschiedlicher Wiederkduerspezies. Mehrere
Studien fokussierten sich dabei auf Infektionen mit Mycobacterium bovis (Tuberkulose) und
MAP (Paratuberkulose). Dabei wurden unterschiedliche Analyseverfahren (GC-MS, e-nose
und DMS) angewendet und die Eignung verschiedener Probenmatrizes, wie z. B. Atemgas,
Blutserum und Kot, gepriift. Bei der Untersuchung von fliichtigen organischen Substanzen im
Atemgas und im Headspace iliber Kotproben von experimentell mit MAP infizierten Ziegen
mittels DMS zeigten sich Verdnderungen in deren Signalmustern gegeniiber denen von nicht
infizierten Ziegen (Purkhart et al, 2011). Eine Identifizierung der zugrunde liegenden
diskriminierenden VOCs war in dieser Studie mittels der eingesetzten DMS jedoch nicht
moglich. Die Identifizierung von krankheits-assoziierten Biomarkern befindet sich aktuell auf
dem Niveau von Pilotstudien. Zwar konnen héufig potentielle Markersubstanzen identifiziert
werden, die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit mit anderen Studien ist aber meist nicht
moglich (Beauchamp, 2015; Brodrick et al., 2015).

13
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Tab. 1: Ubersicht iiber bereits durchgefiihrte Studien zur Nutzung von VOCs zur Diagnostik
von Erkrankungen bei Wiederkiuern

Erkrankung Tierart Probenmatrix Analyseverfahren Referenz
Infektionskrankheit
Tuberkulose Rind Blutserum Elektronische Nase Fend et al., 2005
(M. bovis)
Rind Atemgas GC-MS, Sensor Peled et al., 2012
arrays
Rind Atemgas GC-MS Ellis et al., 2014
Rind Blutserum Elektronische Nase  Cho et al., 2015
Paratuberkulose Rind Blutserum Elektronische Nase  Knobloch et al., 2009
(MAP)
Ziege  Atemgas, Kot DMS Purkhart et al., 2011
Ziege  Atemgas, Kot GC-MS Bergmann et al., 2015
Brucellose Rind Blutserum Elektronische Nase  Knobloch et al., 2009
(Brucella subspecies)
Bison  Atemgas GC-MS, Sensor Bayn et al., 2013
arrays
Atemwegsinfektionen Rind Atemgas GC-MS Spinhirne et al., 2004
Rind Blutserum Elektronische Nase Knobloch et al., 2010
Stoffwechselerkrankung
Ketose Rind Atemgas GC-MS Dobbelaar et al., 1996
Rind Atemgas Elektronische Nase, Elliott-Martin ef al., 1997
GC-MS, FTIR
Rind Atemgas GC-MS Mottram et al., 1999

VOCs - volatile organic compounds; M. - Mycobacterium;

MAP - Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis; subsp. - subspecies;

DMS - Differentielle lonenmobilititsspektrometrie; FTIR - Fourier-Transform-

Infrarotspektroskopie; GC-MS - Gaschromatographie-Massenspektrometrie.

14
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2.4 Aus dem Kenntnisstand der Literatur abgeleiteter Forschungsbedarf

Fiir die Verwendung von volatilen Biomarkern in diagnostischen Tests ist das zuverlédssige
Auftreten eines bestimmten Reaktionsmusters der diskriminierenden Substanzen infolge des
zu testenden krankheits-assoziierten Zustands eine wichtige Voraussetzung. Selbst bei
gesunden Probanden tritt eine hohe Variabilitit in den freigesetzten VOC-Profilen auf. Zudem
sind fiir die meisten bisher identifizierten, krankheits-assoziierten VOCs die zu deren Abbau
oder Bildung fiihrenden pathophysiologischen Hintergriinde und biochemischen Prozesse

noch nicht aufgeklart.

Um die durch physiologische Prozesse verursachten Verdnderungen im VOC-Profil von
krankheits-assoziierten Reaktionsmustern abgrenzen zu konnen, ist ein generelles und
grundlegendes Verstindnis von nicht pathologischen Faktoren als mdgliche Einflussgrof3en
und deren Auswirkung auf das resultierende VOC-Profil notig. Unterschétzt man diese
physiologisch auftretenden Einflussfaktoren, konnen sie bei der Suche nach
krankheitsspezifischen VOC-Profilen oder Biomarkern zu falschen Schlussfolgerungen

fiihren und die Zuverldssigkeit diagnostischer Tests reduzieren.

Bislang fehlen jedoch im Schrifttum gut dokumentierte, systematische Studien zur
Evaluierung der biologischen Variabilitit von VOC-Profilen sowie zum Einfluss definierter
physiologischer Zustidnde bei Mensch und Tier. Letztere sind in der Humanmedizin nur sehr
begrenzt durchfiihrbar, da eine Standardisierung moglicher EinflussgrofSen aus der Umgebung
und des individuellen Lebensstils der Probanden kaum moglich ist. Im Gegensatz dazu
ermoglichen Untersuchungen an definierten Tiermodellen einen weitaus hoheren Grad der
Standardisierung, da z. B. Haltungs- und Fiitterungsbedingungen homogen gestaltet werden
und evtl. Storgrofen aus der Umgebung der Tiere minimiert werden konnen. Das ist
vorteilhaft bei der isolierten Betrachtung des Einflusses einzelner physiologisch auftretender
Einflussfaktoren auf resultierende VOC-Profile, wofiir — wie bereits erwdhnt — noch
erheblicher Forschungsbedarf besteht.
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Aufgabenstellung und Rahmenbedingungen

Das langfristige Ziel eines von der DFG geforderten Kooperationsprojektes des Friedrich-
Loeffler-Instituts (FLI) und der Universitdt Rostock besteht darin, VOCs als Biomarker fiir
eine Infektion mit dem Bakterium Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP)
zu identifizieren und einer Schnelldiagnostik zugédnglich zu machen (Forderkennzeichen:
RE 1098/4-1, RE 1098/4-2, SCHU 1960/4-1, SCHU 1960/4-2).

Die Paratuberkulose ist eine durch MAP hervorgerufene Infektionskrankheit bei Haus- und
Wildwiederkéduern, die weltweit zu erheblichen wirtschaftlichen Verlusten fiihrt (Hasonova
and Pavlik, 2006; McKenna et al., 2006). Die Ansteckung der Tiere erfolgt bereits wahrend
der ersten Lebenswochen, wogegen sich ein unspezifisches klinisches Erscheinungsbild
infolge der chronisch granulomatdosen Darmentziindung erst nach bis zu fiinf Jahren
manifestiert (Doyle and Spears, 1951; Whitlock and Buergelt, 1996). Die Diagnostik in der
friihen Phase der Infektion ist mittels aktuell verfligbarer Untersuchungsmethoden (direkter
Erregernachweis mittels kultureller Untersuchung oder Polymerase-Kettenreaktion (PCR) von
Kot- oder Milchproben; indirekter Erregernachweis mittels Gamma-Interferon-Test oder dem
Nachweis spezifischer Antikorper) gegenwirtig noch nicht sicher moglich (Kohler et al.,
2008; Nielsen and Toft, 2008). Eine Friitherkennung infizierter Tiere bereits in der initialen
Phase der Infektion ist jedoch eine Grundvoraussetzung fiir eine bessere Kontrolle der

Paratuberkulose in den Bestdnden (Bundesministerium fiir Verbraucherschutz, 2005).

Innerhalb dieses Projektes gelang die Identifizierung von VOCs, die wihrend Vermehrungs-
und Stoffwechselprozessen von MAP in vitro freigesetzt werden (Trefz et al., 2013; Kiintzel
et al., 2016). Des Weiteren wurden im Rahmen eines bereits etablierten Tiermodells (Kohler
et al., 2015) VOCs identifiziert, die sich potentiell als Biomarker fiir MAP-Infektionen eignen
konnten (Bergmann et al., 2015) (Anlage Al). Fiir die Diagnostik interessante, fliichtige
Verbindungen wurden zum einen im Atemgas von experimentell mit MAP infizierten Ziegen
und zum anderen im Headspace iiber deren Kotproben detektiert. Fiir beide Probenmatrizes
fiel allerdings auf, dass die Variabilitit der VOC-Profile innerhalb des
Untersuchungszeitraums von einem Jahr, welcher zugleich das erste Lebensjahr der Tiere
umfasste, erheblich war. Besonders die VOC-Profile der noch milchsaugenden Ziegen aus der
frithen Phase des Untersuchungszeitraums schienen variabler zu sein als die spéteren VOC-
Profile der verdauungssphysiologisch gereiften Tiere. Es galt, die physiologische Variabilitit
und deren Einflussfaktoren im o. g. Ziegenmodell detailliert zu untersuchen, so dass zukiinftig
fliichtige Biomarker physiologischer Prozesse bekannt und von denen, die eine MAP-

Infektion widerspiegeln, abgrenzbar sind.
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Die beiden dieser Dissertationsschrift zugrunde liegenden Studien ordnen sich in das

beschriebene Gesamtprojekt ein und widmen sich folgender Arbeitshypothese:

Potentielle, volatile Biomarker im Atemgas und im Headspace tiiber Kotproben

gesunder Ziegen werden durch physiologische Prozesse beeinflusst.

Die Uberpriifung dieser Hypothese wurde in standardisierten GroBtiermodellen an klinisch

gesunden Ziegen in den folgenden Langsschnittstudien durchgefiihrt.

STUDIE I

Wihrend des ersten Lebensjahres entwickeln sich Ziegen von milchsaugenden
Ziegenlimmern zu sich rein pflanzlich erndhrenden Wiederkduern. Mit Umstellung des
Fiitterungsregimes und zunehmendem Alter kommt es zu signifikanten Verdnderungen in der

korperlichen Entwicklung, den Verdauungsvorgingen und dem Metabolismus der Ziegen.
Hieraus ergab sich die folgende Fragestellung:

Welchen Einfluss haben die Anpassung der Futterration sowie die somatische und
metabolische Reifung auf die VOC-Profile im Atemgas und im Headspace iiber

Kotproben bei gesunden Ziegen wihrend des ersten Lebensjahres?

STUDIE II

Infolge der morgendlichen Futteraufnahme und den nachfolgend im Organismus ablaufenden
Verdauungsvorgédngen kommt es bei gesunden Ziegen zu Verdnderungen der im Blutkreislauf

vorhandenen Metaboliten.
Hieraus ergab sich die folgende Fragestellung:

Wie und in welchem Zeitfenster beeinflusst die Futteraufnahme das emittierte

VOC-Profil im Atemgas gesunder Ziegen?

Beide Studien wurden im Rahmen genehmigter Tierversuche durchgefiihrt. Zulassende
Behorde war das Thiiringer Landesamt fiir Verbraucherschutz (TLV); ehemals Thiiringer
Landesamt flir Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz (TLLV). Die zugehorigen
Registrierungsnummern waren 04-001/11 (STUDIE I) und 04-002/12 (STUDIE II). Die Haltung
der Tiere wihrend der Versuchsdurchfiihrung erfolgte unter fachlicher Aufsicht des
zustdndigen Amtstierarztes innerhalb der genehmigten Versuchstierhaltung des FLI am

Standort Jena. Die zustdndige Tierschutzbeauftragte konnte uneingeschrinkt tétig sein.
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3.2 Tiere, Material und Methoden

3.2.1 Haltung, Fiitterung und Gesundheitszustand der Tiere

Alle in die Untersuchungen einbezogenen Ziegen (STUDIE I: Anzahl (n)=15, STUDIE II: n=9)
gehorten der Rasse ,,Thiringer Wald Ziege* an und entstammten demselben
Herkunftsbestand. Die Einstallung in das FLI erfolgte im Alter von 8 bis 16 Tagen (STUDIE I)
bzw. im Alter von 9 bis 17 Tagen (STUDIE II). Das Geschlecht der Tiere war vorwiegend
mannlich, da weibliche Tiere im Herkunftsbestand zur Remontierung verblieben. Alle
mannlichen Ziegen wurden im Alter von 8 Wochen kastriert. Innerhalb jeder Studie wurden
die Ziegen als Gruppe gemeinsam und ohne Kontakt zu anderen Tieren in einem
geschlossenen Raum unter denselben klimatischen Bedingungen gehalten. Als Einstreu diente

Stroh, das alle zwei Wochen komplett erneuert wurde.

Die Fiitterung wurde dem Entwicklungsstand der Tiere angepasst und von einer Erndhrung
mit Milchaustauscher-Trianke (Denkamilk Capritop, Denkavit Futtermittel GmbH, Warendorf,
Deutschland) auf ein  Alleinfuttermittel fiir Lammer (Alleinfuttermittel  fiir
Ziegenmastlammer, Landhandelsgesellschaft eG, Schmdlin, Deutschland) und schlieBlich auf
ein Alleinfuttermittel fiir erwachsene Ziegen (Milchleistungsfutter, Landhandelsgesellschaft
eG, Schmolln, Deutschland) umgestellt. Trinkwasser, Heu und Mineralfutter in Form von
Salzlecksteinen (Blattimin, Hoveler Spezialfutterwerke GmbH und Co. KG, Dormagen,

Deutschland) standen den Tieren jederzeit zur freien Verfiigung.

Ein mikrobiologisches Screening zum Zeitpunkt der Einstallung sowie die regelméfige
metaphylaktische Behandlung gegen Endo- und Ektoparasiten konnte die Abwesenheit
relevanter Infektionen sicherstellen. Der Gesundheitszustand aller Tiere wurde durch eine
tagliche, klinische Untersuchung und die im Anschluss an die Studien durchgefiihrte Sektion

mit pathologisch-anatomischer Untersuchung erfasst.

Weitere Details zur Charakterisierung der Tiere finden sich in den jeweiligen Publikationen
(STUDIE I und II).

3.2.2 Analytik der VOCs

In STUDIE I wurden fliichtige organische Substanzen im exhalierten Atemgas sowie im
Headspace iiber Kotproben der Ziegen analysiert. Zusétzlich erfolgte zu Vergleichszwecken
die Analyse der in der inhalierten Luft der Ziegen vorhandenen VOCs durch Probenahme der
umgebenden Raumluft auf Kopfhohe der Ziegen. In STUDIE Il erfolgte die Analyse der
volatilen organischen Verbindungen im Atemgas der Ziegen und ebenfalls vergleichsweise
der VOCs in der umgebenden Raumlutt.

In beiden Studien kam eine automatisierte, CO,-gesteuerte Probenahmetechnik zur Sammlung
der VOCs aus dem Atemgas zum Einsatz (Abb. 3 a, b). Mit Hilfe eines in das
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Probenahmesystem integrierten Kapnometers wurde der CO,-Gehalt des exhalierten
Gasgemisches kontinuierlich iiberwacht. Bei Erreichen der Alveolargasphase offnete sich
automatisch ein CO,-getriggertes Ventil. Durch den vom Probenahmegerit erzeugten
Unterdruck wurde das exhalierte Gas durch das Needle Trap Device (NTD) geleitet. Somit
konnte gewéhrleistet werden, dass das aus dem anatomischen Totraum stammende Exhalat
verworfen und volatile Substanzen aus dem alveolaren Gasgemisch am Ende der
Ausatmungsphase gesammelt wurden. Filir eine automatisierte, standardisierte und
kontrollierte Sammlung der in der Raumluft vorhandenen VOCs wurde das gleiche
Probenahmesystem eingesetzt, jedoch unter Ausschluss der CO,-Konzentration als

Steuerparameter (Abb. 3 ¢).

Abb. 3: Das automatisierte Needle Trap Mikroextraktions (NTME)-Probenahmesystem
Automatisierte, CO,-gesteuerte Probenahme von VOCs aus dem alveolaren Atemgas bei spontan
atmenden Ziegen mittels NTME-Probenahmesystem (a, b; entnommen aus Fischer et al., 2015).
Automatisierte, kontrollierte Probenahme von VOCs aus der umgebenden Raumluft auf Kopthohe der
Ziegen mittels NTME-Probenahmesystem (c).

A - Atemmaske; B - CO,-Sensor; C - Needle Trap Device (NTD), umihiillt von einem Schutzschlauch
zur mechanischen Stabilisierung; D - CO,-gesteuertes Ventil; E - Automatisiertes NTME-
Probenahmesystem mit integrierter Kapnometrie und Pumpensystem, verbunden mit B und D.
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Die Kotproben wurden von jedem Tier einzeln gesammelt und in spezielle, luftdicht

verschlossene und mit einem Septum versehene Headspace-Gliser tiberfiihrt.

Eine Probenanreicherung erfolgte im Atemgas und der Raumluft mit Hilfe der NTME und im
Headspace iiber Kotproben mittels SPME. Die adsorbierten VOCs wurden im Injektor des
Gaschromatographen mittels thermischer Desorption freigesetzt, gaschromatographisch
aufgetrennt und mittels MS detektiert. Die Analyse der Proben wurde in weniger als
48 Stunden nach Probenahme durchgefiihrt. Die Identifizierung erfolgte durch Abgleich der
Massenspektren einzelner Peaks des Chromatogramms mit einer massenspektrometrischen
Datenbank (National Institute of Standardization and Technology; NIST 2005, Gatesburg,
PA, USA). Um eine eindeutige Identifizierung sicher zu stellen, wurden zusétzlich
Retentionszeiten und  Fragmentierungsmuster der  Massenspektren von  puren
Referenzsubstanzen bestimmt und abgeglichen. Die Quantifizierung basierte auf einer

Kalibration mit reinen Referenzsubstanzen.

Weitere Details beziiglich der Analytik der VOCs sind in der jeweiligen Publikation dargelegt
(STUDIE I und II).

3.2.3 Studiendesign

STUDIE I

Die Untersuchungen erfolgten an klinisch gesunden Ziegen (n=15) wéhrend des ersten
Lebensjahres (3.—57. Lebenswoche) (Abb. 4). Die Futterration wurde wahrend der ersten drei

Lebensmonate von einer Trinke mit Milchaustauscher auf eine rein pflanzliche Erndhrung

umgestellt.
Alter 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 57
(LebenSWOChe) | 1 1 1 I | N N N N Y N A A | | ) NN I N Y N N . - | | ) N I N Y N N . - | I | N T I N N - | I L1 1 1 |
VOC-Analyse | 1I LI * T I T T T T TT | 1I L L L L | T * L * 1T | 1T * LI | tI L
(Lebenswoche) 4 8 21 32 36 44 51
Fiitterung IMAT MAT + KF KF
Blutentnahme X X X X X X X X X X X X X X
Ziegen (n) 15 13 10 7

Abb. 4: Schematische Ubersicht iiber den Versuchsablauf (STUDIE I)
VOC - volatile organic compound; MAT - Milchaustauscher-Trianke; KF - Kraftfutter; n - Anzahl der
Tiere.

Um die Einfliisse der Umstellung des Fiitterungsregimes und des zunehmenden Alters der
Tiere auf die freigesetzten VOC-Profile zu erfassen, wurden — wie in Abb. 4 illustriert — zu

sieben Zeitpunkten die detektierbaren VOCs zeitgleich im Atemgas, der Raumluft und im
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Headspace iiber Kotproben analysiert. Fiir das zeitgleiche Monitoring der korperlichen und
metabolischen Entwicklung wurden die Verldufe der Korpertemperatur, der Atmungsfrequenz
und der Korpermasse sowie die Konzentrationen von Glucose, Totalprotein und Albumin im

venoOsen Blut der Tiere erfasst.

Eine kontinuierliche Uberwachung des Gesundheitszustands der Tiere erfolgte im Rahmen
einer tédglich stattgefundenen klinischen Untersuchung eines jeden Einzeltiers. Die
Versuchstiere dienten zusétzlich als gesunde Kontrolltiere in einer weiteren Studie (Kriiger et
al., 2015), in deren Ablauf regelmiBig durchzufiihrende Sektionen mit pathologischer
Untersuchung unumgénglich waren. Dadurch kam es zu einer Reduzierung der Anzahl der in

den Versuch eingeschlossenen Ziegen im Versuchszeitraum (Abb. 4).
STUDIE IT

Die Untersuchungen wurden ebenfalls an klinisch gesunden Ziegen (n=9) und im Rahmen
eines standardisierten Grof3tiermodells durchgefiihrt. Da das Ziel dieser Studie darin bestand,
den unmittelbaren Einfluss der allmorgendlichen Futteraufnahme zu evaluieren, erfolgte die
Sammlung von VOCs aus dem Atemgas unmittelbar vor der Aufnahme von Kraftfutter am
Morgen (7:30 Uhr), sowie 60 Minuten, 150 Minuten und 240 Minuten nach der Fiitterung. Zu
jedem dieser vier Messzeitpunkte wurden zwei Atemgasproben je Tier gewonnen. Zu
Vergleichszwecken erfolgte die Beprobung der Raumluft zu jedem Messzeitpunkt, und zwar
jeweils unmittelbar vor der Sammlung der Atemgasproben (Abb. 5). Die Studie umfasste

zwei identische Messkampagnen in einem Abstand von 4 Wochen.

Futteraufnahme (FA)
Krafifutter
vor FA T +60 min +150 min +240 min
X(I)O X(I)O X(I)O X(I)O

X - Raumluft
0 - Atemgas

Abb. 5: Design der Probenahme fiir eine Messkampagne (STUDIE II)
Die Probenahme des Atemgases wird exemplarisch fiir ein Versuchstier dargestellt.
min - Minuten.

Die Wiederholungen der Probenahmen des Atemgases bei jeder Ziege zu jedem Zeitpunkt
und in einer zweiten Messkampagne nach 4 Wochen erfolgten, um die inter- und
intraindividuelle Variationsbreite sowie die Reproduzierbarkeit der Untersuchungen

abschitzen zu konnen. Zum Zeitpunkt der ersten Messkampagne waren die Tiere 10 Monate
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alt, zum Zeitpunkt der zweiten 11 Monate. Eine jede Messkampagne umschloss drei
aufeinanderfolgende Versuchstage, wobei an einem Versuchstag jeweils von drei Ziegen
Proben gesammelt und die Reihenfolge der Tiere zwischen den Messkampagnen randomisiert

wurde.

Weitere Details der Studiendesigns sind in der entsprechenden Publikation dargelegt.
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5 Diskussion

Fiir einen verldsslichen Einsatz von volatilen Biomarkern zur Diagnostik von Krankheiten
sind Kenntnisse iiber die biologische Variabilitdit und mdogliche Einflussfaktoren notig. In
zwei Studien wurde erstmals der Einfluss der Erndhrung und des Alters (STUDIE I) sowie der
Futteraufnahme (STUDIE II) auf potentielle, volatile Biomarker bei gesunden Ziegen
untersucht. Durch die Standardisierung moglicher Storgrofen (Fiitterungsregime, physische
Konstitution, Umwelteinfliisse, u.a.) bot das bereits etablierte Grofitiermodell gute
Voraussetzungen fiir eine valide Untersuchung physiologisch auftretender Einflussfaktoren.
Die automatisierte, standardisierte und kontrollierte Probenahme und Probenanreicherung mit
Hilfe spezieller Mikroextraktionsverfahren in Kombination mit der GC-MS-Analyse
ermdglichte eine verldssliche Identifizierung und Quantifizierung der volatilen Substanzen.
Die Ergebnisse der beiden Studien bestitigten einen signifikanten Einfluss der untersuchten
physiologischen Prozesse auf freigesetzte VOCs. Die Erkenntnisse beider Studien sind von
grofler Relevanz bei der zukiinftigen Definition von Biomarkern fiir pathophysiologische

Prozesse bei Ziegen.

5.1 Validitit und Relevanz der experimentellen Studien

5.1.1 Beurteilung des Tiermodells

In den beiden tierexperimentellen Studien mit Ziegen wurden homogene Tiergruppen
beziiglich Tierart, Rasse und Alter eingesetzt. Die Ziegen entstammten nicht infizierten
Kontrollgruppen aus einem definierten und gut dokumentierten Infektionsmodell, das sich an
dem bereits etablierten Modell von Kd&hler ez al. (2015) orientierte. Alle Tiere stammten aus
demselben Herkunftsbetrieb. Die Tiere jeweils einer Studie lebten unter einheitlichen
Haltungsbedingungen, insbesondere beziiglich des Fiitterungsregimes (Menge und Art des
Futters, Fiitterungszeiten), und waren allzeit den gleichen, von auflen einwirkenden

Umwelteinfliissen (klimatische Einfliisse, Aufnahme exogener Substanzen) ausgesetzt.

Durch den Umfang der Standardisierung bot das eingesetzte Tiermodell beste
Voraussetzungen fiir eine isolierte Betrachtung der in beiden Studien untersuchten,
physiologisch auftretenden Einflussfaktoren ohne Ausschluss der natiirlich vorkommenden
biologischen Vielfalt und Variabilitit. Der Einsatz eines standardisierten Grofitiermodells fiir
die Untersuchung von physiologisch auftretenden Einflussfaktoren wurde als vorteilhaft
gegeniiber Studien mit menschlichen Probanden angesehen. Bei letzteren wére eine
Standardisierung der Probandengruppe und anderer Rahmenbedingungen in einem
vergleichbaren Umfang nicht moglich. In Studien an Menschen wurde die Zusammensetzung
der freigesetzten volatilen Substanzen durch individuelle Unterschiede in der
Erndhrungsweise (Lindinger ef al., 1997; Baranska et al., 2013), der physischen Konstitution
(Spanel et al., 2007; Haick et al., 2014), des Gesundheitszustands (Spanel and Smith, 2011),
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der Arzneimitteleinnahme (Miekisch et al., 2008; Berchtold et al., 2014), des Zigaretten- und
Drogenkonsums (Kischkel et al., 2010; Filipiak et al., 2012; Wei et al., 2016) sowie der
einwirkenden Expositionen aus der Umwelt (Pleil et al, 2011; Filipiak et al., 2012)
beeinflusst. Ein nicht abschitzbarer Einfluss durch nicht standardisierte Faktoren kann jedoch
zu einer Verfilschung bei der gezielt isolierten Untersuchung des Einflusses einzelner

physiologisch auftretender Prozesse fiihren.

Die Auswahl der Versuchstierart Ziege erfolgte aus zwei Griinden. Zum einen liegt ein
Schwerpunkt der aktuellen Forschung auf der Nutzung von volatilen Biomarkern in der
Infektionsdiagnostik bei Wiederkduern (Tab.1, Kapitel 2.3). Zum anderen bietet der Einsatz
von Ziegen in tierexperimentellen Studien Vorteile gegeniiber den ebenfalls wiederkduenden
Rindern. Aufgrund der geringeren Korpergrof3e von Ziegen ist die Handhabung dieser Tierart
einfacher und bedarf weniger personellen Aufwands. Anschaffung und Haltung von Ziegen
sind weniger kostenintensiv. Sie haben einen geringeren Platzbedarf als Rinder und die

entstehenden Futterkosten sind niedriger.

Die klinische Gesundheit der in beiden Studien eingesetzten Tiere konnte durch ein
mikrobiologisches Screening vor Beginn der jeweiligen Studie, prophylaktische
Behandlungen gegen Endo- und Ektoparasiten und tégliche, klinische Untersuchungen im
Verlauf der Studien sowie zum Abschluss durch eine pathologisch-anatomische

Untersuchung bestitigt werden.

Fazit: Das in den tierexperimentellen Studien eingesetzte caprine Groftiermodell erwies sich
durch den Umfang der Standardisierung als geeignet zur isolierten Untersuchung
physiologischer FEinflussgrolen auf freigesetzte VOCs und kann fiir weitere Studien

empfohlen werden.

5.1.2 Beurteilung der Analytik der VOCs

Fiir eine zuverldssige Analyse der VOCs erfolgte die Probenahme aus den Probenmatrizes
Atemgas, Raumluft und Kot automatisiert, kontrolliert und standardisiert. Um den hohen
Anforderungen an eine eindeutige Identifizierung und verldssliche Quantifizierung der
volatilen Substanzen zu entsprechen, kamen speziell adaptierte Mikroextraktionsverfahren
(SPME, NTME) in Kombination mit der GC-MS-Analyse zum Einsatz.

Mittels SPME erfolgte die Extraktion und Adsorption der im Headspace iiber den Kotproben
vorhandenen VOCs (STUDIE I). Die SPME hatte sich zuvor bereits fiir das Headspace-
Sampling verschiedener biologischer Proben (Mills and Walker, 2000; Trefz et al., 2013) und
insbesondere Headspace-Untersuchungen von Kotproben (Mills and Walker, 2000; Garner et
al., 2007; De Lacy Costello et al., 2008; Garner ef al., 2008; Dixon ef al., 2011; Couch et al.,
2013) bewihrt. Bei der SPME handelt es sich um ein Extraktionsverfahren, das auf einem

Verteilungsgleichgewicht der Analyten zwischen der Probenmatrix und der SPME-Faser
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beruht. Die SPME-Faser besteht aus Quarz und einem Uberzug aus adsorbierendem Material.
Die Kombination verschiedenartiger Adsorbentien auf einer SPME-Faser erhoht die globale
Erfassung der Analyten mit einer groBBen chemischen Diversitit, wie sie typischerweise von
biologischen Proben, wie Kotproben, freigesetzt werden (Dixon ef al., 2011). Die in STUDIE I
verwendete Kombination von Polydimethylsiloxan (PDMS) und Carboxen eignet sich
besonders zur Spurenanalyse leicht fliichtiger Verbindungen und wurde bereits erfolgreich in
vorherigen Studien eingesetzt, die VOCs aus dem Headspace iiber Kotproben extrahierten
(Garner et al., 2007; De Lacy Costello et al., 2008; Garner et al., 2008). Aufgrund der
ortlichen Gegebenheiten wurden die Kotproben in verschlossenen Headspace-Gldsern zum
Ort der Analyse iiberfithrt. Eine lagerungsbedingte Verdnderung der im Headspace
vorhandenen VOC:s ist nicht auszuschlieBen. Um diesen Einfluss mdglichst gering zu halten,
wurden die Proben gekiihlt und moglichst schnell der Analyse zugefiihrt. So konnte
gewihrleistet werden, dass die zeitliche Differenz zwischen Probengewinnung und

Probenanalyse nicht mehr als 72 Stunden betrug.

Die Mikroextraktion der im Atemgas und der Raumluft vorhandenen VOCs wurde mittels
NTME durchgefiihrt (STUDIE I wund II). Die NTME ist ein volumenbasiertes
Mikroextraktionsverfahren (Lord et al., 2010), bei der die Menge extrahierter Analyte durch
Erhohung des Probevolumens gesteigert wird (Mieth et al., 2009; Filipiak et al., 2012; Trefz
et al., 2012; Trefz et al., 2013). Bei der fiir die NTME verwendeten NTDs handelt es sich um
Nadeln aus Edelstahl, die mit einem festen, adsorbierenden Material gefiillt sind. Gasférmige
Proben werden durch die Nadeln hindurch geleitet und kommen so mit den Adsorbentien in
Kontakt. Eine geeignete Auswahl bzw. Kombination von Fiillmaterialien ermdglicht die
Adsorption von VOCs verschiedener Substanzgruppen geméf deren physikochemischen
Eigenschaften (Miekisch and Schubert, 2006; Trefz et al., 2013; Miekisch et al., 2014).

In STUDIE I wurden mit Polymeren gefiillte NTDs verwendet. Diese zeigten bei Trefz et al.
(2012) sehr gute Eigenschaften beziiglich Reproduzierbarkeit und Sensitivitdt fiir die
getesteten VOCs. Durch die von Trefz ef al. (2013) neu gewonnenen Erkenntnisse entschied
man sich bei STUDIE II fiir die Verwendung von NTDs, die mit drei verschiedenen
adsorbierenden Materialien (Divinylbenzol, Carbopack X, Carboxen 1000) gefiillt waren.
Wihrend die Mikroextraktion bei den dreifach gefiillten NTDs durch den hohen
Feuchtigkeitsgehalt der Atemgasproben nicht negativ beeinflusst wurde, fiel die Effizienz der
Extraktion bei den mit Polymeren gefiillten NTDs geringer aus. Die dreifach gefiillten NTDs
zeigten auflerdem einen geringeren Durchbruch nicht adsorbierter VOCs im Vergleich zu den
einfach gefiillten NTDs. Trefz und Kollegen zeigten auflerdem, dass die extrahierte Menge
einiger VOCs bei den mit Polymeren gefiillten NTDs mit steigendem Probevolumen nicht

linear anstieg (Trefz et al., 2013).
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Durch die rdumliche Trennung der Probenahme (Atemgas und Raumluft) im Tierraum und
der Analyse mittels GC-MS im Labor war ein Transport der NTDs notig. Es konnte sicher
gestellt werden, dass die Analyse bei allen Proben innerhalb von 48 Stunden nach
Probenahme erfolgte. Mieth ef al. (2009) und Trefz et al. (2012) stellten fiir einen Zeitrahmen
von zwei Tagen eine gute Lagerfahigkeit fiir mit Teflon-Kappen verschlossene NTDs fest. So
konnte sicher gestellt werden, dass bei der Detektion volatiler Substanzen Artefakte infolge

der Lagerung in Form von Kontamination oder Substanzverlust moglichst gering waren.

Fir physiologische und metabolische Fragestellungen, bei denen die aus dem Blut
stammenden VOCs von Interesse sind, ist die alveolare Probenahme die Methode der Wahl.
Im Alveolargas sind die Konzentrationen von aus dem Blut stammenden VOCs bis zu
zweimal hoher als in gemischt-exspiratorisch gesammelten Proben (Miekisch et al., 2004).
Verdiinnung und Verunreinigung durch inhaliertes Gas oder Totraumgas werden bei der
alveolaren Probenahme minimiert. Das in beiden Studien verwendete Probenahmesystem,
bestechend aus einem mobilen Probenahmegerdt in Kombination mit einem schnellen
Hauptstrom-Kapnometer, ermoglichte eine automatisierte, standardisierte und kontrollierte
(exhalierte CO,-Konzentrationen, Probevolumina, Flussraten) alveolare Probenahme (Trefz et
al., 2013). Im Vergleich zur manuell gesteuerten Probenahme unter visueller Kontrolle der
exhalierten CO,-Konzentration (Miekisch et al., 2008; Mieth et al., 2009; Mieth et al., 2010)
konnte auf diese Weise auch bei den spontan atmenden, wachen Tieren mit hohen
Atmungsfrequenzen und kleinen Atemzugvolumina eine reproduzierbare, kontrollierte
Sammlung von Alveolargas erfolgen. Eine Standardisierung der Probenahme ist besonders fiir
die quantitative Atemgasanalyse wichtig und fiir weiterfiihrende Untersuchungen unbedingt

zu empfehlen.

Mittels der Kombination von SPME (Kot), bzw. NTME (Atemgas, Raumluft) und GC-MS
wurden in STUDIE I und II mehr als 100 Substanzen detektiert. Davon wurden 25 VOCs im
Headspace iiber Kotproben und elf VOCs im Atemgas (STUDIE I) bzw. 7 Substanzen im
Atemgas (STUDIE II) identifiziert. Mit Nachweisgrenzen bis in den hohen Ultraspurenbereich
(pptV-ppbV) erwies sich das angewendete Analyseverfahren als sehr sensitiv und ist
vergleichbar mit Studien an Menschen (Filipiak et al., 2012; Trefz et al., 2012; Trefz et al.,
2013).

Ein alleiniger Abgleich detektierter Massenspektren mit massenspektrometrischen
Datenbanken (z. B. des NIST) erlaubt in einigen Fillen keine eindeutige Identifizierung der
nachgewiesenen Substanzen (u.a. durch das Vorkommen von Isomeren) (Filipiak et al.,
2012; Amann et al, 2014; de Lacy Costello et al.,, 2014). Die Erfassung und der
anschlieBende Abgleich der Retentionszeiten und Fragmentierungsmuster von puren
Referenzsubstanzen war in unseren Studien zwar sehr zeitaufwendig, fiir eine eindeutige

Identifizierung von bisher unbekannten Substanzen jedoch unabdingbar. Die Aussagekraft der
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Arbeiten wurde durch die quantitative Auswertung im Vergleich zu rein qualitativ
ausgewerteten Studien gesteigert, da viele potentielle volatile Marker blo3e Verdanderungen in

ihren Konzentrationen aufwiesen.

Fazit: Die speziell adaptierten Mikroextraktionsverfahren (SPME, NTME) in Kombination
mit der Analyse mittels GC-MS ermoglichten die eindeutige Identifizierung und zuverléssige
Quantifizierung der VOCs bis in den Ultraspurenbereich (pptV-ppbV). Das automatisierte
NTME-Probenahmesystem stellte eine standardisierte, automatisierte und kontrollierte
Probenahme von alveolaren Atemgasproben und Raumluftproben sicher. Zusammenfassend
ist festzustellen, dass sich die verwendeten Methoden fiir die Probengewinnung und
Probenanalyse in dem caprinen Tiermodell bewéhrt haben und fiir weitere Studien zu

empfehlen sind.

5.1.3 Beurteilung des Studiendesigns

In STUDIE I wurden die im Verlauf des ersten Lebensjahres (3. bis 57. Lebenswoche) der
Ziegen auftretenden Verdanderungen im VOC-Profil untersucht. Die Zusammensetzung der im
Atemgas und von Kotproben freigesetzten VOCs wurde an sieben Zeitpunkten bestimmt und
verglichen. Durch die Auswahl der Zeitpunkte wurde das VOC-Profil in verschiedenen
Erndhrungs- und Entwicklungsphasen der Jungtiere erfasst. Die lange Studiendauer von
einem Jahr konnte zudem Hinweise liefern, wann entwicklungsbedingte Einfliisse auf
freigesetzte VOCs abgeschlossen sind. Die Beschaffenheit und Menge des dargereichten
Futters wurde wihrend des Studienverlaufs angepasst, um den erndhrungsphysiologischen
Anforderungen der Jungtiere bei der Entwicklung zu funktionellen Wiederkduern zu

entsprechen.

Bei Studienbeginn &dhnelte die Verdauungsphysiologie der anfangs ausschlieBlich mit
Milchaustauscher erndhrten Zicklein der von monogastrischen Sdugetieren (Van Soest, 1994).
Mit zunehmendem Alter und erndhrungsabhingigen Reizen (Angebot von strukturiertem,
rohfaserreichem Futter) kam es im Verdauungstrakt zu einer zunehmenden Besiedlung mit
Mikroorganismen und einer morphologischen und funktionellen Entwicklung der
Verdauungsorgane (Lyford and Huber, 1988). Durch eine engmaschige Erfassung messbarer
Parameter (Korpertemperatur, Atmungsfrequenz, Korpermasse, Konzentrationen von
Glucose, Gesamteiweil und Albumin im vendsen Blut) konnte die somatische und
metabolische Entwicklung der heranwachsenden Ziegen wéhrend des ersten Lebensjahres in
STUDIE I sehr gut charakterisiert werden. Die physiologische Entwicklung der Jungtiere
zeichnete sich u. a. durch die kontinuierliche Zunahme der Korpermasse sowie durch ein

Absinken der Korpertemperatur und Atmungsfrequenz ab.

Der bei den jungen Ziegen in den ersten Lebenswochen aufgetretene Abfall der Glucose-

Konzentration im Blut war physiologisch fiir junge Wiederkduer und korrelierte mit hoher
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Wahrscheinlichkeit mit ansteigenden Blutkonzentrationen kurzkettiger Fettsduren (McCarthy
and Kesler, 1956). Das vermehrte Anfallen von kurzkettigen Fettsduren innerhalb der ersten
Lebenswochen ist ein Zeichen fiir die zunehmende Reife der Verdauungsfunktion bei
Wiederkduern (McCarthy and Kesler, 1956). Der bei den jungen, gesunden Ziegen
aufgetretene Anstieg in den Blutkonzentrationen des Gesamteiweilles und Albumins
innerhalb der ersten Lebenswochen ging mit der Reifung der Leberfunktion einher, wie

physiologischerweise bei jungen Wiederkduern beschrieben (Piccione et al., 2011).

In STUDIE Il wurde das VOC-Profil des Atemgases von Ziegen durch wiederholte Messungen
beginnend vor der morgendlichen Fiitterung von kohlenhydratreichen Pellets bis vier Stunden
nach der Futteraufnahme erfasst und verglichen. Die zum Zeitpunkt der Untersuchungen zehn
und elf Monate alten Ziegen waren bereits an eine rohfaserreiche Fiitterung adaptiert und
konnten als funktionell reife Wiederkduer angesehen werden. Da fiir die Untersuchungen
moglichst physiologische Rahmenbedingungen gelten sollten, erhielten die Tiere Heu ad

libitum.

Bisher gab es in der Literatur keine Daten, in welchem Zeitrahmen sich die Futteraufnahme
auf das Vorkommen von VOCs im Atemgas von Ziegen auswirkt. Die Auswahl des
Zeitfensters fiir die Erfassung der VOCs wurde orientierend an den zeitlichen Rahmen der
Verdauungsvorgiange von Wiederkduern getroffen (Ghorban et al., 1966; Coggins and Field,
1976, Doize et al., 1979; Van Soest, 1994). In dem zeitlichen Fenster von vier Stunden nach
Aufnahme der kohlenhydratreichen Pellets erreichten einige Substanzen (Pentan und Isopren)
dhnliche Konzentrationen wie vor der Futteraufnahme. Die detektierten Konzentrationen
anderer VOCs waren weiterhin signifikant hoher (3-Methylpentan, Hexan und
cis-1, 3-Pentadien) oder niedriger (2-Ethyl-1-Hexanol) im Vergleich zu den
Ausgangskonzentrationen. Kommt ein VOC als Biomarker in Betracht, sollte das Zeitfenster
individuell fiir diese Substanzen evaluiert werden. Um einen circadianen Einfluss auf die

Freisetzung der VOCs auszuschlieen, sind weitere Untersuchungen nétig.

Fazit: In STUDIE I konnte die somatische und metabolische Entwicklung der gesunden Ziegen
innerhalb ihres ersten Lebensjahres durch die engmaschige Erfassung messbarer Parameter
sehr gut charakterisiert und fiir physiologisch befunden werden. Der Aufbau von STUDIE I ist
somit geeignet, einen moglichen Zusammenhang zwischen den {iber einen ldngeren Zeitraum
stattfindenden, physiologischen Vorgingen und einer daraus resultierenden Variabilitit der
VOC-Profile zu untersuchen. Der fiir die STUDIE Il gewéhlte Studienaufbau mit wiederholten
Messungen in einem Zeitfenster von vier Stunden brachte einen guten Uberblick iiber den
Einfluss der Aufnahme von Kraftfutter auf die Detektion fliichtiger Substanzen. Das fiir
einzelne Substanzen geltende Zeitfenster, in dem mit einem Einfluss gerechnet werden muss,

sollte individuell evaluiert werden.

58



DISKUSSION

5.2  Variabilitat des VOC-Profils infolge physiologischer Prozesse

5.2.1 Einfluss der Fiitterung und der Entwicklung

Bei der Betrachtung der einschldgigen Literatur zum Einfluss physiologisch auftretender
Prozesse auf die Freisetzung von VOCs fiel auf, dass es vor Beginn der eigenen
Untersuchungen fiir Ziegen bzw. allgemein fiir Wiederkduer gar keine und fiir Menschen nur
sehr wenige Untersuchungen gab. Somit handelte es sich bei STUDIE I um die erste Langzeit-
Studie, bei der die Variabilitit der VOC-Profile von Atemgas und Kotproben iiber einen
Zeitraum von einem Jahr untersucht wurden. In dem standardisierten Ziegenmodell traten
signifikante und gut charakterisierte Verdnderungen beziiglich der korperlichen und
metabolischen Entwicklung auf, wéhrend sich die gesunden Tiere von funktionell

monogastrischen Milchlimmern zu reifen Wiederkduern entwickelten.

Im Headspace tliber Kotproben zeigten 18 VOCs signifikante Konzentrationsdnderungen
wihrend des ersten Lebensjahres der Ziegen. VOCs aus den Gruppen der Ketone,
aliphatischen Kohlenwasserstoffe, Furane und Schwefelverbindungen wiesen zu Beginn der
Studie die hochsten Konzentrationen auf. Nach der Fiitterungsumstellung wurden diese VOCs
in bedeutend niedrigeren Konzentrationen nachgewiesen. Im Gegensatz dazu stiegen die
Konzentrationen von Isopren und Methylacetat mit zunehmendem Alter der Ziegen

allméhlich an.

Der ausgeschiedene Kot setzt sich u.a. aus Riickstinden von Futterbestandteilen,
Verdauungs- und Ausscheidungsprodukten, abgeschilferten Darmepithelzellen sowie
Bruchstiicken und Metaboliten der intestinalen Mikroorganismen zusammen (Piatkowski et
al., 1990). Die Veridnderung einer dieser Bestandteile kann sich im resultierenden VOC-Profil
widerspiegeln. Eine Besonderheit der Verdauung von Wiederkduern ist die Symbiose
zwischen Wirtstier und Mikroorganismen des Verdauungstrakts. Durch die Besiedlung der
Vormédgen (Haube, Pansen, Bldttermagen) mit Mikroorganismen ist die Verdauung
pflanzlicher Rohfaser durch mikrobielle Fermentationsleistung moglich. Fiir das Wirtstier
ansonsten unverdauliche Zellwandbestandteile, wie Cellulose und andere komplexe
Kohlenhydrate, werden dabei in kurzkettige Fettsduren (v.a. Acetat, Propionat, Butyrat)
zerlegt, die von den vegetarischen Wiederkduern als primére Energiequelle genutzt werden
(Weimer, 1992; Russell et al., 2009; Metzler-Zebeli et al., 2013). Die Entstehung kurzkettiger
Fettsduren ist beim Wiederkduer von der Umsetzung der Rohfaser durch die gastrointestinale
Mikrobiota abhéngig. Die Zusammensetzung der gastrointestinalen Mikrobiota passt sich
dynamisch den aktuellen Umweltbedingungen, wie z. B. dem zur Verfligung stehenden
Futtersubstrat, an (Callaway et al., 2010; Metzler-Zebeli et al., 2013; Kim et al., 2014). Im
Verlauf der Studie kam es mit zunehmendem Alter der Ziegen zu einer Reifung ihrer
Verdauungsphysiologie und dementsprechend zu einer Adaptation und Verdnderung der
gastrointestinalen Mikrobiota (Draksler et al., 2002).
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Fir die meisten der 18 genannten Substanzen, die eine Konzentrationsdnderung zeigten,
wurde im Schrifttum zwar bereits die Bildung sowohl wihrend des mikrobiellen als auch
wiéhrend des tierischen Stoffwechsels belegt (sieche STUDIE I), eine exakte Dokumentation
unter in vivo-Bedingungen im Langzeitverlauf fehlte jedoch bislang. Fiir Ketone und
aliphatische  Kohlenwasserstoffe =~ wurde neben der Entstehung im Fett- und
Kohlenhydratstoffwechsel (Garner et al., 2007; Schubert et al., 2012) auch die Bildung
wiéhrend der bakteriellen Umsetzung von Fettsduren berichtet (Miekisch et al., 2004; Schulz
and Dickschat, 2007; Thorn and Greenman, 2012; de Lacy Costello et al., 2014). Die Reifung
der Verdauungsphysiologie der Ziegen sowie das damit einhergehende verdnderte Angebot an

kurzkettigen Fettsduren konnten somit einen Einfluss auf die Entstehung dieser VOCs haben.

Isopren kann durch bakterielle Synthese (Kuzma et al, 1995) sowie wéhrend der
Cholesterinbiosynthese des Makroorganismus (Deneris et al., 1985; Stone et al., 1993)
entstehen. Methylacetat kann mit Hilfe einer bakteriellen Esterase-Aktivitét, aber auch durch
vorhandene Esterase in der Darmwand gebildet werden (Garner et al., 2007). Das wéhrend
des Verlaufs der Studie ansteigende Konzentrationsniveau von Isopren und Methylacetat steht
wahrscheinlich mit der metabolischen und somatischen Reifung der Ziegen im
Zusammenhang. Detektierte Schwefelverbindungen scheinen direkt mit der Bakteriendichte
der Darmflora in Zusammenhang zu stehen (Garner et al., 2007; Hales et al., 2012; Walton et
al.,2013).

Im Atemgas wurden elf VOCs detektiert, die signifikante Konzentrationsdanderungen wahrend
des ersten Lebensjahres der Ziegen aufwiesen. Die Ketone Aceton und 2-Butanon zeigten
einen signifikanten Anstieg der Konzentration nach der Umstellung des Futtersubstrats. Beide
Substanzen wurden bereits im Atemgas von Rindern nachgewiesen, wobei deren Synthese
u.a. dem Fettsdureabbau zugeordnet wurde (Elliott-Martin et al, 1997). Durch die
Entwohnung von der Milch konnte ein voriibergehender Energiemangel bei den jungen
Ziegen aufgetreten sein, was einen Anstieg der Lipolyse und Ketogenese zur Folge hitte
(Schultz, 1968). AuBerdem kommt es bei Wiederkduern wéhrend der ersten Lebenswochen zu
einem Abfall der Glucosekonzentration und einem Anstieg der Konzentration der freien
Fettsduren im Blut (McCarthy and Kesler, 1956). Beide Ereignisse konnten die Ursache fiir

den signifikanten Anstieg von Aceton und 2-Butanon im Atemgas gewesen sein.

In der Studie wurden zu bestimmten Zeitpunkten signifikant héhere Konzentrationen von
Aldehyden im Atemgas detektiert. Eine erhohte Freisetzung von Aldehyden kann theoretisch
aufgrund einer vermehrten endogenen Bildung durch Oxidation von Proteinen und Fettsduren
(Miekisch et al., 2004) oder eines erhohten Anfalls im mikrobiellen Stoffwechsels von
Darmbakterien (Beck et al., 2002; Aarthi ef al., 2014) bedingt sein. Beide Stoffwechselwege
sind als Ursache fiir den Nachweis erhohter Konzentrationen von Aldehyden bei den Ziegen
denkbar.
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Substanzen, die urspriinglich aus dem Gastrointestinaltrakt stammen, konnen iiber die
Darmwand absorbiert und im Korper verteilt werden (Kirsch et al., 2012; Baranska et al.,
2013). Deshalb gelten die bereits fiir das VOC-Profil der Kotproben in Betracht gezogenen
Einflussfaktoren auch indirekt fiir das VOC-Profil im Atemgas.

Durch den mdglichen Ubertritt der VOCs aus dem Blutkreislauf in die Alveolen liegt die
Starke der Probenmatrix Atemgas darin, die aktuelle Situation des Organismus als
Momentaufnahme widerzuspiegeln. Die VOC-Analyse aus dem Atemgas eignet sich daher
womoglich besonders, um kurzfristige Verdnderungen im Organismus abzubilden.
Demgegentiber ist die Beschaffenheit des Kots das Ergebnis ldngerfristiger Prozesse im Darm
und wird besonders durch die Fitterung und die Verdauungsphysiologie, jedoch

wahrscheinlich kaum durch kurzfristige Schwankungen des Stoffwechsels, beeinflusst.

Interessanterweise wurde ein quantitativer Zusammenhang zwischen Blutparametern
(Glucose, Gesamtprotein und Albumin) und fliichtigen Substanzen nicht nur fiir VOCs aus
dem Atemgas, sondern auch fiir VOCs aus dem Headspace iiber Kotproben, festgestellt. Das
unterstreicht eine potentielle endogene Beteiligung am vom Kot emittierten VOC-Profil. Ein
quantitativer Zusammenhang mit Blutparametern ergab sich fiir fliichtige Substanzen
verschiedener Substanzgruppen. Im Headspace iiber Kotproben waren das v.a. Ketone,
Furane und Schwefelverbindungen und im Atemgas Aldehyde sowie aromatische
Kohlenwasserstoffe. Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse stellen einen ersten Schritt auf
dem Weg zu einem besseren Verstindnis des Zusammenhangs von physiologischen

Prozessen und resultierenden VOC-Profilen dar.

Fazit: ITm ersten Lebensjahr der Ziegen traten signifikante Konzentrationsinderungen der
VOCs im Atemgas und im Headspace iliber Kotproben auf. Die gréfiten Verdnderungen
wurden wihrend oder nach der Umstellung der Fiitterung beobachtet. Das spricht dafiir, dass
die Erndhrungsumstellung, die somatische und metabolische Reifung der Ziegen sowie die
Anpassung der gastrointestinalen Flora die verursachenden Einflussfaktoren fiir die
beobachteten Konzentrationsdnderungen im VOC-Profil sind. Die genaue Herkunft der
detektierten =~ Substanzen, potentielle biochemische Prozesse und physiologische
Zusammenhdnge konnen jedoch zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht eindeutig belegt werden
und bleiben hypothetisch. Durch das hohe Mall an Standardisierung und die erreichte
Homogenitdt innerhalb der Tiergruppe ist es wahrscheinlich, dass die in der Studie
beobachtete interindividuelle Variabilitit ein Minimum an biologischer Variabilitéit
reflektiert.

5.2.2 Einfluss der Futteraufnahme

In STUDIE II wurde der Einfluss der morgendlichen Kraftfutteraufnahme auf das freigesetzte

VOC-Profil im Atemgas von Ziegen im standardisierten Groftiermodell iiberpriift. Im
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Vergleich zu STUDIE I wurden in STUDIE II nicht die Auswirkungen der Adaptation der
gastrointestinalen Mikrobiota und der Verdauungsphysiologie der jungen Ziegen untersucht,
sondern die speziellen Effekte der ablaufenden Verdauungsprozesse nach Aufnahme von

Kraftfutter erfasst. Heu war ad libitum vorhanden.

Es wurden flinf gesattigte und ungesittigte Kohlenwasserstoffe und ein Alkohol identifiziert,
die charakteristische Konzentrationsdnderungen im Zusammenhang mit der Aufnahme von
Kraftfutter = zeigten.  Alle = Kohlenwasserstoffe =~ zeigten  einen  postprandialen
Konzentrationsanstieg. Die hochsten Konzentrationen wurden 60 Minuten nach erfolgter
Futteraufnahme detektiert und fielen anschlieBend meist graduell ab. Die Konzentration des
Alkohols 2-Ethyl-1-Hexanol hingegen fiel nach hdochsten Konzentrationen vor der

Nahrungsaufnahme prostprandial ab.

Der Konzentrationsverlauf der fiinf Kohlenwasserstoffe bestirkt die Vorstellung, dass VOCs
oder deren Vorldaufer im Darm resorbiert, iiber den Blutkreislauf verteilt und iiber die Lunge
abgeatmet werden konnen (Schubert et al., 2001; Kirsch et al., 2012; Baranska et al., 2013).
Als mogliche Erkldrung fiir den Konzentrationsabfall von 2-Ethyl-1-Hexanol infolge der
Kraftfutteraufnahme kommt eine Verdnderung in der Verteilung zwischen den
Korperkompartimenten oder ein Anstieg des Metabolismus infolge einer erhdhten
Durchblutung des Splanchnicusgebiets als Folge der Verdauungsprozesse in Betracht. Eine
endogene Synthese von Kohlenwasserstoffen durch Oxidation von Lipiden und Proteinen
sowie durch Stoffwechselvorginge von Darmbakterien wurde in der Literatur beschrieben
(Kneepkens et al., 1994; Phillips et al., 2000). Der Alkohol 2-Ethyl-1-Hexanol ist als
Aromakomponente von Pflanzen, darunter Weizen (Li et al., 2014), bekannt und wurde auch

in einer fritheren Studie im Atemgas von Rindern detektiert (Ellis et al., 2014).

Im Gegensatz zu Studien beim Menschen (Gelmont et al., 1981) fiihrte die morgendliche
Aufnahme von Kraftfutter zu einem initialen Anstieg der Isoprenkonzentration. Das zuvor in
der Literatur als bedeutender metabolischer Marker im Atemgas bezeichnete Aceton (Smith et
al., 1999; Spanel et al., 2011) zeigte hingegen in dieser Studie keinen Einfluss durch die
Futteraufnahme. Die grundlegenden Unterschiede in der Verdauungsphysiologie von
Wiederkduern und monogastrischen Menschen sind eine mogliche Ursache fiir die

beobachteten Speziesunterschiede.

Durch die im Groftiermodell durchgefiihrte Standardisierung konnte der Einfluss auf die
Konzentrationen der VOCs durch die Faktoren Alter und Fiitterungsregime (evaluiert in
STUDIE I) fiir STUDIE II ausgeschlossen werden. Desweiteren wurde in STUDIE II der Einfluss
weiterer methodischer und biologischer Faktoren untersucht. In einer Studie mit Menschen
wurde die Zusammensetzung der Ausatemluft durch Variation des Atmungsmusters, z. B.
Anhalten der Luft, bedeutend beeinflusst (Sukul et al., 2014). Ein moglicher Effekt durch

Variation des Atmungsmusters durch die spontan atmenden Ziegen konnte in dieser Studie
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nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Jedoch konnte weder fiir den klinischen Parameter
Atmungsfrequenz noch fiir evtl. auftretenden Ruktus ein signifikanter Effekt auf das VOC-
Profil des Atemgases nachgewiesen werden. Unter Beibehaltung der Versuchsbedingungen
gab es eine nicht unerhebliche intraindividuelle Variabilitit sowie eine Variabilitdt zwischen
den verschiedenen Versuchstagen. Die Tendenzen des Konzentrationsverlaufs der VOCs
waren jedoch reproduzierbar. Die Ergebnisse der sofortigen intraindividuellen

Messwiederholungen waren hochst reproduzierbar.

Fazit: Nach morgendlicher Kraftfutteraufnahme traten signifikante Verdnderungen im VOC-
Profil des Atemgases der Ziegen auf. Ein charakteristischer Konzentrationsverlauf der
detektierten VOCs legt einen Zusammenhang mit der Futteraufnahme nahe. Sehr
wahrscheinlich waren diese Effekte durch die Adsorption von Futterbestandteilen und eine
verdnderte endogene Produktion infolge ablaufender Verdauungs- und Stoffwechselprozesse
bedingt. Die Futteraufnahme und der zeitliche Abstand zur Probenahme miissen zukiinftig als
wichtige FEinflussfaktoren bei der Atemgasanalyse angesehen werden und bei der

Studienplanung Beachtung finden.

5.2.3 Einfluss inhalierter VOCs

VOCs exogenen Ursprung, die nicht als solche erkannt werden, kénnen zu falschen
Schlussfolgerungen bei der Definition von Biomarkern fiihren (Schubert et al., 2005).
Folglich wurde sowohl in STUDIE I als auch in STUDIE II die Raumluft, die von den Ziegen
inhaliert wurde, beziiglich ihres VOC-Profils analysiert.

Die Konzentrationen der in STUDIE I beriicksichtigten VOCs in der Raumluft und im Atemgas
wurden zueinander ins Verhiltnis gesetzt. Fiir einige der betrachteten VOCs, wie die
aromatischen Kohlenwasserstoffe (Filipiak et al., 2012) und 1-Propanol, ist eine exogene
Herkunft am wahrscheinlichsten. Bei den meisten dieser VOCs {ibertrafen die detektierten
Konzentrationen in der Raumluft die Konzentrationen im Atemgas. Interessanterweise
konnten fiir die aromatischen Kohlenwasserstoffe Styrol und 2, 5-Dimethylbenzaldehyd im
Atemgas hohere Konzentrationen als in der Raumluft registriert werden. FEine

vorausgegangene Exposition und Aufnahme in den Organismus ist wahrscheinlich.

In STUDIE I iberstieg die Konzentration von Aceton im Atemgas die detektierte Menge in der
Raumluft. Eine endogene Produktion von Aceton wiéhrend des Kohlenhydrat- und
Fettstoffwechsels ist bekannt (Miekisch et al., 2004) und war auch in dieser Studie der
wahrscheinliche Ursprung des im Atemgas detektierten Acetons. Fiir das Keton 2-Butanon,
das ebenfalls endogen entstehen kann (Garner et al., 2007; Schubert et al., 2012), war
hingegen die Konzentration in der Raumluft hoher als in der Ausatemluft. Die gleiche
Beobachtung machten Mochalski ef al. (2013). Sie vermuten, dass das im Atemgas detektierte

2-Butanon durch Inhalation von exogenem 2-Butanon in den Kdrper gelangt. Dies zeigt, dass
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auch bei VOCs, die potentiell im Korper entstehen konnen, eine Detektion im Atemgas nicht

unweigerlich eine endogene Produktion widerspiegelt.

In STtUuDIE II wurde der Fokus auf potentiell endogen produzierte VOCs gelegt.
Dementsprechend wurden die Selektionskriterien angepasst, indem zur weiteren Auswertung
nur VOCs beriicksichtigt wurden, deren detektierte Konzentrationen im Atemgas signifikant
hoher als in der Raumluft waren. Schubert ef al. (2005) gaben die Empfehlung VOCs nur
dann als Biomarker auszuwéhlen, wenn deren Konzentrationen in der Raumluft < 5%, bzw.

<20% (Miekisch and Schubert, 2006) der Konzentrationen im Atemgas ausmachen.

Fazit: Die Untersuchungen zur VOC-Analyse in der die Tiere umgebenden Raumluft belegen,
dass bei einem erheblichen Anteil der exhalierten VOCs die in der Raumluft detektierten
Konzentrationen diejenigen im Atemgas {bersteigen. Folglich sollte die Analyse der
Raumluft in zukiinftigen Studien obligatorisch als Ergénzung fiir Atemgasanalysen sein, um
wichtige Informationen iiber Hintergrundkonzentrationen inhalierter VOCs zu erhalten und
falsche Schlussfolgerungen bei der Definition von Biomarkern zu vermeiden. Die Ergebnisse
der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studien geben wichtige Hinweise auf die
mogliche endogene oder exogene Herkunft der im Atemgas detektierten fliichtigen
Substanzen. Nichtsdestotrotz bleibt die Raumluftanalyse nur eine Momentaufnahme und
vorausgegangene Expositionen bleiben womoglich unerkannt. Des Weiteren birgt die
Raumluft das Potential selbst als Probenmatrix zu dienen. Die vom Tier selbst oder seinen
Exkretionen freigesetzten volatilen Biomarker konnen in der Raumluft akkumulieren und dort

detektiert werden. Zur Bestétigung dieser Hypothese bedarf es jedoch weiterer Forschung.

5.3 Einordnung in das Gesamtprojekt

Die Untersuchungen im Rahmen des von der DFG-geforderten Gesamtprojektes dienen dem
langfristigen Ziel der Identifizierung von VOCs als Biomarker fiir eine Infektion mit MAP.
Die im Rahmen der vorgelegten Dissertationsschrift durchgefiihrten STUDIEN I und II ordnen
sich in das Gesamtprojekt ein, da sie speziell zur Aufkldrung der Variabilitit und
Beeinflussung von VOCs durch das Fiitterungsregime, die Kraftfutteraufnahme sowie die

somatische und metabolische Entwicklung des Wirtstiers Ziege dienten.

Im in vivo-Teil des Projektes wurden VOCs im Headspace iiber Kotproben und im Atemgas
von Ziegen im Rahmen eines etablierten Infektionsmodells fiir die Infektion mit MAP
analysiert. Die von Trefz ef al. (2013) etablierte, automatisierte und kontrollierte Sammlung
von Alveolargas wurde erfolgreich an die Probenahme bei Ziegen adaptiert und sowohl in der
von Bergmann et al. (2015) beschriebenen Infektionsstudie (Anlage Al), als auch in den
beiden im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten STUDIEN I und II verwendet.

Bergmann et al. (2015) stellten ein VOC-Markerset mit 28 VOCs zusammen, die sich als

Biomarker fiir eine Infektion mit MAP eignen konnten. Dabei scheinen die VOC-Profile der
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Kotproben das Vorhandensein von MAP-Bakterien abzubilden, wéhrend die Profile der
Atemgasproben eher mit der Wirtsantwort assoziiert zu sein scheinen. Fiir viele der VOCs des
Markersets aus der Infektionsstudie (Bergmann ef al., 2015) konnten in STUDIE I ein Einfluss
durch Wachstum, metabolische Entwicklung und das Fiitterungsregime belegt werden.
Betroffen waren VOCs aus den Gruppen der Kohlenwasserstoffe, Ketone, Ester, Sulfide und
Furane (Kot), bzw. Alkohole, Aldehyde, Ketone und aromatische Kohlenwasserstoffe
(Atemgas). Die Ergebnisse aus STUDIE I weisen darauf hin, dass VOC-Analysen zur ersten
Identifizierung von Biomarkern fiir die Infektion mit MAP zu einem Zeitpunkt stattfinden
sollten, bei dem die Ziegen bereits verdauungsphysiologisch gereift sind. Im Anschluss sollte
gepriift werden, ob sich die potentiellen Biomarker bereits in der fiir die Diagnostik der
Paratuberkulose besonders interessanten, frithen Phase der Infektion, bei denen die
physiologische Schwankungsbreite der VOC-Profile der noch jungen Tieren sehr viel grof3er

ist, bewdhren konnen.

Der in STUDIE II belegte Einfluss der Aufnahme von Kraftfutter auf das VOC-Profil des
Atemgases sollte unbedingt bei der Planung des Studiendesigns zukiinftiger VOC-Analysen

bei Ziegen beachtet werden.

In in vitro-Versuchen wurde gezeigt, dass volatile Muster kulturelles Wachstum von MAP
anzeigen konnen (Trefz et al., 2013). Die darauf aufbauenden umfangreichen Studien zum
Einfluss biologischer und methodischer Faktoren (Kiintzel et al., 2016) belegten, dass
verschiedene Kulturbedingungen zu unterschiedlichen Stadien des Bakterienwachstums und
des baktericllen Metabolismus fiihrten, was sich in Variationen der VOC-Profile abbildete.
Teilweise war die Detektion wachstumsanzeigender VOCs mdglich, bevor bakterielles
Wachstum visuell erkennbar war. In den in vitro-Studien von Trefz et al. (2013) und Kiintzel
et al. (2016) wurden zwischen 30 und 40 VOCs als MAP-abhingiges VOC-Profil
identifiziert, wovon sich circa die Hélfte der Substanzen iiberschnitten. Interessanterweise
zeigten einige dieser in vitro detektierten VOCs auch in vivo das Potential eine Infektion mit
MAP anzuzeigen (Bergmann et al., 2015). Die volatilen Muster einiger als potentielle
Biomarker fiir das Wachstum von MAP in vitro identifizierten VOCs zeigten in STUDIE [
interessanterweise in vivo einen Effekt durch die Fiitterung und die Entwicklung der Tiere.
Dazu zéhlten folgende VOCs: Pentan, Heptan, Aceton, 3-Oktanon, Methylisobutylketon,
Isopren, Methylacetat, Furan und 3-Methylfuran. Sollte sich in zukiinftigen Studien zeigen,
dass sich einige dieser VOCs auch in vivo als Biomarker fiir die Infektion mit MAP eignen, so
muss ein moglicher Einfluss auf die Freisetzung dieser VOCs infolge physiologischer

Prozesse unbedingt beachtet werden.

Fazit: Die in STUDIE I und II untersuchten Effekte physiologischer Prozesse bilden eine
wichtige Grundlage fiir die Evaluierung potentieller Biomarker fiir die in vivo-Diagnostik von
MAP-Infektionen.
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5.4 Erkenntnisgewinn und Empfehlungen fiir weiterfiihrende Arbeiten

In den beiden dieser Arbeit zugrundeliegenden STUDIEN I und II wurde ein signifikanter
Einfluss auf die qualitative und quantitative Zusammensetzung der VOC-Profile von Kot und
Atemgas von jungen Ziegen durch die korperliche und metabolische Entwicklung im ersten
Lebensjahr, einer altersgemiBen Anpassung des Fiitterungsregimes sowie der infolge der
Futteraufnahme ablaufenden Verdauungsprozesse nachgewiesen. Damit bestitigen die
Ergebnisse dieser Arbeit einen erheblichen Beitrag physiologischer Prozesse zur biologischen
Variabilitit freigesetzter VOC-Profile.

Das gut charakterisierte Tiermodell mit gesunden Ziegen erwies sich als geeignet, um den
Einfluss physiologischer Prozesse zu untersuchen. Fiir die Evaluierung weiterer
Einflussfaktoren ist zu empfehlen, die Haltungsbedingungen der Tiere moglichst einheitlich
zu gestalten, insbesondere beziiglich des Fiitterungsregimes (Menge und Art des Futters,
Fiitterungszeiten) und den von auflen einwirkenden Umwelteinfliissen. Die in den beiden
Studien durchgefiihrten Methoden zur Probenahme, Prikonzentration und Analyse der VOCs
mittels adaptierter Mikroextraktionsverfahren in Kombination mit GC-MS erlaubten die
Identifizierung und Quantifizierung von VOCs bis in den Ultraspurenbereich. Damit haben
sich die Methoden fiir die Untersuchung von physiologischen Prozessen als Einflussfaktoren

auf das VOC-Profil von Ziegen bewéhrt und sind fiir folgende Arbeiten zu empfehlen.

Die zu Vergleichszwecken durchgefiihrten VOC-Analysen der Raumluft haben bestétigt, dass
ein erheblicher Anteil der VOCs, die im Atemgas detektiert werden, ebenfalls und in zum Teil
sehr viel hoheren Konzentrationen in der die Tiere umgebenden Raumluft nachgewiesen
werden. Fiir diese exhalierten VOCs gilt, dass eine Herkunft aus exogener Quelle und die
Aufnahme in den Organismus durch Inhalation wahrscheinlich sind. Die Analyse der
Raumluft parallel zur Sammlung von VOCs im Atemgas sollte obligatorisch sein, um

wichtige Informationen iiber Hintergrundkonzentrationen inhalierter VOCs zu erhalten.

Um die Autkldrung von (patho-) physiologischen Entstehungsprozessen bedeutender VOCs
und zugrundeliegenden biochemischen Reaktionen voranzutreiben, sind weiterfithrende
Untersuchungen zu mdglichen Zusammenhdngen von VOCs und messbaren systemischen

Parametern sinnvoll.

Aufgrund von Speziesunterschieden, insbesondere die Verdauungphysiologie betreffend,
lassen sich die Erkenntnisse aus den Studien mit Wiederkduern nicht ohne weiteres auf andere
Spezies iibertragen. Nichtsdestotrotz liefert die Arbeit wichtige speziesiibergreifende
Erkenntnisse beziiglich der Bedeutung von physiologischen Einflussfaktoren auf die
Freisetzung von VOCs. Es ist davon auszugehen, dass die in dieser Arbeit untersuchten
Faktoren allgemein einen entscheidenden Einfluss auf die VOC-Profile von Tier und Mensch

haben, weshalb sie bei jeglicher Versuchsplanung beriicksichtigt werden sollten.
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Physiologische Prozesse sollten als potentielle Einflussgrolen bei der Evaluation von
volatilen Biomarkern Beachtung finden. Bei Nichtbeachtung besteht die Gefahr einer
Fehlinterpretation bei der Definition von volatilen Biomarkern und letztlich eine Reduktion
der Zuverldssigkeit diagnostischer Tests. Weiterfilhrende  Untersuchungen  zur
physiologischen Variabilitit von VOC-Profilen sind angezeigt, bzw. unumgénglich, um die
diagnostische Sensitivitdt und Spezifitdt von potentiellen volatilen Biomarkern evaluieren zu

konnen.
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6 Zusammenfassung

Physiologische Einflussfaktoren auf die Variabilitat fliichtiger organischer
Substanzen im caprinen Tiermodell

Einleitung und Aufgabenstellung

Die Analyse fliichtiger organischer Substanzen (volatile organic compounds, VOCs) zu
diagnostischen Zwecken ist ein vielversprechender Ansatz. VOCs entstehen wihrend
biochemischer Prozesse im Korper und konnen iiber den Blutkreislauf in biologische
Substrate (Atemgas, Kot, Urin) gelangen. Bislang wurden die Auswirkungen physiologischer
Prozesse auf die biologische Variabilitit der aus dem Organismus freigesetzten VOCs nur
unzureichend erfasst. Bei Nichtbeachtung konnen sie als Einflussgrolen die Definition

krankheits-assoziierter Biomarker erschweren.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Wachstum, Erndhrung und Futteraufnahme
auf die Freisetzung potentieller volatiler Biomarker in einem caprinen Groftiermodell zu
charakterisieren. Die durchgefiihrten Studien sind Teil eines Projektes mit dem langfristigen
Ziel der Identifizierung volatiler Biomarker fiir die Infektion mit Mycobacterium avium

subspecies paratuberculosis.
Tiere, Material und Methoden

Die Untersuchungen fanden im Rahmen eines etablierten und standardisierten
Groftiermodells mit klinisch gesunden Ziegen statt. In zwei Studien wurden die Einfliisse von
Wachstum und Erndhrung innerhalb des ersten Lebensjahres der Tiere (STUDIE I) und der
allmorgendlichen Kraftfutterauthahme (STUDIE II) tiberpriift. VOCs wurden wiederholt (i) im
Gasraum (Headspace) iiber Kotproben, (ii) im exhalierten Atemgas sowie zu

Vergleichszwecken (iii) in der umgebenden Raumluft analysiert.

Eine automatisierte, CO,-gesteuerte Probenahmetechnik gewihrleistete die standardisierte
und kontrollierte Sammlung von Atemgasproben bei den spontan atmenden Ziegen. VOCs
wurden mittels adaptierter Mikroextraktionstechniken (Needle Trap Mikroextraktion; NTME,
Festphasenmikroextraktion; SPME) und sensitiver Analysemethoden (Gaschromatographie-
Massenspektrometrie; GC-MS) identifiziert und quantifiziert. Parallel wurden im peripheren

Blut die Konzentrationen von Glucose, Gesamtprotein und Albumin bestimmt (STUDIE I).
Ergebnisse
STUDIE I

In dem standardisierten Groftiermodell traten im Verlauf des ersten Lebensjahres der Ziegen
gut charakterisierte Verdnderungen beziiglich der korperlichen und metabolischen
Entwicklung auf. Sowohl die Konzentrationen der VOCs im Atemgas der Ziegen (n=11;

Alkohole, Aldehyde, Ketone und Kohlenwasserstoffe) als auch die im Headspace iiber deren
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Kotproben  gemessenen VOCs  (n=18; Ketone, Kohlenwasserstoffe,  Ester,
Schwefelverbindungen und Furane) verdnderten sich signifikant wihrend der Studiendauer
von einem Jahr. Die bedeutendsten Verdnderungen traten im zeitlichen Zusammenhang mit
der altersgerechten Anpassung der Fiitterung und der Entwicklung der Ziegen von

Milchldammern zu rein pflanzlich erndhrten Wiederkduern auf.

STUDIE II

Sechs VOCs aus den Gruppen der Kohlenwasserstoffe und Alkohole wiesen signifikante
Konzentrationsdnderungen im Atemgas beim Vergleich der Probenahmen vor und nach der
morgendlichen Kraftfutteraufnahme auf. Die Konzentrationen der VOCs aus der Gruppe der
gesittigten und ungesittigten Kohlenwasserstoffe (n=5; Pentan, 3-Methylpentan, Hexan,
Isopren und cis-1, 3-Pentadien) zeigten ein charakteristisches Muster. Postprandial kam es bei
diesen VOCs zundchst zu einem signifikanten Konzentrationsanstieg, gefolgt von einem

graduellen Konzentrationsabfall.
Schlussfolgerungen

Die beiden STUDIEN I und II leisten einen wertvollen Beitrag zu grundlegenden Kenntnissen
des Einflusses physiologischer Prozesse auf die Freisetzung von VOCs im caprinen

Tiermodell.

Bedeutende Verdnderungen in den VOC-Profilen von Atemgas und Kotproben konnten mit
alters- und erndhrungsbedingten metabolischen Verdnderungen im Verlauf des ersten
Lebensjahres von Ziegen assoziiert werden. Charakteristische Verdnderungen im VOC-Profil
des Atemgases traten mit direktem Bezug zur morgendlichen Kraftfutteraufnahme und

nachfolgend ablaufenden Verdauungsprozessen auf.

Die korperliche und metabolische Entwicklung im ersten Lebensjahr, die altersgemille
Anpassung des Fiitterungsregimes sowie die infolge einer Futteraufnahme ablaufenden
Verdauungsprozesse miissen als bedeutende Einflussfaktoren und potentielle StorgroBen bei
der Planung und  Auswertung von  VOC-Analysen  Beachtung  finden.
Die Ergebnisse betonen die Wichtigkeit von grundlegenden Kenntnissen iiber physiologische
Einflussfaktoren, bevor zuverldssige volatile Biomarker zu diagnostischen Zwecken definiert

werden konnen.
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7 Summary

Physiological influencing factors on the variability of volatile organic
compounds in a caprine animal model

Introduction and Objective

The analysis of volatile organic compounds (VOCs) is a promising diagnostic method. VOCs
are generated during biochemical processes in the body and can get into various biological
specimen (breath gas, faeces, urine) via the blood stream. The effects of physiological
processes on the biological variability of VOCs emitted from the organism have so far
remained elusive. If neglected, physiological processes can act as confounding factors which

can impede the definition of disease-associated biomarkers.

The objective of this investigation was to characterize the influence of growth, feeding and
food intake on the emission of potential volatile biomarker in a caprine animal model. The
studies conducted are part of an ongoing project with the long-term aim to identify volatile

biomarker for the infection with Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis.
Animals, material and methods

The investigations were conducted in an established and standardized animal model with
clinically healthy goats. In two studies the influences of growth and nutrition within the first
year of life of the animals (STUDY I) and of the intake of concentrated feed in the morning
(sTUDY II) were examined. VOCs were repeatedly analyzed in (i) the gas space (headspace)
above faeces, (ii) in the exhaled breath gas and (iii) in the ambient room air for the purpose of

comparison.

An automated, COs-triggered sampling technique ensured a standardized and controlled
collection of breath gas samples in spontaneously breathing goats. VOCs were identified and
quantified by means of adapted microextraction techniques (needle trap microextraction;
NTME, solid phase microextraction; SPME) and sensitive analytical methods (gas
chromatography-mass spectrometry; GC-MS). In parallel, the concentrations of glucose, total

protein and albumin in the peripheral blood were determined (STUDY I).
Results
Study I

Well characterized changes occurred in the standardized animal model with respect to somatic
and metabolic development within the first year of the goats’ lives. Both the concentrations of
VOCs in the breath gas (n=11; alcohols, aldehydes, ketones and hydrocarbons) and in the
headspace above faecal samples (n=18; ketones, hydrocarbons, esters, sulfur containing
compounds and furans) of the goats changed significantly throughout the duration of the

study of one year. The most significant changes coincided with the age-related adaptation of
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the feeding and the development of the goats from milk suckling goat kids to ruminating

goats fed exclusively with plant products.

STUuDY II

Six VOCs belonging to the groups of hydrocarbons and alcohols showed significant
differences in their concentrations in breath gas when comparing the collections before and
after the food intake of concentrated feed in the morning. Concentrations of VOCs belonging
to the group of saturated and unsaturated hydrocarbons (n=5; pentane, 3-methylpentane,
hexane, isoprene and cis-1, 3-pentadiene) demonstrated a characteristic pattern. Postprandial,
there was a significant increase in the concentrations of these VOCs, followed by a gradual
decrease.

Conclusions

Both STUDIES I and II provide a valuable contribution to the fundamental knowledge of the

influence of physiological processes on the emission of VOCs in a caprine animal model.

Significant changes in the VOC-profiles of breath gas and faecal samples can be associated
with age- and nutrition-related metabolic changes within the first year of the goats’ life.
Characteristic changes in the VOC-profiles of breath gas samples occurred directly related to

the food intake of concentrated feed in the morning and subsequent digestion processes.

The somatic and metabolic development within the first year of life, the age-related
adaptation of the feeding regime and digestion processes due to food intake, have to be
considered as significant influencing factors and potential disturbance variables for the design
and interpretation of VOC-analyses.

Results emphasize the importance of a profound knowledge about physiological influencing

factors, before reliable volatile biomarker can be defined for diagnostic purposes.
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Abstract

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) is the causative agent of a chronic en-
teric disease of ruminants. Available diagnostic tests are complex and slow. In vitro, vola-
tile organic compound (VOC) patterns emitted from MAP cultures mirrored bacterial
growth and enabled distinction of different strains. This study was intended to determine
VOCs invivo in the controlled setting of an animal model. VOCs were pre-concentrated
from breath and feces of 42 goats (16 controls and 26 MAP-inoculated animals) by means
of needle trap microextraction (breath) and solid phase microextraction (feces) and ana-
lyzed by gas chromatography/ mass spectrometry. Analyses were performed 18, 29, 33,
41 and 48 weeks after inoculation. MAP-specific antibodies and MAP-specific interferon-
y-response were determined from blood. Identities of all marker-VOCs were confirmed
through analysis of pure reference substances. Based on detection limits in the high pptV
and linear ranges of two orders of magnitude more than 100 VOCs could be detected in
breath and in headspace over feces. Twenty eight substances differed between inoculat-
ed and non-inoculated animals. Although patterns of most prominent substances such as
furans, oxygenated substances and hydrocarbons changed in the course of infection, dif-
ferences between inoculated and non-inoculated animals remained detectable at any
time for 16 substances in feces and 3 VOCs in breath. Differences of VOC concentrations
over feces reflected presence of MAP bacteria. Differences in VOC profiles from breath
were linked to the host response in terms of interferon-y-response. In a perspective in vivo
analysis of VOCs may help to overcome limitations of established tests.
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Introduction

Mpycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) is the causative agent of paratuberculosis, a
chronic enteric disease of ruminants (also called Johne’s disease). In the US, Johne’s disease
causes an estimated loss of more than two hundred million dollars per year due to reduced pro-
ductivity of dairy cattle [1]. Being intestinal pathogens these bacteria are also suspected to con-
tribute to the pathogenesis of Crohn’s disease, a chronic bowel disease in humans [2-5].

The currently established diagnostic methods for paratuberculosis have limitations. Despite
state-of-the-art technologies, in vivo diagnosis of paratuberculosis demands either fecal shed-
ding of the organisms or sero-conversion, which both occur only irregularly during the clini-
cally non-apparent phase of the disease [6-9]. Cultural detection of MAP in feces or in tissue
samples after necropsy is labor intensive and time consuming, while the sensitivity of PCR
methods can be affected by low and variable numbers of bacteria in feces and the co-purifica-
tion of PCR inhibitors during DNA extraction [10]. Novel diagnostic methods, therefore,
could gain considerable importance for animal and human health.

More than 300 different VOCs were found in headspace over bacterial cultures [9, 11], feces
[12-15] or in breath. Fecal infections with pathogens like Clostridium difficile [12, 16, 17],
Campylobacter jejuni [12, 17], rotavirus, enteric virus [17] and Vibrio cholera 01 [13] as well as
chronic bowel diseases like Crohn’s disease, ulcerative colitis, irritable bowel syndrome [14, 15,
18] were investigated in the past decade. A general problem in analyses performed with sam-
ples from feces lies in the fact that the predominant part of gut microbiota are commensal bac-
teria such as E. coli. As a considerable fraction of VOCs found in feces will, therefore, be
generated by these bacteria, a well matched control group has to be analyzed in order to identi-
fy VOC patterns of pathogenic bacteria.

VOC patterns in breath have been proposed for identification of tuberculosis, the most im-
portant mycobacterial infection in humans [19]. Seven substances were found in breath gas
discriminating smear positive from smear negative patients in vivo. Two of these substances
were also detected in headspace over sputum [20].

In animals, differential ion mobility spectroscopy (DMS) was applied in vivo for the identifi-
cation of MAP infection. In this study, exhaled breath and headspace over feces of goats were
analyzed. The composition of VOC patterns differed significantly between chronically infected
and non-infected animals [8]. Similar attempts were made with electronic-nose systems
(e-nose) analyzing headspace over serum samples of cattle [21].

As unequivocal substance identification is not possible by means of unspecific techniques
such as e-nose or DMS, the impact of different substances onto those “VOC features” is still
unclear. In addition, the role of potential contaminations from ambient air, previous exposure
or medication has to be taken into account. To solve these problems, analytical methods being
sensitive and specific enough to quantify and to identify VOCs in trace levels have to be ap-
plied. These requirements are optimally met by gas chromatography mass spectrometry
(GC-MS) [6, 22, 23].

In recent studies we described VOC patterns consisting of 34 VOCs as potential marker sets
for detecting in vitro growth of MAP. VOCs were collected in headspace over cultures and ana-
lyzed using solid phase microextraction (SPME) in combination with gas chromatography
mass spectrometry (GC-MS) [9]. The VOC-patterns mirrored bacterial growth and also en-
abled distinction of different strains. Transfer of results from in vitro tests to in vivo may cause
crucial misinterpretations if interactions with the host organism or methodological influences
such as effects of sample storage or conversion of substances during analysis, are not addressed
properly [24, 25]
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Therefore, the present study was intended to apply VOC analyses in vivo in the controlled
setting of an animal model for MAP infection. The following issues were addressed in detail:

o Are there differences between inoculated and non-inoculated animals in terms of VOC pro-
files in breath and feces?

« Do VOC patterns over feces and in breath correspond to each other?
« Do VOC signatures change during the course of infection?

« Can the previously described VOC markers emitted from MAP cultures be detected in the in
vivo setting?

Animals, Materials and Methods
Animals

All 42 goats belonged to the same domestic race (Thiiringer Wald Ziege) and were purchased
from a local goat holding. Twenty six goats were inoculated with Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis (strain JII-1961) essentially as described elsewhere [7]. In brief, they received
doses of 10 mg bacterial wet mass of the MAP strain ten times every two to three days. Each in-
dividual dose was suspended in 50 mL of pre-warmed milk replacer and was administered oral-
ly prior to regular morning feeding. The overall bacterial inoculum amounted to 2.6 x 10® cfu
per animal. Additionally, 16 goats were not inoculated and were considered as healthy controls.
Inoculated and non-inoculated goats were kept in separate stables. The 26 inoculated goats
were divided into two groups and kept in different stables. Animal husbandry, preparation of
inoculation batches as well as inoculation procedures were carried out as described recently
[7]. Control animals were about four weeks younger than the inoculated group of animals.

Twelve, 24 and 36 weeks after the end of inoculation (wpi) seven and twice six inoculated
animals and three controls each were dissected. The remaining inoculated (n = 7) and control
animals (n = 7) were dissected at the end of the experiment at 52 wpi. Infection was confirmed
in 25/26 of the MAP-inoculated goats by cultural isolation of MAP from tissue samples. MAP
was not recovered from any of the control animals [7].

Ethics statement. This study was carried out in strict accordance with European and Na-
tional Law for the Care and Use of Animals. The protocol was approved by the Committee on
Ethics of Animal Experiments and Protection of Animals of the State of Thuringia, Germany
(Permit Number: 04-001/11). All experiments were done in containment of biosafety level 2
under supervision of the authorized institutional Agent for Animal Protection. During the en-
tire study, every effort was made to minimize suffering of the animals.

Materials

Equipment. In order to identify and quantify volatile organic compounds we adapted
microextraction techniques for pre-concentration and applied GC-MS for analysis. For VOC
determination in the headspace above feces, solid phase microextraction (SPME) was applied.
For the breath analyses, needle trap microextraction (NTME) was used.

SPME fiber assemblies (PDMS-Carboxen; 75um) and SPME Injection sleeves (0.75mm ID,
part. no.: 2-6375.05) were bought from Supelco (Bellefonte, USA). A SPME-auto-sampler
(Combi-PAL, CTC-analytics, Zwingen, Switzerland) was used.

Needle trap devices (NTDs) packed with 2 cm of a copolymer of methacrylic acid and ethyl-
ene glycol dimethacrylate were obtained from Shinwa Ltd., Japan (NeedleEx) [23]. A custom-
made NTD-heating-station, NTD-auto-sampler, Teflon-caps and magnetic cap with a Teflon-
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inlet for sealing of NTDs were bought from PAS Technology (Magdala, Germany). The
20-mL-headspace-vials and Teflon-coated rubber septa in combination with magnetic crimp
caps were purchased from Gerstel GmbH & C0.KG (Muelheim/Ruhr, Germany).

Gas chromatographs (GC) (model-no.: 7890A) in combination with inert XL mass selective
detectors (MS) (model-no.: 5975C), long life non-stick septa and non-stick Liner O-rings were
bought from Agilent Technologies (Boeblingen, Germany).

A CP-Pora Bond Q Fused Silica Column (25 m, 0.32 mm, Varian) was applied for the analy-
sis of the SPME samples. A RTX-624 (60 m; 0.32 mm; 1.8 um film thickness) Restek, Bad
Soden, Germany) capillary column was used for NTME analysis.

Reference substances. Identities of all VOCs considered as potential marker substances
were confirmed through analysis of pure reference substances.

Acetone, 2-butanone, hexanal, nonanal, isoprene and benzene were acquired from Ionimed
Analytik GmbH (Innsbruck, Austria). Butane, pentane and hexane were bought from Supelco
(Bellefonte, USA). Methyl-isobutyl-ketone, 1-propanol, styrene, 3-octanone, 2-heptanone,
furan, heptane, methylacetate, 2-methylfuran, 2-ethylfuran, 2-pentylfuran, 2-pentanone,
2-hexanone, 3-hexanone, 3-methyl-2-butanone, 3-methyl-2-pentanone, 2-propanethiol and
dimethylsulfide were purchased from Fluka/Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). 2-Methyl-
butanal and dimethyldisulfide were bought from Abbott GmbH & Co.KG (Wiesbaden, Ger-
many). Ethylbenzene was acquired from Merck (Darmstadt, Germany). 3-methylfuran and
3-methylbutanal was purchased from TCI Europe N.V. (Zwijndrecht, Belgium).

Methods

Sampling. Five measuring campaigns in the infected animals and the control group were
carried out during a period of 8 months. Table 1 shows a detailed overview of breath gas and
feces sampling. Sampling from inoculated goats and healthy animals was always done at the
same day, irrespective of the individual age of the goats.

Feces. Samples from headspace over feces were pre-concentrated by means of SPME and
analyzed by means of GC-MS. Feces were collected into 20 mL headspace vials and sealed with
Teflon-coated rubber septa in combination with magnetic crimp caps. Carboxen/PDMS-con-
taining SPME-fibers were used for all measurements. Before SPME-fibers were used for the
first time, they were conditioned in a GC-injector at 300°C for 1h. Afterwards fibers were re-
tracted and tips of the fibers were sealed until usage. Feces samples were conditioned at 42°C
for 3 min. Fibers were pierced through the septum and exposed to the headspace of the feces
for 7 min. The sample was agitated during equilibration with 500 rpm using the CTC-PAL sys-
tem. Afterwards fibers were retracted and immediately injected into the hot injector for mea-
surement. Before each reuse, SPME-fibers were reconditioned again at 290°C in the GC
injector for 30min.

Blank runs of the fibers were performed on every day before the measurements to ensure
that the SPME-coating was clean and that no uncontrolled bleeding of column, septa or fiber

Table 1. Overview of breath gas samples (b) and feces samples (f) taken from goats.

weeks after inoculation 18 29 33 a1 48 z
sampled animals
inoculated animals b 11 6 13 7 6 43
f 19 13 13 7 5 57
non-inoculated animals b 13 8 10 7 7 45
f 16 10 10 7 7 50
doi:10.1371/journal.pone.0123980.t001
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Fig 1. Experimental set up for alveolar breath sampling in goats. A—sampling mask; B—CO,-sensor; C
—Needle Trap Device (NTD); D—CO, triggered flow valve; E—Capnogard for time resolved CO,-monitoring;
F—sampling box; dashed arrows represent air flows; continuous arrows represent electronic signals.

doi:10.1371/journal.pone.0123980.9001

took place. In order to control the quality of SPME-fibers, a consistent concentration (ppb-
range) of 2,3-dimethyl-1,3-butadiene in methanol was analyzed at the beginning and at the
end of every GC-MS sampling queue.

Breath gas. An automated alveolar sampling device (PAS Technology, Magdala) [26] was
used for alveolar NTD breath sampling (Fig 1).

Sixty mL of alveolar gas were collected onto the NTD by means of the automated CO, con-
trolled device. The device was connected to a fast responding mainstream capnometer (Philips
Respironics, response time < 60 ms). In the alveolar phase of exhalation a valve was opened
and breath gas was drawn through the NTD. Sample volume was controlled by means of a
mass flow controller. The flow rate during sampling was 20 mL/min. After sampling the NTDs
were sealed at the luer lock end by means of magnetic caps with Teflon-inlets. On the tip end,
NTDs were sealed with Teflon-caps. The same procedure of breath sampling without CO, con-
trolled opening of the valve D (Fig 1) was used for generation of at least two room air samples
per day and per stable.

Prior to first usage NTDs were conditioned in a heating device (PAS technology) for at least
20 hours at 195°C under permanent helium flow (1 bar front pressure). After conditioning,
NTDs were sealed at both ends with Teflon-caps. Before actual use NTDs were reconditioned
for 30 minutes at 195°C.

SPME-GC-MS analysis of feces. GC-MS (Agilent MSD) was used for separation and de-
tection of VOCs desorbed from SPME-fibers. SPME fibers were thermally desorbed at 290°C
in the GC-injector. During sample injection the injector was operated in splitless mode for 60s
at a head pressure of 0.643 bar, resulting in a column flow rate of 1.7 mL/min. After the injec-
tion phase a split ratio of 30 was applied for the remaining analysis time. The column tempera-
ture program consisted of the following steps: 90°C for 6 min, 15°C/min to 120°C for 1 min,
10°C/min to 140°C for 7 min, 15°C/min to 260°C for 6 min. The mass spectrometer was
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operated in electron impact ionization (70 eV) mode and recording was done in full scan
mode. The mass range was 35-300 amu and the scan rate was 2.73 scans per second. The tem-
perature of the ion source was set to 230°C and the temperature of the transfer line was set to
280°C. Extracted ion counts (EIC) were used to calculate peak areas for all compounds. Peak
areas were calculated using Agilent MSD Chemstation (E.02.00.493) Software.

NTD-GC-MS analysis of breath gas. GC-MS (Agilent MSD) was used for separation and
detection of VOCs desorbed from the NTDs. Teflon-caps at the tip end were stripped off by
the NTD-auto-sampler (Concept, PAS Technology, Germany) prior to injection. Automatic
desorption of NTDs was realized by automated insertion of NTDs into the injection port [27].
NTDs were thermally desorbed using the expansive flow technique in the injection port of the
GC (splitless mode). The temperature of the injector was 200°C [28]. During desorption the in-
jector was operated in splitless mode for 30s at a head pressure of 0.603 bar, resulting in a col-
umn flow rate of 1.5 ml/min. After the injection phase a split ratio of 33 was applied for the
remaining analysis time. The column temperature program consisted of the following steps:
40°C for 5 min, 8°C/min to 120°C for 2 min, 10°C/min to 220°C, 20°C/min to 250°C for 4 min.
The mass spectrometer was operated in electron impact ionization (70 eV) mode and recording
was done in full scan mode. Mass range was 50-300 amu and scan rate was 2.73 scans per sec-
ond. Temperature of the ion source was 250°C and temperature of the transfer line was 240°C.
Extracted ion counts (EIC) were used to calculate peak areas for all compounds. Peak areas
were calculated using Agilent MSD Chemstation (E.02.00.493) Software.

Identification and quantification of marker substances by means of GC-MS. Tentative
substance identification was done by means of mass spectral library (NIST 2005 Gatesburg,
PA, USA) search. Compounds with concentration differences between inoculated and non-in-
oculated animals were considered as potential marker substances.

GC retention times and mass spectra of all potential marker compounds were verified
through analysis of pure reference substances. The substance lists are given in Table 2. Sub-
stances marked with an asterisk (*) in Table 2b had been identified as potential biomarkers for
MAP bacteria in a former in vitro study [9].

For quantification, gas standards were prepared in concentrations between 1 and 50 ppbV.
For acetone, 3-octanone, 1-propanol, 2-butanone, 2-pentanone, 2-hexanone, 3-methyl-2-pen-
tanone, methylacetate and dimethylsulfide higher concentrations were prepared additionally
for calibration. At least five different concentration levels were prepared for calibration of each
substance. Calibration mixtures of pure reference materials not available as gaseous standards
were prepared by transferring liquid reference substances into an evacuated 100 mL gas bulb
by means of a 10uL syringe. The gas bulb was then equilibrated with pure nitrogen. 50 pL of
the gas mixture were transferred into a Tedlar-bag filled with 1 L of nitrogen. Different concen-
tration levels were prepared by further dilution with nitrogen. For SPME calibration, 15 mL of
these gas standards were transferred into evacuated 20 mL headspace vials and pressure was
equilibrated with nitrogen. All gas standards were pre-concentrated by means of SPME under
the same conditions as the headspace of the feces samples. For NTD calibration 50 mL of gas
standard was pre-concentrated on the NTD device similar to sampling of breath gas.

Limits of detection (LODs) and limits of quantitation (LOQs) for SPME-GC-MS and
NTME-GC-MS methods were determined by means of the signal to noise ratio. Noise level was
determined experimentally from blank samples. LOD was defined as S/N of 3, LOQ as S/N of 10.

Blood samples. Blood samples were collected from inoculated and control animals in reg-
ular intervals. 20 mL of heparinized blood were collected from each animal in intervals of four
weeks until the end of the experiment starting at 4 weeks after inoculation. The serum antibody
response was measured with the ID Screen Paratuberculosis Indirect ELISA (ID Vet, Montpel-
lier, France) according to the instructions of the manufacturer. The antibody response was
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Table 2. Retention times, regression coefficients, detection limits and concentration ranges of selected VOC marker substances from breath (a)

and feces (b).
substance

retention time R? LOD LoQ
a) breath [min] N [ppbV]
1-Propanol 9.96 0.976 1.41 3.48
2-Butanone 10.95 0.993 0.19 0.36
Acetone 7.53 0.854 0.25 0.45
Benzene 12.44 0.994 0.50 1.06
Butanal, 2-methyl- 12.99 0.977 0.08 0.11
Ethylbenzene 19.04 0.984 0.11 0.24
Hexanal 17.5 0.995 0.11 0.28
Nonanal 25.32 0.954 0.40 0.91
Styrene 20.18 0.982 0.02 0.03
b) feces
Pentane* 13.22 0.999 2.41 11.1
Hexane* 20.58 0.999 4.41 16.3
Heptane* 23.83 0.998 2.64 8.81
Acetone* 10.11 0.999 7.06 24.8
2-Butanone 16.06 1.000 0.43 1.26
2-Pentanone 22.13 0.998 1.69 5.64
2-Hexanone 24.97 0.997 5.39 18.0
2-Heptanone* 26.46 0.999 2.98 9.94
3-Octanone* 28.36 0.999 22.6 75.5
2-Butanone, 3-methyl- 21.53 0.997 0.53 1.77
2-Pentatone, 3-methyl- 24.22 0.997 1.79 5.95
Methyl Isobutyl Ketone* 24.00 0.998 1.26 4.19
Isoprene* 12.63 1.000 1.22 4.65
Acetic acid, methyl ester* 11.57 0.999 0.29 0.97
Sulfide, dimethyl 10.91 0.997 0.99 3.29
Disulfide, dimethyl* 22.61 0.993 0.08 0.26
Furan* 9.81 0.999 0.10 0.35
Furan, 2-ethyl-* 21.95 0.998 0.19 0.65
Furan, 2-methyl-* 15.82 0.993 9.6 31.8
Furan, 3-methyl-* 16.62 0.996 0.13 0.42
Furan, 2-pentyl-* 28.40 0.995 4.64 15.5

R2—coefficient of determination;LOD—limit of detection;LOQ—Iimit of quantification
* potential marker substances from a former in vitro study [9]
T values lower than LOD

doi:10.1371/journal.pone.0123980.t002
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demonstrated by the sample-to-positive ratio (S/P %). The interferon-y response after 24 h
stimulation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) with Johnin purified protein deriv-
ative (JPPD, 4 pg/mL), was measured with an in-house ELISA based on monoclonal capture
and detection antibodies against bovine IFN-y (AbD Serotec, Kidlington, UK).

It was assumed that the non-inoculated control group represented a population whose
physiological responses were comparable to natural non-infected animals. Inoculated animals
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Fig 2. PCA-scatterplots of VOC patterns in breath gas (a) and headspace over feces (b) in relation to
MAP-specific antibody levels and to the interferon-y response. Red dots represent S/P-ratios of the
antibody-ELISA higher than 51 and stimulation-indices of the interferon-y response higher than 1.157,
respectively. The loading plot referring to the PCA results from breath gas is given in S1 Fig and the loading
plot referring to the PCA analysis of results from feces is given in S2 Fig, respectively. Blue dots represent S/
P-ratios of the antibody-ELISA lower than 51 and stimulation-indices of the interferon-y response lower than
1.157, respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0123980.9002

were possibly representing progress of infection. Therefore, cut-off-values with high specificity
(>99%), estimated via Receiver-operating-characteristics- (= ROC)-analysis, were chosen for
both MAP-specific features. These cut-off-values were used for labeling of results in PCA-scat-
terplots of VOC-measurements which are given in Fig 2.

Statistical methods and visualizations. For all statistical methods and visualizations only
quantified data were used. Visualization of VOC patterns in two-color heat maps was done
with substance concentrations normalized by means of the maximum in the data set.

Principle component analyses (PCA) were performed by means of The Unscrambler 9.7
and 10.3 (Camo Software AS). For that purpose, data were normalized onto standard devia-
tions and cross-validation was applied as validation method.

Mann-Whitney-U-tests, t-tests and ROC-analyses were realized by means of Sigmastat 3.5
as well as SigmaPlot (Version 10.0.0.54; Systat, San Jose, USA). Significance levels were set to o
=0.05. Values of p > 0.05 meant that there were no significant differences between the two
tested groups. No significance test was performed if percentiles of regarded groups were lower
than LOD. Confidence level for ROC-analysis was set to 99%. In case of normal distribution, t-
tests instead of U-tests were performed.

Results

More than 100 substances could be detected in breath and in feces of the animals by means of
GC-MS-analysis. Detection limits in the high pptV- or low ppbV- and linear ranges of two or-
ders of magnitude could be achieved. Twenty eight substances could be identified having

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0123980  April 27,2015 8/20

103



ANHANG

©PLOS | one

In Vivo VOC Signatures in MAP Infected Goats

b)

Fig 3. Heat-map of selected VOCs from breath (a) and feces (b) normalized onto maximum of
concentrations.
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doi:10.1371/journal.pone.0123980.9003

different concentrations in inoculated and non-inoculated animals. VOC marker patterns
changed during infection. Fig 3 shows the normalized VOC concentration patterns of all ana-
lyzed samples from headspace over feces and from exhaled breath. Although patterns of most
prominent substances such as furans, oxygenated substances and hydrocarbons changed in the

course of infection, differences between inoculated and non-inoculated animals remained de-

tectable at any time for 16 substances in feces and 3 VOCs in breath. Table 2 shows the selected

marker substances together with the detection/quantitation limits of the method and the mea-
sured concentration ranges.

VOC Patterns in Headspace over Feces

Within the group of 25 substances having different concentrations in the inoculated and non-

inoculated groups of animals (Fig 3b) butane, 3-hexanone, 2-propanethiol and dimethyltrisul-
fide were only detected in a few measurements. These substances were, therefore, not intro-
duced into the final marker set.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0123980  April 27,2015

104

9/20



ANHANG

@'PLOS ‘ ONE

In Vivo VOC Signatures in MAP Infected Goats

Table 3. Mann-Whitney-U-tests for analyses from headspace over feces.

Substances:

Pentane

Hexane

Heptane

Acetone

2-Butanone
2-pentanone
2-hexanone
2-heptanone
3-Octanone
2-Butanone, 3-methyl-
2-Pentatone, 3-methyl-

*—p-value from t-test

doi:10.1371/journal.pone.0123980.t003

p-values Substances: p-values
0.176 Methyl Isobutyl Ketone <0.001
0.003 Isoprene <0.001*
0.022 Acetic acid, methyl ester 0.898
<0.001 Sulfide, dimethyl <0.001
0.016 Disulfide, dimethyl <0.001
<0.001 Furan 0.275
<0.001 Furan, 2-ethyl- <0.001
<0.001 Furan, 2-methyl- <0.001*
0.161 Furan, 3-methyl- <0.001
<0.001 Furan, 2-pentyl- 0.057*
<0.001

Twenty one substances were identified as potential marker substances in headspace over
feces (see also Table 2b). Mann-Whitney-U-tests revealed significant differences in substance
concentrations between the inoculated and non-inoculated groups of animals (Table 3).

Concentrations of hexane, heptane, acetone, 2-butanone, 2-pentanone, 2-hexanone, 2-hep-
tanone, 3-methyl-2-pentanone, methyl isobutyl ketone, isoprene, dimethyl sulfide, dimethyl
disulfide, 2-ethyl-furan, 2-methyl-furan and 3-methyl-furan were significantly higher in head-
space over feces of the inoculated group. Significantly lower concentrations for 3-methyl-2
butanone were found in headspace over feces of the inoculated group.

Fig 4 shows scatterplots of the first two principal components of a PCA analysis of the
marker sets for inoculated and non-inoculated animals. As shown in Fig 4a discrimination be-
tween inoculated and non-inoculated animals is mainly attributed to PC1. The time passed
after inoculation had an effect on VOC- patterns (Fig 4b) but did not interfere with the dis-
crimination of inoculated and non-inoculated animals.

VOC Patterns in Breath Gas

Within the group of eleven substances having different concentrations in the inoculated and
non-inoculated groups of animals (Fig 3a) benzaldehyde and 2-pentyl-furan were only de-
tected in a few measurements. Those substances were, therefore, not introduced into the final
marker set.

Nine substances were identified as potential marker substances through NTME-GC/MS
analysis of breath gas (see also Table 2a). Mann-Whitney-U-tests revealed significant concen-
tration differences (p < 0.05) of three substances between the inoculated and non-inoculated
group of animals (Table 4). 2-butanone, benzene and 2-methyl-butanal were higher concen-
trated in breath gas of the non-inoculated group than in exhaled breath of the
inoculated group.

Fig 5 shows scatterplots of a PCA including all identified substances. No discrimination re-
lated to PC 1 and PC 3 was found between inoculated and non-inoculated animals (Fig 5a). As
seen in Fig 5b the time after inoculation has more effect on PC1 and PC3 than the bacterial sta-
tus of animals.

Additionally, room air of each stable was sampled for estimation of background contamina-
tions. Fig 6 representatively shows concentrations of 1-propanol in the breath of animals and
in the air of the corresponding stables.
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PC-02

b)

Fig 4. PCA-scatterplots based on VOC-analysis of headspace over feces. PCA (a) was done for
substances (Table 3) having significantly different (p < 0.05) concentrations in inoculated and non-inoculated
animals. The 3D-scatterplot (b) is derived from the same PCA with respect to weeks after inoculation on the
third axis. The loading plot referring to this PCA analysis is given in S3 Fig. Blue dots represent the non-
inoculated group. Red dots represent the inoculated group. PC-01 explains 31% and PC-02 explains 16%

of variance.

doi:10.1371/journal.pone.0123980.9004
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Table 4. Mann-Whitney-U-tests for breath gas-measurements.

Substances p-values
1-Propanol 0.458
2-Butanone 0.003
Acetone 0.064
Benzene 0.023
Butanal, 2-methyl- 0.002
Ethylbenzene 0.32
Hexanal 0.372
Nonanal 0.881
Styrene 0.649

doi:10.1371/journal.pone.0123980.t004

Correlation of VOC Patterns with Blood Based Immunological Tests

Fig 2a shows scatterplots of a PCA analysis of breath gas VOC profiles in relation to MAP-spe-
cific antibodies and interferon-y response. PC1 explained 31% and PC2 25% of the variance
within the data set. According to the loading plot substances such as nonanal, 2-methyl-buta-
nal, ethylbenzene and benzene had the highest impact on PCI1. Styrene, benzaldehyde, 1-pro-
panol and 2-butanone showed the highest loadings on PC2. S/P-ratios of antibody titer and
stimulation index of interferon-y response were positively correlated to PC 2. No correlation
was found to PC 1. Table 5 exhibits that concentrations of 2-butanone, acetone and benzene
were significantly higher in animals with lower antibody titers and interferon-y response. Non-
anal concentrations were also higher in animals with lower interferon-y response.

PCA scatterplots in Fig 2b reflect the correlations of VOC profiles from feces and MAP-spe-
cific antibodies and interferon-y response. PC1 explained 25% and PC2 15% of the variance
within the data set. Loadings of PCA showed that 2-pentanone, 2-hexanone, methyl-isobutyl-ke-
tone, 2-heptanone, 2- butanone, 2-ethyl-furan, 3-methyl-furan had the highest impact on PCI.
Dimethylsulfide, dimethyldisulfide, dimethyltrisulfide, 2-methyl-furan and 3-methyl-2-penta-
none had the highest impact on PC2. S/P-ratios of antibody titer and stimulation index of inter-
feron-y response were positively correlated to PC 1. No correlation was found between the
immunological parameters and PC 2. As seen in Table 5 concentrations of acetone, 2-butanone,
2-pentanone, 2-hexanone, 2-heptanone, 3-methyl-2-pentanone, methyl isobutyl ketone, iso-
prene, dimethylsulfide, dimethyldisulfide, 2-ethylfuran, 2-methylfuran and 3-methylfuran were
higher in animals with higher antibody titer and stimulation index of interferon-y response.

Discussion

VOCs from exhaled breath and headspace over feces were analyzed in an animal study in 42
goats. Twenty six animals had been inoculated with MAP 3-4 months before the first measure-
ment and 16 non-inoculated animals served as a control group.

Distinct VOC patterns in breath and feces of infected and healthy animals could be detected
by means of adapted microextraction pre-concentration techniques and GC-MS. Twenty eight
VOCs were identified as potential volatile biomarkers for MAP infection in vivo. Differences of
VOC concentrations in the headspace over feces were pronounced and reflected presence of
MAP bacteria. Some of these indicative VOCs had also been found in the headspace over MAP
cultures in a former in vitro study [9]. Differences in VOC profiles from breath were less pro-
nounced as VOC profiles from feces and seemed to be linked to the host response in terms of
interferon-y concentrations. Although patterns of most prominent substances such as furans,
oxygenated substances and hydrocarbons changed in the course of infection, differences
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Fig 5. PCA-scatterplots based on VOC-analysis of breath. PCA (a) was done for all substances (Table 2)
having different concentrations in inoculated and non-inoculated animals. The 3D-scatterplot (b) is derived
from the same PCA with respect to weeks after inoculation on the third axes. The loading plot referring to this
PCA analysis is given in S4 Fig. Blue dots represent the non-inoculated group. Red dots represent the
inoculated group. PC-01 explains 31% and PC-03 explains 15% of variance.

doi:10.1371/journal.pone.0123980.9005

between inoculated and non-inoculated animals remained detectable for 16 substances in feces
but only 3 VOCs in breath.

Unequivocal identification and reliable quantification is mandatory in order to decide
which of these volatile emissions [11, 29] can reliably indicate bacterial presence or growth.
Hence, in this study, substance identification was confirmed by analysis of pure reference sub-
stances and did not solely rely on MS-database (e.g. NIST) search. Any quantification was
done through calibration with reference materials.
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Fig 6. Concentration of 1-propanol in breath gas- and room air-samples.

doi:10.1371/journal.pone.0123980.g006

A previous study based on differential ion-mobility spectrometry (DMS) [8] suggested dif-
ferences between VOC ‘features’ in the breath and the headspace over feces from infected and
non-infected animals. Due to its principal mode of action DMS is not able to unequivocally
identify any substances. As numerous contaminations in order of magnitudes higher concen-
trations than actual marker substances such as 1-propanol may occur in the in vivo setting, re-
sults from unspecific methods such as DMS may easily be biased.

In general, volatile metabolites having different concentrations in feces of inoculated and
not inoculated animals can be generated by bacteria or the host organism itself. Around 60% of
the solid content of feces consists of bacteria [30]. Therefore, samples from feces reflect the
composition and activity of the gut microbiota, which comprises the highest quantities of bac-
teria in the whole body. Thus, analysis of headspace over feces has the potential to provide in-
formation on characteristics of the gut microbiota. The presence and metabolism of
mycobacteria which do not belong to its physiological components are likely to alter the vola-
tile signature. As a prerequisite for identifying changes in the VOC profile caused by the pres-
ence of MAP bacteria, knowledge on commensal bacteria is necessary. In our study, we met
this point by measuring a control group of animals bred and living under identical conditions
as the inoculated group in a well-established animal model [7].

Concentrations of acetone, 2-butanone, 2-pentanone, 2-hexanone, 2-heptanone, 3-methyl-
2-pentatone, methyl isobutyl ketone and isoprene in headspace over feces were constantly
higher in the inoculated group. Potential sources of these compounds are MAP metabolism
and/or host response to chronic inflammation. Aldehydes and ketones are known to be linked
to oxidative or inflammatory activity on the cellular level [6]. On the other hand, mycobacteria
have specific cell wall structures which account for many of the unique properties of this bacte-
rial species. Clinically relevant characteristics include resistance to bactericidal effects or func-
tions of the host immune system and low permeability to antibiotics. Mycolic acids represent
important components of the cell envelope of mycobacteria. Derivatives of mycolic acids occur
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Table 5. VOC-concentration ranges and differences in relation to MAP-specific antibody levels and interferon-y response after stimulation with

JPPD.
a) breath antibody titer (S/P%) stimulation-index of the
JPPD-specific interferon-y-response

> 51.02 <51.02 >1.157 <1.157
measurements 15 19 16 18
percentiles 25% median 75% 25% median 75% p 25% median 75% 25% median 75% p
1-Propanol 182.08 202.26 305.02 221.18 325.37 647.68 0.048 181.29 199.16 279.77 246.43 417.71 669.23 0.01
2-Butanone 0.34 0.40 0.53 061 0.75 1.08 <0.001 0.33 0.41 0.54 069 0.76 1.12  <0.001
Acetone 18.89 2411 3266 28.76 3270 43.21 0.011 1853 23.32 30.22 32.11 34.34 46.93 <0.001
Benzene T 0.55 0.61 059 0.70 082 0.012 t 0.55 0.64 059 071 0.93  0.009
Butanal. 2-methyl- 1 0.32 0.45 1 1 085 0.776 1 0.35 0.50 1 1 0.68 0.83
Ethylbenzene 1 0.12 0.15 1 0.14 0.19  0.211 1 0.11 0.15 1 0.16 0.20  0.084
Hexanal 0.35 0.41 0.51 043 0.50 0.74 0.055 0.36 045 0.51 0.37 0.50 0.77 0.128
Nonanal 1.32 1.46 1.71 1.26 2.05 2.50 0.053 1.30 1.45 1.82 1.29 2.07 2.59 0.047
Styrene 0.06 0.16 0.49 0.05 0.15 063 0.839 0.08 0.19 0.75 0.04 0.10 0.39 0.183
b) feces antibody titer (S/P%) stimulation-index of the JPPD-specific

interferon-y-response

> 51.02 <51.02 >1.157 <1.157
measurements 21 21 22 20
percentiles 25% median 75% 25% median 75% p 25% median 75% 25% median 75% p
Pentane* 1145 1511 2027 1143 1579 20.70 0.839* 1241 1767 20.14 11.38 1554 20.78 0.426*
Hexane* 1 7.99 1114 ¢ 1 9.25 0.221* ¢ 8.12 11.10 ¢ T 9.15  0.07
Heptane* 6.85 7.45 9.70 6.66 8.04 9.28 0.94 7.02 7.63 1062 586 7.15 8.75 0.073*
Acetone* 799.26 1011.08 1305.37 291.71 383.92 501.73 <0.001 744.34 1007.45 1295.41 290.37 370.35 485.57 <0.001
2-Butanone 87.85 12545 193.84 47.87 62.05 104.01 0.007 68.67 12514 191.82 46.50 69.65 104.25 0.012
2-Pentanone 347.69 476.16 585.54 209.40 280.80 315.93 <0.001 331.36 479.08 573.15 200.64 281.89 315.15 <0.001
2-Hexanone 139.44 178.42 21250 61.14 94.08 119.06 <0.001 141.33 178.82 221.09 65.81 91.67 116.33 <0.001
2-Heptanone* 33.08 38.79 4564 2255 26.04 3442 0.005* 3368 38.76 4586 2296 2598 33.81 0.005*
3-Octanone* 4789 56.37 8587 36.40 56.19 8212 0.718* 5248 59.19 8840 30.68 49.18 7829 0.091*
2-Butanone, 3-methyl- 26.26 3289 39.74 2559 36.20 111.90 0.237 2690 3265 39.49 23.88 39.79 113.00 0.399
2-Pentatone, 3-methyl- 26.30 34.37 53.09 16.07 19.41 28.06 <0.001 2842 35.71 62.36 1597 1891 25.10 <0.001
Methyl Isobutyl Ketone*  11.57 13.51 1823 6.35 9.00 11.36 <0.001* 1249 14.64 1964 6.24 876 10.41  <0.001
Isoprene* 19.87 2960 3719 892 16.18 2230 0.009* 2437 3372 37.96 6.85 1358 20.17 <0.001
Acetic acid, methyl ester* 46.57 55.47 6861 49.83 b56.22 67.18 0.898* 44.16 53.06 67.61 51.26 57.65 67.51 0.494*
Sulfide, dimethyl 409.76 81552 1099.63 127.23 184.20 258.03 <0.001 377.90 836.66 1158.19 123.61 182.72 241.42 <0.001
Disulfide, dimethyl* 037 1.12 6.44 1 0.23 0.68 0.005 0.41 1.21 5.72 1 0.22 0.74  0.005
Furan* 146 1.70 1.79 152 1.84 322 0208 147 1.72 1.99 153 1.82 294 0.332
Furan, 2-ethyl-* 743 9.96 1189 526 6.63 7.75 <0.001* 7.80 9.97 1230 523 6.40 7.50 <0.001
Furan, 2-methyl-* 1472 19.98 2368 1241 1523 17.90 0.046* 1536 19.78 2446 1274 1515 17.93 0.007*
Furan, 3-methyl-* 2341 3232 4193 1933 2137 2566 <0.001 2769 33.00 43.16 18.63 19.96 24.03 <0.001
Furan, 2-pentyl-* 21.99 2925 3391 2311 26.73 30.05 0.454* 2474 2945 3433 20.85 24.64 28.64 0.099*
p-values from Mann-Whitney-U-tests
T value lower than limit of detection
* p-values from t-tests
doi:10.1371/journal.pone.0123980.t005
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in significant amounts. Among these compounds are long chain fatty acids, alcohols and ke-
tones [31]. In addition, aldehydes may play a role as intermediates in the biosynthesis of myco-
bacterial lipid metabolites [32].

Furan derivatives have already been described as metabolites from various microorganisms
[29, 33-37]. Mycobacterial surface glycolipids contain D-galactofuran [38] and arabinofurano-
syl residues [39]. From these pentose compounds, furfural and furans can be derived. Furans
can also be synthesized from acetyl-CoA building blocks [29] or along oxidative degradation of
fatty acids. Le. furans are likely to indicate (myco-)bacterial growth as they mirror cell wall turn-
over. Since substituted furans can be derived from D-galactofuran or arabinofuranosyl residues,
which represent mycobacterial surface structures, these compounds may even be assigned to the
growth of distinct mycobacteria. In a recent in vitro study we detected concentrations as high
as ppmV of 2-methylfuran, 2-ethylfuran and 2-pentylfuran in MAP cultures [9]. Elevated con-
centrations of 2-ethylfuran, 2-methylfuran and 3-methylfuran in feces of the inoculated animals
may thus be attributed to presence and growth of MAP in the gut of these animals.

3-methyl-2-butanone was the only substance having lower concentrations in the inoculated
group. This substance is generated during the biosynthesis of fatty acids [29] and, therefore,
represents a general marker of (bacterial) growth rather than a bacteria specific substance.
Lower quantities of this marker may indicate reduced replication or decreased amounts of
overall bacteria (other than MAP) in the inoculated group.

The appearance of higher dimethylsulfide concentrations in MAP-infected animals could
be the result of a reduced immune defense which may have affected the composition of the gut
microbiota. Ubiquitously distributed Dinoflagellates are microorganisms often associated to
human illnesses [40]. Their co-existence with bacteria enables the aerobic degradation of
3-dimethylsulfoniopropionate (3DMSP) to dimethylsulfide [41-43]. 3DMSP is known to be
generated from L-methionine from higher plants which, being components of hay, belong to
the goat s diet [44]. Direct catabolic degradation of L-methionine to dimethylsulfide by lactic
acid bacteria is also probable [45-48].

When animals were grouped according to the immunological host response distinction be-
tween groups became more pronounced. Distinction mainly relied on the same substances
which had been identified to differentiate between inoculated and non-inoculated animals.
This could be due to a higher amount of MAP bacteria in those animals with higher inflamma-
tory immune response. On the other hand, inflammatory response with generation of volatile
aldehydes and ketones in the gut might as well have contributed to this effect.

In contrast to VOC patterns from feces, exhaled VOC patterns did not show pronounced
differences between healthy and inoculated animals.

From the PCAs it is obvious that the actual immunological response and the age of the ani-
mals had a more pronounced effect on exhaled VOC profiles than the inoculation with MAP
bacteria. Surprisingly, concentrations of differentiating VOCs were consistently higher in the
group of animals with lower antibody ratios and lower interferon-y responses. This was true
for oxygenated substances related to lipid peroxidation or metabolic stress, such as aldehydes
or ketones, as well as for substances typically related to environmental effects, such as benzene.

When compared to our recent in vitro results, 15 substances from the bacterial in vitro pat-
tern could be found in the headspace of feces, but only 5 substances were detectable in the
breath of the animals [9]. VOCs produced by MAP in the gut are likely to be metabolized in
the liver when they enter systemic circulation via the portal vein. Le. concentrations of reactive
substances such as unsaturated hydrocarbons, aldehydes, ketones or furans potentially synthe-
sized by MAP in the gut will be vanishingly low in breath. These results demonstrate that a di-
rect transfer from in vitro biomarker to in vivo conditions [24, 25] is not possible and that
physiology and metabolism must be taken into account.
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Apart from bacterial presence and immunological response other factors including physiol-
ogy, age and nutrition may influence VOC-patterns. The influence of nutrition was minimized,
as the study started only after the transition from milk to plant feeding was completed and all
animals received identical diet. Nevertheless the age of the animals between 21 and 55 weeks of
life had a distinct effect on VOC-patterns. Although VOC profiles from feces changed marked-
ly over time, distinction between inoculated and non-inoculated animals was still possible at
every time point.

Conclusion

VOC concentrations in the headspace over feces showed differences between infected and
healthy animals. Discriminating VOCs could be linked to MAP membrane structures and me-
tabolism. Differences in VOC profiles from breath were less pronounced and seemed to be
linked to the host response. Transfer of results from in vitro VOC studies to in vivo conditions
need careful consideration of related biochemistry, physiology and potential confounding pa-
rameters. Concentrations patterns of volatile marker substances determined from feces and
breath changed in the course of infection. Nevertheless, differences between inoculated and
non-inoculated animals remained detectable at any time. In a perspective, VOC profiles from
feces may be used to recognize mycobacterial presence in the gut of ruminants.

Supporting Information

S1 Fig. Loading-plot referring to PCA-analysis of breath gas samples in relation to blood
tests (Fig 2a).
(TIF)

S2 Fig. Loading-plot referring to PCA-analysis of feces samples in relation to blood tests
(Fig 2b).
(TIF)

S3 Fig. Loading-plot referring to PCA-analysis of feces samples (Fig 4).
(TIF)

S4 Fig. Loading-plot referring to PCA-analysis of breath gas samples (Fig 5).
(TIF)
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