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EINLEITUNG

1.1 FLUCHTIGE ORGANISCHE VERBINDUNG ALS BIOMARKER BAKTERIELLER PROZESSE

OLATILE organische Komponenten (engl.: volatile organic compounds (VOCs)) sind allgegenwér-
Vtig in der Atmosphére, haben einen grofien Einfluss auf ihre Zusammensetzung und spielen eine
entscheidende Rolle bei der Klimaverdnderung [I]. Die meisten VOCs werden in stddtischen Gebie-
ten durch Industrieemissionen [2] und in den ldndlicheren Gegenden durch die Vegetation [3] erzeugt,
da alle lebenden Organismen innerhalb ihres Stoffwechsels VOCs erzeugen [4]. So kann man sogar
Bakterien in vivo oder in vitro isoliert auf einem Nahrmedium oft durch einen artspezifischen Geruch
erkennen. Ein Beispiel ist der seit langem bekannte Geruch von Clostridien [5l [6] und Escherichia
coli [7], aber auch der von Hefekulturen [8]. Die von Bakterien erzeugten VOCs stellen ein weites Feld
dar. Bis heute konnten iiber 800 verschiedene VOCs, die aus verschiedensten Verbindungen und Stoff-
klassen bestehen, von mehr als 300 Bakterien [9] detektiert werden. Einige Beispiele sind Stickstoff
enthaltende Verbindungen, Alkohole, Aldehyde, kurzkettige Fettsduren und deren Derivate, fliichtige
Schwefelverbindungen, Alkane und aromatische Verbindungen [4].

Viele Bakterien emittieren eine Reihe von VOCs. Es wurden z. B. bis zu 80 verschiedene VOCs beim
Bakterium Streptomyces [10], 34 bei Streptococcus pneumoniae und 28 bei Haemophilus influenzae
nachgewiesen [II]. Dabei zeigten sich bei Haemophilus influenzae die ersten, fiir dieses Bakterium
spezifischen VOCs bereits 1,5 Stunden nach Ansetzen der Kultur mit ungefiihr 8 x 10° [CFU/ml] [12].
Bei Neisseria meningitides konnten nicht nur 75 VOCs wiahrend des Wachstums identifiziert werden,
sondern dariiber hinaus ein Markerset, bestehend aus 1,2-Dimethylcyclopropan, 2-Methylpropanal,
Methacrolein, N-2-dimethyl-1-propanamin und 3-Methylbutanal erstellt werden, das die Préisenz des
Bakteriums anzeigt [13]. Des Weiteren wurde bei iiber 150 genetisch verschiedenen Stdmmen von
Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen, dass Cyanwasserstoff erzeugt wurde [I4, [I5]. Bei anderen
Bakterienarten dagegen, wie beispielsweise Tolypothriz distorta, Phormidium sp., Rivularia sp. und
Calothriz parietina, erfolgt die Freisetzung spezifischer VOCs erst nach der Zerstorung der Zellstruk-
tur [16].

Bis heute ist der ursichliche Grund, warum Mikroorganismen VOCs erzeugen nicht endgiiltig ge-
klart. Die Wirkorte der von Bakterien erzeugten VOCs lassen sich aber in vier verschiedene Bereiche

einteilen:

a) Wirkung auf Pilze
b) Wirkung auf Pflanzen
¢) Wirkung auf Lebewesen

d) Wirkung auf Bakterien [7]

Die verschiedenen Auswirkungen der VOCs auf den Empfanger konnen mit Kommunikation, Un-
terstiitzung, Angriff und Verteidigung beschrieben werden.

Im Bereich der Bakterien-Pilz-Kommunikation existieren multiple Mechanismen. Zum Beispiel ver-
ringern die VOCs von Streptomyces griseus die Sporulation von Gloeosporium aridum [I7] oder fithren

bei Sclerotium cepivorum und Rhizoctonia solani zu fritherer Bildung von Sklerotiden [I7]. Die VOCs
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einiger Streptomyces spp. (Candicidin und eine unbekannte Cycloheximid-Candicidin-Mischung) ha-
ben eine antimykotische Wirkung auf verschiedene Pilze und hindern diese am Keimen [18| [19] 20 21].
Eine inhibierende Wirkung auf das Wachstum von Pilzen haben beispielsweise die VOCs von Steno-
trophomonas maltophilia, Pseudomonas trivialis und Burkholderia cepacia, so dass das Wachstum von
Rhizoctonia solani in 30-99 % der Fille zum Erliegen kommt [22]. Kai et al. konnte zeigen, dass eine
Mischung aus bis zu 30 VOCs fiir die inhibierende Wirkung verantwortlich sind, wobei die Gruppe
nur 8-Phenylethanol, trans-9-Hexadecen-1-0l, Undecen, Undecadien, Dodecanal, Benzylnitril, Benzy-
loxybenzonitril und Dimethyltrisulfid identifizieren konnte. Es wird vermutet, dass die Bakterien auf
diese Weise ihr langsameres Wachstum im Vergleich zu den konkurrierenden Pilzen ausgleichen wol-
len [23]. Im Gegensatz dazu kann Pseudomonas monteilii das Myzelwachstum von Pisolithus albus
stimulieren [24]. Moore-Landecker und Stozky zeigten 1972 mit zehn verschiedenen Bakterien- und
fiinf Pilzarten, dass durch VOCs eine Verinderung der Kolonie- und Hyphenmorphologie erfolgte [25].
Auch scheinen die Effekte, die die von Bakterien erzeugten VOCs auf Pilze haben, artspezifisch zu
sein, so dass eine Pilzgattung jeweils anders auf verschiedene Bakterien in ihrer Néihe reagiert [26].

In der Bakterien-Pflanzen-Kommunikation ist bekannt, dass Bakterien mit Hilfe erzeugter VOCs,
wie z. B. 2,3-Butandiol und Acetoin, die Widerstandsfahigkeit von Pflanzen gegen bakterielle Schadlin-
ge erhohen kénnen [27]. Fiir 2,3-Butandiol wurde jedoch ebenfalls eine Senkung der Widerstandsfihig-
keit nachgewiesen [28]. Aufilerdem kann durch VOCs allgemein das Wachstum von Pflanzen gesteigert
oder verringert werden [29, 30, [3I]. Farag et al. beschrieben 2006 [30] in diesem Zusammenhang
bei Bacillus amyloligefaciens 2-Methyl-1-butanol, 3-Methyl-1-Butanol, Butanol-3-methylacetat und
Butan-1-methoxy-3-methyl als mogliche Trigger-VOCs.

In der Kommunikation von Bakterien mit Lebewesen konnen bakterielle VOCs als Signalstoffe die-
nen, in dem sie z. B. auf Menschen abstoflend wirken [32] oder in dem sie die Proliferation und
Cytokinproduktion von bestimmten Interleukinen durch Lymphozyten, abhéngig von der Dosis von
Buttersdure, Propionséure, Valeriansiure, und Isovaleriansduren, hemmen [33]. Auch konnen verschie-
dene Tiere angelockt [34], 5] [36] 37 [38] [39], oder deren Bewegungsmoglichkeiten eingeschréankt und
letztendlich ganz zum Erliegen gebracht werden [40]. Bursaphelenchus zylophilus und Panagrellus redi-
vivus, zwei Fadenwiirmer, konnten mit Phenol, 2-Octanol, Benzaldehyd, Benzolacetaldehyd, Decanal,
2-Nonanon, 2-Undecanon, Cyclohexen und Dimethyldisulfid jeweils vollstdndig bewegungsunféhig ge-
macht werden. Mit VOCs als Lockstoffen gelang es bestimmten Bakterien, die auf Bambusbléattern und
der Weifleiche leben, Aedes aegypti anzulocken und zur Eiablage zu stimulieren [41]. Die wichtigsten
Bestandteile sind Nonanséure, Tetradecansdure und Tetradecansdure-Methylester, so dass nun eine
neue Moglichkeit besteht, den Vektor u.a. des Dengue- und Gelbfiebers unter Kontrolle zu bringen.

Fir die Zell-zu-Zell-Kommunikation zwischen Bakterien gibt es Hinweise, dass VOCs als diffusions-
fahige Signalfaktoren eine Rolle spielen [42, [43]. Zudem konnen die Bakterien ein sogenanntes Quorum
Sensing [44], 5] betreiben und so erkennen, wie viele andere Zellen im direkten Umfeld existieren, wobei
sie nicht nur VOCs erkennen, die sie selbst erzeugen, sondern auch solche, die nur von anderen Arten
erzeugt werden konnen. Viele gram-negative Bakterien verwenden hierzu N-Acylhomoserinlactone,
aber auch diverse Fettsdurederivate, wie z. B. 3-Hydroxypalmitinsdure-Methylester. Im Gegensatz
dazu verwenden gram-positive Bakterien Aminosiuren oder modifizierte Peptide als Signalmolekiile.
Von bakteriell erzeugten VOCs wird auch die Resistenz gegen Antibiotika durch die Expression von
Multi-Drug-Exporteur-Genen [46] [47], die Fahigkeit zur Bildung eines Biofilmes [48] und zur Erstel-
lung [49] von hitzebestindigen Sporen und deren Menge [50] beeinflusst. Wrigley et al. zeigten 2003
am Beispiel der von Bacteroides fragilis erzeugten VOCs Acetat, Isobutyrat, Isovalerat und Succinat,

dass Clostridium perfringens durch jene VOCs an der Bildung von Sporen behindert wurde.
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Abgesehen von Bakterien behindern auch Pilzarten wie Muscodor albus mit Hilfe von VOCs andere
Organismen (von Pilzen iiber Bakterien bis hin zu Nematoden und Arthropoden) teils so stark, dass
diese absterben [511 [52].

Beachtet werden sollte im ganzen Bereich der bakteriellen VOCs zudem, dass sobald die entspre-
chenden VOCs nicht mehr an die Umgebung abgegeben werden, auch die damit verbundenen Effekte

zuriickgehen [53].

1.2 GASANALYSE UBER BAKTERIELLEN KULTUREN

URCH Verbesserungen in der Analysetechnik seit Beginn der 80er Jahre wurden die nachweis-

baren VOC-Konzentrationen in die Bereiche von nmol/l bis hin zu pmol/1 abgesenkt. Moglich
machten dies Fortschritte bei der Probenvorbereitung und den analytischen Methoden. Stetige Verbes-
serungen der Transportbehélter wie Beutel [54], Glaspipetten [55] oder von innen speziell beschichtete
Gasbomben [56] machten es moglich, nicht nur am Ort der Probennahme die Analyten anzureichern
und der weiteren Auswertung zuzufithren, sondern auch Proben in die Labore zu transportieren, um
diese dort weiter zu verarbeiten.

Da von Mikroorganismen emittierte VOCs in Spurenkonzentrationen auftreten, muss die Probe
vor der gaschromatographisch-massenspektrometrischen Analyse aufkonzentriert werden. Dazu wurde
zunéchst die Festphasenextraktion (engl.: solid phase extraction (SPE)) mit einem oder einer Kombina-
tion von mehreren Adsorptionsmaterialien verwendet. Materialien wie z. B. Aktivkohle [57], Tenax [58]
oder graphitisierte Kohle [59] kommen zum Tragen. Die zu analysierenden Proben werden durch das
Material geleitet und die Analyten reichern sich an den verwendeten Sorbentien an. Die Methode
besitzt aber erhebliche Nachteile. Das fiir eine SPE-Messung bendétigte Probenvolumen von 1-6 Li-
ter [60, 6I] ist relativ grofl, womit diese Methode nicht einsetzbar ist, wenn nur wenig Gasvolumen
zur Verfiigung steht. Zudem verursachen die hohen Probevolumina einen grofien Zeitaufwand bei der
Probenahme. Schlussendlich ist auch die Desorption zur Analyse problematisch, da es bei Verwendung
von Losungsmitteln zu Verunreinigungen und zu Nebenreaktionen kommen kann. Die Thermodesorop-
tion mit anschlieBender Kryofokussierung [62] benétigt zwar nicht den Einsatz von Losungsmitteln, ist
aber aufwéindig und fiihrt unter anderem zur Kondensation von in der Probe enthaltenem Wasser. Die
Verwendung von Trockenmittel, um dieses Problem zu beheben, kann zu einem Verlust an Analyten
fithren.

Eine groBe Weiterentwicklung fiir die Spurenanalytik gelang 1990 Arthur und Pawliszyn [63] mit
der Entwicklung der Festphasenmikroextraktion (engl.: solid phase microextraction (SPME)). Hier
werden die Analyten auf einer mit einem oder mehreren Sorbentien beschichteten Quarzglasfaser
angereichert. Je nach physikochemischen Eigenschaften (Molekulargewicht, Polaritéit) des Analyten
und den zu erwartenden Verteilungskoeflizienten (Gas/Fasermaterial) wird der geeignete Fasertyp
ausgewahlt. Fin wichtiger Unterschied zwischen SPME und SPE ist, dass sich bei der SPME nach
einer gewissen Zeit ein Verteilungsgleichgewicht zwischen den Analyten in der Gasphase und der
Faserbeschichtung einstellt und ab diesem Zeitpunkt keine weitere Anreicherung mehr méglich ist. Ein
wesentlicher Vorteil der SPME-Technologie gegeniiber der SPE ist das geringe bendtigte Probevolumen
von nur noch 10-20 mL [64], so dass nicht nur die zur Probenahme benétigte Zeit verringert, sondern
auch neue Anwendungsgebiete erdffnet werden. Auch bei der SPME miissen im Anschluss an die
Priakonzentration die angereicherten Stoffe von ihren Sorbentien entweder thermisch [59] oder per
Mikrowellenenergie [58] desorbiert werden. Dies ist im Vergleich zur SPE weniger komplex, weniger

zeitaufwandig und weniger fehleranfallig, da die thermische Desorption direkt im heilen Injektor des
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Gaschromatographen erfolgen kann. Die SPME-Technologie kommt héufig in der pharmazeutischen,
toxikologischen und in der Umweltanalytik zur Anwendung [65] [66], [67, [68] [69] [70] [7T), [72].

Kolben —— I
Fihrung _.H

Halterung

Stahlnadel ——

SPME-Faser ——

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der verwendeten SPME Apparatur zur manuellen Extrakti-
on des Gasraumes bakterieller Kulturen

Auch in der Analysetechnik wurde eine Vielzahl von verschiedenen Methoden etabliert. Der Stan-
dard ist die Nutzung der Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) [73,[74]. Im Gaschroma-
tographen wird die desorbierte Probe von einem Inertgas durch eine Quarzglassiule, die im Inneren
mit einer stationdren Phase beschichtet ist, geleitet. Das Inertgas (mobile Phase) besteht meist aus
Stickstoff oder Helium. Als stationdre Phase kommen u.a. Polydimethylsiloxan, Polyethylenglykol oder
porose Polymere zum Einsatz. Mit Hilfe eines Temperaturprogramms kann die Analyse optimiert wer-
den. Die Trennung der Analyten erfolgt in Abhingigkeit vom Siedepunkt und den Wechselwirkungen
der Analyten mit der stationdren Phase. Am Ende der Saule registriert ein massenselektiver Detektor
das zeitliche Auftreten der verschiedenen Komponenten. In den meisten Fallen handelt es sich dabei
um ein sogenanntes Quadrupol-Massenspektrometer. Die Zeit, die eine Substanz benétigt, um das
jeweilige chromatographische System zu durchlaufen, wird als Retentionszeit bezeichnet.

Im an das GC angeschlossenen MS werden die aus der Sdule ankommenden Analyten mit Elek-
tronen beschossen, wodurch sie fragmentiert und ionisiert werden. Die entstandenen Ionen werden
dann anhand ihres Masse-zu-Ladungsverhéltnisses detektiert. Das entstehende Fragmentmuster gibt
Aufschluss iiber die Struktur des Analyten.

Die Identifizierung der Substanzen erfolgt anhand ihrer Retentionszeit und ihres charakteristischen

Massenspektrums. Durch die zusétzliche Messung reiner Referenzsubstanzen ist eine eindeutige Iden-
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des verwendeten GC-MS Systems zur Analyse volatiler Bio-
marker

tifizierung der Analyten moglich. Um eine quantitative Aussage zu treffen, konnen Kalibrierungen mit
definierten Standards aus Referenzsubstanzen durchgefithrt werden. Die Entwicklungen der SPME-
GC-MS erlaubt die Erfassung von VOCs in Spurenkonzentrationen, so dass die beschriebenen Techni-
ken fiir die Untersuchung der fliichtigen Stoffwechselprodukte von Bakterien im Rahmen dieser Arbeit

verwendet werden konnten.

1.3 PARATUBERKULOSE: OKONOMISCHE BEDEUTUNG UND MOGLICHE ASSOZIATION

ARATUBERKULOSE (ParaTB), eine chronisch fortschreitende Enteritis der domestizierten und

wildlebenden Wiederk&uer, ist in allen Landern mit intensiver Milchviehhaltung, Rinder- oder
Schafs-Industrie weit verbreitet. In den USA verursachen die abnehmende Produktivitat der Milch-
und Fleischrinder und kontaminierte Milch und Kése schitzungsweise jahrliche Verluste von $200 Mio.
bis $250 Mio. Dariiber hinaus gibt es Hinweise, dass das Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP), der Erreger der ParaTB, ein Kofaktor chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen wie Morbus
Crohn beim Menschen sein kénnte [75].

1.4 PARATUBERKULOSE: PROBLEME DER DIAGNOSTIK

IE Kontrolle der ParaTB bei Nutztieren wird durch das Fehlen geeigneter Tests zur Identifizie-
D rung der Tiere in der frithen Phase der Erkrankung erschwert. Dies ist der geringen Empfindlich-
keit der direkten und indirekten diagnostischen Verfahren geschuldet [76]. Obwohl die urspriingliche
Infektion in der Regel kurz nach der Geburt erfolgt, erscheinen die klinischen Symptome, wie Gewichts-
verlust und Durchfall, nicht selten erst mindestens zwei Jahre spéter. Ebenso sind MAP in den ersten
Jahren nach der Infektion nicht in fikalen Ausscheidungen oder durch Bildung spezifischer Antikor-
per nachweisbar. Die Konzentration der MAP-Bakterien im Kot erhoht sich mit dem Fortschritt der
Erkrankung [77]. Es wurde festgestellt, dass eine starke positive Korrelation zwischen der Intensitét
des Ausscheidens von MAP und der Bildung von spezifischen Antikérpern besteht [78].



1.5 Paratuberkulose: VOC als Fritherkennung?

Zuséatzlich zu den biologischen Moglichkeiten hat ein direkter Nachweis von MAP im Kot auch me-
thodische Einschriankungen. Der Nachweis von MAP-Genom mit Hilfe der PCR kann zwar innerhalb
von drei Tagen erfolgen, jedoch ist das Verfahren nur bei Tieren, die grofle Mengen an MAP-Bakterien
ausscheiden, empfindlich genug. Die Anzucht der Bakterien aus Stuhlproben ist dagegen die empfind-
lichste Methode, aber zeitlich durch den langen Replikationszyklus von MAP begrenzt. Mit festen
Medien sind zwischen 4 und 18 Wochen notwendig, um ein sichtbares Koloniewachstum zu erhalten.
Daher werden verschiedene automatisierte Fliissigkultur-Systeme ausgenutzt, um die Anzucht von
MAP zu beschleunigen. Diese Methoden beruhen entweder auf dem Nachweis von bakteriellen Me-
taboliten im Headspace iiber der Kulturbriihe, in der Briihe selbst [79], [80] 81, 82] [83], oder auf den
Verbrauch von Gasen durch lebende Bakterien. Letzteres fithrt zu einer negativen Druckénderung
innerhalb des Headspace der Kulturflasche [84]. Trotz der Verringerung des Zeitrahmens fiir die An-
zucht sind diese Methoden nicht spezifisch fiir den Nachweis von Mykobakterien und bendtigen eine
anschlieBende Bestétigung der Anwesenheit von MAP durch einen nachgeschalteten Test. Dartiber
hinaus sind all jene Verfahren, die zu nichtspezifischen Signalen fiithren anfillig fiir Verunreinigung

durch andere Mikroorganismen.

1.5 PARATUBERKULOSE: VOC ALS FRUHERKENNUNG?

IN schneller, kostengiinstiger und empfindlicher Test fiir den Nachweis von MAP in vivo und in
Evitm wire wiinschenswert. Auf dem Wissen basierend, dass Bakterien VOCs emittieren [7, 85],
wurden bereits eine Reihe von Studien durchgefiihrt, um potentielle fliichtige Biomarker fiir Mykobak-
terien zu identifizieren [86] 87} [88] [89] 90, 9T, (92, 93], [94], [05]. Erste positive Ergebnisse mit spezifischen
VOCs wurden bei Versuchen mit Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium bovis erlangt [93].
Auch konnte derivatisiertes Methylnicotinat als spezifischer Marker fiir Mycobacterium tuberculosis bei
positiven Versuchspersonen in signifikant hoherer Konzentration in der Ausatemluft, im Vergleich zu
einer gesunden Kontrollgruppe, nachgewiesen werden [94]. Zudem wurden Unterschiede in den VOC-
Mustern von MAP-infizierten und nicht infizierten Tieren in ersten Pilotversuchen unter Anwendung
unspezifischer Techniken, wie der elektronischen Nase [86] oder IMS [91], beschrieben. Obwohl diese Er-
gebnisse vielversprechend sind, fehlen bei den potentiellen Markern jegliche detaillierte Informationen

hinsichtlich ihrer Identitét oder ihres biochemischen Ursprungs [91].

1.6 ZIELSTELLUNG DER ARBEIT

Z IEL dieser Arbeit war es, VOC-Profile im Headspace verschiedener MAP-Kulturen eindeutig zu
identifizieren und zu quantifizieren. Hieraus sollten M AP-spezifische VOC-Muster erstellt werden,
die einen ersten Schritt in Richtung einer nicht-invasiven in vitro und in vivo MAP-Detektion darstellen
konnen.

Folgende Fragen sollten mit dieser Arbeit im Detail beantwortet werden:

a) Lassen sich mittels Mikroextraktion und Gaschromatographie/Massenspektrometrie volatile MAP-

Marker identifizieren?
b) Unterscheiden sich die Markerprofile verschiedener MAP-Stamme?

¢) Héngen die VOC-Profile und Konzentrationen vom Wachstumsstatus der Bakterien ab?



MATERIAL UND METHODEN

2.1 REFERENZSUBSTANZEN

CETON, 2-Butanon, Hexanal, Methacrolein, Isopren und Benzol wurden von Ionimed Analy-
A.tik GmbH (Innsbruck, Osterreich) bezogen. Butan, Pentan, Hexan und 2-Ethoxy-2-Methyl-
Propan wurden von Supelco (Bellefonte, USA) gekauft. Methylisobutylketon, 3-Octanon, 2-Heptanon,
2-Methyl-Propanol, 2-Methylpenten, Furan, 2-Methylpropanal, Heptan, Methylacetat, Ethylacetat,
2-Methyl-Tetrahydrofuran, 2-Ethylfuran, 2-Pentylfuran, 4-Methylheptan, Dimethyldisulfid, 2-Methyl-
butanenitril und 2-Methyl-2-Butenal kamen von Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland). Octane
wurde von Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) gekauft. 1-Methylpyrrol, 2,4-dimethylheptene, 4-
Methyloctan, 3-Methylfuran, 3-Methylbutanal und 2,4-Dimethylheptan wurde von TCI Europe NV
(Zwijndrecht, Belgien) bezogen. Die SPME-Fasern (PDMS-Carboxen 75 pm) wurden bei Supelco (Bel-
lefonte, USA) gekauft.

2.2 MAP-KULTUREN

IE MAP-Stdmme wurden auf Herrold Eigelb-Kulturmedien mit Mycobactin J und Amphoteri-
D cin, Nalidixinsdure und Vancomycin (HEYM-MJ, Becton Dickinson, Sparks, USA) kultiviert.
Zwei Loops (standardisierte Menge Bakterien in einer 5 mm Impfése, von Bakteriologen verwendet)
Bakterien wurden in 4 ml Middlebrook 7H9 Fliissigmedium, welches Olséaure, Albumin, Dextrose, Ka-
talase, Mycobactin J, Polymyxin B, Amphotericin B, Carbenicillin und Trimethoprim (MB) enthilt,
in Suspension gebracht. Die Bakteriensuspension wurde anschliefend griindlich mit sterilen Glasper-
len verwirbelt und die nicht gelsten Bakterienaggregate konnten sich absetzen. Aus dem Uberstand
wurden Verdiinnungen von 10°, 1072, 10~* und 106 hergestellt.

200 pl bakterieller Suspensionen wurden jeweils auf die geneigten Flachen des HEYM-MJ Nahrme-

diums geimpft. Die Kulturréhrchen wurden mit Silikon-/Teflon-Septen verschlossen.

Die Kulturen wurden bei 37°C in horizontaler Position fiir eine Woche und anschlieffend in auf-
rechter Position fiir fiinf weitere Wochen inkubiert. Pro Verdiinnung und MAP Stamm wurden auf
diese Weise zwei Proben angesetzt. Zwei Kulturréhrchen HEYM-MJ Nahrboden ohne Beimpfung mit

Bakterien dienten als Kontrolle. Die folgenden MAP-Stdmme wurden verwendet:
o DSM 44133 (ATCC19689), angepasster Laborstamm
o JIII-386, Feldstamm von Schafen
o JII-2421, Feldstamm von Rindern
o JII-3197, Feldstamm von Rindern
o JII-0817, Feldstamm von Rotwild

Die Feldstdmme wurden primér aus Gewebe des Ileums (JII1-386), des Intestinums (JII-0817) oder
aus Kot (Stamm JII-2421 und Stamm JII-3197) isoliert und nach den empfohlenen Standardprotokol-



2.2 MAP-Kulturen
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Abbildung 2.1: Besiedeltes Kulturrohrchen mit Schriagagar und SPME im Headspace

len des nationalen Referenzlabors kultiviert. Die molekulargenetischen Merkmale der Stdmme sind in
Tabelle 2] aufgefiihrt.

Tabelle 2.1: Molekulargenetische Eigenschaften der untersuchten MAP-Stamme. Tabelle modifiziert
nach Trefz et al. [96].

1S900-RFLP [97] MIRU-VNTR [98] MLSSR [99]
BstI-PstIl Loci 292-X3-25-47-3-7-10-32 Loci 1-2-8-9

1 ATCC 19698 C-type [100] C5-P1 32332228 7-10-5-5

2 JITI-386 S-type# 16-P13 42131118 7-12-3-4

3 JI1-2421 C-type C1-P1 32332228 7-11-4-4

4 JI1-3197 C-type C1-P1 22522226 7-(-)-4-4

5 JII-0817 C-type C17-P8 32332228 7-11-4-4

# Type II1



2.3 Prakonzentration mittels SPME

2.3 PRAKONZENTRATION MITTELS SPME

IE VOCs im Headspace iiber den MAP Kulturen wurden mittels SPME aufkonzentriert. Fiir
D alle Messungen wurden Carboxen/PDMS-Fasern mit einer Starke von 75 um (Supelco, Belfonte
PA) verwendet. Bevor die SPME-Fasern zum ersten Mal verwendet wurden, wurden sie im Injektor
eines GC bei 300°C eine Stunde lang konditioniert. Anschlieend wurde die Spitze der Faser mit
einer Teflon-Kappe bis zur Verwendung abgedichtet. Vor der Wiederverwendung wurden die SPME-
Fasern nochmalig 30 Minuten konditioniert. Ein Leerlauf wurde an jedem Tag vor der ersten Messung
durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass keine Verunreinigungen der Faser vorhanden waren. Um die
Qualitat der SPME-Fasern téglich zu kontrollieren, wurde ein Gas-Standard zu Beginn und am Ende
eines jeden GC-MS Messtages analysiert.

Bevor die SPME Fasern in den Headspace eingebracht wurden, wurden die MAP-Kulturen bei 37 °C
20 Minuten lang konditioniert. Diese Temperatur wurde auch wéhrend der Probenahme konstant
gehalten. Die SPME-Faser wurde durch das Septum in die Ndhrmediumsflasche eingefithrt und fiir 20

Minuten bis zur Einstellung des Gleichgewichts im Headspace der Kultur belassen.

2.4 ANALYSEN DER KULTUREN

IE Analyse wurde mit einem Agilent 7890A Gaschromatograph in Kombination mit einem Agi-

lent 5975 inert XL Massenselektiven Detektor (MSD) durchgefiihrt. Als Saule kam eine CP-Pora
Bond Q Fused Silica Sdule (Varian Inc., CA) zum Einsatz. Die Analyse wurde nach manueller Injekti-
on und thermischer Desorption der Analyten von der SPME Faser durchgefiihrt. Die Tabelle 2.2] zeigt
ausgewdhlte analytische Parameter des GC/MS.

Tabelle 2.2: Ausgangsparameter GC/MS

GC/MS Ausgangsparameter Wert
Injektor-Temperatur 290°C
Tragergasflussrate 1,7 ml/min
Gesamtflussrate 50 ml/min
Sdulentemperatur 90°C
Ionenquellentemperatur 230°C
Transferlinetemperatur 280°C

Ionisationsenergie 70eV

Fir die Analyse wurde der splitless-Mode verwendet, so dass in den ersten 60 Sekunden das gesamte
Trégergas, das mit der SPME-Faser in Kontakt kam, auf die Sdule des Gaschromatographen iiberfithrt
wurde. Nach der ersten Minute schaltete der Gaschromatograph in den split-Modus, so dass Tragergas
nur noch zu einem kleinen Teil auf die Sdule transferiert wurde (Split Ratio 1:30).

Die Ausgangstemperatur der Sdule wurde zunéchst fiir sechs Minuten bei 90 °C belassen, danach
mit einer Rate von 15°C pro Minute auf 120 °C erhoéht, dann mit einer Rate von 10 °C pro Minute
auf 140 °C und schliellich mit einer Rate von 15 °C pro Minute auf 260 °C angehoben.

Die die Saule verlassenden Verbindungen wurden per Elektronenstofl bei 70 eV ionisiert und anschlie-

Bend massenspektrometrisch im Bereich von 35-300u bei einer Scanrate von 2,73 Scans/s detektiert.
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2.5 VORVERSUCHE — ZIELE, VORGEHEN

N Vorversuchen sollte untersucht werden, welche VOCs im Headspace der Kulturen zu erwarten
I sind und ob eine wiederholte Probenahme sich systematisch auf die VOC Konzentrationen auswirkt.
Dadurch sollte geklart werden, ob sich die Kulturen fiir wiederholte Messungen eignen.

Die Messungen wurden an den in Kapitel beschriebenen MAP Stidmmen durchgefithrt. Die
verwendeten Bakterienkulturen lagen jeweils in zwei Ansétzen und in je vier Verdiinnungsstufen vor.
Probenahme und Analytik erfolgten wie unter Kapitel 2.4 erldutert wurde.

Jeder Messtag bestand aus der Messung des Kontrollstandards, eines Leermediums, gefolgt von vier
Kulturmedien und eines weiteren Leermediums. Jede Probe wurde innerhalb von acht Tagen viermal

gemessen.

2.6 VOC IDENTIFIZIERUNG, KALIBRIERUNG UND QUANTIFIZIERUNG

ASSTANDARDS der potenziellen Marker-Substanzen wurden in Konzentrationen zwischen 0,46
G und 1933,4 ppbV vorbereitet. Fiir die Kalibrierung und zur Bestimmung der Nachweis- (engl.:
limit of detection (LOD)) und Bestimmungsgrenze (engl.: limit of quantification (LOQ)) wurden zehn
verschiedene Konzentrationen hergestellt.

Die Kalibrierstandards wurden aus reinen Referenzmaterialien hergestellt, in dem definierte Volumi-
na der Referenzsubstanzen mit Hilfe einer 10-pl-Spritze in eine zuvor evakuierte Gasmaus mit einem
Volumen von 100 ml tberfiihrt wurde. Die Gasmaus wurde dann mit reinem Stickstoff beliiftet. 50 pl
des Gasgemisches wurden danach aus der Gasmaus in einen Tedlar-Beutel iiberfithrt, der mit einem
Liter Stickstoff befiillt war. Durch die Verdiinnung dieses Standards mit Stickstoff wurden unterschied-
liche Konzentrationen in weiteren Tedlar-Beuteln hergestellt. 15ml der so erhaltenen Gasstandards
wurden in evakuierte 20 ml Headspacegldschen tiberfiihrt und der Druck in den Glaschen anschlielend
mit Stickstoff ausgeglichen. Alle Gasstandards wurden mittels SPME unter den gleichen Bedingungen
(37°C, 20 min) wie die MAP-Kulturen vorkonzentriert.

LOD und LOQ fiir die SPME-GC-MS-Methode wurden anhand des Signal-Rausch-Verhéltnises
(engl.: signal-to-noise ratio (S/N)) bestimmt. Das Rauschen wurde experimentell mittels Leerproben
(reiner Stickstoff) ermittelt. LOD wurde als S/N von 3, LOQ als S/N von 10 definiert.

Zwei ausgewdhlte Kalibriergeraden sind exemplarisch in Abbildung [2:2] dargestellt.
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Abbildung 2.2: Kalibriergeraden und Geradengleichung (Mittelwerte und Standardabweichungen) fiir
(a) 2-Methylheptan und (b) 2-Ethylfuran. Abbildungen modifiziert nach Trefz et

al. [96].
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ERGEBNISSE

3.1 ERGEBNISSE DER VORVERSUCHE

BBILDUNG [3.1] zeigt typische Konzentrationsianderungen der im Headspace iiber den Bakteri-
A.enkulturen gemessenen VOCs am Beispiel von 2-Ethyl-Furan. Dargestellt ist exemplarisch ein
Ergebnis fiir alle gemessenen Ansétze der Kultur JII-3197. Aufgetragen wurden die Peakflachen der
gemessenen Substanzen gegen die Reihenfolge, in der die Wiederholungsmessungen durchgefiihrt wur-
den. Zwischen den Messungen 1, 2 und 3 liegen zwei Tage, zwischen 1 und 4 zwischen vier und sieben
Tage und Messung 2 und 3 erfolgte am gleichen Tag innerhalb von Stunden. Zwischen den Messungen
3 und 4 liegen fiir 10° fiinf Tage, fiir 102 zwei Tage, fiir 10~* vier Tage und fiir 107¢ drei Tage.
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0
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Abbildung 3.1: Tendenzielle Verédnderungen der emittierten VOC-Menge durch Kultur JII-3197 am
Beispiel von 2-Ethyl-Furan bei vier Wiederholungsmessungen (Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen) innerhalb von acht Tagen. Abbildungen modifiziert nach Trefz et

al. [96].

Fiir die meisten der gemessenen Substanzen zeigt sich ein deutlicher Abfall der gemessenen Peakfla-
chen von der ersten zur zweiten Messung und ein weiterer Abfall von der zweiten zur dritten Messung,
wahrend die vierte und letzte Messung meist in etwa dem Niveau von Messung 3 entspricht oder sogar
etwas hohere Werte aufweist, die allerdings deutlich unter denen von Messung 1 liegen.

Auch bei den Messungen des Leermediums wurden nach der ersten Messung deutlich geringere Peak-
flichen fiir die meisten VOCs gemessen. Die folgende Abbildung zeigt den Konzentrationsverlauf

der Wiederholungsmessungen eines Leermediums am Beispiel von Furan.
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3.2 AUSWAHL DER RELEVANTEN VOCS

IE SPME-GC-MS Messungen ergaben mehr als 100 einzeln nachweisbare VOCs im Headspace
D iiber den MAP-Kulturen.

Um zwischen fliichtigen Verbindungen aus dem Medium und denen, die von den MAP Kulturen
erzeugt wurden zu unterscheiden, wurden die Konzentrationen der VOCs in den MAP-Kulturen mit
denen aus dem Leermedium verglichen. Nur VOCs, die nicht in den Leermedien oder mit signifi-
kant hoherer Konzentration in den verschiedenen Kulturen im Vergleich zum Leermedium (> 120%
im Vergleich zum Leermedium) nachweisbar waren, wurden als potentielle Biomarker berticksichtigt.
Insgesamt konnten so 34 potentielle Markersubstanzen in den MAP-Kulturen identifiziert und im
Folgenden naher untersucht werden. Chromatogramme ausgewéhlter Ionenspuren zweier SPME-GC-
MS-Messungen, jeweils von einem Headspace iiber einer MAP-Kultur und iiber einem leeren Medium,
wurden als Abbildung [3.3] eingefiigt.

Tabelle 3.1: Ausgewihlte Massenspuren und Kalibrierungsdaten der Referenzsubstanzen (SPME-GC-
MS Assay; LOD = Detektionslimit, LOQ = Quantifizierungslimit)

Retentionszeit Quantifi- Geraden-
Substanz in Minuten zierungsion steigung R? LOD / ppb LOQ / ppb
2-Ethylfuran 21,948 81 12278 0,998 0,19 0,65
2-Methylfuran 15,818 82 8569,5 0,993 9,55 31,83
3-Methylfuran 16,621 82 8471,9 0,996 0,13 0,42
Furan 9,811 68 4624,9 0,999 0,10 0,35
2-Pentylfuran 28,402 81 649,56 0,995 4,64 15,45
2-Heptanon 26,457 43 1227 0,999 2,98 9,94
3-Octanon 28,356 43 244,29 0,999 22,64 75,46
Acetone 10,136 58 37285 0,998 16,96 56,53
Methylisobutylketone 24,002 43 5989,9 0,998 1,26 4,19
2-Butanon 16,112 43 55243 0,999 1,43 4,75
3-Methylbutanal 21,5 44 1953,2 0,999 0,98 3,28
2-Methylpropanal 14,598 43 3050 0,999 0,25 0,83
Methacrolein 14,135 70 2727,2 0,999 0,12 0,41
2-Methylbutanal 21,578 57 2451,8 0,999 0,70 2,33
2-Methyl-2-Butenal 22,766 84 1688,2 0,997 0,26 0,86
Hexanal 24,712 56 15793 0,999 4,66 15,52
4-Methylheptan 25,299 43 6367,3 0,996 2,04 6,81
4-Methyloctan 26,982 43 3674,3 0,997 2,30 7,66
2,4-Dimethylheptan 26,596 43 2167,6 0,999 1,41 4,71
Butan 8,082 43 27544 0,999 3,48 11,60
Pentan 13,24 72 7153,3 0,993 5,55 18,49
Hexan 20,605 86 9507,2 0,993 7,27 24,23
Heptan 23,832 43 2651,3 0,998 2,64 8,81
Oktan 25,793 43 1967,2 0,995 3,85 12,85
2,4-Dimethyl-1-Hepten 26,596 43 2534 0,98 19,19 63,98
2-Methyl-1-Penten 19,802 56 5081,4 0,999 0,73 2,43
Isopren 12,622 67 52400 0,999 2,14 7,14
Methylacetat 11,572 43 3207,4 0,999 0,29 0,97
Ethylacetat 17,933 43 4044,2 0,999 0,19 0,64
2-Ethoxy-2-Methylpropan 21,809 59 9559,3 0,999 0,43 1,43
1-Methyl-1H-Pyrrol 22,319 81 2760,3 0,999 0,26 0,87
2-Methylbutanenitril 22,967 55 7348,7 0,999 6,54 21,80
Dimethyldisulfid 22,612 94 4219,9 0,993 0,08 0,26
Benzol 20,203 78 163737 0,991 8,86 29,52
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3.3 Identifikation und Quantifizierung
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Abbildung 3.3: Chromatogramme von ausgewéhlten Ionenspuren (m/z 43 und m/z 81) aus dem Head-
space des Referenzstammes DSM 44133 (Verdiinnung von Bakterien 10~2; rotes Chro-
matogramm) und Leermedien (blaues Chromatogramm). Retentionszeiten von Marker-
Substanzen wurden in Tabelle beschrieben. Abbildungen modifiziert nach Trefz et

al. [96].

3.3 IDENTIFIKATION UND QUANTIFIZIERUNG

M die Verbindungen zu identifizieren, wurde eine spektrale Datenbank (NIST 2005 Gatesburg,

PA, USA) als erster Ansatz verwendet. In einem zweiten Schritt wurden die GC Retentionszeiten
und Massenspektren der potentiellen Markerverbindungen durch die Messung reiner Referenzsubstan-
zen bestétigt. In Tabelle sind die Retentionszeiten und quantitativen Parameter (,,qualifier ions*,
LODs und LOQs) aller 34 Substanzen dargestellt.

3.3.1 MUSTER VON VOC-MARKERN IN MAP-KULTUREN

N den Abbildungen [3:4 und [3.5 sind die gemessenen VOC-Konzentrationen als Heatmap aller
Iuntersuchter MAP-Stdmme und Verdiinnungen dargestellt. Die verschiedenen VOCs wurden auf
der y-Achse aufgetragen, wiahrend die verschiedenen MAP-Stdmme auf der x-Achse mit zunehmender
Verdiinnung von links nach rechts iiber jeden Stamm aufgetragen wurden. Das Leermedium und die
fiinf untersuchten MAP-Stamme wurden durch rote Linien getrennt. Abbildung [3.4] zeigt quantitative
Daten (ppbV), wiihrend sich dagegen Abbildung [3.5|auf Daten bezieht, bei denen die VOC Konzentra-
tionen jeweils auf die maximale Konzentration in allen Proben normalisiert wurden. Auf diese Weise
wurden relative Unterschiede erkennbar und die Varianz zwischen den Proben hervorgehoben.

Abbildung [3:4 macht deutlich, dass 2-Pentylfuran, 3-Octanon und Pentan Verbindungen sind, die
in den Kulturen, aber nicht in den Leermedien detektiert wurden. Dahingegen ist 3-Methylbutanal
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3.3 Identifikation und Quantifizierung

[96] 'Te 10 Zgo1, Yoru YreIZyIPOU WOSUNPIIqAY “LIRO-TI[ L6TE-TIL ‘TEHE-TIL = §-€ ‘98E-III[ = ¢ ‘€ETFY INSA = T
TUDINYNY] {UDYe(] USYISISI[BULIOU 9)IOMRTIIXE]A JIB JTUWI USIPSJN PUN USWIIRIS-J VA USUOPSIYISIoA Junj sne sHOA Us[yemadsne uep yuwr dewjes :¢'¢ Sunpiqqy

anyjny

S S S S % 14 ¥ 14 € € € € 4 C 4 C 1 T T T WnIpaN
|ozuag
pyInsiplAyiawiq
|uHUBUEeINgIAYIBIN-C
[04JAd-HT-[AY19N-T
uedoud|AyiaN-z-Axoyl3-z
1e190e]AY13
1e190ejAyIBIN

uaudos|
uajuad-T-AY1IvN-Z
uardaH-T-AyBwIa-¥e
uepio

ueldaH

uexaH

uejuad

ueing
ueydayjAyldwig-yz
ueojAyIN-
ueydayjAyvsN-v
|euexaH
|euaing-z-JAYyBIN-Z
JeueInqgjAyIaIN-g
[IEJ[FRLIMEN
|euedoudjAyla -2
JeueInqAyIaIN-€
uoueing-g
uolayjjAinqosijAyia N
U012y

uoue-g

uoueldaH-z
ueanyAuad-z

ueuny

ueanyAyIsIN-€
ueanyAyIs -

I il uednyiAya3-z

50T +0T 0T 00T 40T +0T 0T 0T 40T ,0T 0T 0T 40T »0T 0T 0T 50T +0T 0T 00T 0T

Sunuunpuap

24



3.3 Identifikation und Quantifizierung

in den Leermedium aber auch in den Kulturen, vor allem in den Kulturen drei bis fiinf vorhanden.
Deutlich hebt sich auch 1-Methyl-1H-Pyrrol in den Kulturen eins und zwei hervor.

In Abbildung ist die Ahnlichkeit der Kulturen drei bis fiinf im Vergleich zum Leermedium und
den Kulturen eins und zwei deutlich erkennbar. Beispielhaft dafiir sie die Verbindungen 4-Methylheptan,
4-Methyloctan, 2,4-Dimethylheptan, Butan und Pentan.

Unter den identifizierten potenziellen Markersubstanzen waren Furane, Aldehyde, aliphatische und
ungesattigte Kohlenwasserstoffe sowie stickstoffhaltige Verbindungen. In den folgenden Abschnitten

werden die Ergebnisse der einzelnen Stoffklassen im Detail beschrieben.

3.3.2 FURANE

NTER den erfassten Substanzen zeigten die substituierten Furane die hochsten Konzentrationen
Uim Headspace tiber MAP Kulturen. Es wurden Konzentrationen bis 7 ppmV fiir 2-Pentylfuran
gefunden. Die Konzentrationen von Furan, 2-Methylfuran und 3-Methylfuran waren im Headspace der
MAP-Kulturen 2 bis 6 mal, die Konzentrationen fiir 2-Ethylfuran und 2-Pentylfuran waren 15 bis 191

mal hoher als im Headspace der Leermedien.

3.3.3 ALDEHYDE

IE Konzentrationen von 3-Methylbutanal, 2-Methylbutanal, 2-Methylpropanal und Methacrolein
lagen in allen MAP-Proben sowie in den Leermedien iiber dem LOQ. Alle Proben der MAP-
Feldstimme vom Rind emittierten (1,5 bis 2 mal) hohere Konzentrationen von 2-Methylbutanal im
Vergleich zum Leermedium. Die Konzentration von 3-Methylpropanal lag in allen Proben der beiden
MAP-Stamme vom Rind (JII-0817 und JII-3197) iiber denen im Leermedium. Die Mehrheit der MAP-

Stamme vom Schaf zeigte niedrigere Konzentrationen als in den Leermedien.

3.3.4 KOHLENWASSERSTOFFE

IE Konzentrationen von Pentan, 4-Methylheptan, 4-Methyloctan und 2,4-Dimethylheptan waren

D in den MAP-Proben im Vergleich zu den Leermedien immer erhcht. Allerdings waren die meisten
Kohlenwasserstoffe auch in den Leermedien nachweisbar. Die Konzentrationen von Heptan waren in
den Leermedien unter dem LOQ und in allen MAP-Proben stérker erhoht. Die Oktan-Konzentrationen
lagen in den MAP-Proben tiber dem LOQ. Die Hexan-Konzentration war im Headspace der MAP-
Proben vom Schaf niedriger und in allen anderen MAP-Proben héher, verglichen mit den Leermedien.
Die Konzentration von 2,4-Dimethyl-1-Hepten war unter dem LOQ in den Leermedien und in allen
MAP-Proben hoher. 2-Methyl-1-Penten konnte in den Leermedien und in den MAP-Kulturen be-
stimmt werden, die Konzentrationen waren jedoch in den meisten MAP-Proben hoher. Isopren konnte
in den Leermedien nicht nachgewiesen werden und die Konzentration in den meisten MAP-Proben

lag unter der Bestimmungsgrenze.

3.3.5 N- UND S-ENTHALTENDE VERBINDUNGEN
-METHYL-1-H-PYRROL konnte nicht in den MAP-Proben aus den drei Feldstammen vom Rind

detektiert werden, aber im Laborstamm und Feldstamm vom Schaf. Die Konzentration von 1-

Methyl-Butannitril war bei allen MAP-Proben der Feldstdimme vom Rind hoher im Vergleich zu
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3.4 Differenzierung von MAP-Stdmmen und Medien

den Leermedien. Die Dimethyldisulfid Konzentrationen waren in den MAP-Proben hoher als in den

Leermedien.

34 DIFFERENZIERUNG VON MAP-STAMMEN UND MEDIEN

ER Referenzstamm emittierte mit Ausnahme von Ethylacetat niedrigere Konzentrationen der

meisten Substanzen im Vergleich zu den anderen vier untersuchten MAP Stdmmen. Dartiber
hinaus verringerten sich die Konzentrationen von Ethylacetat mit hoheren Verdiinnungen. Im Gegen-
satz dazu zeigten die MAP-Proben der Feldstimme vom Schaf (JII1-386) die groSten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Proben (Wiederholungstest und Verdiinnungen) und emittierten die hochs-
ten Stoffkonzentrationen.

Die Konzentrationen von geséttigten und ungeséattigten Kohlenwasserstoffen waren tendenziell in
den Feldstdmmen vom Rind hoher, als in den beiden anderen MAP-Stdmmen. Die hochsten Mengen an
Aldehyden konnten im Feldstamm vom Schaf (JIII-386) gefunden werden, allerdings war die Varianz
zwischen den verschiedenen Proben hoch. Obwohl alle 34 ausgewéhlten Verbindungen von fast allen
MAP-Proben emittiert wurden, waren die Konzentrationen der untersuchten Verbindungen zwischen
dem Referenz-Stamm und den Feldstdmmen der Schafe und Rinder verschieden.

Abbildung [3.6] zeigt den Score Plot und Abbildung den Loading Plot einer Hauptkomponenten-
analyse (engl.: Principal Component Analysis, PCA) aller 34 VOCs, wobei jeweils Hauptkomponente
1 (PC 1) und Hauptkomponente 2 (PC 2) das Koordinatensystem bilden. Die Daten wurden vor der
PCA auf die Standardabweichung normiert und auf die Mittelwerte zentriert. Als Validierungsmetho-
de wurde eine Kreuzvalidierung durchgefiihrt. PC 1 erklirt 37% der Varianz der Daten, wihrend PC
2 18% erklart.

PC2

o

-10 -8 -6 -4 P 3 e5 2 4

A
7 MeMggium 5 s o5

41

Abbildung 3.6: Hauptkomponentenanalyse (PC1: 38 %; PC2: 17%) der emittierten VOCs aus fiinf
verschiedenen MAP-Stdmmen und den leeren Medien. 1: DSM 44133 (Laborreferenz-
stamm), 2: JII1-386 (Schaf-Stamm), 3-5: JII-2421, JI1-3197, JII-0817 (Feld-Stdmme).
Abbildungen modifiziert nach Trefz et al. [96].
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3.5 Auswirkungen des bakteriellen Bewuchses auf die VOC-Emissionen

Die Leermedien (blauer Kreis) waren negativ auf PC 1 und PC 2 korreliert und deutlich von allen
fiinf MAP-Stdmmen getrennt. Der Referenzstamm (roter Kreis) zeigte eine leicht negative Korrelation
auf PC 1 und PC 2. Die Feldstimme vom Schaf waren positiv auf PC 2 korreliert. Die Feldstdmme vom
Rind dagegen zeigten sich positiv auf PC 1, mit einer positiven und negativen Korrelation auf PC 2. Die
hohen Schwankungen der gemessenen VOC-Konzentrationen zwischen den Wiederholungsmessungen
und den Verdiinnungen der MAP-Proben innerhalb des Feldstammes vom Schaf spiegelten sich auch in
den Ergebnissen der PCA wieder. Wahrend die drei Feldstdmme vom Rind sowie der Referenz-Stamm
tendenziell Cluster im Score Plot bildeten, wiesen die Scores des Feldstammes vom Schaf (griiner

Kreis) eine groflere Streuung auf.
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Abbildung 3.7: Loading Plot zur Hauptkomponentenanalyse (PC1: 38 %; PC2: 17 %) auf VOCs, beste-
hend aus den 34 identifizierten VOCs aus fiinf verschiedenen MAP-Stdmme und den
leeren Medien. Abbildungen modifiziert nach Trefz et al. [96].

Abbildung [37) zeigt den Loading Plot von PC 1 gegen PC 2. Mit Ausnahme von Hexanal, 2-Methyl-
2-Butenal, Methylacetat und 1-Methyl-1H-Pyrrol (alle im griinen Kreis) sind alle VOCs auf PC 1
positiv korreliert. Eine weitere Ausnahme bilden 3-Methylbutanal, Methacrolein, 4-Methylheptan, 4-
Methyloctan, 2,4-Dimethylheptan, Pentan, Hexan, 2,4-Dimethyl-1-Hepten, 2-Methyl-1-Penten, Iso-
pren, Ethylacetat, 2-Ethoxy-2-Methylpropan, 2-Methylbutanentril und Benzol (rotes Rechteck und
als AusschnittsvergréBerung in Abbildung , die negativ auf PC 2 korreliert sind.

3.5 AUSWIRKUNGEN DES BAKTERIELLEN BEWUCHSES AUF DIE VOC-EMISSIONEN

N Abbildung ist der Einfluss verschiedener Verdiinnungen der MAP-Proben auf die Konzentra-
Itionen von 2-Ethylfuran, 2-Methylfuran, 3-Methylfuran, 2-Pentylfuran, Ethylacetat, 1-Methyl-1-H-
pyrrol und Dimethyldisulfid gezeigt.

Die Konzentrationen von substituierten Furanen (Abb. — Abb. im Headspace iiber
den Kulturen verringerten sich mit héherem bakteriellen Bewuchs. Dies war im Feldstamm vom Schaf

(JII1-386) weniger ausgeprigt. 3-Methylfuran zeigte im Vergleich zu den anderen drei substituierten
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Abbildung 3.8: Vergroflerte Darstellung der positiven X und negativen Y Achse der Abbildung
Abbildungen modifiziert nach Trefz et al. [96].

Furanen eine weniger ausgeprigte Konzentrationsabhéngigkeit. Die Konzentration von Furan zeigte
keine Abhéngigkeit von der Dichte des bakteriellen Bewuchses.

Im Gegensatz dazu erhdhte sich die Emission von Ethylacetat (Abb. mit zunehmender Dichte
des bakteriellen Bewuchses.

1-Methyl-1H-Pyrrol (Abb. wurde nur im Referenzstamm und im Feldstamm vom Schaf detek-
tiert und zeigte eine Abnahme der Konzentration bei Zunahme der Dichte des bakteriellen Bewuchses.
Dimethyldisulfid (Abb. zeigte eine dhnliche Tendenz wie die substituierten Furane, aber auch

hier war der Effekt im Referenzstamm weniger ausgeprigt.
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Abbildung 3.9: Konzentrationen (Mittelwerte und Standardabweichungen) von a) 2-Ethylfuran, b) 2-
Methylfuran, ¢) 2-Pentylfuran, d) Ethylacetat, ) Dimethyldisulfid und f) 1-Methyl-1H-
Pyrrol bei unterschiedlichen bakteriellen Bewuchs (oder Dichten) der fiinf verglichenen

Stamme. 1: DSM 4

4133 (Laborreferenzstamm), 2: JIII-386 (Schaf-Stamm), 3-5: JII-

2421, J11-3197, JII-0817 (Feld-Stdmme). Abbildungen modifiziert nach Trefz et al. [96].
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DISKUSSION

4.1 DISKUSSION DER VORVERSUCHE

IE Ergebnisse der Wiederholungsmessungen zeigen, dass bei Verwendung der SPME trotz Gleich-
D gewichtseinstellung eine so grofle Menge an VOCs aus den Kulturflaschen extrahiert werden,
dass die Konzentration von Messung zu Messung deutlich abnehmen. Dieses Verhalten war bei allen
5 Kulturen und Verdiinnungsstufen zu beobachten, so dass eine systematische Verdnderung vorliegt.
Wiederholte Messungen an einer Bakterienkultur sind somit nicht reproduzierbar moglich. Fir die
statistische Auswertung im Hauptversuch wurde daher nur die jeweils erste Messungen herangezogen,
da zu diesem Zeitpunkt noch keine Verdnderungen am Bakterienkultursystem erfolgt waren.
Auch bei den Messungen des Leermediums wurden nach der ersten Messung fiir die meisten VOCs
deutlich geringere Peakflachen gemessen. Hier wurde im Hauptversuch ebenfalls nur die jeweils erste

Messungen fiir die weitere statistische Auswertung verwendet.

4.2 IDENTIFIZIERUNG VON MAP-MARKERN PER MIKROEXTRAKTION

EHR als 100 VOCs wurden im Headspace iiber den MAP-Kulturen mittels HS-SPME-GC-MS

detektiert. Unter diesen mehr als 100 VOCs konnten 34 Verbindungen auf das Wachstum der
Mykobakterien zuriickgefiihrt werden. Angesichts der groflien Zahl und der chemischen Vielfalt der
VOCs, die aus Bakterienkulturen emittiert werden [4, [I0I], war eine eindeutige Identifizierung und zu-
verlassige Quantifizierung notwendig, um diese VOCs oder die daraus erstellten Muster als Biomarker
fiir das bakterielle Wachstum verwenden zu kénnen. In dieser Arbeit wurde zur Stoffidentifizierung
nicht nur eine MS-Datenbankabfrage (z. B. NIST) verwendet, sondern die Substanzen auch durch
die Analyse reiner Referenzsubstanzen bestétigt. Dariiber hinaus wurde eine zuverldssige Quantifizie-
rung durch Kalibrierungen unter Zuhilfenahme von Referenzmaterialien erreicht. Die LOD und LOQ
wurden fiir alle Substanzen, die in dieser Studie diskutiert wurden, bestimmt. Vergleicht man die in
dieser Arbeit verwendete Methode zur Identifizierung von bakteriellen VOCs mit den Ergebnissen der
Ubersichtsarbeit von Bos et al. [T01], so ist feststellbar, dass die hier verwendete GC-MS Messung

gegenwartig als ,,Goldstandard“ zur Identifizierung unbekannter volatiler Markersubstanzen gilt.

4.3 MARKERPROFILEUNTERSCHIEDE ZWISCHEN DEN KULTUREN

LLE funf MAP-Stdmme konnten deutlich von den Leermedien anhand der Muster ihrer emittier-
A. ten VOCs, unterschieden werden. Dariiber hinaus unterschieden sich die Muster der emittierten
VOCs des Referenzstammes im Vergleich zu den Feldstdmmen. Die Emissionsmuster von Leerme-
dien und die verschiedener MAP-Proben unterschieden sich qualitativ und quantitativ voneinander.
MAP-Proben emittierten VOCs, die nicht im Headspace der Leermedien gefunden werden konnten.
Des Weiteren hatten Verbindungen, die sowohl im Headspace iiber den Kulturen als auch iiber den

Leermedien gefunden wurden, im Headspace tiiber den MAP-Proben hohere Konzentrationen. Unter



4.3 Markerprofileunterschiede zwischen den Kulturen

diesen Substanzen waren Furane, Aldehyde, aliphatische und ungeséttigte Kohlenwasserstoffe und
einige stickstofthaltige Verbindungen die Haufigsten.

Durch den Vergleich des ganzen Genoms von MAP wurden zwei groe Abstammungslinien, die des
Schafes und die des Rindes [I02] differenziert. Historisch werden diese als ,,Schaf- oder S-Typ* und als
»Rind- oder C-Typ*“ bezeichnet [I00]. Mit Genotypisierungsverfahren kann man die S-Stdmme noch
weiter in zwei Subtypen unterteilen, ndmlich in Typ I und Typ III [I03]. Neben den genotypischen
Unterschieden, zeigen Erregerstdmme der beiden Abstammungslinien phénotypische Unterschiede, wie
Wachstumsrate [I00, 104, [105], die Nutzung von verschiedenen Eisenstoffwechselwegen [106] und Cy-
tokininduktion in Makrophagen [107, [108].

Um die genetische Variabilitit von MAP zu berticksichtigen, wurden ein im Labor angepasster
Stamm, ein Feldstamm vom S-Typ und drei Feldstdmme vom C-Typ untersucht. Es war moglich, den
im Labor angepassten Stamm und den Feldstamm vom S-Typ von den Feldstdmmen vom C-Typ durch
ihre volatilen Emissionensmuster zu unterscheiden. 1-Methyl-1-H-pyrrol konnte nur im Headspace {iber
Kulturen des im Labor angepassten Stammes und des Feldstammes vom S-Typ nachgewiesen werden.
Pyrrole reprisentieren Grundbestandteile des Ham-Komplexes, die in Sensorproteinen [I09] und in
Katalasen-/Peroxidase-Enzymsystemen [I10] der Mykobakterien gefunden werden kénnen. Die Tatsa-
che, dass 1-Methyl-1-H-Pyrrol in nachweisbaren Konzentrationen nur in dem im Labor angepassten
Stamm und im Feldstamm vom S-Typ nachgewiesen werden konnte, kann hypothetisch einerseits auf
die (phylo)genetischen Unterschiede zwischen den Schaf- und Rinderstdmmen zuriickgefithrt werden
und andererseits auf die verschiedenen langfristigen Umgebungsbedingungen, denen diese Bakterien-
stdmme ausgesetzt wurden. Beide Gegebenheiten kénnen zur Expression spezifischer Enzymsysteme
gefithrt haben. Denn eine langfristige in vitro Passage beeinflusst auch die Genomvielfalt von MAP-
Impfstdmmen unter verschiedenen Kulturbedingungen, was zu einer grofien Reihe an genomischen
Vervielfiltigungen, Deletionen und Transpositionen fiihrt. Durch die Verwendung der klassischen sys-
temischen Selektivierung von Subkulturen konnten spezifische MAP-genomische Verdnderungen in
einigen Impfstdmmen bestimmt werden, bei denen die resultierenden attenuierten Phénotypen die De-
fizite in der Verarbeitung von hochreaktiven Sauerstoffspezies genetisch ursichlich erkldaren [ITT]. Dem
gegeniiber zeigen die Emissionen aus den drei Feldstdmmen vom C-Typ keine deutlichen Unterschiede.

Obwohl die Ergebnisse von allen Verdiinnungsreihen aller MAP-Stdmme in die Hauptkomponenten-
analyse gegeben wurden, war eine Unterscheidung des im Labor angepassten Stammes und des Feld-
stammes vom S-Typ von den drei Feldstammen vom C-Typ moéglich. Dies zeigt, dass das Emissions-
muster, das auf 34 ausgewéhlten VOCs basiert, nicht nur die Unterscheidung zwischen den Leermedien
und den MAP-Stdmmen erméglicht, sondern auch die Unterscheidung verschiedener MAP-Stdmme
unabhéngig von der Dichte des bakteriellen Bewuchses moglich macht.

Auch bestéitigen die Ergebnisse die in der Literaturiibersichtsarbeit iber 31 Peer-Review-Publika-
tionen von Bos et al. [I01] 2013 aufgestellten Theorien. Die unterschiedlichen Studienergebnisse der
betrachteten Veroffentlichungen fiihrte die Arbeitsgruppe in einer ersten Theorie auf die teilweise un-
terschiedlichen Subtypen der Stdmme zuriick. Eine weitere ihrer Theorien besagte, dass die meisten
Arbeiten Referenzstdmme, einige aber stattdessen Feldstdmme der Bakterien nutzen. So schlussfolger-
ten sie, dass jene verschieden effiziente Enzyme besitzen kénnten. Die Schlussfolgerung, dass dies die
klinische Identifikation von Subtypen durch VOCs erschweren kénnte, ist durch die Ergebnisse dieser

Studie klar widerlegt.



4.4 Markerprofile und das Wachstumsstadium

44 MARKERPROFILE UND DAS WACHSTUMSSTADIUM

S bestehen Zusammenhénge zwischen der Dichte des bakteriellen Bewuchses und den Konzentra-
Etionen von 2-Ethylfuran, 2-Methylfuran, 3-Methylfuran, 2-Pentylfuran, Ethylacetat, 1-Methyl-
1-H-pyrrol und Dimethyldisulfid im Headspace. Verschiedene Furane wurden bereits in unterschied-
lichen Mikroorganismen nachgewiesen [4, 112} 113}, 114} 115, 116] und auch als Indikatoren fiir das
Pilzwachstum im Getreide erwogen [I12]. 2-Pentylfuran wurde im Headspace iiber Aspergillus fumiga-
tus sowie in der Atemluft von Patienten mit Aspergillus fumigatus-Infektion nachgewiesen [117, [118].
2-Methylfuran, 2-Ethylfuran und 2-Pentylfuran waren auch als VOCs, die von Rhizobakterien stam-
men, bekannt. Dort aber waren diese VOCs nur in sehr geringen Konzentrationen [30] nachweisbar,
wahrend die Konzentrationen in den MAP-Proben im hohen ppmV-Bereich lagen. Eine Uberwuche-
rung mit Aspergillus konnte in allen analysierten MAP-Proben ausgeschlossen werden. Die hohen
Furan-Konzentrationen scheinen daher ein Indikator fiir das Wachstum von Mykobakterien zu sein.
Die Glykolipide der Zelloberflichen von Mykobakterien enthalten D-Galactofuran [I19] und Arabino-
furanosylreste [120]. Furfural und Furane kénnten von diesen Pentoseverbindungen stammen. Dariiber
hinaus konnten Furane moglicherweise wahrend des oxydativen Abbaus von Fettsduren oder entlang
des Syntheseweges iiber Acetyl-CoA-Bausteine [4] erzeugt werden.

Aus diesen biochemischen Stoffwechselwegen liefle sich riickschlieffen, dass Furane das Wachstum
von (Myko)Bakterien im Sinne von Zellvermehrung anzeigen. Auflerdem kénnten Furane, die aus D-
Galactofuran- oder Arabinofuranosylresten von Teilen der Oberflichenstrukturen der Mycobacterien
stammen, eventuell sogar das Wachstum von spezifischen Mykobakterien anzeigen.

Der Struktur der Zellwand verdanken die verschiedenen Mykobakterienarten viele ihrer einzigartigen
Eigenschaften, darunter die Widerstandsfahigkeit gegen bakterizide Abwehrmafinahmen des Wirts und
die geringe Durchléssigkeit fiir Antibiotika. Verbindungen, die strukturell mit Mykolsduren verwandt
sind, wurden in signifikanten Mengen in Mykobakterien gefunden. Diese Verbindungen beinhalten
langkettige Sauren, Alkohole sowie Ketone [121]. Mycolsduren stellen einen wichtigen Bestandteil der
Zellhiille von Mykobakterien dar. Wenn diese langkettigen Fettsduren enzymatisch oder thermisch
gespalten werden, konnte dies verschiedene Aldehyde und Ketone erzeugen [122] [123]. Dartiber hin-
aus wurden Aldehyde als Zwischenprodukte [124] bei der Biosynthese von Lipiden in Mykobakterien
ermittelt. Es sind weitere Erkenntnisse und mehr experimentelle Daten {iber den Stoffwechsel der
Mycolsédure notwendig um herauszufinden, ob einige Aldehyde spezifische Marker fiir das Wachstum
von Mykobakterien darstellen kénnen.

Betrachtet man die Struktur der Mykolsduren, konnten die verzweigten Kohlenwasserstoffe auch
durch oxydative oder enzymatische Spaltung dieser langkettigen Fettsduren erzeugt werden. Es ist
auch bekannt, dass Dimethyldisulfid aus Cystein oder Methionin durch Transaminierung oder Dispro-
portionierung erzeugt wird [4].

Variierend dichter bakterieller Bewuchs erzeugte in den MAP-Proben unterschiedliche Emissionen
von substituierten Furanen, Ethylacetat, Dimethyldisulfiden und Methylpyrrolen. Geringerer bakteri-
eller Bewuchs fithrte zu héheren Konzentrationen an Furanen, Dimethyldisulfiden und Methylpyrrolen.
Fliichtige Substanzen, z. B. Methyl-2,3,3 4-tetrahydroxyhydrofuran (S-THMF), wurden als Signalstof-
fe zur Kommunikation von Zelle zu Zelle in gram-positive und gram-negativen Bakterien [7, 45] be-
schrieben. Daher konnten steigenden Konzentrationen an Furanen, Dimethyldisulfid und Methylpyrrol
chemische Signale fiir das Potenzial des weiteren Wachstums in einer Kultur mit geringem bakteriellem
Bewuchs sein. Da Ethylacetat wihrend der Biosynthese von Fettsduren [4] erzeugt wird, wiirde eine
groffere Mengen an im Wachstum befindlichen Zellen zu einer héheren Konzentration dieser Substanz

im Headspace tiber den Kulturen fithren.
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4.5 Limitationen und Ausblicke

Eine Verbindung zwischen dem mikrobiologischen Wachstum und der VOC-Emissionsdynamik zeig-
te auch Bunge et al. [I25] mit PTR-MS [126] Messungen. Bei Samonella enterica korrelierte ein nicht
identifiziertes Signal bei 89 amu mit der Zellzahl des bakteriellen Bewuchses und 2-Butanon konnte
erst 9 Stunden nach der Beimpfung nachgewiesen werden. Shigella flexneri zeigte einen raschen Peak
von Acetaldehyd und Fscherichia coli zeigte 3—4 Stunden nach der Beimpfung einen Anstieg um 3
Potenzen, um danach langsam iiber den Rest der Messung abzufallen. Auch waren einige Substanzen
nur uber kurze Zeit nachweisbar, wie z. B. Aceton, das nur fiir 100 Minuten von E. coli produziert

wurde.

4.5 LIMITATIONEN UND AUSBLICKE

IE Analyse von aus mykobakteriellen Kulturen emittierten VOCs kann verwendet werden, um
D sowohl das Wachstum von Bakterien zu identifizieren, als auch, um zwischen verschiedenen Bak-
terienstammen zu differenzieren. In dieser Arbeit wurden die Proben nur zu einem Zeitpunkt in ihrem
Wachstumsverlauf gemessen. Die vier verschiedenen Verdiinnungsstufen wihrend der Beimpfung der
Néhrmedien ermoglichten es aber, verschiedene Bewuchsstadien zu erstellen. Dies greift auch eine
weitere Theorie von Bos et al. [I0I] auf, die feststellten, dass in den betrachteten Arbeiten verschie-
dene Zeitpunkte des Wachstums betrachtete wurden. Hier konnte die Frage nach einem Unterschied
zwischen der log- und stationédren-Phase des MAP-Wachstums fiir zukiinftige Anséitze gestellt werden.

Mit dem von Bunge et al. [125] gewédhlten Ansatz zur Probennahme bei Bakterien, eine PTR-
MS [126] oder wie spéter bei Thorn et al. [127] eine SIFT-MS [128] zu nutzen, konnte in einer zukiinf-
tigen Versuchsreihe das Wachstum der MAP-Kulturen iiber einige Monate beobachtet und somit deren
Verlauf genauer begutachtet werden. Die Generationszeit der von den genannten Arbeitsgruppen ver-
wendeten Bakterien muss aber mit in Betracht gezogen werden. Pseudomonas aeruginosa besitzt eine
Generationszeit von 30-40 Minuten [129], Fscherichia coli von 20-30 Minuten [I30] und Staphylococcus
aureus von 25-30 Minuten [I3I]. Dem gegeniiber steht MAP mit einer durchschnittlichen Generatio-
nenzeit von 1,4 Tagen [132] 133]. Die im Verhéltnis enormen Unterschiede der Generationenzeit in
Betracht ziehend, kénnten die regelméfliger erstellten Muster der emittierten VOCs wertvolle Informa-
tionen tiber genetische und umweltbedingte Verdnderungen von Stoffwechselwegen der Mycobakterien
liefern. Auflerdem konnten sie die anndhernde Berechnung des bakteriellen Bewuchses ermoglichen.

Eine weitere Moglichkeit fiir die Fortfihrung der Arbeit wére die Frage in Hinblick auf die zweite
Theorie von Bos et al. [10I], ob und wie sich das VOC-Muster in vitro mit der Verwendung eines an-
deren Ndhmediums oder der Bereitstellung eines anderen Néhrstoffangebotes fiir die MAP-Kulturen
dndern wiirde. McNerney et al. [134] verweist speziell bei Mycobakterien auf eventuelle grofie Unter-
schiede bei den emittierten VOCs in Bezug auf verschiedene Wachstumsbedingungen und Néhrboden.

Auch koénnte man in weiteren Versuchen die verwendete Sdule oder den Fasertyp der zur Extraktion
verwendeten SPME variieren, da so ein anderes Spektrum an VOCs nachgewiesen werden kénnte, wie
auch Tait et al. [I35] berichtete.

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse eroffnen auch die Moglichkeit, in Richtung einer
in vivo Anwendung weitere Versuchsreihen anzustreben. So stellt sich die Frage, ob die identifizierten
VOCs und das erstellte Markerset auch im in vivo Modell wiederzufinden sind. So kénnten in Pilot-
messungen Kotproben, Atem- oder Raumluft von mit MAP infizierten Tieren untersucht werden, um
so das Markerset zu testen. Im weiteren Verlauf konnte auch hier eine Real-Time-Messung zeigen, wie

schnell sich MAP unter verschiedenen Umgebungsbedingungen ausbreitet.



4.5 Limitationen und Ausblicke

Abschlielend wére es interessant zu untersuchen, ob flir andere Bakterien aus der Gattung der
Mycobakterien oder gar aus der Abteilung der Actionobakterien auch ein solches Markerset erstellbar

ware.



ZUSAMMENFASSUNG UND THESEN

5.1 ZUSAMMENFASSUNG

IESE Arbeit konnte mit ihrem beschriebenen Verfahren zum ersten Mal ein Markerset aus 34
D eindeutig identifizierten VOCs zum Nachweis von Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
in vitro zeigen. Dies war sowohl bei unverdiinnt vorliegenden Bakterienkulturen, als bei bis zum Faktor
1076 verdiinnten Stimmen durchgehend moglich.

Es konnten des Weiteren alle fiinf verwendeten MAP-Stdmme voneinander, aber auch vom ver-
wendeten Leermedium unterschieden werden. Auch erzeugten die verringerten Konzentrationen bei
den Verdiinnungsstufen keine Probleme bei der Unterscheidung der jeweiligen Stdmme. Zusétzlich
Unterschied sich das VOC-Muster des verwendeten Laborstammes deutlich von dem der Feldstdmme.

Es zeigte sich, dass die Dichte des Bakterienwachstums einen Einfluss auf die Headspace-Konzen-
trationen von 2-Ethylfuran, 2-Methylfuran, 3-Methylfuran, 2-Pentylfuran, Ethylacetat, 1-Methyl-1-H-
pyrrol und Dimethyldisulfid hat. Das zugrundeliegende Markerset ist aber auch bei groflen Verdiin-

nungsstufen weiterhin giiltig, verschiedene Wachstumsstufen kénnen somit detektiert werden.

5.2 THESEN

1) MAP-Bakterien erzeugen VOCs die mit den etablierten Methoden nachweisbar sind;

2) Die Festphasenmikroextraktion (SPME) in Kombination mit GC-MS ist eine geeignete Technik
um VOCs tiber MAP-Kulturen bis in den Spurenbereich (ppbV) nachzuweisen;

3) Der verwendete Ndhrboden hat Einfluss auf die VOC-Emissionen und muss berticksichtigt werden;
4) MAP-Kulturen kénnen anhand Threr VOC-Profile erkannt werden;

5) Genetisch verschiedene MAP-Stamme koénnen tiber die Muster volatiler Verbindungen voneinander

unterschieden werden;

6) Die VOC-Konzentrationen eines MAP-Stammes verschiedener bakterieller Dichte unterscheiden

sich;

7) Die Analyse von VOCs tber bakteriellen Kulturen erlaubt Riickschlisse auf den bakteriellen Stamm

und die aktuellen Wachstumsbedingungen

8) Eine VOC-Analyse iiber bakteriellen Kulturen bietet Potential fir die Entwicklung diagnostischer

Anwendungen
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