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1 Einleitung 
Die Nutzung von Geruch als diagnostische Methode beschrieben bereits griechische Gelehrte 
der Antike, wie z. B. Hippokrates von Kos (um 460–370 v. Chr.). Durch ein spezifisches 
Geruchsprofil können speziell darauf trainierte Hunde humane Patienten mit 
Tumorerkrankungen detektieren (Williams und Pembroke 1989, Church und Williams 2001, 
Pickel et al. 2004, Willis et al. 2004). Auch Riesenhamsterratten erkennen tuberkulöse 
Patienten anhand des Geruchs von Sputumproben (Weetjens et al. 2009). Diese Beispiele 
zeigen exemplarisch das diagnostische Potential auf, welches Gasgemischen innezuwohnen 
scheint. In den verschiedenen und sehr komplex zusammengesetzten Gasgemischen befindet 
sich eine Vielzahl an flüchtigen organischen Substanzen (VOC, volatile organic compounds), 
die mittels unterschiedlicher Analyseverfahren identifiziert und quantifiziert werden können 
(Miekisch und Schubert 2006).  

In der Humanmedizin werden unter anderem Patienten mit Tumorerkrankungen, verschiedenen 
Organerkrankungen, aber auch Infektionskrankheiten in die Erforschung des diagnostischen 
Potentials von VOC einbezogen. Hierfür werden Atemgas, der Gasraum (Headspace) über Se- 
und Exkreten sowie Emissionen von Haut, Fäzes und Bakterien beprobt. Dieser diagnostische 
Ansatz basiert auf physiologischen Grundlagen, die bislang in der Medizin nur wenig erforscht 
sind und deshalb kaum genutzt werden. Die Analyse von VOC könnte perspektivisch 
insbesondere für die Erkennung jener Erkrankungen hilfreich sein, deren Diagnostik noch nicht 
zufriedenstellend effizient ist. Eventuell kann eine VOC-basierte Diagnostik auch helfen, 
Prognosen besser als bisher spezifizieren zu können (Miekisch et al. 2004, Schubert et al. 2005).  

Mit dem Ziel, VOC als Biomarker zu nutzen, konzentrieren sich die Forschungsarbeiten in der 
Veterinärmedizin auf Infektionen, die trotz der Verfügbarkeit moderner molekularbiologischer 
Methoden noch immer schwer zu diagnostizieren sind. Dies ist unter anderem bei Infektionen 
mit Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) der Fall. Aufgrund der 
wachsenden ökonomischen Bedeutung von MAP-Infektionen, vor allem für Milchviehbetriebe, 
des zunehmenden internationalen Handels, aber auch der ungeklärten Frage des zoonotischen 
Potentials von MAP, ist eine schnelle, sensitive, spezifische und möglichst preiswerte 
Diagnostik notwendig. Die derzeit verfügbaren diagnostischen Methoden für eine 
Diagnosestellung intra vitam sind entweder sehr arbeits- und zeitaufwendig (kulturelle 
Anzucht), oder unzureichend sensitiv bzw. spezifisch (PCR-Methoden) und zudem oft teuer. 

Die im Rahmen dieses Dissertationsvorhabens durchgeführten Untersuchungen ordnen sich in 
das noch junge Forschungsfeld zur Nutzung von VOC als potentielle Biomarker ein. Ein 
diesbezüglich von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) gefördertes Projekt mit dem 
Geschäftszeichen RE 1098/4-1, SCHU 1960/4-1 (2012-2015, erste Förderphase) und RE 
1098/4-2, SCHU 1960/4-2 (2015-2018, zweite Förderphase hat das Ziel der Identifizierung von 
VOC als Biomarker für Infektionen mit MAP. Erste entscheidende Erkenntnisse aus der 
Förderphase I dieses Projektes waren, dass sich die Zusammensetzung und die Konzentrationen 
der im alveolären Atemgas und auch im Headspace von Kotproben gemessenen VOC zwischen 
experimentell mit MAP infizierten Ziegen signifikant von denen nicht infizierter Kontrolltiere 
unterschieden (Bergmann et al. 2015). Darüber hinaus wurden die Effekte physiologischer 
Einflussfaktoren (körperliche und metabolische Entwicklung vom Milchlamm zum 
Wiederkäuer, altersgemäße Anpassung an das Fütterungsregime), auf das VOC-Profil von 
Ziegen innerhalb des ersten Lebensjahres evaluiert (Fischer et al. 2015b). Die 2. Förderphase 
des Projektes (RE 1098/4-2, SCHU 1960/4-2) beinhaltete schwerpunktmäßig Untersuchungen 
zur In–vitro-Diagnostik von MAP. Es galt, mögliche Einflussfaktoren auf das VOC-Profil von 
Bakterienkulturen zu erkennen und die Wirkungen folgender Faktoren zu untersuchen: 
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Zusammensetzung des Nährmediums, Dauer der Inkubationszeit, Keimzahl des Inokulates und 
Temperatur während der Inkubation. Auch die Abgrenzung der VOC-Profile verschiedener 
Mykobakterien-Spezies sollte betrachtet werden. Zur Weiterführung der Untersuchungen in 
vivo sollte der bereits an Ziegen etablierte Versuchsaufbau zur VOC-Analytik im Atemgas auf 
Rinder übertragen werden, um die in Förderphase 1 experimentell ermittelten Ergebnisse 
zukünftig an beiden Tierarten und unter Praxisbedingungen zu überprüfen und weiterführende 
Untersuchungen zu ermöglichen.  

Die Untersuchungen dieser Dissertation konzentrierten sich auf das Potential der In–vitro-
Diagnostik mittels VOC im Headspace von MAP-Kulturen. Um VOC-Analytik als 
Diagnostikum in eine praktische Anwendung überführen zu können, sind detaillierte 
Kenntnisse über Einfluss- bzw. Störfaktoren auf das Analyseverfahren und die quantitative und 
qualitative Zusammensetzung des VOC-Profils notwendig. Auch die praktische Anwendung in 
vivo erforderte sowohl einen zuverlässigen und unter Feldbedingungen anwendbaren 
Versuchsaufbau, als auch ausführliche Kenntnisse über Schwankungen von VOC-Messungen. 

Die Ziele der im Rahmen dieser Dissertation durchgeführten Untersuchungen waren: 

● die Definition eines robusten VOC-Profils im Headspace von MAP-Kulturen 

● die Untersuchung von biologischen, methodischen und technischen Einflussfaktoren 
auf das VOC-Profil im Headspace von MAP-Kulturen 

● das Ziehen von Rückschlüssen auf die Herkunft der VOC im Headspace von MAP-
Kulturen 

● die Entwicklung eines technischen Aufbaus zur Online-VOC-Analyse im Atemgas 
adulter Rinder unter Feldbedingungen 

● die Untersuchung von physiologischen Einflussfaktoren auf das VOC-Profil im 
Atemgas von Rindern mithilfe von mehreren VOC-Messungen im Tagesverlauf 
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2 Literaturübersicht 

2.1 Paratuberkulose 

2.1.1 Historischer Überblick 

Im Jahr 1895 wurde die Paratuberkulose erstmals durch den Dresdner Veterinärpathologen 
Heinrich Albert Johne wissenschaftlich erwähnt. Auch heute noch ist diese Erkrankung unter 
Johne’sche Krankheit oder Johne’s Disease bekannt. Johne und Langdon Frothingham wiesen 
säurefeste Mikroorganismen im entzündlichen Gewebe der chronisch granulomatösen 
Enteritiden nach und beschrieben den Symptomkomplex als eine „besondere Form der 
Darmtuberculose“ (Johne und Frothingham 1895). Ein Jahrzehnt später erkannte Bang, dass 
die pathomorphologisch typischen Läsionen im Darm nicht durch Mycobacterium (M.) bovis, 
den Erreger der Tuberkulose des Rindes, hervorgerufen werden und nannte die Erkrankung 
‚pseudotuberkulöse Enteritis‘ (Bang 1906). Twort und Ingram konnten das ursächliche Agens 
isolieren und bezogen sich auf den Namen ‚Mycobacterium enteriditis chronicae 
pseudotuberkulosae bovis‘ (Twort und Ingram 1912). Im Jahr 1990 wurde dieses Agens der 
Unterart M. avium zugeordnet und erhielt seinen heute gültigen Namen M. avium 
subspecies (ssp.) paratuberculosis (Thorel et al. 1990). 

2.1.2 Erreger 

MAP gehört zur Ordnung der Actinomycetales, zur Familie Mycobacteriaceae, zum Genus 
Mycobacterium (M.) und zur Spezies M. avium. Aufgrund der engen Verwandtschaft von 
M. avium und M. intracellulare werden diese Spezies und deren Unterarten zum 
Mycobacterium-avium-intracellulare-Komplex (MAI) zusammengefasst. Zum MAI zählen 
somit M. avium ssp. avium (MAA), M. avium ssp. hominissuis (MAH), M. avium ssp. 
paratuberculosis (MAP) und M. intracellulare (MI). Ein weiterer Komplex der 
Mycobacteriaceae ist der Mycobacterium-tuberculosis-Komplex, welcher mit M. tuberculosis 
(Trujillo-Rojas 1967, Liu et al. 1980, Aranaz et al. 1996, Michalak et al. 1998, Montali et al. 
2001), M. bovis (MB) (Moda et al. 1996) und M. caprae die zoonotischen Erreger der 
Tuberkulose umfasst. In der Gruppe der nicht-tuberkulösen-Mycobacteria (NTM) werden der 
MAI und alle anderen Mykobakterien zusammengefasst, die sowohl in der Human- als auch 
der Veterinärmedizin aufgrund steigender Inzidenzen an Bedeutung gewinnen (Runyon 1965, 
Falkinham 3rd 1996, Weiss und Glassroth 2012, Biet und Boschiroli 2014, Brode et al. 2014).  

MAP-Isolate können drei Biotypen zugeordnet werden, welche kulturmorphologische (Merkal 
und Curran 1974, Stevenson et al. 2002, de Juan et al. 2005) und genotypische (Moreira et al. 
1999) Unterschiede aufweisen. Der Biotyp I (oviner Typ) wird in der Regel (i. d. R.) aus 
Probenmaterial von Schafen isoliert und wächst langsam in glänzenden, gelb pigmentierten, 
flachen und gleichmäßigen Kolonien (Stevenson et al. 2002). Aus Probenmaterial von Rindern 
wird zumeist Biotyp II (boviner Typ) isoliert. Dieser wächst in Kultur ebenfalls langsam und 
zeigt nicht-pigmentierte, kleine, glatte und glänzende Kolonien, die verschiedene Formen 
aufweisen (Merkal und Curran 1974). Aber auch in Proben von Schafen und Wildwiederkäuern 
wurde dieser Biotyp gefunden (Pavlik et al. 2000). In Proben von Schafen, Ziegen und Rindern 
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wurde der intermediäre Typ (Biotyp III) nachgewiesen, welcher ebenfalls ein langsames 
Wachstum aufweist und nicht-pigmentiert ist (de Juan et al. 2005). 

Abb. 1: Aufbau der Zellwand von Mykobakterien. (modifiziert nach McNeil und Brennan 
1991 sowie Brennan und Nikaido 1995).  

MAP ist ein schwach gram-positives, aerobes, nicht bewegliches, nicht sporenbildendes, säure- 
und alkoholfestes Stäbchen (Manning und Collins 2001) mit einer durchschnittlichen Breite 
von 0,5 µm und Länge von 1–1,5 µm. Die komplexe hydrophobe Zellwand (Abb. 1) ist reich 
an Lipiden (Clarke 1997) und weist eine Peptidoglykanschicht mit angelagerten Arabino-
Galaktanen auf, an welche Mykolsäuren gebunden sind (McNeil und Brennan 1991, Jarlier und 
Nikaido 1994, Brennan und Nikaido 1995). Lipoarabinomannan ist ein entscheidender 
immunmodulatorischer Zellwandbestandteil, der unter anderem die Antikörperproduktion im 
Wirt anregt (Jolly et al. 2011). Die Zellwand der Mykobakterien weist viele Proteine auf, deren 
Funktionen noch weitgehend ungeklärt sind (He und De Buck 2010). Interzelluläre Filamente 
(fibronectin attachment protein) der Bakterienwand führen zu einem typischerweise nestartigen 
„Zusammensitzen“ von MAP im Probenmaterial (Merkal 1973). 

2.1.3 Epidemiologie 

2.1.3.1 Tenazität  

MAP zeichnet sich durch eine hohe Tenazität aus. Die Zellwandeigenschaften von 
Mykobakterien im Allgemeinen sorgen für eine hohe Widerstandsfähigkeit gegenüber 
thermischen und chemischen Einflüssen. Die Überlebensfähigkeit von MAP in stehenden 
Gewässern kann bis zu 38 Wochen betragen (Lovell et al. 1944, Whittington et al. 2004). 
Rinderkot mit teilweise unbekannter Bakteriendichte wies unter natürlichen Bedingungen 
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(variable Außentemperatur, Luft- und Sonneneinstrahlung) je nach Studie eine Tenazität von 9 
bis 35 Wochen auf (Lovell et al. 1944, Richards und Thoen 1977, Whittington et al. 2004). Die 
Abtötung der Bakterien wird positiv durch ultraviolette Strahlung, steigende Temperaturen und 
zunehmenden Ammoniakgehalt beeinflusst. Beispielsweise beträgt die Tenazität von MAP in 
Urin 7 Tage (Larsen et al. 1956). Unter anaeroben Bedingungen mit niedrigem pH-Wert, wie 
es in Silage vorkommt, fand man nach max. 14 Tagen überlebensfähige Bakterien (Katayama 
et al. 2000). Im Gegensatz dazu kann MAP den Prozess des Pasteurisierens von Milch in Teilen 
überleben (Grant et al. 1998, Ayele et al. 2005). Des Weiteren setzt die Alkohol- und 
Säurefestigkeit der Zellwand die Wirksamkeit wasserlöslicher Desinfektionsmittel und 
Antibiotika deutlich herab (Chiodini et al. 1984a, Jarlier und Nikaido 1994).  

2.1.3.2 Übertragungswege  

MAP siedelt sich in den Peyer’schen Platten des distalen Jejunums und des Ileums an und wird 
über Kot infizierter Tiere ausgeschieden (Rosenberger 1978, Chiodini et al. 1984a). Im Kot 
befinden sich die Erreger in abgeschilferten Darmepithelzellen und abgestorbenen 
Makrophagen. Die MAP-Ausscheidung über Kot infizierter Tiere beginnt individuell zeitlich 
verschieden (Lepper et al. 1989) und verläuft intermittierend. Aber bereits im Kot exponierter 
Kälber konnte MAP nachgewiesen werden (Antognoli et al. 2007, Corbett et al. 2017). Des 
Weiteren wird MAP von infizierten Tieren auch über die Milch ausgeschieden (Taylor et al. 
1981, Sweeney et al. 1992a, Lambeth et al. 2004). Zusätzlich wurde bei Rindern, 
Wildwiederkäuern und Schafen von einer intrauterinen Erregerübertragung berichtet (Sweeney 
et al. 1992b, Lambeth et al. 2004, Thompson et al. 2007). Die Anzucht von MAP gelang des 
Weiteren aus Geschlechtsorganen und Sperma infizierter Bullen (Larsen et al. 1981, Ayele et 
al. 2004, Münster et al. 2013), eine Übertragung über natürliche oder künstliche Besamung ist 
allerdings bisher nicht dokumentiert. Vornehmlich Jungtiere nehmen die Erreger oral aus der 
Umgebung (Rankin 1961, Sweeney 1996, Pithua et al. 2013) oder durch Saugen am 
kontaminierten Euter des Muttertieres auf (Sweeney 1996). Bei langer Inkubationszeit von 5-7 
Jahren treten erste unspezifische Symptome lange nach Beginn der Erreger-Ausscheidung auf. 
Eine orale Infektion von adulten Tieren mit entsprechend hohen Erregerdosen sollte nicht 
ausgeschlossen werden (Sweeney 1996, Wells et al. 2012). 

2.1.3.3 Wirtsspektrum  

Alle Haus- und Wildwiederkäuer gelten als empfänglich für Paratuberkulose (Clarke 1997), 
wobei Jungtiere am empfänglichsten sind (Sweeney 1996). Es gilt, je älter die Tiere, desto 
höhere Infektionsdosen sind notwendig, um eine Infektion zu induzieren (Chiodini et al. 1984a, 
Sweeney 1996). Des Weiteren wird eine altersabhängige Resistenz diskutiert (Clarke 1997). In 
der Gatterwildhaltung wird eine stetig steigende Inzidenz von Paratuberkulose verzeichnet 
(Mackintosh et al. 2004). Aber auch monogastrische Wildsäuger und Vögel, mit 
symptomatischen, aber auch asymptomatischen Infektionen, gelten als Wirte und Überträger 
(Beard et al. 2001, Corn et al. 2005). Vor allem Wildhasen und Kaninchen fungieren als 
natürliches Reservoir (Raizman et al. 2005). Des Weiteren gibt es Einzelfallberichte über 
Paratuberkulose-Infektionen bei Hunden (Vogel 1977), Eseln (Stief et al. 2012) und Schweinen 
(Larsen et al. 1971). Katzen gelten als symptomlose Überträger der Paratuberkulose (Palmer et 
al. 2005).  
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2.1.4 Bedeutung der Paratuberkulose 

2.1.4.1 Geografische Verbreitung, 

Berichte über positive MAP-Befunde in diversen Proben gibt es auf allen Kontinenten (Abb. 2), 
also aus Nord- und Südamerika (Chiodini et al. 1984a, Espeschit et al. 2017), Afrika (Benazzi 
et al. 1995, Michel und Bastianello 2000), Asien (Talatchian 1965, Goto et al. 1972, Park et al. 
2016), Australien und Neuseeland (Davidson 1970, Skilbeck 1982, Seaman und Thompson 
1984) und Europa (Bratanovic et al. 1965, Jorgensen 1972, Crowther et al. 1976, Gunnarsson 
1979, Holmstrom et al. 2003, Sternberg und Viske 2003). Auch wenn vereinzelte Länder 
Paratuberkulose nie meldeten, oder zeitweise als frei gelten oder galten, kommt die Erkrankung 
weltweit vor und kann aufgrund der mangelnden Sensitivität und Spezifität der derzeit 
verfügbaren diagnostischen Testsysteme, vor allem im subklinischen Stadium, jederzeit 
verschleppt werden. In der Literatur berichtete Einzeltierprävalenzen von MAP in Europa 
schwanken um 0,0-19,8 % bei Rindern, 0,3-0,6 % bei Schafen sowie 0,0-1,7 % bei Ziegen 
(Nielsen und Toft 2008). In den Jahren 1997 bis 2007 waren bis zu 68 % der Rinderherden, 
52 % der Ziegenbestände und 24 % der Schafherden in Europa von Paratuberkulose betroffen 
(Nielsen und Toft 2008). 

Abb. 2: Weltweites Vorkommen von Paratuberkulose in Nutztier- und 
Wildtierpopulation im Jahr 2016 (OIE 2017). 

2.1.4.2 Wirtschaftliche Bedeutung 

Zu den wirtschaftlich bedeutenden Symptomen einer MAP-Infektion zählen das reduzierte 
Schlachtgewicht (Raizman et al. 2007), die erhöhte Anfälligkeit für andere Erkrankungen 
(Raizman et al. 2007), die herabgesetzte Fertilität der Tiere (Smith et al. 2010) und der 
Milchverlust (Benedictus et al. 1987, Beaudeau et al. 2007, Raizman et al. 2009, Donat et al. 
2014). Wirtschaftliche Verluste durch Paratuberkulose begründen sich vor allem durch den 
letalen Ausgang der Erkrankung, aber auch die aufgeführten unspezifischen Symptome, die 
i. d. R erst Jahre später der Diagnose Paratuberkulose zugeordnet werden. Eine 1989 in den 
USA durchgeführte Studie berichtete über Verluste durch Paratuberkulose von ein bis fünf 
Milliarden US-Dollar pro Jahr (Clarke 1997) und eine französische Studie gibt jährliche 
Mehrkosten von 1940 € pro klinisch erkranktes Milchrind an (Dufour et al. 2004).  
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2.1.4.3 Zoonotische Bedeutung 

Aufgrund der hohen Tenazität von MAP in der Umwelt (Whittington et al. 2004), der Inzidenz 
des Erregers in Rohmilch (Sweeney et al. 1992a, Streeter et al. 1995) und Nachweisen von 
genetischem Material von MAP in humanen Proben wird das zoonotische Potential von MAP 
bis heute stetig diskutiert (Chiodini 1989, Thompson 1994, Sweeney et al. 2012, Atreya et al. 
2014). Erste Hypothesen über ein mögliches zoonotisches Potential von MAP erfolgten 
aufgrund der Ähnlichkeit der Symptomatik und Pathogenese der Paratuberkulose mit dem 
Morbus Crohn des Menschen (Patterson und Allen 1972, Morgan 1987). Wenig später konnten 
Mykobakterien (Chiodini et al. 1984b) und im speziellen MAP (McFadden et al. 1987) aus an 
Morbus Crohn erkrankten Patienten isoliert werden. Es liegen lediglich Fallberichte von 
Patienten vor, die mit eingeschränkter Funktion des Immunsystems, wie bei humanem 
Immundefizienz-Virus (Richter et al. 2002) oder chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 
(Collins et al. 2000), positiv auf MAP getestet wurden. Ein eindeutiger Beweis, dass MAP 
Morbus Crohn auslöst oder daran beteiligt ist, fehlt bislang. 

2.1.5 Diagnostik 

Allgemein bekannt ist, dass man unter der Diagnostik die Gesamtheit der Maßnahmen versteht, 
die zur Erkennung einer Erkrankung oder Infektion führen. Eine ideale diagnostische Methode 
zeichnet sich demnach durch das Auffinden aller infizierten Tiere eines Erregers aus, also einer 
100 %-igen Sensitivität (Se), ohne fälschlicherweise gesunde Tiere als positiv einzustufen 
(100 %-ige Spezifität, Sp). Im besten Fall sollte dies auch für subklinische Stadien einer 
Erkrankung gelten. Die Diagnostik der Paratuberkulose wird durch die sehr lange 
Inkubationszeit und erst spät im Erkrankungsverlauf einsetzende Antikörperbildung sowie 
Erregerausscheidung, die lediglich intermittierend auftritt (siehe 2.1.3.2 Übertragungswege), 
erschwert. Diese Eigenschaften einer MAP-Infektion beeinträchtigen sowohl die Se als auch 
die Sp v.a. im latenten und subklinischen Stadium. Die Folge ist, dass es keine 
Referenzmethode zur Evaluierung neuer diagnostischer Ansätze ante mortem im Sinne einer 
Früherkennung gibt (Nielsen und Toft 2008).  

Gewünschte Voraussetzung für ein routinemäßiges Bekämpfungsprogramm wäre ein Test, der 
kostengünstig, einfach und schnell ist (hoher Probenumsatz) und der eine möglichst hohe Se 
und Sp aufweist. All diese Eigenschaften gemeinsam weist keine der momentan verfügbaren 
und nachfolgend beschriebenen Methoden auf. 

2.1.5.1 Direkter Erregernachweis 

Mikroskopische Untersuchung von Kotausstrichen und Organabklatschpräparaten 

Eine Möglichkeit des Nachweises von Mykobakterien ist die lichtmikroskopische 
Untersuchung von mit der Ziehl-Neelsen-Methode gefärbten Präparaten. Traditionell basiert 
das Prinzip der Ziehl-Neelsen-Färbung auf der Säure- und Alkoholfestigkeit der 
mykobakteriellen Zellwand (Ziehl 1882, Neelsen 1892). Dadurch kann der eingedrungene rote 
Farbstoff (Carbolfuchsin) nicht durch salzsauren Alkohol entfernt werden. Das hat zur Folge, 
dass Mykobakterien deutlich rot angefärbt werden und sie in Nestern zusammengedrängt unter 
dem Lichtmikroskop zu finden sind. Eine neuere Färbemethode, die 
Acridin-orange-Fluoreszenzfärbung, basiert ebenfalls auf der Säurefestigkeit der 
Mykobakterien (Smithwick et al. 1995). Beide Färbemethoden werden zumeist an Kotproben 
klinischer Verdachtsfälle oder postmortal gewonnenen Organproben durchgeführt und sind 
weniger für die Identifizierung subklinisch erkrankter Tiere geeignet (Merkal et al. 1968). 
Außerdem zeigen beide Methoden jegliche säurefeste Stäbchen an und sind somit nicht 
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spezifisch für MAP. In verschiedenen Studien wurde von einer unzureichenden Sp von 83-88 % 
(Mercier et al. 2009, Weber et al. 2009) und einer sehr geringen Se (43-49 % bei klinischen 
Fällen) berichtet (Zimmer et al. 1999, Weber et al. 2009, Rawther et al. 2012).  

Kulturelle Anzucht von MAP aus Gewebs- oder Kotproben 

Aufgrund der hohen Substratansprüche von MAP werden für die kulturelle Isolierung i. d. R. 
Eidotter- oder Vollei-haltige Nährmedien verwendet, denen Mykobaktin J (ein 
zellwandständiger Eisenchelatbildner) zugesetzt wird (Merkal und Curran 1974). Die 
Generationszeit von MAP beträgt 1,3–4,4 Tage, was zur Folge hat, dass Kulturen frühestens 
nach 4 Wochen und oft erst nach 6 Wochen sichtbar sind (Lambrecht et al. 1988). Die 
Kultivierungsdauer sinkt mit steigender Erregerdichte im Kot, steigendem Alter und 
zunehmendem Erkrankungsstadium des Tieres (Collins et al. 1990, Kalis et al. 1999, Gierke 
2009). Auf diesen Erkenntnissen basiert die Empfehlung, in Kultur gebrachte Isolate von 
Rindern 16 Wochen zu inkubieren, um auch schwächere Ausscheider diagnostizieren zu 
können (Kalis et al. 1999). Mit dieser Inkubationsdauer können Keimzahlen ab 
50-100 KbE/g Kot nachgewiesen werden (Merkal 1973, Chiodini et al. 1984a). MAP-Isolate 
von Schafen, welche auf Festmedien inokuliert wurden, sollten bis zu mehr als einem Jahr 
inkubiert werden, während in Flüssigmedium i. d. R. 8 Wochen reichen (Whittington et al. 
1998). Eine besondere Schwierigkeit stellen Überwucherungen der Nährmedien mit Bakterien 
oder Pilzen dar, welche vor allem durch die langen Inkubationszeiten begünstigt werden (Kim 
et al. 1989), aber auch anderen Faktoren wie bspw. schlechter Qualität von verfütterter Silage. 
Eine sehr aufwendige Probenvorbereitung in Verbindung mit MAP-Anreicherung durch 
Sedimentations-, Dekontaminations- und Zentrifugationsschritte soll eine solche 
Überwucherung verhindern (Stabel 1997, Eamens et al. 2000). Im Anschluss steht immer die 
Speziesidentifizierung, welche i. d. R. durch Prüfung der Mykobaktinabhängigkeit und den 
Erregernachweis mittels Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) erfolgt.  

Die Se einer kulturellen Anzucht von MAP aus Kot beträgt im Verhältnis zur Gewebekultur 
auf Festmedium 30-83 % (Sockett et al. 1992a, Whitlock et al. 2000, Huda und Jensen 2003) 
und liegt in Flüssigkultur etwas höher mit zusätzlich kürzerer Inkubationsdauer. Die Sp beträgt 
je nach Referenzmethode 53-100 % (Sockett et al. 1992a, Collins 1996). Bei angepasstem 
Protokoll der Probenvorbereitung sind optimierte Werte der Se der Grund, weswegen die 
Kotkultur nach wie vor als Goldstandard der ante mortem Einzeltierdiagnostik angesehen wird 
(Clark et al. 2008, Köhler et al. 2008, Gierke 2009). Daher findet der kulturelle Nachweis von 
MAP im Kot in verschiedenen Programmen zur Bekämpfung bzw. Reduktion der 
Paratuberkulose Verwendung. In Thüringen (Elschner 2005), in Nordrhein-Westfalen (Vom 
Schloß 2000), in den Niederlanden und in einzelnen Staaten der USA basieren diese Programme 
entweder teilweise oder ausschließlich auf der Kotkultur.  

Molekularbiologischer Nachweis von MAP aus Kotproben 

Der molekularbiologische Nachweis von MAP mittels PCR erfolgt durch Primer für die 
Genomabschnitte IS900, f57, Locus 255, ISMap02 und ISMav2, die einzeln oder kombiniert 
Anwendung finden (Vary et al. 1990, Poupart et al. 1993, Strommenger et al. 2001, Stabel und 
Bannantine 2005). Je nach Auswahl der Primer kommen falsch-positive Ergebnisse vor, da 
ähnliche Sequenzen auch in anderen Mykobakterien-Spezies gefunden wurden (Cousins et al. 
1999, Englund et al. 2002). Die „nested“ PCR, eine Weiterentwicklung mit zwei hintereinander 
geschalteten Amplifikationsschritten zweier unterschiedlicher Primerpaare, erhöht die Se 
deutlich (Collins et al. 1993), allerdings besteht durch das mehrfache Probenhandling die 
Gefahr von Kontamination und somit falsch-positiven Ergebnissen (Collins et al. 1993, Möbius 
et al. 2008, Douarre et al. 2010). Eine quantitative Möglichkeit bietet die real-time PCR, bei 
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der die Zunahme des PCR-Produktes nach jeder Amplifikation gemessen wird und die Probe 
bei Überschreitung eines Schwellenwertes als positiv gewertet wird (Bögli‐Stuber et al. 2005, 
Alinovi et al. 2009). Je eher dieser Schwellenwert erreicht wird, desto mehr Ziel-DNA befindet 
sich in der Ausgangsprobe.  

Bei der konventionellen PCR muss das entstandene Produkt im Anschluss an die 
Vervielfältigung sichtbar gemacht werden. MAP ist aufgrund seiner Zellwandstruktur sehr 
widerstandsfähig gegenüber enzymatischen oder thermischen Methoden zur Lyse, so dass 
häufig zusätzliche mechanische Arbeitsschritte angewendet werden müssen (Stephan 2007, 
Zhang und Zhang 2011). Die untere Nachweisgrenze der konventionellen PCR wird in 
Kotproben natürlich infizierter Rinder mit 50 KbE/g Kot (Collins et al. 1993) bzw. 
100 KbE/ml Kot angegeben (Vary et al. 1990). Die Sp bzw. Se der PCR-Untersuchung werden 
im Vergleich zur Kotkultur mit 83-100 % bzw. 3-100 % angegeben (van der Giessen et al. 
1992, Christopher-Hennings et al. 2003, Stabel und Bannantine 2005) und im Vergleich zur 
Kultur aus Gewebe betrug die Se 57-82 % (Erume et al. 2001). 

2.1.5.2 Indirekter Erregernachweis 

Antikörperbestimmung mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)  

Für die Bestimmung der Antikörper gegen MAP im Blutserum von Tieren stehen verschiedene 
kommerzielle Testsysteme zur Verfügung, welche sich hauptsächlich durch die 
Beschichtungsantigene unterscheiden. In der Regel kommen biologisch heterogene 
protoplasmatische Antigene aus MAP-Stämmen und dem M. avium Stamm 18 zur Anwendung 
(Yokomizo et al. 1983, Yokomizo et al. 1985, Cox et al. 1991, Molina et al. 1991, Sockett et 
al. 1992a, Sockett et al. 1992b, Rajukumar et al. 2001, Sergeant et al. 2003). Leider ist die Se 
der erhältlichen Test-Kits eher gering und schwankt stark (Rind 7-96 %, Ziege 16-88 %, Schaf 
20-50 %), wohingegen die Sp 80-100 % beträgt (Molina et al. 1991, Yokomizo et al. 1991, 
Dargatz et al. 2001, Sergeant et al. 2003, McKenna et al. 2005, Gumber et al. 2006, Singh et al. 
2009). Diese starken Schwankungen kommen unter anderem auch durch die verschiedenen 
Vergleichsmethoden zustande, die bei der jeweiligen Testvalidierung Verwendung fanden 
(z. B. kulturelle Anzucht von MAP aus Kot- oder postmortalen Gewebsproben). Mittels einer 
Vorabsorption des Serums mit M. phlei-Extrakt konnten Kreuzreaktionen mit Antikörpern 
anderer Mykobakterien-Spezies verringert werden (Yokomizo et al. 1985), allerdings auf 
Kosten der Se (Bech-Nielsen et al. 1992, Singh et al. 2009). Die Menge nachzuweisender 
Antikörper im Serum unterliegt den gleichen populations- und einzeltierbedingten 
Einflussfaktoren wie bei der Kotkultur (siehe 2.1.3.2 Übrtragungswege) (Bech-Nielsen et al. 
1992, Whitlock et al. 2000, Dargatz et al. 2001, Sergeant et al. 2003, Mercier et al. 2009). 
Aufgrund verschiedener Schwellenwerte, Durchfühungsprotokolle und Testchargen, die mit 
schwankenden Se und Sp einhergehen (Yokomizo et al. 1991, Dargatz et al. 2004, McKenna et 
al. 2005, Köhler et al. 2008, Gierke 2009), werden ELISAs als alleiniges Diagnostikum 
lediglich für das Herdenscreening, nicht aber für die Einzeltierdiagnostik empfohlen (Dargatz 
et al. 2001, McKenna et al. 2005, Gierke 2009, Khol et al. 2012). Des Weiteren finden ELISA-
Systeme auch Anwendung in der Antikörperbestimmung in Milchseren (Hendrick et al. 2005, 
Salgado et al. 2007, Kumar et al. 2008). 

Hauttest zum indirekten Nachweis der zellulären Immunantwort  

Beim Hauttest wird dem Tier am seitlichen Hals eine definierte Menge eines spezifischen 
Antigens intrakutan injiziert. Vor der Injektion und 24h bis 72h danach wird die Hautdicke an 
der Injektionsstelle gemessen und die Differenz zum Ausgangswert gebildet (Konst und 
McIntosh 1958b, Konst und McIntosh 1958a). Überschreitet diese den Schwellenwert von 
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2-5 mm, gilt die Reaktion als positiv (Larsen et al. 1963, de Lisle et al. 1980, Collins 1996, 
Kalis et al. 2003). Eine positive Reaktion deutet auf eine lokale allergische Reaktion vom 
verzögerten Typ hin und zeigt das rasche Einwandern von Immunzellen in die Injektionsstelle 
an, da der Organismus im Vorhinein bereits Kontakt zum Antigen hatte (Sikes 1953, Merkal 
1973). Antigene zur Paratuberkulosediagnostik sind purified protein derivates (PPD) von MAA 
(aviäres PPD, aPPD) oder MAP (Johnin, jppD) (M'Fadyean et al. 1916, Larsen et al. 1955, de 
Lisle et al. 1980, Kalis et al. 2003, Stephan 2007). Der Test wird aufgrund der geringen Sp und 
Se nicht empfohlen (Larsen et al. 1963, Collins 1996, Perez et al. 1999, Klawonn et al. 2002).  

IFN-y-Release Assay  

Ähnlich wie bei der verzögerten Entzündungsreaktion des Hauttests wird nach Stimulation 
IFN-γ ausgeschüttet. Dies geschieht beim IFN-γ-Release Assay in vitro nach Zugabe von PPDs 
zu Vollblut (Kalis et al. 2003) oder isolierten mononukleären Zellen des peripheren Blutes 
(PBMC, engl. peripheral blood mononuclear cell) (Stabel 1996). Zu den PBMC zählen 
Monozyten sowie B- und T-Lymphozyten. Im Anschluss der Stimulation wird die IFN-γ-
Konzentration im Serum bzw. Zellüberstand mittels ELISA bestimmt. Etablierte IFN-γ-Tests 
sind kaum miteinander zu vergleichen (Nielsen und Toft 2008), da neben unterschiedlichsten 
Protokollen (unterschiedliche Stimulantien, Konzentrationen etc.) (Stabel 1996, Jungersen et 
al. 2002, Huda und Jensen 2003, Kalis et al. 2003) unspezifische Kreuzreaktionen auftraten 
(McDonald et al. 1999, Jungersen et al. 2002) und Positivkontrollen teils fehlten (Robbe‐
Austerman et al. 2006). Daraus folgten, je nach Studiendesign und Vergleichsmethode, hohe 
Schwankungen in der Sp (44-99 %) für das Rind (Jungersen et al. 2002, Huda und Jensen 2003, 
Kalis et al. 2003). Die Se lag bei infizierten Rindern im Alter von 1-2 Jahren bei 75 % und 
erhöhte sich durch Wiederholung des Assays (Huda et al. 2004). Mit steigendem zeitlichem 
Abstand zur Infektion bzw. Erstkontakt sinkt die zelluläre Immunität und die Se des Tests sinkt 
ebenfalls. Dieser Test ermöglicht als einziger die Anzeige von subklinisch erkrankten Tieren, 
bevor es zur Erregerausscheidung bzw. Antikörperbildung kommt. Allerdings kann er nicht 
zwischen infizierten Tieren und lediglich exponierten Tieren unterscheiden (Lybeck et al. 
2013).  

Weitere Tests des indirekten Erregernachweises 

Die indirekten Erregernachweise mittels Agargelimmundiffusion, passive Hämagglutination 
und Komplementbindungsreaktion finden in Deutschland keine Anwendung mehr. Diese drei 
Methoden weisen eine unzureichende Se auf, sowohl im Vergleich zu Enzym- und 
Antikörpervermittelten Tests (Yokomizo et al. 1991, Ferreira et al. 2002, Ikonomopoulos et al. 
2007), als auch im Vergleich zu direkten diagnostischen Methoden des Erregernachweises 
(Sherman et al. 1990, Sockett et al. 1992a, Sockett et al. 1992b). 

2.2 Flüchtige organische Substanzen als potentielle Biomarker 

Flüchtige organische Verbindungen sind organische, also Kohlenstoff-haltige Stoffe, die 
aufgrund ihres niedrigen Siedepunktes bzw. hohen Dampfdruckes bereits bei niedrigen 
Temperaturen (z. B. Raumtemperatur) vollständig oder teilweise im gasförmigen Zustand 
vorliegen. Sie werden sowohl von anthropogenen Quellen (z. B. Bauststoffe, Farben, 
Reinigungsmittel) als auch von natürlichen Quellen emittiert. Zu letzteren zählen alle Pflanzen, 
Menschen, Tiere und Mikroorganismen. Daher haben die VOC in verschiedensten 
Forschungsgebieten Beachtung gefunden, wie z. B. der Umwelt- (Wolkoff 2003, Dicke und 
Loreto 2010, Insam und Seewald 2010) und Lebensmittelanalytik (Mayr et al. 2003, Xu et al. 
2010, Biasioli et al. 2011). In der Medizin werden sie als potentielle diagnostische und nicht-
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invasiv zu ermittelnde Biomarker angesehen (Miekisch et al. 2004, Pereira et al. 2015). Ihre 
Analyse liefert sowohl qualitative als auch quantitative Messwerte. Sie werden in 
verschiedensten Gasgemischen gemessen, wie z. B. in der Atemluft (Kim et al. 2012, Amann 
et al. 2014a) und in der Gasphase (Headspace) über flüssigen und festen Proben (z. B. Urin, 
Kot, Gewebe) (Garner et al. 2007, Probert et al. 2009, Amann et al. 2014a), aber auch im 
Headspace von Bakterienkulturen (Bos et al. 2013, Filipiak et al. 2013). Bei der Überwachung 
und dem Monitoring von Patienten könnten sie wichtige zusätzliche und eventuell 
prognostische Informationen liefern (Schubert et al. 2005).  

2.2.1 Historischer Überblick 

Schon den griechischen Gelehrten der Antike, wie Hippokrates von Kos (um 460-370 v. Chr.), 
half der Geruch von Ausatemluft sowie diverser Se- und Exkrete bei der Diagnosestellung 
verschiedener Erkrankungen ihrer Patienten (Phillips 1992, West 2011). Es dauerte allerdings 
Jahrhunderte, bis diese diagnostischen Gerüche erstmals katalogisiert wurden. Dabei 
unterschied man nach allgemeinem Körpergeruch, Geruch des Atems und Geruch des Urins 
(Hayden 1980). Das erste im Atem nachgewiesene Molekül war Kohlenstoffdioxid (CO2). 
Lavoisier und Laplace beschrieben 1784 die Bildung von CO2 im Körper und die Elimination 
desselben über den Atem (Duveen und Klickstein 1955). Noch heute werden mittels 
Kapnometrie, also der CO2-Bestimmung in der Exspirationsluft, anästhesierte und beatmete 
Patienten ventilatorisch überwacht. Im 19. Jahrhundert wurden weitere Moleküle im Atem 
nachgewiesen, wie z. B. Aceton bei Diabetes durch Nebelthau (Hubbard 1920) und Ethanol 
durch Anstie (Baldwin 1977). Den Grundstein für die moderne VOC-Analytik in der Medizin 
legten Pauling et al. (1971), indem mittels GC über 200 Substanzen im Atem nachgewiesen 
wurden (Teranishi et al. 1972). Mit fortschreitenden technischen Möglichkeiten zur Analyse 
von VOC, die ebenfalls die Identifikation der Substanzen ermöglichten, etablierten sich im 
Laufe des 20. Jahrhunderts verschiedene Atemtests. Dazu zählen der Atemalkoholtest (Jones et 
al. 1992), der Wasserstoff-Atemtest zur Diagnostik von Störungen der Kohlenhydratverdauung 
(z. B. Laktoseintoleranz, Fruktosemalabsorption) (Eisenmann et al. 2008) und der Nachweis 
einer Besiedlung des Magens mit dem Bakterium Helicobacter pylori mittels des 13C-
Harnstoff-Atemtests (Klein et al. 1996, Amann et al. 2014b). Zusammenhänge zwischen 
bestimmten VOC und pathologischen Zuständen rückten immer weiter in den Vordergrund der 
Forschung. Auch die in der Literatur zunehmenden Berichte von Hunden, die Patienten mit 
verschiedenen Tumoren erschnüffeln konnten (Williams und Pembroke 1989, Church und 
Williams 2001, Pickel et al. 2004, Willis et al. 2004), trieben dieses Forschungsfeld und die 
Identifikation der Biomarker verschiedener Erkrankungen weiter an. In der Infektionsmedizin 
gibt es Berichte über die potentielle Nutzung von VOC in der Diagnostik, wie z. B. 
Afrikanischen Riesenhamsterratten, die zur Identifikation von an M. tuberculosis erkrankten 
Patienten genutzt werden, indem sie Sputumproben beschnüffeln (Weetjens et al. 2009). Die 
Identifikation einer Infektionskrankheit mittels Geruchs erklärt auch das Vorhaben, VOC-
Profile von unterschiedlichen Bakterienspezies und anderen pathogenen Mikroorganismen 
definieren zu wollen. 

2.2.2 VOC-Profile von Bakterienkulturen 

Die verschiedenen Aufgaben der mikrobiellen VOC sind seit längerem bekannt. Dazu zählen 
sowohl die Funktion als Lockstoff für Tiere, v. a. Insekten (Tosi und Sola 1993, Robacker und 
Bartelt 1997, Hockelmann und Juttner 2004, Robacker et al. 2004), als auch die Funktion als 
Abwehr- oder Abschreckmittel gegen Tiere, die als Konkurrenten um Nährstoffe auftreten 
(Jardine et al. 1999). Des Weiteren fungiert eine Vielzahl an Substanzen als Schutz gegen 
mikrobielle Antagonisten und Konkurrenten (Mackie und Wheatley 1999, Ryu et al. 2004, Kai 
et al. 2007), aber auch als Mittel der Kommunikation innerhalb und zwischen Spezies 
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(Wheatley 2002, Ryu et al. 2003). Der Großteil der VOC ist als Zwischen- oder Endprodukt 
des Metabolismus anzusehen (Bunge et al. 2008). Emittierte Substanzen können somit 
Informationen liefern über das Vorhandensein von bestimmten wachsenden Bakterienspezies, 
über die jeweilige Stoffwechsellage (von z. B. fakultativ pathogenen Bakterien), die 
vorherrschende Wachstumsphase und vieles mehr. Die Initiative, VOC über Bakterien zu 
analysieren, wurde aufgrund der charakteristischen Gerüche vieler Bakterien- und Pilzspezies 
entwickelt, Beispiele dafür sind Bacteroides fragilis, Clostridium perfringens, 
Propionibacterium acnes, Pseudomonas species (spp.), Serratia spp. und Enterobacter spp. 
(Larsson et al. 1978, Schöller et al. 1997).  

Volatile Substanzen, die von Mikroorganismen gebildet werden, werden i. d. R. mithilfe eines 
experimentellen Aufbaus im Labor analysiert. Die qualitativen und quantitativen Unterschiede 
der VOC im Headspace der verschiedenen Bakterienspezies führte dazu, Bakterienspezies-
spezifische VOC-Profile definieren zu wollen, selbst von Bakterien, die für den menschlichen 
Geruchssinn keine merkliche Charakteristik aufweisen. Dabei stützte man sich zunächst auf das 
Analyseverfahren der Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) (Cox und Parker 
1979, Labows et al. 1980, Zechman et al. 1986, Julak et al. 2000, Elgaali et al. 2002, Lechner 
et al. 2005, Wood et al. 2006, Filipiak et al. 2012a, Nawrath et al. 2012). Später nutzte man 
„realtime“-Messmethoden (Online-Analytik) wie bspw. die Protonen Transfer Reaktions-
Massenspektrometrie (PTR-MS) (Critchley et al. 2004, Bunge et al. 2008, Crespo et al. 2012, 
Romano et al. 2015), Selected Ion Flow Tube-Massenspektrometrie (SIFT-MS) (Carroll et al. 
2005, Allardyce et al. 2006b, Scotter et al. 2006, McNerney et al. 2012) oder Ionen Mobilitäts 
Spektroskopie (IMS) (Junger et al. 2012, Purkhart et al. 2017). Vor allem Ergebnisse von 
unmittelbar verfügbaren Echtzeitanalysen lenkten die Aufmerksamkeit der Forschung auf das 
diagnostische Potential der mikrobiellen VOC (Probert et al. 2004, Lechner et al. 2005). 
Methodische Einflussfaktoren, wie z. B. die Art des Kulturmediums (Scotter et al. 2005, O'Hara 
und Mayhew 2009, Ratiu et al. 2017) mit eventuell bakteriziden bzw. bakteriostatischen 
Inhaltsstoffen (Allardyce et al. 2006a, Buszewski et al. 2018), die Bakteriendichte des 
Inokulates (Allardyce et al. 2006b, Bunge et al. 2008, O'Hara und Mayhew 2009) und der 
Wachstumsrate traten dabei immer mehr in den Focus. Aufgrund der Vielzahl an methodischen 
und biologischen Einflussfaktoren auf das VOC-Profil, wurde bisher noch kein mikrobielles 
Markerset zweifelsfrei identifiziert. 

2.2.3 Von tierischen bzw. menschlichen Organismen emittierte VOC 

Die biochemisch-medizinische Forschung beschäftigt sich momentan intensiv mit der 
Bedeutung von VOC im Alveolargas. Diese werden als potentielle Biomarker von klinischer 
Relevanz sowohl in der Human- als auch der Veterinärmedizin betrachtet (Miekisch et al. 2004, 
Ahmed et al. 2017).  

Über die Herkunft der VOC im Atemgas werden zwei Hypothesen angenommen. Zum einen 
wird diskutiert, dass die volatilen Substanzen aus den Atemwegen direkt stammen und somit 
Hinweise auf respiratorische Erkrankungen oder Infektionen geben können. Zum anderen wird 
postuliert, dass die volatilen Zielsubstanzen aus dem Blut des Testorganismus stammen, 
welches die Lungen durchströmt. Dabei können die VOC über die Blut-Luft-Schranke je nach 
Polarität, Fettlöslichkeit und Volatilität der Substanzen in das Alveolargas übertreten, (Abbott 
et al. 2003). Somit können diese Substanzen bezüglich ihrer Konzentration und 
Zusammensetzung wichtige Informationen über metabolische und pathologische Zustände im 
Körper liefern (Miekisch und Schubert 2006, Amann et al. 2014b). Neben den bereits 
etablierten Atemtests (siehe Abschnitt 2.2.1 Historischer Überblick) zeigen weitere Studien das 
diagnostische Potential von VOC im Atem von Patienten mit verschiedenen Tumoren (Phillips 
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et al. 1999, Altomare et al. 2013, Handa et al. 2014, Queralto et al. 2014), diversen 
Organerkrankungen (Chen et al. 1970, Tangerman et al. 1983, Sehnert et al. 2002), aber auch 
Infektionen (Phillips et al. 2007, Purkhart et al. 2011, Sethi et al. 2013, Filipiak et al. 2015). 
VOC werden natürlich auch von Urin, Fäzes, Haut, Sputum, Blut, Serum, Eiter, Aspirat, Gewebe 
etc. emittiert (Amann et al. 2014b, Turner 2016). Somit ist es auch denkbar, dass für die Diagnostik 
bestimmter Erkrankungen andere Probenmatrices für eine Analyse von VOC als geeigneter 
erscheinen (z. B. Fäzes bei gastrointestinalen Erkrankungen). Allerdings hat das Atemgas eine 
Reihe von Vorteilen, und zwar ist das Probegas jederzeit verfügbar und die Messung erfolgt nicht-
invasiv, ist unbegrenzt wiederholbar und kontinuierlich durchführbar. 

Um VOC im Atemgas potentiell diagnostisch nutzen zu können, müssen Einflussfaktoren auf die 
Substanz-Konzentration abgeklärt werden (Manolis 1983). Mithilfe von einigen Studien in der 
Humanmedizin wurden bereits endogene Faktoren wie die Mundatmung im Gegensatz zur 
Nasenatmung (Sukul et al. 2017a), ein unterschiedliches FEV1 (forced expiratory volume in 
einer Sekunde) (Sukul et al. 2016), das Luftanhalten (Sukul et al. 2014) sowie andere 
Atemmanöver (Thekedar et al. 2011), der Atemwiderstand (Sukul et al. 2017b), die 
Körperposition (Sukul et al. 2015), das Alter (Taucher et al. 1997, Spanel et al. 2007) und 
körperliche Arbeit (King et al. 2009) untersucht und deren Einfluss auf bestimmte VOC gezeigt. 
Auch der Einfluss exogener Faktoren wie z. B. das Rauchen (Gaida et al. 2016) und eine 
bestimmte Diät bzw. Ernährung (Crofford et al. 1977, Lindinger et al. 1997, Baranska et al. 
2013, Raninen et al. 2016), wurden erforscht. Bisher gibt es nur wenige Untersuchungen an 
Tieren bezüglich der Einflussfaktoren auf die Atemgasmessung in der Veterinärmedizin 
(Kistler et al. 2014, Fischer et al. 2015a, Fischer et al. 2015b). 

2.2.4 Analyse von VOC 

Prinzipiell unterscheidet man zwei zugrundeliegende Abläufe: zum einen das Analysieren von 
Sammelgasproben im Labor (Offline-Analyse) und zum anderen die Online-Messung, welche 
durch direkte Analyse in Echtzeit unmittelbar verfügbare Ergebnisse liefert.  

Das Probegas kann entweder in Gaskanistern oder –beuteln (z. B. Tedlar-Bags) gesammelt 
werden oder mithilfe von mit Adsorptionsmaterial gepackten Kanülen, Röhrchen etc. vor der 
Analyse aufkonzentriert werden. Das Aufkonzentrieren ist vorteilhaft, da VOC in niedrigen 
Konzentrationen im ppbV (parts per billion by volume; entspricht 10-7Vol.-%) oder pptV (parts 
per trillion by volume; entspricht 10-10 Vol.-%) Bereich vorliegen (Libardoni et al. 2006, Trefz 
et al. 2012). Dafür stehen verschiedene technische Lösungen zur Verfügung. Zum einen 
existieren die Extraktions-basierten Techniken, wie z. B. mit organischem Polymer gepackte 
Tenax Röhrchen (Tangerman et al. 1983, Tonzetich et al. 1991, Ghittori et al. 2004, Alonso et 
al. 2011) und verschiedene Graphite, Kohlenstoff-Molekularsiebbetten und synthetische 
Polymere, welche in unterschiedlichen Zusammensetzungen in ‚needle trap devices‘ (NTD) 
Verwendung finden (Mieth et al. 2009, Alonso et al. 2011, Trefz et al. 2012, Trefz et al. 2013b). 
Zum anderen kommen Verteilungs-basierte Techniken zur Anwendung, wie z. B. ‚solid phase 
micro extraction‘ (SPME), welche ähnliche Adsorbentien wie die NTD enthalten (Grote und 
Pawliszyn 1997, Saba et al. 1999, Smith 2003). Die aufkonzentrierten Substanzen müssen im 
Anschluss in sogenannten Offline-Systemen, also im Labor, analysiert werden, z. B. mittels 
GC-MS (Awano et al. 2004, Miekisch et al. 2004, Amann und Smith 2005) oder SIFT-MS 
(Diskin et al. 2003b, Diskin et al. 2003a, Smith und Spanel 2005, Spanel et al. 2005).  

In der Humanmedizin findet auch eine Vielzahl an Online-Analysetechniken Anwendung, bei 
denen die Ergebnisse in Echtzeit und kontinuierlich verfügbar sind. Das sind Laser-basierte 
spektroskopische Techniken (Risby und Sehnert 1999, Studer et al. 2001, Sehnert et al. 2002), 
unspezifische Laser, wie z. B. elektronische Nasen (E-nose) (Groves und Zellers 2001, 
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Di Natale et al. 2003, Mohamed et al. 2003, Machado et al. 2005), IMS (Baumbach 2006) und 
PTR-MS (Harrison et al. 2003, Lirk et al. 2003, Moser et al. 2005).  

Einige Autoren beschreiben Atemgasanalysen an Mäusen (Vautz et al. 2010, Zhu et al. 2013, 
Szymczak et al. 2014) und Schweinen (Kamysek et al. 2011), welche in experimentellen 
Studien als repräsentativ für die Humanmedizin angesehen werden, und in denen mit 
anästhesierten und intubierten Tieren gearbeitet wird. Darüber hinaus gibt es einige etablierte 
Modelle, die mithilfe von Analysetechniken nicht anästhesierte Tiere beproben (Studie 4 
Table 1). Die meisten dieser Studien fokussieren Atemgas, aber einige auch emittierte VOC des 
gesamten Organismus, in dem die Tiere in einer Umweltkammer beprobt werden (Spinhirne et 
al. 2004, Kistler et al. 2014, Kistler et al. 2016).  

Auch bei In–vitro-Studien finden die Online-Techniken zunehmend Anwendung, da vor allem 
die Wachstumskinetik der Bakterien hier besser nachvollzogen werden kann (Bunge et al. 
2008). Allgemein ist zu bemerken, dass - ungeachtet des Probegases oder der Analysetechnik - 
eine eindeutige Identifikation der Substanzen das Ziel sein sollte, die wenn nötig mithilfe einer 
anderen Analysetechnik, wie z.B. GC-MS (Lindinger et al. 2005), und Referenzsubstanzen 
validiert werden sollte.  

Die vielen Möglichkeiten der Analyse von VOC bedingen eine fehlende Reproduzierbarkeit 
und Vergleichbarkeit der bislang produzierten Forschungsergebnisse (Brodrick et al. 2015).
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Eigene Untersuchungen 
Bei der Nutzung der VOC-Analyse als potentielle diagnostische Methode sowohl im Headspace 
von Bakterienkulturen als auch im Atemgas kommt es auf ein detailliertes Verständnis der 
Herkunft von VOC im zu beprobenden Gas an um Biomarker sicher nutzen zu können. Dabei 
müssen sowohl biologische (physiologische), methodische und technische Einflussfaktoren 
untersucht als auch die genauen metabolischen Prozesse, aus denen VOC resultieren, 
verstanden werden.  

Die Literatur wies vor Beginn der eigenen Untersuchungen nur eine Studie zu VOC im 
Headspace von MAP auf (Trefz et al. 2013a). Durch den speziellen Aufbau der Zellwand von 
Mykobakterien, d. h. den hohen Anteil an Mykolsäuren, ist eine Abgrenzung des VOC-Profils 
von Mykobakterien zu anderen Bakterienspezies vielversprechend. Allerdings unterliegt die 
Analyse von VOC über Mykobakterien aufgrund der langen Inkubationszeiten, der hohen 
Nährsubstratansprüche und der damit verbundenen aufwendigen Probenvorbereitung 
besonderen Schwierigkeiten. Diese Aspekte machen eine Untersuchung von biologischen, 
methodischen und technischen Einflussfaktoren auf das VOC-Profil notwendig um ein robustes 
MAP-spezifisches VOC-Profil zu definieren und es von anderen Mykobakterien-Spezies und 
Bakterien-Gattungen abzugrenzen.  

Des Weiteren gab es in der Literatur keine Berichte über eine VOC-Analytik im Atemgas 
adulter Rinder in Echtzeit. Außerdem fehlten für diese Tierart Untersuchungen zur Variabilität 
der VOC-Zusammensetzung im Atemgas. 

2.3 Fragestellungen 

Diesem Dissertationsvorhaben lagen folgende Fragestellungen zugrunde: 

1. Kann ein robustes VOC-Profil im Headspace von MAP definiert werden? 

2. Welche biologischen, methodischen und technischen Einflussfaktoren auf das VOC-
Profil sind zu beachten um VOC im Headspace von MAP diagnostisch nutzen zu 
können? 

3. Können Rückschlüsse auf die Herkunft der VOC im Headspace von MAP geschlossen 
werden? 

4. Ist es möglich durch einen von uns entwickelten technischen Aufbau Online-Analysen 
von VOC im Atemgas von adulten Rindern unter Feldbedingungen durchzuführen? 

5. Wie variabel ist das VOC-Profil im Atemgas von Rindern im Tagesverlauf? 

2.4 Studiendesign 

2.4.1 VOC-Analyse im Headspace von MAP [Studien 1-3] 

In den Studien 1 und 2 wurden VOC im Headspace von MAP-Kulturen analysiert. Mithilfe 
definierter Inkubationsprotokolle sowie standardisierter VOC-Analyse wurden die Einflüsse 
biologischer und methodischer Faktoren auf die ermittelten VOC-Profile evaluiert (Tab. 1). 
Studie 1 bezog sich auf den Einfluss des Nährmediums, der Inkubationszeit und der 
Bakteriendichte im Inokulat. Studie 2 beschäftigte sich mit biologischen Einflussfaktoren, 
insbesondere der Abgrenzung verschiedener Mykobakterien untereinander mithilfe des VOC-
Profils.  
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Studie 3 entsprach einer Meta-Analyse, in die alle zuvor über MAP-Kulturen publizierten 
VOC-Daten einbezogen wurden (Trefz et al. 2013a sowie Studien 1 und 2). Es galt zu prüfen, 
ob aus der übergreifenden Betrachtung ein robustes VOC-Profil definiert werden kann, das mit 
hoher Wahrscheinlichkeit für ein kulturelles Wachstum von MAP indikativ ist. 

Tab. 1: Versuchsaufbau der Studien zur VOC-Analytik im Headspace von MAP. 

  Studie 1  Studie 2 

Verwendete 
Stämme 

 3 MAP Stämme  
2 MAP Stämme,  

12 weitere Mykobakterien-
Spezies (15 versch. Stämme) 

Nährmedium  
Herrold’s Egg Yolk Medium, 

4 weitere Nährmedien 
 Herrold’s Egg Yolk Medium 

Inkubations-
temperatur 

 37°C  
37°C 

(und 30°C bei M. marinum) 

Inkubationsdauer  2, 4 und 6 Wochen  
2, 3 oder 4 Wochen  

(je nach Spezies) 

Inokulat  
Ausgangslösung und 

Verdünnungen in 
10−2, 10−4 und 10−6 

 Ausgangslösung 

Methode zur 
Aufkonzentrierung 

 needle trap micro extraction  needle trap micro extraction 

VOC-Analyse  GC-MS  GC-MS 

Identifikation der 
Substanzen 

 
NIST 2005 Gatesburg und 
Analyse entsprechender 

Referenzsubstanzen 
 

NIST 2005 Gatesburg und 
Analyse entsprechender 

Referenzsubstanzen 

VOC: volatile organic compound, MAP: Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis, GC-MS: 
gas chromatography – mass spectrometry 
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2.4.2 VOC-Analyse im Atemgas von Rindern [Studie 4] 

Nachdem eine technische Lösung etabliert wurde, um an adulten Rindern unter 
Feldbedingungen Atemgasanalysen in Echtzeit (Online-Analytik) durchzuführen (Abb. 3), 
wurde die Messtechnik an 83 klinisch unauffälligen adulten Rindern getestet. Die Tiere 
stammten aus acht verschiedenen Milchviehherden und repräsentierten jeweils alle 
Laktationsstadien (Frischmelker mit Hochleistung bis Altmelker). Es erfolgte keine 
Vorauswahl der Rinder nach tierbezogenen Parametern und somit wiesen die Tiere zum 
Zeitpunkt der VOC-Messungen ein Alter von 27-115 Monaten, BCS (body condition scores) 
von 1,25-4,0 und Atmungsfrequenzen zwischen 11-52 Atemzügen/min auf. Alle Tiere wurden 
zweimal im Abstand von 7 Tagen für jeweils 3 min beprobt. Dabei waren sie mit dem Kopf im 
Fressgitter fixiert und standen betriebsbedingt entweder auf Vollspalten- oder geschlossenem 
Boden. Um eine mögliche Kontaminationsgefahr der Atemgasproben durch die Umgebungsluft 
(betriebsspezifische Einflüsse durch Gülle, Futtermittel, Stalltechnik, etc.) abschätzen zu 
können, wurden stets zusätzlich Proben der Umgebungsluft analysiert. Letztere wurden zum 
Beispiel in Kopfhöhe der Tiere sowie in Nähe des Güllekanals und in geeigneter Entfernung 
von diesem gewonnen. 

Abb. 3: Aufbau einer Atemgasanalyse in Echtzeit bei adulten Rindern. 

Um zusätzlich Informationen über die Variabilität von VOC-Analysen im Atemgas ein und 
desselben Tieres im Tagesverlauf zu gewinnen, wurden 2 Rinder im Alter von 5-6 Monaten aus 
dem Versuchstierbestand des Friedrich-Loeffler-Instituts in Studie 4 einbezogen. Die Einflüsse 
von Tageszeit und Futteraufnahme wurden evaluiert, indem insgesamt sechs Atemgasanalysen 
je Tier und Tag im Abstand von jeweils zwei Stunden durchgeführt wurden. Die Tiere standen 
auf Stroh, hatten ad libitum Zugang zu Wasser und Heu und erhielten direkt im Anschluss an 
die erste und vierte VOC-Messung jeweils 50 g Kraftfutter. Um die erhaltenen Ergbnisse auf 
Reproduzierbarkeit zu überprüfen, wurde die Versuschsdurchführung an beiden Tieren in 
identischer Weise eine Woche später wiederholt. 
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3 Ergebnisse  
Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Form folgender publizierter Originalarbeiten.  

 

STUDIE 1: 
Anne Küntzel, Sina Fischer, Andreas Bergmann, Peter Oertel, Markus Steffens, Phillip 
Trefz, Wolfram Miekisch, Jochen K. Schubert, Petra Reinhold und Heike Köhler (2016): 
Effects of biological and methodological factors on volatile organic compound patterns 
during cultural growth of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis. 
Journal of Breath Research 10 (3): e037103 
http://dx.doi.org/10.1088/1752-7155/10/3/037103 

 

STUDIE 2: 
Anne Küntzel, Peter Oertel, Sina Fischer, Andreas Bergmann, Phillip Trefz, 
Jochen K. Schubert, Wolfram Miekisch, Petra Reinhold und Heike Köhler (2018): 
Comparative analysis of volatile organic compounds for the classification and 
identification of mycobacterial species. 
PLoS One 13 (3): e0194348 
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0194348 

 

STUDIE 3: 
Anne Küntzel, Michael Weber, Peter Gierschner, Phillip Trefz, Wolfram Miekisch, 
Jochen K. Schubert, Petra Reinhold und Heike Köhler: 
Core profile of volatile organic compounds related to growth of Mycobacterium avium 
subspecies paratuberculosis – a comparative extract of three independent in vitro studies. 
PLoS One (submitted) 
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0221031 

 

STUDIE 4: 
Anne Küntzel, Peter Oertel, Phillip Trefz, Wolfram Miekisch, Jochen K. Schubert, 
Heike Köhler und Petra Reinhold (2018): 
Animal science meets agricultural practice: Preliminary results of an innovative 
technical approach for exhaled breath analysis in cattle under field conditions. 
Berliner und Münchener Tierärztlichen Wochenschrift 2018 (7-8): 444-452 
http://dx.doi.org/10.2376/0005-9366-17101 
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3.1 STUDIE 1: 
Effects of biological and methodological factors on volatile organic 
compound patterns during cultural growth of Mycobacterium avium 
ssp. paratuberculosis. 

Autoren: Anne Küntzel, Sina Fischer, Andreas Bergmann, Peter Oertel, 
Markus Steffens, Phillip Trefz, Wolfram Miekisch, Jochen K. Schubert, 
Petra Reinhold und Heike Köhler 

Jahr: 2016 

Zeitschrift: Journal of Breath Research 10 (3): e037103 

PMID: 27604146 

DOI: 10.1088/1752-7155/10/3/037103 

Persönlicher Beitrag zur Umsetzung: 

 Durchführung der experimentellen Untersuchungen 

o Beteiligung an der Vorbereitung der Bakterieninokulate (Anreicherung, 
Keimzahlbestimmung) 

o Beteiligung an der Inokulation der Probenröhrchen 

o Beteiligung am Erheben der Ergebnisse und Auswertung der kulturellen 
Anzucht der Bakterien 

o Beteiligung an der Probenaufarbeitung und Analyse der VOC 

 Erfassung und statistische Auswertung der Daten 

 Entwurf des Manuskripts inklusive der Abbildungen und Tabellen 

 

Zusammenfassung 

Zielstellung: Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) ist der Erreger der 
Paratuberkulose der Wiederkäuer. Diese Erkrankung geht mit einer chronischen 
granulomatösen Enteritis einher. Die diagnostische Methode der Wahl ist der direkte 
Erregernachweis mittels kultureller Anzucht von MAP, welche sehr langwierig und 
arbeitsintensiv ist. Ein MAP-spezifisches Profil aus flüchtigen organischen Substanzen (VOC) 
im Headspace von MAP-Kulturen könnte diese diagnostische Maßnahme beschleunigen. Das 
Ziel dieser Studie war es, das VOC-Profil von MAP-Kulturen in Bezug zur Wachstumskinetik 
der Bakterien zu untersuchen.  

Methodik: Dabei wurde das Inkubationsprotokoll wie folgt definiert: fünf verschiedene 
Kulturmedien, drei verschiedene MAP-Stämme, Inokulate mit je vier Verdünnungsstufen, drei 
verschiedene Inkubationszeiten (Details sind in Originalatbeit aufgeführt – vgl. Studie 1). Zur 
Probenaufarbeitung wurden die VOC mittels needle trap micro extraction (NTME) 
aufkonzentriert und anschließend mit Gaschromatographie-Massenspektroskopie analysiert. 
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Die volatilen Substanzen wurden mit Hilfe der Analyse reiner Referenzsubstanzen verifiziert 
und kalibriert. 

Ergebnisse: Im Headspace sowohl der mit MAP inokulierten Kulturrörchen als auch der 
Kontrollröhrchen wurden jeweils über 100 VOC gemessen. Das VOC-Profil wies erhebliche 
Unterschiede über den fünf verschiedenen Kulturmedien auf, wobei gut zwischen Ei-haltigen 
und synthetischen Medien differenziert werden konnte. Als potentielle Biomarker für MAP auf 
Herrold‘ Egg Yolk Medium konnten 43 Substanzen identifiziert werden, die zwischen den drei 
MAP-Stämmen keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. Diese Substanzen gehörten den 
chemischen Klassen der Alkohole, Aldehyde, Ester, Ketone, aliphatischen und aromatischen 
Kohlenwasserstoffe an. Mit ansteigender Bakteriendichte auf der Medienoberfläche zeichneten 
sich 3 sich unterscheidende Konzentrationsverläufe der VOC ab: Konzentrationsanstieg mit 
Sättigung, Konzentrationsanstieg ohne Sättigung, und Konzentrationsabfall. 

Schlussfolgerungen: Die Untersuchungsergebnisse stützen die Hypothesen, dass (i) ein und 
dasselbe Bakterium auf unterschiedlichen Kulturmedien verschiedene Substanzen emittiert; (ii) 
verschiedene MAP-Stämme ein einheitliches VOC-Profil aufzeigen können; und (iii) der 
direkte Erregernachweis mittels kultureller Anzucht mit Hilfe von VOC-Profilen beschleunigt 
werden kann.  
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3.2 STUDIE 2: 
Comparative analysis of volatile organic compounds for the 
classification and identification of mycobacterial species. 

Autoren: Anne Küntzel, Peter Oertel, Sina Fischer, Andreas Bergmann, Phillip Trefz, 
Jochen K. Schubert, Wolfram Miekisch, Petra Reinhold und Heike Köhler 

Jahr: 2018 

Zeitschrift: PLoS One 13 (3): e0194348 

PMID: 29558492 

DOI: 10.1371/journal.pone.0194348 

Persönlicher Beitrag zur Umsetzung: 

 Durchführung der experimentellen Untersuchungen 

o Vorbereitung der Bakterieninokulate (Anreicherung, Keimzahlbestimmung) 

o Inokulation der Probenröhrchen 

o Erheben der Ergebnisse und Auswertung der kulturellen Anzucht der 
Bakterien 

o Beteiligung an der Probenaufarbeitung und Analyse der VOC 

 Erfassung und statistische Auswertung der Daten 

 Entwurf des Manuskripts inklusive der Abbildungen und Tabellen 

 

Zusammenfassung 

Zielstellung: Spezies der Familie Mycobacteriaceae können bei den meisten Säugetieren 
ernsthafte zoonotische Erkrankungen verursachen. Mycobacterium (M.) tuberculosis ist der 
Erreger der Tuberkulose des Menschen, kann aber auch auf Tiere übertragen werden (z. B. 
Hunde, Papageienspezies oder Elephanten). M. bovis und M. caprae verursachen primär 
Tuberkulose bei Wiederkäuern, können jedoch auch analoge Erkrankungen beim Menschen 
verursachen. Nicht-tuberkulöse Mykobakterien (NTM) sind unter anderem mit 
Atemwegserkrankungen, Lymphknotenentzündungen, Hauterkrankungen oder 
Systemerkrankungen assoziiert. Die momentane Methode der Wahl zur Diagnostik und 
Identifizierung der jeweiligen Mycobacterium-Spezies ist der direkte Erregernachweis mittels 
kultureller Anzucht, mit einer nachfolgenden Polymerase Kettenreaktion (PCR). Die Analyse 
von flüchtigen organischen Substanzen (VOC, volatile organic compounds) in der Gasphase 
über Bakterienkulturen stellt einen vielversprechenden methodischen Ansatz zur 
Beschleunigung der Diagnostik und Identifikation des Baktereinwachstums dar. Das Ziel dieser 
Studie bestand darin, die VOC im Headspace von 13 verschiedenen Mykobakterien-Spezies zu 
analysieren, Spezies-spezifische VOC-Profile zu definieren und eine Auswahl an Substanzen 
zusammenzustellen, die das Vorhandensein von wachsenden Mykobakterien anzeigen. 
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Methodik: Die Analyse der VOC erfolgte im Headspace von 17 verschiedenen 
Mykobakterienstämmen, welche alle auf Herrold’s Egg Yolk Medium inkubiert wurden, sowie 
über nicht-inokulierten Kontrollmedien. Die Aufkonzentrierung der Substanzen erfolgte mittels 
needle trap micro extraction, die nachfolgende Analyse mittels Gaschromatographie-
Massenspektroskopie. Alle detektierbaren VOC wurden mithilfe reiner Referenzsubstanzen 
identifiziert und quantifiziert.  

Ergebnisse: Sowohl in den inokulierten als auch in den Kontrollröhrchen wurden jeweils über 
130 Substanzen detektiert. Signifikante Substanzemissionen wiesen all die Röhrchen auf, in 
denen ein gutes bakterielles Wachstum zu verzeichnen war. Aber auch die Röhrchen ohne 
optisch sichtbares Bakterienwachstum zeigten Konzentrationsunterschiede im Vergleich zu den 
Kontrollröhrchen. Die VOC über den mykobakteriellen Kulturen konnten eingruppiert werden 
in Substanzen, deren Konzentrationen im Vergleich zu den Kontrollmedien entweder höher-
gleich konzentriert, niedriger-gleich oder sowohl höher als auch niedriger konzentriert waren. 
Insgesamt konnten 17 Substanzen identifiziert werden, die sich über allen Mykobakterien-
Spezies gleich verhielten und somit das Vorhandensein von wachsenden Mykobakterien 
anzeigten. Außerdem unterschieden sich die VOC-Profile der verschiedenen Mykobakterien-
Spezies zum einen anhand von Substanzen mit signifikant unterschiedlichen 
Konzentrationsleveln und zum anderen anhand von Substanzen mit unterschiedlichen 
Tendenzen vergleichend zu den Kontrollröhrchen. 

Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse dieser Studie führten zu definierten Spezies-spezifischen 
VOC-Profilen all derer Mykobakterien-Spezies (n=11), die optisch erkennbares Wachstum 
aufwiesen. 
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3.3 Studie 3: Core profile of volatile organic compounds related to growth 
of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis – a comparative 
extract of three independent in vitro studies. 

Autoren: Anne Küntzel, Michael Weber, Peter Gierschner, Phillip Trefz, 
Wolfram Miekisch, Jochen K. Schubert, Petra Reinhold und Heike Köhler 

Jahr: submitted 

Zeitschrift: PLoS One 

Persönlicher Beitrag zur Umsetzung: 

 Erfassung und statistische Auswertung der Original-Daten in den Studien 1 und 2 

 Mitarbeit bei der statistischen Analyse  

 Entwurf des Manuskripts inklusive der Abbildungen und Tabellen 

Zusammenfassung 

Zielstellung: Die Analyse von flüchtigen organischen Substanzen (volatile organic 
compounds, VOC) im Gasraum über Bakterienkulturen wird als eine neue vielversprechende 
Möglichkeit betrachtet, um das Wachstum von langsam wachsenden Bakterien schneller 
erkennen zu können als dies durch eine visuelle Kontrolle möglich ist. Für eine praktische 
Anwendung von VOC als Diagnostikum muss das Substanz-Profil robust sein, d. h. es sollte 
unter verschiedenen Kulturbedingungen repoduzierbar sein. Das Ziel dieser meta-analytischen 
Betrachtungen bestand darin, ein VOC-Profil für Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis 
(MAP), den Erreger der Paratuberkulose, zu definieren, welches so robust ist, dass es sich unter 
verschiedenen In-vitro-Bedingungen reproduzieren lässt. 

Methodik: Hierfür wurden die Ergebnisse von drei separat durchgeführten und voneinander 
unabhängigen Studien zum VOC-Profil über MAP mithilfe von zwei statistischen Ansätzen 
analysiert: a) eine beschreibende Analyse, welche die drei individuellen VOC-Profile 
betrachtete und verglich und b) eine meta-statistische Analyse mit gebündelten und 
standardisierten Werten von allen drei Studien.  

Ergebnisse: Aus der meta-statistischen Analyse resultierten 30 Substanzen, welche sich 
(vergleichend zu den Kontrollröhrchen) als signifikant für MAP erwiesen. Nachdem 
Substanzen, die in den Studien unterschiedliche Tendenzen aufwiesen, ausgeschlossen wurden, 
konnte ein Core-Profil von 28 VOC definiert werden, welches indikativ für das Wachstum von 
MAP ist. Die Konzentrationen von vier dieser Substanzen fielen im Vergleich zu den 
Kontrollröhrchen ab während 24 Substanzen in ihrer Konzentration anstiegen.  

Schlussfolgerung: Die Robustheit dieses Core-VOC-Profils für MAP wurde durch die 
Anwendung von zwei verschiedenen statistischen Analyseverfahren erhärtet.  
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3.4 STUDIE 4: 
Animal science meets agricultural practice: Preliminary results of 
an innovative technical approach for exhaled breath analysis in cattle 
under field conditions. 

Angewandte Versuchstierkunde unter den Bedingungen 
landwirtschaftlicher Praxis: Erste Ergebnisse einer unter 
Feldbedingungen anwendbaren technischen Lösung zur Analyse von 
Atemgas bei Rindern.  

Autoren: Anne Küntzel, Peter Oertel, Phillip Trefz, Wolfram Miekisch, 
Jochen K. Schubert, Heike Köhler und Petra Reinhold 

Jahr: 2018 

Zeitschrift: Berliner und Münchener Tierärztlichen Wochenschrift 2018 (7-8): 444-452 

DOI: 10.2376/0005-9366-17101 

Persönlicher Beitrag zur Umsetzung: 

 Durchführung der VOC-Analysen an Rindern 

 Durchführung folgender ergänzenden Untersuchungen: 

o Klinische Befundung der Rinder 

o Gewinnung und Aufbereitung von Atemgas-und Raumluftproben 

o Beteiligung an der Analyse der VOC 

 Erfassung und statistische Auswertung der Daten 

 Entwurf des Manuskripts inklusive der Abbildungen und Tabellen 

 

Eine deutschsprachige Zusammenfassung ist in der Originalpublikation enthalten. 
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4 Diskussion 

4.1 Validität und Relevanz der In-vitro-Studien 

Die VOC-Analyse über Bakterienkulturen ermöglicht das Detektieren bakteriellen Wachstums 
(Bos et al. 2013) und scheint Informationen über spezifische Stoffwechsellagen, wie 
beispielsweise Wachstumsphase, Umgang mit Stressoren und Nährstoffverfügbarkeit, zu 
liefern (O'Hara und Mayhew 2009, Ratiu et al. 2017, Rees et al. 2017b, Buszewski et al. 2018). 

Sowohl im Headspace von MAP-Kulturen, als auch von Kontrollmedien konnten mehr als 100 
flüchtige organische Substanzen gemessen und quantifiziert werden. Um eine Kontamination 
des Aufkonzentrierungsschrittes durch Umgebungsluft ausschließen zu können, wurden 
parallel zu jedem Messtag mehrere Raumluftproben genommen und analysiert. Detektierte 
VOC wurden lediglich einer weiterführenden Datenanalyse zugeführt, wenn die Konzentration 
der Substanz größer war als in der umgebenden Laborluft. Bakterielles Wachstum wurde 
angenommen, wenn die VOC-Konzentrationen im Headspace der Kulturen sich signifikant von 
denen der Kontrollmedien unterschieden. Dadurch konnten VOC-Profile für MAP (Studie 3) 
und für sonstige Mykobakterien-Spezies (Studie 2 Figure 5) definiert werden. Es wurde stets 
zwischen Substanzen unterschieden, die in den Gasphasen über den Bakterienkulturen niedriger 
oder höher konzentriert waren als in den Gasphasen über den unbeimpften Kulturmedien. Diese 
Unterscheidung ist konform zu anderen in der Literatur beschriebenen Untersuchungen (Crespo 
et al. 2012, Filipiak et al. 2012a). Man geht einerseits davon aus, dass einige Substanzen im 
Medium vorhanden sind, welche als Nährsubstrat dienen und folglich während des Wachstums 
der Bakterien verbraucht werden (VOC-Konzentration über Bakterienkulturen niedriger als 
über Medium, Studie 1 Figure 6, Studie 2 Figure 3). Andererseits entstehen im 
Bakterienmetabolismus Substanzen, welche im Medium nicht oder in geringeren 
Konzentrationen zu finden sind (VOC-Konzentration über Bakterienkulturen höher als über 
Medium, Studie 1 Figure 6, Studie 2 Figure 3). Des Weiteren fielen Substanzen auf, die in 
bestimmten Phasen des bakteriellen Wachstums im Headspace über den bakteriellen Kulturen 
höher und zu anderen Phasen niedriger waren als über den Kontrollmedien (Studie 1 Figure 6). 
Diese können als mögliche Signalstoffe zur interbakteriellen Kommunikation (intra- oder 
intergenerisch) angesprochen werden, welche beispielsweise die Anpassung an die 
vorhandenen Wachstumsbedingungen anzeigen bzw. verbessern (Steinert 2014, Aussel et al. 
2016).  

Als eine Limitation unserer experimentellen Ansätze stellte sich heraus, dass die 
Wachstumskontrolle der inokulierten Röhrchen lediglich über eine visuelle Kontrolle erfolgte. 
Durch diese semi-quantitative Auswertung des bakteriellen Wachstums konnte kein direkter 
Vergleich von Substanzkonzentration und Keimzahl erfolgen. Eine andere Möglichkeit der 
Wachstumskontrolle wäre das Abspülen der Agaroberfläche mit anschließender PCR gewesen; 
allerdings wären dort auch nicht teilungsfähige MAP als positives Ergebnis erschienen, so dass 
eine Beziehung zwischen Keimzahl und VOC-Konzentration ebenfalls fraglich geblieben wäre. 

4.1.1 Studienübergreifendes MAP-anzeigendes VOC-Profil 

Aus dem in dieser Dissertationschrift beschriebenen Vorgehen der Datenauswertung ergaben 
sich studienübergreifende Übereinstimmungen der einzelnen VOC-Profile über MAP-
Kulturen. Die Anzahl der VOC, welche als indikativ für ein Wachstum von MAP auffielen, 
unterschied sich zwischen den Studien 1 und 2. Die Ergebnisse differierten auch im Vergleich 
zu einer Studie aus der vorhergehenden Projektphase (Trefz et al. 2013a, Anlage 1), welche 
einen vergleichbaren Studienaufbau aufwies. Um ein allgemeingültiges und robustes VOC-
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Profil für MAP-Wachstum zu definieren, wurden studienübergreifend verschiedene meta-
analytische Ansätze angewandt (Studie 3). Dieser Ansatz hat Neuheitswert, denn für kein 
anderes bakterielles VOC-Profil sind bislang in der Literatur studienübergreifende 
Betrachtungen bzw. Analysen zur Reproduzierbarkeit publizierter VOC-Daten beschrieben. 

Die studienübergreifenden Betrachtungen in Studie 3 stützte sich auf zwei methodische 
Ansätze: Zum einen wurden die Ergebnisse von drei Einzelstudien gegenübergestellt und 
verglichen (beschreibende Analyse) und zum anderen wurde eine Signifikanzberechnung auf 
gebündelten Daten aus allen 3 Studien durchgeführt, die jeweils auf den Maximalwert der 
jeweiligen Substanz pro Studie normalisiert wurden (meta-statistische Analyse).  

Mithilfe dieser beiden analytischen Betrachtungen konnte ein Kernprofil aus 28 volatilen 
Substanzen extrahiert werden, welches mit hoher Wahrscheinlichkeit indikativ für MAP-
Wachstum in vitro ist, und welches nachfolgend als „Core-VOC-Profil“ für MAP bezeichnet 
wird (Studie 3 Table 4). Die beschreibende Analyse betrachtete Substanzen, die in mindestens 
zwei der drei Studien auftraten, und prüfte die Tendenzen der Substanzkonzentrationen 
vergleichend zu den Kontrollröhrchen. Die meta-statistische Analyse umfasste alle Messwerte 
aller drei Studien und ermöglichte aufgrund des größeren Probenumfangs eine größere 
statistische Power. Allerdings wird letzterer Ansatz durch die Variabilität der Messwerte 
zwischen den drei Studien negativ beeinflusst. Dem wurde mithilfe einer Standardisierung der 
Werte und der nachfolgenden Anwendung Rang-basierter Hypothesen-Tests entgegengewirkt.  

Obwohl das in Studie 3 vorgeschlagene „Core-VOC-Profil“ mit hoher Wahrscheinlichkeit auf 
das Wachstum von MAP hinweist, ist dessen Zusammensetzung keineswegs starr, sondern 
kann aufgrund nicht standardisierbarer Eigenschaften des Mediums variieren. In diesem 
Zusammenhang ist die Variabilität des Nährmediums aufgrund unterschiedlicher Chargen und 
des Alters zu nennen. Herrold’s Egg Yolk Medium ist kein rein synthetisches Medium, sondern 
beinhaltet Eigelb, welches in der Zusammensetzung in den unterschiedlichen Chargen 
Schwankungen unterliegt. Des Weiteren kann bei natürlichen Zutaten der Nährmedien die 
Alterung und Zersetzung gewisser Inhaltsstoffe nicht ausgeschlossen werden. Es ist auch bei 
zukünftigen Studien davon auszugehen, dass Variationen der Zusammensetzung des 
Nährmediums das VOC-Profil sowohl quantitativ als auch qualitativ beeinflussen werden 
(weitere Ausführungen hierzu unter Abschnitt 5.1.2.2 Methodische Einflussfaktoren). 

Des Weiteren ist bei einer potentiellen diagnostischen Nutzung der VOC-Analytik über MAP-
Kulturen die Keimzahl des Inokulates nicht beeinflussbar und wirkt somit ebenfalls als 
Variabilitätsfaktor auf das VOC-Profil. Nach unseren Erkenntnissen ist die Bakteriendichte, die 
aus der Keimzahl des Inokulates und der Inkubationsdauer resultiert, vermutlich als der 
bedeutendste quantitative Einflussfaktor auf das VOC-Profil anzusehen (weitere Ausführungen 
hierzu unter Abschnitt 5.1.2.2 Methodische Einflussfaktoren). Allerdings wiesen die im Core-
Profil zusammengefassten 28 Substanzen in allen 3 Einzelstudien dieselbe Tendenz auf 
(Studie 3 Table 2), was auf eine Robustheit der Ergebnisse hinweist. 

Die unterschiedlichen Techniken zur präanalytischen Konzentrierung der VOC, die in den 
verschiedenen Einzelstudien zum Einsatz kamen, erklären weitere, vor allem qualitiative, 
Unterschiede der einzelnen VOC-Profile. Der Hauptunterschied zwischen SPME und NTME 
ist die unterschiedlich hohe Schwelle der Nachweisgrenze (limit of detection) der einzelnen 
VOC. Das hatte zur Folge, dass – je nach Methodik der Präkonzentration - einige in unseren 
Betrachtungen relevant erscheinenden Substanzen nur in sehr hohen Konzentrationen oder gar 
nicht detektierbar waren. Im Falle der Nutzung von SPME betraf dies die Substanzen 
Methylcyclopentane, alle Alkohole (3-Octanol), 2-Methyl-2-butenal, Heptanal, Benzene, 
3-Methylfuran und 2-Butanone und bei Nutzung von NTME die Substanzen Methylacetate und 
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2-Methylfuran. Für eine potentielle diagnostische Nutzung der VOC-Analytik ergibt sich 
folglich die unbedingte Notwendigkeit der Standardisierung des Protokolls der Präanalytik (vgl. 
5.1.2.3 Technische Einflussfaktoren).  

4.1.2 VOC als diagnostischer Ansatz 

Um VOC als potentielle Biomarker in der In-vitro-Diagnostik nutzen zu können, sollten sie 
möglichst unabhängig von methodischen Einflussfaktoren sein, wie z. B. Nährsubstrat, 
Bakteriendichte, Inkubationsprotokoll und VOC-Analyse-Verfahren. Ist dies nicht möglich, 
empfiehlt sich die Definition von bestimmten Standardbedingungen. Biologische 
Einflussfaktoren hingegen können in der Diagnostik hilfreich sein, beispielsweise bei der 
Speziesidentifizierung.  

4.1.2.1 Biologische Einflussfaktoren 

In den Studien 1 und 2 wurde mit 3 bzw. 2 verschiedenen MAP-Stämmen gearbeitet. Diese 
umfassten jeweils einen Referenzstamm (Typ II, 44133 der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH), einen Feldstamm (Typ II) aus einer 
Rinderkotprobe (nur Studie 1) und einen Feldstamm (Typ III), welcher aus einer Kotprobe 
eines Schafes gewonnen worden war. In beiden Studien wurden für die meisten VOC des 
jeweiligen MAP-Profils (Studie 1: 35 von 43 VOC, Studie 2: 34 von 34 VOC) keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen MAP-Stämmen festgestellt. Zusätzlich 
wurden in Studie 2 jeweils 2 Stämme von M. avium ssp. avium (MAA), M. avium ssp. 
hominissuis (MAH) und M. intracellulare (MI) der VOC-Analyse zugeführt. Auch für diese 
Spezies zeigt der Großteil der Substanzen des Spezies-spezifischen VOC-Profils keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Stämmen auf (MAA: 18 von 27 VOC, MAH: 18 von 
24 VOC, MI: 24 von 38 VOC, vgl. Studie 2 Table 3). Ähnliche Ergebnisse findet man auch in 
der Literatur, bspw. für Pseudomonas aeruginosa (Zscheppank et al. 2014). Für eine mögliche 
methodische Erklärung für die wenigen Substanzen, die sich zwischen den Stämmen einer 
Bakterienspezies unterscheiden, könnte die tatsächliche Bakteriendichte herangezogen werden. 
Die Keimzahlen der Inokulate wurden lediglich durch das Einstellen der optischen Dichte 
(0,306 ± 0,02) angeglichen, woraus zwischen den Stämmen geringe Unterschiede bezüglich der 
Keimzahl des jeweiligen Inokulates resultierten (Studie 2 Table 1). Des Weiteren wurde zum 
Zeitpunkt der VOC-Analyse das Wachstum lediglich optisch semi-quantitativ bewertet. Das 
hatte zur Folge, dass wir die exakte Bakteriendichte auf dem Medium zum Zeitpunkt der VOC-
Analyse nicht kannten und daher quantitative Unterschiede zwischen den einzelnen Stämmen 
einer Spezies nicht in Beziehung zueinander setzen konnten.  

Laut Studie 2 ergaben sich Spezies-spezifische VOC-Profile von elf verschiedenen 
Mykobakterien-Spezies (Studie 2 Figure 5). Für die Spezies-spezifischen VOC-Profile 
betrachteten wir zum einen Substanzen, die nur über einzelnen Mykobakterien-Spezies messbar 
waren. Ein gutes Beispiel stellt Benzoesäuremethylester dar (Studie 2 File A1), welcher 
ausschließlich über Kulturen von MAA, MAH und M. marinum (Inkubation bei 37°C) messbar 
war. Zum anderen definierten wir Indikatorsubstanzen, welche über einer Spezies (im 
Vergleich zu allen anderen Spezies) nicht nur die signifikant höchste Konzentration aufwiesen, 
sondern für die auch galt, dass jeder einzelne Messwert aller Kulturröhrchen einer Spezies über 
den Messwerten aller Kulturröhrchen aller anderen Spezies lag (Studie 2 File A1). 
Darüberhinaus wurden je Spezies verschiedene Konzentrationslevel einer Substanz definiert, 
d. h., dass eine Substanz im Vergleich zum Kontrollmedium über verschiedenen Spezies um 
unterschiedlich große Faktoren ansteigt (Studie 2 File A1a-d). 
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Innerhalb der von uns definierten Spezies-spezifischen VOC-Profile für Mykobakterien wurden 
drei Konzentrations-Verläufe bzw. VOC-Eigenschaften akzeptiert: (a) Substanzen, deren 
Konzentration über den Bakterien signifikant höher war als im Headspace der unbeimpften 
Kontrollmedien, (b) Substanzen, deren Konzentration über den Bakterien signifikant niedriger 
war als im Headspace der unbeimpften Kontrollmedien, (c) Fehlen der Substanz, d.h. die 
Substanzkonzentration befand sich im Headspace über den Bakterien unterhalb der 
Nachweisgrenze, war aber in den Kontrollröhrchen nachweisbar. Diese komplexe Betrachtung 
war zuvor nicht in der Literatur beschrieben. Daher ist es schwierig, unsere Ergebnisse mit den 
im Schrifttum veröffentlichten Mykobakterienprofilen (Tabelle 3) zu vergleichen. Den von 
Crespo et al. (2012) beschriebenen Aceton-Anstieg über M. smegmatis (MS) konnten wir nicht 
bestätigen. Signifikant erhöhte Konzentrationen von 3-Methyl-1-butanol, 2-Methyl-1-butanol, 
2-Methyl-1-propanol und 2-Butanon über M. bovis BCG (McNerney et al. 2012) konnten wir 
mit unseren Messungen über M. bovis bestätigen. Zu der Studie von Mellors et al. (2017) gibt 
es keine durch uns zu bestätigenden Ergebnisse, beispielsweise werden einige Aldehyde mit 
signifikantem Anstieg über den Spezies genannt, welche in unserer Studie (im Vergleich zu den 
Kontrollmedien) prinzipiell absanken. Vergleichend zu den Ergebnissen von Nawrath et al. 
(2012), welche unter anderem auch die VOC über MAA und MS analysierte, konnte lediglich 
Hexanol als signifikant erhöht über MS bestätigt werden. Die geringen Übereinstimmungen 
unserer Ergebnisse vergleichend zu den in der internationalen Literatur beschriebenen Studien 
können zum einen durch unterschiedliche Inkubationsprotokolle (Tab. 3 Limitationen, vgl. 
5.1.2.2 Methodische Einflussfaktoren), aber auch durch die verschiedenen VOC-Analyse-
Techniken, die Anwendung fanden (Tab. 3 VOC-Analytik-Technik, 5.1.2.3 Technische 
Einflussfaktoren), erklärt werden.  
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Tab. 2: In der Literatur dokumentierte Untersuchungen zu VOC-Profilen im 
Headspace von verschiedenen Mykobakterien-Spezies. 

Autor 
Mykobakterien-

Spezies 
VOC-Analyse-Technik Limitationen 

Crespo et 
al. 2012 

M. avium, 
M. kansasii, 

M. smegmatis 

PTR-MS, Tenax-GC-MS, 
teilweise 

Substanzidentifikation 
 

McNerney 
et al. 2012 

M. bovis BCG, 
M. smegmatis 

SIFT-MS, Tenax-GC-MS, 
teilweise 

Substanzidentifikation 

Inkubation auf 
verschiedenen Medien, 

keine Angabe über 
Bakteriendichte 

Mellors et 
al. 2017 

M. avium, 
M. bovis BCG, 

M. intracellulare, 
M. xenopi 

SPME-GCxGC-ToF-MS, 
teilweise 

Substanzidentifikation 

keine Angabe über 
Bakteriendichte 

Nawrath et 
al. 2012 

M. tuberculosis, 
M. smegmatis, 

M. aurum, 
M. neoaurum, 
M. aichiense, 

M. scrofulaceum, 
M. avium spp. avium, 

M. vaccae 

CLSA-GC-MS 

Inkubation auf 
verschiedenen Medien, 

keine Angabe über 
Bakteriendichte 

Purkhart et 
al. 2017 

MAP 
IMS, keine 

Substanzidentifikation 
 

PTR: proton transfer reaction, MS: Massenspektroskopie, GC: Gaschromatographie, SIFT: 
selected ion flow tube, SPME: solid phase microextraction, ToF: time of flight, CLSA: 
closed loop stripping analysis, IMS: Ionen Mobilitäts Spektroskopie 

 

Interessanterweise ergaben unsere Untersuchungen, dass innerhalb der Familie der 
Mykobakterien 17 Substanzen ein ähnliches Konzentrationsverhalten über allen untersuchten 
Spezies aufwiesen, was für ein ‚übergreifendes‘ VOC-Profil für Mykobakterien spricht. 
Hiervon zeigten acht Substanzen (2-Methylpropanol, 2-Methylbutanol, Pentan, Heptan, Octan, 
2,3-Butadion, 3-Pentanon und 3-Octanon) über allen Spezies einen signifikanten Anstieg im 
Vergleich zu den Kontrollröhrchen, wenn auch in unterschiedlichen Konzentrationsleveln. Im 
Gegensatz dazu sanken neun Substanzen (Acetaldehyd, Propanal, 3-Methylbutanal, 2-
Methylbutanal, Pentanal, Hexanal, Heptanal, Benzaldehyde, und 2-Methylpropanal) signifikant 
bis unter die Nachweisgrenze ab, die alle zur Klasse der Aldehyde zählten. 

Für eine diagnostische Anwendbarkeit der VOC-Analytik im Gasraum von Bakterienkulturen 
ist eine hohe Spezifität der Biomarker zwingend notwendig. Eine Reihe von bislang 
identifizierten Substanzen des Core-VOC-Profils von MAP ist auch Teil des VOC-Profils der 
Familie der Mykobakterien. Würden in zukünftigen Studien weitere Mykobakterien-Spezies 
bzw. -Stämme einbezogen, dann ist damit zu rechnen, dass das bisher definierte Core-VOC-
Profil für MAP, aber auch das der Familie der Mykobakterien, sich noch weiter schärfen lässt 
und somit an Spezifität gewinnt. Des Weiteren sollte in zukünftigen Studien ein großes 
Augenmerk auf die Konzentrationslevel über den verschiedenen Bakterienspezies bzw. den 
Grad des relativen Anstiegs oder Abfalls in Bezug zu den Kontrollröhrchen liegen.  
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4.1.2.2 Methodische Einflussfaktoren 

Für eine auf der VOC-Analytik basierende Diagnostik wären Biomarker ideal, welche 
unabhängig von den Inkubationsprotokollen verlässliche Ergebnisse liefern würden. Nach 
unseren Erkenntnissen und in Übereinstimmung mit in der Literatur beschriebenen Ergebnissen 
kann dies nur eingeschränkt erwartet werden, da es Einflussfaktoren gibt, die erheblich zur 
Verschiebung der VOC-Profile beitragen. So basieren die in der MAP-Diagnostik eingesetzten 
Nährmedien entweder auf Vollei (bzw. Eibestandteilen) oder auf synthetischen Nährsubstraten, 
was bei identischen Inkubationsprotokollen zu signifikant verschiedenen VOC-Profilen führt 
(Studie 1 Figure 3). Effekte von Nährmedien auf VOC-Profile sind auch für Escherischia coli 
(Ratiu et al. 2017), medizinisch bedeutende Pilzspezies (Scotter et al. 2005) und 
Staphylococcus aureus (O'Hara und Mayhew 2009) beschrieben. Ein zusätzlicher Einfluss geht 
von Inhaltsstoffen des Nährmediums aus, die das bakterielle Wachstum des Zielerregers 
negativ beeinflussen, wie zum Beispiel Nanopartikel (Buszewski et al. 2018) oder 
antibakterielle Bestandteile (Allardyce et al. 2006a).  

Schlussfolgernd aus den Untersuchungen zur Wachstumskinetik muss man von einem sich 
verändernden VOC-Profil über die Zeit ausgehen. Es gibt Substanzen (oder Substanzgruppen), 
die mit bestimmten Phasen des bakteriellen Wachstums in Verbindung gebracht werden 
können, wie z. B. hohe Aldehydkonzentrationen über mykobakteriellen Kulturen zu Beginn des 
Wachstums, und dies vor allem in Röhrchen mit sehr geringer Keimzahl (bspw. 
2-Methyl-2-butenal, Studie 1 Figure 6c). Des Weiteren gibt es Substanzen, die zu Phasen des 
exponentiellen Bakterienwachstums die höchsten Konzentrationen aufweisen (Studie 1 
Figure 6a), und solche, die auch in der stationären Phase des bakteriellen Wachstums stetig 
weiter steigen (Studie 1 Figure 6b). Ein Großteil der messbaren VOC im Headspace von 
Bakterienkulturen ist mit metabolischen Prozessen der Zellteilung und vor allem des 
Zellwandaufbaus in Verbindung zu bringen (O'Hara und Mayhew 2009, Rees et al. 2016, Rees 
et al. 2017a). Somit bestimmt vorrangig die Bakteriendichte die Höhe der VOC-
Konzentrationen der Substanzen, die aufgrund von Aufbauprozessen während der Zellteilung 
entstehen. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit in der Literatur beschriebenen Versuchen 
(Bunge et al. 2008, O'Hara und Mayhew 2009, Purkhart et al. 2017). Es ist folglich zu 
konstatieren, dass mit fortschreitenden Inkubationszeiten eine sich ändernde Zusammensetzung 
der VOC existiert (Allardyce et al. 2006b, Bunge et al. 2008). Eine veränderte Wachstumsrate 
führt demzufolge auch zu einem veränderten VOC-Profil. Diese wird unter anderem durch die 
Inkubationsbedingungen, wie der Inkubationstemperatur, beeinflusst (Gumber et al. 2009, 
Gumber und Whittington 2009). Den Einfluss der Temperatur auf das VOC-Profil konnten wir 
durch die Inkubation von M. marinum bei 30 und 37°C zeigen (Studie 2). Des Weiteren führt 
eine reduzierte Inkubationstemperatur zu einer erhöhten Menge an ungesättigten Fettsäuren in 
der Zellwand, also einer veränderten Fettsäurezusammensetzung (Suutari und Laakso 1993), 
welche das VOC-Profil signifikant beeinflusst (vgl. 5.1.3 Ursprung VOC). 

Folglich sind reproduzierbare Ergebnisse nur bei Studien mit standardisierten 
Inkubationsprotokollen zu erwarten. Dies gilt nicht nur für experimentelle Studien, sondern 
auch eine mögliche Nutzung der VOC-Analytik in der Diagnostik. 

4.1.2.3 Technische Einflussfaktoren 

Eine weitere Schwierigkeit, die eigenen Untersuchungsergebnisse mit denen bereits 
publizierter Studien zu vergleichen, bestand darin, dass in den unterschiedlichen 
Arbeitsgruppen unterschiedliche (kommerziell verfügbare) Techniken zur VOC-Analyse 
angewandt wurden bzw. werden (Tab. 3). Leider gibt es kaum Studien, in denen die 
verschiedenen Analysetechniken auf Vergleichbarkeit bezgl. ihrer Messergebnisse untersucht 
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wurden. Bereits durch verschiedene Materialien und Verfahren zur Aufkonzentrierung der 
volatilen Substanzen entstehen signifikante Unterschiede, sowohl quantitativer als auch 
qualitativer Natur (Oertel et al. 2018b, Anlage 4). Als Ursache für divergierende 
Analyseergebnisse infolge der Präkonzentrationsverfahren und -materialien kommen z. B. ein 
sogenannter Durchbruch (Nicht-Anhaftung) einzelner Substanzen am Adsorbens oder die 
Übertragung von Subtanzen zwischen verschiedenen Messungen aufgrund unvollständiger 
thermischer Desorption des Adsorbens in Frage (Buszewski et al. 2007, Klisch et al. 2012). 
Verschiedene Eigenschaften der Adsorbentien favorisieren spezifische Substanzgruppen in 
Abhängigkeit von deren Molekülgröße. Materialien mit unterschiedlicher Empfindlichkeit 
gegenüber Luftfeuchte weisen unterschiedliche Wärmestabilitäten auf, was vor allem für die 
Adsorption halbflüchtiger Substanzen nachteilig sein kann (Mueller et al. 1998, Risby und 
Sehnert 1999, Harper 2000, Miekisch et al. 2004). Eine mögliche Lösung dieses Problems 
besteht in der Kombination mehrerer Adsorbentien (Harper 2000, Miekisch et al. 2004). In 
unseren beiden In–vitro-Studien (Studien 1 und 2) kamen dreifach gepackte ‚needle trap 
devices‘ zur Anwendung. Im Gegensatz dazu wurde in der Studie von Trefz et al. (2013a, 
Anlage 1) mit Fasern zur ‚solid-phase micro-extraction‘ gearbeitet. So kamen zur 
Präkonzentration zwar in allen drei Studien identische Adsorbentien zum Einsatz, aber dennoch 
unterschiedliche Verfahren. Das für die ‚needle trap devices‘ angewandete Verfahren, NTME, 
ist ein Extraktions-basiertes Verfahren während SPME ein Verteilungs-basiertes Verfahren 
darstellt. Dieser methodische Unterschied führt nachweislich zu qualitativen und quantitativen 
Unterschieden der gemessenen Substanzen (Oertel et al. 2018b, Anlage 4).  

Des Weiteren resultieren unterschiedliche Messergebnisse aus unterschiedlichen 
Analysetechniken, denn verschiedene Auftrennverfahren nutzen verschiedene physikalische 
Eigenschaften der zu analysierenden VOC für deren Detektion. Zum Beispiel werden im GC 
die Substanzen nach Polarität und Dampfdruck aufgetrennt, während die PTR lediglich nach 
Masse trennt und die IMS Polarisierbarkeit, Molekülgröße und -form zur Auftrennung nutzt. 
Dies hat zur Folge, dass bei unzureichender Auftrennung der Substanzen nur eine 
unzureichende Identifikation stattfinden kann. In dieser Hinsicht sind die Ergebnisse unserer 
Studien 1 und 2 mit denen von Trefz et al. (2013a, Anlage 1) sehr gut vergleichbar, da auch 
dort GC-MS genutzt wurde. Der Ergebnisvergleich zu anderen in der Literatur beschriebenen 
Studien (Tab. 3) ist nur eingeschränkt möglich, da in jeder Studie eine andere Analysetechnik 
verwandt wurde.  

Bezüglich der methodisch bedingten Gefahr für Kontaminationen bei VOC-Analysen lässt sich 
ergänzend feststellen, dass diese umso größer ist, je mehr Arbeitsschritte bis zur endgültigen 
VOC-Analyse nötig sind (d. h. Sammeln der Gasprobe, Aufkonzentrieren, Analyse). 
Diesbezüglich sind Online-Messverfahren, wie z. B. PTR-MS oder IMS, am wenigsten anfällig 
(O'Hara und Mayhew 2009). 

4.1.3 Erklärungsmodelle zur Herkunft flüchtiger organischer Substanzen über 
Mykobakterien-Kulturen 

Für alle Bakterienkulturen gilt, dass messbar angestiegene VOC (vergleichend zum 
Kontrollmedium) mit hoher Wahrscheinlichkeit aus dem bakteriellen Stoffwechsel stammen. 
Vor allem in der exponentiellen Phase des bakteriellen Wachstums ist der zelluläre 
Metabolismus am intensivsten und ermöglicht somit Zellteilungen und Zellwandsynthesen 
(O'Hara und Mayhew 2009).  

Bezüglich des metabolischen Ursprungs bakterieller VOC sind im Schrifttum bisher 
hauptsächlich Hypothesen formuliert, jedoch nur wenige Zusammenhänge bewiesen (Schulz 
und Dickschat 2007, Bos et al. 2013, Ratiu et al. 2017). Durch die Decarboxylierung 
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verschiedener Zwischenprodukte in der Fettsäurensynthese entstehen Alkane, Alkene und 
Methylketone (Abb. 4) (Han et al. 1969, Naccarato et al. 1974, Ney und Boland 1987, Fridman 
et al. 2005, Schulz und Dickschat 2007). Aber auch während der β-Oxidation im Abbau von 
Fettsäuren finden Umbauvorgänge zu volatilen Kohlenwasserstoffen statt (Ney und Boland 
1987, Bos et al. 2013).  

Die in unseren Untersuchungen deutlich gewordene Abhängigkeit des VOC-Profils von den 
verfügbaren Nährstoffsubstraten steht im Einklang mit Ergebnissen von Zechman et al. (1986), 
wonach unterschiedliche Konzentrationen der Ausgangssubstanzen des Nährmediums zu 
unterschiedlichen VOC-Profilen derselben Mikroorganismen führten. Wichtige Bausteine der 
Zellwand sind zudem Ester und verzweigte Ketone, welche durch Modifikation von 
Aminosäuren entstehen. Während des Umbaus der Amisosäuren Valin, Leucin, Isoleucin und 
deren Zwischenprodukten entstehen verzweigte kurzkettige Aldehyde, wie z. B. 
3-Methylbutanal und 2-Methylbutanal (Schulz und Dickschat 2007, Bos et al. 2013). Letztere 
wurden beispielsweise in der exponentiellen Wachstumsphase von Staphylokokken 
nachgewiesen (Beck et al. 2002, Beck 2005). Unsere Studie ergänzt diese Information, indem 
Aldehyde in mit MAP beimpften Röhrchen bei niedriger Bakteriendichte hochreguliert waren 
und im weiteren Verlauf des Wachstums (ansteigende Bakteriendichte) in ihrer Konzentration 
wieder abfielen, bis unterhalb der Nachweisgrenze. Bisher gibt es in der Literatur noch keine 
vergleichbaren Ergebnisse, die belegen, dass Aldehyde von MAP oder anderen 
Bakterienspezies aus dem Medium konsumiert werden, so dass offen bleibt, in welche 
metabolischen Prozesse diese bei Mykobakterien einfließen.  

Mykolsäuren als ein quantitativ und funktional wichtiger Bestandteil der Zellwand stellen eine 
Besonderheit von Mykobakterien dar. Mykolsäuren sind Gebilde aus langkettigen Fettsäuren, 
Ketonen und Alkoholen (Rafidinarivo et al. 2009). Während der Synthese und des Abbaus von 
Mykolsäuren können Zwischenprodukte jeder Stufe modifiziert werden, wobei beispielsweise 
verzweigte Kohlenwasserstoffe durch Spaltung entstehen, aber auch Ester gebildet werden 
(Barry et al. 1998, Yuan et al. 1998). Die Veresterung von Essigsäure und Fettsäuren führt zu 
Essigsäureestern (Bos et al. 2013), wie z. B. Ethylazetat oder 3-Methyl-1-Butanolazetat, 
allerdings sind die genauen Prozesse nicht weitreichend in der Literatur beschrieben.  
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Abb. 4: Synthese kettenförmiger VOC in Verbindung mit der Fettsäuresynthese. 
(modifiziert nach Schulz und Dikschat 2007). 

Aromatische volatile Substanzen entstehen hauptsächlich bei der Synthese der aromatischen 
Aminosäuren Phenylalanain, Tyrosin und Tryptophan mittels des Shikimisäureweges oder 
während des Abbaus dieser drei Aminosäuren (Schulz und Dickschat 2007). Die beiden in das 
von uns definierte VOC-Profil von MAP inbegriffenen aromatischen Kohlenwasserstoffe 
3-Methylfuran bzw. 2-Methylfuran wurden auch im Headspace von Streptomyces (Scholler et 
al. 2002) bzw. Thermoactinomyces (Wilkins 1996) nachgewiesen. Außerdem konnte 
2-Pentylfuran auch im Headspace von Aspergillus fumingatus nachgewiesen werden sowie im 
Atem von Patienten, in deren Atemwegen Aspergillus fumingatus kolonisierte. Letztere 
Befunde waren Anlass, 2-Pentylfuran als Biomarker einer Aspergillose vorzuschlagen 
(Chambers et al. 2011). In der Literatur werden zwei Stoffwechselwege als Quelle von 
2-Pentylfuran vermutet: zum einen die Oxidation von Linolsäure mittels Lipooxygenase oder 
Dioxygenase, wie in einigen Pflanzen beschrieben (St Angelo et al. 1980, Boue et al. 2005) und 
zum anderen die direkte Interaktion von Linolsäure mit reaktivem Sauerstoff, die in bestimmten 
Nahrungsmitteln vorkommt (Min und Boff 2002). Da Linolsäure auch in der Zellwand von 
Mykobakterien vorkommt (Suutari und Laakso 1993), könnten diese beiden Abbauvorgänge in 
der Zusammensetzung des VOC-Profils von MAP eine entscheidende Rolle spielen. Ein 
weiterer spezifischer Baustein der mykobakteriellen Zellwand ist das Glykolipid 
Lipoarabinomannan (LAM), welches durch Hemmung der Makrophagenaktivität das zelluläre 
Immunsystem des Wirtes beeinträchtigt (Appelmelk et al. 2008, Dhiman et al. 2011). Die 
Grundstruktur von LAM ist an α-Arabinofuranan und D-Galactofuran geknüpft und wird vor 
allem in Vorbereitung der Zellteilung synthetisiert. Während der Synthese von 
α-Arabinofuranan und D-Galactofuran ist die Bildung von volatilen Furanen außerdem 
denkbar.  

Die bedeutende Rolle der Fettsäurenzusammensetzung der Zellwand auf das VOC-Profil zeigt 
sich in der Korrelation der Mykobakterienklassifizierung mittels Fettsäuremuster nach 
Lechevier et al. (1971) mit der in unserer Studie aufgezeigten Gruppierung der Spezies 
(Studie 2 Figure 1). Denn die in unserer Studie aufgezeigte Gruppierung deckt sich nicht mit 
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der üblichen Klassifizierung der Mykobakterien nach Phänotyp nach Ernest H. Runyon (1965). 
Auch die Einteilung in MTC, MAI und NTM spiegelt nicht die Gruppierung in unserer Studie 
wider. 

4.1.4 Fazit 

In den In-vitro-Studien 1 und 2 waren sowohl über den Bakterienkulturen, als auch dem 
Nährmedium jeweils über 100 Substanzen messbar, die nicht in der umgebenden Laborluft zu 
verzeichnen waren. Die Untersuchungen zeigten signifikante Unterschiede zwischen der VOC-
Konzentration über Bakterienkulturen und der über Nährmedien auf. Quantitative, aber auch 
qualitative Unterschiede des VOC-Profils ergaben sich aus unterschiedlichen Nährsubstraten, 
variierender Bakteriendichte des Inokulates und ansteigenden Inkubationszeiten. Obwohl über 
verschiedenen Mykobakterien-Spezies signifikante Unterschiede in den VOC-Emissionen zu 
verzeichnen waren, wurden 17 Substanzen detektiert, die sich über allen mykobakteriellen 
Kulturen gleich verhielten, also Konzentrationsanstieg bzw. –abfall vergleichend zum 
Nährmedium.  

Die von uns erarbeiteten Ergebnisse bestätigen die Hypothese, dass im Headspace über sich 
vermehrenden Mykobakterien-Kulturen VOC-Profile entstehen, die von diagnostischer 
Bedeutung sein können. MAP wies dabei ein spezifisches Profil auf, welches 28 VOC umfasste 
und für alle getesteten Stämme identisch war. Mithilfe sowohl qualitativer als auch quantitativer 
Eigenschaften des MAP-anzeigenden Core-VOC-Profils lässt es sich von VOC-Profilen 
anderer Mykobakterien-Spezies unterscheiden. Es ist davon auszugehen, dass der Hauptteil der 
VOC im Headspace von wachsenden Bakterienkulturen aus der Zellwandsynthese herrührt, 
sodass Substanzen, deren Konzentration ansteigt, Zwischen- oder Endprodukte des bakteriellen 
Metabolismus darstellen. Weitere Substanzen, deren Konzentration abfällt, stammen mit hoher 
Wahrscheinlichkeit aus dem Nähr- bzw. Kulturmedium und fungieren als Nährstoffe, die im 
bakteriellen Metabolismus verarbeitet, also konsumiert, werden.  

Signifikante Veränderungen im VOC-Profil der Gasphase der mit MAP inokulierten 
Kulturröhrchen waren bereits messbar, bevor optisch sichtbares Bakteriumwachstum zu 
verzeichnen war. Dieses Ergebnis impliziert, dass insbesondere bei langsam wachsenden 
Mykobakterien mittels der VOC-Analyse ein zeitlicher Gewinn in der In-vitro-Diagnostik zu 
erzielen ist.  

Zusammenfassend ist festzustellen, dass mittels VOC-Analytik die kulturelle Anzucht von 
Mykobakterien unter zwei Gesichtspunkten optimierbar wäre: zum einen kann die Diagnostik 
beschleunigt werden und zum anderen würden Arbeitsschritte reduziert, wenn die Identifikation 
der Spezies bereits auf Basis des VOC-Profils erfolgen könnte. Wie sich die Sensitivität und 
Spezifität der MAP-Diagnostik mittels VOC-Analytik über Bakterienkulturen darstellt, muss 
noch geprüft werden. Außerdem gilt es, die Ergebnisse über bakteriellen Kulturen aus nativen 
Proben zu verifizieren. In der weiteren Entwicklung des diagnostischen Potentials von VOC ist 
es notwendig, mithilfe definierter Inkubations- und Analyseprotokolle bekannte 
Einflussfaktoren, wie z. B. Kulturmedium, Bakteriendichte, Inkubationzeit und 
Analyseverfahren weitgehend zu standardisieren. Um zur praktischen Anwendung der 
Diagnostik mithilfe von VOC zu gelangen, müssen weitere Faktoren untersucht und die 
Wachstumskinetik, möglichst mittels Online-Verfahren, genauer beschrieben werden. Der 
letzte Schritt wäre die Entwicklung einfacher, handlicher, preiswerter Analysegeräte, mit 
geringer Nachweisgrenze für MAP- oder Mykobakterien-spezifische volatile Substanzen.  
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4.2 Validität und Relevanz der In–vivo-Studien 

4.2.1 Übertragbarkeit von bakteriellen VOC-Profilen auf die In-vivo-Situation  

In der Literatur finden sich zunehmend Studien, in denen versucht wird, VOC-Profile im 
Headspace von Bakterienkulturen als Markersets zu definieren, die sich auch in 
Atemgasprofilen von mit diesen Bakterien infizierten Patienten wiederfinden lassen. Solche 
Studien beziehen sich i.d.R. auf Pneumonie-assoziierte Erreger und wurden bisher unter 
anderem für Staphylococcus aureus, Echerichia coli, Candida spp. und 
Acinetobacter baumannii durchgeführt (Filipiak et al. 2015, Gao et al. 2016).  

Nach unseren Ergebnissen ist nicht davon auszugehen, dass in vitro und in vivo identische 
VOC-Profile generiert werden, denn die Bakterien finden in der In-vivo-Situation andere 
Bedingungen als im Kulturröhrchen vor. Im Makroorganismus gelten andere Verhältnisse, vor 
allem in Bezug zu Nährstoffquellen und -verfügbarkeit (Russell et al. 2010, Knief et al. 2011). 
Des Weiteren sind Konkurrenz und Interaktion mit anderen Bakterienspezies und dem 
Immunsystem (Aussel et al. 2016) von Bedeutung. Die genannten Faktoren stehen beispielhaft 
für eine Vielzahl von In-vivo-Bedingungen, die ihrerseits Einfluss auf den bakteriellen 
Metabolismus und somit auf das bakterielle VOC-Profil haben.  

Das dieser Dissertation übergeordnete Gesamtprojekt beinhaltete auch Untersuchung des 
Headspaces von Kotproben MAP-infizierter Ziegen (Bergmann et al. 2015; Kasbohm et al. 
2017, Anlage 2). Erwartungsgemäß traten in diesen Studien nicht unbedeutende Variationen 
zwischen dem über Kotproben gemessenen VOC-Profil und dem unter In-vitro-Bedingungen 
ermittelten VOC-Profil für MAP auf. Die beobachteten Unterschiede können u. a. damit erklärt 
werden, dass bei einer Infektion des Darmes eine metabolische Adaptation von MAP an die 
intestinale Umgebung stattfindet (Weigoldt et al. 2013), was sich unter anderem auch in 
variierenden Phänotypen des bakteriellen Stoffwechsels äußert (Weigoldt et al. 2011). Des 
Weiteren ist zu bedenken, dass MAP in Fäzes quantitativ im Vergleich zu der Begleitflora eine 
untergeordnete Rolle spielt und dass Futterreste, lebende und tote wirtseigene Zellen 
(Immunsystem, Darmepithel etc.) ebenfalls VOC emittieren. Allerdings findet man in der 
Literatur Studien, die mittels VOC-Analytik im Headspace von Fäzes erfolgreich verschiedene 
infektiöse Magen-Darm-Erkrankungen spezifischen VOC-Profilen zuordnen konnten (Probert 
et al. 2004). 

Für den direkten Vergleich des im Rahmen der eigenen Untersuchungen ermittelten In–vitro-
VOC-Profils für MAP mit Atemgas-Analysen von mit MAP-infizierten Tieren kann ebenfalls 
auf Ergebnisse zurückgegriffen werden, die in anderen Teilprojekten innerhalb des 
Forschungsverbundes erarbeitet wurden. So wurden im alveolären Gasgemisch mittels 
Atemgas-Analysen bei Ziegen, die experimentell mit MAP inokuliert worden waren, für 
zahlreiche VOC signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen den mit MAP inokulierten 
(respektive infizierten) Tieren und den nicht-infizierten Kontrolltieren gefunden (Bergmann et 
al. 2015; Kasbohm et al. 2017, Anlage 2). Auffällig war, dass signifikant veränderte VOC im 
Atemgas der infizierten Tiere eher niedriger konzentriert waren als in vitro (quantitative 
Unterschiede) und dass die Substanzen, die sich in vivo als relevant für ein potentielles MAP-
Profil herauskristallisierten deutlich verschieden waren von denen, die in vitro als diagnostisch 
relevant auffielen (qualitative Unterschiede).  

Die Hypothese, im Atemgas diagnostische Marker für eine systemische oder in anderen 
Organsystemen als der Lunge lokalisierte Infektion zu finden, basiert auf der Annahme, dass 
die mit dem Blut transportierten Stoffwechselprodukte des lokalen Infektions- oder 
Entzündungsgeschehens über den Lungenkreislauf zur Blut-Luft-Schranke gelangen und dort 
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teilweise per Diffusion in das Alveolargas übertreten. Im Unterschied zu einer Pneumonie ist 
bei dem von uns gewählten Modell einer bakteriellen Infektion des Darms nicht zu erwarten, 
dass von Erregern emittierte VOC direkt im Atemgas erscheinen. Daher war davon auszugehen, 
dass im alveolären VOC-Profil von mit MAP infizierten Ziegen eher die sog. ‚host response‘, 
also die lokale und systemische Reaktion des Wirtes auf die Infektion mit MAP und die daraus 
resultierenden metabolischen Prozesse widergespiegelt werden. Bei einer MAP-Infektion 
stehen zunächst lokale immunologische Vorgänge im Darm und der dazugehörigen 
Lymphknoten im Vordergrund. Lokale inflammatorische Reaktionen setzen 
Entzündungsmediatoren frei. Durch das geschädigte Darmepithel werden resorptive Vorgänge 
beeinträchtigt, so dass infolge der Malabsorption von einer niedrigen Anflutung von 
Nährsubstraten für Anabolismus und Milchbildung im Blut auszugehen ist. In der Summe 
dieser pathogenetischen Komponenten einer MAP-Infektion ist zu erwarten, dass das im 
Atemgas messbare VOC-Profil bei MAP-positiven Tieren Hinweise auf den immunologischen 
Status der Tiere und auf das Erkrankungsstadium zu geben vermag. Um dieser Hypothese 
zukünftig nachgehen zu können, sind weitere Studien nötig, für die der in dieser Arbeit 
validierte Ansatz zur Atemgasanalyse die methodische Basis liefert.  

4.2.2 Beurteilung des experimentellen Aufbaus 

Im Rahmen dieses Dissertationsvorhabens wurden die zuvor unter experimetellen Bedingungen 
erprobten und ausschließlich an Ziegen angewandten Verfahren zur Sammlung und Analyse 
von Atemgas (Fischer et al. 2015a, Fischer et al. 2015b) weiterentwickelt. Ziel war es, eine 
technische Lösung zu etablieren, die Atemgasanalysen auch in Echtzeit ermöglicht und so zu 
optimieren, dass die zudem an verschiedenen Tierarten (adulte Rinder, Schafe und Ziegen) und 
unter den Bedingungen der landwirtschaftlichen Praxis zuverlässig anwendbar ist. Wie in 
Studie 4 beschrieben, wurden hierfür die CO2-gesteuerte Sammlung von Atemgas in NTD mit 
einer Echtzeit-Messung mittels Proton Transfer Reaction-Time of Flight-Massenspektroskopie 
(PTR-Tof-MS) kombiniert. Diese neue technische Lösung kam an 85 Rindern (83 Kühe und 2 
Jungrinder), 4 Schafen und 4 Ziegen zum Einsatz. Die eigenen Untersuchungen konzentrierten 
sich auf die Anwendbarkeit an Rindern (Studie 4). Weiterführende Ergebnisse wurden im 
Rahmen des Gesamtprojektes auch an Schafen und Ziegen erarbeitet (Oertel et al. 2018a, 
Anlage 3), wobei dort vor allem der Einfluss der Eruktionen der Wiederkäuer auf die Atemgas-
Messungen untersucht wurden. Dabei ist festzustellen, dass lediglich mittels einer Messung in 
Echtzeit Verunreinigungen durch Pansengase zu detektieren sind und diese getrennt vom 
Atemgas analysiert werden können. 

Die erfolgreich durchgeführten Atemgasanalysen an 83 adulten nicht sedierten Rindern in acht 
verschiedenen Milchviehbetrieben belegten die Anwendbarkeit des vorgestellten technischen 
Aufbaus unter Feldbedingungen. Der technische Aufbau, vor allem die dicht abschließende 
Atmungsmaske und das Fixieren der Tiere im Fressgitter (zusätzlich mit Halfter und Stricken), 
wurden von allen 83 Tieren in allen acht Betrieben sehr gut toleriert. Das alveoläre Atemgas 
konnte kontinuierlich und nicht-invasiv gesammelt und für spätere GC-MS-Analysen asserviert 
werden. Die in Echtzeit ermittelten Messergebnisse standen hingegen unmittelbar zur 
Verfügung. Beide Arten von Atemgasanalysen waren parallel durchführbar und beliebig oft 
wiederholbar. Die Faktoren Atmungsfrequenz, Körperkondition und Alter der Tiere hatten 
keinen Einfluss auf die Durchführbarkeit und die Auswertbarkeit der Messungen.  

Beide methodischen Komponenten der Atemgasanalyse, sowohl das Aufkonzentrieren des 
Alveolargases aus mehreren Exspirationen mittels NTME (mit anschließender Analyse mittels 
GC-MS) als auch die Echtzeitanalyse mittels PTR-ToF-MS, lieferten in allen 153 Fällen 
verlässliche Daten. Der Vorteil der GC-MS-Analyse aufkonzentrierter Alveolargasproben liegt 
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in der niedrigen Nachweisgrenze (ppbV-Bereich) und vor allem in der Auftrennung der 
Substanzen nach Polarität und Dampfdruck sowie der sehr guten Identifikation mithilfe von 
Fragmentierungsmustern (Trefz et al. 2013b). Die PTR-ToF-MS ermöglichte eine Echtzeit-
Atemgasanalyse direkt am Tier, in Analogie zu humanmedizinischen Patienten bzw. Probanden 
(Herbig et al. 2009, Miekisch et al. 2014). Die in dieser Studie gewählte Kombination beider 
Verfahren führte zu der eindeutigen Identifikation und kontinuierlichen Messung von 
potentiellen Biomarkern in Echtzeit (Trefz et al. 2013c). Diese Kombination stellt einen 
erheblichen Vorteil dar, weil zum einen sowohl zu erwartende als auch nicht zu erwartende 
Verunreinigungen der Messung detektierbar und getrennt voneinander analysierbar sind und 
zum anderen die eindeutige Identifikation der Substanzen gewährleistet werden kann. 

Die zuvor in der Literatur beschriebenen technischen Lösungen zur Atemgasanalyse beim Rind 
basierten entweder auf verschiedenen Aufkonzentrierungsverfahren in Kombination mit 
GC-MS (Spinhirne et al. 2004, Peled et al. 2012) oder auf PTR-ToF-MS, wobei hierbei alle 
emittierten VOC eines Rindes (über Haut, Urin, Fäzes, etc.) mittels Klimakammer analysiert 
wurden (Shaw et al. 2007). Für andere Wiederkäuer gibt es in der Literatur keine Studien 
anderer Autoren. Somit etablierten wir erstmalig einen technischen Aufbau zur Echtzeitanalyse 
der Atemgas-VOC, der an Wiederkäuern verschiedener Spezies unter praxisrelevanten 
Bedingungen einsetzbar ist und mit dessen Hilfe unerwünschte Kontaminationen des 
Atemgases (bsp. durch Pansengas) identifiziert werden können.  

4.2.3 Biologische Einflussfaktoren der VOC-Analytik im Atemgas 

Auch in der In–vivo-Analytik von volatilen Substanzen kommen alle methodischen und 
technischen Einflussfaktoren zum Tragen, die bereits unter Abschnitt 5.1.2.2 und 5.1.2.3 für 
die In–vitro-Studien diskutiert wurden. Zusätzlich spielen aber auch biologische 
Variabilitätsursachen eine entscheidende Rolle, von denen nachfolgend der für Wiederkäuer 
relevante Vorgang des Ruktus sowie Einflüsse im tageszeitlichen Verlauf näher betrachtet 
werden sollen.  

4.2.3.1 Ruktus 

Mit Online-Messverfahren zur Atemgasanlyse in Echtzeit können Änderungen der VOC-
Konzentration im zeitlichen Verlauf nachverfolgt werden. So können langfristige aber auch 
kurzfristige Anstiege oder Abfälle einzelner VOC-Konzentrationen gemessen und ausgewertet 
werden. Kurzfristige Änderungen, die möglicherweise nur eine oder wenige Exspirationen 
betreffen, können auf Kontaminationen der Messung hinweisen. Bei Wiederkäuern wird das 
Atemgas regelmäßig durch die physiologisch auftretenden Eruktionen von Pansengas 
kontaminiert. Das Pansengas wird bei einem Ruktus in die Maulhöhle abgegeben, anschließend 
ein- und später wieder ausgeatmet. Das hat zur Folge, dass je nach Substanz zwischen 1 bis 36 
Exspirationen nach dem aufgetretenen Ruktus mit Pansengas kontaminiert sind (Oertel et al. 
2018a, Anlage 3). Ausgehend von diesen erstmals erhobenen Befunden und der daraus 
gewonnenen Erkenntnisse wird deutlich, dass für diagnostisch relevante VOC exakt zu 
definieren ist, um welchen Faktor sich die Konzentration der entsprechenden Substanz nach 
Ruktus ändert und nach wievielen Exspirationen die Ausgangskonzentration im Atemgas 
wieder erreicht ist. Mit der in dieser Studie etablierten Atemgasmessung in Echtzeit ist erstmals 
für landwirtschaftliche Nutztiere ein Verfahren etabliert worden, mit dessen Hilfe 
Exspirationsphasen, die durch Pansengas kontaminiert bzw. ‚verunreingt‘ sind, erkannt und von 
der eigentlichen Atemgasanalyse separiert werden können. Andererseits eröffnet dieser 
technische Aufbau die Möglichkeit, exhalierte Gasgemische aus den Vormägen separat zu 
analysieren, was ggf. für weiterführende Fragestellungen außerhalb des eigenen 
Forschungsthemas von Interesse sein könnte.  
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4.2.3.2 Tageszeitliche Einflüsse 

In der Atemgasanalytik müssen physiologische Änderungen des Metabolismus bei der 
Interpretation der Ergebnisse in Betracht gezogen werden (Manolis 1983). Exemplarisch 
konnten wir in einer Pilotstudie an zwei Kälbern im Alter von 5 Monaten zeigen, dass 
variierende Tageszeiten und unterschiedliche Tage Einfluss auf das VOC-Profil im Atem haben 
(Studie 4). Eine mögliche Ursache für ansteigende bzw. abfallende VOC-Konzentrationen im 
Atem im Laufe des Tages könnten tageszeitliche Variationen der Lungenfunktion sein, wie 
bspw. die funktionelle Residualkapazität oder die Atemleitfähigkeit (Hlastala et al. 1973, Kerr 
1973). Wahrscheinlicher ist es jedoch, dass der Metabolismus in Abhängigkeit von der 
Nahrungsaufnahme bzw. den Fütterungszeiten tageszeitlichen Schwankungen unterliegt. Nicht 
nur die Nährstoffzusammensetzung (Kistler et al. 2014, Fischer et al. 2015b), sondern auch die 
Futteraufnahme an sich beeinflusst die Konzentrationen der volatilen Substanzen im Atemgas 
erheblich. Fischer et al. (2015a) konnte den signifikanten Anstieg von sechs Substanzen im 
Atemgas nach der morgendlichen Futteraufnahme an Ziegen zeigen. Interessanterweise waren 
die tageszeitlichen Variationen der VOC-Konzentrationen am zweiten Messtag je Tier deutlich 
geringer als am ersten Messtag (Studie 4 Figure 5B). Messtag 1 zeichnete sich durch einen 
plötzlich geänderten Tagesverlauf für die Tiere aus mit ihnen unbekannten Untersuchungen 
(Aufsetzen einer Atmungsmaske) und ihnen unbekannte Personen. Das heißt am Messtag 1 
waren die Tiere in einer für sie neueren Situation als am Messtag 2, weswegen wir auch "Stress" 
als Einflussfaktor auf die Atemgasmessung zählen. Dass Tiere sich an diese Art von 
Untersuchung gewöhnen können und die "Stressantwort" von Tag zu Tag deutlich geringer 
ausfällt, konnte die Studie von Hildenbrand (2009) an Schafen zeigen. Man kann von einem 
"gewöhnungsbedingten Trainingseffekt" sprechen.  

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass für tierexperimentelle Studien zur Atemgasanalytik 
demzufolge ein standardisiertes Untersuchungsprotokoll notwendig ist mit exakt definierten 
Fütterungs- und Messzeiten. Des Weiteren ist - sofern möglich - ein Training der Tiere an die 
Maske und den Messvorgang empfehlenswert. 

4.2.4 Fazit 

Die In–vivo-Studien zeigten, dass der technische Aufbau zur Atemgasanalyse bei 
verschiedenen Wiederkäuer-Arten (Rindern, Schafen und Ziegen) sowie unter den 
verschiedenen Bedingungen der landwirtschaftlichen Praxis als auch unter experimentellen 
Bedingungen auswertbare Ergebnisse lieferte. Sowohl die CO2-gesteuerte Offline-Messung der 
aufkonzentrierten VOC als auch die Online-Messung funktionierten unabhängig von 
Atmungsfrequenz, Körperkondition und Alter der Tiere und die daraus resultierenden 
Messergebnisse waren uneingeschränkt auswertbar. Als Einflussfaktoren auf die Variabilität 
von VOC im Atemgas galten die Tageszeit und Gewöhnungs- bzw. Trainingseffekte. Diese 
Erkenntnisse sind hilfreich, um für zukünftige Atemgasanlysen standardisierte Protokolle zu 
entwickeln. Eine weitere entscheidende Ursache für bislang unterschätzte Variabilitäten bei der 
Atemgasanalyse von Wiederkäuern resultiert aus der Kontamination einzelner Atemzüge durch 
Eruktionen von Pansengas. Um exhalierte VOC aus dem alveolären Gasraum und VOC aus der 
Vormagenverdauung sicher voneinander abgrenzen zu können, bewährte sich alleinig die 
Online-Messung des Atemgases, da nur mittels dieses Verfahrens Konzentrationsunterschiede 
relevanter VOC in den einzelnen Exspirationen in Echtzeit erkennbar waren. 

Um zukünftig zu klären, ob im Atemgas flüchtige Substanzen als Biomarker einer MAP-
Infektion in Erscheinung treten, sind weiterführende Untersuchungen nötig. Eine direkte 
Übertragung des spezifischen VOC-Profils von MAP-Kulturen in vitro auf eventuell im 
Alveolargas bzw. exhalierten Gasgemisch vorhandene und noch zu evaluierende Marker einer 
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MAP-Infektion in vivo erscheint aufgrund der bislang erarbeiteten Erkenntnisse wenig 
erfolgversprechend. Vielmehr könnten exhalierte Marker, die aus der immunologischen oder 
inflammatorischen Antwortreaktion des Wirtes auf die MAP-Infektion resultieren ein 
interssantes Forschungsfeld der Zukunft sein.  

4.3 Einordnung des Erkenntniszuwachses in das Gesamtprojekt 

Die Untersuchungen im Rahmen des von der DFG geförderten Gesamtprojektes dienten dem 
langfristigen Ziel der Identifizierung von VOC als Biomarker für eine Infektion mit MAP. 
Dafür wurden 2 Strategien der VOC-Analytik verfolgt; 1) VOC im Headspace von 
Bakterienkulturen (In–vitro-Diagnostik) und 2) VOC, die von Tieren mit einer MAP-Infektion 
emittiert werden (In–vivo-Diagnostik). In vivo konzentrierten sich die Untersuchungen auf 
Substanzen im Headspace von Kotproben und VOC im alveolären Atemgas.  

Das Hauptaugenmerk der dieser Dissertation zugrunde liegenden In-vitro-Versuche 
konzentrierte sich auf die Erstellung eines VOC-Profils, welches indikativ für das kulturelle 
Wachstum von MAP ist. Die Ergebnisse der Studien 1-3 belegen, dass es prinzipiell möglich 
ist, VOC als diagnostischen Ansatz zu nutzen, um das Vorhandensein von wachsenden 
Bakterien zu detektieren. Es konnte ein Profil bestehend aus 17 Substanzen zusammengestellt 
werden, welches das Wachstum von Mykobakterien im Allgemeinen anzeigt. Des Weiteren 
wurde ein MAP-anzeigendes Core-VOC-Profil definiert, welches 28 Substanzen umfasst und 
mithilfe von drei Einzelstudien dargelegt wurde. Somit wurde erstmals ein bakterielles VOC-
Profil auf Reproduzierbarkeit und Robustheit gegenüber Einflussfaktoren untersucht. Dabei 
wurden biologische (Spezies-Vergleich, Stamm-Vergleich), methodische (Inkubationszeit, 
Bakteriendichte, Nährmedium, Inkubationstemperatur) und technische (Adsorbentien und 
Verfahren zur Aufkonzentrierung, Analysetechnik) Einflussfaktoren untersucht und die 
Notwendigkeit eines standardisierten Inkubations-und Analyseprotokolls festgestellt. Unter 
Beachtung dieser Einflussfaktoren könnte im Vergleich zum direkten kulturellen 
Nachweisverfahren von MAP die Sensitivität mittels VOC-Analytik gesteigert, die Diagnostik 
beschleunigt und das Protokoll von einem two-step-Verfahren (Kultur und PCR) auf ein one-
step-Verfahren reduziert werden. Dies bedarf Untersuchungen des MAP-anzeigenden 
Core-VOC-Profils über MAP aus nativen Proben (Kot- und Gewebsproben) und der 
Abgrenzung des Profils zu anderen bakteriellen Genera, vor allem bei Wiederkäuer relevanten 
Mikrobiota sowie potentiellen Erregern des Gastrointestinaltraktes. 

In der vorangegangenen ersten Förderphase des Projektes wurde in einem Tierexperiment mit 
MAP-inokulierten Ziegen die von Trefz et al. (2013b) etablierte, automatisierte und 
kontrollierte Sammlung von Alveolargas an Ziegen angepasst. Zusätzlich wurden die 
physiologischen Effekte von somatischem Wachstum, Rumination und der morgendlichen 
Fütterung auf das VOC-Profil von Ziegen evaluiert (Fischer et al. 2015a, Fischer et al. 2015b). 
Im caprinen Modell resultierten aus dem Vergleich von Ziegen mit einer experimentell 
induzierten MAP-Infektion und nicht-inokulierten Kontrolltieren ein Markerset im Headspace 
von Kot (n=21) und im Atemgas (n=9), welches sich hypothetisch als ‚Biomarker‘ für eine 
Infektion mit MAP eignen könnte (Bergmann et al. 2015). Diese ersten Ergebnisse wurden im 
Rahmen der zweiten Förderphase und eines weiteren Tierexperiments, in welchem erneut 
Ziegen mit MAP inokuliert wurden, sowie unter Einbeziehung komplexerer statistischer 
Analysemethoden (random forest) weiterführend evaluiert (Kasbohm et al. 2017, Anlage 2). 
Die biomathematischen Auswertungen der in den caprinen Tiermodellen analysierten VOC 
obliegen Kooperationspartnern mit spezieller bioinformatischer Expertise und dauern noch an.  
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Im Rahmen dieser Dissertation wurde die VOC-Analyse im Atemgas auf die Tierart Rind 
erweitert. Die hierfür konzipierte technische Lösung kombinierte die Aufkonzentrierung von 
Alveolargas für spätere GC-MS-Analysen mit der Atemgas-Analyse in Echtzeit. Dieser 
neuartige Versuchsaufbau wurde erstmals an adulten Rindern, Ziegen und Schafen unter den 
Bedingungen der landwirtschaftlichen Praxis getestet. Erste Validierungen zur standardisierten 
Atemgasanalyse an 83 adulten Rindern aus acht verschiedenen Milchviehbetrieben zeigten die 
Durchführbarkeit von Atemgasanalysen in Echtzeit, welche unmittelbar verfügbare Ergebnisse 
jedes einzelnen Atemzuges zur Verfügung stellten. Dadurch konnte die, vor allem bei 
Wiederkäuern, nötige Trennung der einzelnen Atembereiche (Inspiration, Expiration mit 
Mischluft und Alveolarluft) von etwaigen physiologischen Kontaminationen (Eruktion von 
Pansengas) sicher separiert werden. Somit steht für weiterführende Unterschungen ein sicher 
handhabbares System zur Verfügung, welches an verschiedene Großtierarten adaptierbar ist 
und zuverlässige Ergebnisse liefert. 

4.4 Schlussfolgerungen und Empfehlungen für weiterführende Arbeiten 

4.4.1 In-vitro-Untersuchungen 

4.4.1.1 Schlussfolgerungen 

Mit diesen Studien wurden die unter 3.1 aufgestellten Fragen umfassend bearbeitet. Erstmals 
wurde ein bakterielles VOC-Profil auf verschiedene Einflussfaktoren untersucht und zudem die 
Reproduzierbarkeit und die Robustheit des Profils getestet, um die Anwendbarkeit von VOC 
als Diagnostikum zu prüfen. 

Welche biologischen, methodischen und technischen Einflussfaktoren auf das VOC-Profil sind 
zu beachten um VOC im Headspace von MAP diagnostisch nutzen zu können? 

Das Detektieren von wachsenden Mykobakterien (mit besonderer Hinsicht auf MAP) mittels 
VOC-Analytik im Headspace der Bakterienkulturen ist möglich. 

Verschiedene Einflussfaktoren verändern das VOC-Profil qualitativ als auch quantitativ; 

a. Zu den biologischen Faktoren gehören die unterschiedlichen Mykobakterien-
Spezies und Bakterien-Stämme. 

b. Zu den methodischen Faktoren zählen die Zusammensetzung des Nährmediums, 
die Bakteriendichte (ausgehend von Inkubationszeit und Keimzahl des 
Inokuklates) und die Inkubationstemperatur. 

c. Technische Faktoren, wie das Adsorptionsmaterial während der 
Aufkonzentrierung sowie verschiedene Parameter der Substanztrennung 
verschiedener Analyseverfahren, sind zu beachten und zu standardisieren. 

Kann ein robustes VOC-Profil im Headspace von MAP definiert werden? 

Die im Headspace der Kulturen identifizierten MAP-VOC-Profile von 3 einzelnen Studien 
überschneiden sich in einer Reihe von Substanzen. Nach Betrachtung meta-statistischer 
Verfahren ergibt sich ein MAP-anzeigendes VOC-Profil von 28 Substanzen, welche 
perspektivisch diagnostisch genutzt werden können. 
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Können Rückschlüsse auf die Herkunft der VOC im Headspace von MAP geschlossen werden? 

Der Ursprung der VOC über MAP-Kulturen liegt hauptsächlich in der Zellwandsynthese 
während des bakteriellen Wachstums.  

4.4.1.2 Empfehlungen 

Ausgehend von den durchgeführten In-vitro-Studien ergeben sich Empfehlungen für weitere 
wichtige Untersuchungen, um zum einen das Grundlagenwissen der VOC-Analytik über 
Bakterienkulturen weiter auszubauen und zum anderen das diagnostische Potential von VOC-
Profilen über MAP-Kulturen belegen zu können. Zunächst sollten weitere Einflussfaktoren, wie 
das Alter bzw. die Charge des Nährmediums und der zeitliche Abstand von Inkubationsende 
bis VOC-Analyse untersucht werden. Beide Faktoren können nicht standardisiert werden 
(aufgrund Einfluss Dritter bei Produktion der Nährmedien und Versand der Kulturröhrchen 
zwischen verschiedenen spezialisierten Laboren), dennoch sollte die Auswirkung auf das VOC-
Profil bekannt sein. Des Weiteren wäre die VOC-Analyse von MAP-Kulturen in Flüssigkultur 
essentiell um emittierte und katabolisierte VOC und deren Konzentrationen mit der exakten 
bakteriellen Keimzahl in Verbindung bringen zu können. Möglicherweise korrelieren einzelne 
Substanzen positiv mit der Keimzahl. Um das diagnostische Potential von VOC über MAP-
Kulturen belegen zu können, muss die Robustheit, Sensitivität und Spezifität des durch uns 
definierten VOC-Profils für MAP evaluiert werden. Dazu sollten für alle folgenden Studien die 
Kriterien des Inkubations- und Analyse-Protokolls standardisiert werden. Es wäre anzuraten 
eine hohe Anzahl verschiedener MAP-Stämme in verschiedenster bakterieller Dichte zu 
analysieren und auszuwerten. Des Weiteren sollten MAP-Kulturen aus nativen Proben (Kot- 
und Gewebsproben) einer VOC-Analyse zugeführt werden. Mithilfe eines Abgleichs des VOC-
Profils im Headspace von Bakterienkulturen und Kot von MAP-infizierten Tieren, könnte eine 
potentielle In–vivo-Diagnostik von MAP untersucht werden.  

4.4.2 In-vivo-Untersuchungen 

4.4.2.1 Schlussfolgerungen 

Ist es möglich durch einen von uns entwickelten technischen Aufbau Online-Analysen von VOC 
im Atemgas von adulten Rindern unter Feldbedingungen durchzuführen?  

In den Untersuchungen eines Online-Analyse-Verfahrens zur Atemgasanalytik beim Rind 
wurde unter Feldbedingungen die Anwendbarkeit bei adulten Tieren unabhängig von 
Atmungsfrequenz, Körperkondition und Alter bestätigt. Die VOC sind damit ebenso verlässlich 
messbar wie mit dem in diesem Projekt zuvor etablierten Offline-Messverfahren an Ziegen 
unter experimentellen Bedingungen. 

Wie variabel ist das VOC-Profil im Atemgas von Rindern im Tagesverlauf? 

Es wurden erste Versuche zu Einflussfaktoren wie Tag, Tageszeit und Stress durchgeführt und 
deren Relevanz als Variabilitäts-Faktoren bestätigt. Des Weiteren konnten Verunreinigungen 
des Atemgases durch Eruktionen von Pansengas erkannt und getrennt voneinander analysiert 
werden. 

4.4.2.2 Empfehlungen 

Der Abgleich der Messungen an Ziegen unter experimentellen Bedingungen aus der früheren 
Phase dieses Projektes mit Messungen an Ziegen unter Feldbedingungen ist empfehlenswert. 
Des Weiteren sollte ein Vergleich von Atemgasmessungen an Ziegen und adulten Rindern 
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erfolgen. Unter Zuhilfenahme des in dieser Dissertation etablierten Online-Messverfahrens 
anwendbar unter Feldbedingungen, könnten die Ergebnisse aus Online- und Offline-Methoden 
untersucht und verglichen werden. Außerdem ist es notwendig weitere Faktoren, wie den 
Einfluss des Melkvorganges, verschiedene Stoffwechsellagen (Trächtigkeit, Laktationsstadien, 
etc.) und jahreszeitliche Einflüsse zu untersuchen. All diese Faktoren sollten in Hinblick auf 
eine potentielle diagnostische Nutzung von VOC-Profilen im Atemgas von Wiederkäuern 
bekannt sein um standardisierte Protokolle entwerfen zu können. Erst dann können Studien zu 
Infektions- oder Erkrankungs-anzeigenden VOC-Profilen im Atemgas (bspw. für MAP) 
durchgeführt werden. Auch die Analyse von VOC-Profilen im Pansengas von Wiederkäuern 
könnte als potentielles Diagnostikum (z. B. für Störungen der Pansenfermentation) interessant 
sein. 
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5 Zusammenfassung 

Flüchtige organische Substanzen als Biomarker von Infektionen mit 
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis. Die Etablierung einer 
Methode zur Messung von flüchtigen organischen Substanzen im Headspace von 
Bakterienkulturen und im Atemgas von adulten Rindern und die Untersuchung 
von möglichen Einflussfaktoren. 

Einleitung 

Flüchtige organische Substanzen (volatile organic compounds, VOC) werden zunehmend als 
potentielle diagnostische Marker angesehen. Vor allem für Erkrankungen, bei denen bisherige 
Diagnostika nicht zufriedenstellend effizient sind, kann die Analyse von VOC über 
Bakterienkulturen bspw. zur Beschleunigung und Vereinfachung des kulturellen Nachweises 
beitragen. Aber auch für Krankheitsbilder, für die möglichst nicht-invasive Screeningmethoden 
gesucht werden, ist die Analyse von VOC im Atemgas oder im Gasraum über nativen Proben 
(z. B. Kot, Sputum, Harn) sehr vielversprechend.  

Paratuberkulose betrifft alle Haus- und Wildwiederkäuer und wird durch Mycobacterium avium 
ssp. paratuberculosis (MAP) verursacht. Infizierte Tiere entwickeln eine chronische 
granulomatöse Enteritis, wobei die Inkubationszeit Jahre umfasst und Symptome, wie 
intermittierende Diarrhoe und Gewichtsverlust, sehr unspezifisch sind. Aktuell verfügbare 
diagnostische Methoden sind arbeitsintensiv, langwierig, teuer und unzureichend sensitiv. 
Aufgrund der hohen Prävalenz von Paratuberkulose in Milchviehherden, ist eine schnelle, 
nicht-invasive und preiswerte Screeningmethode notwendig. 

Ziele 

Das Hauptziel dieser Arbeit war es ein robustes VOC-Profil im Gasraum über MAP-Kulturen 
zu finden, welches von anderen Mykobakterien-Spezies abgrenzbar ist, und dieses auf relevante 
Einflussfaktoren, die zu seiner Variabilität beitragen, hin zu untersuchen (in vitro). Ein weiteres 
Ziel war es einen technischen Aufbau zu etablieren, der es ermöglicht VOC im Atemgas von 
adulten Rindern unter Feldbedingungen in Echtzeit zu analysieren und diesen Aufbau an Tieren 
unterschiedlichsten Alters, Körperkondition und Atmungsfrequenzen anzuwenden und 
mögliche Einflussfaktoren zu definieren (in vivo). 

Material und Methoden 

In-vitro-Studien  

Mithilfe von In-vitro-Studien wurden Spezies-spezifische VOC-Profile erstellt, die im Gasraum 
über verschiedenen Mykobakterien zu messen sind. Dabei wurden 3 verschiedene MAP-
Stämme und 12 weitere Mykobakterien-Spezies (15 verschiedene Stämme) eingesetzt und die 
Einflussfaktoren Nährmedium, Inkubationszeit und Keimzahl des Inokulates evaluiert. Unter 
Zuhilfenahme von Daten einer zuvor publizierten Studie wurde ein studienübergreifendes 
Core-VOC-Profil für MAP definiert und seine Robustheit statistisch analysiert und getestet. 

In-vivo-Studien  

Der technische Aufbau zur Atemgasanalyse in Echtzeit wurde an 83 klinisch gesunden adulten 
Rindern unter Feldbedingungen evaluiert. Physiologische Einflussfaktoren auf das 
Atemgasprofil, wie Tag, Tageszeit und Adaptation an die Untersuchungsbedingungen, wurden 
mithilfe einer experimentellen Studie an zwei Jungrindern getestet.  
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Ergebnisse 

In-vitro-Studien  

Das Vorkommen von replizierenden Mykobakterien (mit speziellem Hinblick auf MAP) konnte 
mithilfe der VOC-Analytik im Gasraum der Bakterienkulturen detektiert werden. Vergleichend 
zu den Substanzkonzentrationen in den Kontrollröhrchen gab es VOC, deren Konzentration 
über den Bakterienkulturen anstieg und Substanzen, deren Konzentration abfiel. Aus den 
Ergebnissen von drei Studien konnte ein MAP-assoziiertes Core-VOC-Profil extrahiert werden. 
Es setzte sich aus 28 Substanzen sechs verschiedener chemischer Stoffklassen zusammen 
(Aldehyde, Kohlenwasserstoffe, Alkohole, Furane, Ketone und Ester), die in allen drei Studien 
jeweils die gleiche Tendenz aufwiesen (Konzentrationsanstieg bzw. –abfall). Die Faktoren 
Inkubationszeit und Keimzahl des Inokulates haben einen quantitativen Einfluss auf die 
einzelnen Substanzen des VOC-Profils. Unterschiedliche Nährmedien haben sowohl einen 
quantitativen als auch einen qualitativen Einfluss. 

In-vivo-Studien  

Die methodisch erstmals etablierte Atemgasanalyse in Echtzeit wurde von allen Tieren gut 
toleriert und war unabhängig der Atmungsfrequenz zuverlässig durchführbar und produzierte 
vertrauenswürdige Daten. Mithilfe des Online-Messverfahrens konnten sowohl kurz- bis 
mittelfristige als auch langfristige Änderungen der Substanzkonzentration registriert und 
getrennt analysiert werden. Dies zeigte sich durch die bei Wiederkäuern physiologisch 
auftretenden Eruktionen von Pansengas, die zu einem Konzentrationsanstieg der meisten VOC 
der sich an die Eruktion anschließenden Exspirationen führte. Die VOC unterlagen 
tageszeitlichen Schwankungen und variierten in ihrer Konzentration auch aufgrund der 
Messung an unterschiedlichen Tagen. Stress schien auf die Mehrheit von Substanzen einen 
hohen quantitativen Einfluss zu haben. 

Schlussfolgerungen 

In-vitro-Studien  

Das bakterielle VOC-Profil unterliegt einer Reihe von Einflussfaktoren, die für eine potentielle 
diagnostische Anwendung zukünftig standardisiert werden müssen. Des Weiteren gibt es 
Faktoren, wie z. B. Alter oder Charge des Nährmediums, die ebenfalls einen Einfluss haben, 
allerdings nicht standardisierbar sind. Obwohl die standardisierbaren als auch die nicht 
standardisierbaren Einflussfaktoren in den drei Studien teilweise Unterschiede aufwiesen, 
ergaben die beiden statistischen Tests ähnliche Ergebnisse, sodass davon ausgegangen werden 
kann, dass das studienübergreifende Core-VOC-Profil für MAP robust ist. Mit der Überprüfung 
dieses MAP-anzeigenden VOC-Profil über nativen Proben (Kot oder Gewebe) und der weiteren 
Abgrenzung dieses Profils zu anderen Bakterienfamilien wird sich das diagnostische Potential 
und die damit verbundene Spezifität und Sensitivität der Methode weiter herausstellen. 

In-vivo-Studien  

Eine Atemgasanalyse in Echtzeit ist vor allem dann notwendig, wenn kurz- bis mittelfristige 
Änderungen der Substanzkonzentrationen während der Messung zu erwarten sind. Dies zeigte 
sich in unseren Untersuchungen durch das Auftreten von Kontaminationen des Atemgases 
durch Pansengase. Mithilfe des Online-Messverfahrens konnte gezeigt werden, dass die 
Eruktionen bei Rindern einen quantitativen Einfluss auf die VOC-Konzentrationen in den 
darauffolgenden Exspirationen haben. Des Weiteren haben die evaluierten Einflüsse von (Tag, 
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Tageszeit und Handling bzw. Stress) gezeigt, dass auch Atemgasmessungen standardisiert 
werden sollten um reproduzierbare Ergebnisse zu erlangen.  
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6 Summary 

Volatile organic compounds as biomarker for infections caused by 
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis. The establishment of a method to 
measure volatile organic compounds in the headspace of bacterial cultures and in 
breath of adult cattle and the investigation of possible influencing factors. 

Introduction and Objective 

Volatile organic ompounds (VOC) as potential markers for disease detection have gained 
increased attention. Especially the analysis of VOC above bacterial cultures is considered as 
promising approach towards acceleration and simplification of the diagnosis via cultural 
isolation. On the other hand, the analysis of VOC in breath or above body fluids (such as faeces, 
sputum or urine) offers the possibility of non-invasive screening methods.  

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) causes paratuberculosis, a chronic 
granulomatous enteritis affecting all ruminants. The symptoms, intermittently appearing 
diarrhoea and weight loss, are aspecific while incubation takes years. Current available 
diagnostic methods are very labour intensive, time consuming, expensive and insufficiently 
sensitive. Also, a rapid, non-invasive and low-priced screening method is needed due to the 
increasing prevalence of paratuberculosis in dairy cattle and herds.  

The main goal of this study was to define a robust VOC-profile in the headspace of MAP-
cultures, which is definable to other mycobacterial species (in vitro). Also, factors which 
contribute to the variability of the VOC-profile were investigated. A further aim was to 
introduce a technical set-up for real-time breath analysis in adult cattle (in vivo). Applicability 
of the system to conscious cattle of different age and with variable body condition and 
respiratory rates as well as the reliability of the signals obtained under field conditions were to 
be tested.  

Animals, material and methods 

In-vitro-studies  

By means of different in-vitro-studies species-specific VOC-profiles were measured in the 
headspace of different mycobacteria. Three different MAP-strains and twelve further 
mycobacterial species (15 different strains) were investigated, and the influencing factors (i. e. 
culture medium, duration of incubation and microbial count of the inoculum) were evaluated. 
A MAP-associated core-VOC-profile was defined based on data of a previously published 
study and was comparatively analysed with two approaches to ensure statistical robustness 
consisting of a set-based intersection analysis and a meta-statistical analysis. 

In-vivo-studies  

The technical set-up for breath analysis in real-time was applied under filed conditions to 83 
clinically healthy adult cattle. Physiological influencing factors, such as day, time of day and 
handling of the animals, were tested by means of an experimental study on two calves.  

Results 

In-vitro-studies  

The presence of replicating mycobacteria, with special regard to MAP, could be detected by 
means of VOC-analysis in the headspace of bacterial cultures. The concentration of the 
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substances above bacterial cultures either increased or decreased compared to pure media vials 
(control vials). Taking data of three independent studies into account a MAP-associated core-
VOC-profile could be extracted. The core-VOC-profile contained 28 substances from six 
different chemical classes (aldehydes, hydrocarbons, alcohols, furans, ketones and ester), which 
performed identically in all three studies (increase or decrease of concentration). The two 
factors duration of incubation and bacterial count of the inoculum influenced the single 
substances of the VOC-profile quantitatively while differing culture media affected the profile 
both quantitatively and qualitatively.   

In-vivo-studies  

The breath analysis in real-time was well tolerated by each of the cows and produced consistent 
data sets throughout varying respiratory rates. Both short-term, medium-term and long-term 
changes could be detected by means of online breath analysis and could be analysed separately 
from each other. This was shown via physiologically occurring eructations of ruminal gases of 
ruminants, which led to increased substance concentrations in the subsequent expirations. 
Variations of substance concentrations showed a sensitivity to measurements taken on different 
days or at different times of the day. Adaptation to the procedure seemed to have a substantial 
impact and influenced substances quantitatively.  

Conclusions 

In-vitro-studies  

The bacterial VOC-profile may vary due to a number of influencing factors that need to be 
standardised for a potential diagnostic approach. Further factors, such as age or batch of the 
culture media have an impact and cannot be standardised. Even though the three individual 
studies were carried out with slight differences in methodology, the robustness of the defined 
core-volatome is justified by the outcome of a two-step statistical analysis of data consisting of 
a set-based intersection analysis and a meta-statistical analysis. To prove the diagnostic 
potential of the MAP-associated core-VOC-profile and therefore specificity and sensitivity of 
the method VOC need to be analysed in field samples (faeces and tissue). Also the profile needs 
to be evaluated with respect to possible overlapping VOC from other bacteria. 

In-vivo-studies  

A breath analysis in real-time is especially necessary for measurements with expected short and 
medium-term changes in substance concentration. This was shown due to the occurrence of 
contaminations of the measurements by ruminal gases. By means of the online-analysis of 
breath we recognised the quantitative impact of eructations of cattle on the concentrations of 
VOC in subsequent expirations. Further influencing factors (i. e. day, time of day and training) 
stress the importance of standardised protocols for breath analysis to achieve repeatable results 
in conscious animals. 
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8 Anhang 

Abstracts weiterer projektbezogener Publikationen 

Anlage 1 

Trefz P, Köhler H, Klepik K, Möbius P, Reinhold P, Schubert JK, Miekisch W (2013a): 
Volatile Emissions from Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis Mirror Bacterial 
Growth and Enable Distinction of Different Strains. Plos One 8: e76868. 

Abstract: Control of paratuberculosis in livestock is hampered by the low sensitivity of 
established direct and indirect diagnostic methods. Like other bacteria, Mycobacterium avium 
subsp. paratuberculosis (MAP) emits volatile organic compounds (VOCs). Differences of 
VOC patterns in breath and feces of infected and not infected animals were described in first 
pilot experiments but detailed information on potential marker substances is missing. This study 
was intended to look for characteristic volatile substances in the headspace of cultures of 
different MAP strains and to find out how the emission of VOCs was affected by density of 
bacterial growth. One laboratory adapted and four field strains, three of MAP C-type and one 
MAP S-type were cultivated on Herrold’s egg yolk medium in dilutions of 10-0, 10-2, 10-4 and 
10-6. Volatile substances were pre-concentrated from the headspace over the MAP cultures by 
means of Solid Phase Micro Extraction (SPME), thermally desorbed from the SPME fibers and 
separated and identified by means of GC-MS. Out of the large number of compounds found in 
the headspace over MAP cultures, 34 volatile marker substances could be identified as potential 
biomarkers for growth and metabolic activity. All five MAP strains could clearly be 
distinguished from blank culture media by means of emission patterns based on these 34 
substances. In addition, patterns of volatiles emitted by the reference strain were significantly 
different from the field strains. Headspace concentrations of 2-ethylfuran, 2-methylfuran, 3-
methylfuran, 2-pentylfuran, ethyl acetate, 1-methyl-1-H-pyrrole and dimethyldisulfide varied 
with density of bacterial growth. Analysis of VOCs emitted from mycobacterial cultures can be 
used to identify bacterial growth and, in addition, to differentiate between different bacterial 
strains. VOC emission patterns may be used to approximate bacterial growth density. In a 
perspective volatile marker substances could be used to diagnose MAP infections in animals 
and to identify different bacterial strains and origins. 
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Anlage 2 

Kasbohm E, Fischer S, Küntzel A, Oertel P, Bergmann A, Trefz P, Miekisch W, Schubert 
J, Reinhold P, Ziller M, Fröhlich A, Liebscher V, Köhler H (2017): Strategies for the 
identification of disease-related patterns of volatile organic compounds: prediction of 
paratuberculosis in an animal model using random forests. J Breath Res 11: 047105 

Abstract: Modern statistical methods which were developed for pattern recognition are 
increasingly being used for data analysis in studies on emissions of volatile organic compounds 
(VOCs). With the detection of disease-related VOC profiles, novel non-invasive diagnostic 
tools could be developed for clinical applications. However, it is important to bear in mind that 
not all statistical methods are equally suitable for the investigation of VOC profiles. In 
particular, univariate methods are not able to discover VOC patterns as they consider each 
compound separately. The present study demonstrates this fact in practice. Using VOC samples 
from a controlled animal study on paratuberculosis, the random forest classification method 
was applied for pattern recognition and disease prediction. This strategy was compared with a 
prediction approach based on single compounds. Both methods were framed within a cross-
validation procedure. A comparison of both strategies based on these VOC data reveals that 
random forests achieves higher sensitivities and specificities than predictions based on single 
compounds. Therefore, it will most likely be more fruitful to further investigate VOC patterns 
instead of single biomarkers for paratuberculosis. All methods used are thoroughly explained 
to aid the transfer to other data analyses. 

Anlage 3 

Oertel P, Küntzel A, Reinhold P, Köhler H, Schubert J, Kolb J, Miekisch W (2018a): 
Continuous real-time breath analysis in ruminants: Effect of eructation on exhaled VOC 
profiles. J Breath Res 12: 036014. 

Abstract: The analysis of volatile organic compounds (VOCs) in breath allows non-invasive 
investigations of diseases. Animal studies are conducted as a model to perform research of 
VOCs and their relation to diseases. In large animal models ruminants were often used as 
experimental targets. The effect of their physiological eructation on VOC exhalation has not 
been examined yet and is the objective of this study. Continuous breath profiles of two young 
cattle, four adult goats and four adult sheep were measured through a mask, covering mouth 
and nose, in real-time (200 ms) by means of proton transfer reaction time of flight mass 
spectrometry. Each animal was analysed twelve times for 3 consecutive minutes. Real-time 
monitoring yielded a distinction of different episodes in the breath profiles of ruminants. An 
algorithm to separate eructation episodes and alveolar breath was established. In the first 
exhalation after eructation at least 19 VOC concentrations increased (up to 36-fold) and went 
back to initial levels in subsequent exhalations in all investigated ruminants. Decay of 
concentrations was substance specific. In goats, less VOCs were affected by the eructation 
compared to cattle and sheep. Breath profiles without exclusion of eructation episodes showed 
higher variations and median values than profiles where eructation episodes were excluded. 
Real-time breath analysis of ruminants enables the discrimination and characterisation of 
alveolar breath and eructation episodes. This leads to a better understanding of variation in 
breath data and possible origins of VOCs: breath or digestion related. To avoid impairment of 
breath gas results and to gain further information on bacterial products from the rumen, 
eructation and alveolar breath data should be analysed separately. 
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Anlage 4 

Oertel P, Bergmann A, Fischer S, Trefz P, Küntzel A, Reinhold P, Köhler H, Schubert 
JK, Miekisch W (2018b): Evaluation of needle trap micro extraction and solid phase micro 
extraction: obtaining comprehensive information on volatile emissions from in vitro cultures. 
Biomed Chromatogr 14: e4285. 

Abstract: Volatile organic compounds (VOCs) emitted from in vitro cultures may reveal 
information on species and metabolism. Owing to low nmol L-1 concentration ranges, pre-
concentration techniques are required for gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 
based analyses. This study was intended to compare the efficiency of established micro-
extraction techniques - solid-phase micro-extraction (SPME) and needle-trap micro-extraction 
(NTME) - for the analysis of complex VOC patterns. For SPME, a 75 μm 
Carboxen®/polydimethylsiloxane fiber was used. The NTME needle was packed with 
divinylbenzene, Carbopack X and Carboxen 1000. The headspace was sampled bi-
directionally. Seventy-two VOCs were calibrated by reference standard mixtures in the range 
of 0.041-62.24 nmol L-1 by means of GC-MS. Both pre-concentration methods were applied to 
profile VOCs from cultures of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis. Limits of detection 
ranged from 0.004 to 3.93 nmol L-1 (median = 0.030 nmol L-1) for NTME and from 0.001 to 
5.684 nmol L-1 (median = 0.043 nmol L-1) for SPME. NTME showed advantages in assessing 
polar compounds such as alcohols. SPME showed advantages in reproducibility but 
disadvantages in sensitivity for N-containing compounds. Micro-extraction techniques such as 
SPME and NTME are well suited for trace VOC profiling over cultures if the limitations of 
each technique is taken into account. 
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