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COPD

SARI

SARS-CoV-2

MERS-CoV
In vitro
HIV

AIDS

RNA
DNA
GC-MS

PTR -ToF- MS

In vivo
vVOC
ppbV

pptV

amu

Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (engl. chronic ebstruktive
Pulmonary disease)

Schwere akute Atemwegsinfektion (engl.: severe acute respiratory
Infection)

Schweres-akutes-Atemwegssyndrom-Coronavirus Typ 2 (engl. Severe
Acute Respiratory syndrome-coronavirus-type 2)

Engl. Middle East respiratory syndrom-related coronavirus
Lateinischer Begriff; sinngemif fiir ,,im Reagenzglas*

Humanes Immundefizienz-Virus

Erworbenes Immunschwichesyndrom (engl. Acquired
Immunodeficiency Syndrome)

Ribonukleinsdure (engl. Ribonucleic acid)

Desoxyribonukleinsiure (engl. Desoxyribonucleic acid)
Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Protonen-Transfer-Reaktions-Flugzeit (engl. Time-of-Flight)-
Massenspektrometer

Lateinischer Begriff; sinngemiB fiir ,,am lebenden Objekt*

Volatile organische Verbindung (engl. volatile organic compound)
Teilchen pro Milliarde in Volumen (engl.: parts per billion by Volume)
Teilchen pro Trilliarde in Volumen (engl.: parts per trillion by Volume)

Atomare Masseneinheit (engl. atomic mass unit)
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RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase-Ketten (engl. chain)- reaktion
CT-Wert Zyklusschwelle (engl.: eycle threshold)

KwW Kalenderwoche

NRZ Nationales Referenzzentrum

ARDS Akutes Atemnotsyndrom (engl. acute respiratory distress syndrome)
IL-6 Interleukin 6

SCFA Kurzkettige Fettsduren (engl. short-chain fatty acid)

SD Standardabweichung (engl. standard deviation)
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1. Einleitung

1.1. Virusinfektionen des Respirationstraktes

Erkrankungen der Atemwege und der Lunge sind weltweit bedeutende Ursachen von Krank-
heitslast und Sterblichkeit. Hauptausloser sind, neben chronischen Krankheiten wie Asthma,
COPD und Tumorerkrankungen, respiratorische Infektionen. Jedes Jahr erkrankt ein grofer
Teil der Bevolkerung an einem Atemwegsinfekt, bei welchem Krankheitserreger die Schleim-
hiute der Atemwege befallen. Verschiedene Virenarten sind in Deutschland fiir tiber 90% die-
ser Atemwegsinfektionen verantwortlich und daher mit hohen gesellschaftlichen und 6konomi-

schen Kosten assoziiert.!?

Coronaviren, Rhinoviren, Adenoviren und Enteroviren sind, je nach Jahreszeit und Klima, die
hiufigsten Erreger unter weit iiber 200 Virenstimmen.® Ein GroBteil dieser Virusinfektionen
weist einen milden Verlauf auf. Auch mehrfache Erkrankungen pro Jahr sind meist unproble-
matisch. Jedoch kommt es bei einigen Patienten zu schwerwiegenden Krankheitsverldufen. Das
Risiko fiir einen schweren Krankheitsverlauf und Exazerbation bereits vorhandener chronischer
Erkrankungen steigt mit dem Alter und dem Vorliegen weiterer Grundleiden stark an.* Dabei
weisen die verschiedenen Virenarten starke Unterschiede in Morbiditit und Letalitit auf. Im
Jahr 2019 wurden allein in Deutschland {iber 665 000 Patienten auf Grund einer akuten Atem-
wegserkrankung im Krankenhaus behandelt.” Knapp 20 000 Menschen starben an den Folgen

einer schweren akuten Atemwegsinfektion (SARI = severe acute respiratory infection).®

Eine Diagnostik der fiir die Atemwegsinfektionen verantwortlichen Viren wird oftmals nicht
durchgefiihrt. Ein Grund dafiir ist, dass Virusinfektionen des Respirationstraktes hdufig mit Su-
perinfektionen durch mehrere Pathogene, vor allem Bakterien, einhergehen. Gro3e Probleme
in der Behandlung von Virusinfektionen bereiten fehlende Therapieoptionen, Verlaufsparame-
ter und Informationen iiber die Viruslast. Die verwendeten Verfahren zur Analyse der Virus-
Wirt-Interaktionen und dem damit verbundenen Infektionsvorgang sind bis heute sehr aufwen-

dig, kosten- und zeitintenisv.’

Im Folgenden werden nur die in der Studie beobachteten Viren vorgestellt.

[10]



Einleitung

1.2. SARS-CoV-2

Das SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome-related coronavirus) 16st die COVID-19-
Erkrankung beim Menschen aus. Es ist einer Unterklasse des Coronavirus zugehorig. Das
Coronavirus ist ein grof3es, behiilltes, einzelstringiges RNA-Virus, das 1960 zum ersten Mal
identifiziert wurde.® Bekannte Coronaviren (229E, OC43, NL63, HKU1) sind fiir bis zu 30%
der auftretenden Virusinfektion des Respirationstraktes verantwortlich.” Diese Infektionen sind
tiberwiegend harmlos fiir die betroffenen Patienten. 80 % der Erwachsenen weisen Antikdrper

gegen die aufgezdhlten Unterklassen der Coronaviren auf.

Andere Coronaviren waren schon in der Vergangenheit fiir pandemische Ausbriiche verant-
wortlich. So zum Beispiel das erstmals 2002 in China entdeckte SARS-CoV-1.!° Es verbreitete
sich bis 2003 in 29 Landern mit 8096 Féllen. 774 Todesfélle wurden mit dem Virus in Verbin-
dung gebracht.!" Seit 2012 werden Ausbriiche des MERS-CoV (Middle East respiratory syn-
drom-related coronavirus) vorwiegend auf der arabischen Halbinsel beobachtet. Die hohe Le-

talitiit des Virus (~35%) fiihrte bis 2019 zu 858 Todesopfern.'?

SARS-CoV-1, MERS-CoV und SARS-CoV-2 weisen Spike-Proteine auf. Diese Spike-Proteine
befdhigen die Viren dazu, in die Wirtszelle einzudringen. Die Dipeptidylpeptidase 4 beim
MERS-CoV und das Angiotensin-konvertierendes Enzym (engl. Angiotensin Converting En-
zyme, kurz ACE) bei SARS-CoV 1 und 2 bilden die Andockstellen der Korperzellen.!3 13
Coronaviren nutzen neben den Menschen auch Tiere als Reservoir. Die Fledermaus gilt bei

vielen Coronaviren, zu denen auch die drei genannten zihlen, als tierischer Wirt.!61

Anders als bei dem SARS-CoV-1 und MERS-CoV befillt das SARS-CoV-2 iiberwiegend die
oberen Atemwege. Auf Grund dessen weist das SARS-CoV-2 zwar eine geringere Letalitit auf,
ist aber gleichzeitig wesentlich infektioser. Die Ansteckung erfolgt aerogen liber Aerosole und
Tropfchen. Bis Midrz 2022 wurden weltweit 470 Millionen Personen positiv auf das SARS-
CoV-2 getestet. Die Zahl der Todesopfer im Zusammenhang mit dem Coronavirus betrug zu

diesem Zeitpunkt 6,1 Millionen Fille."
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1.3. Rhinoviren

Rhinoviren gehdren zur Familie der Picornaviren. Sie sind relativ kleine (pico), unbehiillte und
einzelstrangige RNA-Viren. Das Rhinovirus ist ein ubiquitér, auf den Menschen begrenzt, vor-
kommendes Virus. Dieses benutzt das Oberfldchenprotein Intercellular adhesions molecul 1

(ICAM-1) als zelluldren Rezeptor um in die Zelle einzudringen.?°

Die Rhinovirus-Infektionsrate unterliegt saisonalen Schwankungen. So kdnnen sich Erkrankun-
gen mit Influenza-A-Viren oder Rhinoviren untereinander beeinflussen (s. Abb. 1). Grund hier-
fiir ist einerseits die Interaktion zwischen Virus und humanem Immunsystem und anderseits
eine Blockade einzelner Zellhiillproteine durch die jeweiligen Pathogene.?! Neueste Erkennt-
nisse zeigen, dass eine Rhinovirus-Infektion nicht nur mit einer Influenza-A-Infektion interfe-

riert, sondern auch eine SARS-CoV- Infektion beeintrichtigen kann.??

Bei der Rhinovirus-Infektion gelten Schmierinfektionen als haufigster Infektionsweg. Tropt-
cheninfektionen hingegen spielen auf Grund der Sensibilitdt fiir Luftfeuchtigkeit eine unterge-
ordnete Rolle.?® Das Rhinovirus bleibt auf Grund seiner Hitzelabilitit meist auf das Epithel der
Nasenschleimhaut begrenzt. Bis zu 50% der Erkéltungskrankheiten sind auf dieses Virus zu-
riick zu fiihren.?* Dabei gelten die Sinusitis und die Otitis media als Komplikationen der Er-
krankung. Bei pulmonalen Vorerkrankungen wie COPD und Asthma Bronchiale konnen Infek-

tionen mit dem Rhinovirus eine Exazerbation verursachen.>

Im Allgemeinen gilt das Rhinovirus aber als harmlos einzuordnen. Die Durchseuchungsrate der
Bevolkerung liegt nahe der 100 % und ein Drittel aller Infektionen laufen asymptomatisch ab.?¢
Das Rhinovirus ist hierbei in Bezug auf volatile organische Verbindungen (VOC) in vitro weit-
gehend unerforscht. Schee ef al. untersuchten den Einfluss des Rhinovirus auf die VOC-Profile

erkrankter Kinder.?’
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Abbildung 1: Virus Erfassung pro Woche, Juli 2016 bis Juni 2019 im Yale-New-Haven-Hospital (USA)
Absolute Anzahl von Rhinovirus und Influenza A-positiven respiratorischen Proben pro Woche vom 1. Juli, 2016
(KW 26), bis zum 30. Juni, 2019 (KW 25).

Copyright © 2020 Wu et al. Published by Elsevier Ltd.!

1.4. Viruslast und PCR-Zyklusschwelle

Die HIV (humanes Immundefizienz-Virus) -Infektionswelle in den 1990er Jahren brachte die
Tragweite der Viruslast zum Ausdruck. Anhand ihrer wurde die Progression der AIDS (ac-
quired immunodeficiency syndrome) -Erkrankungen und Therapieerfolge abgeleitet.?® Die im
Blutplasma erkrankter Probanden gemessenen HIV-1-RNA-Konzentrationen erwiesen sich als

sicherste Pradiktoren fiir den Krankheitsverlauf einer HIV-Infektion.?

Daraufhin wurden auch fiir Hepatitis B und Hepatitis C (HBV bzw. HCV) Viruslasten im Blut-
serum untersucht, um Therapieschemata zu begleiten.?**! Seither wurden durch die WHO fiir
HIV, HAV (Hepatitis A), HBV, HCV, Parvovirus B19 und Plasmodium falciparum (Malaria-

Erreger) standardisierte Untersuchungsmethoden erstellt.

Dabei wird die Viruslast in internationalen Einheiten pro Millimeter (IU/ml) angegeben. Die
bestimmte [U/ml ist Grundlage fiir eine mogliche Anwendung von First- und Second-Line The-
rapien.*? Ein grofes Problem stellen bis heute fehlende Standards und reproduzierbare Ergeb-

nisse dar.>?

[13]



Einleitung

RNA- und DNA-Bestandteile sind Grundlage der Diagnostik der Real-time-Polymerase-Ket-
tenreaktion (RT-PCR) von respiratorischen Pathogenen. Diese werden anders als bei o0.g. Vi-
ruslast nicht im Blutserum, sondern im Material des Mund-Nasen-Abstriches detektiert. Der
Ct-Wert (cyle- threshold- Wert) ist hierbei der ausschlaggebende Faktor fiir die Beurteilung der
Infektionsgefahr. Dieser gibt die Anzahl an Messzyklen an, die innerhalb einer PCR-Probe
durchgefiihrt wurden, um das Coronavirus nachzuweisen. Die Zyklusschwelle bestimmt, wann
ein vorher definierter Ct-Grenzwert unterschritten wird und eine erkrankte Person als infektios
gilt. In Deutschland liegt dieser definierte Grenzwert fiir die SARS-CoV-2 Infektion zwischen
30 und 40 Zyklen.

Der Ct-Wert der SARS-CoV-2 Infektion gewann im Laufe der Corona-Pandemie grofle Auf-
merksamkeit, da dieser Grundlage fiir Quarantdnemafinahmen ist. In nationalen sowie interna-
tionalen Fachkreisen bestehen unterschiedliche Meinungen zum Ct-Wert und seiner Aussage-
kraft in Bezug auf Viruslast und Erkrankungsverlauf.**3¢ Dabei deuten Studien auf einen Zu-

sammenhang zwischen Krankheitssymptomen und Ct-Werten hin.?"-*8

1.5. Volatile organische Verbindungen als Indikator fiir pathologische

Prozesse

Schon seit Jahrhunderten spielen Atemgase eine wichtige Rolle in der Medizin. Kopernikus
erkannte in der Qualitit der Ausatemluft wichtige Hinweise auf den Gesundheitszustand des
Patienten.?* So wurden im Mittelalter ein siier Geruch Diabetes und ein fischartiger Geruch

t.40 Mit Hilfe von technischen Entwicklungen und intensiver wissen-

Leberversagen zugeordne
schaftlicher Arbeit gelangen in den letzten Jahrzehnten grof3e Fortschritte in der Atemgasana-
lytik.*! Alkoholkontrollen und Spiroergometrie werden tagtéiglich und ubiquitir eingesetzt.*?
Auch im klinischen Alltag haben Atemgas-Analysen Einzug erhalten. Ein prominentes Beispiel
ist der Test mit '3C-gelabeltem Harnstoff fiir den Nachweis einer Helicobacter pylori-Infek-

tion.*?

Vor allem die VOC-Analytik mittels GC-MS (Gaschromatographie-Massenspektrometrie) und
PTR-MS (Protonen-Transfer-Reaktions-Massenspektrometrie) haben in den letzten Jahren
stark an Bedeutung gewonnen.** Ein Hauptaugenmerk liegt hierbei auf den Erkrankungen des
respiratorischen Traktes. Produkte des Stoffwechsels der Pathogene und der Interaktionen zwi-

schen Virus oder Bakterium und Zellen des Wirts werden vor Ort produziert und daraufhin

[14]
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abgeatmet. Folgend ist die Erfassung von Biomarkern und spezifischen VOC-Profilen von gro-
Bem Interesse. Erkenntnisgewinne fiir die Diagnostik, Schwere der Erkrankung und Therapie-
verlauf wiren von fundamentaler Bedeutung. /n-vitro-Versuche mit viral infizierten Zellen wei-
sen potentielle Biomarker auf und stellen das Potential der VOC-Analyse in den Vorder-

grund 547

Jiingste Studien haben Untersuchungen, die auf der VOC-Analyse der Ausatemluft basieren,
als alternative Option zur COVID-19 Erfassung vorgeschlagen.*®* Auch drei Jahre nach dem
Auftreten der ersten SARS-CoV2-Infektion im Januar 2020 in Deutschland sind die Corona-
Pandemie und ihre Folgen noch immer in der Gesellschaft spiirbar.”® Die Infektionsrate, die
damit verbundenen Hospitalisierungs- und Mortalitétsraten bestimmen die Berichterstattung in
den Medien und sind Grundlagen des MaBnahmenkataloges der Bundesregierung.’! Weltweit
arbeiten Regierungen und Gesundheitssysteme am Limit, um sowohl die gesundheitlichen als

auch die wirtschaftlichen Folgen der Pandemie zu kontrollieren.>

Von entscheidender Bedeutung bei der Bekampfung des Infektionsgeschehen ist die frithzeitige
Erfassung und Uberwachung der Neuinfizierten. Auf Grund seiner ausgewiesenen hohen Spe-
zifitdt (>99%) und Sensitivitit (>99%), ist der Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreak-
tion (RT-PCR)- Test der aktuelle diagnostische Goldstandard fiir die Diagnose einer SARS-
CoV-2-Infektion.”** Diese Attribute gelten eingeschriinkt auch fiir die vom Paul-Ehrlich-Insti-
tut zugelassenen Antigen-Schnelltests.>® Trotz der ubiquitéren Verfiigbarkeit der zuvor genann-
ten Tests und deren ausgeprégter Nutzung, ist es iiber Jahre hinweg nur eingeschrinkt gelungen,

die Pandemie einzudammen und zu kontrollieren.

Der Wissensgewinn iiber die Erkrankung und, im Besonderen, iiber den Krankheitsmechanis-
mus ist limitiert. Informationen iiber Infektionsabldufe sind von groBBem Interesse und zusétz-
liche Kontrollparameter der SARS-CoV2-Infektion erstrebenswert. Im Gegensatz zu vielen an-
deren Biomarkern kénnen VOCs augenblicklich physiologische, metabolische und pathologi-
sche Prozesse im ganzen Korper widerspiegeln.’® % VOCs, die auf zellulidrer Ebene entstehen,
werden durch die Zellmembranen in die Blutgefie transferiert. Uber den Blut-Gas-Austausch
der Lunge gelangen diese innerhalb von Minuten in die Alveolen und werden anschlie3end
abgeatmet. Da sich VOC-Konzentrationen innerhalb kiirzester Zeit verdndern konnen und stark
auf die zugrunde liegenden Mechanismen reagieren, konnten wiederholende Untersuchungen
und Darstellungen von VOC-Profilen friihzeitig zusitzliche Informationen zum Krankheitssta-

dium, zu Infektionsprozessen und der Viruslast einzelner Viruserkrankungen liefern.%*
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Perspektivisch konnten Therapien besser begleitet und das Risiko einer viral-bakteriellen Ko-

Infektion verringert werden.

In einem erstmaligen groflen Tiermodel mit HIN1 infizierten Schweinen, konnte das Potential
der VOC-Analyse fiir ein Monitoring dieser Virus-(Ko)-Infektion demonstriert werden.*”:3
Lange bevor klinische Symptome auftraten, zeigte sich eine Zunahme der Viruslast. Verant-
wortlich fiir die Unterschiede in den VOC-Profilen konnten der Stoffwechsel der Pathogene,
Interaktionen zwischen Wirt und Pathogen sowie die Immunantwort des betroffenen Wirtes
sein. Da die verschiedenen Viren keinen eigenen Stoffwechsel aufweisen, miissen die Verén-

derungen auf zelluldre Interaktionen zwischen Wirt und Virus und/oder Reaktion des Wirtes

zuriick zu fuhren sein.

In-vitro Studien mit Rhinovirus-infizierten Epithelzellen des Lungengewebes zeigten verdn-
derte Substanzkonzentrationen auf.*> Ahnliche Ergebnisse wurden mit Influenza-A-infizierten

t.46 Zudem bewiesen Studien mit in-vitro bakteriell infizierten Zel-

B-Lymphozyten beobachte
len (S. pyogenes), als auch mit ko-infizierten Zellen (Influenza-A und S. pyogenes), dass eine
Detektion des verdnderten Zellmetabolismus auf Grund von verdnderten VOC-Profilen mog-
lich ist.476¢67 In allen genannten Studien wurde deutlich, dass die VOC-Profile starke dynami-

sche Schwankungen aufweisen.
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2. Fragestellung

Die vorliegende Dissertationsschrift befasst sich mit der Analyse volatiler organischer Kompo-
nenten in Bezug auf Virusinfektionen von nicht vorselektierten Probanden. Das Ziel der durch-
gefiihrten Studie war, unter realistischen Screening-Bedingungen in einem COVID-19-Test-
Zentrum ein Verfahren zur Erfassung von Atemgasprofilen in Echtzeit zu etablieren und zu
untersuchen, ob sich die VOC-Profile infizierter Probanden und nicht infizierten Probanden

unterscheiden.

1. Erfassung der VOC-Profile im Screening Szenario:

a. Ist die Etablierung eines analytischen Screening-Verfahrens mit den zur Verfii-
gung stehenden Analysemethoden unter den besonderen Umstanden einer Pan-
demie moglich?

b. Welche Vergleiche zwischen den Unterkohorten mit unterschiedlichen Charak-
teristika sind in einem Screening-Setting sinnvoll?

c. Sind Einflussfaktoren der Umgebung auf die VOC-Profile zu beobachten?

2. VOC-Profile der SARS-CoV-2-positiven Kohorte:

a. Unterscheiden sich VOC-Profile infizierter Probanden gegeniiber nicht infizier-
ten Probanden?

b. Verdndern sich die VOC-Profile in der Gegeniiberstellung der verschiedenen
Unterkohorten?

3. VOC-Profile der Rhinovirus-positiven Kohorte:

a. Konnen Unterschiede in den VOC-Profilen infizierter Probanden zu nicht
infizierten Probanden dargestellt werden?

b. Treten Unterschiede in den VOC-Profilen bei einem Vergleich der einzelnen
Unterkohorten auf?

4. Ct-Werte der SARS-CoV-2 infizierten Kohorte:
a. Existiert ein Zusammenhang zwischen der Viruslast und den VOC-Profilen der

SARS-CoV-2-Kohorte?
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3. Material und Methoden

3.1. Studienteilnehmer

Nach Bewilligung des Ethikantrages durch die Ethik-Kommission der medizinischen Fakultét
der Universitét Rostock (Bewilligungsnummer: A 2020 0085, Datum der Zulassung: 17 April
2020), wurde das Studiendesign umgesetzt und im Warteraum des Corona-Testzentrums (Lei-

tung Dr.med. Loebermann) der Universitidtsmedizin Rostock etabliert.

Nach einer individuellen Aufkldrung iiber die Durchfithrung, mogliche Risiken und das Ziel
der Studie, wurden im Zeitraum von Oktober 2020 bis Januar 2021 insgesamt 708 Probanden
in die Studie eingeschlossen und ihre VOC-Profile analysiert. Rekrutierungen wurden jeweils

zwischen 9 Uhr und 13 Uhr durchgefiihrt.
SARS-CoV-2 Kohorte:

Alle Probanden wurden einem SARS-CoV-2 RT-PCR-Test unterzogen und konnten so entwe-
der der SARS-CoV-2 positiven oder der SARS-CoV-2 negativen Kohorte zugewiesen werden.
Insgesamt wurden 355 ménnliche Probanden und 353 weibliche Probanden getestet. Die demo-

graphischen Daten sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Demographische Daten der SARS-CoV2-Studienteilnehmer

SARS-CoV-2 Alle Miinner Frauen
Anzahl der Probanden (%) 708 355(50,1) 353 (49,9)
Alter [Jahre] (MW =+ SD) 393+14,8 | 40,8+14,7 | 37,8+ 14,9
Anzahl der CoV-2-positiv getesteten Probanden (%) 36 14 (38,9) 22 (61,1)
Alter der CoV-2-positiv getesteten Probanden [Jahre] (MW £SD) | 37,8 £ 15,1 40,3+ 13,6 | 36,2 +16,1
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Rhinovirus Kohorte:

Zusitzlich wurde ein standardisierter RT-PCR-Test fiir weitere respiratorische Pathogene bei
den teilnehmenden Personen durchgefiihrt. Mit diesem wurden die Rhinovirus-positiven Pro-

banden identifiziert.

Auf Grund des hohen Testaufkommens und der Beteiligung mehrerer Parteien (Testzentrum-
personal, Studiendurchfiihrer/in, Mitarbeiter/innen des Instituts fiir Med. Mikrobiologie, Viro-
logie und Hygiene) kam es bei 22 Probanden zu Missverstindnissen in der Kommunikations-
kette. Diese 22 Probanden weisen keinen standardisierten RT-PCR-Test fiir weitere respirato-

rische Pathogene auf.

Somit konnten insgesamt 686 Probanden, darunter 346 ménnliche und 340 weibliche Personen,

der Rhinovirus-Studie zugewiesen werden. Die demographischen Daten sind in Tabelle 2 auf-

gefiihrt.

Tabelle 2: Demographische Daten der Rhinovirus-Studienteilnehmer

Rhinovirus Alle Miinner Frauen
Anzahl der Probanden (%) 686 346 (50,4) 340 (49,6)
Alter [Jahre] (MW + SD) 394+149 | 40,8 £ 14,7 37,9+ 15,0
Anzahl der Rhinovirus-positiv getesteten Probanden (%) 67 32 (47,8) 35(52,2)
Alter der Rhinovirus-positiv getesteten Probanden [Jahre]

(MW = SD) 354+10,8 | 34,4+9,3 36,3 +12,1

Die prospektive Studie wurde nach den Richtlinien der “Deklaration von Helsinki* durchge-
fiihrt. Die Studienteilnehmer wurden vor Ort im Corona-Testzentrum der UMR (Seminarraum
2 der chirurgischen Klinik und Poliklinik der Universititsmedizin Rostock) angesprochen, auf-

geklart und beprobt.

3.2. Studiendesign

Die Studie wurde ausgefiihrt ohne die Abldufe im COVID-Testzentrum einzuschrinken oder
zu verzdgern. Um Infektionen zu verhindern, wurden die entwickelten und standardisierten

Durchfiihrungsabldufe zu jeder Zeit eingehalten. Es wurden keine Ansteckungen bei Probanden
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und/oder medizinischem Personal durch die Teilnahme an der Studie nachgewiesen. Atempro-

ben wurden prospektiv und ohne vorherige Selektion der Studienteilnehmer erfasst.

Um die hohe Infektions-Sicherheit zu gewéhrleisten, wurden weitreichende Maflnahmen ergrif-
fen. Ein Raumteiler (150 cm x 225 c¢m) aus Plastik wurde zwischen den Probanden und der
studiendurchfiihrenden Person installiert. Zusétzlich kamen zwei unterschiedliche Virusfilter
zum Einsatz. Ein HEPA-Filter (Ultipor BB25G Hydrophobic filter, CE 0088, PALL®, Pall Me-
dical, NY, USA) zum filtern des Hauptstroms zwischen der Umgebungsluft und dem Proban-
den. Dieser HEPA-Filter (blau, eckig, s. Abb. 2) wurde am Ende des Mundstiickes platziert, um

eine Kontamination der Raumluft zu verhindern.

Weiterhin wurde ein Virusfilter (Sartorius PTFE 0.2 pum, 16596-HYK, Non-pyrogenic CE
1639, Minisart®, Gottingen, Deutschland) zum filtern des Nebenstroms zwischen dem Proban-
den und der Maschine verwendet. Der Virusfilter (weil3, rund, s. Abb. 2) befand sich am Ende

der Transfer-Linie der PTR-ToF-MS um eine Kontamination der Maschinerie zu vermeiden.

Alle Einmal-Materialen wurden nach Gerbrauch verworfen. Nach der Durchfiihrung der Mes-
sung wurden sowohl der Stuhl des Probanden als auch die Plastiktrennwand desinfiziert. Eine

regelmifige Liiftung des Raumes wurde alle 10 Minuten durchgefiihrt.

Teil des standardisierten RT-PCR-Screenings, an dem die Probanden teilnahmen, waren SARS-
CoV-2, Influenza A, Influenza B, Respiratory Syncytial Virus A/B, Humanes Metapneumovi-
rus, Rhinovirus, Adenovirus, Parainfluenza 1, 2, 3 und 4, Bocavirus, Coronavirus 229E, OC43,
NL63 und HKU1.%® Um eventuelle bakterielle Infektionserreger zu identifizieren, wurde das
Probandenmaterial (Rachenabstrich) zusétzlich zu respiratorischen Virusinfektionen auch auf
bakterielle Pathogene der Atemwege untersucht. Analysiert wurde der Rachenabstrich durch
kommerziell verfiigbare, standardisierte Multiplex PCR-Tests. Das Institut fiir Mikrobiologie,

Virologie und Hygiene der Universitidt Rostock fiihrte diese Untersuchungen durch.

Auch die PCR-cycle-threshold (Ct)-Werte der SARS-CoV-2 positiven Félle wurden ermit-
telt.3”%° Zusitzliche Informationen zu den Probanden umfassten Alter, Geschlecht und klassi-
sche Erkiltungssymptome wie Husten, Schnupfen, Fieber, Kopf- und Halsschmerzen, Geruchs-

und Geschmacksverlust, Bauchschmerzen und Luftnot.
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A: Filtersystem

Abbildung 2: Experimenteller Aufbau zur kontinuierlichen Atemgas-Messung der volatilen organischen
Komponenten mittels PTR-ToF-MS unter erweiterten Anti-Infektions-MaBBnahmen. (A) Filtersystem:
HEPA- Hauptstromfilter zur Vorbeugung der Raumkontamination, Spritzenfilter zur Vorbeugung viraler Konta-
mination der Instrumente, (B) Raumtrenner aus Plexiglas und (C) PTR-ToF-MS.
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3.3. Studiendurchfithrung

Die Probanden wurden nach ihrer schriftlichen Einwilligung dem Studiendesign zugefiihrt. Zu-
erst wurden die Teilnehmer gebeten, auf dem dafiir vorgesehenen Stuhl Platz zu nehmen. Im
nichsten Schritt wurde ihnen der Ablauf und Besonderheiten, wie die Mundatmung, erklirt.”
Dieser Vorgang nahm drei Minuten in Anspruch. Daraufhin nahmen die Studienteilnehmer ihre
Masken ab und das sterile Mundstiick in den Mund (T-piece, Intersurgical GmbH, Sankt Au-
gustin, Germany). Das Mundstiick wurde von den Probanden individuell auf einer geeigneten
und komfortablen Hohe gehalten. Der Transferschlauch der PTR-ToF-MS war mit dem Virus-
filter verbunden (s. Abb. 2) und mal} kontinuierlich mit einem Flufl von 100ml/min die Ausa-
temluft sowie die inspiratorische Raumluft in Echtzeit. Der HEPA-Filter verursacht einen mi-
nimalen Atemwiderstand, welcher jedoch nachweislich keinen Einfluss auf die Messdaten
hatte.”"> Drei Minuten dauerte die Durchfiihrung der Atemgas-Messung, wobei darauf geach-
tet wurde, dass die Probanden gleichméfBig und moglichst ruhig atmeten. Die Messung fand zu
jeder Zeit in sitzender Position statt.”®> Eine gegebenenfalls auftretende nasale Atmung wurde
durch manuelles Zuhalten der Nase verhindert. Nach Abschluss der Probennahme wurden alle
Einmalartikel verworfen, der Studienplatz desinfiziert und das Fenster geoffnet. Je nach Test-

aufkommen wurde der PCR-Abstrich vor oder nach der Atemgasmessung durchgefiihrt.

3.4. PTR-ToF-MS Messung der volatilen organischen Komponenten

Fiir die Echtzeit-Messungen wurde eine PTR-ToF-MS 1000 (Ionicon Analytik GmbH, Inns-
bruck, Osterreich) mit der Software (Ionitov) und pri-optimierten Einstellungen verwendet.”*”
Die Software ist in der Lage, online und kontinuierlich VOCs zu detektieren. Die einzelnen
Substanzkonzentrationen liegen im ppbV- bis pptV-Bereich. Die Massenskala reichte von 30
bis 160 amii bei einer Zeitauflosung von ~200ms. Die PTR-ToF-MS besteht aus drei wesentli-
chen Bestandteilen: einer Ionenquelle, der sogenannten Drifttube (Reaktionskammer) gefolgt
vom Flugzeit-Massenspektrometer (s. Abb. 3). In der lonenquelle werden Hydroniumionen aus
Wasserdampf iiber eine Hohlkathodenglimmentladung erzeugt (H30"). In der Reaktionskam-
mer treffen die Hydroniumionen auf die Substanzen des Atemgases. Daraufhin werden die Sub-
stanzen des Atemgases protoniert (M +H3O" = MH" + H20). Hierbei handelt es sich um eine

,weiche® ITonisation durch Protonentransfer, bei welcher die Molekiile kaum oder gar nicht

[22]



Material und Methoden

fragmentiert werden. Die Identifizierung der protonierten Addukte erfolgt {iber das Masse-zu-
Ladungsverhiéltnis (m/z), die im Massenspektrometer durchgefiihrt wird. Die positiv geladenen
Substanzen (MH") werden gebiindelt und beschleunigt. Ein Detektor am Ende der Flugbahn
registriert die von einem Magnetfeld umgeleiteten Molekiile (Reflektion). Der Detektor kann
iiber die unterschiedlichen Flugzeiten, die bei gleicher Ladung mit zunehmendem Molekular-
gewicht langer wird, das m/z-Verhiltnis bestimmen. Diese kann den unterschiedlichen Sub-
stanzen zugeordnet werden. Es wurde im Nebenstrom der Ausatemluft mit einem kontinuierli-
cher FluB3 von 100 ml/min iiber eine sechs Meter lange, auf 75 Grad Celsius erhitzte, Transfer-
Linie (Silikon-Stahl) gemessen. Die Spannung der PTR-Drift-Tube betrug 610 Volt und der
Druck 2.3 mbar. Eine Datenaufnahme wurde alle 60 Sekunden automatisch erstellt und die
Massenskala kalibriert. Folgende Massen wurden fiir die Kalibrierung genutzt: 21.0226 (H3O*-
isotop), 29.998 (NO") und 59.049 (C3Hs O).

lonenquelle | PTR-Drift-Tube | Transfer Linsen System | ToF-MS

H,O Einlass  Probeneinlass

Abbildung 3: Schematische Darstellung der PTR-ToF-MS.

Quelle: www.ionicon.com
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3.5. Verarbeitung der VOC-Daten

Die volatilen organischen Komponenten wurden in Counts pro Sekunden (cps) gemessen. Die
Rohdaten wurden durch die PTR-MS-Viewer Software (Ionicon, Innsbruck, Osterreich, Ver-
sion 3.228) verarbeitet. Da eine kontinuierliche Messung durch die PTR-MS vorliegt, wurde
zur automatischen Unterscheidung zwischen Exspiration und Inspiration ein Matlab-Script
(MathWorks, Natick, USA, Version 7.12.0.635, R2015a) benutzt.”® Als endogene Substanz
wurde hier Aceton als sogenannte ,,Breathtracker-Substanz* ausgewihlt. Aceton ist endogenen
Ursprungs und weist folglich eine signifikant hohere Signal-Intensitét in der Exspiration auf.
Die Raumluft wurde separat im 15-Minuten-Intervall gemessen. Die PTR-ToF-MS besitzt eine
sehr hohe Massenaufldsung (1000-2000 Am/m) und kann die volatilen Komponenten ihren kor-

respondierenden Summenformeln mit hoher Prizision zuordnen.”

Die in dieser Studie identifizierten Substanzen sind sowohl exogenen (z.B. Formaldehyd, Ben-
zol, Toluol, Acetonitril, Monoterpene, etc.) als auch endogenen (z.B. Ketone, Fettsduren, Al-
dehyde, Alkohole) Ursprungs. Die VOCs wurden zu einem Teil {iber reaction rate coefficients
(k-Raten) und zum anderen Teil {iber einen Multi-Komponenten-Mix aus standardisierten Re-
ferenzsubstanzen quantifiziert.”” Der Quantifizierungs-Prozess mit einem standardisierten
VOC-Mix wurde mittels einer Fliissig-Kalibrations-Einheit (LCU, Ionicon Analytik GmbH,
Innsbruck, Osterreich) unter adaptierten Probebedingungen (Luftfeuchtigkeit wie in der Exspi-

rationsphase) durchgefiihrt.”®

Folgende Substanzen wurden mittels Referenz-VOC-Standard kalibriert: Formaldehyd, Ace-
taldehyd, Crotonaldehyd, Acrolein, Butanal, Pentanal, Hexanal, Methanol, Ethanol, Isopropa-
nol, Aceton, Isopren, Dimethylsulfid, Butanon, Benzol, Toluol, Xylol und Limonen/Alpha-Pi-
nen. Alle Probenentnahmen erfolgten in derselben kontrollierten Umgebung. Es konnten keine
signifikanten Feuchtigkeitsvariationen (<5%) in der Raumluft observiert werden. Die humane
Ausatemluft ist immer zu 100% H20O-geséttigt und kann somit nicht durch inhalierte Feuchtig-

keit beeinflusst werden.
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3.6. Selektion der VOCs zur Analyse

Um die Substanzen zu selektieren, wurden verschiedene Kriterien angewandt. Bekannte vola-
tile Komponenten exogenen Ursprungs und volatile Komponenten, deren Konzentrationen un-
terhalb der Nachweisgrenze (Limit of Detektion, LOD: Mittelwert der jeweiligen Substanzkon-
zentrationen + 3 x SD) lagen, wurden nicht in die weitere statistische Auswertung inkludiert.

Auf diese Weise wurden 45 Substanzen zur weiteren Auswertung identifiziert.

3.7. Statistik

Eine Poweranalyse ergab eine Stichgruppengrofie von 35 SARS-CoV-2-bzw. Rhinovirus-Infi-
zierten, um einen Alpha-Wert von 0,005 und eine statistische Power (Teststirke) von 0,99 zu
erreichen. Um Differenzen von weniger als 5% in den ausgeatmeten VOCs, die sich in Kon-
zentrationsbereichen von parts per billion (ppbV) oder parts per trillion (pptV) bewegen, zu
detektieren, wurde eine minimale Nachweisgrenze fiir die durchschnittlichen Substanzintensi-

tidten von 350 cps und eine Standardabweichung von 275 errechnet.

Durchschnittswerte der VOC-Konzentrationen einzelner Probanden wurden im Minutentakt er-
hoben. Die Daten der zweiten Minute, der drei insgesamt erfassten Minuten, wurden fiir die
statistische Analyse herangezogen. Die statistisch signifikanten Differenzen der VOC-Konzent-
rationen in der Ausatemluft der einzelnen Kohorten wurden durch den Mann-Whitney-Rank-
Sum-Test fiir unabhingige Proben (p-value <0.05) in SPSS (IBM corporation, New York, USA,
Version 27) beurteilt.

Fiir die Uberpriifung der Ergebnisse und zum Erstellen der Boxplots wurde Sigma Plot (Systat
Software GmbH, Erkrath Deutschland, Version 14) genutzt. Anschlieend erfolgte eine Zuwei-
sung in SARS-CoV-2-beziechungsweise Rhinovirus-positive Kohorten. Um die Ergebnisse der
VOC-Analyse beider Kohorten zu qualifizieren, wurden zwei unabhéngige Kohorten-Kataloge

mit jeweils fiinf Abfragen erstellt.
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SARS-CoV-2-positive Kohorte (Kohorte 1):

Wie der Abbildung 4 zu entnehmen ist, wurden zuerst die SARS-CoV-2-positiven (36/708;
5,1%) allen SARS-CoV-2-negativen Probanden (672/708; 94,9%) gegeniibergestellt (Q1).
Auch ein moglicher Einfluss des Immunsystems und der Symptome wurde néher betrachtet.
Dazu wurden nur die SARS-CoV-2-positiven Probanden, die Symptome aufwiesen (25/697;
3,6%), mit allen SARS-CoV-2-negativen Teilnehmern (672/697; 96,4%) (Q2) verglichen.

Im Folgenden wurde ein eventueller Einfluss der weiteren respiratorischen Pathogene auf die
VOC-Profile untersucht. Hierzu kam ein Vergleich zwischen Probanden mit einem nachge-
wiesenen respiratorischen Pathogen und/ oder Symptomen (416/452; 92.1%) und SARS-
CoV-2-positiven Probanden (36/452; 7.9%) (Q3) zum Einsatz. Zusédtzlich wurden in Q4
SARS-CoV-2-positive Teilnehmer (36/292; 12.3%) einer ,,gesunden“ Kontrollkohorte
(256/292; 87.7%) gegeniibergestellt. Diese Kontrollkohorte (n=256) definierte sich iiber einen
negativen Multiplex-PCR-Test auf respiratorische Pathogene, einen negativen SARS-CoV-2-
PCR-Test und nicht vorhandene Erkiltungssymptome. AbschlieBend erfolgte ein Vergleich
zwischen SARS-CoV-2-positiven Probanden mit (25/36; 69,44%) und ohne (115/36; 39,56%)
Symptomen (QS5).

416

Mit anderen
respiratorischen
Pathogenen /
Symptomen

25

Symptomatisch
SARS-CoV-2
positiv

672

SARS-CoV-2
negativ

36 11
SARS-CoV-2 Asymptomatisch
positiv SARS-CoV-2

positiv

Abbildung 4: Uberblick der statistischen Vergleiche zwischen den einzelnen Unterkohorten von Kohorte

1 (Q1-Q5).
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Rhinovirus-positive Kohorte (Kohorte 2):

Der Abbildung 5 kann entnommen werden, dass zuerst alle Rhinovirus-positiven (67/686,
9,77%) allen Rhinovirus-negativen Probanden (619/686, 90,23%) gegeniibergestellt wurde
(Q6). Es erfolgte die gleiche Vorgehensweise und Gegeniiberstellung wie bei der SARS-CoV-
2-Kohorte. Nachstehend werden die weiteren Vergleiche aufgefiihrt:

e Rhinovirus-positive Probanden mit Symptomen (63/682, 9,24%) versus Rhinovirus-
negativ (619/682, 90,76%) getestete Probanden (Q7)

e Rhinovirus-positiv getestete Personen (67/430, 15,58%) versus Probanden mit nach-
gewiesenen respiratorischen Pathogenen und/ oder Symptomen (363/430, 84,42%)
(Q8)

e Rhinovirus-positive Probanden (67/323, 20,74%) versus ,,gesunde* Kontrollkohorte
(256/323, 79,26%) (Q9)

e Rhinovirus-positiv getestete Probanden mit Symptomen (64/67, 95,52%) versus Rhi-

novirus-positiv getestete Probanden ohne Symptome (4/67), 4,48%) (Q10)

63

symptomatisch
Rhinovirus
positiv

363

Mit anderen
respiratorischen |«
Pathogenen /
Symptomer

619

Rhinovirus
negativ

symptomatisch
Rhinovirus
positiv

Rhinovirus
positiv

Abbildung 5: Uberblick der statistischen Vergleiche zwischen den einzelnen Unterkohorten von Kohorte

2 (Q6-Q10).
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Die SARS-CoV-2-sowie die Rhinovirus-infizierten Probanden wurden unabhingig voneinan-
der gruppiert, analysiert und verglichen. Daher sind die analysierten Daten in den unterschied-
lichen Patientenkohorten und ihren jeweiligen Gegeniiberstellungen grofBtenteils aus dersel-
ben Datenmenge. Das bedeutet, dass sowohl in den Kontrollkohorten Q1, Q2 und Q3 Rhino-
virus-positive als auch in den Kontrollkohorten Q6, Q7 und Q8 SARS-CoV-2-positive Teil-
nehmer inkludiert wurden. Das Hauptaugenmerk dieser Vergleiche bezog sich allein auf die

zu untersuchenden Viren und ihre jeweiligen, zugehdrigen VOC-Profile.
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4. Ergebnisse

4.1. RT-PCR-Screening

Auf Grund der besonderen Umsténde, unter denen diese prospektive Studie durchgefiihrt
wurde, weichen die Ergebnisse der Virusdetektion stark von den Ergebnissen vorheriger Jahre

ab.

SARS-CoV-2 und Rhinoviren sind die einzig erfassten Virusarten. Andere, normalweise hiufig
vorkommende Viren, wie Adenoviren, Coronaviren, RSV, Parainfluenzaviren und Influenzavi-

ren (s. Abb. 6), wurden nicht beobachtet.
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Abbildung 6: Virus Erfassung pro Woche, Juli 2016 bis Juni 2019 im Yale-New-Haven-Hospital (USA)
Relativer Beitrag von jedem Virus im Verhiltnis zu allen Virus-positiven Tests pro Woche im Yale-New-Haven-
Hospital. IAV=Influenza A Virus. RSV=Humanes. Respiratorisches Synzytial-Virus. IBV=Influenza B Virus.
PIV=Parainfluenza Virus. hMPV=Humanes Metapneumovirus.

Copyright © 2020 Wu et al. Published by Elsevier Ltd.?!
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Dies deckt sich mit statistischen Erhebungen des RKI und den Ergebnissen anderer Studien (s.
Abb. 7).” Die InfektionsschutzmaBnahmen der Bundesregierung, wie Maskenpflicht, Ab-
standseinhaltung und 3G-Regel scheinen hier ihre Wirkung gezeigt zu haben.
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Anzahl eingesandter Proben
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Einges..Proben Hmpv g PIV1-4 Rhinoviren
=< Parainfluenza ~  SARS-CoV-2 —¢ RSV =#*= Influenzaviren

Abbildung 7: Anteil identifizierter Atemwegsviren an allen im Rahmen des Sentinels eingesandten Proben
(Deutschlandweit) (Positivenrate, rechte y-Achse, Linien) sowie die Anzahl der an das NRZ fiir Influenzaviren
eingesandten Sentinelproben (linke y-Achse, graue Balken) von der 40. KW 2020 bis zur 20. KW 2021.

Hmpv: Humanes Metapneumovirus. PIV1-4: Parainfluenzavirus 1-4. RSV: Respiratorische Synzytial-Virus. Sai-
sonale Influenzaviren wurden in dieser Saison bisher nicht nachgewiesen, die Positivenrate liegt dort bei 0%.
Quelle: RKI, 2021, Buda et al.”®

4.2. SARS-CoV-2

Im ersten Teil dieser Studie wurden die Atemgase aller 708 Probanden analysiert. 36 Personen
wiesen eine SARS-CoV-2-Infektion auf. Die Positivenrate von 5,08% (36/708) ist iibereinstim-
mend mit der von Oktober 2020 bis Februar 2021 in Mecklenburg-Vorpommern erfassten
SARS-CoV-2 Detektionsrate.®

Um die komplexe Datenlage der VOC-Analyse der SARS-CoV-2-positiven Kohorte wiederzu-
geben, sind die Ergebnisse in Tabelle 3 iibersichtlich dargestellt. Die o.g. Kohorten (Q1-Q5)
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und ihre Vergleichs- bzw. Kontrollkohorten sind hier mit den zugehorigen statistischen Resul-
taten zu sehen.
Tabelle 3: Ergebnisiibersicht der unterschiedlichen statistischen Auswertungsabfragen (Q1 bis Q5). Hierbei

wurde der Mann-Whitney-Rank-Sum-Test fiir unabhingige Proben zwischen den definierten Kohorten ange-
wandt. Statistisch signifikante Unterschiede in Substanzkonzentrationen (p Werte < 0.05) sind hervorgehoben

markiert.

Mann-Whitney-Rank- Q1 Q2 Q3 Q4 Qs
Sum-Test n=708 n=697 n=452 n=292 n=36
(p Wert = 0.05) 36vs. 672 25vs. 672 36vs. 416 36vs. 256 25vs. 11
Ausgeatmete VOCs p Werte
Formaldehyd 0,281 0.648 0,859 0,017 0,440
Methanol 0,018 0,003 0,011 0.052 0.250
Dihydrogensulfid 0,012 0,000 0,003 0.116 0,010
Aceton 0,383 0,298 0,779 0,009 0,770
Essigsdure 0,043 0,018 0,007 0,385 0,264
Isopropanol 0,442 0,458 0,925 0,043 0,744
Crotonaldehyd 0,035 0,041 0,017 0,122 0,744
Buttersdure 0,000 0,003 0,000 0,002 0,548
Butanthiol 0,082 0,061 0,049 0.204 0.481
Abfrage Q1:

Q1 ergab statistisch signifikante Unterschiede in den VOC-Konzentrationen von fiinf exhalier-
ten Substanzen. Dihydrogensulfid, Methanol, Essigsiure, Buttersdure und Crotonaldehyd sind
hier zusammenfassend zu nennen. Alle fiinf Substanzen wiesen niedrigere Konzentrationen in
der SARS-CoV-2-positiven Kohorte auf. Abbildung 8 zeigt die statistisch signifikant unter-
schiedlichen Konzentrationen dieser flinf Substanzen in der Atemluft. Hierbei handelte es sich
um den Vergleich zwischen der SARS-CoV-2-positiven und der SARS-CoV-2-negativen Ko-
horte.

Abfrage Q2:

Fiir Q2 ergab die statistische Auswertung signifikante Konzentrations-Unterschiede bei fiinf
exhalierten Substanzen. Wieder sind Dihydrogensulfid, Methanol, Essigsdure, Buttersdure und
Crotonaldehyd zu nennen. Der Charakter der Ergebnisse gleicht hier den Ergebnissen von Q1.
Alle fiinf Substanzen weisen erneut niedrigere Substanzkonzentrationen in der SARS-CoV-2-
positiven Kohorte auf. Die Boxplots dieser fiinf alveoldren VOC-Konzentrationen der sympto-
matischen Corona-Probanden und aller negativen SARS-CoV-2-Individuen sind in Abbildung
9 dargestellt.
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Abfrage Q3:

Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse von Q3. Die VOC-Konzentrationen der SARS-CoV-2-po-
sitiven Kohorte wurden denen der Probanden mit anderen respiratorischen Pathogenen und/
oder Symptomen gegeniibergestellt. Sechs exhalierte Substanzen wiesen dabei signifikante
Konzentrations-Unterschiede auf: Methanol, Crotonaldehyd, Essigsdure, Buttersdure und die
schwefelhaltigen Substanzen Butanthiol und Dihydrogensulfid.

Abfrage Q4:

Q4 wird in Abbildung 11 dargestellt. Es zeigten sich signifikante Unterschiede in den exhalier-
ten Substanzkonzentrationen von Buttersdure, Formaldehyd, Aceton und Isopropanol. SARS-
CoV-2-positive Patienten wurden dabei mit einer Kohorte verglichen, die keinen SARS-CoV-
2-positiven Befund aufwies, einen negativen Test fiir andere respiratorische Pathogene auf-
zeigte und symptomfrei war. Diese Kohorte wurde wie erwéhnt als ,,gesund* bezeichnet. For-
maldehyd, Aceton und Isopropanol zeigten hohere Konzentrationen bei den infizierten Indivi-
duen, wihrend die Konzentrationen der Buttersdure niedrigere Werte aufwiesen.

Abfrage QS:

Die Ergebnisse von QS sind in Abbildung 12 zu sehen. Einzig die exhalierten Dihydrogensul-
fid-Konzentrationen zeigten signifikante Unterschiede in dieser spezifischen Abfrage, welche
symptomatische Corona-Infizierte mit asymptomatischen Corona-Infizierten verglich.
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Abbildung 8: Darstellung der Ergebnisse Q1. Die Y-Achse zeigt die Substanzkonzentrationen in ppbV. Die X-
Achse zeigt die unterschiedlich charakterisierten Kohorten. Hier der Vergleich zwischen der SARS-CoV-2-posi-
tiven und der SARS-CoV-2-negativen Kohorte. Statistische Signifikanzen in der Ausatemluft sind durch # ange-
zeigt.
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Abbildung 9: Darstellung der Ergebnisse Q2. Die Y-Achse zeigt die Substanzkonzentrationen in ppbV. Die X-
Achse zeigt die unterschiedlich charakterisierten Kohorten. Hier der Vergleich zwischen der symptomatischen
SARS-CoV-2-positiven und der SARS-CoV-2-negativen Kohorte. Statistische Signifikanzen in der Ausatemluft
sind durch # angezeigt.
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Abbildung 10: Darstellung der Ergebnisse Q3. Die Y-Achse zeigt die Substanzkonzentrationen in ppbV. Die
X-Achse zeigt die unterschiedlich charakterisierten Kohorten. Hier der Vergleich zwischen der SARS-CoV-2-
positiven und Probanden mit anderen respiratorischen Pathogenen und/ oder Symptomen. Statistische Signifikan-
zen in der Ausatemluft sind durch # angezeigt.
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Abbildung 11: Darstellung der Ergebnisse Q4 Die Y-Achse zeigt die Substanzkonzentrationen in ppbV. Die X-
Achse zeigt die unterschiedlich charakterisierten Kohorten. Hier der Vergleich zwischen der SARS-CoV-2-posi-
tiven und der ,,gesunden Kohorte. Statistische Signifikanzen in der Ausatemluft sind durch # angezeigt.
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Abbildung 12: Darstellung der Ergebnisse Q5. Die Y-Achse zeigt die Substanzkonzentrationen in ppbV. Die
X-Achse zeigt die unterschiedlich charakterisierten Kohorten. Hier der Vergleich zwischen der symptomatischen
SARS-CoV-2-positiven und der asymptomatischen SARS-CoV-2-positiven Kohorte. Statistische Signifikanzen

in der Ausatemluft sind durch # angezeigt.
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4.3. Rhinovirus

Im zweiten Teil dieser Studie wurden 686 Probanden mit vorliegenden RT-PCR-Test fiir respi-
ratorische Pathogene analysiert. Von diesen waren 9,77% (67/686) mit dem durch den Scree-

ning-PCR-Test fiir respiratorische Pathogene erfassten Rhinovirus infiziert.

Auch hier ist die Datenlage der VOC-Analyse der Rhinovirus-positiven Kohorte mit den zuge-
horigen Ergebnissen tabellarisch dargestellt (s. Tabelle 4). Es wurden die zuvor differenzierten
Kohorten (Q6-Q10) und ihre jeweiligen Vergleichs- bzw. Kontrollkohorten mit den zugehori-
gen statistischen Resultaten erfasst.

Tabelle 4: Ergebnisiibersicht der unterschiedlichen statistischen Auswertungsabfragen (Q6 bis Q10). Es
wurde der Mann-Whitney-Rank-Sum-Test fiir unabhéngige Proben zwischen den definierten Kohorten ange-

wandt. Statistisch signifikante Unterschiede in Substanzkonzentrationen (p Werte < 0.05) sind hervorgehoben
markiert.

Mann-Whitney-Rank- Q6 Q7 Q8 Q9 Q10
Sum-Test n=686 n=682 n=430 n=323 n=67
(p Wert <0.05) 67 vs. 619 63 vs. 619 67 vs. 363 67 vs. 256 63 vs. 4
Ausgeatmete VOCs p Werte
Dihydrogensulfid 0,048 0,047 0,125 0,007 0,672
Aceton 0,125 0,089 0,000 0.392 0.302
Essigsiure 0,386 0,385 0,960 0,047 0.874
Isopropanol 0,390 0,433 0,032 0,499 0,916
Cyclohexadien 0,190 0,168 0,541 0,031 0,672
Limonen 0,036 0,028 0.226 0,002 0.491
Abfrage Q6:

Der Vergleich zwischen der Rhinovirus-positiven und der Rhinovirus-negativen Kohorte ergab
signifikante Konzentrations-Unterschiede in der Atemluft bei Dihydrogensulfid und einem Mo-
noterpen. Beide Substanzen zeichnen sich durch hohere exhalierte Konzentrationen der infi-
zierten Probanden aus. Die zugehdrige visuelle Darstellung ist in Abbildung 13 zu finden.
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Abfrage Q7:

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung von Q7 ergaben signifikante Unterschiede von
zwel Substanzen in der Atemluft. Hier gleichen die Resultate in Substanz (Dihydrogensulfid
und einem Monoterpen) und Charakteristika (erhohte exhalierte Konzentrationen der Rhinovi-
rus-positiven Kohorte) dem Ausgang der Abfrage Q6. Die Boxplots der Rhinovirus-positiven
symptomatischen Probanden versus allen Rhinovirus-negativen Probanden sind in Abbildung
14 dargestellt.

Abfrage Q8:

Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse der Abfrage Q8. VOC-Konzentrationen von Aceton und
Isopropanol weisen signifikante Konzentrations-Unterschiede in der Atemluft auf. Dabei sind
die exhalierten Konzentrationen der Rhinovirus-positiven Patienten jeweils niedriger als die der
Kohorte mit anderen respiratorischen Pathogenen und/oder Symptomen.

Abfrage Q9:

Q9 wird in Abbildung 16 dargestellt. Es zeigen sich signifikante Unterschiede in den abgeat-
meten Substanzkonzentrationen von Dihydrogensulfid, Essigsdure, Cyclohexadien und einem
Monoterpen. Die Rhinovirus-positiven Probanden wurden hierbei mit der als ,,gesund* charak-
terisierten Kohorte verglichen. Alle vier Substanzen weisen hohere Atemgas-Konzentration in
der Rhinovirus-infizierten Kohorte auf.

Abfrage Q10:

Der Vergleich zwischen symptomatischen und asymptomatischen Rhinovirus-positiven Pati-
enten ergab keine signifikanten Substanzunterschiede in der Atemluft.
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Abbildung 13: Darstellung der Ergebnisse Q6. Die Y-Achse zeigt die Substanzkonzentrationen in ppbV. Die
X-Achse zeigt die unterschiedlich charakterisierten Kohorten. Hier der Vergleich zwischen der Rhinovirus-posi-
tiven und der Rhinovirus-negativen Kohorte. Statistische Signifikanzen in der Ausatemluft sind durch # angezeigt.
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Abbildung 14: Darstellung der Ergebnisse Q7. Die Y-Achse zeigt die Substanzkonzentrationen in ppbV. Die
X-Achse zeigt die unterschiedlich charakterisierten Kohorten. Hier der Vergleich zwischen der symptomatischen
Rhinovirus-positiven und der Rhinovirus-negativen Kohorte. Statistische Signifikanzen in der Ausatemluft sind
durch # angezeigt.
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Abbildung 15: Darstellung der Ergebnisse Q8. Die Y-Achse zeigt die Substanzkonzentrationen in ppbV. Die
X-Achse zeigt die unterschiedlich charakterisierten Kohorten. Hier der Vergleich zwischen den Rhinovirus-posi-
tiven und Probanden mit anderen respiratorischen Pathogen und/oder Symptomen. Statistische Signifikanzen in
der Ausatemluft sind durch # angezeigt.
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Abbildung 16: Darstellung der Ergebnisse Q9. Die Y-Achse zeigt die Substanzkonzentrationen in ppbV. Die
X-Achse zeigt die unterschiedlich charakterisierten Kohorten. Hier der Vergleich zwischen der Rhinovirus-posi-
tiven und der ,,gesunden® Kohorte. Statistische Signifikanzen in der Ausatemluft sind durch # angezeigt.
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44. Ct-Wert

Die Ct-Werte fiir die SARS-CoV-2-positiven Probanden wurden durch das Institut fiir Klini-
sche Chemie und Laboratoriumsmedizin der Universitdtsmedizin Rostock bereitgestellt. Die
erfassten Ct-Werte wurden in drei Kohorten eigeteilt: < 24 (Low), 25-30 (Mid) und 31-39
(High). Im Folgenden wurden alle Substanzen, basierend auf den Ct-Werten, auf signifikante
Unterschiede untersucht. Einzig Dimethylsulfid wies dabei signifikante Konzentrations-Unter-

schiede auf. Dies wird in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17 A+B: RT-PCR-Zyklus-Werte (Ct) und Darstellung des signifikant unterschiedlichen Dime-
thylsulfids basierend auf den Ct-Werten. Die Y-Achse zeigt hierbei (A) die Anzahl der PCR-Zyklen und (B)
die Konzentration der volatilen organischen Komponenten in ppbV. Die X-Achse présentiert jeweils die SARS-
CoV-2-infizierte Kohorte mit niedrigen (Low <24), mittleren (Mid 25 — 30) und hohen (high 31 — 39) Ct-Werten.
Statistische Signifikanzen wurden durch One-way ANOVA (Dunn’s post-hoc method, p value < 0.05) getestet
und sind durch das rote * markiert.
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5. Diskussion

5.1. VOC-Profil-Erfassung im Screening-Setting

Die vorliegende Studie beschéftigte sich mit zwei unterschiedlichen Virus-Infektionen. Im Fo-
kus stand die pandemische SARS-CoV-2 Infektion, zum anderen wurde die detektierte Rhino-
virus-Infektion betrachtet. Im Kontrast zu dhnlichen Studien fand diese Studie prospektiv und
unter realistischen Screening-Konditionen statt. So untersuchten Grassin-Deyle ef al. Atemgase
von 40 Probanden mit akutem-respiratorischen-Distress-Syndrom (ARDS). 28 dieser 40 Pro-
banden wiesen eine SARS-CoV-2 Infektion auf. Alle Untersuchten lagen zur Zeit der Proben-
entnahme auf der Intensivstation und waren an eine invasive mechanische Beatmung ange-
schlossen. Die Analyse wies vier Substanzen (Methylpent-2-enal, 2,4-Octadiene, 1-Chlorohep-
tane, und Nonanal) als mogliche Diskriminatoren zwischen den SARS-CoV-2 positiven und

SARS-CoV-2 negativen Probanden auf.*3

Liangou ef al. griffen bei der Auswertung ihrer Studie auf Algorithmen zuriick. Zwei verschie-
dene Modelle wurden erstellt, um eine SARS-CoV-2-Infektion diagnostizieren zu kdnnen. Das
erste Model erreichte hierbei eine Spezifitit von 81,2% und eine Sensitivitit von 81,1%. Das
zweite Model, welches nur Teilnehmer {iber 55 Jahre inkludierte, wies eine Spezifitidt von
97.1% und eine Sensitivitdt von 97.7% auf. Insgesamt wurden 1137 Probanden untersucht. 70%
dieser Daten wurde fiir ein Pre-Model Training der artifiziellen Intelligenz benutzt. 30% wur-
den fiir die Diagnostik der Virusinfektion verwendet.*” Diese und weitere Atemgas-Studien
weisen abweichende Resultate und unterschiedliche Marker-Substanzen auf.3!#? Zudem ist der
Aufbau dieser Pilotstudien nicht mit einem realistischen Screening-Szenario zu vergleichen.®
Die beschriebenen Studien analysierten die alveoldre Ausatemluft mittels Echtzeit-Massen-

spektrometrie vor Ort.

Bei der hier vorliegenden Studie wurde initial ein standardisiertes Verfahren zur Probenent-
nahme erarbeitet und angewendet. Friithere Studien haben gezeigt, dass Lagerungswechsel eine
Verdnderung der VOC-Profile hervorrufen konnen. Grund fiir diese Verdanderungen sind vor
allem himodynamische Einflussfaktoren.”® Der Studiendurchfiihrung ist zu entnehmen, dass

ein Zeitintervall von vier Minuten zwischen Lagerungswechsel, hier stehend zu sitzend, und
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analysierter Ausatemluft gewahlt wurde. So wurden einerseits die himodynamischen Verdnde-
rungen und ihr moglicher Einfluss auf die Ergebnisse verhindert und anderseits, durch die ge-

ringe Zeitinanspruchnahme, der Arbeitsablauf des Testzentrums nicht behindert.

Trotz der besonderen Umstidnde und dem damit verbundenen Aufwand zum Infektionsschutz,
gelang eine zuverlédssige und reibungslose Durchfithrung der Messungen. Es wurden keine ne-
gativen Auswirkungen durch die Studie auf die Probanden oder das medizinische Personal be-
obachtet. Auch die z.T. hektische und, fiir viele Teilnehmende, neue Umgebung hatte keine

nachgewiesene Wirkung auf die Probanden und den Ablauf der Studiendurchfiihrung.

Diese Studie beweist damit, dass eine aufeinanderfolgende, rasche und standardisierte Echtzeit-
messung der Ausatemluft in einem Screening-Szenario moglich ist. Basierend auf PCR besta-
tigtem SARS-CoV-2- oder Rhinovirus-Infektionsstadium, detektierten respiratorischen Patho-
genen und der Prasenz/Absenz von Erkéltungssymptomen, wurden die rekrutierten Personen
definierten Probanden-Unterkohorten zugewiesen. Ausschlusskriterien wie Raucher- und Er-
ndhrungsstatus, mogliche Didten, eventuell vorhandene chronische Erkrankungen, Medika-
menteneinnahmen etc. wurden explizit nicht angewandt, um eine Priselektion und damit ver-

bundene Voreingenommenheit zu verhindern.

5.2. SARS-CoV-2

Verglichen mit anderen aktuellen in vivo- sowie in vitro-Studien konnten wir keine positiv ex-
primierten Marker fiir eine SARS-CoV-2-Infektion im Atemgas identifizieren.****% Doch un-
terschieden sich die VOC-Profile der SARS-CoV-2-Infizierten von den VOC-Profilen SARS-
CoV-2-negativer Personen. Die beobachteten exhalierten Substanzkonzentrationen wiesen da-
bei eine niedrigere Konzentration auf (s. Q1). Diese Substanzen, die signifikant unterschiedli-
che Konzentrationen in der Ausatemluft aufzeigten, konnen mit einer Reaktion des Wirtsmik-
robioms und der Immunantwort auf die Infektion in Verbindung gebracht werden. Dabei spre-
chen die niedrigeren Konzentrationen in der SARS-CoV-2 Kohorte fiir eine Unterdriickung
dieser Substanzen und Suppression ihrer zugehorigen Stoffwechselwege durch das Virus. Ahn-
liche Resultate finden sich auch in neuesten metagenomischen und biochemischen Studien zum
Wirtsmetabolismus, und/oder mikrobiellen Verdnderungen wéihrend einer SARS-CoV-2 Infek-

tion, 3688
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Um den Einfluss anderer Pathogene auf die Ergebnisse zu bewerten, wurden Probanden mit
nachgewiesenen oder moglichen Krankheitserregern aus der Kontrollkohorte ausgeschlossen.
So hatten dieser Kohorte zugeordnete Probanden einen negativen PCR-Test fiir die SARS-
CoV-2-Infektion sowie fiir andere respiratorische Pathogene und waren symptomfrei. Im Ver-
gleich mit dieser, als ,,gesund* titulierten Kohorte, atmeten die SARS-CoV-2-infizierten Indi-
viduen erh6hte Konzentrationen von Formaldehyd, Aceton und Isopropanol und eine ernied-
rigte Konzentration von Buttersdure aus (s. Q4). Diese Ergebnisse unterschieden sich von den
vorherigen Vergleichen (s. Q1-Q3) und deuten darauf hin, dass die verminderte Buttersadure-

konzentration im Atemgas charakteristisch fiir eine SARS-CoV-2 Infektion sein konnte.

Buttersdure wies als einzige Substanz unverinderte, signifikante und verminderte Atemgas-
Konzentrationen in den unterschiedlichen Vergleichen auf. Wihrend Differenzen der Metha-
nol-, Hydrogensulfid-, Essigsdure-, Crotonaldehyd-und Butanthiol-Konzentrationen unbestin-
dig waren und im Vergleich zwischen der SARS-CoV-2-Kohorte mit den ,,gesunden* Proban-

den verschwanden.

Fiir einen betrdchtlichen Anteil der ausgeatmeten volatilen Metabolite ist die grofle Vielfalt der
Mikrobiotia, die unseren respiratorischen Trakt und den Verdauungstrakt besiedeln, verant-
wortlich. Schwefelhaltige Substanzen sowie aliphatische Alkohole, Thiole und kurzkettige
Fettsduren (SCFAs) werden kontinuierlich durch den Metabolismus des humanen Mikrobioms
produziert. So erzeugen Bakterien der Mundflora Dihydrogensulfid.”®* Wie den Ergebnissen
zu entnehmen ist, kann eine hohe Raumluftkonzentration von Dihydrogensulfid beobachtet
werden, welche auf einen gemischten endogenen und exogenen Ursprung im Atem des Proban-
den schlieBen ldsst. Aktuelle Studienergebnisse deuten auf eine Verdnderung und Dysbiose des
oralen Mikrobioms als Immun- und/oder Infektionsreaktion auf eine SARS-CoV-2-Erkrankung
hin. Die signifikant niedrigere Dihydrogensulfid-Atemgaskonzentration der SARS-CoV-2 in-
fizierten Kohorte gegentiber allen Nicht-Infizierten (s. Q1-Q3), trotz des stetigen Zuflusses aus

der Umgebungsluft, unterstiitzen diese Beobachtungen.

Methanol kann, neben einem didtetischen Ursprung, in vivo durch Fermentation der im Magen-
Darm-Trakt residierenden Bakterien aus Pektinen und im S-Adenosylmethionin-Stoffwechsel-
weg produziert werden.’®’! Hier weisen verringerte Substanzkonzentrationen der Ausatemluft
der SARS-CoV-2-Kohorte im Vergleich mit allen SARS-CoV-2-negativen Probanden (s. Q1-

Q3) auf eine Reduzierung dieser metabolischen Prozesse hin. Das unterstiitzt jiingste Berichte,
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die iiber Verdnderungen und Dysbiosen des Darmmikrobioms in SARS-CoV-2-positiven Pati-
enten, sowie eine starkere Assoziation und allosterische Aktivierung des Plasma-S-Adenosyl-

methionin mit IL-6 und Glutathion als Wirtsreaktion auf das Coronavirus berichten.36:92%4

Kurzkettige Fettsduren (SCFAs) wie Essig- und Buttersdure werden potentiell durch den bak-
teriellen Abbau von Ballaststoffen und/ oder Stirke im distalen Diinndarm produziert.®’*> Auch
hier weisen erniedrigte Konzentrationen der SCAFs in der SARS-CoV-2-betroffenen Kohorte

auf einen Einfluss des Virus auf den Metabolismus dieser Bakterien hin (s. Q1-3).

Aldehyde in der Atemluft konnen sowohl exogenen als auch endogenen Quellen entstammen.
Formaldehyd ist eine im klinischen Alltag ubiquitdr vorkommende Substanz und Grundlage

vieler Desinfektionsmittel.”®

Die beobachteten Atemgasprofile mit hohen inspiratorischen For-
maldehyd-Konzentrationen weisen auf diesen moglichen exogenen Ursprung hin (s. Q4). An-
dere Studien beschreiben erhohte Konzentrationen von potentiell endogenen Aldehyden in
SARS-CoV-2-positiven Patienten. Diese erhdhten Konzentrationen wurden dem erhdhten oxi-
dativen Stress von Endothelzellen zugeschrieben.**34 In unserer Studie wies endogen entste-
hendes Crotonaldehyd jedoch signifikant geringere Konzentrationen in der SARS-CoV-2-Ko-
horte auf (s. Q1-3). Diese niedrigere Expression kann auf eine komplexe Vernetzung zwischen
dem intestinalen Ethanol-produzierenden Mikrobiom, der Darmpermeabilitit, der intestinalen
Glucose-Aufnahme und der hepatischen Glykolyse zuriickzufiihren sein.”>*” Crotonaldehyd
entsteht durch die Kondensation von Acetaldehyd-Molekiilen. Diese werden in der Leber als
Neben-und Zwischenprodukt des Ethanol-Metabolismus produziert.”® Die endogene Ethanol-
Flussrate wird besonders durch den mikrobiellen Metabolismus der Kohlenhydrate im Diinn-
darm reguliert, um eine gesunde Darmpermeabilitit und optimierte Glucose Aufnahme zu ge-
wihrleisten.”"!% Da eine SARS-CoV-2-Infektion eine Dysbiose der intestinalen Flora verur-
sacht, wird die Darmbarriere gestort. Diese Storung hat vielféltige Folgen. Exemplarisch etwa
eine erhohte Aufnahme von Glucose, ein gestorter Ethanol-Metabolismus, geringere Acetalde-
hyd-Konzentrationen und eine damit zusammenhéngende reduzierte Crotonaldehyd-Konzent-

ration in der Ausatemluft der SARS-CoV-2-positiven Probanden.®®!%!

Des Weiteren ist es denkbar, dass durch die erhéhte Glucose-Aufnahme die Konzentrationen
von Nebenprodukten der hepatischen und zelluldren Glykolyse, so zum Beispiel Aceton, an-
steigen (s. Q4).!92 Die Beobachtung einer erhdhten Aceton-Konzentration in der Ausatemluft
SARS-CoV-2 infizierter deckt sich mit den Ergebnissen der verdffentlichten Atemgas-Studie

von Ruszkiewicz et al.®?
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Isopropanol wird sowohl endogen als auch exogen produziert. Endogen entstehendes Isopro-
panol kann mit einer hyperglykdmischen Aktivierung bestimmter Stoffwechselwege zusam-
menhéngen.’®!% Erhohte Isopropanol-Konzentrationen in der Exspirationsphase der SARS-
CoV-2-infizierten Kohorte im Vergleich zu ,,gesunden* Probanden weisen auf diese Kausalitit
hin. Exogen produziertes Isopropanol ist, als sekundérer Alkohol, Grundlage vieler Desinfek-
tionsmittel. Ahnlich dem besprochenen Formaldehyd, wies auch Isopropanol erhdhte inspira-

torischen Konzentrationen auf (s. Q4).

Schwefel-reduzierende Bakterien des Darmtraktes produzieren freie und aktive Thiole (-SH)
als Gastransmitter aus anaerober Methylierung.3*!% Diese helfen das anaerobe Milieu des Dar-
mes zu erhalten, regulieren die Néhrstoffaufnahme, Membranpermeabilitit und Immunant-

t!95, Reduzierte Butanthiol-Konzentrationen in der Ausatemluft der SARS-CoV-2-positiven

wor
Probanden fanden sich einzig im Vergleich zu Probanden mit nachgewiesenen respiratorischen
Pathogenen und/oder Symptomen (s. Q3). Des Weiteren verschwanden die signifikanten Un-
terschiede der besprochenen Substanzen Methanol, Dihydrogensulfid, Essigsdure und Croto-
naldehyd, wenn die Probandenkohorte mit anderen respiratorischen Pathogen aus dem Ver-
gleich exkludiert wurden (s. Q4). Augenscheinlich hatten diese anderen detektierten respirato-
rischen Pathogene einen Einfluss auf das humane Mikrobiom und somit auf die Ergebnisse. Die

beobachtete Wirkung unterschied sich ganz offensichtlich von dem Effekt des Corona-Virus

auf das humane Mirkobiom.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen den erfassten Symptomen und den Ergebnissen her-
gestellt werden. Der Vergleich innerhalb der SARS-CoV-2-infizierten Kohorte, zwischen

symptomatischen und asymptomatischen Probanden, ergab keine neuen Ergebnisse (s. Q2).
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5.3. Rhinovirus

Friihere in vitro-Studien beschrieben eine Vielzahl unterschiedlicher Substanzen als potentielle
,,Biomarker* bei Rhinovirus-infizierten Zellreihen.?”-1%¢197 Bei dieser Studie zeigte keine dieser
Substanzen signifikante Konzentrations-Unterschiede. Doch unterschieden sich die VOC-Pro-
file der Rhinovirus-Infizierten von den VOC-Profilen Rhinovirus-negativer Personen. Die sig-
nifikant unterschiedlichen Substanzen wiesen hierbei hohere Konzentrationen in der infizierten
Kobhorte auf (s. Q6). Die ausgeatmeten Substanzkonzentrationen von Dihydrogensulfid und ei-
nem Monoterpen kdnnen mit einer Reaktion des humanen Mikrobioms und exogenen Einfluss-

faktoren in Verbindung gebracht werden.

Auch hier wurde der Einfluss anderer Pathogene auf die Ergebnisse nidher betrachtet. Dazu
wurden Rhinovirus-Infizierte mit der beschriebenen ,,gesunden* Kontrollkohorte verglichen.
Hierbei wiesen Dihydrogensulfid, Essigsdure, Cyclohexadien und Monoterpen erhdhte Kon-
zentrationen in der Ausatemluft der Rhinovirus-Kohorte auf (s. Q9). Diese Beobachtungen un-
terschieden sich von den vorherigen Abfragen (s. Q6-8). Der Metabolismus von Essigsdure und
Cyclohexadien schien sowohl durch die Anwesenheit des Rhinovirus als auch durch die der
anderen Pathogene positiv induziert zu werden (s. Q9). Die erhdhten Aceton- und Isopropanol-
Konzentrationen deuten dagegen auf einen alleinigen Einfluss der anderen respiratorischen Pa-
thogene hin (s. Q8). Fiir die signifikanten Differenzen der Dihydrogensulfid- und Monoterpen-
konzentrationen, die sowohl in Q6, Q7 und Q9 beobachtet wurden, schien einerseits ein iso-
lierter Einfluss des Rhinovirus auf den Metabolismus des Dihydrogensulfids und anderseits

externe Faktoren fiir die verdnderten Monoterpenkonzentrationen vorzuliegen.

Wie bereits diskutiert sind Mikrobiome des Respirations- sowie Verdauungstraktes verantwort-
lich fiir eine grofe Vielfalt der volatilen organischen Substanzen. Sulfide (Mundflora) und kurz-
kettige Fettsduren (distaler Darm) werden anhaltend durch den Metabolismus dieser Bakterien
produziert. Das Rhinovirus schien hierbei fiir einen erhdhten Stoffwechsel dieser Substanzen,
wie Dihydrogensulfid und Essigsdure, verantwortlich zu sein. Schivo et al. beobachteten in
ihrer Studie mit Rhinovirus-infizierten Zellreihen ebenfalls erhohte Essigsdure-Konzentratio-
nen im Headspace ihres Versuchaufbaus.!?” Es zeigten sich zudem verinderte Aceton- und Al-
koholkonzentrationen bei dieser in-vitro durchgefiihrten Studie, diese jedoch in erhdhter Sub-

stanzintensitét.
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Cyclohexadien sowie das erfasste Monoterpen sind exogenen Ursprungs. Cyclohexadien ist vor
allem prisent in den Monoterpenen Safranal und Citral-Dimeren.!%® Diese Substanzen sind vor
allem bekannt fiir ihre antioxidative und antiinflammatorische Aktivitit. Sie sind in Ingwer und

Zitronen zu finden.'®

Das hier benannte Monoterpen ist bewusst als solches deklariert, da es mit einer molaren Masse
von 136,24 g/mol sowohl fiir Limonen als auch fiir Alpha-Pinen stehen konnte. Eine Unter-
scheidung ist zum jetzigen Stand nicht moglich. Beide Substanzen sind Bestandteile zahlreicher
Pflanzenarten wie Lorbeer, Edeltannen, Basilikum, verschiedenen Kieferarten und Fenchel.!'°
Beide Substanzen kommen in geringen Konzentrationen in Duft- und Geschmacksstoffen, in
dtherischen Olen und Teesorten, sowie als Nebenprodukt der Orangen- und Zitronensafther-
stellung vor.!'! Vor allem Alpha-Pinen ist, wie auch das erwihnte Safranal und die Citral Di-

mere, bekannt fiir seine antibakterielle und entziindungshemmende Wirkung.'!>-114

Die erhohten Konzentrationen dieser exogenen Substanzen in der Ausatemluft der Rhinovirus-
infizierten Kohorte konnte im Zusammenhang mit der hohen Symptombelastung der Kohorte
und deren Konsequenzen in Zusammenhang stehen. 63 der 67 positiven Probanden (94.03%)
wiesen Symptome auf, im Vergleich zu 221 der 619 Rhinovirus-negativen Studienteilnehmer
(35,7%) und 0 der 256 ,,gesunden‘ Probanden (0%). Es ist anzunehmen, dass Menschen die an
Erkéltungssymptomen leiden, vermehrt auf Haushaltsmittel zur Bekdmpfung der Krankheits-
zeichen zuriickgreifen. Lutschbonbons, Inhalationen sowie verschiedene Teesorten gehdren zu
den Standardmitteln, welche ubiquitdr gegen Erkiltungserkrankungen und den zugehorigen
Symptomen eingesetzt werden. Dass hierbei Stoffe verwendet werden die Ingwer, Zitrone, Eu-
kalyptus, Meerrettich oder Orange und somit die beschriebenen Terpene enthalten, ist nahelie-
gend. Konsequenterweise verschwinden die signifikanten Unterschiede der angesprochenen
Monoterpene im Vergleich zwischen Rhinovirus-Infizierten und Probanden mit anderen respi-
ratorischen Pathogenen und/oder Symptomen. Diese Vergleichskohorte wies ebenfalls eine er-

hohte Symptombelastung von 61,5% auf.

Bei der Auswertung der beiden unterschiedlichen Virenarten féllt auf, dass diese augenschein-
lich einen Einfluss auf den Stoffwechsel des humanen Mikrobioms und den damit verbundenen
Substanzkonzentrationen hatten. Da Viren keinen eigenen Metabolismus haben, sind sie auf die
Ressourcen der Wirtszelle oder des Wirtsmikrobioms angewiesenen. In Anbetracht dessen ist
es wenig liberraschend, dass sowohl das Rhinovirus als auch das SARS-CoV-2-Virus eine Wir-
kung auf die volatilen Produkte der Bakterien, welche im Verdauungs-und/oder Respirations-

trakt residieren, hatten. Auf Grund der endogenen Herkunft dieser Substanzen, werden diese
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immer in der Ausatemluft vorhanden und detektierbar sein. Die Produktion der volatilen Pro-
dukte kann dabei erwartungsgemal durch eine Virus-Zell oder Virus-Mikrobiom Interaktion
supprimiert oder induziert werden. Die Resultate suggerieren, dass unabhéngig von Infektions-
zeitpunkt und Infektionsschwere, eine Wirtsreaktion auf das Virus die VOC-Profile beeinflusst
hat. Sie sind durch Konzentrations-Unterschiede von Metaboliten des Mikrobioms und/oder

der Wirtszellen charakterisiert.

Dieser Aspekt stellt einmal mehr die unzéhligen Einflussfaktoren auf die VOC-Profile und die
damit zusammenhidngende Variabilitdt der Ergebnisse in den Vordergrund. Nicht nur Lage-
rungswechsel, Erkrankungen, Didten, Medikamente, Alter, Geschlecht, korperlicher Habitus et
cetera liben eine Wirkung auf die volatilen Substanzen und ihren Stoffwechsel aus, sondern

auch die groB3e Vielfalt des humanen Mikrobioms.

5.4. Ct-Wert/Viruslast

Friihere Veroffentlichungen haben ein dynamisches Verhalten der VOCs wiéhrend einer SARS-
CoV-2-Infektion beobachtet, aber keinen Zusammenhang zwischen VOC-Konzentrationen und
Viruslast oder Infektionsstatus erbracht. Die Prisenz oder Absenz von Symptomen war dabei
nicht direkt mit der viralen Last verbunden.>®!''> Auch unsere Untersuchungen wiesen keinen
Zusammenhang zwischen Erkéltungssymptomen und Viruslast/ Ct-Wert auf. Der vorgenom-
mene Vergleich ergab keine signifikanten Unterschiede. Bei ndherer Betrachtung wies einzig
Dimethylsulfid eine negative Korrelation auf. Die erniedrigte Sulfid-Konzentration ist ein wei-
teres Indiz fiir eine Suppression der systemischen mikrobiellen Aktivitdt durch das SARS-CoV-
2-Virus.
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5.5. Limitationen der Studie

Obwohl mehr als 700 Probanden rekrutiert wurden, prasentiert die Studie nur eine limitierte
Anzahl an SARS-CoV-2 infizierten Probanden. Zudem konnen die Beobachtungen in unter-
schiedlichen Populationen/Ethnien mit unterschiedlichen Ansteckungsraten, Komorbidititen

und viralen Varianten variieren.

Um eine Priselektion im realistischen Setting des Screening Scenarios zu vermeiden, wurden
keine externen Faktoren wie Lebensstil, Raucherstatus und Komorbiditdten beriicksichtigt.
Dies fiihrte zu einer groferen Variation in den Ergebnissen im Vergleich zu besprochenen Stu-

dien mit priselektierten Kohorten,!16-11?

Auch die Optimierungs- und Einstellungsprozesse unter den hohen Sicherheitsbedingungen
konnten einen Einfluss auf die Interpretation der Daten gehabt haben. Wahrend eine Vielzahl
an unterschiedlichen klinischen Symptomen fiir eine COVID-19-/Rhinovirus-Infektion existie-

ren, wurden fiir diese Studie nur Erkaltungssymptome beriicksichtigt.

Zudem miissen die besonderen Umstidnde berlicksichtigt werden, unter denen diese Studie
durchgefiihrt wurde. Zur Zeit der Probandenakquirierung bekamen nur ausgewéhlte Personen-
gruppen, wie zum Beispiel Kontaktpersonen und/oder symptombelastete Personen, einen kos-
tenfreien SARS-CoV-2 RT-PCR-Test. Da nur 25 Studienteilnehmer eine SARS-CoV-2-Infek-
tion respektive 4 Studienteilnehmer eine Rhinovirus-Infektion und Symptome aufwiesen,
reichte diese Anzahl nicht fiir weitere Kohorten-Bildungen in Bezug auf die unterschiedlichen

Symptome und ihre eventuelle Korrelation mit Atemgasprofilen aus.
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6. Zusammenfassung

Im Unterschied zu anderen Studien mit priselektierten Patientenkohorten fithrten wir eine pros-
pektive Beobachtungsstudie durch. Die Studie belegt, dass eine Atemgas-Analyse in einem
Screening-Szenario, unter hohen Infektionsschutz-Maflnahmen, moglich ist. Es wird explizit
vermerkt, dass keine spezifischen ,,Biomarker* beansprucht werden, da diese eine Validierung

durch eine grofe, unabhéngige Patientenkohorte bendtigen.

Unsere prospektiv gewonnenen Daten weisen darauf hin, dass VOC-Profile wéhrend einer
SARS-CoV-2- respektive Rhinovirus-Infektion die Interaktionen zwischen Virus und Wirts-
faktoren beziiglich Zellmetabolismus und Mikrobiom sowohl des respiratorischen Traktes als
auch des Darmtraktes widerspiegeln konnen. Diese Verdnderungen endogener Substanz-Kon-
zentrationen wurden auch in einer Vielzahl anderer veroffentlichter Studien beobachtet. Sub-
stanzen exogen Ursprung weisen auf den klinischen Hintergrund und individuelle Alltagshand-

lungen der Probanden hin.

Substanzen, die in unseren fritheren in vitro- und in vivo-Studien von HI1N1-Virus-infizierten
Zellreihen oder Schweinen signifikante Konzentrations-Unterschiede aufwiesen, fanden sich in
dieser Studie nicht wieder. Beriicksichtigt man die Variabilitdt der menschlichen Atemluftzu-
sammensetzung und die riesige Anzahl an volatilen organischen Substanzen in der Ausatem-
luft, wird immer die Moglichkeit bestehen, Unterschiede zwischen zwei definierten Probanden-
kohorten zu finden, wenn eine gro3e Zahl an Parametern angewendet werden. Die Ergebnisse
dieser Studie verdeutlichen diese Variabilitit und die unzdhligen exogenen und endogenen Ein-
fliisse unterschiedlichster Art auf die VOC-Profile. Sie verdeutlicht, dass ein Screening be-
stimmter Erreger und/oder Erkrankungen durch eine einmalige Echtzeit-Atemgasmessung

schwer zu realisieren ist.

Die VOC-Profile konnten im Gegensatz zu den etablierten RT-PCR-oder Antigentests nicht mit
vergleichbarer Sensitivitdt und Spezifitdt der SARS-CoV-2- oder der Rhinovirus-Infektion zu-
gewiesen werden. Gleichzeitig stellt diese Studie das gro3e Potential der Atemgasanalytik her-
aus. Es ist nicht nur moglich, Veranderungen im ppb-oder ppt-Konzentrationsbereich zu detek-
tieren, diese Verdnderungen konnen auch endogenen Stoffwechselverdnderungen und indivi-
duellen Verhaltensweisen zugeordnet werden. Es wurden wertvolle Informationen zu mikro-
biellen Wirt-Virus-Interaktionen und Stoffwechselprozessen gesammelt. In Zukunft konnten
die so gewonnenen Informationen sowohl bei der Einschitzung des Krankheitsverlaufes, als

auch bei der Therapiekontrolle eine grof3e Unterstiitzung sein.
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. Thesen der Arbeit

Eine Bestimmung von VOC-Profilen aus Atemgasproben und Raumluft unter pandemi-

schen Screening-Bedingungen ist mittels PTR-ToF-MS moglich.

Die Echtzeit-Massenspektrometrie erlaubt eine schnelle Messung der Atemluftprofile

einer groBBen Anzahl von Probanden in kurzer Zeit.

Die Probenentnahme beeinflusst weder den tiglichen Ablauf einer Corona-Test-Station

noch erhoht es die Infektionsgefahr fiir das medizinische Personal.

Im Atemgas SARS-CoV-2-infizierter Probanden fanden sich Verdnderungen der VOC-

Profile, die auf eine Host-Virus-Interaktion schlie3en lassen.

Die in der Atemluft in unterschiedlichen Konzentrationen nachgewiesenen Substanzen

konnten sowohl endogenen als exogenen Quellen zugeordnet werden.
Die im Atemgas in unterschiedlichen Konzentrationen auftretenden Substanzen der
SARS-CoV-2-Kohorte, wie z.B. geringere Buttersdure-Konzentrationen, weisen auf

eine Suppression des humanen Mikrobioms und dessen Stoffwechsels hin.

Im Atemgas Rhinovirus-infizierter Probanden fanden sich Verdnderungen der VOC-

Profile, die sich aber von den Anderungen der SARS-CoV-2-Kohorte unterschieden.

Einzigartige, spezifische ,,Biomarker* einer bestimmten Virus Art wurden nicht gefun-

den.

Ein Potential der Atemgasanalytik als Werkzeug fiir das Monitoring viraler Infektionen

zeichnet sich aus den Ergebnissen ab.
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Informationen zur CoVid-19 Diagnostikstudie
Neue Verfahren zur Diagnostik von SARS-CoV-2 Infektionen mittels
nicht-invasiver Atemgasanalyse
(Geschaftszeichen der Ethikkommission: A 2020-0085)

Einer der wichtigsten Aspekte bei der Bekampfung der weltweiten SARS-CoV-2 Pan-
demie ist die rechtzeitige Diagnose von Infizierten/Virustragern. Die bisher genutzten
PCR-basierten Tests bendtigen mehrere Stunden zur Durchfiihrung, bis zur Ubermitt-
lung der Ergebnisse vergehen oft mehrere Tage. Aus Untersuchungen mit anderen
Virusinfektionen wissen wir, dass Infektionen mit charakteristischen Veranderungen
der Atemluftzusammensetzung einhergehen (kdnnen). Mit den derzeit zur Verfigung
stehen Analysegeraten, kdnnte mittels Atemgasanalyse eine Virus(vor)diagnostik in-
nerhalb weniger Minuten erfolgen.

Mit den nachfolgenden Informationen moéchten wir lhr Interesse wecken und ihre Be-
reitschaft erreichen, an einer klinisch-experimentellen Studie teilzunehmen. Diese Stu-
die zielt darauf ab, die mit einer CoV-2 Infektion assoziierten Veranderung der chemi-
schen Zusammensetzung der Atemluft (Atemgas-Profil) zu erfassen. Die auf diese
Weise identifizierten (gasférmigen) Biomarker fur eine CoV-2 Infektion kdnnen dann
mit speziellen Geraten, wie sie bereits heute an Flughafen zur Detektion von Kampf-
oder Sprengstoffen verwendet werden, detektiert und fur ein schnelles breites Scree-
ning der Bevdlkerung eingesetzt werden.

Dazu sollen Untersuchungen der Ausatemluft, Virusdiagnostik aus Rachenabstrichen
und die Bestimmung entziindungsspezifischer Substanzen im Blut dienen. Alle Unter-
suchungen werden an dem einen Termin lhres Ambulanzbesuches koordiniert und wir
freuen uns, wenn wir Sie detailliert Gber unsere Studie informieren durfen.
Selbstverstandlich erlautern wir Ihnen alle Studienuntersuchungen auch in einem per-
sonlichen Gesprach und beantworten auch die wahrend der Untersuchung auftreten-
den Fragen.
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Patienten-Information

Neue Verfahren zur Diagnostik von SARS-CoV-2 Infektionen mittels
nicht-invasiver Atemgasanalyse

Geschiftszeichen der Ethikkommission: A 2020-0085

Sehr geehrte/r Frau/Herr ... ,

wir mochten Sie bitten, an einer Studie zur Untersuchung der Ausatemluft von gesun-
den und von maoglicherweise mit CoV-2 infizierten Menschen teilzunehmen und die
folgenden Informationen sorgfaltig durchzulesen.

Bei Unklarheiten oder Fragen konnen Sie sich selbstverstandlich jederzeit an uns wen-
den.

Ziel der Studie

Sie stellen sich heute zur Durchfuhrung eines Tests auf CoV-2 Infektion mittels Ra-
chenabstrich in unserem Testzentrum vor. Die bisher genutzten PCR(Polymerase-
Chain-Reaction = Polymerase-Kettenreaktion)-basierten Tests bendtigen mehrere
Stunden zur Durchfiihrung, bis zur Ubermittlung der Ergebnisse vergehen oft mehrere
Tage. Aus Untersuchungen mit anderen Virusinfektionen wissen wir, dass Infektionen
mit charakteristischen Veranderungen der Atemluftzusammensetzung einhergehen
(konnen). Mit den derzeit zur Verfugung stehen Analysegeraten, konnte mittels Atem-
gasanalyse eine Virusdiagnostik innerhalb weniger Minuten erfolgen.

Ziel dieser Studie ist es daher, die mit einer CoV-2 Infektion einhergehenden Veran-
derungen der chemischen Zusammensetzung der Atemluft (Atemgas-Profil) zu erfas-
sen. Die auf diese Weise identifizierten (gasformigen) Biomarker fur eine CoV-2 Infek-
tion kdnnen dann mit Geraten, wie sie bereits heute an Flughafen zur Detektion von
Kampf- oder Sprengstoffen verwendet werden, detektiert und fur eine schnelles, brei-
tes Screening der Bevolkerung eingesetzt werden.

Dazu sollen Untersuchungen der Ausatemluft, Virusdiagnostik aus Rachenabstrichen
und die Bestimmung entzundungsspezifischer Substanzen im Blut dienen. Alle Unter-
suchungen werden an diesem Termin Ihres Ambulanzbesuches koordiniert.

Dazu bitten wir sie, uns die Analyse der chemischen Zusammensetzung ihrer Ausa-
temluft zu ermoglichen. Wir freuen uns, wenn Sie uns eine Blutprobe flur die Erfassung
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der Standard- Entziindungsparameter Leukozytenzahl, CRP, PCT Uberlassen, um zu-
satzlich vorhandene bakterielle Infektion zu erfassen. Wenn Sie damit einverstanden
sind, mdchten wir einen kleinen Teil der Blutprobe fur spatere molekularbiologische
Untersuchungen aufheben. Durch lhre Teilnahme an dieser Studie helfen Sie uns, die
rechtzeitige und breit angelegte Erkennung von CoV-2-Infektionen zu verbessern. Dies
wirde dazu fuhren, infizierte Personen sofort zu identifizieren und isolieren zu kénnen.
Die Ausbreitung der potentiell lebensbedrohlichen Corona-Virusinfektion aber auch die
anderer Viren (RSV, Influenza) kénnte damit wirksam bekampft werden.

Teilnahmekriterien:

Sie kdnnen an dieser Studie teilnehmen, wenn Sie zum Zeitpunkt des Virustests min-
destens 14 Jahre alt sind. Die Teilnahmekriterien werden wir im Rahmen des Einflh-
rungsgespraches im Detail mit Ihnen durchgehen.

Studiendurchfihrung / Untersuchungen
Sie haben sich entschlossen, an unserer Studie teilzunehmen und wurden vom
Prafarzt Prof. Schubert und N. Kemnitz sowie Herrn cand. med. Rasmus Remy (Dok-
torand) uber die Studie informiert.
Nach der Entnahme der Rachenabstriche werden wir hier im Testzentrum der Univer-
sitdtsmedizin Rostock am Campus Schillingallee nicht-invasive und schmerzfreie Un-
tersuchungen zur Bestimmung der Atemgaszusammensetzung durchfuhren. Die Ab-
nahme der Gasproben erfolgt so, dass eine Beeintrachtigung der Atmung und lhres
Allgemeinbefindens ausgeschlossen ist. Das Sammeln der Atemgasproben wird unter
Spontanatmung Uber ein Mundstiick durchgefuhrt (Dauer ca. 15 min). Alle Teile, die
direkt mit lhnen in Berilhrung kommen, sind frisch sterilisiert. Es werden keine zusatz-
lichen Medikamente verabreicht und keine sonstigen Verdnderungen in lhrer Behand-
lung vorgenommen. Grundsatzlich besteht jedoch fur die Teilnehmer an einer von der
Universitatsklinik durchgefuhrten Studie Versicherungsschutz durch die Haftpflichtver-
sicherung des Klinikums.
Wir freuen uns, wenn Sie uns einmalig zuséatzlich eine weitere, kleine Blutprobe (2
Roéhrchen zur Gewinnung von Plasma und Serum, zusammen max. 10 ml Blut) uber-
lassen.
Die geplanten Untersuchungen umfassen:

O eine Erhebung der Vor-/Krankengeschichte

[0 die ohnehin geplante Abnahme der Rachenabstriche. Zusatzlich zum Test auf

CoV-2 werden aus denselben Proben Tests auf RSV und Influenza-Viren durch-
gefuhrt
[0 die Abnahme von zwei Atemgasproben, die spater im Labor analysiert werden.
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O die Aufzeichnung des Atemgaszusammensetzung mit zwei modernen Echtzeit-
Massenspektrometern (PTR-ToF-MS, IMS)

O in den optional zur Verfiigung gestellten Blutproben sollen Standard-Entziin-
dungsparameter (CRP, PCT, Leukozytenzahl) bestimmt werden.

Selbstverstandlich werden wahrend der Untersuchung alle auftretenden Fragen be-
antwortet und Sie werden direkt Uber die Befunde informiert.

Welche Nachteile/Risiken haben Sie durch die Studienteilnahme?

Die in dieser Studie geplanten Untersuchungen sind mit keinerlei Nebenwirkungen
oder Risiken verbunden. Lediglich die (optionale) Blutenthahme ist mit einem kleinen,
allgemein als vernachlassigbar eingeschatzten Risiko (kleiner Bluterguss) verbunden.
In sehr seltenen Fallen kann eine akute oder auch chronische Schadigung des Haut-
nerven im Bereich der Punktionsstelle eintreten.

Datenschutz

Alle fur die Auswertung unserer Studie relevanten Daten zu |hrer Krankengeschichte
werden pseudonymisiert und ausschliel3lich fur die Zwecke dieser Studie gespeichert.
Die unverschlusselten Informationen (Name, Geburtsdatum und das der Studie zuge-
wiesene Pseudonym) werden separat gespeichert. Damit ist sichergestellt, dass die
im Rahmen der Studie erhobenen persénlichen Daten nur von den unmittelbar an der
Studie beteiligten und zur Verschwiegenheit verpflichteten Wissenschaftlern eingese-
hen werden kénnen.

Eine offensichtliche Ruckfuhrbarkeit von einzelnen Studiendaten zu den individuellen
Probanden ist ausgeschlossen. Die gesetzlichen Regelungen zum Umgang mit per-
sonlichen Daten und zum Datenschutz werden eingehalten.

Freiwilligkeit der Studienteilnahme
Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig.
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