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1. Einleitung

Die hier vorgelegte Arbeit beschreibt eine interdisziplinare Proof-of-Concept-
Studie, die die Frage adressiert, ob der Nachweis von SARS-CoV-2-Infektionen
durch die Prasentation von Hautabstrichen an entsprechend trainierte Spirhunde
moglich ist. Parallel hierzu erfolgte die Analyse der chemischen Geruchsmuster der
Hautabstriche, um infektionsspezifische Geruchsmuster zu identifizieren. Ziel der
Arbeit waren neben der Testung des Verfahrens und dessen Verzahnung mit der
Geruchsanalytik  der  Vergleich  mit  etablierten  Covid-19-Test- und
Friherkennungsstrategien sowie die Einordnung in die zeitliche Dynamik der
Pandemie. Die aktive Projektphase wurde im November 2020 und somit frih im
Verlauf der Pandemie begonnen und Uber acht Monate fortgefihrt. Die
Besonderheiten der Entwicklung und Durchfihrung eines Projekts in einer

dynamischen Situation wird im Rahmen der vorgelegten Arbeit wiederholt deutlich.
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1.1 Kontext der Arbeit

Die Ende 2019 ausgebrochene SARS-CoV-2-Pandemie (Severe Acute Respiratory
Syndrome Corona-Virus 2, ,Corona-Pandemie”) hat das allgemeine Leben in vielen
Bereichen tiefgreifend veréndert. Seit Beginn der Pandemie sind zuverlassige,
effiziente Teststrategien ein wichtiger Forschungsgegenstand, um Infektionen zu
vermeiden und somit sowohl Menschen vor einer Erkrankung - im schlimmsten Fall
bis zum Tod - zu schitzen, als auch zur Normalisierung des Lebens beizutragen. In
diesem Zuge waren verschiedene internationale Forschungsgruppen bemdiht,
Spurhunde als Teil der breit anzuwendenden Teststrategien einer SARS-CoV-2-
Infektion einzusetzen [1,2].

Splrhunde wurden in anderen medizinischen Bereichen bereits zur Erkennung von
Krankheiten erfolgreich eingesetzt [3,4]. Entsprechend ausgebildete Spirhunde
kdnnten daher auch eine effiziente, frihzeitige Identifikation SARS-CoV-2-Infizierter
ermoglichen und somit zur Eindédmmung von Ansteckungsgeschehen beitragen [5].
Bereits 2020 lagen erste Pilotstudien bezlglich der Identifikation SARS-CoV-2-
Infizierter anhand von Speichel, Tracheobronchialsekret (TBS) und Schweil3 durch
entsprechend ausgebildete Spirhunde vor [1,2].

Zur weniger invasiven Probengewinnung mit geringerer Ansteckungsgefahr durch
die Probenentnahme wurde die Idee entwickelt, auf Hautabstriche als
Untersuchungsmaterial zurlickzugreifen. Hierbei muss nicht auf potenziell
hochinfektidses Material aus dem Nasopharynx zurtickgegriffen werden. Hierdurch

kénnte zudem der Grundstein fir eine mogliche Identifikation von Infektionen durch
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Splrhunde im Vorbeilaufen, analog zur Anwendung von Sprengstoffspirhunden in

der Luftsicherheit, gelegt werden.

1.2 Ziel der Arbeit

Im November 2020 startete an der Hautklinik und dem Institut fir Virologie der
Universitatsmedizin Mainz in Kooperation mit der Firma AWIAS und der Hochschule
Rhein-Bonn-Sieg (HRBS) sowie der Tierarztlichen Hochschule Hannover (TiHo) das
Projekt TRACKDOG.

Die primar bearbeitete Forschungsfrage war, ob eine Identifikation von SARS-CoV-
2-Infizierten durch entsprechend ausgebildete Spirhunde anhand von
Hautabstrichen moglich ist.

Zudem sollte durch die Zusammenarbeit mit dem Institut fir Sicherheitsforschung
der HRBS die Identifikation von SARS-CoV-2-spezifischen molekularen
Geruchsmustern erfolgen.

Gegenstand der hier vorgelegten Arbeit ist die Entwicklung des Projekts, die
Auswertung der Ergebnisse sowie eine Kontextualisierung in den zeitlichen Verlauf

der Pandemie und die aktuelle Literatur.

13



1.3 Struktur der Arbeit

Die Einleitung (Kapitel 1) umreil3t die Hintergriinde des Projekts, die Entwicklung
der Forschungsfrage und den Aufbau der folgenden Arbeit. Der in Kapitel 2
folgende Grundlagenteil erarbeitet das notwendige Verstandnis der verwendeten
Konzepte und gibt einen Uberblick iiber den Stand der Forschung. In Kapitel 3
werden die im Projekt TRACKDOG gewahlten Materialien und Methoden
ausfuhrlich erldutert. Kapitel 4 zeigt die Ergebnisse der Arbeit auf. In Kapitel 5
werden die erarbeiteten Ergebnisse und Erkenntnisse mit den Arbeiten anderer
Forschungsgruppen verglichen, eingeordnet und diskutiert. AnschlieBend folgt
eine kurze Zusammenfassung.

An dieser Stelle sei bereits darauf hingewiesen, dass sich aufgrund der dynamischen
Situation, in welcher das Projekt TRACKDOG zwischen November 2020 und Juli
2021 erarbeitet, durchgefihrt und seitdem ausgewertet und verschriftlicht wurde,
Besonderheiten fir den Aufbau dieser Arbeit ergeben. So wird im Literaturteil
zunachst der Stand der Forschung berichtet, welcher bei der Planung der Arbeit zur
Verfigung stand. Auf wéhrend der Projektdauer gewonnene weiterfihrende

Erkenntnisse wird mit entsprechendem Vermerk verwiesen.
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2. Grundlagen

Zunachst werden die theoretischen Grundlagen fir das Verstandnis der folgenden
Abhandlung erlautert. Relevant sind hierfir die Hintergriinde zu den virologischen
und epidemiologischen Gegebenheiten der SARS-CoV-2-Infektion und der
resultierenden Covid-19-Pandemie. Des Weiteren werden die Gegebenheiten,
aufgrund derer Hunde als zuverldssige Geruchssensoren zu betrachten sind sowie
deren etablierte Einsatzmdglichkeiten dargestellt. Darliber hinaus werden die
Grundlagen der chemischen Analytik von Geruchsstoffen gelegt, welche die
qualitative und quantitative Analyse dessen ermdglichen soll, was die Hunde fir uns

verborgen mit ihrer Nase leisten.
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2.1 Das SARS-CoV-2-Virus

SARS-CoV-2 ist ein behilltes Coronavirus [6], das das auslésende Pathogen der im
Jahr 2019 ausgebrochenen Covid-19-Pandemie ist. Es wurde erstmals Ende 2019

in Wuhan, China, identifiziert [7-9] und hat sich seitdem weltweit verbreitet [10].

2.1.1 Virologische Grundlagen

Um die Ausbreitung und die Symptomatik der Covid-19-Infektionen zu verstehen,

ist ein grundlegendes virologisches Verstandnis des Virus bedeutsam.

SARS-CoV-2 ist ein behllltes Virus aus der Familie der Betacoronaviren [11]. Es
besteht aus einer einzelstrangigen RNA (Ribonukleinsdure), die von einem

Nukleokapsidproteinmantel umgeben ist [6].

Eingelagert in die Hillmembran des Virus befinden sich Spike-Proteine, welche
spezifisch an den hACE-2 (human-Angiotensin-Converting-Enzyme-2) -Rezeptor auf
der Oberflache der Zielzellen [12] binden. Der hACE-2-Rezeptor wird in
verschiedenen Geweben exprimiert, allen voran im Gastrointestinaltrakt, Herz-
Kreislaufsystem und den Lungen [13,14]. Die Bindung des Virus an den Rezeptor
ermoglicht das Eindringen in die Zielzelle und die dortige Replikation. SARS-CoV-2
verflgt hierbei Gber eine hohe Bindungsaffinitat zu hACE-2 [13]. Die Expression des
hACE-2 in verschiedenen Geweben spielt eine wichtige Rolle in der

Pathophysiologie der Covid-19-Infektion [15,16]. Nach der Aufnahme des Virus in
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die Zielzellen wird die Virus-RNA in den Wirtszellen repliziert und vermehrt sich so

im Wirtsorganismus [17].

COVID-19 Virus Structure

Viral Envelope
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau des SARS-CoV-2-Virus

(https://www.shutterstock.com/de/image-illustration/covid 19-virus-structure-sarscov2-anatomy-pandemic-
1854731590)

Abbildung 1 stellt den Aufbau des SARS-CoV-2-Virus schematisch dar. Es wird die
in der Hlle liegende als RNA verschlisselte Erbinformation illustriert. Zudem sind

die fir das weitere Verstandnis bedeutsamen Spike-Proteine gezeigt.
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Abbildung 2: Expression von ACE-2-Rezeptoren in verschiedenen Organsystemen

(Medina-Enriquez, M.M., Lopez-Ledn, S., Carlos-Escalante, J.A. et al. ACE2: the molecular doorway to SARS-

CoV-2. Cell Biosci 10, 148 (2020).)

Abbildung 2 illustriert die Expression von hACE-2-Rezeptoren in verschiedenen
Gewebetypen. Hierbei zeigt die Farbkodierung der Textfelder zudem, wie hoch die
Rezeptordichte in dem jeweiligen Gewebetyp ist. Organsysteme mit dunklen
Textfeldern weisen eine hohe Rezeptordichte auf, Gewebetypen mit helleren

Textfeldern eine weniger dichte hACE-2-Expression.
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2.1.2 SARS-CoV-2-Ubertragung

Wichtig fiir das Verstandnis der Pandemieentwicklung sind nicht nur der Aufbau des
Virus und dessen Interaktion mit dem Wirtsorganismus, sondern vor allem die

Ubertragungsmechanismen.

Die Ubertragung des SARS-CoV-2-Virus erfolgt primar von Mensch zu Mensch [18],
wobei  eine  Transmission  zwischen  Spezies moglich ist  [18,19].
Hauptlibertragungswege sind die Inhalation von virushaltigen Tropfchen und
Aerosolen [16,20,21]. Die Zellen der Schleimhaute der oberen Atemwege

exprimieren hACE-2, dies ermdglicht das Eindringen des Virus [22].

Die Wahrscheinlichkeit einer Exposition mit folgender Infektion ist erhdht, je kleiner
die Distanz zu einer infizierten Person ist, da die Aerosolkonzentration mit
wachsender Distanz zum Patienten abnimmt[23]. Eine Ubertragung kann auch nach
Kontakt mit einer asymptomatisch infizierten Person erfolgen [24,25], dies macht

etwa 10-15% der Ubertragungen aus [26].

Die Inkubationszeit des Virus bis zum Auftreten von Symptomen nach erfolgter

Infektion wird in der Literatur mit einem Mittel von 6,38 Tagen angegeben [27].

Die maximale Viruslast ist nach 4,3 Tagen und somit vor dem Auftreten erster
Symptome erreicht [28]. Eine Metaanalyse zeigt, dass Virus-RNA im Mittel far 17
Tage nachgewiesen werden kann, wobei nach zehn Tagen keine
vermehrungsfdhigen Viruszellen detektiert werden konnten [29]. Die Infektiositat
hangt unter anderem von der Schwere der Erkrankung ab, endet jedoch zumeist

innerhalb von zehn Tagen nach dem Symptombeginn [30].
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2.1.3 Covid-19-Erkrankung

Aufbauend auf den unter 2.1.1 sowie 2.1.2 dargelegten virologischen Grundlagen

wird im Folgenden auf die durch das Virus verursachte Erkrankung eingegangen.

Die Erkrankung, die durch eine SARS-CoV-2-Infektion ausgeldst wird, heil3t Covid-
19 (,coronavirus disease 2019") und betrifft hauptsachlich die Atemwege, mit
Husten und Dyspnoe als haufigste Symptome [31]. Die Replikation des Virus in den
Wirtszellen |6st eine Immunantwort des Wirtes aus, die zu einer UberschieBenden
Entziindungsreaktion und konsekutiv zu Schaden in den betroffenen Geweben fihrt
[32]. Dies kann zum Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) fihren [33,34],

welches eine Mortalitdt von Gber 35% aufweist [35].

Eine SARS-CoV-2-Infektion kann sich auch an anderen Organsystemen
manifestieren. Der Einfluss des Virus auf das GefaBendothel tragt zu Komplikationen

in Form von Gerinnungsstorungen und thromboembolischen Ereignissen bei

[36,37].

Insgesamt ist die klinische Prasentation von Covid-19 vielfaltig und variiert erheblich
im Schweregrad der Symptome [38]. Die meisten Menschen, die mit SARS-CoV-2
infiziert sind, zeigen leichte bis moderate Symptome wie Fieber, Husten,
Kurzatmigkeit [39,40] und passageren Verlust des Geschmacks- oder Geruchssinns
[41]. Besonders Personen hoheren Alters, chronisch Erkrankte und
Immunsupprimierte weisen jedoch ein erhdhtes Risiko fir einen schweren

Krankheitsverlauf mit erhdhter Letalitat auf [42,43].
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2.1.4 Diagnostik des SARS-CoV-2-Virus

Die Diagnostik von SARS-CoV-2 spielte eine entscheidende Rolle bei der
Bekédmpfung der Pandemie. Die friihzeitige und genaue Identifizierung von SARS-
CoV-2-Infektionen, unabhéngig von der Auspragung der klinischen Manifestation,
war essenziell fir die Isolierung von infektidsen Infizierten und somit fir die

Eindédmmung der Virusausbreitung [40].

Goldstandard fir die Diagnostik von SARS-CoV-2-Infektionen ist der direkte
Nachweis des Virusgenoms mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR, siehe 3.4.2)
[44, 45, 46]. Die PCR hat eine hohe Sensitivitdét und Spezifitat [47]. Hierbei
bezeichnet die Spezifitdt die Fahigkeit eines Tests, korrekt negative Ergebnisse zu

identifizieren, also falsch positive Ergebnisse zu vermeiden.

Sensitivitat hingegen bezieht sich auf die Fahigkeit eines Tests, korrekt positive

Ergebnisse zu identifizieren, also falsch-negative Befunde zu vermeiden.

Neben dem Ergebnis, ob der Nachweis positiv oder negativ ist, gibt eine PCR-
Analyse den CT-Wert (Cycle Threshold-Wert) an. Dieser Wert gibt Auskunft dariber,
wie viele Zyklen des Amplifikationsprozesses stattgefunden haben, um das Signal
des zu untersuchenden DNA- oder RNA-Fragments Uber einen a priori definierten
Schwellenwert zu bringen. Ein niedriger CT-Wert deutet auf eine hohe
Ausgangskonzentration des Zielmolekils hin, wahrend ein hoher CT-Wert auf eine

niedrige Ausgangskonzentration hinweist [48].
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In Bezug auf die Covid-19-Diagnostik bedeutet ein niedriger CT-Wert, dass die
untersuchte Person eine hdhere Viruslast aufweist und moglicherweise infektioser

ist.

Trotzdem wurde beschrieben, dass die PCR zu Erkrankungsbeginn negativ ausfallen

kann [49].

Neben der PCR wurden auch serologische Tests entwickelt, die auf den Nachweis
von Antikorpern gegen das Virus im Blut abzielen [50]. Diese Tests kdnnen
Informationen Uber vergangene oder laufende Infektionen liefern [51,52].
Serologische Tests sind nicht fir die Akutdiagnostik geeignet, da es einige Zeit
dauert, bis Antikorper gebildet werden und die Sensitivitat aus diesem Grund
besonders in der ersten Woche einer Infektion niedrig ist [52]. Insgesamt spielen

diese fir die SARS-CoV-2-Diagnostik eine untergeordnete Rolle.

Im Laufe der Pandemie wurden Schnelltests entwickelt, die eine schnellere und
einfachere Diagnose von Covid-19 ermdglichen [53]. Diese Tests liefern innerhalb
von Minuten ein Ergebnis [54]. Die Sensitivitat und Spezifitdt unterscheiden sich je
nach Hersteller erheblich und hangt von der Viruslast des zu Untersuchenden ab
[55]. Insgesamt ist zu beachten, dass die Zuverlassigkeit von Schnelltests nicht mit
der der PCR-Testung zu vergleichen ist und die Sensitivitat je nach vorherrschender
Covid-Variante zwischen 33% (Omicron-Variante) und 63% (Delta-Variante)

beschrieben wird [56].
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2.1.5 Infektionspravention

Aufgrund der begrenzten therapeutischen Moglichkeiten im Falle einer Covid-19-
Infektion und insbesondere vor der Entwicklung der wenigen zur Verfiigung
stehenden spezifischen Therapien sowie wirksamen Impfstoffen lag das
medizinische Hauptaugenmerk auf der Verhinderung der Ausbreitung von
Infektionsgeschehen. Allgemeine InfektionsschutzmaBBnahmen spielten eine
wichtige Rolle bei der Verhinderung der Verbreitung von SARS-CoV-2[57, 58]. Dazu
gehorten das Einhalten eines Abstands von 1,5-2 Metern zu anderen Personen
insbesondere in Innenrdumen [59], die regelmaBige Handehygiene nach jedem
Kontakt mit potenziell kontaminierten Oberflachen oder Personen sowie das

Einhalten der Husten- und Nies-Etikette [60].

Es wurde empfohlen, Menschenansammlungen und Reisen in Gebiete mit einer
hohen Ausbreitungsdynamik zu vermeiden [61-64]. Das Reduzieren von Aerosolen
in Innenrdumen durch Liften oder den Einsatz geeigneter Luftungs- und

Luftfiltersysteme konnte ebenfalls Ubertragungen verringern [65].

Das Tragen eines geeigneten Mund-Nasen-Schutzes fihrte zur Reduktion der
Verbreitung von Atemwegssekreten [66]. Das Tragen des Mund-Nasen-Schutzes
wurde in allen Situationen empfohlen, in denen die soziale Distanzierung nicht
ausreichend moglich war. In Situationen, in denen von einer hohen Infektionsgefahr
auszugehen war, beispielsweise im Kontext der medizinischen Versorgung von
Covid-19-Patienten, war das Tragen personlicher Schutzkleidung und einer FFP-2-

Maske obligatorisch [67].
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2.2 Die Covid-19-Pandemie

Die Covid-19-Pandemie, die offiziell am 11. Marz 2020 von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) ausgerufen wurde und bis in den Mai 2023 als
offizieller globaler Notstand angehalten hat, hat eine beispiellose weltweite
Gesundheitskrise verursacht, Millionen Opfer gefordert und die Medizin sowohl
wissenschaftlich als auch in der akuten Krankenversorgung vor groBe
Herausforderungen gestellt. Zudem kam es zu gravierenden Einschnitten in das
gesellschaftliche Leben. Ihre Entwicklung, Auswirkung und Dynamik wird in den

nachsten Abschnitten dargestellt.
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2.2.1 Epidemiologie der Covid-19-Pandemie

Die globale Verbreitung von Covid-19 begann mit dem ersten Nachweis in Wuhan,
China, im Dezember 2019 [7]. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) erklarte die
Situation am 11. Marz 2020 offiziell als Pandemie [68]. Reisebewegungen spielten

eine wichtige Rolle bei der globalen Ausbreitung der Infektionserkrankung [69,70].

Die Fallzahlen von Covid-19-Erkrankungen nahmen dynamisch und exponentiell zu.
Die Basisreproduktionszahl (R0) lag ohne das Ergreifen von infektionspraventiven
MaBnahmen bei 2-3 [71]. Die Fallzahlen unterlagen saisonalen sowie regionalen

Schwankungen und es lieBen sich sogenannte Infektionswellen beobachten.

Asymptomatische Verldufe flihrten zu einer hohen Dunkelziffer an nicht erkannten

Infektionen und zu einer erschwerten Einddmmung der Infektionsketten.

2020 wurden in Deutschland rund 176 000 Patientinnen und Patienten mit Covid-
19-Infektionen hospitalisiert. Rund 36 900 dieser Personen, also etwa ein Finftel
(20,9 %), mussten intensivmedizinisch versorgt werden [72]. Circa 31 600 Personen
und somit 17,9 % der hospitalisierten Covid-19-Erkrankten sind im Krankenhaus
verstorben. lhr Durchschnittsalter lag bei 80,3 Jahren [72]. Dies geht mit einer bei

zunehmendem Alter steigenden Fallsterblichkeitsrate (CFR) einher.

Insgesamt entwickelte sich die Pandemie im Zeitraum des hier behandelten
Forschungsprojekts in Deutschland in sieben Phasen, welche retrospektiv eingeteilt
werden konnten [73]. Diese als ,Wellen” bezeichneten Entwicklungen kennzeichnen

sich durch andere treibende Virusmutationen, Dynamiken und Sterblichkeitsraten.
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Abbildung 3: Covid-19-Erkrankungswellen in den USA und Europa

(https://pandem-ic.com/covid-waves-europe-and-us-compared/)

Abbildung 3 zeigt die Anzahl der COVID-19-Neuerkrankungen pro Tag im Zeitraum
von April 2020 bis April 2023 zum einen in den USA (oberer Teil der Darstellung)
und zum anderen in Europa (unterer Teil der Darstellung). Es werden die

verschiedenen Infektionswellen mit verschieden hohen Fallzahlen deutlich.
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2.2.2 Gesellschaftliche Implikationen der Covid-19-Pandemie

Die Covid-19-Pandemie hatte vielfaltige Auswirkungen auf die Gesellschaft.
Aufgrund der raschen Ausbreitung des SARS-CoV-2-Virus wurden umfassende
MaBnahmen eingeleitet, um die Verbreitung einzuddmmen, welche dynamisch an
die aktuelle Situation angepasst wurden [74]. Neben den bereits genannten
HygienemaBnahmen zur Infektionspravention wurden die Einfihrung von
Lockdowns, sozialer Distanzierung, QuarantdnemalBBnahmen und das Tragen von
Masken gefordert, was das tagliche Leben eindriicklich verédndert hat [75]. Die
Pandemie hatte nicht nur gravierende Auswirkungen auf die o6ffentliche Gesundheit
und das Gesundheitssystem [76], sondern auch auf die Wirtschaft [77], das
Bildungssystem [78], soziale Interaktionen [79] und die mentale Gesundheit [80, 81]
der Menschen. Die internationale Reaktion auf die Krise hat die Bedeutung der
globalen Gesundheitssysteme, der Koordination von Maf3nahmen und die Starkung
der Forschung und Entwicklung von Impfstoffen und Behandlungsmethoden
verdeutlicht [82]. Neben diesen Eingriffen in das Gbergeordnete globale System
(Makrosystem) hatte das Virus auch auf der Ebene des Einzelnen (Mikroebene)
verheerende Folgen. Es sind in den Jahren 2020 und 2021 Schatzungen der WHO
zufolge weltweit 15000 000 Menschen an oder mit Covid-19-Infektionen verstorben
[83]. Zudem sind schatzungsweise 65 000 000 Menschen von Long-Covid betroffen
[84], dies entspricht ca. jeder zehnten infizierten Person. Long-Covid &hnelt einem
Chronic Fatigue Syndrome und schrénkt Betroffene in ihrer Teilhabe am Alltag Gber

Monate nach der primaren Infektion ein.
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Um zur Infektionseinddmmung beizutragen, entstand bereits zu Beginn der
Pandemie die Idee, Spurhunde zur Detektion von Infektionen auszubilden und
einzusetzen. Hintergrund ist die Tatsache, dass entsprechend ausgebildete
.medical dogs" bereits in anderen Feldern in der Lage sind, Krankheiten anhand
ihres Geruchssinns zu erkennen. Fir diese Arbeit ist also nicht nur ein Verstandnis
des Virus und der Pandemie von Bedeutung, sondern auch ein Uberblick iber
Moglichkeiten und Limitationen von Spirhunden, welcher im folgenden Kapitel

gegeben wird.
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2.3 Spiirhunde

2.3.1 Allgemeines

Unter einem Splrhund versteht man einen Hund, der zur speziellen

Geruchserkennung und dem Verfolgen von Geruchsspuren ausgebildet ist [85].

Die Bedeutung von Spirhunden wurde bereits im Verlauf des 20. Jahrhunderts
vermehrt erkannt, woraufhin das Abrichten entsprechender Hunde weiterentwickelt
und spezialisiert wurde. Schon wahrend des Ersten Weltkriegs wurden Hunde als
Sanitdtshunde eingesetzt, um Verwundete zu finden [86]. In den letzten Jahrzehnten
haben sich die Anwendungsbereiche von Spirhunden diversifiziert. Inzwischen
werden Spirhunde vor allem fiur das Aufsplren von Drogen, Lebensmitteln,
Bargeld und Sprengstoffen trainiert, wobei ihr Einsatz fiir letzteres als sensitivste

Nachweismethode gilt [87-89].

Auch fir andere Applikationen, zum Beispiel die Personensuche (Mantrailing), in der
Land- und Forstwirtschaft [90], dem Baubereich oder der Medizin kommen

Splrhunde zum Einsatz.

Eine Limitation, die sémtliche Anwendungsfelder gemeinsam haben, ist, dass fir
den Menschen nicht klar ersichtlich ist, wie der Hund die gesuchte Information
aufnimmt und verarbeitet. Es ist ebenso schwer zu fassen, auf welchen genauen Reiz
die Hunde reagieren. Diese konzeptuelle Schwierigkeit bezeichnet man als ,Black-
Box-Phdnomen” [91]. Dahinter verbirgt sich die nicht quanti- oder qualifizierbare

Geruchsinformationsverarbeitung durch den Hund.
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So stellte sich fur diese Studie die Frage, wie und unter welchen
Rahmenbedingungen Hunde auch als Spirhunde fir Covid-19-Infektionen

ausgebildet und eingesetzt werden kdnnen.

2.3.2 Physiologische Grundlagen

Entscheidend fur den Einsatz von Spirhunden ist der ausgepragte Geruchssinn von
Hunden, welcher durch diverse anatomische und physiologische Besonderheiten
ermoglicht  wird und eine hochspezifische Erkennung  verschiedener
Geruchssignale ermoglicht [92,93]. Der Geruchssinn von Hunden spielt eine
wichtige Rolle fur die Kommunikation mit der Umwelt, sowohlinnerhalb der Spezies
als auch zwischen verschiedenen Spezien, wie mit den Menschen. Die Fahigkeit von
Hunden zur hochspezifischen Erkennung verschiedener Geruchssignale st
analytischen Methoden in Teilen Uberlegen [90]. Das olfaktorische System von
Hunden besteht aus zwei Hauptteilen: dem hauptolfaktorischen Epithel (HOE) und
dem vomeronasalen Organ (VNO). Diese sind voneinander unabhangig bei der
Erfassung von Geruchssignalen und reagieren auf unterschiedliche Signale [92]. Die
Signale, die vom HOE und VNO wahrgenommen werden, werden auch in den zum
Gehirn fihrenden Bahnen getrennt. Das VNO ist nicht nur die Hauptstruktur bei der
Pheromonerkennung, sondern kann auch zur Erkennung anderer gering flichtiger
Substanzen verwendet werden [92]. Wahrend des Schniffelns teilt sich die
eingeatmete Luft in den Nasenléchern des Hundes in zwei verschiedene Wege. Der

obere Luftstrom gelangt direkt in die olfaktorische Region, wo Geruchsmolekiile
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abgelagert und angesammelt werden, um zu verhindern, dass sie ausgeatmet
werden. Der Rest der Luft flieBt durch den Rachen in die Lunge. Dieser Weg wird
auch fur die Ausatmung genutzt, wodurch eine langere Exposition der
Geruchsstoffe an den chemosensorischen Bereich des olfaktorischen Epithels

unterstitzt wird [92].

Im Vergleich zu Menschen kdénnen Hunde aufgrund einer Kombination aus
olfaktorischer Neuronendichte und -anzahl, Modifikation des Nasenluftstroms und
Spezifitat der zentralen Verarbeitung signifikant kleinere Konzentrationen von
Geruchsstoffen erkennen. Die angemessene Identifikation eines Geruchs scheint
die Aktivierung einer spezifischen Kombination von olfaktorischen Rezeptoren zu
involvieren. Wahrend beim Menschen mehr als 50% des Genpools fir das
olfaktorische System als Pseudogen keine Expression von Rezeptoren zur Folge hat,

sind bei Hunden nur etwa 20% dieser Gene funktionell inaktiv [92].

Die Prozentzahl der Pseudogene sowie die Haufigkeit spezifischer
Genpolymorphismen variieren je nach Rasse, was einer der Grinde fir

rassespezifische olfaktorische Kapazitaten sein konnte [92].

Die Ergebnisse zur Bestimmung der riechempfindlichsten Rassen sind jedoch nicht
konsistent. Dies konnte darauf hinweisen, dass neben genetischer Veranlagung
auch einige Verhaltensmerkmale wie angeborene Motivation, Lernbereitschaft,
Trainierbarkeit und die Fahigkeit zur Zusammenarbeit mit Menschen die allgemeine
olfaktorische Leistungsfahigkeit von Hunden signifikant beeinflussen kénnen. Im

Kontext der Unterschiede in den olfaktorischen Fahigkeiten zwischen den
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Geschlechtern zeigen die Ergebnisse von Wei et al. an, dass Zellen in den

Riechkolben von Hindinnen aktiver sind als die von Riden [92].
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in detail and give them an emotional value;
this process takes place in the amygdala,
among others
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Geruchsverarbeitung des Hundes

(Kokocinska-Kusiak A, Woszczyto M, Zybala M, Maciocha J, Bartowska K, Dzieciot M. Canine Olfaction:
Physiology, Behavior, and Possibilities for Practical Applications. Animals. 2021; 11(8):2463.)

Abbildung 4 zeigt die parallele Geruchsverarbeitung von Hunden durch das HOE
und VNO schematisch auf, welche mitverantwortlich fiir die besondere Eignung von
Hunden zur sensiblen Erkennung von einzelnen Gerlichen ist. Zudem zeigt sie die
Zwischenschritte, die zwischen Einatmen von Geruchsmolekllen und deren
Verarbeitung im Gehirn des Hundes stattfinden.
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2.3.3 Ausbildung von Spiirhunden

Die Ausbildung von Spirhunden ist ein komplexer Prozess, der spezifisches
Fachwissen, Erfahrung und Geduld erfordert. Je nach geplantem Einsatzgebiet des
Hundes ist eine unterschiedliche, spezialisierte Ausbildung ndtig, um den
angestrebten Einsatz zu ermdglichen. Besondere Bedeutung liegt hierbei in der
Auswahl der Hunde, der Hund-Trainer-Beziehung sowie dem Aufbau und der
Repetition des Trainings. Die Auswahl geeigneter Hunde ist der erste wichtige
Schritt. Gewisse Rassen wie Deutsche Schaferhunde und Belgische Malinois werden
aufgrund ihrer natirlichen Anlagen haufig fur die Ausbildung zu Spirhunden
ausgewahlt [94]. Die Ausbildung beginnt in der Regel bereits im Welpenalter. Ein
wichtiger Aspekt der Ausbildung besteht darin, den Hunden beizubringen, wie sie
das Erkennen bestimmter Gerliche anzeigen, beispielsweise durch Sitzen oder
Bellen. Diese gewlinschten Verhaltensweisen werden durch positive Verstarkung
(Lob, Spiel oder Futterbelohnungen) verfestigt [95]. So werden Hunde klassisch

nach Pawlow auf das Erkennen von bestimmten Gerlchen konditioniert [95,96].

Nachdem die Hunde die Grundlagen erlernt haben, wird die Ausbildung auf
spezifische Gerliche oder Substanzen ausgeweitet, auf die sie trainiert werden
sollen. Die Ausbildung von Spiirhunden erfordert eine kontinuierliche Ubung und
Wiederholung, um die Fahigkeiten der Hunde aufrechtzuerhalten und zu
verbessern. Regelmaliges Training, welches verschiedene Umgebungen,
Bedingungen und Ablenkungen umfasst, ist entscheidend, um sicherzustellen, dass

die Hunde auch unter realen Einsatzbedingungen zuverlassig arbeiten konnen.
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Die Ausbildung von Spirhunden erfordert ein enges Zusammenarbeiten zwischen
Hundeflhrern und ihren Hunden. Die Hundeflihrer missen Uber ein tiefes
Verstéandnis fiir das Verhalten und die Beddrfnisse der Hunde verfiigen und in der
Lage sein, die Ausbildung an die individuellen Fahigkeiten und Eigenschaften des

Hundes anzupassen.

2.3.4 Spiirhunde in der Medizin

Der Einsatz von Splrhunden in der Medizin hat in den letzten Jahren zugenommen.
Die artenspezifische Anlage zur sensitiven Identifikation von Geruchsmolekdilen
wurde zunehmend genutzt, um Gerliche zu identifizieren, die mit bestimmten
medizinischen Bedingungen oder Krankheiten assoziiert sind. So gibt es bereits
Anwendungsbeispiele fur den erfolgreichen Einsatz von Spurhunden zur
|dentifikation von Krebs [97,98], Diabetes [99], epileptischen Anféllen [100] und
Infektionskrankheiten, wie beispielsweise Clostridium-difficile-Infektionen [101].
Der Einsatz von Spurhunden ermdglicht eine nicht-invasive, schnelle und potenziell

kostenglinstige Methode zur Friherkennung und Diagnose von Krankheiten.
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2.3.5 Einsatz von Spiirhunden in der Diagnostik von SARS-CoV-2

Der Einsatz von Spurhunden wurde auch im Kontext der Covid-19-Diagnostik in

Betracht gezogen.

Erste Arbeiten zu diesem Thema, welche mit chemisch inaktivierten Nasen-Rachen-
Abstrichen von Patienten arbeiteten, zeigten vielversprechende Ergebnisse [1,2].
Die Literatur zeigt, dass Hunde teilweise Covid-19-Infektionen identifizierten, die
noch PCR-negativ waren [2]. Dies deutet darauf hin, dass Splrhunde die

Friherkennung von Covid-19-Infektionen verbessern kénnten.

Die Forschung auf diesem Gebiet stand jedoch zum Beginn der hier dargestellten
Forschungsarbeit im November 2020 noch am Anfang. Weitere Untersuchungen
waren erforderlich, um die Genauigkeit und Zuverlassigkeit des Einsatzes von
Splrhunden als diagnostisches Instrument fir Covid-19 zu bewerten und die
zugrunde liegenden biologischen Mechanismen besser zu verstehen. Auf die bis
zur Veroffentlichung dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse wird in der Diskussion

genauer eingegangen.
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2.4 Geruchsanalytik - Volatile Organic Compounds (VOC)

Zum besseren Verstandnis und der angestrebten Objektivierbarkeit der
Geruchsidentifizierung durch Splrhunde sollte entschlisselt werden, welche
Gerlche erkannt werden und ob es SARS-CoV-2-spezifische Geruchsmuster gibt.
Hierfir ist ein Grundlagenverstandnis der chemischen Verschlisselung von
Geruchsinformationen sowie deren Erfassung notwendig.

Volatile Organic Compounds (VOCs) spielen eine bedeutende Rolle als
Geruchsmolekile. Sie sind maf3geblich fiir die Wahrnehmung und Unterscheidung

verschiedener Gerliche verantwortlich [102].

Aufgrund ihrer hohen Flichtigkeit und chemischen Vielfalt sind VOCs schwer zu
klassifizieren. Sie konnen verschiedene chemische Klassen umfassen. Die
chemische Zusammensetzung von VOCs bestimmt wiederum ihre physikalischen

Eigenschaften [103].

Sie alle zeichnen sich durch ihr leichtes Verdampfen aus, aufgrund dessen sie in die

Umgebungsluft Gbergehen [104].

Der Geruchssinn ist eng mit der chemischen Zusammensetzung der VOCs
verbunden, da die chemische Struktur der VOCs die spezifische Interaktion mit

Geruchsrezeptoren in der Nase beeinflusst [105].

Analytische Methoden wie die Gaschromatographie (GC) in Verbindung mit der
Massenspektrometrie (MS) werden eingesetzt, um VOCs in Proben zu identifizieren

und zu quantifizieren (siehe 3.4.1 und 3.4.2) [105].
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Die VOC-Analytik ermoglicht unter anderem die Untersuchung von
Geruchsmustern und die Identifizierung von Geruchsquellen. Die genauen

Anwendungsbedingungen werden neben den weiteren relevanten Methoden im

folgenden Kapitel dargestellt.
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3. Material und Methoden

3.1 Ethik

Das der Dissertationsschrift zugrunde liegende Vorhaben erfolgte nach
Zustimmung der Ethikkommission Rheinland-Pfalz in dem Antrag ,Gewinnung
axillarer und/oder inguinaler Hautabstriche Covid-19-positiver Patienten zur
Ausbildung von COVID-19-Spirhunden zur schnellen Identifikation von infizierten

Personen”, Antragsnummer 2020-15508.

3.2 Projektkonzept

Das Projekt wurde als Proof-of-Concept-Studie geplant. Ziel des Projekts war somit
primar zu prifen, ob die Identifikation von SARS-CoV-2-Infektionen durch die
Prasentation von axillaren Hautabstrichen durch entsprechend ausgebildete
Splrhunde mdglich ist. Sekundar erfolgte die in der Literatur zuvor nicht
beschriebene Verknipfung zu der Geruchsforschung, mit dem Ziel, die von den
Hunden erkannten Geruchsmuster objektivierbar zu erkennen und so das ,Black-
Box-Phédnomen” [2.3.1] der Spirhunde durch die begleitende VOC-Analytik zu

entschlisseln.
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Um dieses multimodale Projekt zu realisieren, entstand eine projektspezifische
Kooperation zwischen der Universitatsmedizin Mainz, der Firma AWIAS und der
Hochschule Rhein-Bonn-Sieg.

Hierbei wurde durch die Kollegen und Kolleginnen aus der Hautklinik und dem
Institut fir Virologie der Universitdtsmedizin Mainz die Testung von Patienten auf
SARS-CoV-2-Infektionen und in Folge deren Selektion als potenzielle
Projektprobanden sowie die Abstrichentnahme durchgefihrt.

Durch die Firma AWIAS, welche lber ausgewiesene Expertise in der Ausbildung
und Fihrung von Splrhunden verfligt, wurde das Training der Hunde gewahrleistet.
Das Institut fur Sicherheitsforschung der Hochschule Rhein-Bonn-Sieg Gbernahm
die molekulare Erforschung und Entschlisselung der Proben hinsichtlich ihrer VOC-
Muster.

Es wurden an der Universitatsmedizin Mainz standardisierte axillare Abstriche von
PCR-positiven, SARS-CoV-2-infizierten Patienten entnommen, welche anschlieBend
inaktiviert wurden, um eine Infektion des Studienpersonals zu vermeiden. Es
erfolgte der gekihlte Probentransport an die Firma AWIAS zur Konditionierung der
Hunde sowie an die HRBS zur VOC-Analytik der Proben.

Die Auswertung der Spurhundeleistung erfolgte durch regelmaBige Doppel-Blind-
Versuche, welche die Berechnung der Sensitivitat und Spezifitdt der Hunde als

diagnostischer Test fir SARS-CoV-2-Infektionen ermdglichte.

39



3.3 Probandeneinschluss

Es wurden Probanden eingeschlossen, die sich zum Zeitpunkt der Studienteilnahme
aufgrund einer SARS-CoV-2-Infektion in stationdrer Behandlung der I
Medizinischen Klinik der Universitdtsmedizin Mainz befanden. Die Probanden
mussten Uber 18 Jahre alt sein und sich mit der Teilnahme einverstanden erklaren.
Der PCR-Nachweis von SARS-CoV-2 im nasopharyngealen Abstrich sollte maximal
48 Stunden zurickliegen und einen CT-Wert von unter 30 ergeben haben.

Als negative Kontrollen wurden Personen eingeschlossen, die sich zum Zeitpunkt
der Studienteilnahme im selben Gebdude wie die SARS-CoV-2-infizierten
Probanden in stationdrer Behandlung befanden. Die Probanden mussten ebenfalls
Uber 18 Jahre alt sein, sich mit der Teilnahme einverstanden erklaren und neben
einem aktuellen negativen SARS-CoV-2-PCR-Testergebnis keine Symptome eines

Infekts der Atemwege aufweisen.
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3.4 Proben

Fir den Probandeneinschluss sowie im Verlauf zur Nachbeobachtung wurden
nasopharyngeale Abstriche entsprechend dem Goldstandard zur SARS-CoV-2-
Diagnostik mittels PCR-Analytik untersucht.

Fur die Ausbildung der Spirhunde wurden nach standardisiertem Verfahren
gewonnene Hautabstriche verwendet.

Im Folgenden werden das Procedere dieser beiden entscheidenden
Abstrichtechniken erlautert. Des Weiteren wird das darauffolgende Probenhandling

bezliglich der Inaktivierung und Lagerung beschrieben.

3.4.1 Nasopharyngeale Abstrichgewinnung

Zur PCR-Analyse wurden nasopharyngeale Abstriche untersucht. Diese wurden
durch geschultes Studien- und Pflegepersonal entnommen. Es wurde sowohl der
tiefe Nasopharynx als auch der Oropharynx mit dem Virocult-Abstrichbesteck der
Firma Sigma abgestrichen. Die PCR-Analyse (siehe 3.3.3) erfolgte innerhalb von 24h

durch das Institut fir Virologie der Universitatsmedizin Mainz.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der nasopharyngealen Abstrichentnahme

(https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/guidelines-clinical-specimens.html)

Abbildung 5 zeigt die korrekte Durchfihrung eines nasopharyngealen Abstrichs bei

einem Probanden. Die hier gezeigte Methode wurde auch im Rahmen dieser Studie

verwendet.
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3.4.2 PCR-Analytik

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Analytik [siehe 2.1.4] der im Rahmen dieser
Arbeit gewonnenen Proben auf SARS-Cov-2 erfolgte am Institut fir Virologie der
Universitatsmedizin Mainz. Genutzt wurde das Gerat "NeuMoDx 288 molecular

system" von der Firma Qiagen.

Fir die Diagnostik von SARS-CoV-2 wird die RNA des Virus aus nasopharyngealen
Abstrichen  extrahiert und in DNA  umgewandelt. Durch  den
Amplifikationsmechanismus der Technologie wird eine hohe Sensitivitat

ermoglicht, auch fur geringe Mengen an viralen RNA-Fragmenten.

- ™ 4 A
Reverse Transkription Zyklus der
Polymerase Brimer bind
RNA . Chain riner Sinaen
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Tag
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DMA Kette kopleren

Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung der PCR-Technologie

(https://www.ptb.de/cms/de/ptb/fachabteilungen/abt8/fb-83/ag-832/grundlagen-der-digitalen-pcr.html)
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Abbildung 6 zeigt den Prozess der Umwandlung von RNA in komplementdre DNA
durch das Enzym Reverse Transkriptase (links). Im Rechten Teil der Abbildung wird
die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) illustriert, die in Zyklen von Denaturierung,

Primer-Bindung durch das Enzym Tag-Polymerase und schlie3lich DNA-Synthese

verlauft.
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3.4.3 Axilldre Abstrichgewinnung

Bei allen eingeschlossenen Probanden werden axillare Hautabstriche mit nicht-
impragnierten geruchsneutralen Wattetupfern entnommen (Abstrichbesteck PS,

16/152mm der Firma Greiner bio-one).

Abbildung 7: Abstrichbesteck PS 16/152mm der Firma
Greiner bio-one
(https://shop.gbo.com/de/germany/products/bioscience
/mikrobiologie-bakteriologie/abstrichbestecke-
wattetupfer/)

Abbildung 7 zeigt die verwendeten Abstrichbestecke.

Es wurden Abstrichtupfer verwendet, welche an einem Kunststoffrohrchen befestigt
waren. Die  Abstrichtupfer wurden vor Beginn der Probennahme
gaschromatographisch untersucht, um sicherzustellen, dass von den Tupfern keine

ausgepragten, eigenen Emissionen in Form von VOCs ausgehen. Es sollte hierdurch
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vermieden werden, dass Spirhunde anhand dieser Geruchsinformationen
Erkennungsmuster ausbilden und es zu Falschanzeigen kommt.

Die Abstriche wurden durch zehnmaliges unter leichtem Druck durchgefiihrtes
Bestreichen eines 2-3 cm? grof3en Hautareals der Axilla gewonnen.

Im spateren Verlauf der Studie, ab dem 3. Doppel-Blind-Versuch (siehe 4.5) wurde
gesondert ein 2-3cm? groBBes Hautareal der Ellenbeuge abgestrichen. Dies erfolgte
zum einen, da dieses Areal leichter zuganglich ist, zum anderen aufgrund der
Hypothese, dass dieses Areal inharent geruchsneutraler sei. Somit wurde eine
leichtere Anwendung des Verfahrens vermutet. Es wurde geprift, ob diese

Abstriche von den Hunden gleichermaBen erkannt werden (siehe 4.7).
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3.4.4 Probeninaktivierung

Nach dem Abstreichen der Haut werden die Proben bei 60 °C trockener Warme in
einem Warmeschrank Heratherm IGS 60 der Firma ThermoScientific fir 30min
inkubiert, um sicherzustellen, dass die Proben im weiteren Verlauf nicht infektios
sind.

Diese Methode wurde in einem Vorversuch untersucht und etabliert (siehe Anlage

1).

3.4.5 Probenlagerung

Die Probenlagerung nach durchlaufener Inaktivierung erfolgte je nach
vorgesehener Verwendung der Proben.

Ein Teil der Proben wurde direkt den Hundetrainern Gbergeben. Diese Proben
wurden in den Entnahme-Roéhrchen auf Kihlakkus fir 1.5h transportiert und
anschlieBend direkt verwendet oder bei -7°C fur bis zu 48h gelagert. Die Proben fir
die spatere Verwendung sowie Geruchsanalytik wurden zundchst in der
Universitatsmedizin Mainz bei -7°C aufbewahrt.

Im Verlauf (siehe 4.3.1) zeigte sich in der VOC-Analytik eine hohe Empfindlichkeit
der Geruchsinformationen auf die Lagerungsmodalitat. Daraufhin wurde die

Methodik der Lagerung optimiert. Die Proben wurden fortan in dichteren
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Schraubglédsern (Feingewindeflasche ND18, Klarglas, Firma Labsolute) aufbewahrt

und bei -18°C gelagert.

Abbildung 8: Feingewindeflaschen ND18, Firma Labsolute

(https://www.labc.de/feingewinde-vial-mit-optimierter-restmengenentleerung/)

Abbildung 8 zeigt die verwendeten Feingewindeflaschen.

3.4.6 Lagerbestandigkeit der Proben

Um die optimale Lagertemperatur der Proben festzulegen, wurde die
Lagerbestéandigkeit bei verschiedenen Temperaturen untersucht. Die mit
Probenmaterial kontaminierten Baumwolltupfer wurden bei Raumtemperatur (+25

°C), im Kihlschrank (+4 °C) und im Tiefkihlschrank (-18 °C) gelagert.
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Zur Untersuchung der Lagerbestandigkeit wurden von einem Probanden 20 Proben
entnommen. Die Probennahmen erfolgten im Abstand von mindestens zwei
Stunden durch das zeitgleiche Bestreichen beider Achseln (siehe 3.1.1).

Die Auswertung erfolgte mittels Gaschromatographie sowie Massenspektrometrie

(siehe 3.2).
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3.5 VOC-Analytik

Die parallel zum Hundetraining erfolgte Analyse der Abstriche auf VOCs wurde am
Institut fir Sicherheitsforschung (ISF) der Hochschule Bonn-Rhein-Sieg (HBRS) durch
die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Peter Kaul durchgefihrt. Ziel war die

Aufschlisselung der VOCs, die spezifisch fir eine SARS-CoV-2-Infektion sind.

3.5.1 Material und Hardware der DHS-TD-GC/MS

Zur VOC-Analytik wurde das Gerat zur Dynamic Headspace-Thermodesorptions-
Gaschromatographie/ Massenspektrometrie (DHS-TD-GC/MS) der Firma Gerstel
verwendet. Zusatzlich wurde das Gerat zur konventionellen
Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) von der Firma Agilent

Technologies verwendet.
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3.5.2 Grundlagen der Gaschromatographie/Massenspektrometrie

Die Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) ist eine analytische
Methode, die haufig in der Chemie und Biologie eingesetzt wird, um komplexe

Gemische von chemischen Verbindungen zu identifizieren und zu quantifizieren.

Die Methode besteht aus zwei konsekutiven Schritten.

(1) Zunéchst erfolgt die Trennung der chemischen Verbindungen durch
Gaschromatographie. Dabei wird die Probe in einem Gasstrom transportiert
und durch eine Saule geleitet, die mit einer stationaren Phase beschichtet ist.
Die Verbindungen werden basierend auf ihren physikalischen und
chemischen Eigenschaften wie GréBe, Polaritét etc. unterschiedlich stark von

der stationaren Phase zurlickgehalten und dadurch getrennt.

(2) Nach der Trennung erfolgt die Identifikation und Quantifizierung der
getrennten Verbindungen durch Massenspektrometrie. In diesem Schritt
wird die getrennte Probe ionisiert und in einem elektrischen Feld
beschleunigt. Die lonen werden durch ein magnetisches Feld geleitet und
nach ihrer Masse und Ladung sortiert. Das resultierende Massenspektrum
zeigt dann die Masse und Haufigkeit der lonen, was eine Identifikation der
chemischen Verbindungen ermdéglicht. Durch die Quantifizierung der
Spektrumsintensitaten kann auch die Menge der einzelnen Verbindungen in

der Probe bestimmt werden.
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Die GC/MS bietet somit eine leistungsfahige Methode zur Analyse von Proben, die
aus einer Vielzahl von Verbindungen bestehen. Dies ist relevant bei Mischproben,
wie Abstrichmaterial, bei welchem von vielen verschiedenen Geruchsinformationen
ausgegangen werden kann. Die Trennung und der Vergleich vieler Proben
ermoglichten Rickschlisse auf Gemeinsamkeiten in den chemischen Signalen und

somit mutmallich auf SARS-CoV-2-spezifische VOC-Muster.
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Abbildung 9: Aufbau GC/MS-Technologie

(https://docplayer.org/167190392-Mnf-geow-b201-geochemische-analytik-kapitel-7-analytische-chromatographie-gc-

hplc-mit-ms.html)

Abbildung 9 illustriert den Aufbau und die Funktionsweise eines
Gaschromatographen-Massenspektrometers (GC-MS). Es wird ein Helium-
Tragergas in eine beheizte Saule injiziert. AnscglieBend gelangen die im Tragergas
gelosten Proben in den massenspektrometrischen Teil zur lonisierung. Im
Massenspektrometer werden die lonen durch ein Massenfilter separiert und
anschlieBend von einem Detektor erfasst, um die Analyse der chemischen
Zusammensetzung zu ermdglichen.
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3.5.3 Dynamisches Headspace Sampling

Das dynamische Headspace-Sampling (DHS) ist eine analytische Methode, die
haufig in der Chemie und Lebensmitteltechnologie eingesetzt wird, um flichtige
organische Verbindungen (VOCs) aus festen oder flissigen Proben zu extrahieren
und zu analysieren.

Die Methode basiert auf der Verdampfung von VOCs aus der Probe in einem
geschlossenen Gefa3 (Headspace), das anschlieBend mit einem Inertgas wie
Helium oder Stickstoff durchstrémt wird. Wahrend des Durchstréomens werden die
VOCs in einer ,Falle” gesammelt und anschlieBend analysiert.

Dadurch werden die fliichtigen Verbindungen selektiv aus der Probe extrahiert und

kénnen anschlieBend analysiert werden.

Odour-concentrated
Air

Sample

IAbbildung 10: Darstellung der DHS-Technologie
(Erkoyuncu, John & Khan, Samir. (2020). Olfactory-Based

Augmented Reality Support for Industrial Maintenance. IEEE
Access. PP. 1-1. 10.1109/ACCESS.2020.2970220.)
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Abbildung 10 zeigt die Funktionsweise der Dynamic Headspace (DHS)-
Technologie, bei der Luft Gber eine Probe geleitet wird, um flichtige Verbindungen
in diesen Luftstrom zu extrahieren. Die angereicherte Luft, die die VOCs enthilt,

wird abgesaugt und zur weiteren Analyse verwendet.

3.5.4 Methodik der VOC-Analytik

Zur Bestimmung der VOCs im humanen axillaren Schweil3 wurden zunéachst fir die
Fragestellung geeignete Rahmenbedingungen und Einstellungen fir die DHS-
GC/MS  entwickelt. Die Versuchsbedingungen wurden nach diversen
Voruntersuchungen als Temperatur von 60 °C, Durchflussvolumen von 50 ml/min
und einer Anreicherungsdauer von 45 min definiert. Bei diesen Bedingungen wurde

eine qualitativ und quantitativ gute Reproduzierbarkeit der Analysen erzielt.
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3.6 Hundetraining

Die Ausbildung der fiir das Projekt ausgewahlten Spirhunde erfolgte durch die im

Bereich der Ausbildung von Suchhunden erfahrene Firma AWIAS.

3.6.1 Spiirhunde

Bei den fur das Projekt ausgebildeten Hunden handelte es sich um einen drei Jahre
alten Schéferhund-Malinois-Mischlingsriiden sowie einen vier Jahre alten
Malinoisriiden. Beide verfligen Uber eine fir die Nasenarbeit pradestinierte Genetik
(siehe 2.3.2).

Die Hunde sind im Alter von zehn und vierzehn Monaten zugekauft worden und
hatten die Ausbildung zum Sprengstoffspirhund nach den Vorgaben des
Luftfahrtbundesamtes erfolgreich durchlaufen. Im Rahmen dessen wurde
Anzeigeverhalten, Suchverhalten und das Erlernen neuer zu suchender Stoffe
geformt.

Das Training wurde in einem simulierten Arbeitsumfeld durchgefihrt. Die Hunde

wurden fir den Zeitraum des Projekts isoliert in diesem Bereich eingesetzt.
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3.6.2 Line Up

Als priméare Trainingsmethode im Rahmen des Projekts wurde eine Line Up-
Methode gewahlt. Hierbei werden den Hunden sechs in einer Reihe aufgestellte
Proben in identischen Geféal3en prasentiert. Die Hunde suchen diese Reihe auf
Anzeige des Hundetrainers nacheinander ab. Das korrekte Anzeigen der

gewlnschten Proben wird vom Hundetrainer durch Lob oder Futtergabe positiv

verstarkt.

Abbildung 11: Aufbau Line Up Training

(Marchal, Sophie & Bregeras, Olivier & Puaux, Didier & Gervais,
Rémi & Ferry, Barbara. (2016). Rigorous Training of Dogs Leads to
High Accuracy in Human Scent Matching-To-Sample
Performance. PLoS ONE. 11.10.1371/journal.pone.0146963.)

Abbildung 11 zeigt exemplarisch den Aufbau eines Line Up Trainings durch
nebeneinander plazierte, identische Gefél3e, die die Hunde absuchen sowie die

anschlieBende Bestatigung durch Futtergabe.
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3.6.3 Maschinelles Training

Als Weiterentwicklung des Trainings wurde eine Maschine eingesetzt, um die
Beeinflussung durch den Trainer zu minimieren. Das maschinelle Training wird mit
der Maschine Detection Dog Training System (DDTS) der Firma Kynoscience UG

durchgefinhrt.

Abbildung 12: Detection Dog Training System, Firma Kynoscience UG

(https://www.kynoscience.de/geruchsmaschine/)

Abbildung 12 zeigt das im Rahmen der Studie verwendete maschinelle
Trainingssystem. An der Vorderseite des Gerats befinden sich sieben Locher, an
denen der Hund die Suche vornimmt. Mit einem Schlitten werden in sich
geschlossene Geruchseinheiten mit den Geruchsstoffen unter die Geruchslécher
gefahren. Bei korrektem Anzeigeverhalten erfolgt der automatische Auswurf der
Belohnung. Wahrend der Hund die Belohnung aufnimmt, wird automatisch ein

anderes Geruchsloch aktiviert.
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3.7 Aufbau Doppel-Blind-Versuche

Es wurden insgesamt pro Doppel-Blind-Versuch 20 Durchgénge von den Hunden
abgesucht. Der Aufbau der Doppel-Blind-Versuche erfolgte identisch zum Training
in einem Line Up. Pro Durchgang wurden insgesamt sechs GefalBe mit Proben
bestuckt. Die Aufteilung der Proben wurde wie folgt zusammengesetzt:

- eine positive Probe

- eine negative Probe

- vier Leerproben.
Die Bestlckung erfolgte durch eine entblindete, unabhangige Person, welche bei
der folgenden Absuche nicht anwesend war. AnschlieBend erfolgte die Absuche
durch den vom Hundetrainer begleiteten Kontakt der Hunde zu den einzelnen
GefaBen. Aufgrund der Verblindung fand keine Bestatigung der Hunde fir das
Anzeigeverhalten statt. Es wurden 20 Durchgange nach dem oben beschriebenen
Schema durchlaufen. Die Auswertung erfolgte durch die entblindete, die Proben
bestliickende Person. Vor einem Doppel-Blind-Versuch wurde eine Trainingsdauer

nach konstanter Methodik von sechs Wochen angestrebt.
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4. Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Doppel-Blind-Versuche, die die
Leistung der Hunde Uberprifen, beschrieben sowie die Verzahnung dieser
Ergebnisse mit ersten Ergebnissen der VOC-Analytik dargelegt. Zudem wird auf
Modifikationen, die aufgrund der Ergebnisse zu einem friihen Projektzeitpunkt

vorgenommen wurden, eingegangen.

4.1 Doppel-Blind-Versuch 1

Der erste Doppel-Blind-Versuch findet nach sechswéchigem Training der beiden

Hunde im Februar 2021 nach dem unter 3.6 erlauterten Aufbau statt.

Tabelle 1: Auswertung der Leistung der Spirhunde Doppel-Blind-Versuch 1

Detektion Sars-Cov-2 kein Sars-Cov-2 Gesamt Sensitivitdt Speazifitat
Ja 4 8

Hund 1 Nein 8 52 72 0,3333 0,8667
Ja 4 4

Hund 2 Nein 4 36 48 0,5 0,9

Im ersten Doppel-Blind-Versuch erkannte Hund 1 von den 72 Proben, die ihm
prasentiert wurden, vier Proben korrekt als SARS-CoV-2-positiv, acht SARS-CoV-2-
positive Proben erkannte er nicht. Von den SARS-CoV-2 negativen Proben erkannte

er 52 korrekt als SARS-CoV-2-negativ, acht negative Proben zeigte er
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falschlicherweise als SARS-CoV-2-positiv an. Hieraus ergibt sich eine Sensitivitat von
33,33% und eine Spezifitat von 86,67%.

Hund 2 erkannte vier Proben korrekt als SARS-CoV-2-positiv, vier SARS-CoV-2-
positive Proben erkannte er nicht. Von den SARS-CoV-2 negativen Proben erkannte
er 36 korrekt als SARS-CoV-2-negativ, vier negative Proben zeigte er
falschlicherweise als SARS-CoV-2-positiv an. Zudem war er nach der Prasentation
von 48 Proben nicht mehr in der Lage, den Versuch weiter durchzufihren. Hieraus
ergibt sich eine Sensitivitat von 50% und eine Spezifitat von 90%.

Gemittelt - gewichtet nach Anzahl der prasentierten Proben- ergibt sich somit im

1. Doppel-Blind-Versuch eine Sensitivitat von 39,99% und eine Spezifitat von 88%.

Diese Ergebnisse zeigen, dass insbesondere die Sensitivitat noch ungenligend ist,
um das Verfahren mit etablieten Testmethoden zu vergleichen.
Es folgte eine Intensivierung des Trainings nach der etablierten Methodik fir
weitere sechs Wochen. Dies entspricht weiteren 120 Ubungsdurchgangen pro

Hund.
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4.2 Doppel-Blind-Versuch 2

Nach Abschluss der intensivierten Trainingsphase folgte der zweite, im Aufbau

identische Doppel-Blind-Versuch im April 2021.

Tabelle 2: Auswertung der Leistung der Spurhunde Doppel-Blind-Versuch 2

Detektion Sars-Cov-2 kein Sars-Cov-2 Gesamt Sensitivitat Spezifitat
Ja 0 8

Hund1 Nein 8 32 48 0 0,8
Ja 1 11

Hund2 Nein 11 49 72 0,0833 0,8167

Hund 1 erkannte von den 48 Proben, die ihm prasentiert wurde keine Probe korrekt
als SARS-CoV-2-positiv, acht SARS-CoV-2-positive Proben erkannte er nicht. Von
den SARS-CoV-2 negativen Proben erkannte er 32 korrekt als SARS-CoV-2-negativ,
acht negative Proben zeigte er falschlicherweise als SARS-CoV-2-positiv an. Hieraus
ergibt sich eine Sensitivitat von 0% und eine Spezifitat von 80%.

Hund 2 erkannte eine Probe korrekt als SARS-CoV-2-positiv, elf SARS-CoV-2-
positive Proben erkannte er nicht. Von den SARS-CoV-2 negativen Proben erkannte
er 49 korrekt als SARS-CoV-2-negativ, elf negative Proben zeigte er
falschlicherweise als SARS-CoV-2-positiv an. Hieraus ergibt sich eine Sensitivitat von
8,33% und eine Spezifitat von 81,67%.

Gemittelt - gewichtet nach Anzahl der prasentierten Proben- ergibt sich somit im
Zweiten Doppel-Blind-Versuch eine Sensitivitdt von 4,99% und eine Spezifitat von

81%.
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4.3 Vergleich Doppel-Blind-Versuch 1 und 2

Die Ergebnisse zeigten einen Rickschritt im Vergleich zum ersten Doppel-Blind-
Versuch. Sowohl die Spezifitdt als auch die Sensitivitat des Nachweises von SARS-
CoV-2 durch Spirhunde war im Vergleich zum ersten Doppel-Blind-Versuch
niedriger.

Es erfolgte daraufhin eine tiefgreifende Fehleranalyse und resultierend eine
Anpassung der Vorgehensweise.

Hierbei ergaben sich zwei Hypothesen, welche jeweils durch eine spezifische
Anderung im weiteren Procedere adressiert wurden.

Als mogliche Fehlerquellen wurden vor allem die Probenlagerung, sowie die Line
Up-Prasentation der Proben vermutet. Um die Hypothese zu testen, dass die
Lagerung einen groBen Einfluss auf die Qualitadt der Geruchsproben hat und diese
zu quantifizieren, erfolgte eine Auswertung der bis zu diesem Zeitpunkt
gewonnenen VOC-Analytik-Proben (siehe 4.3.1).

Um die Hypothese zu Uberprifen, ob das Line-Up-Training nicht die optimale
Trainingsmodalitat ist, erfolgte zudem eine Anpassung der Trainingsmethode der

Hunde auf ein maschinelles Training (siehe 4.3.2).
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4.3.1 Zwischenauswertung VOC-Analysen

Nach dem zweiten Doppel-Blind-Versuch wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
Lagerung der Proben und hierbei insbesondere die Variablen der Lagerungsdauer
und Lagerungstemperatur einen groBBen Einfluss auf die Qualitat der Proben haben
konnten.

Es erfolgten daraufhin  Untersuchungen zur Probenlagerung (Dauer,
Lagertemperatur), und deren Effekt auf die detektierbaren VOC-Emissionen der
Proben bei Aufbewahrung und Lagerung im PS-Réhrchen des Abstrichbestecks. Zur
Minimierung der biologischen Variation werden die Proben einer Versuchsreihe von
einem gesunden Probanden gewonnen. In den Versuchsreihen wurden

unterschiedliche Probanden abgestrichen.
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Lagerbestandigkeit bei Raumtemperatur
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Abbildung 13: Lagerbestandigkeit der Abstriche im PS-Réhrchen des Abstrichbestecks bei Raumtemperatur

und im Tiefkthlschrank (-18 °C)

64



Abbildung 13 zeigt die Anzahl an detektierbaren Substanzen in der VOC-Analytik
nach der Lagerungsdauer der Proben im PS-Réhrchen bei Lagerung bei
Raumtemperatur (oben) sowie bei -18°C (unten). Es zeigt sich, dass die Anzahl der
detektierbaren Substanzen bei Raumtemperatur nach 24h um 66% abgenommen
hat, wahrend bei -18°C erst nach 21 Tagen eine deutliche Reduktion der
detektierbaren Substanzen auftritt.

Der Einfluss der Kiihlung auf den Verlust an nachweisbaren VOC bei Nutzung des
Aufbewahrungsrohrchens des Abstrichbestecks ist in den in Abbildung 1
dargestellten Ergebnissen deutlich zu erkennen.

Des Weiteren wurden Proben untersucht, die nach der Probennahme zur weiteren
Aufbewahrung und vor der Inaktivierung zunachst in mit einem Schraubverschluss

versehenen Headspace-Vials (vgl. 3.4.5) Gberfihrt wurden.
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Abbildung 14: Ausschnitt von Ubereinandergelegten GC-MS Chromatogrammen bei Lagerung in PS-Réhrchen und in Headspace-Vials

vor und nach der thermischen Inaktivierung

Abbildung 14 zeigt die gaschromatographischen Probenprofile von Proben vor
(schwarze Linie) und nach (blaue Linie) der thermischen Inaktivierung. Hierbei wird
weiter unterschieden zwischen Proben, die in PS-Réhrchen gelagert und inaktiviert
wurden (oberer Graph) und Proben, die in Headspace-Vials gelagert und inaktiviert
wurden (unterer Graph). Vergleicht man die Graphen wird deutlich, dass die Profile
vor und nach der Inaktivierung bei der Verwendung von PS-R6hrchen deutlich
voneinander abweichen. Im Vergleich hiermit sind die VOC-Profile im unteren Teil
der Abbildung, also bei Verwendung von Headspace-Vials zur Lagerung und

Inaktivierung von Proben vor und nach der Inaktivierung, deckungsgleich.
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Man erkennt also eine deutliche Verringerung der Peakhéhen bei den im PS-
Réhrchen inaktivierten Proben, was auf einen erheblichen Verlust an VOCs
zurlckzufihren ist. Hingegen fihrt die Inaktivierung in Headspace-Vials zu keinem
erkennbaren Verlust an VOCs. Ein Vergleich der in der Abbildung 20 dargestellten
Ergebnisse zeigt, dass bei Nutzung von analytischen Head-Space Vials anstelle der
Transportréhrchen des Abstrichbestecks die chemische Information der Probe nach

der Inaktivierung naherungsweise vollstandig erhalten bleibt.

Daraus resultierende Anderung:

Die Proben wurden nach Auswertung der oben beschriebenen Untersuchungen
direkt nach der Abstrichnahme in dicht zu verschlieBenden Headspace-Vials
verpackt. Nach der Inaktivierung erfolgte die Lagerung bei -18°C, jeder Transport
der Proben wurde in Kiihltaschen auf Kiihlakkus durchgefiihrt. Proben, die der VOC-
Analytik zugefiihrt wurden, wurden in einer elektronisch betriebenen Gefrierbox bei

-18° C transportiert.
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4.3.2 Abhingigkeit der Hunde von den Hundetrainern

In den ersten beiden Doppel-Blind-Versuchen werden die Hunde von den
Hundeflhrern an den Proben in einem Line Up begleitet, parallel zu dem Ablauf im
Training. Diese Methode zeigt keine zufriedenstellenden Ergebnisse mit
Sensitivitdten von 40% und 5% (vgl. 4.1 und 4.2). Es wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die Line-Up-Prasentation insbesondere aufgrund der engen Nahe
zum Hundetrainer im Training die Ergebnisse beeinflussen kénnte und somit als

Trainingsmethode nicht geeignet ist.

Daraus resultierende Anderung:

Um einen Rosenthal-Effekt (Clever-Hans-Effekt) [106] auszuschlieBen, also zu
vermeiden, dass die Erwartung des Hundefihrers die Leistung des Hundes
beeinflusst, wurde das Training der Hunde auf ein maschinelles Verfahren
umgestellt (siehe 3.6.3). Die Maschine Detection Dog Training System (DDTS) der
Firma Kynoscience UG wurde von dem Hundefihrer bestliickt. Die Maschine
prasentiert die Proben anschlieBend verblindet, automatisiert und randomisiert . Sie
belohnt den Hund bei einer Anzeige - definiert als das Verbleiben mit der Schnauze
an einer Probe fir mindestens 2 Sekunden - automatisch. Hierdurch konnte das
Training effizienter gestaltet werden. 14 Proben konnten maschinell innerhalb von
drei Minuten abgearbeitet werden. Der Lerneffekt der Hunde konnte zudem von
etwaigem Bias durch den Hundeflhrer entkoppelt werden. Somit konnte eine

Intensivierung des Trainings durch das maschinelle Verfahren erzielt werden.
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4.4 Doppel-Blind-Versuch 3

Nach den oben dargestellten Anpassungen erfolgte eine weitere Trainingsphase
der Hunde Uber vier Wochen mit insgesamt 3200 Suchdurchgangen. Es wurde im
Juli 2021 ein Doppel-Blind-Versuch an der genannten Maschine angeschlossen. Die
Bestiickung der Maschine erfolgte durch eine unabhangige Person. AnschlieBend
wurden die Hunde durch den Hundefihrer wie im Training an die Maschine
herangefihrt. Eine Belohnung durch die Maschine blieb im Setting des Doppel-

Blind-Versuchs aus.

Tabelle 3: Auswertung der Leistung der Splrhunde Doppel-Blind-Versuch 3

Detektion Sars-Cov-2 kein Sars-Cov-2 Gesamt Sensitivitat Speazifitat
la 10 0

Hund1l Nein 2 27 39 0,8333 1
Ja 8 2

Hund 2  Nein 5 21 36 0,6154 0,913

Hund 1 erkannte von den 39 Proben, die ihm prasentiert wurden, zehn Proben
korrekt als SARS-CoV-2-positiv, zwei SARS-CoV-2-positive Proben erkannte er nicht.
Von den SARS-CoV-2 negativen Proben erkannte er 27 korrekt als SARS-CoV-2-
negativ, er zeigte keine negative Proben félschlicherweise als SARS-CoV-2-positiv
an. Hieraus ergibt sich eine Sensitivitat von 83,33% und eine Spezifitdt von 100%.

Hund 2 erkannte acht Proben korrekt als SARS-CoV-2-positiv, fiinf SARS-CoV-2-
positive Proben erkannte er nicht. Von den SARS-CoV-2 negativen Proben erkannte

er 21 korrekt als SARS-CoV-2-negativ, zwei negative Proben zeigte er
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falschlicherweise als SARS-CoV-2-positiv an. Hieraus ergibt sich eine Sensitivitat von
61,54% und eine Spezifitat von 91,3%.

Gemittelt - gewichtet nach Anzahl der prasentierten Proben- ergibt sich somit im
dritten Doppel-Blind-Versuch eine Sensitivitat von 72,87% und eine Spezifitat von

95,82%.

Es zeigt sich somit unter den veranderten Bedingungen im Hundetraining sowie
dem Probenhandling eine gesteigerte Sensitivitat sowie Spezifitdt der SARS-CoV-2-

Erkennung durch die Spirhunde.
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4.5 Vergleich der Ergebnisse vor und nach den methodischen

Anpassungen

Aufgrund der verbesserten Leistung der Spirhunde beziglich der Erkennung von
SARS-CoV-2-positiven Proben im Doppel-Blind-Versuch 3, konnte die Erkenntnis
gewonnen werden, dass diese Faktoren (Lagerungsbedingungen und die Modalitat
des Hundetrainings) relevant fiir die Versuchsergebnisse sind. Des Weiteren kann
die primére Forschungsfrage positiv beantwortet werden. Es konnte gezeigt
werden, dass Hunde in der Lage sind, SARS-Cov-2-Infektionen anhand von axillaren
Hautabstrichen zu erkennen. Der Einsatz von SARS-CoV-2-Spirhunden ist somit
moglich. Dariiber hinaus kann insbesondere durch die Anderungen in der
Vorgehensweise zwischen Doppel-Blind-Versuch 2 und 3 gezeigt werden, dass die
Analyse der VOC-Muster einen direkten Einfluss auf die Vorgehensweise hat und
somitindirekt auf die Leistung der Hunde. Dies zeigt die Verzahnung der messbaren

Geruchsmuster mit der nicht qualitativ messbaren Geruchsleistung der Hunde.
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4.6 Alternatives Untersuchungsmaterial

In Kooperation mit der Forschungsgruppe Prof. Dr. med. vet. Volk der Tierarztlichen
Hochschule Hannover wurde im Juli 2021 zusatzlich getestet, ob die Hunde das
Erkennen einer SARS-CoV-2-Infektion auch auf anderes Probenmaterial Gibertragen
kénnen. Es wurden den Hunden neben Hautabstrichen der Axilla in diesem Zuge
Urinproben, Nasen-Rachen-Abstriche, Sputum sowie Hautabstriche der Armbeuge
prasentiert. Diesem weiterfihrenden Schritt liegt die Hypothese zugrunde, dass die
SARS-CoV-2-Geruchsinformationen spezifisch sind und somit nicht nur in einer Art

des Probenmaterials vorliegen.

Tabelle 4: Auswertung der Leistung der Spurhunde bei Présentation gemischter Probenarten

Detektion  Sars-Cov-2 kein 5ars-Cov-2 Gesamt Sensitivitit Spezifitdt
la B 3

Hund1l Mein 4 37 54 0,6667 0,881
la ] 4

Hund 2  Mein 9 57 76 0.4 0,9344

Die Hunde konnten nach einer kurzen Konditionierungsphase unabhéngig von
ihrem primaren Trainingsmaterial verschiedene Probenmaterialien gleichermafen
hinsichtlich einer SARS-Cov-2-Infektion identifizieren und durch das gewinschte
Verhalten anzeigen. Diese Ubertragbarkeit ermdglicht fiir zukiinftige praxisnahe
Applikationen eine Wahl des Probenmaterials anhand der Praktikabilitat. Dies
erleichtert die geplante breite Anwendung des Verfahrens. Zudem deuten diese

Ergebnisse darauf hin, dass die VOC-Muster einer SARS-CoV-2-Infektion spezifisch
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sind und in verschiedenen Probenmaterialien gleichermal3en auftreten. Dies gilt es
in weiteren, grofBer angelegten Studien durch die entsprechende VOC-Analytik

auch objektivierbar zu zeigen.
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5. Diskussion

Im sich nun anschlieBenden Kapitel werden die Ergebnisse des Projekts unter
verschiedenen Aspekten vertiefend diskutiert. Zunachst wird auf die
dynamischen Bedingungen der Pandemie und deren Einfluss auf das hier
vorgestellte Projekt eingegangen. AnschlieBend werden die Moglichkeiten und
Limitationen des Hundetrainings diskutiert und zuletzt erfolgt die
Kontextualisierung des Splrhundeeinsatzes mit anderen Testmdglichkeiten.
Diese Darstellung erfolgt auf der Basis der zum Ende der Pandemie
vorliegenden Literatur. Ziel der Diskussion soll neben der Reflektion des Projekts
vor allem die Ubertragbarkeit der im Rahmen des Projekts gewonnenen
Erkenntnisse auf etwaige zukinftige Epidemie-Ereignisse oder andere

systemische Erkrankungen sein.
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5.1 Auswirkungen der Pandemieentwicklung auf das Projekt

Die Dynamik der Pandemieentwicklung hatte auf vielerlei Ebenen Einfluss auf die
Planung und Umsetzung des in dieser Arbeit behandelten Projekts.

Zu Beginn des Projekts im November 2020 gab es neben vereinzelten Pilotstudien
[1,2] keine publizierten Daten, die die Entwicklung des Versuchsaufbaus validiert
unterstitzt hatten. Dies kdnnte die verschiedenen im Laufe des Projekts nétigen

Anpassungen erklaren.

Weitere wichtige Faktoren, die sich verdndert haben und somit Auswirkungen auf
das Projekt hatten, sind das SARS-CoV-2-Virus in seinen Varianten, das Covid-19-
Infektionsgeschehen, die Behandlungsmdoglichkeiten und die dynamischen

rechtlichen und gesellschaftlichen Rahmenbedingungen.

Das SARS-CoV-2-Virus hat sich genetisch im Verlauf der Pandemie stetig veréndert.
Zu verschiedenen Zeitpunkten traten unterschiedliche Virusvarianten auf. Inwiefern
sich die verschiedenen Virusvarianten durch unterschiedliche VOCs kennzeichnen
und damit durch Varianzen im Virusmaterial auch die Leistung der Splrhunde
variiert, ist unklar und erfordert eine detailliertere Aufarbeitung und
Aufschlisselung der spezifischen VOC-Muster. Es sei erwdhnt, dass die
Verschlechterung der Spirhundeleistung im zweiten Doppel-Blind-Versuch zeitlich
mit dem vermehrten Auftreten der Omicron-Variante einherging. Ob dies neben
den Trainings- und Lagerungsbedingungen einen entscheidenden Einfluss auf die

Leistung der Spurhunde hatte, lasst sich retrospektiv nicht sicher eruieren.
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Einhergehend mit Modifikationen im Virusmaterial traten auch Veranderungen in
den Hospitalisierungsraten sowie der Erkrankungsintensitat auf, was wiederum die
Verfligbarkeit und Reproduzierbarkeit des gewonnenen Probenmaterials

beeinflusst hat.

Ein weiterer Faktor mit erheblichem Einfluss auf das Projekt waren die dynamischen
rechtlichen und gesellschaftlichen Rahmenbedingungen, die  das
Pandemiegeschehen stetig wandelten. Dies beeinflusste nicht primar die
Probengewinnung, aber die Relevanz des Projekts, was wiederum einen hohen
Anpassungsdruck in der Entwicklungsphase des Projektes mit sich brachte.

Von groBer Bedeutung sowohl gesellschaftlich als auch projektspezifisch war die
schnelle Entwicklung und Zulassung von Impfstoffen, welche letzten Endes zur
Erklarung der Beendigung der Pandemie durch die WHO im Mai 2023 fiihrte. Auch
hier ist unklar, wie die Covid-19-Impfung, die seit Dezember 2020 zur Verfigung
stand, das Geruchsprofil der Infizierten verandert. Dies konnte Anknipfungspunkt
weiterer Forschungsvorhaben sein.

Zusammenfassend |asst sich sagen, dass die Entwicklung einer prospektiven Studie
mit multiplen Variablen in einer von ebenfalls multiplen und hochdynamischen
Variablen definierten gesellschaftlichen Ausnahmesituation mit besonderen
Herausforderungen einhergeht. Dies erfordert ein hohes Mal3 an personellen und
finanziellen Projektressourcen. Des Weiteren ergeben sich hieraus diverse mogliche
Confounder und Storfaktoren in der Projektumsetzung. Auch diese Erkenntnisse

sind sekunddre Gewinne der hier beschriebenen Arbeit.
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5.2 Hundetraining

5.2.1 Auswahl der Hunde und Trainer

Die Auswahl der richtigen Hunde ist ein maBgeblicher Faktor zum Gelingen des
Projekts. Wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, gibt es sowohl rasseabhangige als auch
individuelle Faktoren, die einen Hund besonders zur Arbeit als Spirhund
qualifizieren. Auffallig ist bei der Vielzahl an bekannten Hunderassen die gehéaufte
Ausbildung von spezifischen Rassen, vor allem Labradoren und deutschen sowie
belgischen Schaferhunden in den von verschiedenen Arbeitsgruppen [1,2,107,108]
durchgefihrten Studien zum Training von SARS-CoV-2-Sputrhunden.

Des Weiteren stellt sich die Frage, ob Hunde, die bereits eine Ausbildung zu einem
Spurhund fur ein anderes Anwendungsgebiet durchlaufen haben, aufgrund der
gesicherten Verhaltensmuster besser geeignet sind, um auf einen weiteren Stoff
trainiert zu werden. Alternativ kdnnte zutreffen, dass Hunde, die nur auf die Anzeige
eines Geruchsmusters (in diesem Fall SARS-CoV-2-Geruchsmuster) trainiert werden,
spezifischer reagieren. Hierzu sind weitere Studien notwendig.

Auch die Wahl des Hundetrainer und seine Trainingsphilosophie kdnnen
erheblichen Einfluss auf den Trainingserfolg haben, wobei die Eignung schwierig
qualifizierbar ist [109. 110]. Jeder Lernprozess ist abhéngig von interindividuellen
Beziehungen und diese lassen sich nicht quantifizierbar zwischen Hund und Trainer

auswerten [111]. SchlieBlich ist vor diesem Hintergrund nicht eindeutig geklart, ob
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das Training eines Hundes durch einen Trainer erfolgen sollte oder ob durch den

Einsatz mehrerer Trainer ein gewisser Handler-Bias reduziert werden kann.

5.2.2 Wahl der Trainingsmethode

Es hat sich gezeigt, dass die Art und Weise, wie die Hunde trainiert werden, ein
weiterer wichtiger Faktor fiir den Erfolg des Trainings ist[112]. Hierbei ist zum einen
zu bericksichtigen, ob der Hundetrainer den Hund aktiv an die Proben heranfihrt
im Sinne eines Line-Up oder der Hund die Proben selbststandig ablauft und
automatisiert belohnt wird, wie es bei dem maschinellen Training der Fall ist. Im
Rahmen unserer Studie wurde das Verfahren gewechselt mit einer konsekutiven

Verbesserung der Ergebnisse nach Implikation des maschinellen Trainings.

Jedoch zeigt die Literatur, dass auch Arbeitsgruppen mit einem reinen Line-Up
Aufbau vielversprechende Ergebnisse vorweisen konnten [1, 107, 113]. Hierbei ist
allerdings unklar, ob alle erhobenen Daten von Seiten des Hundetrainers verblindet
waren. Ist dies nicht der Fall, konnte eine Verfdlschung der Ergebnisse durch eine

Beeinflussung der Hunde durch den Hundetrainer vorliegen.

Ein weiterer bedeutsamer Faktor ist die Wahl des Vergleichsmaterials und der
Aufbau der einzelnen Trainingsschritte. Hierbei sollte das Ziel sein, mdglichst viele
andere olfaktorische Reize auszuschlieBen, um spezifisch auf die Covid-inharenten
Geruchsmuster zu trainieren. Dies wird in der Regel durch mehrstufige
Trainingsprozesse erreicht. Hierbei zeigen weitere Studien [1,2] mit weitestgehend

analogem Vorgehen zum hier beschriebenen Projekt gute Ergebnisse. Ein
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interessanter, von der in dieser Arbeit angewandte Herangehensweise
abweichender Ansatz wird unter Essler et. al. beschrieben. Hier wurden bereits in
einer frihen Trainingsphase starke unabhangige Geruchsreize als negative Proben
verwendet. So wurden keine nicht-riechenden ,Proben” prasentiert, sondern
ablenkende Geruchsinformationen als Teil des Trainings einbezogen. In den
Endresultaten des Hundetrainings wurden hierdurch Ergebnisse erzielt, die
konkordant mit denen anderer Forschungsgruppen sind. Eine deutliche
Verbesserung  des  Trainingsergebnisses  oder  Beschleunigung  des

Trainingsprozesses zeigte sich hingegen nicht.

Auch die Dauer des Hundetrainings, das vor der Testung der Hundeleistung in den
verschiedenen Forschungsarbeiten durchlaufen wurde, unterscheiden sich

zwischen einer Woche [1,2] und 15 Wochen [114].

Die Trainingsfaktoren, insbesondere Dauer, Methodik, Phasenaufbau, der Einsatz
von Negativproben missten fiir eine breit etablierbare, validierte Methodik

standardisiert sein.
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5.2.3 Wahl des Trainingsmaterials

Ein wichtiger Faktor fiir den Erfolg des Hundetrainings und die Vorbereitung eines
breiten Einsatzes von Splrhunden als diagnostische Methode ist die Wahl des

geeigneten Materials, mit dem die Hunde trainiert werden.

Die in dieser Arbeit dargestellte Studie greift auf axillare Hautabstriche als Material
zurlick. Diese Entscheidung wurde unter Berlcksichtigung der madglichen
Infektiositat des Materials, der einfachen Materialgewinnung und der potenziell
hohen Geruchsdichte in Korperbereichen mit vielen ekkrinen Schwei3drisen

gefallt.

Auch andere Forschungsgruppen greifen auf axillare SchweiBproben als
Trainingsmaterial fir Covid-Splrhunde zuriick. Unterschiede gibt es in der Art der
Probengewinnung. Hierbei wird bei Grandjean et. al. auf einen langeren Kontakt
des zu entnehmenden Probenmaterials in der Axilla gesetzt. Dies kann ein
moglicher Grund fir die besseren Ergebnisse dieser Arbeitsgruppen sein, es

wurden Erfolgsquoten von 76%-100% erzielt.

Gerade die Nutzung von axillirem Material wirft auch die Frage auf, wie
standardisiert die vor der Abstrichnahme durchgefiihrte Basiskdrperhygiene der
Probanden sein sollte. Hier gilt es abzuwagen zwischen moglichst genauen

Versuchsbedingungen und méglichst realitatsnahen Bedingungen.

Andere Forschungsgruppen verwenden fir das Training Material aus dem
Respirationstrakt [2,108,114]. Wahrend hier aufgrund der gréof3eren Betroffenheit

dieses Organsystems eine grof3ere Dichte an virusspezifischem Material vermutet
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werden kann, muss auch von einer hdheren inhdrenten Infektiositat des

Untersuchungsmaterials ausgegangen werden.

Auch Urin wurde als mdgliches Trainingsmaterial erprobt [113]. Ahnlich wie bei der
Verwendung von Hautabstrichen liegt hier die Hypothese zugrunde, dass SARS-
CoV-2-spezifische VOC-Muster auch in nicht primar durch die Infektion betroffenen
Organsystemen zu finden sind. Vorteile bei der Verwendung von Urin ist die
Verfligbarkeit von viel Probenmaterial. Dies zeigt sich auch in der Analyse von
Abwassern, welche schnell und zuverlassig Daten zur aktuellen SARS-CoV-2-

Viruslast in definierten Gebieten anzeigten [115].

Fir eine zukinftige Feldanwendung konnte jedoch die Verwendung von
Urinproben im Vergleich zu Hautabstrichen oder respiratorischem Material
nachteilig sein, da fur die Probennahme zum einen mehr Zeit bendtigt wird und
diese Form der Probennahme zum anderen aufgrund der Verwendung von
Ausscheidungen potenziell als unangenehmer durch den Probanden

wahrgenommen werden konnte.

Unsere Ergebnisse zeigen wie auch Jendrny et. al. [116], dass Hunde nach
entsprechendem Training unabhangig von dem primaren Trainingsmaterial auch
andere Probenarten als Covid-positiv identifizieren kdnnen. Diese Erkenntnis bringt
zum einen die Maoglichkeit mit sich, zum Training moglichst skalierbares
Probenmaterial zu verwenden und trotzdem in der Anwendung auf moglichst
einfach verfigbares Material zurlickzugreifen. Zum anderen lasst sich vermuten,

dass eine Covid-Infektion mit spezifischen, ubiquitér auffindbaren Veranderungen
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in der Geruchsinformation einhergeht. Die detaillierte Aufarbeitung dieser

Hypothese kénnte Gegenstand weiterer Forschungsvorhaben sein.

Insgesamt ist flr eine Weiterentwicklung des Einsatzes von Covid-Spirhunden von
der Anzeige spezifischer Proben zum Direktkontakt an Menschen mit
entsprechendem  Anzeigeverhalten von mehr ndtigen Zwischenschritten
auszugehen. Hierbei konnte man vermuten, dass die Verwendung von
Hautabstrichen als Trainingsmaterial dem Geruch eines Menschen im Vorbeigehen

am ahnlichsten ist.

An dieser Stelle sei auch erneut auf die VOC-Analytik verwiesen. Ein interessantes
weiteres Forschungsgebiet konnte der Nutzen moglicher synthetisch hergestellter
Geruchsproben als Trainingsmaterial sein. Zunachst ware hierfir zu ergriinden, ob
bei erfolgreichem Nachweis spezifischer VOC-Muster auch die Herstellung dieser
moglich sei. Dies hatte eine grof3e Skalierbarkeit zum Vorteil, zudem waren weniger
nicht-kontrollierbare Nebengerliiche enthalten, die womodglich bessere und

schnellere Trainingsergebnisse herbeifiihren kénnten.
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5.2.4 Wahl der Inaktivierungsmethode

Eine wichtige Frage, die sich im Umgang mit Infektionskrankheiten stellt, ist die
Gewabhrleistung eines hinreichenden Schutzes vor Ansteckung aller an der Arbeit
Beteiligten. Bei der Planung einer Studie muss somit von Beginn an ein Konzept zur
Reduktion des Infektionsrisikos erarbeitet und eingehalten werden. Dies ist wie
unter 3.4.4 bereits beschrieben ein Aspekt, der bei der Wahl des geeigneten
Untersuchungsmaterials zu berlcksichtigen ist, da gerade bei respiratorischem
Material von einer hoheren Infektionsgefahr ausgegangen werden kann. Des
Weiteren muss definiert werden, ob durch eine inaktivierende Behandlung des
Probenmaterials die Infektiositat nach der Probenentnahme reduziert werden soll.

Hierflr stehen thermische und chemische Methoden zur Verfligung.

Durch eine Inaktivierung tragt man zu erhéhter Sicherheit fir das Studienpersonal
bei, lduft jedoch Gefahr, die zu untersuchenden Geruchsinformationen zu

verandern und damit deren Erkennbarkeit durch Spirhunde zu erschweren.

Einige Studien [1, 107, 108, 114] haben sich gegen eine Inaktivierung entschieden
und daflir engmaschige Teststrategien des Studienpersonals sowie der Hunde
etabliert. Dies hat zum Vorteil, dass diese Strategie eine einfache Ubertragbarkeit
auf eine Feldanwendung ermdglicht, in der das Material auch nativ gewonnen und
nicht weiter behandelt wird. Uber Infektionen des Studienpersonals wurde in den

oben erwdhnten Publikationen keine Aussage getroffen.

Die von uns angewandte thermische Inaktivierung wurde an wenigen Zentren

gewahlt, haufiger kamen chemische Inaktivierungen zum Einsatz. Hierbei kann die
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Hypothese aufgestellt werden, dass chemische Inaktivierungsmethoden starker auf
die VOCs einwirken kénnten als eine thermische Inaktivierung. Ob dies tatsachlich
der Fall ist, konnte das Ziel weiterer Forschungsaktivitaten sein. Auch waren
Untersuchungen interessant, die betrachten, ob Hunde nach dem Training mit
spezifisch inaktiviertem Material auch auf anders inaktiviertes oder nichtinaktiviertes

Material reagieren.
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5.2.5 Wahl der Proband*innen

Bei der Frage nach der Herkunft der fir das Hundetraining sowie fur die VOC-

Analytik zu verwendenden Proben gilt es einige Faktoren zu berlicksichtigen.

Zum einen muss festgelegt werden, welches Klientel fir die Gewinnung von
positiven Proben herangezogen werden soll. Das Spektrum reicht von
asymptomatischen Patienten bis zu intensivmedizinisch versorgten hospitalisierten

Patienten.

Die Wahl von asymptomatischen Patienten kann bedeuten, dass Hunde spezifisch
als frihdiagnostisches Tool trainiert werden, was eine besondere Bedeutung in der
Teststrategie haben koénnte. Es kann allerdings auch zur Folge haben, dass das
Training anhand von Material erfolgt, dass keine ausreichende Dichte an Covid-
spezifischen VOCs aufweist und die Hunde somit nicht spezifisch genug trainiert
werden. Am anderen Ende des Spektrums bei der Inklusion von besonders schwer
betroffenen Infizierten werfen sich entgegengesetzte Vor- und Nachteile auf. Hier ist
zwar von einer hohen Dichte an virusspezifischen Geruchsmustern auszugehen,
allerdings ist damit das Trainingsmaterial mutmaBlich aufgrund der
krankenhausspezifischen Geruchsumgebung deutlich anders als das bei
Massentestungen im Feldversuch zu erwartende Material. Die Ergrindung dieser

Problematik bedarf ebenfalls weiterer interdisziplindrer Grundlagenforschung.

Zu bedenken ist zudem der Ursprung des negativen Vergleichsmaterials. Dieses
sollte so gewahlt werden, dass moglichst viele Geruchsinformationen, die zwar

spezifisch fir das Covid-positive Probandenklientel, aber nicht virusspezifisch sind,
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heraustrainiert werden. |dealerweise kommen die negativen Proben also ebenfalls
aus einer Krankenhausumgebung, wenn auch die positiven Proben aus dem
Krankenhaus stammen. Es ist dul3erst schwierig in diesem Zusammenhang alle
moglichen Confounding-Variablen zu bericksichtigen. Diesem Problem koénnte
Uber einen groBen Pool an Proben begegnet werden. Allerdings gestaltete sich dies
besonders zu Beginn der Pandemie und damit zu Beginn der
Forschungsbemiihungen zum Einsatz von Spirhunden zur Covid-ldentifikation als
schwierig, da die Fallzahlen an hospitalisierten Patienten pro Krankenhaus initial

niedrig waren.

Bei wenigen verschiedenen Probanden in der Trainingsphase lauft man Gefahr,
dass die Hunde nicht lernen, auf die mutmaBlich spezifischen VOCs von Covid zu
generalisieren, sondern die individuellen présentierten Proben zu identifizieren.
Allerdings wird nicht in jeder publizierten Studie spezifiziert, ob die fur die
Spezifitats- und Sensitivitatskalkulationen verwendeten Proben fir die Hunde neu

waren oder aus den auch fir das Training verwendeten Proben gewahlt wurden.

In unserer Studie wurden fir die Blindversuche den Hunden unbekannte Proben
vorgelegt. Die unter den publizierten Werten liegenden Ergebnisse unserer Studie
konnten durch eine zu gering ausgepragte beziehungsweise zu wenig trainierte
Generalisierungsfahigkeit der Hunde in Bezug auf die Erkennung SARS-CoV-2-

spezifischer VOCs zu erklaren sein.

Zudem ist unklar, inwieweit die gewéahlte Trainingsmethode spezifisch fiir SARS-
CoV-2 gegenliber anderen respiratorischen Viruserkrankungen ist. Hier ergibt sich

das Problem, das aufgrund der gesamtgesellschaftlich etablierten Schutz- und
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HygienemaBnahmen zum Zeitpunkt der Studiendurchfiihrung kaum andere virale
Atemwegsinfektionen kursierten, sodass sich kein geeignetes
Negativprobenmaterial zur Differenzierung zwischen SARS-CoV-2 und anderen
respiratorischen Virusinfektionen gewinnen lie3. Dies konnte Gegenstand weiterer

Forschungsbemiihungen sein, ebenfalls auch mit Blick auf die VOC-Analytik.
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5.2.6 Probenlagerung

Im Verlauf des Projekts hat sich gezeigt, dass eine angemessene Probenlagerung
relevant fir das Ergebnis der Splrhundeleistung ist. Diese Erkenntnis war eine
wichtige Weiterentwicklung. Hieraus ergibt sich die Frage nach der Vielseitigkeit
der Einsatzmoglichkeiten korrekt trainierter Hunde, wenn einzelne Variablen einen
groBen Einfluss auf die Leistungsfahigkeit als diagnostisches Tool haben. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, die im Idealfall anhand von chemischen VOC-
Peak-Auswertungen etablieren, welche Lagerungsbedingungen Uber welchen
Zeitraum eine ausreichend hohe VOC-Informationsdichte gewahrleisten, um eine
zuverlassige Auswertung von Proben durch ausgebildete Spirhunde bestmdglich
zu gewahrleisten.

Die Probenlagerung wird in den verschiedenen Studien
[1,2,107,108,113,114,116,117] unterschiedlich gehandhabt. Teilweise wird dieser
Einflussfaktor nicht hinreichend genau erwdhnt, so dass die Vergleichbarkeit der

Ergebnisse eingeschrankt ist.
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5.2.7 Leistungsauswertung

Auch die Leistungsauswertung der Hunde und die damit einhergehende
Bestatigung des gewlinschten Verhaltens birgt gewisse Herausforderungen. Wie
vereinzeltin den Arbeiten von Greandjean et al. gezeigt wurde, haben auf die SARS-
CoV-2-Erkennung trainierte Hunde teilweise auf Material reagiert, das als
Negativprobe gewertet wurde, aber in engem zeitlichem Zusammenhang zu einer
Covid-19-Infektion des Probanden stand. Somit ist zu diskutieren, ob die Hunde
bereits frihzeitig die entsprechenden Geruchsmuster erkannt haben, fir das
Verhalten aber nicht bestédtigt wurden, was zum einen die mathematische
Auswertung verfalschen und zum anderen das Hundetraining negativ beeinflussen

kdnnte.

Ein weiteres groBes Hindernis ist die mangelnde Auswertbarkeit der spezifischen
Prozesse im Gehirn des Hundes, welche zu einer Anzeige bzw. Nicht-Anzeige von
Proben fUhrt. Es ist nicht dezidiert zu ermitteln, welche Kombinationen von
vorliegenden VOCs zur Reaktion oder Nicht-Reaktion des Hundes fiihren, ob es eine
gewisse Schwellenkonzentration an VOCs gibt und welche genauen
Rahmenbedingungen aus den Trainings im Hund als Teil der Geruchserkennung
konzeptualisiert wurden. Um dies genauer zu untersuchen, braucht es eine gréBer
angelegte und genauere VOC-Analytik. Auch hier haben sich in der Zeit seit
Projektstart durch die rasante Entwicklung von Machine Learning neue technische
Moglichkeiten aufgetan, die zur akkuraten Beantwortung der hier entstandenen

Fragen beitragen konnten.
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Es hat sich im Laufe des Projekts gezeigt, dass das parallele Testen von Proben
durch die Hunde und durch die VOC-Analytik viele Vorteile mit sich bringt und eine
Kontrollebene fiir die Projektqualitét schafft, die so in keiner anderen vorliegenden
Publikation berlcksichtigt wurde. Entsprechende Kooperationen frihzeitig zu
schaffen und eine mdéglichst grol3e Anzahl an Proben auch fir diesen Zweig der

Testung zur Verfliigung zu stellen, kann also klar empfohlen werden.
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5.2.8 Kontextualisierung der Ergebnisse

Tabelle 5: Studienibersicht Teil 1

Autor Fragestellung
1 Jendry Pilotstudie TBS
2 Greandjean Pilotstudie Schweil3

3 Eskandari  Proof of concept

4 Essler Proof of concept

5 Angeletti  Proof of concept

6 Jendry Differenzierung vers. Materialien
7 Vesga Proof of concept / Feldversuch

8 Ten Hagen Unterscheidung Atemwegsinfektionen

Zeitraum Anzahl Hunde Trainingsmethode Trainingszeitraum

Jul 20
Dez 20
Mrz 21
Apr 21
Jun 21
Jul 21
Sep 21
Nov 21

8 maschinell

6 Line up

6 nicht beschrieben

9 Line up

3 Line up
10 maschinell

6 nicht beschrieben
12 machinell

1 Woche

1-3 Wochem

7 Wochen

nicht beschrieben
4 Wochen

8 Wochen

15 Wochen

3 Tage

Tabelle 5 listet die bis zum Ende des Jahres 2021 vorliegenden bedeutsamen

Studien mit deren Fragestellung/ Projektkonzeptualisierung auf. Zudem wird der

Veroffentlichungsmonat und die Hundetrainingsmodalitaten dargestellt. Es wird

deutlich, dass etwa die Halfte der Arbeitsgruppen eine Line Up Trainingsmethode

wahlten, wahrend die andere Halfte auf das maschinelle Training zurtckgriff.

Tabelle 6: Studientbersicht Teil 2
Material

1 Bronchialsekret

2 Axillarer SchweiB3

Inaktivierung

3 Nasen-Rachen (3 Hunde) Kleidung und Masken (3 Hunde) nein

4 Urin und Speichel

5 Axillarer Schweil3

6 Speichel, Urin, SchweiB

7 Atemwegssekrete

8 Zellculturen und Nasen-Rachen

Probanden Covid Probanden Non-Covid

BPL 7
nein 95
26 /50
chemisch und Hitze 16
nein 20
BPL / nein nicht beschrieben
nein 92
BPL / nein nicht beschrieben

82

54/70

18
15

nicht beschrieben

756

nicht beschrieben

Tabelle 6 bezieht sich auf dieselben Studien wie Tabelle 5 und 7. Hier wird nun das

verwendete Trainingsmaterial genauer charakterisiert. Insbesondere auf die Wahl

der Inaktivierung und den Verzicht auf eine solche sei hier hingewiesen.
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Tabelle 7: Studienibersicht Teil 3
Spezifitat Sensitivitat

1 96,35% 82,63%
2 nicht beschrieben nicht beschrieben
3 89%/92,9% 65% / 86%

4 99% 71%
5 nicht beschrieben nicht beschrieben
6 nicht beschrieben nicht beschrieben
7 95,10% 95,90%
8 nicht beschrieben nicht beschrieben

Tabelle 7 zeigt die verschiedenen Spezifitditen und Sensitivitdten der

Forschungsgruppen. Hierbei wurden diese nicht in jeder Publikation gesondert

angegeben.
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5.3 Vergleich der verschiedenen Testmethoden

Wahrend einer Pandemie ist das schnelle Identifizieren von Infektionen und eine
breite Anwendbarkeit von Teststrategien essenziell fir die Eindédmmung des
Infektionsgeschehens [118, 119]. Im Folgenden werden die Ergebnisse aus der
Testung einer Covid-Infektion mittels ausgebildetem Splrhund mit verschiedenen
anderen diagnostischen Maoglichkeiten verglichen und Vor- und Nachteile sowie

Einsatzgebiete der verschiedenen Tests beleuchtet.
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5.3.1 Vergleich mit PCR-Testung

Die PCR-Analytik ist der Test, mit dem die Ergebnisse der Studie zum Einsatz von
Spirhunden in der Covid-Diagnostik primar verglichen wurden. Besonders zu
Beginn der Pandemie bestanden trotz der hohen Spezifitdt und Sensitivitédt der PCR-
Analytik gewisse Limitationen [119, 120]. Zum einen war das Aufkommen an
Testungen so hoch, dass es einen erheblichen maschinellen und personellen
Engpass der entsprechend ausgestatteten Zentren zur PCR-Analytik gab, was
Auswirkungen auf die Dauer bis zu einem Testergebnis hatte. Aus diesem Grund
war in dieser Phase der Bedarf fur eine schnelle, zuverlassige Diagnosemethode
hoch, die die Verarbeitung vieler Proben gleichzeitig bewerkstelligen kann. Die
ausgebildeten Splrhunde héatten in dieser Phase bei hinreichend guten
Ergebnissen eine sinnvolle Ergénzung zur Detektion von Infektionsfallen darstellen
konnen. Das primare Problem fir die Umsetzung sind die zeitintensive
Trainingsphase, die nicht vorab definierten spezifischen Geruchsmuster und die
ungeklarte Frage, wie ein Spurhund als diagnostisches Tool zu validieren und zu
zertifizieren ist. Die rechtlichen Rahmenbedingungen sind nicht definiert, so dass
derzeit der Einsatz von diagnostischen Spirhunden primar im Rahmen von Studien
erfolgt.

Um diese Studienerkenntnisse in die Anwendung zu bringen, ist das Definieren von
rechtlichen Rahmenbedingungen sowie das Standardisieren von
Trainingsmethoden essenziell. Es mdissen klare Anforderungen an die
Mindestanforderungen fir Spezifitdt und Sensitivitat einer Testmethode definiert

werden. Des Weiteren mussten weitere Bemihungen unternommen werden, da
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diese Fragen sich nicht auf die Covid-spezifische Anwendung beschranken,
sondern fur alle potenziellen medizinischen Anwendungen von Spirhunden gelten.
Dies gilt insbesondere fir mégliche weitere pandemische Geschehen, fir welche

die hier gewonnenen Erkenntnisse angewendet werden kdnnten.
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5.3.2 Vergleich mit Schnelltests

Durch die Entwicklung von Schnelltests wurde das Bedurfnis nach unmittelbaren
Testergebnissen in breiter Anwendung erfillt. Hierbei gilt es jedoch zu beachten,
dass die CT-Werte, die nétig sind, um einen positiven Schnelltest auszulésen und
somit eine Infektion zu bestatigen, von Hersteller zu Hersteller erheblich variieren.
Zudem ist die Sensitivitat nicht mit der der PCR-Analytik zu vergleichen. Somit gibt
es einige Schnelltests, die zwar formal die Anforderungen des Paul-Ehrlich-Instituts,
welches bis Juni 2022 fur die Testzulassung zustandig war, erfiillen, unter realen
Bedingungen jedoch weit hinter diesen Leistungen zurlickbleiben. Hierbei spielen
auch neu auftretende Virusvarianten eine wichtige Rolle, so war die Sensitivitat fur
die Erkennung von Omicron durch Schnelltests beispielsweise deutlich reduziert
[121,122].

Splrhunde kénnen hier eine addquate Alternative darstellen.

Ein weiterer zu beachtender Faktor ist die Objektivitat der Hunde. Ein Schnelltest
kann bei der Durchfihrung durch die zu testende Person durch Ungenauigkeiten in
der Handhabung bewusst oder unbewusst beeinflusst werden. Der Hund als
externes diagnostisches Tool reagiert auf das als anzeigewirdig gelernte
Geruchsmuster ohne eigenes Motiv und hypothetisch ohne Beeinflussbarkeit durch

die Probanden.
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5.3.3 Vergleich mit Halbleitersensoren

Die Studie von Guest et. al. geht auf die Anwendung von VOC-detektierenden
Halbleitersensoren und somit chemische Sensoren ein. Diese Publikation ist im
Laufe des hier beschriebenen Projekts (Mai 2022) erschienen, kann jedoch als
interessante Alternative oder Erganzung zu den Spirhunden, die in diesem Kontext
als biologische Sensoren aufgefasst werden kénnen, gewertet werden. Sie ful3t auf
derselben Theorie der Erkennung von Covid-Infektionen aufgrund von spezifischen
Geruchsmustern, eliminiert jedoch die ,Black Box"-Problematik [91] der
Hundeauswertung. Eine technische Methode kann qualitativ und quantitativ
ausgewertet werden und ist somit potenziell objektiver. Dem gegeniiberstehend
bleiben Hunde trotz intensivem Training Individuen, die nur bis zu einem gewissen
Grad von extern steuerbar sind. Auf der anderen Seite hangt die Technik von der
Programmierung ab, welche wiederum auf dem zu dem Zeitpunkt vorliegenden
Kenntnisstand beruht, da eben keine Reizverarbeitung durch ein dem Menschen
Uberlegenes Verarbeitungssystem stattfindet. Auch hier sei wieder auf die
Einsetzbarkeit von Kinstlicher Intelligenz und Machine Learning verwiesen, die
weitere Erkenntnisse und elaborierte Modelle ermoglichen kénnten. Dies kdnnte
ein Fokus weiterer Forschungsvorhaben sein.

Eine mogliche Applikation solcher Sensoren im Rahmen einer Teststrategie zur
Erkennung von Infektionen besteht in der Testung in geschlossenen Raumen, wie
beispielsweise in Flugzeugen oder Klassenzimmern, in denen sich eine Gruppe von
Menschen befindet. Der Einsatz und die Etablierung eines solchen Systems misste

ebenfalls in weiteren Studien ergriindet werden. Auch fir die Testung von Rdumen
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konnte ein direkter Vergleich mit der Leistung von Spirhunden interessant sein. Ob
diese Infektionen anhand von Raumluft erkennen kdénnen, ist zum aktuellen

Zeitpunkt nicht veroffentlicht worden.

5.3.4 Friiherkennungsstrategien

Eine bemerkenswerte Erkenntnis der aktuellen Literatur, wenn auch episodisch
berichtet, besteht in der moglichen Friherkennung von Covid-Infektionen durch
Splrhunde.

Bereits die Erfahrungen zum Einsatz von Splrhunden bei anderen Erkrankungen,
insbesondere  Epilepsie  oder  Diabetes, zeigen, dass  Splrhunde
Krankheitsanzeichen oder klinische Verschlechterungen frihzeitig anzeigen
kénnen. Dies ist im Kontext von Viruserkrankungen wie Covid-19 besonders
bedeutsam, um Infektionsausbreitungen maoglichst frihzeitig zu verhindern. Die
beschriebene Eignung von Splrhunden zur Friherkennung von Covid-19
Infektionen bedeutet ein erheblicher Vorteil gegeniber etablierten Testmethoden,
die erst die tatsachlich stattgefundene Infektion detektieren. Es waren weitere
Untersuchungen und deren Validierung notwendig. Dies ist vor allem
bemerkenswert, da die Hunde auf PCR-negatives Material reagieren kdénnen,
welches nie als Trainingsgegenstand geboten wurde. Es liegt nahe, dass sie Covid-
spezifische Geruchsmuster sehr frih erkennen, die ein Infizierter aufweist -
potenziell bereits vor dem Auftreten von Symptomen oder einem positiven PCR-

Testergebnis. Dieses Phanomen stellt heraus, dass ein richtig ausgebildeter
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Splrhund ein sehr sensitives Testtool sein kann und somit etablierte Teststrategien
erganzen kann. Um dies objektivierbar zu messen konnte die Entwicklung der VOC-
Geruchsmuster Gber den zeitlichen Verlauf einer Covid-Infektion interessant sein.
Gegebenenfalls lieBe sich hierliber im Kontext mit der Splrhundeleistung ein
Schwellenwert an Geruchsdichte definieren, welcher fir die Identifikation

notwendig ist.

5.3.5 Feldanwendbarkeit

Die Frage, die sich nun stellt und die den Bogen zur Entwicklung dieser
Forschungsarbeit schlieBt, ist die nach der Anwendbarkeit der Methoden im Feld.
Der Charme des Einsatzes von Splrhunden als Infektions-ldentifikationstool liegt
vor allem in der Feldapplikation und der Diagnostik ,im Vorbeilaufen”, analog zu
Sprengstoffhunden an Flughafen. Diese Anwendungsstrategie gewahrleistet nicht
nur eine schnelle, unaufféllige Absuche von groBen Personenkollektiven, sondern
kénnte auch fur Teile der Gesellschaft, die fir Abstriche schwierig zuganglich oder
fraglich compliant sind, wie beispielsweise Kinder oder Menschen mit
Einschrankungen genutzt werden.

Erste Ergebnisse der Feldanwendung zeigen jedoch, dass der Schritt vom Einsatz
bei kontrollierten Studienbedingungen zu dem Testen im Feld ein groBer ist.

Es liegen in der Feldanwendung viele zusatzliche Geruchsinformationen und
Umweltbedingungen vor, die die Effektivitdit und Zuverldssigkeit der
Spurhundearbeit erschweren. Dennoch ergeben sich aus den besonderen

Fahigkeiten der Spurhunde zukinftig interessante Anwendungsbereiche.
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Weitere Forschung und Gestaltung der Rahmenbedingungen sind als Grundlage
fur effektives Training der Spirhunde, die stetige Verbesserung von deren

Fahigkeiten und die Vorbereitung weiterer Einsatzgebiete notwendig.

100



6. Zusammenfassung und Ausblick

Die interdisziplindre Proof-of-Concept-Studie TRACKDOG zeigt, dass die
Identifikation von SARS-CoV-2-Infektionen durch die Prasentation von axilléren
Hautabstrichen durch entsprechend trainierte Spirhunde moglich ist.

Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass eine Ubertragbarkeit des Trainings der
Hunde auf anderes Probenmaterial mdglich ist, was die Hypothese unterstitzt, dass
es SARS-CoV-2-spezifische Geruchsmuster gibt.

Die Verzahnung des Hundetrainings mit der VOC-Analytik und deren
herausragende Bedeutung wurden im Rahmen des hier beschriebenen Projekts
erstmalig untersucht. Die dem Projekt zugrunde gelegte Interdisziplinaritat
ermoglicht die Objektivierbarkeit der Hundesptrleistung und kénnte der Schlissel
zu weiteren grundlegenden Forschungsfragen sowie im Verlauf zu vielen weiteren
Einsatzgebieten der Spirhunde sein. Die Vertiefung dieses Themas mit seinen
multiplen Facetten kénnte das Entschlisseln der Geruchsinformationen einer
Infektionskrankheit (oder anderer Pathologien) und darauf basierend deren
|dentifizierbarkeit erméglichen.

Viele weitere Fragen und Anwendungsmaglichkeiten resultieren daraus im Kontext
der besonderen Leistungsfahigkeit von Spiurhunden , Geruchsinformationen
zuverlassig anzuzeigen. Eine schnelle Identifikation von Geruchsspuren, z.B. durch
eine immer bessere und genauere VOC-Analytik, konnte das Training der Hunde
deutlich schneller und effektiver gestalten. Womdoglich waren dadurch die vielen
Faktoren und Schwierigkeiten im Zusammenhang mit der Entnahme, Lagerung und

dem Transport von Proben fir das Training der Hunde einfacher und schneller zu
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bewaltigen. Im Kontext von Infektionskrankheiten und etwaigen zukilnftigen
Pandemien koénnte dies die Anwendung der hier etablierten Konzepte erheblich
erleichtern und somit zur Begrenzung von Infektionsketten, dem Auftreten von
Todesfallen und gesellschaftlichen Krisen beitragen.

Diese Arbeit hat gezeigt, dass der Einsatz von medical dogs noch am Anfang steht
und viel gréBere Beachtung und intensive Forschung erfahren sollte, auch vor dem
Hintergrund einer komplexen Hochleistungsmedizin.

Die Dynamik des Projekts TRACKDOG hat eindricklich die vielfaltigen
Herausforderungen von Forschungsprojekten in einer sich unvorhersehbar und
duBerst schnell entwickelnden Zeit deutlich gemacht. Dies wirft die Frage auf, wie
das Gleichgewicht zwischen a priori definierten Versuchsbedingungen und der
Reaktion auf veranderte Rahmenbedingungen gefunden und umgesetzt werden
kann. Die dynamischen Verdnderungen betrafen in dieser Studie auch den Kern des
Projekts und erforderten eine stetige Reflexion der Grundannahmen mit der
Notwendigkeit einer Anpassung. Trotz dieser Herausforderungen konnte das
Projekt erfolgreich zu Ende gefihrt werden und es wurde dargelegt, dass die
Erkenntnisse daraus auch fir zukinftige Forschungen und Arbeiten relevant sein
kéonnen.

Es konnten spannende  Ansatzpunkte fir weitere interdisziplindre
Forschungsvorhaben erarbeitet werden, die auch in nicht-pandemischen Zeiten
vorangebracht werden sollten, um die gewonnenen Erkenntnisse im Fall einer
erneuten Pandemie oder in Bezug auf andere Krankheitsentitaten schnell anwenden

zu kdnnen.
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Allen voran ware das Definieren von Vorgaben beziglich der Zertifizierung von
Splrhunden zu nennen. Aktuell fehlende Vorgaben hierzu erschweren erheblich die
Etablierung dieser Methode als validiertes Testinstrument und den Vergleich mit
anderen Testmethoden.

Wie bereits dargestellt, sollte zukiinftig ein weiterer Fokus auf der Verbesserung
und Vertiefung der VOC-Analytik und deren Auswertung liegen, um besser zu
verstehen, ob und welche spezifischen Geruchsinformationen mit Krankheiten
zusammenhéangen. Dieses Verstandnis kénnte das Training und den Einsatz von
Splrhunden als medical dogs voranbringen, mit entsprechenden positiven
Auswirkungen auch zur Pravention von zuklnftigen Infektionsgeschehen.

Die hier vorgelegte Dissertation stellt die Bedeutung von interdisziplinarer,
multizentrischer Zusammenarbeit heraus und zeigt auf, wie durch das Beschreiten
neuer Wege und die kreative Verzahnung verschiedener Forschungsgebiete eine

sinnvolle Erganzung etablierter Strategien erfolgen kann.
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Performance. PLoS ONE. 11. 10.1371/journal.pone.0146963.

Abbildung 12: https://www.kynoscience.de/geruchsmaschine/
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9. Anhang

Anlage 1: Protokoll der Hitzeinaktivierung

SARS-CoV-2 heat inactivation (Corona-Spiirhunde)

Test parameter:

Virus stock: SARS-CoV-2 (isolates FFM1 and FFM7)

Titer: 1x107 TCIDsn/mL

Cell line: Caco-2

Conditions:  virus control (stored for 30 min at room temperature)

60°C = 10 min, 20 min, 3o min

70°C = 10 min, 20 min, 3o min

90°C - 10 min, 20 min, 30 min

Test procedure:

Virus stock was pre-diluted 1:10 with culture medium (MEM suppl. w/ 1% FCS). 50 pL of diluted virus
suspension was added to the swab and the swab was placed into a 1.5 mL reaction tube. The upper
part (wooden handle) was removed to allow closing of the reaction tube lid. Tubes were placed
according to the defined condition onto a thermo-shaker. After incubation time 500 plL culture medium
were added to each tube and virus was brought back in solution by mixing/vortexing. Virus suspension

was titrated to determine viral titer. Titer was calculated by the Spearman and Kaerber methods.

Results:
Temperature Incubation time | TCIDso/mL (£ SD) Log Reduction
RT 30 min 3.26 x 10°(2.31 x 10%) -
10 min 5.94 x 10* (1.03 x 10°) 0,74
60°C 20 min 5.93 x 10° (1.02 x 10) 0,26
30 min 3.16 x 10° (0) 4,01
10 min 3.16 x 10° (0) 4,01
70°C 20 min 3.16x 10°(0) 4,01
30 min 3.16 % 10° (0) 4,01
10 min 3.16 x 10° (0) 4,01
90°C 20 min 3.16 % 10° (0) 4,01
30 min 3.16 x 10° (0) 4,01

Detection limit: 3.16 x 10°
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Conclusion:

Sufficient inactivation of SARS-CoV-2 (99.99%) was observed after treatment at 60°C for at least 30

minutes. Higher temperatures allowed shorter incubation times to completely inactivate virus
suspension.

Limitation: test was performed in 1.5 mL reaction tubes. Inactivation in the original swab tubes might
need longer incubation time at a certain temperature to ensure complete inactivation of SARS-CoV-2
since more air in the tube has to be heated up.
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