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1 Aufbau der Habilitationsschrift

Diese Habilitationsschrift befasst sich mit Untersuchungen zum Einsatz des Geruchs
als Indikator physiologischer und pathologischer Prozesse. Als Beispiele dieser
Anwendung in der veterindrmedizinischen Reproduktionsmedizin dienen die
Bestimmung physiologischer Zustande am Beispiel der Brunst bei der Milchkuh und
die Erkennung von Erkrankungen am Beispiel der bovinen Mastitis. Als weiteres
Beispiel aus dem medizinischen Bereich dient die Suche nach Biomarkern fir
Krebserkrankungen des Menschen. Die Geruchshunde werden in den Arbeiten
genutzt, um das Vorhandensein spezifischer Gerliche der obengenannten Zustande
oder Prozesse darzustellen. Dabei werden die Ergebnisse der eigenen Arbeiten zu
diesem Thema kritisch hinterfragt, evaluiert und mit den Studienergebnissen anderer

Autorinnen und Autoren in Beziehung gesetzt.

Einleitend werden wissenschaftliche Erkenntnisse zum Geruch und zum Geruchssinn
zusammenfassend dargestellt. AnschlieRend wird die Bedeutung von Geruch als

Symptom von Krankheiten in der Medizin frither und heute beschrieben.

Die Uberdurchschnittliche Riechleistung und gute Trainierbarkeit des Hundes wird
seit der Domestikation zur Unterstiitzung des Menschen bei der Jagd, aber auch zur
Suche von gefahrlichen oder illegalen Substanzen genutzt (Helton, 2009). Neben
den klassischen Aufgaben der Menschen-, Sprengstoff- und Drogensuche werden
Hunde auch eingesetzt um Schadlinge (Holzkéafer, Bettwanzen), Schimmel in
Gebauden oder Krankheiten des Menschen (Krebs, Diabetes) zu identifizieren
(Browne et al., 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Studien mit Geruchshunden in der
Reproduktionsmedizin durchgefihrt. Unter anderem werden Arbeiten zur
Brunsterkennung beim Rind durch spezifische Gertiche und die Erkennung von

Infektionen der Milchdriise durch Staphylococcus aureus beschrieben.

In den letzten 20 Jahren mehren sich Arbeiten zu diesen Themen mit
wissenschaftlichem Anspruch. Die Evidenz dieser Arbeiten wird beurteilt und
Herausforderungen und Limitierungen fur wissenschaftliches Arbeiten mit
Geruchshunden dargestellt. Insbesondere die Konzeption von objektiven
Testverfahren fur die Uberpriifung der Geruchsleistung der Hunde bringt groRe

Herausforderungen mit sich, die hier diskutiert werden. Nach kritischer Betrachtung
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werden Empfehlungen fir einen bestmdglichen Testaufbau fir Geruchstests mit

Hunden gegeben.

In den Anh&ngen der Habilitationsschrift werden die eigenen publizierten Arbeiten
aufgeftihrt. In Anhang A sind die Publikationen abgedruckt, die im Rahmen dieser
Habilitationsschrift erstellt wurden. Anhang B ist eine Zusammenstellung aller

wissenschaftlicher Publikationen und Auswahl einiger Kongressbeitrage.

Die eigenen Publikationen sind, wenn sie in der Habilitationsschrift als Zitat

eingebunden sind, zum besseren Erkennen ,fett gedruckt‘ kenntlich gemacht.
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2 Einleitung

Jede korrekte Diagnose ist das Ergebnis einer vollstdndigen und gewissenhaften
klinischen Untersuchung. Das schliel3t die Erfassung moglicher Symptome mit allen
Sinnen ein. Adspektion, Palpation und Auskultation gehéren auch heute noch zur
taglichen Routine Klinisch tatiger Tierarztinnen. Auch die olfaktorische Prifung kann

wichtige Hinweise zu Art und Sitz der Erkrankung geben (Stéber und Grinder, 1990).

Jedes Lebewesen gibt sténdig eine Vielzahl von Geriichen ab, die in ihrer
Gesamtheit als Volatiom bezeichnet wird (Amann et al., 2014a). Dieses Volatiom
wird unter anderem beeinflusst durch den hormonellen Zyklus, durch Ernéhrung,
aber auch durch Krankheiten. Die Heilkundigen im alten Griechenland, aber auch
Praktiker der Traditionellen Chinesischen Medizin nutzten Geruchsveranderung zur
Diagnose von spezifischen Erkrankungen. Bekannte Beispiele sind der stf3lich

fruchtige Geruch von Patienten mit Diabetes und der putride Geruch von Abszessen.

Die Geruchsbeurteilung ist ein nicht invasives und schnelles Diagnoseverfahren (Ma
et al., 2006). Die Entwicklung technischer Verfahren, wie der Kopplung von
Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC - MS) oder der elektronischen
Nase (e — nose), hat dem Geruch in der Medizin als Diagnostikum wieder eine neue
Bedeutung fur die Erkennung von Krankheiten gegeben (Phillips, 1992). In der GC —
MS werden die zu untersuchenden Stoffmischungen tber eine Trennsaule
aufgespalten. Zur Identifizierung und Quantifizierung mit der Massenspektrometrie
(MS) werden die Molekule ionisiert und Uber ein elektronisches Feld geleitet. In
einem Analysator werden sie nach ihrem Masse zu Lage Verhéltnis identifiziert. Die
Geréte fur GC-MS sind teuer und nur von qualifizierten Fachkraften zu bedienen.
Elektronische Nasen bestehen aus verschiedenen Sensoren, die nach Kontakt mit
bestimmten Molekulen elektrische Signale senden, die ein stoffspezifisches Muster
bilden. Diese Muster werden durch ein kiinstliches neuronales Netzwerk miteinander
verglichen. Zur Identifizierung eines Geruchs muss die elektronische Nase ,trainiert”
werden, um ein Vergleichsmuster fur die gesuchte Geruchsstoffmischung zu
erstellen. Dazu sind Informationen Voraussetzung, ob es Uberhaupt spezifische
Geruche fir einen physiologischen oder pathologischen Zustand gibt, und in
welchem Medium und welchen Konzentrationen diese zu finden sind. Vorbild fir die

technische Entwicklung war die biologische Nase.
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Bei Fragestellung zu Existenz oder Qualitat eines Geruches, ist die biologische Nase,
insbesondere die der Makrosmatiker wie Hund und Ratte von grof3er Bedeutung.
Einige anatomische und physiologische Eigenschaften ermdglichen das gute
Riechvermdgen dieser Spezies. Im Verhaltnis zur Gesamtgrél3e des Gehirns, ist das
Riechhirn des Hundes 40 x gré3er als das des Menschen (Tomsi¢ und Musevic,
2013). Die Riechschleimhaut eines mittelgrof3en Hundes ist 10-mal grof3er und die
verastelte Form der Conchae nasales begtinstigt die Anheftung von Geruchsstoffen
an die Geruchsrezeptoren (Craven et al., 2007). Statt 3%, wie beim Menschen,
machen beim Hund die Gene fir olfaktorische Rezeptoren 6 % des Gesamtgenoms
aus (Quignon, 2003).

Hunde sind zu einem wichtigen Partner des Menschen geworden, bei der Suche

nach Geriichen, die auf andere Weise nicht gefunden werden wirden (Furton und
Myers, 2001). Ihr Wille, mit dem Menschen zusammenarbeiten, macht Hunde gut
trainierbar. Sie kdnnen trainiert werden, spezifische Gertiche zu identifizieren und

anzuzeigen, wenn diese Gerlche fur den Hund wahrnehmbar sind.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob fir Brunst spezifische Gerlche in
verschiedenen Koérpersekreten der Milchkuh zu identifizieren sind. Des Weiteren
wurde untersucht, ob in der Milch von an Mastitis erkrankten Ktihen der

verursachende Erreger anhand eines spezifischen Geruchs identifiziert werden kann.

In der Humanmedizin ist die frihzeitige Diagnose, insbesondere von
Tumorerkrankungen fur die Prognose der Patienten von besonderer Bedeutung. Es
gibt Hinweise, dass an malignen Tumoren erkrankte Patienten einen fir den Tumor
spezifischen Geruch abgeben. In dieser Arbeit wurde Uberprift, ob in der Atemluft
von an kleinzelligem Lungenkarzinom erkrankten Patienten spezifische Gertiche zu
ermitteln sind. Weiterhin wurde untersucht, ob dieser Geruch seinen Ursprung auf
zellularer Ebene in den Tumorzellen oder auf der metabolischen Ebene des

Gesamtorganismus hat.

Fur die Beantwortung der Fragestellungen ergaben sich vielfaltige
Teilfragestellungen zum optimalen Training von Geruchshunden sowie zur
Verlasslichkeit und Reproduzierbarkeit von wissenschaftlichen Ergebnissen in
diesem Bereich. Die Validitat von Geruchstests mit Hunden wurde im Rahmen von

systematischen Literaturbeurteilungen einer kritischen Prifung unterzogen.
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Die Publikationen, die im Rahmen dieser Arbeit erstellt wurden, leisten einen
wichtigen Beitrag zur Standardisierung von Testverfahren und Studien mit
Geruchshunden. Es wurden wertvolle Erkenntnisse gewonnen uber die Nutzbarkeit
von Gertchen zur Brunsterkennung beim Rind und zur Erregerdiagnostik bei
Mastitis, aber auch fur die Entwicklung von nicht-invasiven Diagnoseverfahren fir

Tumorerkrankungen in der Humanmedizin.
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3 Riechen

,Das beste Gedachtnis hat bekanntlich die Nase!”
(Kurt Tucholsky)

Riechen gehdrt zu den komplexesten chemischen Sinneswahrnehmungen der
Wirbeltiere (Atzmuller und Grammer, 2000).

Geruche werden in der Regio olfactorii wahrgenommen, die sich bei Saugtieren im
oberen Bereich der Nasenmuschel (Conchae nasales) befindet und mit
Riechschleimhaut ausgekleidet ist. Die Riechschleimhaut eines erwachsenen
Menschen ist ca. 10 cm? groR3. Bei einem mittelgroRen Hund betragt inr GroRe
dagegen ca.100 cm? (Issel-Tarver und Rine, 1996).

Die Riechschleimhaut wird vorwiegend aus drei Zellarten gebildet: Riechzellen,
Stutzzellen und Basalzellen. Riechzellen sind bipolare Nervenzellen. Am ihrem
apikalen Pol sendet die Zelle eine Zilie mit einem olfaktorischen Rezeptor (OR) an
die Oberflache der Riechschleimhaut (Morrison und Costanzo, 1992). Riechzellen
sind die einzigen Nervenzellen, die direkten Kontakt mit der Umwelt haben. Zilien von
20 bis 30 Riechzellen bilden knotenartige Verdickungen (Glomerula), an die
Geruchstoffe binden (Rouquier et al., 2000). Ein Geruchstoff kann an mehreren OR
binden und so mehrere Riechzellen aktivieren. Die Form des olfaktorischen
Rezeptors wird durch die Transkription der olfaktorischen Rezeptorgene im Zellkern
der Riechzelle bestimmt. Der Kontakt zu einem bestimmten Geruchstoff fihrt zu
einer vermehrten Transskription der Gene, die passende OR bilden (Quignon et al.,
2003). Das fuhrt zu einer erhohten Empfindlichkeit fir einen Geruchsstoff. Die

Riechzelle kann also trainiert werden.

Der andere Pol der Riechzelle ist ein diinnes unmyeliertes Axon, das durch die
Siebbeinplatte (Lamina cribosa) zieht und die Riechzelle tiber eine synaptische
Verbindung mit dem Riechkolben (Bulbus olfactorius) im Gehirn verbindet. Von dort
laufen Traktionsbahnen zum Neocortex und zum Hypothalamus als Teil des
Limbischen System im Hypothalamus. Das Limbische System steuert Triebverhalten,
Orientierung, das Gedachtnis und Emotionen von Séugetieren. Letzteres erklart,
warum Geruch nicht nur bewusst wahrgenommen wird, sondern auch Emotionen

auslésen und soziale Verhaltensmuster beeinflussen kann (Soudry et al., 2011).
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Die unbewusste Geruchswahrnehmung wird durch Pheromone gesteuert. Das sind
biologische wirksame Molekiile, die fir die innerartliche chemische Kommunikation
bedeutsam sind (Sankar und Archunan, 2004). Pheromone werden von dem

vomeronasalen oder Jakobschen Organ wahrgenommen.

Das vomeronasale Organ liegt im unteren Teil der Nasenscheidewand (Septum
nasi). Dort befinden sich auf jeder Seite des Nasenganges kleine Einstilpungen
(Adams und Wiekamp, 1984). Die Rezeptoren des vomeronasalen Organs
unterscheiden sich in ihrer Struktur von den OR in der Riechschleimhaut und werden

auch von einer eigenen Gruppe von Genen codiert (Firestein, 2001).

Geruchsrezeptoren findet man auf nahezu allen Zellen des Kérpers (Spehr et al.,
2004). Wirbeltiere besitzen zwischen 600 und 1400 funktionale Gene flr
olfaktorische Rezeptoren (Kaupp, 2010). Damit werden die OR von einer der grofdten
Genfamilien der Séaugetiere codiert. Beim Menschen machen sie 3% des Erbgutes
aus (Sosinsky et al., 2000), beim Hund 6 % (Quignon et al., 2003)
Geruchsrezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Bei diesen Rezeptoren
kommt es durch Bindung eines Liganden zur Aktivierung des G-Proteins. Dieses
wiederum aktiviert die Adenylcyclase, wodurch Adenosintriphosphat in zyklisches
Adenosinmonophosphat umgewandelt wird. Bindet das zyklische
Adenosinmonophosphat an einen lonenkanal, kommt es durch Einstrom von lonen
zu einer Depolarisation und damit zur Reizauslésung der Riechzelle (Firestein,
2001).

Fur die Offnung der lonenkanéle, die zur Depolarisation der Zelle fiihren, ist ein
bestimmter Potentialunterschied nétig. Das bedeutet, dass eine gewisse Anzahl von
olfaktorischen Rezeptoren aktiviert werden muss, um eine Reizauslosung zu
generieren. Damit ist eine bestimmte Menge an Geruchsstoffen nétig, um einen
Geruch wahrzunehmen. Ein OR kann aber von mehreren unterschiedlichen
Geruchsstoffen aktiviert werden, so dass die Auslosung eines Geruchsreizes nicht
nur von der Konzentration des Geruches, sondern auch von seiner

Zusammensetzung abhangt (Firestein, 2001).
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4 Geruch

.Was ist ein Name? Was uns Rose heil3t, wie es auch hiel3e, wirde lieblich riechen.”

(William Shakespeare)

Ein Geruch ist die Wahrnehmung von Reizen durch Aktivierung der
Geruchsrezeptoren in den priméren Riechorganen. Geruch ist also keine spezifische
Eigenschaft einer Substanz, sondern die fur den wahrnehmenden Organismus
spezifische Empfindung in den Riechorganen (Auffarth, 2013). Ein Geruch wird meist
von mehreren Geruchsstoffen erzeugt. Geruchsstoffe sind oberflachenaktive
Substanzen mit niedriger Polaritat und hohem Dampfdruck. Die Anzahl von
Geruchsstoffen, die einen Geruch bilden, kann sehr unterschiedlich sein.
Blumendufte setzen sich aus Dutzenden Geruchsstoffen zusammen, wogegen das
Bouquet von Wein aus tausenden Geruchsstoffen besteht (Raguso, 2008; Louw et
al., 2009). Bis heute ist es noch nicht gelungen, ein einheitliches System zur
Klassifizierung von Geriichen zu entwickeln. Grundsatzlich kbnnen drei verschiedene

Ansétze zur Klassifikation von Geriichen unterschieden werden (Ohloff, 1990):

1. Struktur — Geruch — Beziehung
Geruchsstoffe konnen anhand ihrer molekularen Eigenschaften beschrieben
werden. Eigenschaften wie MolekiilgroR3e, funktionelle Gruppen und Methyl -
Gruppen haben einen Einfluss auf die Aktivitatsmuster der Geruchsrezeptoren
(Johnson und Leon, 2000). Besonders grof3e und wenig volatile Molekile 16sen
oft lange und komplexe Signale aus (Kermen et al., 2011).
Chemisch &@hnliche Molekuile kénnen eine &hnliche Geruchsempfindung
hervorrufen. So erzeugt Benzylaldehyd den Geruch von Mandeln, der auch bei
Nitrobenzol empfunden wird (Ohloff, 1990). Es ist aber nicht grundséatzlich
maoglich, anhand der Molekdlstruktur den Geruch vorherzusagen (Auffarth, 2013).
Benzylaldehyd unterscheidet sich chemisch stark von Zyanid, welches ebenfalls
nach Mandeln riecht. Spiegelbildisomere, also chemisch mehr oder weniger
gleiche Substanzen, lI6sten dagegen oft vollig unterschiedliche Signale in den
Geruchsrezeptoren aus (Laska und Shepherd, 2007).

2. Semantischer Ansatz

Bei der semantischen Methode wird ein Geruch durch eine Liste von
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3. Geruchsqualitaten wie z.B. fruchtig, honigartig oder faulig beschrieben, wobei
mehrere Geruchsqualitaten zur Beschreibung eines Geruches verwendet werden
konnen. Erstmals hat Henning (1916) versucht, eine Gruppierung verschiedener
Geruche durchzufiihren, indem er ein Geruchsprisma entwickelte, das auf 6
Geruchsqualitaten basierte. Harper et al. (1968) erweiterten diese Liste um
weitere 44 Geruchsqualitditen um Geriiche zu beschreiben. Dravnieks (1982)
allerdings zeigte, dass mehr Geruchsqualitaten noétig sind, um wiederholbar und
vergleichbar Gertiche zu beschreiben. 150 Probanden verwendeten 146
Geruchsqualitaten um wiederholbar 10 Gertiche zu beschreiben.

4. Rezeptorbasierte Methode
Geruchsstoffe binden an den OR nach dem Schlissel — Schloss - Prinzip. Ein
Geruchstoff konnte auch durch die Rezeptoren klassifiziert werden, die durch ihn
aktiviert werden. Geruchsstoffe werden allerdings von mehr als einem Rezeptor
erkannt, und die meisten Rezeptoren binden mehr als einen Geruchsstoff
(Firestein, 2001). Durch diese kombinierte Strategie kbnnen eine Vielzahl von
Geruchen differenziert werden. Der Verlust von einzelnen Rezeptoren durch
Erkrankungen kann dadurch auch Einfluss auf das Riechvermdgen haben. So
konnte gezeigt werden, dass der Verlust eines bestimmten OR zum Verlust der
Fahigkeit fihrt, Androstenon zu riechen, ein Pheromon das im Ebergeruch
enthalten ist (Keller et al., 2007).

Die Problematik, Geriiche zu klassifizieren, wird auch das ,Stimulus — Problem*
genannt, da eine genaue Reiz - Reaktionsvorhersage im Geruchssinn bisher nicht
maoglich ist (Auffarth, 2013). Bei einigen Gertichen ist die Geruchsempfindung auch
von der Konzentration der Geruchsstoffe abhéngig. Thiol riecht in hoher
Konzentration unertraglich beil3end, wogegen es in niedriger Konzentration leicht
nach Zitrone riecht. Amylacetat dagegen riecht in weiten Konzentrationsstufen immer

angenehm fruchtig (Rubin und Katz, 1999).

Mit der Entwicklung der Gaschromatographie —Massenspektrometrie (GC —MS) in
den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts konnten die Substanzen (Geruchsstoffe),
die einen Geruch erzeugen, chemisch identifiziert werden (Moncrieff, 1961). Bei
diesen Methoden werden die Geruchsproben mittels einer chromatographischen
Trennsaule analysiert. Durch unterschiedliche Siedepunkte und Wechselwirkungen
werden die einzelnen Substanzen aufgetrennt und kdnnen so einzeln dokumentiert

und bestimmt werden. Damit sind zwar die Substanzen in ihrer jeweiligen
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Zusammensetzung und Konzentrationen bekannt, es ist aber nicht geklart, in wie

weit diese Substanzen bei der Auslésung der Geruchsempfindung beteiligt sind.

Eine weitere technische Mdglichkeit, Geriiche zu identifizieren, ist die elektronische
Nase. Bei diesem Prinzip wandeln Sensoren Eigenschaften von Gasen in elektrische
Signale um. Als Sensoren kommen Metalloxide, Halbleiterpolymere, elektroaktive
Polymere sowie optische oder elektrochemische Gassensoren zum Einsatz (Wilson
und Baietto, 2009). Die Signale dieser Sensoren werden mit mathematischen
Ansatzen, einem kunstlichen neuronalen Netzwerk, in zwei- bzw. dreidimensionale
Muster umgerechnet. Die entstehenden Muster werden miteinander verglichen und
so ahnliche Gertche identifiziert (Turner und Magan, 2004). Ist also das Muster eines
spezifischen Geruchs bekannt, kann die elektronische Nase diesen wiederfinden.
Elektronische Nasen werden z.B. in der Autoindustrie fir Raumduftentwicklung und
in der Lebensmittelindustrie zur Qualitatskontrolle eingesetzt. In der Medizin
verwendet man elektronische Nasen z.B. zur Tuberkulosediagnose (Weetjens et al.,
2009).

Da Geruch eine Sinnesempfindung ist, kann Geruch bisher nicht qualitativ und
guantitativ gemessen werden. Fur Gertiche werden in Verhaltenstests mit Tieren
oder mit in-vitro Zell-Tests mit Geruchszellen Nachweisgrenzen bestimmt (Ohloff,

1990). Geruch kann also gerochen werden oder nicht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit speziell trainierten Hunden Verhaltenstests
durchgefuhrt, um die Existenz spezifischer Gertche in diversen Medien
nachzuweisen. In zwei Arbeiten wurde mit Hunden getestet, ob in Vaginalsekret,
Harn, Milch und Speichel von Kiihen ein Ostrus —spezifischer Geruch zu
identifizieren ist. In der in PUBLIKATION 1 beschriebenen Studie wurde
Vaginalsekret, Harn, und Milch von Kiihen (N = 48) im Ostrus bzw. Didstrus
gewonnen. Der Ostrus wurde durch eine transrektale Ultraschalluntersuchung
diagnostiziert. Dabei wurde Ostrus durch einen poylgonalen Follikel groRer als 1,2
cm bestimmt. Kihe im Digstrus hatten ein Corpus luteum > 1 cm (Roelofs et al.,
2010). Sieben Hunde verschiedener Rassen wurden auf einer speziellen
Trainingsplattform trainiert, die Sekrete von Kiihen im Ostrus und Didstrus zu
unterscheiden. Es wurden vier Trainingseinheiten durchfuhrt, bei denen die Hunde

beim Riechen an 52 Proben von Vaginalsekret von Kithen im Ostrus belohnt wurden.

11



Geruch

Der Geruch von Kihen im Diostrus blieb unbelohnt. Beim anschlieRenden Test mit
unbekannten Proben konnten die Hunde Vaginalsekret von Kiihen im Ostrus mit
einer durchschnittlichen Sensitivitat von 80,3% und Spezifitdt von 97,0 % aus einer
Gruppe von Proben identifizieren. Harn von Kithen im Ostrus und Didstrus
identifizierten die so trainierten Hunde mit einer Genauigkeit von 80,0 %. Mit dieser
Studie wurden die Ergebnisse von friiheren Studien (Kiddy et al., 1978; Hawk et al.,
1984; Kiddy et al., 1984) bestétigt, dass Hunde den Brunstgeruch von Kiihen
erkennen kdnnen und so grundséatzlich zur Brunsterkennung geeignet sind.
Allerdings war in diesen friihen Studien ein Einsatz von Hunden an Kuhen auf
Milchviehbetrieben nicht Untersuchungsgegenstand. Fir den Einsatz in einem
Milcherzeugerbetrieb, ware es von Vorteil, wenn der Hund den Ostrus - spezifischen
Geruch erkennen kdnnte, wahrend er zur Fitterungszeit auf dem Futtertisch an den
Kopfen der Kiihe entlanglauft. Daher wurde getestet, ob auch im Speichel Ostrus -
spezifischer Geruch zu identifizieren ist (PUBLIKATION 3). In einem an Publikation
1 angelehnten Versuchsaufbau wurde Speichel von Kiihe in den unterschiedlichen
Zyklusphasen gewonnen. Diesmal wurden 13 Hunde in die Studie eingeschlossen.
Die Genauigkeit (Anzahl der richtig angezeigten Proben / Anzahl der untersuchten
Proben) der Identifikation der Proben von Kiihen im Ostrus lag bei 57,6 %, wobei die
einzelnen Hunde zwischen 40 % und 75 % der Speichelproben von Kiihen im Ostrus

richtig erkannten.
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5 Geruch in der Medizin

»Sl aeger transire sanguine pus in urina squamassi gravibus odor est,
ulcera vesicae est indicavi“

(Hippocratis).

Schon vor 2000 Jahren wussten Hindus um die Bedeutung des Geruchs als
Symptom fur verschiedene Erkrankungen (Copeman, 1964). Auch Hippokrates als
Begrunder der modernen Medizin um 400 v.Chr. betonte die Bedeutung des
Geruches eines Patienten in der klinischen Untersuchung (Mandl, 1922). Selbst ohne
die Kenntnisse Uber pathologische Prozesse sowie Bakterien und Viren, erkannten
die damaligen Heilkundigen, dass es durch spezifische Pathologien zu einer
Veradnderung des Geruchs in Atem, Urin, Schweil3 oder anderen Sekreten des
Patienten kommen kann. Bei an Gelbfieber erkrankten Patienten wird Geruch einer
Fleischerei beschrieben, Patienten mit Tuberkuloseinfektion sollen einen Geruch
nach abgestandenen Bier ausstromen und bei einer Rotelinfektion riechen Patienten
nach frisch gerupften Federn (Hayden, 1980). Aber auch Stoffwechselerkrankungen
konnen einen spezifischen Geruch verursachen. So stromen Patienten mit Diabetes
mellitus einen suRlich fruchtigen Geruch nach Apfelessig aus (Smith et al., 1982).
Tatsachlich werden derzeit in Angola und Mosambik Riesenratten (Crietomys
gambianus) eingesetzt, um im Sputum von Patienten mit Atemwegserkrankungen
Mycobacterium tuberculosis zu detektieren. Die Sensitivitat und Spezifitat der
Identifikation von Infektionen mit M. tuberculosis durch die Ratten liegt bei 86,5 %
und 89,1 % (Weetjens et al., 2009). Ein grof3er Vorteil der Geruchsdiagnostik ist, das
im Gegensatz zur Kultur die Anzuchtdauer von 7 Tagen wegfallt.

Auch der gesunde Mensch gibt Uber den Atem, die Haut oder den Urin eine Vielzahl
von Geruchen ab. Die Gesamtheit der Gerliche, die ein Mensch ausstromt, wird als
Volatiom bezeichnet (Amann et al., 2014a). Mit der GC — MS wurden in der Atemluft
neben den Hauptkomponenten Stickstoff, Sauerstoff und Kohlendioxid Spuren von
Uber 3000 volatilen organischen Komponenten (VOCSs) im nano- bis picomolaren
Bereich nachgewiesen (Mukhopadhyay, 2004). Diese Gertche hangen von Lebens-
und Ernadhrungsgewohnheiten des Individuums ab, aber auch von Alter,

Hormonstatus und Erkrankungen. Infektionen mit Erregern oder andere Krankheiten
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erzeugen in Zellen oxidativen Stress. Durch Oxidation von Peptiden und Lipiden
entstehen spezifische VOCs, die als Biomarker fiir diese Krankheiten dienen kdnnen.
Die Muster von Biomarkern variieren von Krankheit zu Krankheit (Mukhopadhyay,
2004).

Viele Studien machten sich zur Aufgabe, die physiologische Zusammensetzung von
Geruchsstoffen des menschlichen Atems zur erforschen, um auf diese Weise

Biomarker fur bestimmte Krankheiten zu finden (Whittle et al., 2007).

Gerade im Bereich von Tumorerkrankungen wird im Geruch ein Potential fur
Friherkennung gesehen. Tumorwachstum geht mit einer Verdnderung der
Genexpression, sowie einem verdnderten Zellstoffwechsel einher. Damit verandert
sich auch die Produktion von VOCs durch den betroffenen Organismus (Krilaviciute
et al., 2015). Einige Studien haben gezeigt, dass mittels Analytik von VOC-Mustern
aus Atemluft- und Urinproben Lungenkrebspatienten von gesunden Personen
unterschieden werden kdnnen (Phillips et al., 1999; Bajtarevic et al., 2009; Fuchs et
al., 2010; Song et al., 2010; Ulanowska et al., 2011; Saalberg und Wolff, 2016). In
diesen Studien wurden zwischen 4 und 50 VOCs, meist Aldehyde, identifiziert, deren
Konzentration sich in Atemluft oder Urin bei Lungenkrebspatienten und Gesunden
unterschieden. Die Sensitivitat der Tests lag zwischen 71,6 % und 100 % und die
Spezifitdt zwischen 66,7 % und 100 %. Das ist vergleichbar mit der Sicherheit der
Erkennung dieser Tumore durch die Computertomographie (Fuchs et al., 2010).
Damit konnte das Screening von Urin oder Atemluft auf krebsspezifische Gertiche
ein nicht - invasives, die Patienten nicht belastendes, schnelles Diagnoseverfahren
sein. Derzeit hat sich dieses Verfahren aber noch nicht im klinischen Alltag
durchgesetzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch untersucht, ob biologische Nasen einen Tumor
— spezifischen Geruch auf Zellkulturebene identifizieren konnen (PUBLIKATION 6,
Schallschmidt et al., 2015). Es wurde getestet, ob im Luftliberstand von Zellkulturen
humaner Lungenkrebszellen (A649) im Vergleich zu Zellkulturen (Lu7466) gesunder
Lungenzellen ein spezifischer Krebsgeruch zu finden ist. Dazu wurden
Verhaltenstests sowohl mit Hunden (N=2) als auch mit Bienen (N=20) durchgefuhrt.
Weder Bienen noch Hunde konnten den Luftiiberstand der beiden Zellkulturen

anhand des Geruches unterscheiden.

In einer Machbarkeitsstudie (PUBLIKATION 10) wurde geprift, ob Geruchshunde

geeignet sind, die Substanzen zu identifizieren, die in einem Screening mogliche
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Biomarker fur Krebs sein konnten. In dieser Studie wurden vier Hunde trainiert,
Atemluft von Patienten mit Lungenkrebs (N =30) von Atemluft von gesunden
Probanden (N=30) zu unterscheiden. Nur zwei Hunde konnten das Training
erfolgreich abschlie3en. Die beiden Hunde zeigten in einem anschliel3enden
Geruchstest mit unbekannten Proben 9 von 9 bzw. 8 von 9 Atemluftproben von
Krebspatienten richtig an. Die Atemluftproben wurden parallel mit der GC —MS
analysiert. Anschlielend wurden vier Substanzen mittels mathematischer Modelle
ausgewahlt, in denen sich die Atemluftproben von Krebspatienten von den Proben
der gesunden Probanden unterschieden. Dabei handelte es sich um 1-Butanol, 2-
Butanon, 2-Pentanon und Hexanal. Auf dieser Grundlage wurden mit den o.g.
Substanzen synthetische Proben hergestellt, die einen krebsspezifischen Geruch
simulieren sollten. Diese Proben wurden den auf Lungenkrebs trainierten Hunden
prasentiert. Beide Hunde zeigten drei von vier der synthetischen Proben als Krebs

positiv an.
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6 Geruch in der Tiermedizin

.Der erfahrene Tierarzt nimmt abnorme geruchliche Befunde meist ganz unwillkirlich
wabhr, weil seine Nase beim Umgang mit dem zu untersuchenden Tier standig in
Bereitschatft ist.”

(Gustav Rosenberger)

Auffallige, meist unangenehme Geriiche geben auch in der Tiermedizin Hinweise auf
Erkrankungen. Die olfaktorische Untersuchung wird als wichtiger, oft vernachlassigter
Teil der Kklinischen Untersuchung betrachtet (Stéber und Grinder, 1990). Jauchiger
Geruch aus dem Maul (Foetor ex ore) wird als hinweisend auf nekrotisierende
Prozesse in der Maulhdhle oder Lungengangrane angesehen. AbstoRend dumpfer
Geruch im hinteren Teil des Tieres ist als pathognostisch fur Entziindungen des
weiblichen Genitaltraktes und Zwischenschenkelekzeme beschrieben (Stéber und
Griunder, 1990). An Uramie erkrankte Katzen oder an Parvovirose erkrankte Hunde
sollen einen beilRenden, bzw. dumpfen Geruch ausstrémen, der wichtige Hinweise
auf Art und Lokalisation der Erkrankung geben kann (Niemand und Arnold-Gloor,
2006). Fur die Sektion von Tieren werden verschiedene pathognostischer Gertiche
beschrieben (Tabelle 1).

Tabelle 1: Geruchsqualitaten, die im Rahmen der Sektion von Tieren auf spezifische
Erkrankungen hinweisen (modifiziert nach King et al. (2014)

Geruchsqualitat Erkrankung

Ranzige Butter Clostridium chauvoie Infektion

Faulgrube Salmonellose

Vergarung Septische Mastitis

Zwiebel /Knoblauchgeruch Vergiftung mit organischen
Phosphaten

Altol Bleivergiftung

Synthetische Siil3e Pentobarbitalvergiftung

Holzteer Terpentin /Kresolvergiftung

Apfelcider Magenulzera

Fisch Pannikulitis
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In wissenschaftlichen veterinarmedizinischen Arbeiten wird Geruch als deskriptive
Qualitat einer Erkrankung, meist einer Infektionskrankheit, erwahnt (Cooper, 2000;
Vivrette et al., 2000; voor Dieren und Mekkes, 2005). Bei der klinischen Endometritis
des Rindes ist faulig dumpfer Geruch des Vaginalsekrets mit der Hohe der
Bakteriendichte von Uterustupfern assoziiert (OR: 1.76, Cl: 1.50-2.06, P < 0.001)
worden (Williams et al., 2005). Die akute Metritis beim Rind wird durch
Ubelriechenden, wassrigen, rotbraunen Ausfluss und eine erhéhte Korpertemperatur
= 39,5°C innerhalb der ersten 21 Tage nach dem Abkalben definiert (Sheldon et al.,
2006). Eine Behandlung der akuten Metritis erfolgt in der Regel mit einem
Antibiotikum (Pohl et al., 2016). Die Geruchsempfindung des Untersuchers kann
daher entscheidend fir die Anwendung eines Antibiotikums sein. Die Sensitivitat und
Spezifitat, eine akute Metritis am Geruch des vaginalen Schleims zu erkennen, lag
bei Tierarztinnen, Tierarzten und Studierenden bei 75 bzw. 60 % (Sannmann et al.,
2013). Allerdings war die Ubereinstimmung der Untersucher in dieser Studie nur
moderat. Eine e - nose dagegen erkannte die Metritis mit einer Sensitivitat und
Spezifitdt von 92 bzw. 100% (Sannmann et al., 2013).

Geruch kénnte also auch in der Tiermedizin durch Entwicklung sensitiver Geréate, die
spezifische Gertuiche erkennen kdnnen, als diagnostische Methode an Bedeutung

gewinnen.

6.1 Mastitisdiagnostik

Die Mastitis ist die haufigste Ursache fiir den Einsatz von Antibiotika beim Milchrind
(Thomson et al., 2008; Kuipers et al., 2016; Machado und Bicalho, 2018). Obwohl die
Mastitis meist durch eine Infektion mit laktogen aufsteigende Bakterien verursacht
wird, ist nicht immer eine antibiotische Behandlung angezeigt (Krémker und
Leimbach, 2017). Bei leichten und mittelschweren Mastitiden (Pinzén-Sanchez und
Ruegg, 2011), bei denen keine oder nur gram - negative Erreger nachgewiesen
werden, kommt es durch eine antibiotische Behandlung zu keiner verbesserten
Heilungsrate (Mansion-de Vries et al., 2014). Daher ist eine schnelle Identifizierung
des Erregers wichtig. Auch die Européische Union fordert zur Minimierung des
Antibiotikaeinsatzes in der Veterindrmedizin den Einsatz von Schnelldiagnosetests

(Europaische Kommission, 2015).
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Der Goldstandard fir die Erregerdiagnostik bei der Mastitis ist die aseptische
Entnahme von Viertelgemelksproben und die Kultivierung der potentiellen Erreger
auf Nahrmedien (Kromker und Leimbach, 2017). Molekularbiologische Methoden wie
die Polymerase Kettenreaktion (PCR), sind sensitiver als die kulturellen Methoden.
Sie identifizieren jedoch auch abgestorbenes Erregermaterial und geringe
Keimmengen (Steele et al., 2017). Fir die Differenzierung von in kulturellen
Methoden isolierten Bakterien, kommt neben kulturellen und molekularbiologischen
Methoden das Matrix — assistierte - Laser- Desorptions - lonisierung — Time off light
(MALDI — TOF) Verfahren zum Einsatz (Béhme et al., 2012).

Fur eine evidenzbasierte Therapieentscheidung am Tier ist die Klassifizierung der
verursachenden Erreger in gram - positiv, gram - negativ und kein Wachstum
hilfreich (Roberson, 2012). Dies fuhrt zu einer deutlichen Reduzierung des

Antibiotikaeinsatzes (Vasquez et al., 2017).

Derzeit sind Schnelltestverfahren fiur Erregeranzucht auf Trockenagar (Mansion-de
Vries et al., 2014), Selektivndhrbéden (Ganda et al., 2016) oder in R6hrchen mit
Farbumschlag (Krémker et al., 2018) evaluiert. Es konnte gezeigt werden, dass mit
einem evidenzbasierten Therapiekonzept mit Hilfe eines Schnelltestverfahrens
hohere klinische Heilungsraten erreicht werden, signifikant weniger lokale Antibiotika
eingesetzt werden und auch die Kosten pro klinischer Mastitis gesenkt werden

kénnen (Mansion-de Vries et al., 2016).

Dennoch sind bei allen diesen Schnelltestverfahren Inkubationszeiten von 12 bis 48
Stunden notwendig (Kromker et al., 2018). Eine Diagnose der Erreger mittels
Bestimmung von leichtflichtigen organischen Komponenten kdénnte in Echtzeit
durchgefuhrt werden. Erste Studien haben gezeigt, dass sich die VOCs im
Luftiiberstand von Milchproben von akut an Mastitis erkrankten und gesunden
Eutervierteln unterscheiden (Eriksson et al., 2005). Andere Autoren (Hettinga et al.,
2009) analysierte die VOCs im Luftiberstand von Milchproben von gesunden und
von an Mastitis erkrankten Kiihen bei denen Escherichia coli, koagulase negative
Staphylokokken, Streptococcus dysgalactia und Streptococcus uberis isoliert worden
waren. Es zeigte sich, dass in der GC — MS weniger VOCs bei gesunder Milch
identifiziert wurden. Durch Entwicklung eines kinstlichen neuronalen Netzwerkes
konnten die Milch gesunder und infizierter Viertel zu 100 % unterschieden werden
(Hettinga et al., 2009). Fur den Einsatz zur Schnelldiagnose von Erregern in der

Praxis ist die GC — MS jedoch zu teuer und zu aufwandig zu bedienen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hypothese geprtift, dass Hunde trainiert werden
kénnen, Staphylococcus aureus (S. aureus) als einen wichtigen Erreger von
Euterentziindungen in Milchproben von an Mastitis erkrankten Kithen zu erkennen
und von anderen verbreiteten Erregern wie Escherichia coli, Streptococcus
dysgalactiae, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus uberis, Trueperella
pyogenes und Candida albicans zu unterscheiden (PUBLIKATION 9). In einem
dreistufigen Trainingskonzept wurden in dieser Studie neun Hunde unterschiedlicher
Rassen trainiert. Der Geruch von S. aureus wurde als Zielgeruch definiert. Im ersten
Experiment lernten die Hunde den Geruch auf Baumwolltupfern, die fir 24 h im
Deckel einer Anzuchtplatte von den genannten Keimen verblieben waren, zu
identifizieren. Nach einem Monat Training erkannten die Hunde S. aureus mit einer
Sensitivitat und Spezifitat von 91,3 % bzw. 97,3 %. Im zweiten Experiment wurde
hocherhitze Milch (3,5 % Fett) mit den Erregern versetzt und ein weiteres Training
von einem Monat durchgefiihrt. An dem abschlieRenden Test mit 105 Milchproben,
von denen 15 Proben S. aureus enthielten und 90 Proben mit E. coli, Sc. uberis, und
Enterokokken versetzt waren, zeigten die Hunde die S. aureus Proben mit einer
Sensitivitat und Spezifitat von 83.3 % bzw. 98,0 % an. Abschliel3end wurden die so
trainierten Hunde mit Proben von an Mastitis erkrankten Kilhen (N= 70) getestet. Die
Fragestellung dabei war, ob sie in den z.T. grobsinnlich stark veranderten Proben
Proben mit S. aureus (N=10) von Proben (N= 60) mit T. pyogenes, Sc.uberis, Sc.
dysgalactiae, sowie C. albicans unterscheiden kdnnen. In diesem Experiment
erreichten die Hunde eine Sensitivitat bzw. Spezifitdt des Nachweises von 59,0 %
bzw. 93,2 %. Es konnte also gezeigt werden, dass S. aureus einen spezifischen

Geruch hat, der auch in der Milch von mit S. aureus infizierten Kithen zu finden ist.

6.2 Brunsterkennung

Effektive Brunsterkennung hat einen grof3en Einfluss auf die Fruchtbarkeitsleistung
von Milchkiihen und ist damit von grof3er 6konomischer Bedeutung fir
Milchviehbetriebe (Mottram, 2016). Der Ostrus bei Milchkiihen dauert im Schnitt
sechs bis acht Stunden (Roelofs et al., 2010). Daher ist eine effektive
Brunsterkennung eine Herausforderung und zu einem der gréf3ten limitierenden
Faktoren fur gute Fruchtbarkeitsleistungen bei Milchkiihen geworden (Lucy et al,
2007).
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Sekundare Brunstanzeichen, wie Kopfauflegen, Aufreiten und Duldung (Lordose)
werden zur Brunstbeobachtung genutzt (Van Eerdenburg et al., 1996). Bei einer
Brunstbeobachtung mit drei jeweils 30 min dauernden Beobachtungen pro Tag
kénnen 74 - 90 % der Kuhe in Brunst erkannt werden: Das ist méglich, wenn alle
Verhaltensanderungen im Ostrus in die Beobachtung mit einbezogen werden
(Roelofs et al., 2010). Dieses Vorgehen ist jedoch sehr arbeits — und kostenintensiv
und setzt zudem eine systematische Schulung aller Betriebsangehérigen voraus. Zur
automatisierten Brunsterkennung wird die physiologische Aktivitdtserhéhung der
Kiihe vor dem Ostrus und wahrend des Ostrus genutzt (Roelofs et al., 2010).
Sensoren, die an den Beinen oder an dem Hals befestigt werden, zeichnen die
Bewegungsaktivitat (u.a. Schrittzahl und/oder Steh- und Liegeverhalten) der Kiihe
auf. Computerbasiert wird die in einem festgelegten Zeitfenster gemessene Aktivitat
mit der Aktivitat in einem vorangegangenen Zeitfenster verglichen. Bei
Abweichungen wird ein Signal auf einen Computer oder ein mobiles Endgeréat
gesendet. Die Brunsterkennungsrate derartiger technischer Ansétze soll tiber 80 %
liegen (Saint-Dizier und Chastant-Maillard, 2012), ist allerdings stark von den
Haltungs- und Umweltbedingungen abhangig (Lopez-Gatius et al., 2005). Die
Investitionskosten fur 100 Kuhe liegen bei ca. 10.000 € (Saint-Dizier und Chastant-
Maillard, 2012).

Der Bulle erkennt die Brunst der Kuh am Geruch. Das weibliche Tier sendet im
Ostrus spezifische Gerliche aus. Das mannliche Tier testet durch Beriechen und
Schmecken von Urin oder vaginalem Schleim, ob sich die Kuh im Ostrus befindet
(Rajanarayanan und Archunan, 2004). Geruche spielen in der sexuellen
Kommunikation innerhalb einer Art und zwischen verschiedenen Arten bei
Saugetieren und Insekten eine wichtige Rolle (Wyatt, 2010). Pheromone sind
insbesondere flr das Sexualverhalten, wie z.B. Werbung, Attraktivitat, Auspragung
von Brunstverhalten und Kopulation, von grol3er Bedeutung (Sankar and Archunan,
2004). Bei dem Empfangertier kbnnen Pheromone stereotype Verhaltensweisen oder
physiologische Veranderungen im Organismus auslosen (Rekwot et al., 2001). Bei
Farsen konnte gezeigt werden, das die Ausschittung von LH aus dem
Hypophysenvorderlappen durch den Ostrus - spezifischen Geruch beeinflusst
werden kann (Nordéus et al., 2012). Ein solcher Geruch konnte bei Milchkiihen im
Urin, Vaginalsekret, Milch, Blut und auch im Kot nachgewiesen werden (Kiddy et al.,

1984; Sankar et al., 2007). Bei dem Versuch, Substanzen zu identifizieren, die
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diesen Geruch erzeugen, wurden unter anderem Di—N-Propylphthalate und 1-lodo-

undecane im Urin von Kiihen im Ostrus gefunden (Kumar et al., 2000).

Es konnte unter experimentellen Bedingungen gezeigt werden, dass Hunde trainiert
werden konnen, diesen Ostrus — spezifischen Geruch mit einer Genauigkeit von tiber
80% zu erkennen (Kiddy et al., 1978; Hawk et al., 1984; Jezierski et al., 1992).

In Rahmen dieser Arbeit wurden Trainingsmethoden fur Hunde fur die
Brunsterkennung bei Kiihen entwickelt und validiert. Trainingssubstanzen aus
synthetisch hergestelltem Brunstgeruch wurden auf ihre Effektivitat als
Trainingsmaterial getestet. Es wurde gepruft, ob Speichel brinstiger Kiihe
ausreichend Geruch fur die Brunsterkennung durch Hunde enthalt, um eine Arbeit
des Hundes vom Futtergang aus zu ermdglichen. Schliel3lich wurde Gberpruft, ob
trainierte Hunde auch unter Praxisbedingungen im Stall Kiihe in Brunst anzeigen

koénnen.

Zunachst wurden auf einer speziellen Trainingsplattform (Abbildung 1) Hunde
trainiert, Proben mit Vaginalsekret, Harn und Speichel von Kiihen im Ostrus und
Didstrus zu unterscheiden (PUBLIKATION 1, PUBLIKATION 3). Die Konstruktion
der Trainingsplattform ermdglicht eine hochfrequente Belohnung der Wahrnehmung
des Zielgeruchs, der in dieser Studie Ostrus- spezifischer Geruch war. Dadurch
konnten sieben Hunde mit nur vier Trainingseinheiten trainiert werden, Ostrus —
spezifischen Geruch mit einer Sensitivitat und Spezifitat von 80,3 % bzw. 97,0 % zu
unterscheiden. Die Identifikation des Ostrus - spezifischen Geruches im Speichel war
mit einer Genauigkeit von 57,6 % bei einer Zufallswahrscheinlichkeit vom 25,0 %

maoglich.
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Abbildung 1: Trainingsplattform fir Geruchstraining

Die Gewinnung von ausreichend Proben zum Training fir potentielle
Brunstsuchhunde ist zeit - und kostenaufwandig, da bei jedem Tier, von dem eine
Probe genommen wird, eine genaue Zyklusbestimmung durchgefihrt werden muss.
Es muss auch mit Proben von vielen verschiedenen Kihen trainiert werden, da die
Hunde sonst moglicherweise den Geruch individueller Kiihe lernen. Ein synthetisch
herstellbarer Brunstgeruch ware daher von Nutzen. In einer weiteren Studie
(PUBLIKATION 5) wurde deshalb untersucht, ob Hunde (N=5), die auf natirlichen
Ostrus - spezifischen Geruch trainiert worden sind, auch eine Mischung aus
unterschiedlichen chemischen Substanzen als Brunstgeruch erkennen. Mittels GC -
MS wurden die Substanzen Squalen, 1,2-Dichloroethylene und 2-Butanone als
Ostrus - spezifisch identifiziert. Im weiteren Vorgehen wurden weitere fiinf Hunde auf
diesen synthetischen Geruch trainiert. Anschliel3end wurde getestet, ob diese Hunde
Vaginaltupfer von Kiihen im Ostrus als positiv anzeigen. Die Hunde, die auf
naturlichen Brunstgeruch trainiert worden waren, zeigten auch den synthetischen
Geruch als Ostrus - spezifisch an. Sie hatten allerdings eine geringere Genauigkeit
(69 % versus 50%). Nach Training mit dem synthetischen Geruch konnten die
Hunde, diesen Geruch mit einer Genauigkeit von 82,4% erkennen, zeigten aber den
nattrlichen Ostrus — spezifischen Geruch nur mit einer Genauigkeit von 37, 6 % an.
Die Ergebnisse zeigen, dass die Substanzen, die in dem synthetischen Geruch
enthalten sind, fur Hunde, die auf natirlichen Geruch trainiert wurden, ausreichen um

Ostrus - spezifischen Geruch zu erkennen. Allerdings scheint der natirliche Geruch
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komplexer zu sein, so dass Hunde, die auf eine Mischung aus den drei chemisch
distinkten Substanzen trainiert worden waren, nur unzureichend nattrlichen
Brunstgeruch erkennen. Ein Training von Brunstsuchhunden mit dieser

Geruchsmischung allein erscheint daher nicht erfolgsversprechend.

Alle bisherigen Studien zur Brunsterkennung mit Hunden wurden unter
Laborbedingungen mit isolierten Medien (Vaginalsekret, Urin, Speichel) durchgefuhrt.
In der folgenden Studie (PUBLIKATION 4) wurden Hunde (N= 6) trainiert, Kiihe in
Brunst im Stall anzuzeigen. Ein besonderes Augenmerk wurde auf die
Herausforderungen beim Training gelegt. Abschlie3end wurden wiederum die
Sensitivitat und Spezifitat getestet, mit der Hunde unter diesen Bedingungen Kihe in

Brunst erkennen kénnen.

Uber ein Jahr wurden die Hunde 1 x wochentlich trainiert. Die reine Trainingszeit
betrug im Durchschnitt 50 Stunden. Dieser enorme Zeitaufwand lag darin begrtindet,
das viel Zeit verwendet wurde, um ein ruhiges, angstfreies Suchverhalten der Hunde
an den Kihen zu trainieren. Vier Hunde konnten das Training erfolgreich
abschlieRen. Im abschieRenden Test an 40 Kiihen (8 im Ostrus, 17 tragend, 15 im
Didstrus) zeigten die Hunde brinstige Kuhe mit einer Sensitivitdt und Spezifitat von
71,9 % und 93 % an. Es konnte also gezeigt werden, dass der Einsatz von Hunden
auf dem Futtergang eine effektive Mdglichkeit zur Brunsterkennung auf
Milchviehbetrieben sein kann. Eine Vorauswahl geeigneter Hunde, die Kihen

gegenuber angstfrei sind, kbnnte den Trainingsaufwand verringern.
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7 Qualitat wissenschaftlicher Arbeiten mit Geruchshunden

.iIndem also der Schdpfer dem Hund einen besonders feinen Geruch verlieh, gab er
ihm die Mdglichkeit, momentane und temporére Vereinheitlichungen seines Wesens
zu erlangen, welche ihn auf eine hohere Stufe im Tierreich erhoben und ihn geeignet
machten, den Menschen zu verstehen, ihm zu dienen und ein treuer Lebensbegleiter
desselben zu sein®

(Giessler)

7.1 Wie werden Hunde zu Geruchshunden?

Bisher gibt es keine standardisierten Trainingsmethoden um aus Hunden
Geruchshunde zu machen (Schoon, 1996; Helton, 2009). Dies konnte in einem
systematischen Review aufgezeigt werden (PUBLIKATION 2). Daher sind die
Ergebnisse verschiedener Studien mitunter nur bedingt zu vergleichen und die
Beurteilung der Qualitat eine Herausforderung. Das Training von Hunden, einen
Geruch zu erkennen, zu suchen und anzuzeigen beinhaltet aber einige
Grundelemente (PUBLIKATION 1). Als Erstes muss der gesuchte Geruch
(Zielgeruch) dem Hund prasentiert werden. Daflr werden spezifische Geruchstrager
verwendet. Der Zielgeruch soll nun eine Bedeutung fir den Hund bekommen, Dafir
wird der Geruch mit einer Erfahrung, meist in positiver Form durch Futter, Spielzeug
oder Lob assoziiert. Es findet eine klassische Konditionierung statt (Pavlov, 1927).
Dabei hat die Qualitat der Belohnung einen Einfluss auf die Lerneffektivitat (Walker et
al., 2006; Hall et al., 2015). Im nachsten Schritt wird der Geruch durch operantes
Konditionieren (Lernen am Erfolg) als Signal trainiert, das ein Anzeigeverhalten
auslost. Je nach spaterer Suchaufgabe werden passive (z.B. Verharren) oder aktive
Verhaltensweisen (z.B. Bellen und Scharren) gewéhlt (Furton und Myers, 2001;
Schoon et al., 2014). Schlieflich lernt der Hund, die Geruchsaufgabe im geforderten
Kontext auszufuhren. Das kann eine freie Suche im Gelande oder in Geb&uden sein,
das systematische Absuchen von Fahrzeugen oder Koffern auf dem Flie3band oder
die Unterscheidung von Geruchsproben im Labor (Diskriminierung) (Porritt et al.,
2015).

Die Wahl des Geruchs fir das Training ist eine nicht zu unterschatzende
Herausforderung. Der Trainingsgeruch sollte méglichst identisch zu dem Zielgeruch
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sein (Lazarowski und Dorman, 2014). Bei der Suche nach Sprengstoffen und Drogen
erfordert dies den Umgang mit gefahrlichen oder illegalen Substanzen. Daher gab es
Versuche, Hunde mit ungeféahrlichen und legalen, aber chemisch ahnlichen
Substanzen zu trainieren. Bei der Herstellung von Trainingssubstanzen werden oft
die haufigsten volatilen organischen Komponenten aus dem Luftiiberstand der
Echtsubstanzen verwendet. Diese Anséatze waren allerdings wenig erfolgreich (Rice
und Koziel, 2015). Es zeigte sich, dass ausgebildete Drogen- oder
Sprengstoffsuchhunde (N =30) keine der kinstlichen Trainingssubstanzen flr
Marihuana -, Heroin - oder TNTin einem Test anzeigten (Macias et al., 2008).

Noch schwieriger ist es, wenn der Zielgeruch gar nicht bekannt ist oder dessen
Existenz nur vermutet wird. Das trifft beim Training fur Geruchshunde fur
Krebserkrankungen beim Menschen zu (Elliker et al., 2014), aber auch bei der
Brunstanzeige bei Milchkiihen (PUBLIKATION 3). In diesen Fallen werden den
Hunden im Training Proben prasentiert, von denen angenommen wird, dass der
Zielgeruch enthalten ist. Im Falle der Anzeige von Lungenkrebs sind das Atemluft -
oder Urinproben von Patienten mit einer gesicherten Krebsdiagnose. Als negative
Kontrollprobe wird Probenmaterial von gesunden Probanden verwendet. Die
Existenz eines spezifischen Krebsgeruchs wird angenommen, wenn die Hunde die
Proben von kranken und gesunden Menschen nach dem Training unterscheiden
kénnen. Es muss also exakt darauf geachtet werden, dass die Proben sich
ausschlief3lich durch die Krebserkrankung unterscheiden. Gibt es andere
systematische Unterschiede, z.B. der Entnahmeort der Proben (Krankenhaus,
Praxis, Wohnung), Lebensgewohnheiten (Rauchen oder Nichtraucher) oder
Geschlecht kann es zu systematischen Trainingsfehlern kommen.

Tatsachlich kann nicht vorhergesagt werden, wie ein Hund einen Geruch erkennt
(Goth et al., 2003). Eine Hypothese ist, dass der Hund die Gesamtheit der
Geruchsstoffe in einer Probe als einen Geruch wahrnimmt. Andererseits ist aber
auch mdglich, dass die Hunde einzelne Geruchsstoffe aus der Stoffmischung zur
Identifizierung des Geruchs verwenden. Unbekannt ist auch, ob und wie sich ein
Geruch durch Hinzufiigen oder Entfernen einzelner Geruchsstoffe verandert. Es kann
die Hypothese aufgestellt werden, dass der Geruchssinn analytisch arbeitet und die

einzelnen Geruchsstoffe in einer Mischung identifiziert. Alternativ kénnte auch durch
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einen neuen Geruchsstoff ein vollig anderer Geruch wahrgenommen werden, da das

Stimulationsmuster der OR verandert wird (Lazarowski und Dorman, 2014).

Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit Fragestellungen zu synthetischen
Geruchsmischungen fur das Training von Brunstsuchhunden untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass eine chemisch hergestellte Geruchsmischung mit Substanzen
die bei der GC - MS Analyse von Vaginalsekret von Kithen im Ostrus identifiziert
worden sind, von Brunstsuchhunden als Ostrus erkannt wurden. Umgekehrt reichte
ein Training mit diesen Substanzen jedoch nicht aus, um Hunde zu trainieren,
natirlichen Ostrus - spezifischen Geruch zu erkennen (PUBLIKATION 5).

Des Weiteren wurde ein standardisiertes Geruchsmodell entwickelt. Damit haben wir
gepruft, ob der Lernerfolg der Hunde sich unterscheidet, wenn Hunden der zu
lernende Geruch im Training in einer Mischung oder als reiner Geruch prasentiert
wird (PUBLIKATION 8). Dazu wurden Geruchsmischungen mit 7 Krautern in
unterschiedlicher Zusammensetzung mit oder ohne Kamille als Zielgeruch
hergestellt. Finf Hunde in zwei Gruppen wurden fir diese Studie trainiert. Drei
Hunde wurden mit reiner Kamille trainiert und zwei Hunde mit Geruchsmischungen,
die Kamille enthielten. Hunde beider Gruppen konnten Kamille in dem vorher
trainierten Kontext mit einer Sensitivitat zwischen 64 % und 83 % und einer Spezifitat
zwischen 79 % und 88 % erkennen. Die Hunde in der Trainingsgruppe mit der
Geruchsmischung bendtigten mehr Trainingseinheiten fur den Trainingserfolg. In
einem weiteren Test wurde geprift, ob die Hunde Kamille in dem jeweilig anderen
Kontext anzeigen kénnen. Hier bei zeigt sich, dass die Hunde, die mit Kamille in der
Geruchsmischung trainiert worden waren, Kamille als Einzelsubstanz genauer
anzeigten, als die Hunde die mit der isolierten Kamille trainiert worden waren und
diese jetzt in der Geruchsmischung erkennen sollten. Mit dieser Studie konnten wir
zeigen, dass mit beiden Trainingsansatzen (Mischung oder Einzelsubstanz) der
Zielgeruch trainiert werden konnte. Ein Training mit den komplexeren Mischungen
dauerte zwar langer, allerdings konnten so trainierte Hunde den Zielgeruch in

anderen Kontexten besser wiederfinden.

In einem weiteren Projekt wurden Geruchsmischungen hergestellt, die Substanzen
enthielten, die in der GC -MS als krebsverdéachtig identifiziert worden sind
(PUBLIKATION 10). Es konnte gezeigt werden, dass Hunde, die auf Atemluft von
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Patienten mit Lungenkrebst trainiert wurden, diese Substanzen in synthetischen

Luftproben als positive fur Krebs anzeigten.

7. 2 Kriterien fir die Bewertung wissenschaftlicher Arbeiten mit
Geruchshunden

Unbestritten ist, dass Hunde einen hervorragenden Geruchssinn haben. Allerdings
scheinen die Leistungen von einzelnen Suchhunden tberdurchschnittlich zu sein.
Traditionell wurde Wissen und Erfahrungen tber Arbeit mit Geruchshunden unter
Hundetrainern ohne wissenschaftliche Evidenz weitergegeben. Mit den wachsenden
Aufgabengebieten, ist aber der Anspruch an die Zuverlassigkeit der Hunde gestiegen
(Hickey et al., 2012). In Amerika gilt die Anzeige von Geruchshunden bei der
Identifizierung von mutmalfilichen Téatern, sowie Besitzern von Drogen als gerichtsfest
(Furton et al., 2015). Werden Hunde in der Diagnose fur Erkrankungen eingesetzt, ist
eine hohe Genauigkeit besonders wichtig. Andernfalls kbnnten vorhandene
Erkrankungen nicht erkannt oder gesunde Probanden falschlicherweise als krank
definiert werden. Im ersten Fall wiirde eine Behandlungsoption vergeben werden. Im
zweiten Fallwirden unnoétige und belastende weitere Untersuchungen, unnétige
Angste oder Uberflissige Therapien verursacht werden (Pirrone und Albertini, 2017).
Daher kann ein gesteigertes wissenschaftliches Interesse an der Arbeit mit
Geruchshunden verzeichnet werden. Bei einer Literaturrecherche mit den
Schlagwdrtern ,scent” und ,detection” und ,dog“ konnten 2012 nur 31 englische oder
deutsche Artikel zu dem Thema ,,Geruchshunde® gefunden werden; 2015 dagegen
waren es 87 (PUBLIKATION 2 und 7).

Insbesondere auf dem Gebiet der Diagnostik von Tumorerkrankungen sind nach der
Veroffentlichung eines Fallberichtes in ,, The Lancet* vor 30 Jahren (Williams und
Pembroke, 1989) zahlreiche Arbeiten mit speziell trainierten Hunden zu diesem
Thema erschienen (Edwards et al., 2017). Die Ergebnisse dieser Studien waren
heterogen. Einige Arbeiten berichteten von Spezifitdten und Sensitivitdten der
Erkennung durch Hunde von 78 - 98 % und 71 - 99 % (McCulloch et al., 2006;
Ehmann et al., 2012), wogegen andere Autoren wesentlich geringere Sensitivitaten
(3 - 71 %) und Spezifitaten (8 - 53 %) berichteten (Amundsen et al., 2014; Elliker et
al., 2014). Die Komplexitat von Training und anschlielRendem Test spiegelt sich in
unterschiedlichen Ergebnissen zu Sensitivitat und Spezifitat wieder (PUBLIKATION
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7) und macht eine sorgféltige Qualitatssicherung im Umgang mit Geruchshunden
notwendig (Edwards et al., 2017).

Eine mangelnde Genauigkeit in der Geruchserkennung von Hunden kann viele
Ursachen haben. Dieses kann unter anderem an der mangelnden Fahigkeit des
individuellen Hundes liegen. Leider ist die durchschnittliche Anzahl der Hunde in den
Geruchsstudien mit 4,6 so gering, dass individuelle Faktoren nicht untersucht werden
konnten (PUBLIKATION 2). Nur eine Studie basierte auf 164 Hunden (Jezierski et
al., 2014), welche vier unterschiedlichen Rassen angehdrten. In dieser Studie konnte
gezeigt werden, dass Terrier eine geringere Genauigkeit als Deutsche Schaferhunde

in der Sucharbeit erreichten.

Die Wahl des Trainingsgeruchs kann eine entscheidende Fehlerquelle sein, indem
der Hund auf einen falschen Geruch trainiert wird (Edwards et al., 2017).
Belohnungs- und Bestrafungskonzepte (Nevin, 2012), Einfluss des Trainers (Ruffman
und Morris-Trainor, 2011) und Anzahl der Trainingsproben (Edwards et al., 2017)

kénnen weitere Ursachen fur unterschiedliche Studienergebnisse sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden wissenschaftliche Publikationen zum Thema
Geruchshunde auf ihre wissenschaftliche Evidenz hin beurteilt. In einer
systematischen Literaturrecherche wurden 14 Arbeiten zu Geruchshunden analysiert
(PUBLIKATION 2). Es konnte gezeigt werden, dass die Beurteilung und
Vergleichbarkeit der Studien durch grof3e methodische Unterschiede und mangelnde
Informationen schwierig ist. Selten werden Informationen zu Qualifikationen der
Hundetrainer gegeben. Auch die Strategie bei Falschanzeigen der Hunde wird nicht
genannt. Die Verblindung des Hundetrainers bzw. Versuchsleiters in den
Geruchstests ist wichtig, um versteckte Hinweise durch den Menschen zu vermeiden.
Solche versteckten Hinweise kdnnen die Suchergebnisse stark verfalschen (Lit et al.,
2011). Dieses Kriterium wurde nur in 7 von 14 Studien beschrieben. Als weitere
Einflussmdglichkeit wurde die Qualitat der Testproben identifiziert. Es ist von grol3er
Bedeutung, dass in einer Testsituation nur Geruchsproben verwendet werden, die
nicht im Training eingesetzt wurden. Nach einer systematischen Literaturrecherche
2015 zum Thema Geruchshunde wurden 53 geeignete Vero6ffentlichungen nach ihrer
Evidenz anhand einer Checkliste bewertet (PUBLIKATION 7). EIf dieser Arbeiten
wurden als exzellent, 29 als ausreichend und 13 als mangelhaft bewertet. Eine
niedrige Evidenzstufe wiesen Untersuchungen auf mit einer geringen Anzahl an

Hunden, mangelnden Informationen tber Trainingsablauf und/oder einer nicht
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durchgefuihrten Verblindung wahrend des Geruchstests, der Verwendung von
bekannten Proben im Test und einer ungeniigenden Diskussion mdglicher Einflliisse
auf die Testergebnisse. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde eine ,best practice”
Empfehlung fir Geruchstests entworfen, um die Fehlerquellen bei der Konzeption

von Testverfahren fur Geruchshunde minimieren zu kénnen (PUBLIKATION 7).
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8 Diskussion

,Keine Kritik wirde mich harter treffen, wie der misstrauische Blick einer meiner
Hunde!*

(James Gardner)

Die im Rahmen dieser Habilitationsschrift zusammengefassten Untersuchungen
konnten zeigen, dass der Einsatz von Geruchshunden in Praxis und Forschung eine
valide und sinnvolle Methode zur Geruchsdiagnose ist. Voraussetzung ist allerdings
die kritische Evaluierung der Aufgabenstellung und die Konzipierung und Umsetzung
evidenzbasierter Testverfahren. Im Folgenden soll diskutiert werden, wie der Einsatz
von Geruchshunden im Fruchtbarkeitsmanagement von Milchrindern zu bewerten ist,
welche Rolle Geruchshunde in der Weiterentwicklung der Geruchsdiagnostik in der
Humanmedizin spielen kénnten, und schliel3lich welche Limitationen beim Einsatz

von Geruchshunden zu beachten sind.

8.1. Einsatzmoglichkeiten von Geruchshunden auf Milchviehbetrieben

8.1.1. Der Brunstsuchhund

Gutes Fruchtbarkeitsmanagement wird durch rechtzeitiges Besamung der Kuh nach
der Kalbung gewahrleistet. Effektive Brunsterkennung ist daftir eine wesentliche
Voraussetzung. Wie oben aufgefuihrt, gibt es verschiedene Methoden zur
Brunsterkennung, die sich durch Arbeitsaufwand, Investition und erreichbare
Brunsterkennungsraten unterscheiden.

Fur die Brunsterkennung anhand eines Ostrus — spezifischen Geruches kann ein
Suchbulle eingesetzt werden. Die Brunsterkennungsrate eines Suchbullen liegt Gber
80 % (Banuvalli et al., 2015). Ein Suchbulle ist in der Regel vasektomiert und tragt
ein Farbkissen an der Brust, mit dem die Kiihe, die er bespringt, gekennzeichnet
werden. Die Haltung von Bullen, ins besonders in der Laufstallhaltung ist allerdings
mit erheblichen Gefahren verbunden. Die Zahl der in Deutschland gemeldeten
Arbeitsunfalle mit Bullen lag im Jahr 2016 bei 565. Dabei starben 4 Personen
(Sozialversicherung fur Landwirtschaft, Forsten und Gartenbau, 2017).

Auch Hunde kénnen den Ostrus - spezifischen Geruch von Kiihen identifizieren. Die
Genauigkeit der Hunde ist mit der Brunsterkennungsrate von Suchbullen
vergleichbar (Kiddy et al., 1978; Hawk et al., 1984; Kiddy et al., 1984, PUBLIKATION
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1 und 3). In den genannten Studien wurden Proben von den Kihen entnommen und
den Hunden ,kuh — fern* und unter kontrollierten Bedingungen prasentiert. Ein
Brunstsuchhund in einem Rinderbetrieb ware aber nur sinnvoll, wenn der Hund
selbstandig den Ostrus - spezifischen Geruch ,kuh — nah* aufsucht. Die Fahigkeit,
Geruche selbststandig aufzusuchen, ist ein wesentlicher Vorteil von Hunden in der
Geruchsdiagnostik.

In der Annahme, dass die Hauptgeruchsquellen fir Ostrus - spezifischen Geruch
Vaginalsekret oder Urin sind, musste der Hund allerdings im urogenital Bereich der
Kuh schnuffeln. Dabei ist die Kontamination des Hundes mit Kot und Giille nicht zu
vermeiden. Das ist hygienisch problematisch. Weiterhin wiirde ein Hund, der
zwischen den Kihen lauft, zu Unruhe fiilhren und eventuell aggressives Verhalten
der Kiihe dem Hund gegenuber auslosen. Eine mogliche Alternative ist, dass
Geruchshunde auf einem milcherzeugenden Betrieb brinstige Kiihe anzeigen, wenn
die Kihe im Fressfanggitter fixiert sind und der Hund sich auf dem Futtergang
bewegt. Deshalb war es die Hypothese einer von mir durchgefiihrten
Untersuchungen zu priifen, ob Kithe auch im Kopfbereich Ostrus - spezifischen
Geruch ausscheiden. Mogliche Ausscheidungswege sind Atemluft oder Speichel. Die
Gewinnung und Lagerung von Speichelproben von briinstigen und nicht briinstigen
Kihen erwies sich im Gegensatz zu Atemluftproben als praktikabel. Es konnte
gezeigt werden, dass fir Geruchshunde ausreichend Ostrus - spezifischer Geruch im
Speichel vorhanden ist (PUBLIKATION 3). Die Genauigkeit der Hunde in der
Differenzierung von brinstigen und nicht brinstigen Kiihe war allerdings geringer, als
in den Arbeiten mit Vaginalschleim und Urin. Es ist anzunehmen, dass die
Konzentration des Geruches im Speichel geringer ist, da der primare
Ausscheidungsort der Urogenitaltrakt ist.

Alle bisherigen Studien, die sich mit der Frage beschéftigen, ob Geruchshunde
Ostrus - spezifischen Geruch erkennen kénnen, wurden in einer laborahnlichen
Umgebung durchgefuhrt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
Geruchshunde Ostrus — spezifischen Geruch auch in der Stallumgebung erkennen
kénnen und der brinstigen Kuh zuordnen kénnen. In unserer Studie zeigten die
Hunde in abschlieRenden Test brunstige Kilhe mit einer Sensitivitat von 71,9 % und
Spezifitdt von 93 % an (PUBLIKATION 4) an. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit
Aktivitatsmessungen (Saint-Dizier und Chastant-Maillard, 2012), 3 x 30 min
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Brunstbeobachtung (Roelofs et al., 2010) oder dem Einsatz von Suchbullen
(Banuvalli et al., 2015).

Das Training der Hunde in dieser Studie hatte 14 Monaten gedauert. Die Ausbildung
von Zoll -, Sprengstoff -, oder Drogen - Suchhunden dauert nach einer
vorbereitenden Junghundeausbildung 16 -18 Monate (Fjellanger et al., 2002) und ist
somit vergleichbar. In unserer Studie musste ein grofRer Teil der Trainingszeit fur die
Adaptation der teilnehmenden Hunde an die Stallumgebung und die Kiihe
aufgewendet werden, da die Hunde zu Beginn starkes Meide - Verhalten gegenuber
den Kiuhen zeigten. Die Auswahl der Hunde fir dieses Projekt erfolgte auf der Basis
ihrer Verfugbarkeit. Es ist anzunehmen, dass die Ausbildungsdauer durch die
Auswahl geeigneter Hunde verkulrzt werden kann. Meist sind die Kriterien fur die
Auswahl von Geruchshunden subjektiv (Rooney et al., 2004), Brunstsuchhunde
sollten keine Angst vor Kiihen und eine hohe Arbeitsmotivation haben.

8.1.2. Okonomie

Bei der Auswahl der geeigneten Brunsterkennungsmethode flr einen
Milchviehbetrieb spielt die Okonomie eine groRRe Rolle (Mottram, 2016).
Investitionskosten fur ein technisches System zur Brunsterkennung anhand der
Bewegungsaktivitat liegen zwischen € 150 - 300 /pro Kuh (Fasching, 2017). Die
Anschaffung eines Hundes liegt bei € 500 - 1000 und ca. € 500 Unterhalt pro Jahr
(VDH, 2017). Hinzukommen Kosten fur die Ausbildung des Hundes. Diese werden je
nach Eignung des Hundes und Trainingsfahigkeiten des Hundefiihrers stark
variieren. Derzeit gibt es noch keine Lehrgange fur die Ausbildung von

Brunstsuchhunden.

Es konnte gezeigt werden, dass Geruchshunde eine mdgliche Methode zur
Brunsterkennung in einem Milchviehbetrieb sind. Der umfassende Vergleich unter
Berucksichtigung von wirtschaftlichen und arbeitszeitlichen Aspekten, sowie der
Brunsterkennungsrate von technischen Methoden, wie der Aktivitatsmessung und

einem Brunstsuchhund steht noch aus.
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8.1.3. Weitere Einsatzmdglichkeiten von Geruchshunden in der
Rinderproduktion

Es ist bekannt, dass Hunde auf mehr als einen Geruch trainiert werden kénnen
(Williams und Johnston, 2002). Sowohl Drogenspurhunde als auch Sprengstoffhunde
mussen mehr als einen Geruchsstoff anzeigen (z.B. Marihuana und Kokain)
(Lazarowski und Dorman, 2014). Hat sich ein Landwirt fur die Anschaffung eines
Brunstsuchhundes entschieden, stellt sich die Frage, ob es weitere Einsatzgebiete
fur einen Geruchshund auf einem Milchviehbetrieb geben kann. Eine potentielle
Anwendung ist die Diagnose von puerperalen Erkrankungen oder
Stoffwechselerkrankungen. Bei der puerperalen Metritis ist z.B. die Qualitat des
Geruches pathognostisch und therapieentscheidend (Sheldon et al., 2006). Bei der
Endometritis des Rindes konnte die Dichte der Bakterienpopulation mit der Qualitat
des Geruches korreliert werden (Williams et al., 2005). Untersuchungen mit einer e
- nose haben gezeigt, dass Metritis mit grof3er Genauigkeit am Geruch erkannt
werden kann. Die Ubereinstimmung der Geruchsempfindung verschiedener
menschlicher Untersucher war allerdings nur moderat (Sannmann et al., 2013). Es
kann angenommen werden, dass Hunde darauf trainiert werden kénnen, den Metritis
- spezifischen Geruch zu erkennen. Der Einsatz eines Hundes hatte den Vorteil, dass
der Hund, eine an Metritis erkrankte Kuh im Stall selbststandig aufsuchen kénnte. Bei
einer Diagnose mit einer e - nose musste Vaginalsekret entnommen werden, und

,kuh — fern* untersucht werden.

Auch bei der Ketose kann Geruch pathognostisch sein. Die Ketose der Milchkuh
kann die Gesundheit, Fruchtbarkeit und Produktivitat negativ beeinflussen (Cooper,
2014). Die Pravalenz der klinischen Ketose in der Fruhlaktation liegt bei bis zu 20 %,
der subklinischen Ketose sogar bei bis zu 50 % (Duffield, 2000). Die subklinische
Ketose wird durch die Bestimmung von Beta-hydroxy-butyrat im Blut, bei einem
Grenzwert von 1,2 mmol/ | diagnostiziert (McArt et al., 2012; Ruoff et al., 2016).
Durch den Uberschuss an Ketonkorpern im Blut stromen Kithe mit klinischer Ketose
einen Geruch von Aceton aus (Stober und Grinder, 1990). Der Geruch von Aceton
ist auch fur Diabetes mellitus Patienten, wahrend der hypoglykdmischen Phasen (<
4mmol /1) bekannt. Sogenannte ,Hypohunde* oder Diabeteswarnhunde reagieren auf
den Abfall an Blutglukose ihres Halters und zeigen es durch Bellen oder Pfételn an
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(Seewoodhary et al., 2014). Es ist also anzunehmen, dass Hunde trainiert werden
kénnen, auch die Ketose des Rindes anzuzeigen. Es ware zu Uberprifen, ob der

Hund in der Lage ist, auch subklinische Formen der Ketose am Geruch zu erkennen.
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8.2. Geruchsdiagnose in der Medizin

Geruchsdiagnose, mit technischen oder biologischen Verfahren, kann ein schnelles,
empfindliches und nicht — invasives Diagnoseverfahren fur Tumor-, Stoffwechsel-
und Infektionskrankheiten bei Menschen sein (Capelli et al., 2016).

Eine in den letzten Jahren ansteigende Anzahl von Veroffentlichungen beschreibt
Studien zur Diagnose von Erkrankungen im Geruch von Atemluft, Urin und Blut
(Edwards et al., 2017). Die Ergebnisse der Studien zeigen tiberwiegend, dass mit e-
nose, GC —MS oder mit Geruchshunden verschiedene Gesundheitszustande mit
gro3er Genauigkeit anhand spezifische Gerlche unterschieden werden kdnnen
(Ulanowska et al., 2011; Wallace und Pleil, 2018). Daher ist es erstaunlich, dass
nach Erscheinen der ersten Arbeit vor 50 Jahren (Cone, 1968) bis heute nur wenige
Methoden von der Europaischen Arzneimittel Agentur als Diagnoseverfahren
anerkannt wurden. Zu den anerkannten Methoden gehdren zum Beispiel die
Atemanalysen zum Alkoholkonsum von Autofahrern, die Diagnose von Helicobacter
pylori bei Magengeschwiren oder die Erkennung von Abstof3ungsreaktionen bei
Herztransplantationen (Amann et al., 2014). Nach meiner Kenntnis wird derzeit keine
der Methoden der Geruchserkennung zur Routinediagnostik von Erkrankungen

eingesetzt.

8.2.1. Herausforderungen bei der Entwicklung einer Methode zur
Geruchsdiagnose von Krebserkrankungen

In Studien zur Identifizierung eines Geruches, der fur Krebs spezifisch sein konnte
(Brooks et al., 2015, Pirrone und Albertini, 2017), werden Geruchsproben von
Krebspatienten mit Proben von gesunden oder anderweitig erkrankten Probanden
verglichen. Die Beschaffung einer ausreichenden Menge an geeigneten Proben ist
eine Herausforderung. Denn fir die Validitat dieser Studien ist von groR3er
Bedeutung, dass die zu untersuchenden Proben sich nur durch die Krebserkrankung
unterscheiden. Ansonsten besteht die Gefahr, dass andere Kriterien, wie z.B. der
Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern, alten und jungen Menschen
sowie Proben aus dem Krankenhausumfeld und Proben aus niedergelassenen
Praxen einen Geruch erzeugen, durch den die Proben unterschieden werden kénnen
(Jezierski et al., 2014, PUBLIKATION 2). Diese Gefahr besteht auch, wenn Hunde
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trainiert werden, einen krebsspezifischen Geruch zu erkennen. Walczack et al.
(2012) stellten fest, dass die Unterscheidung von gesunden und an Lungenkrebs
erkrankten Probanden fir Geruchshunde schwieriger war, wenn alle Proben im
Krankenhaus genommen worden waren. Sie vermuten, dass der Geruch der

Krankenhausluft ein Einflussfaktor fur die Genauigkeit der Hunde war.

Der Gberwiegende Anteil der veroffentlichten Arbeiten, beschrankt sich
Untersuchungen mit einer Methode der Geruchsdiagnostik. Eine Kombination von
Geruchshunden und technischen Diagnoseverfahren wie der e — nose oder GC —-MS
koénnte die Limitationen der jeweiligen Methode verringern.

Die Saugetiernase erkennt Geruchsstoffe mit einer kombinierten Strategie. Ein
olfaktorischer Rezeptor kann an mehrere unterschiedliche Geruchsstoffe binden und
ein Geruchsstoff kann von unterschiedlichen Rezeptoren gebunden werden
(Firestein, 2001). Ein Makrosmatiker kann so mit den ca. 1000 funktionalen
olfaktorischen Rezeptoren eine Vielzahl von Gerlichen differenzieren. Die
Funktionsweise der e — nose wurde der Sdugetiernase nachempfunden. Die
olfaktorischen Rezeptoren wurden durch chemische Sensoren verschiedener Art
simuliert. Allerdings hat eine e —nose zur Geruchsdifferenzierung statt 1000
Rezeptoren je nach Bauart nur eine verhaltnismafig kleine Anzahl von Sensoren (8 -
64). Die von den Sensoren empfangenen Signale werden durch ein kinstliches
neuronales Netzwerk zu einem Muster verarbeitet. Durch Mustervergleiche kbnnen
so Geruche differenziert werden. Eine e — nose muss also, ebenso wie ein Hund, auf
Geriiche trainiert werden.

Mit der GC -MS kdnnen Geruchsstoffe qualitativ und quantitativ bestimmt werden.
Inwieweit diese Substanzen einen spezifischen Geruch erzeugen, ist daraus
allerdings nicht abzuleiten (Gasparri et al., 2016). So wurden in den letzten 10
Jahren mehr als 100 Geruchsstoffe identifiziert, die vermehrt oder ausschlieflich in
Geruchsproben von Patienten mit Lungenkrebs vorkamen. Ob und welche dieser
Substanzen einen fur Lungenkrebs spezifischen Geruch erzeugen, konnte aber noch
nicht ausreichend evaluiert werden (Haick et al., 2014).

In zwei Studien wurden die Analyse der GC — MS mit Geruchshunden kombiniert
(Buszewski et al.,2012, PUBLIKATION 10). Buszewski et al. (2012) untersuchten
einen Zusammenhang zwischen dem Anzeigeverhalten von Hunden bei Proben von
Lungenkrebspatienten und den Ergebnissen aus der GC- MS Analyse dieser Proben.
Sie konnten zeigen, das 2-Pentanon und Ethylacetat die hochste positive Korrelation

(r= 0,85 und r= 0, 5) mit einer Anzeige der Hunde hatten.
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Wir konnten zeigen, dass Geruchshunde einen Geruch aus komplexen
Geruchsmischungen als gemeinsame Komponente herausfiltern kénnen
(PUBLIKATION 1,3 und 8). Mit Geruchshunden kénnte getestet werden, ob Proben
von Patienten unterschiedlicher Gesundheitszustande am Geruch unterschieden
werden konnen. So kann herausgefunden werden, ob es Gberhaupt einen
spezifischen Geruch fir eine Erkrankung gibt, mit dem anschliel3end eine e — nose
zur Erkennung von z.B. Lungenkrebs, Asthma oder Pneumonie trainieret werden

konnte.

8.2.2.Geruchsdiagnose von Bakterien

Die Behandlung von bakteriell bedingten Infektionskrankheiten erfolgt meist mit
antimikrobiell wirksamen Substanzen. Fir eine spezifische Therapie und zur
Vermeidung von Resistenzen ist die Bestimmung des kausalen Erregers nétig. Der
Goldstandard fur die Erregerbestimmung ist nach wie vor die Anzucht auf Nahrbéden
(Krémker und Leimbach, 2017). Eine Geruchsdiagnose kann ohne vorherige Anzucht
erfolgen, eine Zeitverzdgerung von Erregerdiagnose und Therapie entfallt. Von
einigen Erregern ist bereits gezeigt worden, dass sie durch einen spezifischen
Geruch identifiziert werden kénnen (Weetjens et al., 2009; Bomers et al., 2012,
PUBLIKATION 9). In Krankenhausern wurden Geruchshunde fiir die Detektion von
Clostridium difficile eingesetzt (Bomers et al., 2012). In Angola und Mosambik ist der
Einsatz von Riesenhamsterratten (Cricetomys gambianu) als Screeningmethode fur
Mycobacterium tuberculosis Infektionen des Menschen (Weetjens et al., 2009)
erfolgreich getestet worden.

Auch in der Nutztierpraxis ist die Bestimmung des kausalen Erregers einer
Infektionskrankheit wichtig fiir die Auswahl des wirksamen Antibiotikums. Eine der
haufigsten Indikationen fir den Einsatz von Antibiotika beim Milchrind ist die Mastitis
(Kuipers et al., 2016). Es konnte gezeigt werden, dass Staphylococcus aureus, ein
haufiger Mastitiserreger, anhand seines spezifischen Geruchs mit einem
kolorimetrischen Sensorarray oder mit trainierten Hunden identifiziert werden kann
(Lim et al., 2016, PUBLIKATION 9). Die Geruchshunde wurden mit Milchproben
trainiert, in die S. aureus in einer Konzentration von 10 @ KBE/ml inokuliert worden
war. Die so trainierten Hunde wurden getestet, ob sie S.aureus in Milchproben von

an Mastitis erkrankten Kiihen erkennen. Diese Proben waren grobsinnlich stark
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verandert und hatten Eiter — und Blutbeimengungen. Trotz der stark veranderten
Begleitgeriiche erkannten die Geruchshunde die Proben mit S. aureus mit einer
Spezifitdt und Sensitivitat von 93,2 % und 59,0 % (PUBLIKATION 9). Der Einsatz
von Hunden im Labor ist impraktikabel, aber die Erkenntnis, dass Erreger durch
einen spezifischen Geruch ohne vorherige Anzucht in Milchproben zu erkennen sind,
lasst die Entwicklung labortauglicher Gerate, wie einer e - nose (Lim et al., 2016)
vielversprechend erscheinen. Allerdings muss hier noch untersucht werden, welche
Erregerkonzentrationen in der Milch tatsachlich von den Hunden oder der e — nose

erkannt werden kénnen.

8.3. Grenzen im Einsatz von Geruchshunden

Zur Kontrolle der Messgenauigkeit werden technische Gerate in der klinischen
Diagnostik regelmaRigen kalibriert. Ublicherweise werden dafiir negative oder
positive Standartproben mituntersucht.

Geruchshunde sind Lebewesen, deren Leistung durch Faktoren wie Motivation,
Konzentration, Ermidung, Hunger, Durst und auf3erliche Ablenkungen negativ
beeinflusst werden kann (Hackner und Pleil, 2017). Wie oben beschrieben, ist die
Wahrnehmung eines Geruches eine Empfindung, die bisher nicht mit qualitativen
oder quantitativen Messmethoden bestimmt werden kann (Auffarth et al., 2013). Eine
Evaluierung der Leistung eines Geruchshundes ist daher eine Herausforderung
(Jezierski et al., 2014).

Es kann sich zum Beispiel um einen Trainingsfehler handeln. Geruchsdetektion wird
Hunden Uber operante Konditionierung mit positiver Verstarkung beigebracht. Dabei
wird ein Verhalten trainiert, z.B. Sitzen oder Bellen, mit dem der Hund das
Vorhandensein des Zielgeruches anzeigt (PUBLIKATION 1). Eine grol3e
Herausforderung im Geruchstraining ist, dass die Hundetrainerin nicht kontrollieren
kann, welchen Geruch ein Hund aktuell wahrnimmt, wenn dieser das
Anzeigeverhalten zeigt. Es ist durchaus mdglich, dass der Hund auf einen zufalligen
Begleitgeruch des Zielgeruchs trainiert wird. Lorenzo et al. (2003) zeigten, dass
Sprengstoffhunde nicht die gesuchte Substanz, sondern ein Losungsmittel in der
Explosivstoffmischung anzeigten. Die so trainierten Hunde werden einen Sprengstoff,
der dieses Losungsmittel nicht enthalt, nicht anzeigen.

Bei nachlassender Suchleistung, kann das Interesse fur den Zielgeruch verloren
gegangen sein, oder die Konzentration des Hundes bei der Suche eingebrochen sein
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(Jezierski et al., 2014). Geruchsproben werden ublicherweise den Hunden auf immer
gleiche Weise prasentiert, z.B. in Gefal3en in einer Reihe oder Kreis. Im Gegensatz
zu der freien Jagd im Feld ist diese Arbeit eintdnig und die Arbeitsmotivation der

Hunde kann verloren gehen (Hackner und Pleil, 2017).

Um abschatzen zu kénnen, in welcher Verfassung sich der Hund vor einem Einsatz
befindet, wurde fur Sprengstoffhunde ein ,universal detector calibrant” entwickelt.
Dieser Geruchstoff ist temperaturstabil mit geringer chemischer Reaktivitat, kommt
selten in der Umwelt vor und ist ungefahrlich im Umgang (Furton und Beltz, 2017).
Vor dem Einsatz kann die Leistungsbereitschaft des Hundes mit diesem Geruchsstoff

objektiv gepruft werden.

Bei Geruchdiagnostik von Erkrankungen mit Geruchshunden kénnte man
vergleichbar mit den technischen Verfahren, positive oder negative Kontrollen
untersuchen, um die Zuverlassigkeit des Geruchshundes zu tberpriufen. Bei
technischen Diagnosemethode kdnnen entsprechende Standards verwendet werden.
Es konnte aber gezeigt werden, dass Hunde in der Lage sind, sich individuelle
Proben zu merken (PUBLIKATION 7), so dass positive und negative Kontrollproben
nicht mehrfach verwendet werden durfen. Es ist eine grol3e Herausforderung einem
Geruchshund fur jeden Testdurchlauf zusatzlich zu der zu untersuchenden Probe,
eine unbekannte positive und negative Probe zu prasentieren (Elliker et al., 2014).
Eine so grol3e Anzahl an von Patienten mit einer gesicherten Diagnose (positiv
Kontrolle) und negativen Kontrollen von gesunden Probanden oder Patienten mit
anderen Erkrankungen (z.B. Asthmapatienten beim Test auf Lungenkrebs) bereit zu

stellen, ist ein Problem.
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9 Ausblick

,Dem Hunde, wenn er gut erzogen, wird selbst ein weiser Mann gewogen."

(Johann Wolfgang von Goethe)

Die Vor — und Nachteile von drei diagnostischen Methoden von Gerlchen,
Geruchshunde, e — nose und GC — MS, wurden im Rahmen dieser Arbeit diskutiert.
Weiterhin wurde festgestellt, dass derzeit keine Methode zur Geruchsdiagnostik fir

die Erkennung einer Erkrankung routinemaRig eingesetzt wird.

Es ist gezeigt worden, dass Hunde einen spezifischen Geruch in verschiedenen
Geruchsmischungen und Medien wiedererkennen kénnen (Hackner und Pleil, 2017,
PUBLIKATION 8). Brunstsuchhunde wurden eingesetzt, um zu testen, ob ein
synthetisch hergestelltes Spray mit Substanzen, die in der GC — MS als Ostrus -
spezifisch identifiziert worden sind, geruchlich dem nattrlichen Brunstgeruch
entspricht (PUBLIKATION 5). Ein &hnlicher Ansatz wurde in einer
Machbarkeitsstudie mit zwei auf Lungenkrebs trainierten Hunden durchgefihrt
(PUBLIKATION 10). Ziel dieser Studie war es, in der GC —MS identifizierten
Substanzen einen mutmalilichen krebsspezifischen Geruch zuzuordnen. Dafr
wurde das Anzeigeverhalten der Geruchshunde getestet, wenn ihnen synthetisch
hergestellte Luftproben prasentiert wurden. Die Proben in dieser Studie enthielten 1-
Butanol, 2-Butanon, 2-Pentanon und Hexanal. Diese Substanzen waren zuvor mit
einer GC - MS aus Atemluftproben von Lungenkrebspatienten herausgearbeitet
worden und in Publikationen zu diesem Thema als spezifisch fur Lungenkrebs
beschrieben worden (Ulanowska et al., 2011). Bei drei von vier Proben zeigten die
Hunde das Verhalten, dass sie fur die Anzeige von Krebsgeruch gelernt hatten. Die
Anzahl der Hunde und auch die Variation der getesteten Proben waren in dieser
Studie sehr begrenzt (PUBLIKATION 10). Die Erkenntnisse weisen aber darauf hin,
dass sich in Studien zur Identifikation eines krebsspezifischen Geruches,

Geruchshunde und chemischer Analytik sinnvoll ergdnzen kdnnen.

Far die Entwicklung eines Verfahrens zur Geruchsdiagnostik fur den klinischen Alltag
ware somit ein mehrstufiges Vorgehen, indem alle drei Methoden eingesetzt werden,
denkbar.
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Im ersten Schritt wirden mit der GC —MS Substanzen identifiziert werden, die fur die
gesuchte Erkrankung spezifisch sein kdnnten. Mit diesen Substanzen in
verschiedenen Kombinationen und Konzentrationen wirden synthetische
Geruchsproben hergestellt. Im nachsten Schritt wirden Geruchshunde trainiert, die
gesuchte Erkrankung am Geruch zu erkennen. Mit diesen Hunden kdnnte getestet
werden, welche Kombination von Substanzen in den synthetischen Proben einen
Geruch erzeugen, den die Hunde als krebsspezifisch anzeigen. In einem letzten
Schritt kdnnte mit diesem, synthetisch und daher wiederholbar herstellbarem, Geruch
eine e — nose trainiert werden. Die so trainierte e — nose kdnnte im klinischen Alltag

zur Diagnose der gesuchten Erkrankung eingesetzt werden.

Der Einsatz einer Methode zur Geruchsdiagnose im klinischen Alltag sollte eine
grol3e Zuverlassigkeit, d.h. eine hohe Wiederholbarkeit und Genauigkeit der
Ergebnisse bedingen. Bisher fihren Unterschiede im Versuchsaufbau, Durchfiihrung
und Auswertung von Studien zur Diagnose von Erkrankungen am Geruch zu einer
geringen Vergleichbarkeit der einzelnen Arbeiten (PUBLIKATION 7, Ulanowska et
al., 2011; Dragonieri et al., 2017). Deshalb mussen vergleichbare, standardisierte
Vorgehensweisen entwickelt, evaluiert und verdoffentlicht werden, um eine solide
Datenbasis zu bekommen, auf der gepruft werden kann, ob der Einsatz von Geruch

als diagnostische Methode fur den klinischen Alltag geeignet ist.
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