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1 Einleitung

Einfuhrung in die Thematik und Relevanz

Die Erforschung des menschlichen Mikrobioms ist ein relativ junger medizinischer
Forschungszweig. Die erste Definition des Mikrobioms erfolgte von Whipps et al. im Jahr
1988. Im Rahmen der Erforschung des menschlichen Mikrobioms wurde untersucht, in
welchem Ausmalfl Mikroorganismen die Gesundheit beeinflussen. Es konnte nachgewiesen
werden, dass Mikroorganismen, welche die Kérperoberflachen besiedeln, in komplexen
Wechselwirkungen mit dem menschlichen Kérper stehen und eine Vielzahl der biologischen
Prozesse beeinflussen (Turnbaugh et al., 2007). Diese mikrobiellen Gemeinschaften sind um
ein Vielfaches zahlreicher als die kdrpereigenen Zellen, sie spielen eine entscheidende Rolle
bei der Immunabwehr und Entziindungsprozessen sowie bei der Regulation des
Stoffwechsels (Hooper et al., 2012; Sagan & Margulis, 1993). Dartber hinaus ist das
Mikrobiom bei der Entstehung von Krankheiten von besonderer Bedeutung, da
Veranderungen des Mikrobioms in verschiedenen Krankheitsbildern resultieren kénnen,
darunter Stoffwechselstdrungen, chronischen Entziindungen, Depressionen und
neurodegenerativen Erkrankungen (Hartstra et al., 2015; Koskinen et al., 2018; Thangaleela
et al., 2022). In der vorliegenden Arbeit wurde das Mikrobiom der Nasenschleimhaut sowie
insbesondere dessen Einfluss auf die Riechfunktion betrachtet, was bisher in Studien nur

unzureichend untersucht wurde (Biswas et al., 2020).

Uberblick tiber das nasale Mikrobiom und dessen Erforschung

Untersuchungen des nasalen Mikrobioms zeigten, welche Bedeutung die nasale
Schleimhautbesiedlung fur die physiologischen Funktionen der Nase hat. Die gesunde
Schleimhaut der Nasenhdohle fordert die Wiederherstellung eines intakten Epithels, um als
Barriere gegen Krankheitserreger zu fungieren (Desrosiers & Pereira Valera, 2019; Man et
al., 2017). Ist diese gesunde Barriere gestort, kann dies zur Entstehung verschiedener
Krankheitsbilder wie der chronischen Rhinosinusitis oder allergischen Rhinitis beitragen,
durch einen Etagenzuwachs kann sich ein Asthma bronchiale entwickeln. Neben
Krankheitsbildern der Nase beeinflusst das nasale Mikrobiom auch die Entstehung
neurodegenerativer Erkrankungen wie das Parkinson-Syndrom und M. Alzheimer (Sarkar et
al., 2022; Thangaleela et al., 2022). Aulierdem konnte durch die Analyse der mikrobiellen
Besiedlung auf den Status der Nasengesundheit geschlossen werden, dartber hinaus
konnten bestimmte Corynebakterienarten als potenzielle bakterielle Biomarker

vorgeschlagen werden (Biswas et al., 2020; Thangaleela et al., 2022).



Zusammenhang zwischen Mikrobiom und Riechfunktion

In Deutschland liegen Riechstérungen mit einer Pravalenz von ca. 21.6% vor, davon treten
11% postinfektios auf (AWMF, 2023; Vennemann et al., 2008). Im Dach der Nasenhohle
bildet die Riechspalte den Ursprungsort des physiologischen Riechvorgangs, aber bisher
wurde diese Region hinsichtlich der lokalen mikrobiellen Besiedlung nur unzureichend
erforscht (Biswas et al., 2020). Bei Patienten mit Riechstérungen konnte ein degenerativer
Umbau des Riechepithels nachgewiesen werden (Hummel & Welge-Lissen, 2009;
Yamagishi et al., 1994). Dieser Veranderung des Riechepithels wiederum kénnte ein
konnten bereits einen direkten Einfluss des Mikrobioms auf die Riechfunktion nachweisen.
Sie stellten einen direkten Zusammenhang der bakteriellen Besiedlung der Riechschleimhaut
mit der Qualitét der Riechfunktion fest und konnten bei der Kohorte mit reduzierter

Riechfunktion einzelne Gattungen identifizieren, die mit Riechminderung assoziiert waren.

Darstellung der Forschungsliicken

Die Nasenhohle wurde bereits im Kontext verschiedener Fragestellungen untersucht, sodass
heute eine ungeféahre Vorstellung davon herrscht, wie ein gesundes Mikrobiom aufgebaut ist.
Mehrfach konnte bereits nachgewiesen werden, dass die Bakterienstamme der
Actinobacterien und Firmicuten besonders haufig vorkommen (Biswas et al., 2015, 2020;
Koskinen et al., 2018; Thangaleela et al., 2022). Bislang nur unzureichend erforscht blieben
die Veranderungen der Nasenschleimhautbesiedlung bei Patienten mit persistierendem

Riechverlust infolge eines Infektes der oberen Atemwege.

Bisherige Studien der Nasenschleimhaut strichen hauptséchlich an einfach zuganglichen
Stellen im Nasenvorhof oder an den Nasenmuscheln ab; da die Riechschleimhaut der
Riechspalte schwieriger zu erreichen ist, wurde diese Stelle nicht ausreichend untersucht
(Biswas et al., 2020; Thangaleela et al., 2022). Zwischen verschiedenen Koérperstellen
konnten bereits ortsabhangige Unterschiede der mikrobiellen Besiedlung nachgewiesen
werden, sowohl zwischen raumlich weit voneinander entfernten Stellen, als auch zwischen
verschiedenen Stellen innerhalb eines einzigen Organs (Costello et al., 2009; Grice et al.,
2009; Whelan et al., 2014). AuRerdem sind Regionen innerhalb der Nasenhdhle mit
verschiedenen Epitheltypen ausgekleidet, was zusétzlich eine Variation der Besiedlung
Stellen untersucht (Nasenvorhof, mittleren Muschel und Recessus sphenoethmoidalis) oder
eine direkte Untersuchung der Riechspalte durchgefiihrt (Koskinen et al., 2018). Da bisher
kein einheitlicher Standard fir die Untersuchung der Nasenhdhle existiert, konnen die
bisherigen Untersuchungsergebnisse nicht uneingeschréankt miteinander verglichen werden

(Thangaleela et al., 2022; Yan et al., 2013). Der Mehrwert der vorliegenden Studie liegt in



dem Studiendesign, an drei verschiedenen Stellen abzustreichen, welche in der
Vergangenheit bisher nicht systematisch untersucht wurden. Dadurch wird ein Vergleich mit
bisherigen Studienergebnissen gewéhrleistet, ebenso wird die direkte Untersuchung der
Riechspalte ermdglicht. Die Untersuchung der verschiedenen Schleimhautregionen war
notwendig, um zu klaren, inwiefern von Abstrichen dieser Stellen innerhalb der Nasenhdhle

auf das Mikrobiom der Riechspalte geschlossen werden kann.

Fragestellungen der Dissertation

Diese Arbeit untersucht den Zusammenhang zwischen der mikrobiellen Besiedlung der
Nasenschleimhaut und der Riechfunktion des Menschen. Schwerpunktmafig wurde die
Rolle des Mikrobioms bei Patienten mit persistierendem Riechverlust infolge einer Infektion
der oberen Atemwege untersucht. Als mégliche Ursache der persistierenden Riechstérung
wurde die Veranderung der mikrobiellen Besiedlung betrachtet. Daftir wurden 20 Patienten
mit postinfektioser Riechstorung (im Folgenden ,positinfektiose Gruppe®) und 20 Gesunde an
jeweils drei definierten Schleimhautstellen abgestrichen. Um zukinftig Studienergebnisse
vergleichbar zu machen, wurden Methoden zur Entwicklung eines Standards fur mikrobielle
Abstriche aus der Nasenhaupthéhle erprobt. Anhand eines Vergleichs mit der Riechspalte
konnte untersucht werden, inwiefern gut erreichbare Stellen Rickschliisse auf die schwer
erreichbare Riechspalte zulassen. Daher wurde jeweils zusatzlich an der unteren und der
mittleren Muschel abgestrichen, um auf diese Weise zu Uberprifen, inwiefern die
Zusammensetzung des nasalen Mikrobioms vom Ort des Abstrichs abhing. Im Kontext von
Riechstérungen wurde gezielt das Mikrobiom der Riechspalte von Probanden mit
postinfektiéser Hyposmie oder Anosmie in Bezug auf infektionsbedingte Veranderungen des
Mikrobioms der Riechspalte analysiert. Eine weitere Fragestellung dieser Studie war, ob
mikrobielle Unterschiede in Abhangigkeit der vorliegenden Riechfunktion zwischen der
erkrankten Gruppe im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe vorliegen kénnten und
welchen Einfluss das Alter auf die mikrobielle Zusammensetzung hatte. Dartiber hinaus
wurde die Zusammensetzung der Bakterien auf Stammes- und Gattungsebene untersucht
und dahingehend geprift, ob mdglicherweise in den Proben einzelne Gattungen als

potenzielle bakterielle Biomarker flr Riechstérungen identifiziert werden kénnten.

Bedeutung der Forschungsergebnisse fur die Praxis

Die Studienergebnisse kénnten fiir die Praxis von diagnostischer und therapeutischer
Bedeutung sein. Unter der Annahme, dass die Ergebnisse der leichter erreichbaren

Abstriche an der unteren oder mittleren Muschel auf die Riechspalte tbertragbar sind, kann



Gesundheitszustand und die Funktionalitat widerspiegeln kann, dariiber hinaus kénnte die

Untersuchung des Mikrobioms zur klinischen Diagnostik genutzt werden.

Das Verstandnis der Zusammenhange des nasalen Mikrobioms und dem Riechvermégen
kann zuklnftig neue Mdéglichkeiten zur Behandlung und Pravention von Krankheiten
erdffnen. Mdglicherweise kénnen mikrobiommodulierende Therapieformen zukinftig zur
Behandlung von Riechstérungen in der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde eingesetzt werden
(Sarkar et al., 2022; Schenck et al., 2016; Tai et al., 2021; Thangaleela et al., 2022).



1.1 Das Nasenschleimhautmikrobiom

Definition des Mikrobioms

Der Begriff Mikrobiom ist zusammengesetzt aus dem altgriechischen Wort "Mikro" (uIkpoG,
klein) und aus dem Wort "Biom", einer Ableitung des griechischen Wortes bios (Biog, Leben)
(Berg et al., 2020). Die Beschreibung des Mikrobioms wurde im Verlauf der letzten
Jahrzehnte immer wieder neu formuliert. Die erste konkrete Definition des Mikrobioms wurde
Biokontrollsystemen untersucht werden kénnen, ist der des Mikrobioms. Dieses kann als
eine charakteristische mikrobielle Gemeinschaft definiert werden, die einen hinreichend gut
definierten Lebensraum mit bestimmten physikalisch-chemischen Eigenschaften bewohnt.
Der Begriff bezieht sich also nicht nur auf die enthaltenen Mikroorganismen, sondern

umfasst auch deren Aktionsraum.”

Gemeinschaft von kommensalen, symbiotischen und pathogenen Mikroorganismen
innerhalb eines Korperraums, sodass auch die Mikroben-Wirt-Interaktion enthalten war. Im

wurde eine vom menschlichen Koérper abhangige Definition veroffentlicht: ,Das menschliche
Mikrobiom ist die Sammlung aller Mikroorganismen, die in Verbindung mit dem
menschlichen Korper leben. Diese Gemeinschaften bestehen aus einer Auswahl von

Mikroorganismen, darunter Eukaryoten, Archaeen, Bakterien und Viren.*

Der Uberblick tiber die verschiedenen Definitionen des Mikrobioms zeigt, dass innerhalb der
letzten 35 Jahre vielzdhlige Bestimmungsversuche mit unterschiedlichen Schwerpunkten
unternommen wurden, die sich inhaltlich teilweise widersprachen. Die fehlende
Ubersichtsarbeit die tiber die Jahrzehnte immer wieder neu formulierten Definitionen

zusammenfassten. Sie zeigten Licken auf und wogen Vor- und Nachteile der verschiedenen

der Mitglieder des Mikrobioms (vgl. Abbildung 1) und schwerpunktartig des zentralen
Kernmikrobioms, die Darstellung der wechselseitigen Beziehungen zwischen diesen

Mitgliedern und der durch Raum und Zeit bedingte Einfluss auf das Mikrobiom.



Mitglieder des Mikrobioms

Archaeen, Pilze, Algen und kleine Protisten inklusive deren Gene klassifiziert. Diese
Eingrenzung erhielt in der Wissenschaft viel Zustimmung — dariiber jedoch, ob auch Viren
miteingeschlossen werden sollten, herrschte laut Berg et al. (2020) Uneinigkeit.
Terminologisch wurden die lebenden Organismen des Mikrobioms als ,Mikrobiota“ vom
Mikrobiom abgegrenzt (Marchesi & Ravel, 2015). Das gesamte Mikrobiom hingegen

umschliel3t die Mikrobiota, also die lebenden Mikroorganismen, sowie deren ,Aktionsraum*

Kernmikrobiom und Schliisseltaxa

Das Kernmikrobiom umschlie3t sdmtliche Faktoren, die dem Mikrobiom aller oder der
grolRen Mehrheit der Menschen gemeinsam sind. Die Frage nach der Existenz eines
Kernmikrobioms beim Menschen, eines universell bei jedem Individuum vorkommenden Set
von Mikroben, wurde im Rahmen des NIH Human Microbiome Project gestellt (Turnbaugh et
Stammesebene, welches sich jedoch auf Speziesebene nicht nachweisen lie3e. Zum
Kernmikrobiom kénnen Schllisseltaxa gehdren, die unabhangig von Umwelteinfliissen
bestlinden (Banerjee et al., 2018; Shade & Handelsman, 2012). Da eine einheitliche

Arten, die sogenannten Schliisseltaxa, vor: ,Schliisseltaxa sind die Arten, die einen grof3en
Einfluss auf die Zusammensetzung und Funktion des Mikrobioms an einem bestimmten Ort
oder zu einer bestimmten Zeit haben. Diese Arten haben oft, aber nicht immer, einen

Uberproportionalen Einfluss auf die Gemeinschaft im Verhdltnis zu ihrer Haufigkeit".

Beziehungen zwischen den Mitgliedern

Die Mikroben stehen in Beziehungen unterschiedlicher Natur zueinander, was sich auf die
kategorisierten die Beziehungen in positive, neutrale oder negative Beziehungen. Einer
neutralen Beziehung ist kein Vor- oder Nachteil zuzuordnen. Als positive Beziehungen
werden Mutualismus, Kommensalismus und Synergismus genannt. Der Mutualismus
beschreibt, dass beide Parteien voneinander profitieren (Hofbauer & Sigmund, 1998), der
Kommensalismus (lat. , Tischgenossenschatft®) bezeichnet die Beziehung zwischen Parteien
verschiedener Art, von welcher eine Nutzen tragt, wahrend die andere nicht beeinflusst wird
(Eugenius Warming, 1896). Als Synergismus (griechisch ,die Zusammenarbeit®) wird eine

Beziehung bezeichnet, von der beide Partner profitieren. Als negative Beziehungen wurden



Parasitismus und Rauber-Beute-Beziehungen (asymmetrische Beziehungen, bei welchen
eine Partei profitiert wahrend der anderen geschadet wird; Hofbauer & Sigmund, 1998) oder
Konkurrenz (zwei Parteien konkurrieren um eine Ressource; Hofbauer & Sigmund, 1998)

gewertet.

Einfluss von Raum und Zeit

Mikrobioms lassen sich in einem Zeitraum von wenigen Minuten bis Uber mehrere Jahre
hinweg beobachten (Berg et al., 2020; Uhr et al., 2019). Die Autoren gingen davon aus, dass
das gesamte Mikrobiom neben einem persistierenden Kernmikrobiom auch aus temporar
wechselnder Besiedlung gebildet wird, sodass sich im Zeitverlauf Veranderungen

beobachten lassen. Diese zeitliche Variation der menschlichen Mikrobenbesiedlung konnte

Die mikrobielle Besiedlung des menschlichen Korpers ist nicht flachendeckend gleich,
stattdessen lassen sich organ- und ortsspezifische Unterschiede feststellen (Costello et al.,
2009; Proctor & Relman, 2017). Auch innerhalb eines Organs erfolgt eine feinere
Differenzierung verschiedener Besiedlungsarten der jeweiligen Abschnitte. Beispielsweise ist
die Hautbesiedlung nicht am ganzen Korper einheitlich, es liel3en sich Unterschiede
zwischen Achselhdhle, Kniekehle und Bauchnabel finden (Costello et al., 2009). Solche
Unterschiede zeigten sich auch innerhalb der Atemwege: Die Besiedlung der oberen

Atemwege unterschied sich von der der unteren Atemwege (Thangaleela et al., 2022).

als eine charakteristische mikrobielle Gemeinschaft, die einen hinreichend gut definierten
Lebensraum mit bestimmten physikalisch-chemischen Eigenschaften besiedelt. Das
Mikrobiom bezieht sich nicht nur auf die beteiligten Mikroorganismen, sondern umschlief3t
auch deren Aktionsraum, was zur Entstehung spezifischer dkologischer Nischen flihrt. Das
Mikrobiom, das ein dynamisches und interaktives Mikrookosystem bildet und sich in Zeit und
Umfang verandern kann, ist in Makrookosysteme integriert. Dazu zahlen auch
eukaryontische Wirte, fur deren Funktion und Gesundheit das Mikrobiom maf3geblich ist. Die
Mikrobiota besteht aus der Gesamtheit der Mikroorganismen, die den verschiedenen
Reichen der Prokaryoten [Bakterien, Archaea], Eukaryoten [z. B. Protozoen, Pilze und Algen]
angehoren. Der zugehorige ,Aktionsraum‘ umschlief3t zudem mikrobielle Strukturen,
Stoffwechselprodukte, mobile genetische Elemente (z.B. [...] Viren) und in die

Umgebungsbedingungen des Lebensraums eingebettete DNA-Relikte*.



Das nasale Mikrobiom

Die vorliegende Arbeit schlief3t sich Studien an, welche der Frage nach dem Einfluss des
Mikrobioms der Nasenschleimhaut auf die Nasengesundheit und Riechfunktion nachgingen
(Biswas et al., 2015, 2020; Frank et al., 2010; Koskinen et al., 2018; Thangaleela et al.,
2022; Yan et al., 2013). Gerat das nasale Mikrobiom aus dem Gleichgewicht, kann die
schitzende Funktion des Immunsystems geschwacht werden, sodass sich
Krankheitserreger ausbreiten kdnnen (Thangaleela et al., 2022). Demzufolge spiegelt die

mikrobielle Besiedlung der Nase deren Gesundheitsstatus wieder, was von diagnostischer

Riechfunktion auf Veranderungen des Riechepithels beruhen kann, welches durch das
nasale Mikrobiom beeinflusst wird. So kdnnen Atemwegsinfekte zu einer Riechstérung
fuhren, da die Krankheitserreger eine Verdnderung der mikrobiellen Besiedlung bedingen,
was wiederum die Physiologie des Riechvorgangs stort. Weiterhin konnen Krankheitserreger
an Rezeptoren des Riechepithels binden und dadurch zu kurzzeitigen oder dauerhaften
Riechstdrungen fuhren (Thangaleela et al., 2022). Neben der Entstehung von
Krankheitsbildern, welche sich vor allem lokal in der Nase und in den Atemwegen
manifestieren wie beispielsweise chronischer Rhino-Sinusitis mit Polypen, allergischer
Rhinitis und Asthma bronchiale, hat das nasale Mikrobiom auch Einfluss auf die Entstehung
von neurologischen Erkrankungen wie dem Parkinson-Syndrom und M. Alzheimer. Auch ein
Einfluss auf die Entwicklung von Multipler Sklerose wird diskutiert (Sarkar et al., 2022;
Thangaleela et al., 2022).

Die Zusammensetzung der Besiedlung der Nasenhdhle wurde bereits in verschiedenen
Studien untersucht (Frank et al., 2010; Thangaleela et al., 2022; Whelan et al., 2014).
Innenseite der Nasenldcher, welche die aul3erste Grenze des Nasenvorhofs bilden. Sie
fanden einen hohen interpersonellen Unterschied der mikrobiellen Besiedlung und konnten
auch eine zeitlich bedingte Variabilitdt des Mikrobioms nachweisen. Diese war
beispielsweise an der untersuchten Stelle im Naseninneren gréer als im Darm. Im
Nasenlochern auch der mittlere Nasengang sowie der Recessus sphenoethmoidalis im
oberen Nasengang untersucht wurde, keine relevante zeitliche Variation nachgewiesen
Gensequenzen zu den Stammen der Actinobakterien, Firmicuten und Proteobakterien

gehorten. In den Nasengéangen des Menschen lassen sich Staphylococcus aureus,



Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae und Moraxella catarrhalis finden (de
Steenhuijsen Piters et al., 2015). Am Beispiel der Besiedlung des Nasenvorhofs gesunder
Menschen mit S. aureus zeigte sich, dass auch potentielle Krankheitserreger Teil der
kommensalen Besiedlung sein kénnen, ohne die Gesundheit zu beeintrachtigen (Frank et
al., 2010).

Mikrobiom

Aktionsraum
Mikrobiota
mikrobielle Strukturelemente
Bakterien
Nukleinsduren: DNA, RNA,
Archaeen + genetische Elemente
Pilze interne/ externe
Strukturelemente
Protisten
Metabolite: Toxine,
Algen Signalmolekiile
Umweltbedingungen

Abbildung 1 Ubersicht von Mikrobiom und Mikrobiota. Grafik in Anlehnung an Berg et al. (2020), erstellt mit
BioRender (2022).



1.2 Nasenhdhle: Anatomie und Histologie, Rezeptormilieu und Einfluss des

Mikrobioms

Anatomie der Nasenhdhle

Die Nase nimmt eine zentrale Position inmitten des Gesichts ein und flhrt wichtige
Funktionen aus. Wahrend der Atmung wird die Atemluft gereinigt und gewarmt, als
Sinnesorgan ermdoglicht die Nase die Riechfunktion, und beim Sprechen dient sie als
Resonanzraum (Behrbohm et al., 2009, S. 71; Lenarz & Boenninghaus, 2012a, S. 145-146).
Die Nase sowie alle dazugehorigen Organstrukturen des Riechsystems sind bilateral
angelegt, sodass der Mensch eine rechte und eine linke Nasenhohle (lat. ,Cavum nasi®)
besitzt, welche medial durch das Nasenseptum (lat. “Septum nasi“) begrenzt sind (Aumiller
et al., 2020; Behrbohm et al., 2009). Im Dach der Nasenhohle liegt die Riechspalte, welche
mit olfaktorischer Schleimhaut ausgekleidet ist und den Riechsinn erméglicht (Behrbohm et
al., 2009). Die Nasenhohle ist in der Tiefe durch die paarigen Choanen mit dem
Nasenrachenraum (lat. Nasopharynx) verbunden, durch welchen die Atemluft der
Nasenhohle in die tieferliegenden Atemwege geleitet wird (Lenarz & Boenninghaus, 2012a).

Von aul3en er¢ffnen die Nasenlocher den Zugang in den Nasenvorhof (lat. ,Vestibulum nasi®)
und anschlieBend in die Nasenhaupthoéhle, in welche sich jeweils von lateral drei
Nasenmuscheln (lat. ,Conchae nasales®) vorwdlben (Aumdller et al., 2020; Lenarz &
Boenninghaus, 2012a). Unter den Nasenmuscheln (lat. ,Concha nasalis superior®, ,media“,
sinferior®) liegen die drei Nasengange, welche ihrer Lage entsprechend ,oberer”, ,mittlerer*

und ,unterer® Nasengang (lat. ,Meatus nasi superioris®, ,medius®, ,inferioris“) genannt

unteren Nasenmuschel mindet der Tranennasengang (lat. Ductus nasolacrimalis). In den
mittleren Nasengang (lat. Meatus nasi medius) unter der mittleren Nasenmuschel 6ffnen sich
die vorderen und mittleren Siebbeinzellen (lat. Cellulae ethmoidales anteriores und
mediales), die Stirnhohle (lat. Sinus frontalis) und die Kieferhdhle (lat. Sinus maxillaris). In
den oberen Nasengang (lat. Meatus nasi superior), welcher sich unter der oberen
Nasenmuschel befindet, minden die hinteren Siebbeinzellen (lat. Cellulae ethmoidales
posteriores) und in das Dach, welches oberhalb der oberen Muschel liegt, 6ffnet sich die
Keilbeinhohle (lat. Sinus sphenoidalis) (Aumdiller et al., 2020; Lenarz & Boenninghaus,
2012a). Ein Abstrich der Nasenmuscheln lasst in gewissem MaRRe Rickschlusse tber das
schwer erreichbare Milieu der Nasennebenhdohlen zu, da deren Abfluss an den

abgestrichenen Stellen an den Nasenmuscheln entlang fliel3t (Yan et al., 2013).
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Histologie und Rezeptormilieu

(Hautregion), Regio respiratoria (Respiratorische Schleimhaut) und Regio olfactoria
(Riechschleimhaut, s. Abbildung 2). Der Nasenvorhof liegt zwischen der Gesichtshaut und
der Nasenschleimhaut, ist mit Epidermis ausgekleidet und wird dementsprechend als Regio
cutanea bezeichnet. Schweil3- und Talgdrisen sind dort dhnlich wie auch auf der &uReren
Nase zu finden, jedoch wachsen im innenliegenden Nasenvorhof zusatzlich Nasenhaare. Die
im Naseninneren angrenzende Schleimhaut lasst sich in zwei grundsatzlich unterschiedliche
Bereiche unterteilen: die Regio respiratoria und die Regio olfaktoria. Der Grol3teil der
Nasenhohle sowie die Nasennebenhdhlen werden von der Schleimhaut der Regio
respiratoria ausgekleidet, welche aus mehrreihigem zylindrischen respiratorischem
Flimmerepithel besteht (Witt, 2019). Hier finden sich auch Becherzellen und mukése Driisen,
welche den Nasenschleim produzieren (Aumidiller et al., 2020; Schiinke et al., 2022). Unter
der Nasenschleimhaut liegt ein gut ausgebildeter Venenplexus, welcher beispielsweise durch
Entziindungen zu einer starken Vasodilatation mit Schleimhautschwellung und vermehrter
Sekretbildung fiihrt, was die Nasenatmung und das Riechens behindern kann (Schiinke et
al., 2022). In der dritten Region im Dach der Nasenhohle, der Regio olfactoria, liegt die
Riechspalte (lat. Rima olfactoria, Behrbohm et al., 2009; Schmidt et al., 2010). Diese
Schleimhautregion misst bis zu 5 cm? und ist mit mehrreihigem Zylinderepithel ausgekleidet
(Schmidt et al., 2010). Hier befinden sich u.a. Riechzellen, Basalzellen und Stitzzellen
(Aumdller et al., 2020; Schmidt et al., 2010). In der Membran der Zellfortsétzen (Zilien) der
Riechzellen sind die olfaktorischen Rezeptoren (OR) eingebettet (s. Abbildung 2). Die OR
haben die Aufgabe, Geruchsmolekile zu binden und in ein elektrisches Signal
umzuwandeln, welches ins zentrale Nervensystem weitergeleitet und dort weiterverarbeitet
wird. In der Regio olfactoria befinden sich sogenannte Bowman-Driisen (lat. Glandulae
olfactoriae), deren serdses Sekret das Milieu der OR der Riechzellen schafft (Aumdller et al.,
2020; Schmidt et al., 2010). Das Sekret sorgt einerseits daflr, dass die Bindungsstellen der
Rezeptoren fiur Geruchsmolekiile freigehalten werden, andererseits l6sen sich diese
Geruchsmolekiile im Sekret, um an die Rezeptoren binden zu kénnen (Aumdller et al., 2020;
Lenarz & Boenninghaus, 2012a). Ohne dieses Sekret wére der Riechsinn wahrscheinlich
nicht moglich (Hummel & Welge-Lissen, 2009a). Das Sekret der Bowman-Driisen bestimmt
auf3erdem nicht nur den pH-Wert der Riechschleimhaut, sondern ist auch Teil der
Immunabwehr. Es bietet Schutz vor pathogenen Keimen, welche entlang der Riechzellen ins
zentrale Nervensystem gelangen konnen (Hummel & Welge-Lissen, 2009a; Mellert et al.,
1992). Die Fortsatze (Axone) der Riechzellen treten als Fila olfactoria durch das Dach der

Nasenhohle, sie bilden den N. olfactorius und ziehen im Schadelinneren zum Bulbus
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olfactorius und ins zentrale Nervensystem (Aumdller et al., 2020; Schmidt et al., 2010;
Schinke et al., 2022; Witt, 2019).

Einfluss des Mikrobioms auf die Riechschleimhaut

Eine gesundheitsférdernde Bakteriengemeinschaft schitzt vor der Ansiedlung pathogener
Keime und fordert die Wiederherstellung eines intakten Epithels (Desrosiers & Pereira
dass das Mikrobiom die Entwicklung des Riechepithels beeinflusst. Sie konnten bei einem
keimfreien Riechepithel eine geringer ausgepragte Zilienschicht sowie ein verlangsamtes
(2018) auf einen Einfluss des Mikrobioms auf die Riechfunktion. Sie zeigten, dass die
bakterielle Besiedlung der Riechschleimhaut direkt mit der Qualitat der Riechfunktion
zusammenhdangt und konnten signifikante Unterschiede der mikrobiellen Besiedlung
zwischen Gruppen mit normaler und eingeschrankter Riechfunktion nachweisen. Darlber
hinaus konnten einzelne Gattungen bestimmt werden, welche mit einer geringeren
Riechfunktion assoziiert waren, sodass bestimmte Corynebakterien als Biomarker bei
Riechstérungen mir niedrigen Ergebnissen in der Schwellen- und Diskriminationstestung
bestimmter Gattungen in den verschiedenen Geruchskategorien unterscheidet. Bei
Anosmikern wurde ein deutlich h&ufigeres Vorkommen von Streptokokken- und
Anaerokokkengattungen nachgewiesen. Auf3erdem konnte ein signifikant reduziertes
Vorkommen von bestimmten Arten der Corynebakterien bei Patienten mit Riechverlust
den Verlust der Geruchsfunktion vor. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte eine einzelne
Art der Corynebakterien mit eingeschranktem Riechvermdgen assoziiert werden (Biswas et
al., 2023).

Durch die weitere Erforschung von bakteriellen Biomarkern bei Riechverlust kénnten
zukunftig Patienten friiher diagnostiziert werden und von einem friihen Therapiebeginn mit
besseren Heilungschancen profitieren (Biswas et al., 2020). Setzt man voraus, dass eine
unvorteilhafte mikrobielle Nasenschleimhautbesiedlung eine Infektion beglnstigt, dann
kénnte eine Modulation des nasalen Mikrobioms ein Schlisselaspekt fur zuktnftige
Therapieformen sein. Diese Uberlegung wurde bereits in weiteren Ubersichtsarbeiten
aufgegriffen (Sarkar et al., 2022; Schenck et al., 2016; Tai et al., 2021; Thangaleela et al.,
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zukunftige Therapieansatze von Riechstorungen, sondern dartiber hinaus auch von

neurologischen Erkrankungen in Aussicht.

A) B)

Stinhohle (Sinus
frontalis)

i i (Sinus
ethmoidalis)

Keilbeinhdhle (Sinus
sphenoidalis)

Kieferhohle (Sinus
maxillaris)

Regio olfactoria

Regio respiratoria

duBere Nase

Abbildung 2 Darstellungen der Nasenschleimhaut. 2 A) Schema der Riechzellen, modifiziert abgebildet nach

Regio cutanea

Nasenhdhle und NNH. Links: Sagittalschnitt, Ansicht der lateralen Wand der linken Nasenhohle., rechts:
Frontalschnitt der Nasenhohle. Blau = Regio olfactoria (OM, Nasenhdhlendach und Septum; Mehrreihiges
Zylinderepithel und Geruchssinneszellen). Griin = Regio respiratoria (NNH, UM, MM; mehrreihiges Zylinderepithel
mit Kinozilien). Rosa und braun = Regio cutanea (NV, Nasenricken; Epidermis und verhorntes PE). Legende:

RS = Riechspalte, OM = obere Nasenmuschel, MM = mittlere Nasenmuschel, UM = untere Nasenmuschel,
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1.3 Geruchssinn und Riechstérungen

Der Geruchssinn

Der Geruchssinn ermgglicht dem Menschen die Wahrnehmung von Tausenden
verschiedenen Diften oder auch tber 10*? verschiedenen olfaktorischen Reizen (Keller et
al., 2014; Schmidt et al., 2010, S. 394). Als ,Chemosensor zur Wahrnehmung von

Kontrolle der Atemluft (Aumidiller et al., 2020). Uber den orthonasalen Weg gelangen
Duftmolekile aus der Umgebung Uber die Nasenlécher zum Riechepithel der Nasenhdhle,
Uber den retronasalen Weg gelangen Molekile aus der Mundhdhle Gber den Rachen in die
Nasenhohle und dort zum Riechepithel im Dach der Nasenhéhle (AWMF, 2023, S. 11;
Hummel & Welge-LUssen, 2009a, S. 11). Die Dufterkennung beginnt mit der Bindung des
Molekulls an den OR einer Geruchssinneszelle. Pro Sinneszelle wird ein Rezeptortyp
prasentiert, welcher eine Gruppe von Duftstoffen binden kann. Die Rezeptorbindung fihrt zu
einem loneneinstrom in die Sinneszelle, welche daraufhin depolarisiert und das urspringlich
chemische Signal in ein elektrisches umwandelt (Schmidt et al., 2010, S. 395). Das so
entstandene Aktionspotential wird dann axonal Gber den N. olfactorius, das erste Neuron der
Riechbahn, als sogenannte Fila olfactoria zum Bulbus olfactorius geleitet. Als zweites
Neuron der Riechbahn z&hlt man die Mitral- und Blschelzellen, deren Axone den Tractus
olfactorius bilden (s. Abbildung 3). Im Gegensatz zum Geschmackssinn wird der Thalamus
von der Riechbahn zunéchst umgangen und das Signal wird ohne Umschaltung zum
Grof3hirn geleitet (Witt, 2019, s. Abbildung 3). Dort werden die primére Riechrinde
(prapiriformer Kortex), der entorhinale Kortex und die Amygdala erreicht, welche den
Sinneseindruck emotional bewerten und ins Gedachtnis aufnehmen (Hummel & Welge-
Lissen, 2009¢e; Schmidt et al., 2010, S. 393; Witt, 2019).

Riechstérungen

Um die wissenschaftliche Kommunikation tiber Riechstérungen zu vereinheitlichen,
Uberbegriff Dysosmie als ,generelle, quantitative oder qualitative Stérung der Riechfunktion®,
im Gegensatz dazu wurde die Normosmie als ,quantitativ normale Riechfunktion® definiert (s.
Tabelle 1). Demnach kénnen die Dysosmien in quantitative (Anosmie, Hyposmie) und
qualitative (z.B. Parosmie, Phantosmie) Stérungen eingeteilt werden (s. Abbildung 3Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Hyposmie wurde definiert als ,,quantitativ
reduzierte Riechfunktion“ und Anosmie als ,quantitativ reduzierte Riechfunktion in dem
Ausmal3, dass der [verbleibende] Riechsinn im taglichen Leben nicht mehr nitzlich ist,

gualitative Stérungen der Parosmie als ,veranderte Wahrnehmung eines Geruchs in
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Gegenwart eines Geruchsreizes* und Phantosmie als ,Geruchshalluzination® oder

Eine intakte Riechfunktion ermdglicht lebensnotwendige Fahigkeiten wie die Einschatzung
der Qualitat von Lebensmitteln hinsichtlich ihrer Geniel3barkeit und das Bewerten von
Gerilichen als Warnfunktion bei Rauchentwicklung oder der Wahrnehmung von giftigen
Gasen. Auch im sozialen Lebensbereich erméglicht sie eine nonverbale Kommunikation
durch die Wahrnehmung des eigenen sowie eines fremden Koérpergeruchs und beeinflusst
somit die Partnerwahl und Eltern-Kind-Beziehungen (Aumidiller et al., 2020, S. 1039; Hummel
et al., 2005, S. 103; Schmidt et al., 2010). Die Bedeutung des Geruchssinnes fallt dem
Individuum haufig erst auf, wenn eine Stérung vorliegt. Interessanterweise haufig zuerst
dadurch, dass Nahrungsmittel nicht mehr in der gewohnten Weise wahrgenommen werden
kénnen. Die Grundgeschmacksrichtungen suf3, salzig, sauer, bitter und umami werden durch
Geschmacksrezeptoren der Zunge vermittelt. Erst im Kombination mit der retronasalen
Wahrnehmung von Aromen entsteht eine komplexe Geschmacksempfindung (AWMF, 2023,
S. 11; Bojanowski & Hummel, 2012; Burdach & Doty, 1987). Dementsprechend wird die
Lebensqualitéat durch eine Einschrankung des Geruchssinnes maf3geblich gemindert
(Smeets et al., 2009). Zudem sind neben der Einschrankung positiver Lebensaspekte wie
dem Genuss einer Mahlzeit auch grundlegende Warnfunktionen der Uberlebenssichernden
Sinneswahrnehmungen betroffen. Beispielsweise kdnnen dann verdorbene Lebensmittel
oder anderer olfaktorisch wahrnehmbarer Gefahren nur noch vermindert oder Gberhaupt

nicht mehr wahrgenommen werden (Hummel et al., 2005; Schmidt et al., 2010).

Um die Bedeutung von Riechstérungen angemessen aufzuzeigen, ist die Darstellung des
Vorkommens von Riechstérungen innerhalb der Bevoélkerung notwendig. Hyposmie und
funktionelle Anosmie werden in Summe mit einer Pravalenz von ca. 20% angegeben (Doty,
2019; Vennemann et al., 2008). In Deutschland werden pro Jahr ca. 79.000 Patienten
aufgrund ihrer Riechstérung in HNO-Kliniken behandelt (Damm et al., 2004). Ursachlich fur
Dysosmien kommen verschiedene Ausléser in Frage, haufig sind sie Symptome einer
zugrundeliegenden Erkrankung (AWMF, 2023; Hummel & Welge-Lissen, 2009a). Die
haufigsten Ursachen fir Riechstérung sind zu 72% sinunasale Erkrankungen, der Grol3teil
der nicht-sinunasal bedingten Riechstérungen tritt zu 11% postinfektios auf (AWMF, 2023).

In der vorliegenden Studie wurden Patienten mit postinfektioser Dysosmie untersucht. Diese

Anschluss an einen zeitlich begrenzten Infekt der (oberen) Atemwege, ohne symptomloses
Intervall zwischen dem Ende des Infektes und dem Bemerken der Riechstérung. Hiervon

abzugrenzen sind Riechstérungen im Rahmen eines Atemwegsinfektes, bei denen sich nach
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Abheilung des Infektes mit Riickgang der konduktiven/inflammatorischen Ursachen das

Riechvermdgen normalisiert”.

Die Entstehung des postinfektioésen Riechverlustes gilt als noch nicht vollstandig verstanden,
es werden zwei verschiedene Orte der Schadigung in Betracht gezogen: Die periphere
Riechschleimhaut und Lasionen des zentralen Nervensystems (Hummel et al., 2023).
Histologisch konnten bei Patienten mit postinfektioser Dysosmie pathologische
Veranderungen des Riechepithels nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass
ein Teil des urspriinglich olfaktorischen Epithels in respiratorisches Epithel umgewandelt
wurde, zudem wurden insgesamt weniger olfaktorische Rezeptoren nachgewiesen (Hummel
et al., 2023; Hummel & Welge-LUssen, 2009c, S. 78; Yamagishi et al., 1994). Dariiber hinaus
konnte eine Veranderung des zentralen Teils der Riechbahn im Schnittbildverfahren
(Magnetresonanztomografie) beobachtet werden. Durch die Messung des Bulbus olfactorius
von Patienten mit postviraler Dysosmie konnte dessen signifikante Volumenabnahme
nachgewiesen werden (Mueller et al., 2005). Insbesondere bei an COVID-19 erkrankten
Patienten wurden neu aufgetretene Dysosmien als starke prognostische Marker
nachgewiesen (Lechien et al., 2020; Tan et al., 2022). Riech- und Schmeckstérungen gelten
heute als ein Erstsymptom von COVID-19, im Verlauf kbnnen zusatzlich Par- und
Phantosmien auftreten (Isenmann et al., 2021). Der Infektionsweg Uber die

CoV-2 beschrieben. Der Pathomechanismus des SARS-CoV-2 bedingten Riechverlustes
wird durch eine periphere Schadigung der Stitzzellen der Riechschleimhaut und einem
dadurch bedingten Schaden der olfaktorischen Rezeptorneurone sowie einer zentralen

mikrovaskularen Schadigung erklart (Hummel et al., 2023).

Zudem wird das Einwandern von pathogenen Erregern aus der peripheren
Nasenschleimhaut in das zentrale Nervensystem als Pathomechanismus
neurodegenerativer Krankheiten diskutiert, wobei das olfaktorische Epithel als Eintrittspforte
dienen konnte. Uber die Lamina cribrosa kénnten pathogene Viren zum Bulbus olfactorius
und weiter ins Gehirn gelangen (Bell et al., 2019; Lenarz & Boenninghaus, 2012a, S. 141).
Dort rufen die Erreger Entzindungsreaktionen hervor, welche in Neurodegeneration
resultieren, worauf basierend neben dem Riechverlust zudem die Entstehung neurologischer
Krankheitsbilder wie Multipler Sklerose, M. Alzheimer und M. Parkinson diskutiert wird (Bell
et al., 2019; Thangaleela et al., 2022). Gemeinsam ist diesen drei Krankheitsbildern, dass
Riechstorungen als erste Frihsymptome auftreten (AWMF, 2023; Barresi et al., 2012;
Hummel & Welge-Lussen, 2009a, S. 107).

16



A)

Mitralzellen des
Bulbus
olfactorius

| Stria olfactoria lateralis |

B)

Normosmie - N

Hyposmie

,
\.

Riechsinn quantitativ

~\
J

Anosmie

,
\.

Dysosmie

~\
J

,
\.

qualitativ

‘
J

]< Parosmie

Phantosmie

Abbildung 3 A) Links: Duftwahrnehmung mit Riechsinneszellen (1), Mitralzellen (2), Tractus olfactorius (3),
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1.4 Motivation dieser Arbeit

Die Autoren der vorgestellten Studien sind sich daruber einig, dass das medizinische
Verstandnis des nasalen Mikrobioms zum jetzigen Zeitpunkt noch liickenhaft ist. Hier kntpft
die vorliegende Arbeit mit dem Ziel an, den Zusammenhang zwischen der mikrobiellen

Besiedlung der Nasenhohle und dem Riechvermégen weiter zu erforschen.

Die Nasenhohle ist mit verschiedenen Epitheltypen ausgekleidet, sodass an der unteren und
mittleren Muschel sowie der Riechspalte die Besiedlung nischenspezifisch unterschiedlich
beeinflusst wird, weshalb wir von einem ortsabhangigen Einfluss auf die nasale
Schleimhautbesiedlung ausgingen. Demzufolge waren zwischen den untersuchten Orten
innerhalb der Nasenhdhle Unterschiede zu erwarten. In der vorliegenden Studie wurde das
Mikrobiom von riechgesunden Probanden mit dem Mikrobiom von Patienten mit
postinfektiéser Riechstérung verglichen. Die zugrundeliegende Hypothese besagt, dass eine
Infektion der oberen Atemwege das nasale Mikrobiom nachweislich beeinflussen kann.
Dementsprechend ware zwischen den Gruppen von anosmischen, hyposmischen und
normosmischen Probanden ein signifikanter Unterschied der Zusammensetzung der
Bakteriengemeinschaft zu erwarten, dartiber hinaus wurde der Einfluss des Alters tberpruft.
Durch die Untersuchung der bakteriellen Zusammensetzung auf Stammes- und
Gattungsebene wurde erforscht, ob einzelne Gattungen als bakterielle Biomarker fir

Riechstérungen in Betracht gezogen werden kdnnen.

Bisher existierten keine einheitlichen Standards zur Untersuchung des Mikrobioms der
Nasenschleimhaut, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse beschrankt. Wir untersuchten
drei Orte Innerhalb der Nasenhohle, um die speziellen Stellen exakt mit bisherigen
Ergebnissen entsprechender Stellen vergleichen zu kénnen. Dariiber hinaus gingen wir der
Fragestellung nach, wie prazise eine Abstrichnahme von einer bestimmten Stelle erfolgen
muss oder ob zuklnftig technisch einfach zugangliche Abstrichstellen ausreichen, um

Auskunft tber das Mikrobiom der Riechspalte zu geben.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign und Stichprobenbeschreibung

Studiendesign

Es wurde eine randomisierte klinische Studie in Form einer Querschnittsstudie durchgefihrt,
an welcher 20 Patienten mit Riechstérung nach Infektion der oberen Atemwege teilnahmen,

die mit 20 gesunden Kontrollprobanden verglichen wurden.

Die Teilnahme an der Studie war freiwillig und unentgeltlich. Alle Teilnehmer wurden dartber
informiert, dass sie die Teilnahme zu jedem Zeitpunkt ohne Begriindung abbrechen konnten.
Die Einwilligung der Teilnehmer erfolgte nach der mindlichen und schriftlichen Aufklarung

und wurde mit Unterschrift festgehalten.

Die Studie wurden von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat Carl Gustav Carus
der Technischen Universitat Dresden positiv begutachtet (Antragsnummer EK-233072018).
Die Studie verlief nach den Richtlinien der ,Deklaration von Helsinki - Ethische Grundsatze
fur die medizinische Forschung am Menschen® der World Medical Association (WMA
Declaration of Helsinki, 2022).

Probanden

Die Probanden wurden aus der Klinik und Poliklinik fir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde des
Universitétsklinikums Carl Gustav Carus in Dresden rekrutiert. Die zu untersuchende Gruppe
bestand aus Patienten mit Riechstérungen nach viralen Infekten der oberen Atemwege
(postinfektiose Patienten). Infektionsursache war bei 80% dieser Patienten das Coronavirus
SARS-CoV-2. Die Rekrutierung der postinfektidsen Patienten erfolgte aus der Sprechstunde
im Interdisziplindren Zentrum fir Riechen und Schmecken. Die gesunde Kontrollgruppe
wurde Uber Mund-zu-Mund-Propaganda und Uber die Allergiesprechstunde der Rhinologie
gefunden. Patienten mit Insektengiftallergie, deren Allergie nicht die Gesundheit der Nase
oder die Riechfunktion beeintréchtigte, waren fur die Kontrollgruppe geeignet. Es wurden

Probanden zwischen 20 und 84 Jahren rekrutiert.

Ein- und Ausschlusskriterien

Die Kriterien zur Teilnahme waren Volljahrigkeit sowie die schriftliche Einwilligung der
Teilnehmer. Von der Teilnahme ausgeschlossen wurden Raucher, welche typischerweise in
Riechtests geringere Werte erreichten (Ajmani et al., 2017; Frye, 1990), zudem konnte in
friheren Studien ein Einfluss des Rauchens auf das Mikrobiom festgestellt werden (Charlson
et al., 2010). Schwangere durften nicht teilnehmen, da bei dieser Gruppe eine

Einschrankung beziehungsweise Veranderung der Geruchswahrnehmung und -bewertung
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festgestellt werden konnte (Cameron, 2014; Dikici et al., 2017; Kdlble et al., 2001). Weiterhin
ausgeschlossen wurden Patienten mit Morbus Parkinson oder Morbus Alzheimer, da diese
Erkrankungen mit einer Beeintréchtigung des Geruchssinnes einhergehen (Doty, 2012;
Haehner et al., 2011; Rahayel et al., 2012). Zudem wurden Patienten mit akuter oder
chronischer Entziindung der Nase und den Nasennebenhdhlen (Rhinitis, akuter oder
chronischer Rhinosinusitis) ausgeschlossen, da diese ebenfalls mit Riechstérungen
einhergehen kénnen (Hummel & Welge-Lissen, 2019). Auch die Einnahme von systemisch
wirksamen Antibiotika oder Glukokortikoiden innerhalb von vier Wochen vor der
Untersuchung war ein Ausschlusskriterium, da diese Medikamente das Mikrobiom der
Nasenschleimhaut beeinflussen kénnen (Ferrer et al., 2017; Hartmann et al., 2021,
Jakobsson et al., 2010).

Stichprobengrofe

Die Berechnung der optimalen Stichprobengrof3e wurde in Form einer Fallzahlschétzung als
2-seitiger t-Test fir unabhéngige Stichproben mit dem Programm G*Power durchgefiihrt
(G*Power, Universitat Dusseldorf, 2024). Die optimale Stichprobengrol3e sollte Unterschiede
zwischen Riechgesunden und Patienten mit Reichstérungen aufzeigen. Es wurde die mittlere
Effektgrof3e von .5, ein alpha-Niveaus von .5, und eine Power von .95 verwendet.
Rechnerisch ergab sich eine optimale Stichprobengréf3e von 210 Studienteilnehmern, fur
sichere Ergebnisse wurden 300 Teilnehmer empfohlen. Wir wogen die errechnete
Empfehlung mit den praktischen Rahmenbedingungen der Studiendurchfihrung ab, am
starksten begrenzten die Kosten der Laboruntersuchungen und der zeitliche Rahmen den
realistischen Stichprobenumfang. Schlussendlich wurde aus praktischen Griinden eine
kleinere Gruppengrof3e von 20 postviralen Probanden ausgewéhlt, welche mit 20 gesunden

Kontrollprobanden verglichen wurde.
Ablauf

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte im Rahmen der Sprechstunde des Riech- und
Schmeckzentrums der Klinik und Poliklinik fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde des
Universitatsklinikums. Bei Teilnahmeinteresse wurden die Patienten aufgeklart und die
studienbezogene Anamnese der Probanden anhand eines Fragebogens (s. Anhang 11.1)
durchgefihrt. Daraufhin erfolgte die HNO-&arztliche Untersuchung der Nase inklusive
Nasenspiegelung (Nasenendoskopie) und Nasenschleimhautabstrich. Anschlie3end folgten
die Riechtestung mithilfe der Sniffin’ Sticks sowie Untersuchungen des Schmeckens (s.
Abbildung 4). Die Datenerfassung erfolgte 2021 von Mérz bis Oktober. Die
Untersuchungsdauer betrug zwischen 60-90 Minuten je Patient und Termin. Da es sich um
eine Querschnittsstudie handelte, erfolgte die die Studienuntersuchung fiir jeden Probanden

an einem Zeitpunkt.
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Probandenrekrutierung: postvirale Patienten mit Riechverlust und
gesunde Kontrollgruppe

Prifung der Ein- und Ausschlusskriterien

Riechtest, Schmecktest, Fragebogen

Nasenabstrich
(unter endoskopischer Sicht, einseitig an drei Stellen)

Abstrichtupfer mit extrahiertem Mikrobiom in mit 1ml ,RNAlater™ *
befllltes Probenréhrchen geben

Proben einfrieren

tiefgekuhlter Transport ins Labor

Analyse des mikrobiellen Genoms

Abbildung 4 Ubersicht iiber den Ablauf der Studie.
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Nasenabstrich

Die Probanden wurden HNO-&rztlich endoskopisch untersucht. Der Abstrich der
Schleimhaut erfolgte in drei Etagen: An der Riechspalte, an der mittleren, sowie der
unteren Muschel (s. Abbildung 5). Da der Abstrich unter endoskopischer Sicht erfolgte,
konnte sich an der Anatomie der Nase orientiert und prazise die jeweiligen Stellen
abgestrichen werden. Um flr das Abstreichen ausreichend Platz zu haben, wurde hierfir
die jeweils besser zugangliche Nasenseite ausgewahlt: 52,5% der Teilnehmer wurden
rechts und 47,5% links abgestrichen. Durch diese Vorbereitungen wurden optimale

Bedingungen fir einen prézisen Abstrich geschaffen.

Direkt nach dem Abstreichen wurden die Abstrichtupfer in Réhrchen, welche mit
RNAlater™ der Marke invitrogen™ der Firma Thermo Fisher Scientific Inc. (Murrieta,
USA, Katalognr. AM7021) befillt waren, eingefroren. Die Auswertung des
Abstrichmaterials erfolgte in Kooperation mit Abteilungen, welche auf die Zwischenschritte
der Mikrobiomauswertung spezialisiert sind. Die Analyse des mikrobiellen Genoms
erfolgte in der Division of Infectious Diseases sowie des Microbiome Research
Consortium der University of Colorado School of Medicine (Denver, Colorado, USA). Die
statistische Datenanalyse erfolgte im Department of Surgery der University of Auckland
(Auckland, Neuseeland) und dem Department of Otolaryngology—Head and Neck Surgery

der Indiana University School of Medicine (Bloomington, Indiana, USA).

Abbildung 5 Stellen der Nasenabstriche. Kreise: Untere und mittlere Nasenmuschel, Dreieck: Riechspalte im
Dach der Nasenhohle, erstellt mit BioRender (2022).
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2.2 Beschreibung von Material und Methoden

Endoskopie der Nasenhaupthohle

Die Nasenendoskopie ermdglicht die schnelle und kostengiinstige Untersuchung der
Nasenhaupthdhle und der Nasengange hinsichtlich der Anatomie und des
Gesundheitszustandes (Lenarz & Boenninghaus, 2012b; Wuister et al., 2014, s.
Abbildung 6). Die Abstriche der jeweils definierten Schleimhautstellen konnten unter

Nutzung der Nasenendoskopie prazise erfolgen.

Fur die Untersuchungen wurde ein Endoskop mit starrer, im Durchmesser 2,7 mm
messender 30° Vorausblick-Optik (Hopkins®, Modell 28719BA) von KARL STORZ SE &
Co. KG (Tuttlingen) verwendet. Laut Hersteller besteht die Endoskopoptik aus einem
Stablinsensystem mit Fiberglas-Lichtleitung (Karl Storz Arthroskopschafte, 2023). Als
Lichtquelle fungierte eine LED-Batterielichtquelle (Artikel-Nr. 11301DE, KARL STORZ SE
& Co. KG, Tuttlingen). Das Auftragen von Anti-Beschlag-Losung (Antifog Agent, MoNo
chem-pharm Produkte GmbH, Wien) ermdglichte eine klare Sicht. Die Reinigung des
Endoskops erfolgte mittels Desinfektionsloésung (gigasept® AF forte, Schilke & Mayr
GmbH, Norderstedt).

Die endoskopische Untersuchung verlief bei allen Teilnehmern komplikationsarm, es war
in keinem Fall eine lokale Betdubung erforderlich. Daruber hinaus wurde ein arztlicher
Nasenbefund zur Beurteilung von krankhaften Veranderungen erstellt, welche den
Ausschluss von der Studienteilnahme bedeuteten. Durch die endoskopische
Nasenbefundung wurden auf3erdem die anatomischen Verhaltnisse untersucht. 53% der
Teilnehmer wiesen eine Septumdeviation auf. Im Bevolkerungsdurchschnitt weisen ca.
70% eine Septumdeviation auf, welche ab 10° mit dem Auftreten einer Entziindung der
Nasenschleimhaut (Rhinitis) sowie zusétzlich der Schleimhaut der Nasennebenhdhlen
(Rhinosinusitis) in Zusammenhang gebracht wird (Ronge, 2011). Da Patienten mit
chronischer Vorerkrankung der Nase von der Studie ausgeschlossen wurden, kam eine
Septumdeviation innerhalb der Studienpopulation méglicherweise seltener vor. Die
Riechspalte war in einem Fall einseitig durch eine starke Deviation verlegt, bei den
restlichen Teilnehmern beidseitig einsehbar. Bei keinem der Probanden wurden

Nasenpolypen beobachtet.
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Abbildung 6 Schematische Darstellung der starren Nasenendoskopie. Verschiedene Ausrichtungen ermdglichen
eine umfangreiche Untersuchung der Nasenhaupthéhle. Mit freundlicher Genehmigung von © Pierre Delaere
(Delaere, 2019).

Abstrichtupfer

Die Nasenschleimhaut wurde mit Trockentupfern CLASSIQswabs™ (Modell-Nr. 167KS01,
Copan Diagnostics Inc., Murrieta, USA) abgestrichen. Die Spitze des 14.5 cm messenden
Applikatorstdbchens besteht aus Viskose. Die Abstrichstédbchen sind jeweils einzeln in
medizinischen AufreiRbeuteln steril verpackt. Der mikrobielle Nasenabstrich wurde unter
endoskopischer Sicht durch einen HNO-Arzt durchgefiihrt. Dann wurde der Abstrichtupfer
kurz hinter der Spitze abgeschnitten und in dem vorbereiteten RNAlater™-Réhrchen

eingefroren.

Probengefald

Zur Aufbewahrung wurden mit Lithium-Heparin praparierte Mikro-Probengeféal3e mit
Schraubverschluss der Marke Sarstedt AG & Co KG (Nurnbrecht, Bestell-Nr.
41.1393.005) verwendet. Die Gefal3e fassen ein Volumen von 1.3 ml und wurden fir die

Lagerung der Abstrichtupfer mit 1 ml RNAlater™-Losung () gefiillt.
RNAlater™

Als Transportmedium fiir das mikrobielle Genom wurde die RNA-Stabilisierungslésung
RNAlater™ (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA, Katalog-Nr. AM7021)
verwendet. Die wassrige Aufbewahrungslosung deaktiviert laut Hersteller die enzymatische
Ribonuklease (RNase) und schiitzt damit das mikrobielle Genom vor dem Zerfall (RNAlater™
Stabilisierungslosung, 2022). Die Hersteller geben an, dass das RNA-Lagerreagenz RNA bei
Raumtemperatur (25°C) bis zu einer Woche lang und bei 4°C bis zu einem Monat lang
stabilisieren kann. Die Proben wurden bei -20°C eingefroren, was eine zeitlich unbegrenzte
Stabilisierung der RNA ermdglichte. Nach der Sammlung der Proben konnten diese kollektiv

in mit Trockeneis geflillten Schaumstoffpaketen zur weiteren Analyse ins Labor der Kollegen
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der University of Colorado School of Medicine (Denver, Colorado, USA) geschickt und dort

bei -80°C eingefroren werden.

2.2.1 Fragebogen und subjektive Sinnesbewertung

Anamnestische Angaben

Die Teilnehmer der Studie wurden beziiglich der aktuellen Anamnese hinsichtlich der
Riechstérung, Eigenanamnese, vegetativer Anamnese, Genuss- und
Suchtmittelanamnese befragt. AuRerdem wurden demografische Angaben zum Alter,
Geschlecht, Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme, Voroperationen am Kopf und
Allergien erhoben (siehe Abschnitt 11.1). Von einer anderen und seltenen Ursache wie
die durch Medikamenteneinnahme bedingten Beeintrachtigung des olfaktorischen
Systems war bei der Kohorte nicht auszugehen (Hummel & Welge-Lissen, 2009b). Die
grandliche Anamnese diente einerseits der Abgrenzung der postinfektiocsen Genese der
Riechstérung von anderen Ursachen, andererseits sollten moglichst umfangreiche
Informationen zu den Patienten und dem krankheitsbedingten Leidensdruck in Erfahrung
gebracht werden.

Die Diagnose der postviralen Ursache der Riechstdrung erfolgte aufgrund der Angaben
der Patienten im Anamnesegesprach, ein schriftlicher Nachweis von
Coronatestergebnissen wurde nicht verlangt. Alle Teilnehmer wurden spezifisch nach
dem Verlauf des Infekts gefragt: Zeitraum sowie Beginn, Dauer und Qualitat des
Geruchsverlustes und ob das Coronavirus SARS-CoV-2 die Ursache der viralen

Erkrankung war.

Subjektive Einschatzung des Riechens, Schmeckens, Feingeschmacks und Nasenatmung

Die Studienteilnehmer wurden zunachst zu ihrer generellen subjektiven Sinneswahrnehmung

befragt. Die Teilnehmer sollten beantworten, ob lhr Riech- oder Schmecksinn, die

Wahrnehmung des Feingeschmacks sowie die Nasenatmung intakt oder beeintrachtigt sei.

Daraufhin wurden die Probanden aufgefordert, die Funktionalitéat ihrer Sinne in den vier
Kategorien Riechen, Schmecken, Feingeschmack und Nasenatmung auf einer Skala von
0 bis 10 einer Zahl zuzuordnen. Hierbei sollte die Zahl Null dem Fehlen und die Zahl Zehn
der idealen Auspréagung der jeweiligen Fahigkeit entsprechen. Diese konkreten Angaben

erma@glichten eine detailliertere Darstellung der subjektiven Wahrnehmung.
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Qualitative Sinnesstdrungen

Anschlielend wurden die Patienten nach qualitativen Sinnesphanomenen befragt, da
Parosmien oder Phantosmien postinfektits auftreten kdnnen. Die Parosmie beschreibt das
Phanomen einer qualitativ verzerrten Geruchswahrnehmung, wobei die vorliegende
Geruchsquelle verandert wahrgenommen wird (AWMF, 2023; Hernandez et al., 2023;
Hummel et al., 2017). Die genaue Ursache dieser Phanomene ist noch unklar, man geht
zurzeit davon aus, dass durch den Erreger der Infektion das Riechepithel angegriffen wird,
wodurch manche Rezeptoren Schaden nehmen (Hummel & Welge-LUssen, 2009b, S. 79).
Ein Geruchsmolekil kann dann nicht mehr in seiner Vollstandigkeit erkannt werden, da ein
Teil der Rezeptoren fehlt oder nicht mehr funktionsfahig ist, sodass der Patient den Geruch

verandert wahrnimmt (Hummel & Welge-Lissen, 2009b, S. 79).

Die Phantosmie als ,,Geruchshalluzination“ beschreibt die Wahrnehmung eines Geruchs,
ohne dass ein entsprechender Stimulus vorhanden ist (AWMF, 2023; Hernandez et al.,
2023; Hummel et al., 2017). Meist werden die wahrgenommenen Geruche als
unangenehm beschrieben (Pellegrino et al., 2021). Die Phdnomene wurden nach den
Kriterien des taglichen Auftretens, der Intensitat und der entstandenen Beeintrachtigung
der Lebensqualitat in Grade von Null bis Drei eingeteilt, wobei Grad Drei der stérksten

Auspragung dieser qualitativen Sinnesstdérungen entspricht.

Bezlglich des Schmeckens wurden die Patienten nach dem Vorkommen einer
Phantogeusie befragt. Bei dieser ,Geschmackshalluzinaiton® (Fikentscher et al., 1987)
wird analog zur Phantosmie des Riechens ein Geschmack im Mund wahrgenommen,
ohne dass ein entsprechender Stimulus vorliegt (AWMF, 2023; Hummel & Welge-LUssen,
2009d).

Beeintrachtigung der Lebensqualitat

Die Patienten wurden befragt, ob ihre Lebensqualitat durch die Symptomatik infolge der

her. Die Angaben erfolgten auf einer Skala, wobei der Zahlenwert Null keiner und Sechs

einer starken Beeintrachtigung entsprach.

2.2.2 Objektives Riech- und Schmeckvermdégen

SDI und Sniffin‘ Sticks

Zur Objektivierung des Riechvermdgens wurden alle Probanden mit der standardisierten
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der Firma Burghart Messtechnik GmbH (Holms, Artikel-Nr. LA-13-00002, s. Abbildung 7)

getestet.

Abbildung 7 Dreiteiliges ,Sniffin’ Sticks“-Set. Links: Diskriminationstestung, Mitte: Schwellentestung, Rechts:
Identifikationstestung. Mit freundlicher Genehmigung von (BURGHART MESSTECHNIK, 2023).

Entwickelt wurden die Sniffin® Sticks als klinische Methode, um den Geruchssinn
universell klassifizieren zu kénnen (Hummel et al., 1997). Ein Stift hat eine Lange von 14
cm und einen Innendurchmesser von 1,3 cm (Hummel et al., 2007). Der Faserkern der
Filzstifte ist mit 4 ml flissigem Duftstoff, mit in Propylenglykol geldstem Duftstoff oder mit
geruchsneutralem Lésungsmittel getrankt (Hummel et al., 2007). Der SDI-Wert ist nach
den Initialen der drei Tests benannt. Mit dem 112 Stifte umfassenden Set kann die
Riechschwelle (S), Differenzierungs- (D) und Identifikationsfahigkeit (I) von Duften an
Probanden getestet werden. Um gleichwertige Bedingungen zu schaffen, wurden alle
Patienten mit verbundenen Augen in einem ruhigen Raum getestet. Dem standardisierten
Ablauf entsprechend wurde den Probanden nach einem Wortsignal der gedffnete Duftstift
in kreisenden Bewegungen drei Sekunden lang in einem Abstand von 2 cm unter der
Nase prasentiert (Hummel et al., 2007). Auf diese Weise konnten die Duftstifte ohne
direkten Hautkontakt und ohne Ubertragung von gesundheitsschadlichen Keimen

wiederverwendet werden (Hummel et al., 1997).
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Durch die simple Handhabung und Wiederverwendbarkeit haben sich die Sniffin‘ Sticks in
Deutschland laut aktueller S2k-Leitlinie zu Riech- und Schmeckstérungen der (AWMF,
2023) zur am haufigsten angewandten Methode der quantitativen Riechtestung etabliert.
Bereits 2009 waren die Sniffin Sticks in mehr als 1000 Studien die Methode der Wahl und

wurden weltweit klinisch als Screening der Riechfunktion genutzt (Haehner et al., 2009).

Schwellentestung

Zuerst wurde die individuelle Riechschwelle bestimmt, welche als die niedrigste
zuverlassig wiedererkennbare Konzentration definiert ist (Doty & Mishra, 2001). Als
Duftstoff wurde Phenylethylalkohol, der vom Riechgesunden als Rosenduft
wahrgenommen wird, in verschiedenen Konzentrationen in Form einer Verdiinnungsreihe
verwendet. Der Schwellentest besteht aus insgesamt 48 Stiften, welche in 16 Gruppen
bestehend aus je 3 Stiften unterteilt sind (Rumeau et al., 2016). Dem verblindeten
Probanden wurden in randomisierter Reihenfolge jeweils ein mit in Losungsmittel
geldstem Duftstoff (Phenylethylalkohol) und zwei mit in nicht-riechendem Losungsmittel
(Propylenglykol) getrankte Stifte prasentiert. Jeweils aus einem solchen Triplett musste
der duftende Stift richtig erkannt werden — gewertet wurde die so erzwungene Antwort
unabhangig davon, wie sicher der Stift ohne Versuchswiederholung erkannt wurde. Dieser
sogenannten ,triple-forced-choice“-Methode nach wurden dem Probanden zu Beginn
Konzentrationen in aufsteigender Intensitat getestet, bis eine Stufe zweimal nacheinander
richtig erkannt wurde (s. Abbildung 17). Dann wurde von der erreichten Konzentration
ausgehend in absteigender Intensitat getestet, bis ein Triplett falsch zugeordnet wurde.
Daraufhin wurde wieder in aufsteigender Konzentration getestet, bis erneut eine
Intensitatsstufe zweimal richtig erkannt wurde. Insgesamt wurden nach diesem Schema
sieben Runden durchgefiihrt. Das Testergebnis berechnet sich aus dem Mittelwert M der
vier letzten Wendepunkte. Auf diese Weise konnten Ergebnisse zwischen einem und
sechzehn Punkten erreicht werden. Probanden, welchen den duftenden Stift auch in der
hdchsten Konzentration nicht wiedererkannten, erhielten einen Schwellenwert von einem
Punkt (Hummel et al., 2007).

Diskriminationstestung

AnschlieBend folgte die Testung der Diskriminierungsvermogens. Hierflr wurden den
verblindeten Patienten insgesamt 16 Tripletts prasentiert. Diese bestanden jeweils aus
zwei Stiften, welche mit einem identischen Duft getréankt waren, sowie einem dritten,
andersartig riechendem Stift (s. Abbildung 18). Ebenfalls nach der ,triple-forced-choice*-
Methode musste hier der anders riechende Stift benannt werden, unabhangig davon, ob
der Patient die Antwort sicher geben konnte, oder raten musste. Es konnten Werte von

null bis sechzehn Punkten erreicht werden (Oleszkiewicz et al., 2019).
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Identifikationstestung

In einem dritten Schritt wurde die Duftidentifizierungsfahigkeit anhand von 16 Duiften
getestet. Zu jedem Sniffin‘ Stick bekamen die Probanden eine Tafel mit vier beschrifteten
Bildern von vier hedonisch ahnlichen Duiften (s. Abbildung 19). Aus dieser Auswahl
musste der Duft gemaf der ,forced-choice” Methode erkannt werden, dafiir durften die
Teilnehmenden beliebig oft erneut an dem Stift riechen. Zwischen den einzelnen Stiften
wurde den Probanden eine Pause von ca. 30 Sekunden gegeben, um einer olfaktorischen
Desensibilisierung vorzubeugen (Rumeau et al., 2016). In der Identifikationstestung

konnten null bis 16 Punkte erreicht werden.

In den drei Tests kbnnen jeweils maximal 16 Punkte erreicht werden, sodass ein
maximaler SDI-Wert von 48 Punkten moglich ist. Ein SDI-Ergebnis = 30.75 entspricht
dabei einer Normosmie, also einem gesunden Geruchssinn. Als anosmisch (ohne
Geruchssinn) gelten Patienten mit einem SDI < 16. Die Diagnose Hyposmie
(eingeschrankter Geruchssinn) ergibt sich durch ein SDI-Ergebnis mit Werten von 16.25
bis 30.5, welche zwischen den Grenzen zu Norm- und Anosmie liegen (s. Tabelle 1;
Oleszkiewicz et al., 2019).

Diagnose Definition (Hernandez et al., 2023) SDI-Ergebnis (Punkte)
Normosmie ~quantitativ normale Riechfunktion® >30.5

Hyposmie »<quantitativ reduzierte Riechfunktion® 16.25-30.5

Anosmie ,<quantitativ reduzierte Riechfunktion in dem <16

Ausmal, dass der [verbleibende] Riechsinn

im taglichen Leben nicht mehr nitzlich ist”

Untersuchung des retronasalen Riechens und der Schmeckfunktion

Um den Riechsinn beziehungsweise das Ausmalf3 dessen Einschrankung umfangreich zu
erfassen und zuséatzlich einen groben Eindruck tber die gustatorische Funktion zu
gewinnen, wurde das retronasale Riechen und die Schmeckfunktion untersucht. Das
retronasale Riechen wurde anhand von pulverformigen Nahrungsmitteln getestet, welche
den Probanden bei verbundenen Augen zum Probieren auf die Zunge gegeben wurden.
Nach jeder Kostprobe musste jeweils aus einer schriftlichen Vorauswahl von sechs

verschiedenen Nahrungsmitteln (s. Abbildung 20) das Pulver mit dem Aroma Banane,
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Zimt oder Knoblauch richtig wiedererkannt werden. Durch das Erreichen der vollen

Punktzahl (3 Punkte) galt das retronasale Riechen als uneingeschrénkt.

Das gustatorische System wurde in den Grundschmeckrichtungen sif3, sauer, salzig und

bitter getestet. Daflir wurde den Patienten jeweils ein Sprihstol3 eines der genannten

Schmecksprays auf die Zunge gegeben, welches daraufhin richtig benannt werden sollte.

Insgesamt konnten vier Punkte erreicht werden, was als uneingeschrankte
Schmeckfahigkeit gewertet wurde.
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2.2.3 Molekularbiologische Analyse

Um das Mikrobiom statistisch auswerten zu kénnen, musste das genetische Material
zunéachst extrahiert, vervielfaltigt und sequenziert werden. Die Analyse wurde in der Division
of Infectious Diseases sowie dem Microbiome Research Consortium der University of
Colorado School of Medicine (Denver, Colorado, USA) durchgefiihrt, der Ablauf ist
schematisch in der folgenden Abbildung 8 dargestellt.

Zell-Lyse durch Bead-Beating Technik
(MagNA Lyser) und Extraktion der
bakteriellen DNA (QlAamp® PowerFecal
DNA Kit) ‘

Vervielfaltigung der 16S-rRNA-Gene (PCR)

PCR-Amplifikate Normalisieren und Poolen
(SequalPrep Normalization Plate Kit)

Quantifizierung der PCR-Amplifikate
(Qubit® 2.0 Fluorometer)

Hochdurchsatz-Sequenzierung (lllumina
MiSeq-Plattform)

J

Abbildung 8 DNA-Extraktion, Vervielféaltigung und Sequenzierung. Schematische Darstellung der Schritte.

Zunéchst musste die bakterielle DNA fir die folgenden Analyseschritte vorbereitet werden.
Hierfur wurde die DNA mithilfe des QIAamp® PowerFecal DNA Kit (© QIAGEN, Germantown,
Maryland, USA) von den restlichen Bestandteilen der Probe isoliert (Biswas et al., 2023).
Dafiir wurden die bakteriellen Zellen zur Gewinnung des genetischen Materials zunachst

lysiert, was in Form einer mechanischen Zelllyse durch den MagNA Lyser (Roche Holding
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AG, Basel, Schweiz) erfolgte (Biswas et al., unveroffentlicht). In diesem Verfahren werden
bakterielle Zellen durch den Zusammenstol3 mit kleinen harten Keramik- oder Glaskigelchen
zerstort, wodurch das im Zytosol befindliche Genmaterial der Bakterien fiir die weitere
Analyseschritte zuganglich gemacht wird (MagNA Lyser, 2023). AnschlieRend wurde die an
eine Silika-Membran gebundene bakterielle DNA mehrfach gewaschen, um
Verunreinigungen zu entfernen, sodass gereinigte DNA gesammelt werden konnte
(QlAamp®, 2013). Mit dieser Methode kdnne die Alphadiversitat in einem hohen Umfang
erhalten werden, was eine Voraussetzung fir den Erfolg der darauffolgenden Analyse sei
(QlAamp®, 2013).

Die Vervielfaltigung der bakteriellen 16S-rRNA erfolgte durch die Polymerase-Kettenreaktion
(engl: polymerase chain reaction, PCR) nach Ublicher Methode (Frank et al., 2022; Vickery et
al., 2021). Mittels PCR kdnnen durch die mehrfache Wiederholung bestimmter Prozesse
spezifische DNA-Sequenzen amplifiziert werden, sodass der ausgewéhlte DNA-Bereich
exponentiell vervielfacht wird (Mullis & Faloona, 1987). In der vorliegenden Studie wurden
die bakteriellen Gene mit V1V2-spezifischen Primern (27FYM 5'-
AGAGTTTGATYMTGGCTCAG und 338R 5-TGCTGCCTCCCGTAGGAGT) amplifiziert, die
an Regionen ansetzen, die in allen Bakterienarten vorkommen, sodass nur bakterielle 16S-
Gensequenzen beinhalten jeweils spezifische variable Regionen, wodurch die Zuordnung zu
Bakteriengattungen oder sogar Bakterienarten erfolgen kann (Vétrovsky & Baldrian, 2013).
Zur Bestétigung der Ergebnisse und Uberpriifung einer fraglichen Kontamination wurden
negative PCR- und DNA-Extraktionskontrollen im Sinne von ,no template“-Kontrollen
durchgefiihrt, welche eine Kontamination durch ein negatives Ergebnis ausschliel3en (Bento
Bioworks Ltd, 2023; Biswas et al., unverdffentlicht; QIAGEN®, 2024). Es wurden keine PCR-
Ruckstande nachgewiesen und daher konnte eine fremde Nukleinsaurekontamination

ausgeschlossen werden (Biswas et al., unveroffentlicht).

Im nachsten Schritt wurden die hergestellten PCR-Amplifikate mithilfe des SequalPrep™
Normalization Plate Kits (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) normalisiert und
gepoolt. Durch die PCR kann es zu unterschiedlichen Konzentrationen der Amplifikate in den
Proben kommen, was durch den Normalisierungsprozess so ausgeglichen werden kann,
dass die PCR-Amplifikate schlussendlich in gleicher Konzentration vorliegen, wodurch die
korrekte weitere Analyse gewébhrleistet wird (Invitrogen™, 2008). AnschlieRend wurden die
PCR-Amplifikate mittlels Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA)
fluorometrisch quantifiziert. Durch die Detektion von an DNA-Molekiile gebundenen
Fluoreszenzfarbstoffe kann auf diese Weise die Menge der vorliegenden DNA bestimmt
werden (Simbolo et al., 2013).
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Die Sequenzierung und Analyse der Daten erfolgte anschlie3end mit dem MiSeq™ System
(MiSeq Reagent Kit v3, lllumina®, San Diego, CA, USA), welches durch Next Generation
Sequencing (NGS) die ,DNA-zu-Daten-Sequenzierung® (Illumina®, 2024) ermdglichte. NGS
kann die Nukleotidsequenz von DNA oder RNA entschlisseln, durch parallele
Sequenzierung kann NGS als Hochdurchsatz-Sequenzierungsmethode kostengtinstig und
schnell arbeiten und gilt als zweite Revolution der Sequenzierungstechnologie (lllumina, Inc.,
2024; Loman & Pallen, 2015; Shendure & Ji, 2008). Es wurde eine Sequenzierung mit
gepaarten Enden (engl. ,paired-end sequencing“) durchgeftihrt, welche durch die
Sequenzierung beider Enden eines kurzen DNA-Abschnitts (Nukleotidsequenz, engl: ,read*)
kostenglinstig eine grof3e Menge ebendieser DNA-Abschnitte bzw. Nukleotidsequenzen
herstellen kann (Ravi et al., 2018). Die Rohdaten der DNA-Sequenzen wurden von Biswas et
al. (2023) in der Datenbank der NCBI (National Center for Biotechnology Information, bio-
project PRINA921889) hinterlegt.

2.3 Statistische Verfahren/ (statistische) Datenanalyse

2.3.1 Auswertung der Fragebtgen und Klinischen Tests

Die Sammlung der Daten aus den Frageb6gen und Untersuchungen erfolgte mit dem
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel (Version Excel 2019, Microsoft, Redmont,
Washington, USA), die Auswertung wurde mit SPSS®, (Version 28, IBM®, New York, USA)
durchgefihrt. Grafiken wurden mit Microsoft Word (Version Microsoft Office 2021, Microsoft,
Redmont, USA) und Microsoft PowerPoint 2019 (Version 17.0, Microsoft, Redmont, USA)
erstellt. Das Signifikanzniveau (Alphaniveau) wurde fir alle durchgefuihrten Tests auf den
Wert .05 festgelegt. Ein Wert p < .05 galt als signifikant, p < .001 als hochsignifikant,
zusatzlich wurde die zweiseitige Signifikanz p angegeben. Befand sich diese unterhalb des
Alphaniveaus von .05, so wurde die Nullhypothese ,Es besteht kein Zusammenhang*

verworfen.

Deskriptive Statistik

Mithilfe der deskriptiven Statistik wurden die anamnestischen Angaben der Teilnehmer
inklusive der demographischen Angaben sowie die Ergebnisse der SDI- und
Schmecktestung berechnet. Dargestellt wurden die Lagemale Mittelwert (M), Minimum
(MIN) und Maximum (MAX), sowie relative und absolute Haufigkeiten. Als Mal3 zur Streuung

der Daten wurde die Standardabweichung (SD) genutzt.
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Hypothesentests

Um die Mittelwerte der Gruppen zu vergleichen, wurde der ungepaarte Zweistichproben-T-
Test verwendet (s. Anhang 11.6). So konnten die unabh&ngigen Gruppen nach Alter,
subjektiven Angaben Uber die Riech- und Schmeckfahigkeit, Beeintrachtigung der

Lebensqualitat und SDI- sowie Riechtestung verglichen werden.

Die zugrundeliegende deskriptive Statistik des T-Tests mit M, SD und Standardfehler des
Mittelwerts ist im Anhang beigefligt (s. Anhang 11.9). Die Ergebnisse wurden in der Tabelle
»1est fir unabhéngige Stichproben* dargestellt (s. Anhang 11.7). Zur Prifung der Gleichheit
der Varianzen wurde der Levene-Test angewandt, welcher anhand des Medians der
Stichprobe zuverlassig deren Signifikanzniveau testet (Lim & Loh, 1996). Schlussendlich
wurden die T-Werte in Abhangigkeit der Freiheitsgrade (engl. ,,degrees of freedom* = df)
sowie der zweiseitigen Signifikanz p des T-Tests tabellarisch dargestellt (s. Anhang 11.7).
Negative T-Werte bedeuten, dass die Mittelwerte der gesunden Kontrollgruppe kleiner sind
als die Mittelwerte der postinfektiosen Gruppe.

Effektstarke

Bei signifikant unterschiedlichen Ergebnissen wurde die Effektstarke berechnet, um die
praktische Relevanz der Differenzen der Mittelwerte zu bestimmen (s. Anhang 11.8).
Cohens’s d wird als ein dimensionsloses und von der StichprobengréRe unabhangiges
Effektmal fur die Starke eines Phanomens beschrieben, berechnet wird es aus der Differenz
der Mittelwerte geteilt durch die Standartabweichung (Cohen, 1988). Dabei gelten d-Werte
von .01 als sehr klein, .2 als klein, .5 als mittlerer, .8 als grof3er, 1.2 als sehr groRer und 2.0
als riesiger Effekt (Becker, 2000; Sawilowsky, 2009). Das bedeutet beispielsweise im Fall
von grofRen Effekten > 0.8, dass > 80 % der Kontrollgruppe unter dem Mittelwert der
postinfektiésen Gruppe liegen. Bei Gruppendifferenzen < .2 sind diese Differenzen zu
vernachlassigen. Negative Werte bedeuten eine entgegengesetzte Richtung des

Unterschieds.

Korrelationsanalysen

Die Korrelation nach Pearson untersucht den linearen Zusammenhang zweier Variablen.
Korreliert wurden Alter, Ergebnisse der SDI- und Schmecktestungen, subjektiven Angaben
beziglich des Riechens und Schmeckens, der Zeitpunkt des beginnenden Geruchsverlusts
sowie die subjektive Einschatzung der Durchgéngigkeit der Atemluft beim Atmen durch die
Nase (s. Anhang 11.10). Der dimensionslose Korrelationskoeffizient r kann Werte zwischen
minus 1 (perfekt negativer Zusammenhang) und 1 (perfekt positiver Zusammenhang)

annehmen. Es besteht kein Zusammenhang, wenn r = 0. Zur Interpretation von r wird

34



vorgeschlagen, r-Werte von .1 bis .39 als schwache, .4 bis .69 als moderate, .7 bis .89 als

starke und r-Werte grof3er .9 als sehr starke Korrelation zu bewerten (Schober et al., 2018).

2.3.2 Analyse des Mikrobioms

Die Besiedlung der Nasenschleimhaut mit Mikroorganismen wurde hinsichtlich Artenvielfalt
und Zusammensetzung mikrobiologisch ausgewertet. In Anschluss an die in Kapitel 2.2.3

beschriebene Sequenzierung erfolgte die bioinformatische Auswertung der Daten.

Bioinformatische Analyse

Die Auswertung der Sequenzierungsdaten erfolgte im Anschluss an die Genomanalyse (s.

Kapitel 2.2.3), die Zwischenschritte sind in der folgenden Abbildung 9 dargestellt.

~

Verarbeitung der Sequenzierungsdaten (DADAZ2 Version 1.16 |

| in R Version 4.1.2)
|

. e

Entfernung von Primer, Adaptoren, Amplifikaten falscher
Lange sowie chimaren Sequenzen

Taxonomische Zuordnung der ASVs (SILVA nr 99 v138.1
database), Entfernung von nicht-bakteriellen ASVs

. e

Bei 40 Probanden insgesamt 1287 bakterielle ASVs
aufgefunden

Berechnung der Alphadiversitatsmetriken
(phyloseq version 1.38.0)

Darstellung der Alphadiversitatsmetriken und Taxa-Plots

| (ggplot2 version 3.3.5)

. e

Abbildung 9 Reihenfolge der bioinformatischen Datenauswertung.

Die Sequenzierungsdaten wurden mit dem Softwarepaket DADA2-Pipeline Version 1.16

nach der Methode von Callahan et al. (2016) bearbeitet und nach Fehlern korrigiert, hierfur
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wurde das Statistikprogramm R, Version 4.1.2 (Core R Team, 2021) nach gelaufiger
Verfahrensweise verwendet (Biswas et al., 2020, 2023; Siu et al., 2021). Im Rahmen der
Uberarbeitung des gesamten Datensatzes wurden die Sequenzierungsdaten jeweils um 53
Basenpaare (bp) vom Vorwartsstrang bzw. 52 bp vom Ruckwartsstrang gekiirzt und Primer
Qualitatskontrolle wurde die maximale Anzahl der erwarteten Fehler (,maxEE®) auf drei und
die maximale Anzahl unbekannter “N“-Basen (,maxN*) auf null gesetzt, aul3erdem wurden
zusammengesetzte Amplifikate mit falscher Lange (zu kurz < 258 bp oder zu lang > 270 bp)

sowie chimare Sequenzen entfernt (Biswas et al., unveroffentlicht).

Die taxonomische Zuordnung der Amplikon-Sequenzierungsvarianten (ASVs) zu rRNA-
Gensequenzen erfolgte anhand der Datenbank SILVA nr99 v138.1 (Quast et al., 2013).
AuRRerdem wurden nicht-bakterielle ASVs, mitochondriale ASVs, sowie ASVs, welche
insgesamt zu selten (< zehnmal) aufgefunden wurden, entfernt. Fir die nachgeschalteten
Analysen wurden die Proben jeweils auf eine gleichmalRige Sequenzierungstiefe von 2400
Nukleotidsequenzen (engl. ,reads®) je Probe verdinnt. Schlussendlich konnten fur alle
vierzig Probanden nach Durchfiihrung der Kontroll- und Uberarbeitungsschritte 1287 ASVs
gefunden werden (Biswas et al., unverdéffentlicht).

Bakterielle Alpha-Diversitéat

Die bakterielle Alpha-Diversitat beschreibt die Struktur innerhalb einer bakteriellen
Gemeinschaft und bezieht sich dabei auf die Anzahl der verschiedenen Gruppen
(Artenvielfalt, engl. ,richness®) innerhalb der Stichprobe sowie deren Gleichverteilung bzw.
GleichmaRigkeit (engl. ,evenness®) (Liu et al., 2021; Willis, 2019). Alpha-Diversitatsmetriken
kénnen den Aufbau einer 6kologischen Gemeinschaft analysieren und darstellen, sodass
Gemeinschaften miteinander verglichen werden kénnen (Willis, 2019). Fir die vorliegende
Analyse der Sequenzierungsdaten wurde die von McMurdie & Holmes (2012) beschrieben
Programmbibliothek phyloseq (Version 1.38.0, R-Paket) genutzt, die graphische Darstellung
erfolgte anhand des R-Pakets ggplot2 (Version 3.3.5) (Biswas et al., unveroffentlicht;
Villanueva & Chen, 2019). Die Artenvielfalt ist die Anzahl beobachteter taxonomischer
Gruppen, haufig in Bezug auf die Anzahl beobachteter ASVs und wurde durch den
Parameter (Observed) Richness dargestellt (Kers & Saccenti, 2022; Willis, 2019). Der
Parameter Chaol dient der haufigkeitsbasierten Schétzung fir Artenreichtum, Shannon’s
und Simpson’s Index sind Schéatzer fir Artenreichtum und beriicksichtigen dabei Artenvielfalt
und Gleichverteilung (Chao, 1984; Kers & Saccenti, 2022; Lemos et al., 2011).

Multivarianzanalyse

Fir die Darstellung des Einflusses der Faktoren Riechvermégen, interindividuellem

Unterschied, Alter und Ort des Abstriches erfolgte die Permutationsanalyse der Varianz
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(PERMANOVA), einem nicht-parametrischen, multivarianten Test (Anderson, 2017, s.
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). PERMANOVA eignet sich zur
Testung nicht-normalverteilter Daten, was bei 6kologischen Datensatzen wie dem hier

vorliegenden Ublich ist (Anderson, 2001).

Zusammensetzung der bakteriellen Besiedlung

Um Ahnlichkeiten oder Unterschieden von Daten visuell darzustellen, wurde der PCoA-Plot
(engl. ,Principal Coordinates Analysis®, dt. ,Hauptkoordinatenanalyse*) gewahlt. Diese
Metrischen Multidimensionale Skalierung erméglicht es, Zusammenhange von Daten
grafisch darzustellen und dadurch Muster zu erkennen (Shi et al., 2020). In Abbildung 15
wurde die Ahnlichkeit der bakteriellen Zusammensetzung unter den Aspekten Ort des

Abstrichs und Riechvermdgen raumlich autokorreliert dargestellt.

Dunn-Test, Kruskal-Wallis-Test, Benjamini Hochberg-Anpassung

Um Unterschiede zwischen den Gruppen zu identifizieren, wurden die Rangsummentests
Dunn-Test und Kruskal-Wallis-Test verwendet. Auf diese Weise kdnnen einzelne Taxa, die
sich zwischen den Gruppen signifikant unterschieden, ermittelt werden (Biswas et al.,
unveroffentlicht). Der Dunn-Test ermoglicht die Untersuchung von verschiedenen
Stichproben dahingehend, ob diese aus gleichartig verteilten Grundgesamtheiten stammen
(Dunn, 1964).

Nicht-normalverteilte Daten wie Ordinal- oder Rangdaten eigneten sich fir den Kruskal-
Wallis-Test, mit welchem die bakterielle Zusammensetzung in Abhangigkeit von Alter oder
Ort der Probenentnahme untersucht werden konnte. Dieser nicht-parametrische Test
bewertet die Unterschiede einer nicht normalverteilten kontinuierlichen Variablen von

mindestens drei unabhangig voneinander untersuchten Gruppen (McKight & Najab, 2010).

Die Benjamini Hochberg Falscherkennungsrate eignete sich zum Erkennen von
falschlicherweise abgelehnten Nullhypothesen und damit dem Erkennen von Fehlern erster
Art (Benjamini & Hochberg, 1995).
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3 Ergebnisse

3.1 Fragebogen: Anamnese, Riech- und Schmecktestung

Demographische Auswertung und Anamnese

Es wurden insgesamt 40 Probanden zwischen 20 und 84 Jahren rekrutiert, deren
Altersdurchschnitt bei 47.5 Jahren (SD * 18.3) lag. Die Altersdifferenz der Gesunden (M =
49.5 Jahre, SD % 19.9) und der Kranken (M = 45.6 Jahre, SD * 16.8) war nicht signifikant
(t[38] = .68; p = .50). Die Teilnehmer waren zu 65 % (26 Probanden) weiblich und zu 35 %
(14 Probanden) mannlich, den beiden Gruppen waren zu gleichen Anteilen je 13 Frauen und
7 Manner zugeordnet. Die wichtigsten anamnestischen Informationen sind in Tabelle 2

dargestellt.

Der Riechverlust setzte bei den 20 postviralen Teilnehmern unmittelbar auf die Infektion
folgend ein, bei 16 der 20 postviralen Patienten (80 %) war die Ursache eine Infektion mit
dem Coronavirus SARS-CoV-2.

Die Geruchsverlustdauer betrug zum Zeitpunkt der Untersuchung durchschnittlich 12.3
Monate (SD + 24.5), dabei betrug die kirzeste Dauer vier Monate und die l&angste Dauer
115 Monate (9.6 Jahre). Ohne diesen Teilnehmer lasst sich zum Untersuchungszeitpunkt
eine mittlere Geruchsverlustdauer von durchschnittlich 6.9 Monaten (SD * 3.8 Monate)
berechnen.

Der Anteil chronisch Vorerkrankter betrug unter den 40 Teilnehmern insgesamt 47.5 %
(19 Patienten). Davon waren zehn Vorerkrankte in der postviralen Gruppe und neun in der
Kontrollgruppe. Die vier haufigsten Krankheitsbilder waren arterielle Hypertonie (25 %),
Hypothyreose (12.5 %), Asthma bronchiale (10 %) und Diabetes mellitus Typ 2 (10 %). 21

Teilnehmer gaben eine tagliche Medikamenteneinnahme an.
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Tabelle 2 Anamnestische Angaben der Probanden. MIN= Minimum, MAX= Maximum. Relative Haufigkeiten
werden in Prozent angegeben. *Geruchsverlust, 2sofortiger Geruchsverlust nach 0 Monaten, 2arterielle
Hypertonie, “Grippeschutzimpfung.

Merkmal Post- Gesunde Insgesamt
infektiose
Geschlecht mannlich 7 7 14 (35 %)
weiblich 13 13 26 (65 %)
Alter MIN — MAX 20-76 22 - 84 20 -84
(Jahre) M 45.6 49.5 47.5
(SD = 16,8) (SD +19.9) (SD +18.3)
Dauer GV* MIN — MAX 4 -115 - -
(Monate) M 12.3
(SD = 24.5)
virale SARS-CoV-2 16 (80 %) - -
Ursachen Andere 4 (20 %)
Vorer- Insgesamt 10 (25 %) 9 (22.5 %) 19 (47.5 %)
krankungen Ay s 1(2.5 %) 9 (22.5 %) 10 (25 %)
Hypothyr. 3 (7,5 %) 2 (5 %) 5 (12.5 %)
Asthma b. 4 (10 %) 0 4 (10 %)
DMT2 0 (0 %) 4 (10 %) 4 (10 %)
Allergien 13 (32.5 %) 12 (30 %) 25 (62.5%)
Kopf-OP 11 (27.5 %) 5(12.5 %) 16 (40%)
Alkohol 13 (32.5 %) 17 (42.5 %) 30 (75 %)
Impfung? 10 (25 %) 10 (25 %) 20 (50 %)
Abstrich Rechts 13 (65 %) 8 (40 %) 21 (52.5 %)
Links 7 (35 %) 12 (60 %) 19 (47.5 %)
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Subjektive Einschéatzung des Riechvermdgens, des Schmeckens, des Feingeschmacks und

der Nasenatmung

Alle Patienten mit Riechstérungen nach Infekten der oberen Atemwege gaben eine
Beeintrachtigung des Geruchssinnes an (100 %, s. Tabelle 3). Davon gaben 13 (65 %)
zudem eine Stérung des Schmeckens und 17 (85 %) ein gestértes Empfinden des
Feingeschmacks an. Die gesunde Kontrollgruppe gab keinerlei (0 %) subjektive Defizite an.
Folglich waren die Gruppenunterschiede signifikant: Sowohl beim Schmecken (t[19] =5.94; p
<.001; d =-1.88) als auch beim Feingeschmack (f[19] = -10.38; p < .001; d = -3.28) gaben in
der postviralen Gruppe signifikant mehr Teilnehmer eine Einschrankung der Fahigkeiten an

als in der Kontrollgruppe.

Tabelle 3 Haufigkeitsverteilung von anamnestischen Merkmalen und Ergebnissen der Riechtestung. Absolute
Haufigkeiten als Zahlenwerte, relative Haufigkeiten in Prozent. Normosmie >30.5; Hyposmie 16.25 — 30.5;
funktionelle Anosmie <16, MIN 0 — MAX 48. 2MIN 0 — MAX 6.

Merkmal Postinfektidse Gesunde
Einschréankung Riechen 20 (100 %) 0%
der Sinne Schmecken 13 (65 %) 0%
(subjektiv)
Feingeschmack 17 (85 %) 0%
Ergebnisse der Schwelle (M) 2.38 (SD + 2.25) 7.5 (SD + 2.38)
Riechtestung Diskrimination (M) 9.35 (SD + 2.08) 14.0 (SD + 1.72)
(objektiv)
Identifikation (M) 8.55 (SD + 2.84) 13.85 (SD + 1.84)
SDI-Ergebnis? (M) 20.28 (SD + 4.61) 35.45 (SD + 3.03)
Lebensqualitat? (M) 4.53 (SD * 1.46) -
Riech- und Parosmie 11 (55 %) 0%
SCAMECKS Phantosmie 2 (10 %) 0%
Phanomene
Par- u. Phantosmie 2 (10 %) 0%
Phantogeusie 5 (25 %) 0%

Zur genaueren Beurteilung wurden die Probanden gebeten, die Funktionalitat ihrer Sinne
in den vier Kategorien Riechen, Schmecken, Feingeschmack und Nasenatmung auf einer
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Skala von minimal O bis maximal 10 einer Zahl zuzuordnen. Die symptomatischen
postviralen Patienten bewerteten ihre Fahigkeiten in den Bereichen Riechen, Schmecken
und Feingeschmack im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe durchschnittlich signifikant
geringer. Lediglich die Fahigkeit der Nasenatmung war in den Gruppen nicht signifikant

unterschiedlich (s. folgende Tabelle 4).

Tabelle 4 Subjektive Sinneswahrnehmung der Patienten, durchschnittliche Bewertung (Skala MIN 0 — MAX 10).

Signifikante Ergebnisse (p< 0,05) sind mit ,** gekennzeichnet.

Subjektive Gesunde Postvirale t-Wert;
Wahrnehmung Signifikanz p;

Effektstarke d

M (SD) M (SD)

Riechen 8.8 (SD + .8) 3.4(SD+21) t[24.80] = 10.70; p
<.001*;d =3.38

Schmecken 9.3 (SD # 1.0) 4.8 (SD + 2.6) t[23.99] = 7.03;
p <.001% d = 2.22

Feingeschmack 8.6 (SD + .8) 3.3(SD = 3.0) t[21.75] = 7.60;
p <.001*;d=2.40

Nasenatmung 8.6 (SD +£1.5) 7.7 (SD = 2.0) t[38] = 1.51;
p=.140,d = .48

Qualitative Sinnesstdrungen

Die gesunden Patienten berichteten von keinerlei Riech- oder Schmeckstérungen.
Stérungen des Riech- und Schmecksinnes kamen ausschlief3lich bei postviralen
Patienten vor. Hinsichtlich qualitativer Riechstérungen konnte bei elf Patienten der
postviralen Gruppe eine Parosmie festgestellt werden. Aus dieser Gruppe erlebten zwei
Patienten zusatzlich eine Phantosmie. Neun der elf Parosmie-Patienten sowie beide

Phantosmie-Patienten bewerten die empfundenen Geriiche als unangenehm.

Insgesamt gaben funf der Patienten mit Riechstérungen nach Infekten der oberen
Atemwege an, eine qualitative Schmeckstorung im Sinne einer Phantogeusie zu erleben.
Diese Patienten nahmen einen Geschmack wahr, ohne dass eine entsprechende

Geschmacksquelle vorhanden wére. Der am haufigsten genannte, bei drei der funf
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betroffenen Patienten beschriebene Sinneseindruck, war die Wahrnehmung eines

metallisch-eisendhnlichen Geschmacks.

Beeintrachtigung der Lebensqualitat

Die postviralen Patienten gaben symptombedingt einen Durchschnittswert von 4.53

(SD + 1.46) auf einer Skala von 0 bis 6 an, wobei der Zahlenwert 0 keiner und 6 einer
starken Beeintrachtigung entsprach. 55 % der postviralen Patienten gaben eine starke oder
sehr starke Einschrankung an. Im Gegensatz dazu gaben die Gesunden ohne
krankheitsbedingte Einschrankung keine Beeintrachtigung der Lebensqualitat an (M = 0; SD
+ 0; t20.99] = -13.25; p <.001; d = -4.19).

Sniffin” Sticks: Objektives Riech- und Schmeckvermdgen

Von den Gruppen wurden in den SDI-Testungen durchschnittlich die in Abbildung
10Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. dargestellten Werte erreicht.
Die Kontrollgruppe setzt sich aus neunzehn Normosmikern (SDI > 30,5) und einem
Hyposmiker (SDI 16,25 — 30,5) zusammen (s. Tabelle 1; Oleszkiewicz et al., 2019). In der
postviralen Gruppe bekamen fuinfzehn Probanden die Diagnose Hyposmie, als anosmisch
mit einem SDI < 16 (Oleszkiewicz et al., 2019) wurden funf Patienten eingestuft.

Die Ergebnisse der Schwellentestung der postviralen Gruppe (M = 2.38; SD * 2.25) waren
im Vergleich zur gesunden Gruppe (M = 7.5; SD * 2.38) signifikant niedriger

(t[37.88] = 6.99; p < .001; d = 2.21). Auch die durchschnittlichen Diskriminationswerte der
postviralen Gruppe (M = 9.35; SD + 2.08) waren niedriger als die der gesunden
Kontrollgruppe (M = 14.0; SD + 1.72), die Differenz war signifikant ({[36.65] = 7.70;

p <.001; d =2.44. In der Identifikationstestung wurden von der postviralen Gruppe im
Mittel 8.55 (SD + 2.84) der 16 Gerliche richtig zugeordnet, die Gesunden erkannten 13.85
(SD % 1.84) von 16 Stiften. Die Differenz war zugunsten der gesunden Gruppe signifikant
(t[32.61] = 7.01; p < .001; d = 2.22). Insgesamt lag der erreichte SDI-Wert der postvirale
Gruppe (M = 20.28; SD + 4.61) signifikant unter dem Wert der Kontrollgruppe (M = 35.45;
SD % 3.03; 1[32.85] = 12.31; p < .001; d = 3.89). Zusammengefasst fielen sowohl die
Ergebnisse der drei zugrundeliegenden Einzeltests der SDI-Testung, als auch das
Ergebnis des SDI-Tests bei der postviralen Gruppe signifikant niedriger aus als die der
Gesunden (s. Abbildung 10).
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Abbildung 10 SDI-Testergebnisse der Gruppen im Vergleich.

Retronasales Screening und Schmecktestung

Die postviralen Patienten erkannten im retronasalen Screening durchschnittlich weniger
Pulver richtig (M = 1.8; SD £ .77) als die Gesunden (M = 2.95; SD + 0.22), der
Unterschied war signifikant (1[22.20] = 6.43; p <.001; d = 2.03). Von den vier
Schmecksprays ordneten die postviralen Patienten durchschnittlich 3.9 (SD + .31) richtig
zu, die gesunden Teilnehmer erkannten alle 4 Sprays richtig (SD + 0). Der Unterschied
war nicht signifikant (t[38] = 1.45; p = .154).

Korrelationen

Unter Einsatz der Pearson-Korrelation wurden die Zusammenhange der Faktoren geprft. Es
lagen deutlich bis hoch signifikant positive Korrelationen zwischen der subjektiven
Bewertung des antero- und retronasalen Riechsinnes mit den quantitativen
Riechtestergebnissen der Schwelle, Diskrimination, Identifikation, dem SDI-Ergebnis sowie
dem retronasalen Screening vor. Die Korrelationskoeffizienten nach Pearson sind in Tabelle
5 dargestellt.

Tabelle 5 Korrelationen nach Pearson von subjektiven Bewertungen des Riechsinnes und der Wahrnehmung von
Feingeschmack auf einer Skala von 0 — 10 mit Testergebnissen des SDI und retronasalen Tests. (S= Schwelle,
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D=Diskrimination, |= Identifikation, lretronasaler Test, r= Korrelationskoeffizient nach Pearson, p= Signifikanz,
signifikante Werte mit ,*“ gekennzeichnet, N =40).

Subjektive Bewertung S D I SDI Retronasal®

Riechvermdgen r 0.77 0.69 0.72 0.86 0.68

p <.001* <.001* <.001* <.001* <.001*

Wahrnehmung von r 0.62 0.57 0.68 0.74 0.54

Feingeschmack
p <.001* <.001* <.001* <.001* <.001*

Auch die Bewertung der eigenen Riech- und Schmeckfahigkeit korrelierte deutlich signifikant
positiv miteinander (r =.75; p <.001; N = 40). Daneben zeigte sich ein maRig positiver
Zusammenhang zwischen Bewertung der eigenen Schmeckfunktion und dem Ergebnis der

Schmecktestung anhand von Schmecksprays (r = .39; p =.012; N = 40).

Das Alter korrelierte nicht signifikant mit den Riech- und Schmeckféhigkeiten oder den

entsprechenden Testergebnissen.

Es bestand kein Zusammenhang zwischen dem Zeitraum von Infektionsbeginn bis zum
Einsetzen des Geruchsverlustes und dem SDI-Wert (r = .21; p =.39; N = 20).

3.2 Mikrobielle Auswertung

Bakterielle Alpha-Diversitét

Die bakterielle Alpha-Diversitat wurde hinsichtlich eines vermuteten Einflusses der Faktoren
Alter, Riechfunktion des Individuums sowie der ortsspezifischen Epithelstruktur der
abgestrichenen Stelle untersucht (s. Abbildung 11 B, Abbildung 15).
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Abbildung 11 A) Einflussfaktoren der Alpha-Diversitat. B) Anzahl beobachteter Amplikon-Sequenzvarianten.
Bakterielle Vielfalt in Abh&ngigkeit der Probenstelle, keine signifikanten Unterschiede zwischen den Stellen der

Probenentnahme.

In Abhangigkeit der Probenstelle (untere oder mittlere Muschel bzw. Riechspalte) wies die
bakterielle Vielfalt unter der Anwendung verschiedener Alpha-Diversitatsmetriken (Observed
Richness, Chaol, Shannon’s und Simpson’s Index) keine signifikanten Unterschiede auf

(p > .05, s. Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).

In den Riechspaltenproben konnte assoziiert mit der Riechfunktion der Probanden ein
Unterschied hinsichtlich der bakteriellen Vielfalt gefunden werden, was bereits zuvor
nachgewiesen werden konnte (Biswas et al., 2020, unveroffentlicht). Die bakterielle Vielfalt
zeigte sich bei Personen mit Riechstérung reduziert (Biswas et al., 2023). Die Proben der
postviralen Gruppe wurden mit denen der Gesunden hinsichtlich der bakteriellen Alpha-
Diversitat verglichen. Es konnten zwar keine signifikanten Unterschiede der bakteriellen
Zusammensetzung gefunden werden, jedoch wurde die Tendenz beobachtet, dass der
Artenreichtum (Observed Richness) bei riechgeminderten postviralen Patienten (42.6; SD +
30.4) geringer war als bei den Gesunden (61.9; SD * 45.6). Dieser Unterschied war jedoch

Geruchsfunktionsgruppen Anosmie und Hyposmie im Vergleich zur Normosmie signifikant
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verschieden. Die Artenvielfalt war bei Gesunden verglichen mit Hyposmikern (p = .013),

sowie verglichen mit Anosmikern (p = .043) signifikant groR3er (s. Abbildung 12).
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Abbildung 12 Vergleichende Darstellung der bakteriellen Vielfalt von Gesunden, verglichen mit Hyposmikern
(p = .013) und Anosmikern (p = .043).

Die bakterielle Vielfalt wies in Abh&ngigkeit vom Alter keine signifikanten Unterschiede der
Alpha-Diversitat auf. Die Teilnehmer wurden nach Dekaden in Gruppen (s. Abbildung 13 A
und zusatzlich in Gruppen von unter und tber 60 Jahren (s. Abbildung 13 B) betrachtet, es
lieRen sich keine signifikanten Unterschiede unter Anwendung der genutzten Alpha-

Diversitatsmetriken finden.
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Abbildung 13 A) Beobachtete ASVs. Bakterielle Vielfalt in Abhéngigkeit von Altersgruppen, nach Dekaden
aufsteigend dargestellt; 14 B) Bakterielle Vielfalt der < 60-Jahrigen verglichen mit > 60-Jahrigen. Keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen.
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Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft

Die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaften, gruppiert nach Probenstelle, ist in
Abbildung 14 dargestellt. Die dominierenden Gattungen waren mit den folgenden relativen
Haufigkeiten aufzufinden: Corynebakterien (36.7 % + SD 30.9 %), Cutibakterien (21.9 % +
SD 19.2 %), Staphylokokken (18.8 % + SD 21.4 %), Dolosigranulum (5.4 % + SD 13.8 %)
und Streptokokken (2.6 % £+ SD 9.9 %,; (Biswas et al., unverdéffentlicht). Demnach bildeten die
Actinobakterien den haufigsten Stamm, am zweithaufigsten waren die Firmicuten (s.
Abbildung 14). Dieses Muster war an allen drei Stellen, an der unteren und mittleren

Nasenmuschel und an der Riechspalte gleich.
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a

relative Haufigkeit
B

o
b

Rang relative Haufigkeit Stamm (Phylum) Gattung

1 36.7 % + SD 30.9 % Actinobakterien Corynebakterien
2 219% +SD19.2% Actinobakterien Cutibakterien

3 18.8% +SD 21.4 % Firmicuten Staphylokokken

4 54%+SD 13.8% Firmicuten Dolosigranulum

5 26%+£SD9.9% Firmicuten Streptokokken

Abbildung 14 oben: Darstellung der relativen Haufigkeiten der bakteriellen Gemeinschaften auf (A) Stammes-
und (B) Gattungsebene eines jeden Probanden nach dem Ort der Probenstelle (von links nach rechts: untere
Nasenmuschel, mittlere Nasenmuschel und Riechspalte). Unten: Relative Haufigkeit der dominierenden Stamme
und Gattungen.

48



Durch die PERMANOVA-Ergebnisse (s. Abbildung 15 A) konnte gezeigt werden, dass die
interpersonelle Variabilitét, welche aus der Summe von unterschiedlichen Faktoren zwischen
den Teilnehmern entsteht, den mit Abstand gréten Teil (R? = 84 %, p = .001) der in dieser
Studie beobachteten Variation ausmachten. Das Alter beeinflusste die Variation zu 12 % (p =
.001), die Riechfunktion machte 4.2 % (p = .001) der Variation aus. Die Stelle des Abstrichs
trug nicht signifikant zur Variation der bakteriellen Gemeinschaft bei (Biswas et al., 2023).
Darlber hinaus konnte auch mittels PCoA beziiglich der Probenstelle keine Gruppierung
festgestellt werden (s. Abbildung 15 B). Die bakteriellen Gemeinschaften unterschieden sich
unter diesen Kriterien nicht signifikant, auch wenn von jedem Probanden mehrere Proben

untersucht wurden.

A)
Einflussfaktoren R? (% Variation) p-Wert
Interpersonelle Variabilitat 84 % .001*
Altersbereich 12 % .001*
Riechfunktion 4.2 % .001*
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Abbildung 15 A) Einflussfaktoren der in der Stichprobe beobachteten Variation im Vergleich. Signifikante p-
Werte wurden mit ,*“ gekennzeichnet. B) Die Hauptkoordinatenanalyse (PCoA) zeigt die Verteilung der Proben
auf den Achsen eines Ordinationsplots. Die Unterschiede in der Verteilung der Proben fur links die drei
Probenstellen (untere und mittlere Nasenmuschel, Riechspalte) und rechts die Riechfunktion (Anosmie, Gesund,

Hyposmie) waren nicht signifikant (alle p > .05).
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Es wurden paarweise Dunn-Tests durchgefiihrt, um einzelne Gattungen zu identifizieren, die
sich zwischen den Gruppen signifikant unterschieden. Nur ein ASV der gesunden Gruppe
unterschied sich signifikant von der postviralen Gruppe mit beeintrachtigter Riechfunktion:
Das Corynebakterium ASV3 (s. Abbildung 16). Dessen relative Haufigkeit war in der
gesunden Gruppe (relative Haufigkeit = 14.8 %; SD + 18.9 %) signifikant hdher als in den
postviralen Gruppen mit eingeschranktem Riechvermdgen (relative Haufigkeit = 2.7 %; SD +

7.7 %). Um die Art des Corynebakteriums bestimmen zu kénnen, wurde die Sequenz mit

Zu einer Art zu berechnen, wurden die vorgefundenen Nukleotidsequenzen mit denen einer
Datenbank abgeglichen. Auf diese Weise konnte das Corynebakterium ASV3 zu 100 % der

Art Corynebakterium accolens zugeordnet werden.
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Abbildung 16 A) Dunn-Test: Paarweiser Vergleich des Vorkommens bestimmter ASVs in den SDI-Kategorien.
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Signifikante Werte (p < .05) sind mit ,*“ markiert. Corynebakterium ASV3 wurde grau hervorgehoben. B) Boxplot:

Die relative Haufigkeit der Amplikon-Sequenzvariante des Corynebakteriums ASV3 ist bei den Gesunden

signifikant (p < .05) héher als bei den postviral Riechgeminderten. Die schwarze Linie stellt den Median zwischen

oberem und unterem Quatrtil der Probe dar, schwarze Punkte stellen Ausrei3er dar.
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ergebnisse der Riech- und Schmecktestung

Alle postviralen Patienten gaben eine Stérung des Riechvermdgens an und der Grof3teil
zusatzlich eine Beeintrachtigung des Schmecksinnes, sowie der Wahrnehmung von
Feingeschmack. Auf einer Skala von 0 bis 10 schatzten die postviralen Patienten ihre
Sinnesfahigkeiten mit signifikant geringeren Werten ein, als die gesunden
Kontrollprobanden. Qualitative Riech- und Schmeckstérungen (Phantogeusien) traten
ausschlieflich in der postinfektiosen Teilnehmergruppe auf. Aufgrund der Symptome
beschrieben alle Probanden der postviralen Gruppe im Durchschnitt mittlere bis starke

Einschréankungen der Lebensqualitat.

Der individuelle Geruchssinn wurde mittels SDI-Testung erfasst. Die Probanden der
postinfektiosen Gruppe wiesen unterschiedlich stark ausgepréagte Riechminderungen auf.
Diese stellten sich beim Grof3teil (15 Probanden) als Hyposmie und bei den restlichen 5
Teilnehmern als Anosmie dar. Verglichen wurden sie mit Probanden der gesunden
Kontrollgruppe, welche abgesehen von einer Ausnahme eines milden Hyposmikers aus

Normosmikern bestand.

Die Testung des retronasalen Riechens zeigte signifikante Einschréankungen in der
postviralen Gruppe. Die Schmeckfunktionen der Qualitaten sif3, sauer, salzig und bitter

waren in beiden Gruppen uneingeschrankt erhalten.

Die subjektiven Beschwerden der Patienten korrelierten stark mit den Testergebnissen der
Riech- und retronasalen Testung. Die Patienten der postviralen Gruppe gaben eine Stdrung
der Wahrnehmung von Geriichen und Feingeschmacken an, was deutlich mit den
Ergebnissen der SDI- sowie retronasalen Testung korrelierte. Auch die
Selbsteinschatzungen des Riechens und Schmeckens korrelierten miteinander. Weder das
Patientenalter noch der Zeitpunkt des Geruchsverlustes infolge der Infektion korrelierten mit

SDI-Ergebnissen oder den Ergebnissen der Schmecktestungen.

Bakterielle Artenvielfalt

Die bakterielle Alpha-Diversitat war zwischen den drei Probenstellen nicht signifikant
unterschiedlich. Wurde jedoch ausschliellich die Riechspaltenproben verglichen, so konnte
die Tendenz beobachtet werden, dass der beobachtete Artenreichtum in der gesunden
Kontrollgruppe hoher war als in der Gruppe mit postviraler Riechminderung. Diese
Beobachtung war jedoch nicht signifikant. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der

bakteriellen Diversitat in Abhangigkeit der Altersgruppen, unabhangig davon, ob die
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Probanden altersabhangig in Dekaden oder in Gruppen unter bzw. Uber 60 Jahre alt

gruppiert wurden.

Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft

Die bakteriellen Gemeinschaften waren an den drei Probenstellen (untere und mittlere
Nasenmuschel, Riechspalte) in gleicher Weise zusammengesetzt. Die haufigsten Gattungen

waren Corynebakterien, Cutibakterien, Staphylokokken, Dolosigranulum und Streptokokken.

Die beobachtete Variation der bakteriellen Besiedlung zwischen den Teilnehmern war am
starksten auf die interpersonelle Variabilitat zurtickzuftihren. Weitere, jedoch deutlich
schwachere Einflussfaktoren stellten das Alter und die Riechfunktion dar. Der Ort der

Probenentahme trug nicht signifikant zur Variation der bakteriellen Gemeinschatft bei.

Das Vorkommen des Corynebakteriums ASV3 unterschied sich signifikant zwischen der
gesunden Gruppe und der Gruppen mit verminderter Riechfunktion. Die relative Haufigkeit
dieser als C. accolens entschliisselten Art war in der normalen Gruppe signifikant grof3er als
bei den Patienten mit Riechminderung bzw. Riechverlust.

Zusammenfassung der Einflussfaktoren

Zusammenfassend konnten die Einflussfaktoren hinsichtlich Ihres Effekts auf die bakterielle

Diversitat und die Zusammensetzung betrachtet werden.

Weder die bakterielle Vielfalt noch die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaften
unterschieden sich in Abhangigkeit der Probenstelle signifikant. Ebenso hatte die
Probenstelle keinen Einfluss auf die beobachtete Variation. Bei der ausschlie3lichen
Betrachtung der Riechspaltenproben konnte bei den riechgeminderten Patienten die
Tendenz eines eingeschrankten Artenreichtums beobachtet werden, wenn auch diese

Beobachtung statistisch nicht signifikant war.

Teilnehmer mit postviral geminderter Riechfunktion wiesen eine signifikant geringere Alpha-
Diversitat auf. Die relative Haufigkeit der Gattung Corynebakterien war bei den
riechgeminderten Patienten signifikant kleiner als bei der gesunden Gruppe. Die
Riechfunktion hatte einen geringen Anteil an der Variation der Zusammensetzung der

bakteriellen Gemeinschatft.

Der zwischen den Teilnehmern herrschende interindividuelle Unterschied Ubte den grof3ten
Einfluss auf die beobachtete Variation der Zusammensetzung der bakteriellen

Gemeinschaften aus.

Das Alter hatte keinen signifikanten Einfluss auf die bakterielle Vielfalt. Das Alter trug jedoch

in geringem Malf3e zur Variation der Zusammensetzung des Mikrobioms bei.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der
Riechfunktion und dem Mikrobiom der nasalen Schleimhaut. Im Folgenden werden die
verwendeten Methoden und Ergebnisse beschrieben und mit denen vorheriger Studien
verglichen. Der Fokus wurde weiterhin auf das Probandenalter und die anatomischen Stellen
der Abstrichnahme gerichtet. Diese Kriterien waren in bisherigen Studien uneinheitlich
(Biswas et al., 2020; Koskinen et al., 2018), sodass die Ergebnisse zum aktuellen Zeitpunkt
nur unter Vorbehalt verglichen werden konnten. Besonders interessant war, inwiefern sich
das Mikrobiom zwischen Bereichen innerhalb der Nase unterschied. Diese Frage ist klinisch
relevant, um zu klaren, ob bei zukiinftigen Probennahmen zur Untersuchung von tiefer in der
Nasenhohle liegenden Arealen ein Abstrich an einer leicht zuganglichen Stelle wie der

unteren Nasenmuschel ausreichend ist.

4.1 Diskussion der Ergebnisse: Mikrobielle Auswertung

4.1.1 Bakterielle Alpha-Diversitat

Probenstelle

Die bakterielle Vielfalt wies in Abh&ngigkeit der Probenstellen (untere Muschel, mittlere
Muschel bzw. Riechspalte) in keiner der verwendeten Alpha-Diversitatsmetriken signifikante
Unterschiede auf (p > .05) auf (s. Abbildung 11 B).

In Kontrast dazu stehen die Ergebnissen von Grice et al. (2009), welche 20 verschiedenen
Hautstellen inklusive Nasenvorhof, Bauchnabel und Kniekehle untersuchten und
Diversitatsunterschiede in Abh&ngigkeit der Stelle nachweisen konnten. Die dort
untersuchten Stellen weisen jedoch im Vergleich zu unserer Studie gro3e rdumliche
Abstande zueinander auf, was ein Grund fiir die unterschiedlichen Beobachtungen sein
kann. Auch in der Betrachtung raumlich naher beieinanderliegende Stellen innerhalb der
Nasenhdhle konnten bereits ortsabhangige Unterschiede der mikrobiellen
Zusammensetzungen gefunden werden. Yan et al. (2013) untersuchten gesunde
Erwachsene am Nasenvorhof, am mittleren Nasengang und am Recessus
sphenoethmoidalis. Es konnten verschiedene Gemeinschaften gefunden und Unterschiede
in der Vielfaltigkeit der mikrobiellen Besiedlung nachgewiesen werden (Yan et al., 2013).
Damals wurde ein Epithel-abhangiger signifikanter Diversitatsunterschied zwischen Stellen
der Nasenschleimhaut, welche mit mehrreihigem zylindrischem Flimmerepithel ausgekleidet

sind (Mittlerer Nasengang und Rec. sphenethmoidalis) und dem mit nicht-verhorntem
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Plattenepithel ausgekleidetem Nasenvorhof festgestellt. Auch in unserer Studie wurden zwei
verschiedene Epitheltypen untersucht. Der untere und mittlere Nasengang sind mit
respiratorischem Epithel (mehrreihiges zylindrisches Flimmerepithel) ausgekleidet, die
Riechspalte ist mit dem mehrreihigem Zylinderepithel der Regio olfactoria ausgekleidet. Wir
konnten zwischen den Stellen keine signifikanten Epithel-abhangigen, die Vielfalt der

bakteriellen Gemeinschaft betreffenden Unterschiede feststellen.

Fasst man die Ergebnisse von Yan et al. (2013) und unsere eigenen Ergebnisse zusammen,
so scheint es innerhalb der Nasenschleimhaut keine Unterschiede zwischen den Stellen zu
geben, jedoch existieren bezuglich der Alpha-Diversitat Unterschiede zwischen dem mit Haut
ausgekleideten Nasenvorhof und der funktionellen olfaktorischen bzw. respiratorischen
Nasenschleimhaut. Die Analyse eines Abstrichs am Nasenvorhof lie3e sich demnach nicht
auf das Mikrobion der Riechspalte tbertragen. Im Gegensatz dazu scheint das technisch
einfachere Abstreichen an der unteren oder mittleren Nasenmuschel Rickschlisse auf das
Mikrobiom der Riechspalte zu erlauben, was zukiinftige Untersuchungen der

Nasenschleimhaut vereinfachen kann.

Ein riechfunktionsspezifischer Unterschied der Alpha-Diversitat wurde in Riechspaltenproben
gefunden, an diesen Stellen wiesen die postviralen Patienten (42.6 + SD 30.4) einen
geringeren Artenreichtum auf, als die Gesunden (61.9 = SD 45.6). Diese Beobachtung war

jedoch nicht signifikant (p = .06).

Koskinen et al. (2018) konnten zeigen, dass bei gesunden Probanden, welche dem SDI-
Ergebnis nach in Riechfunktionsgruppen eingeteilt wurden, beziglich der Diversitat kein
Unterschied in Abhangigkeit des Riechvermdgens bestand. In der vorliegenden Studie
wurden jedoch postvirale Patienten mit Gesunden verglichen, was im Vergleich der Studien
beachtet werden muss. Bei postviralen Patienten konnten bereits Zusammenhéange
zwischen der eingeschrankten Riechfunktion und bakteriellen Vielfalt hergestellt wurden.
Biswas et al. (2020) konnten bei Patienten mit verringertem Diskriminierungswert eine
signifikant verminderte bakterielle Vielfalt nachweisen. Die Studie lasst sich gut mit der
vorliegenden Studie vergleichen, da &hnliche Methoden verwendet wurden. Es wurden
postvirale Patienten so wie in der hier vorliegenden Studie gemaf SDI-Ergebnis in die
Geruchsfunktionsgruppen Anosmie, Hyposmie und Normosmie eingeteilt und am mittleren

Nasengang abgestrichen.

untersuchten die Riechspalte nicht, was dort als Limitation erkannt wurde. Die Riechspalte
im Dach der Nasenhohle ist beztiglich der Riechfunktion von besonderer Bedeutung, da sich
dort die Riechschleimhaut mit den Geruchssinneszellen befindet. Auffalligkeiten des

Mikrobioms der Riechspalte wie beispielsweise ein verringerter Artenreichtum kdnnten als
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Entstehungsfaktor der postviralen Riechstérung zugrunde liegen. Eine wichtige Erweiterung

der hier vorliegenden Studie besteht darin, dass auch die Riechspalte untersucht wurde.
Riechfunktion

Die bakterielle Vielfalt war zwischen den Geruchsfunktionsgruppen Anosmie und Hyposmie
im Vergleich zur Normosmiegruppe signifikant verschieden. Die Artenvielfalt war bei
Normosmikern verglichen mit Hyposmikern (p = .013), sowie Anosmikern (p = .043)
signifikant gréRer (s. Abbildung 12).

Ahnliche Ergebnisse wurden bereits von Biswas et al. (2020) beschrieben, welche 120
Probanden gemal SDI-Ergebnis in die Geruchsfunktionsgruppen Anosmie, Hyposmie und
Normosmie einteilten. Der Abstrich erfolgte bei Biswas et al. am mittleren Nasengang, die
Analyse zeigte eine geringere Vielfalt bei Individuen, welche in der Diskriminationstestung
schlechter abschnitten. AuRerdem bestand ein signifikant geringeres Vorkommen von

Corynebakterien bei Teilnehmern mit eingeschrankter Riechfunktion.

Altersgruppe

In Abhangigkeit vom Alter wies die bakterielle Vielfalt keine signifikanten Unterschiede auf,
weder in der Alpha-, noch in der Beta-Diversitat. Die Teilnehmer wurden nach Dekaden (s.
Abbildung 13 A) und zusétzlich in Gruppen von unter 60-Jahrige und Uber 60-Jahrige
kategorisiert (s. Abbildung 13 B), in keiner dieser Einteilungen zeigten sich in den

verwendeten Alpha-Diversitatsmetrik signifikante Unterschiede.

Es ist bekannt, dass mit steigendem Alter das Riechvermdgen nachlasst, ab 80 Jahren ist
das Vorkommen von Riechstérungen am héchsten (Murphy et al., 2002). Auch Schubert et
al. (2011) konnten zeigen, dass das Riechvermégen mit steigendem Alter zunehmend
eingeschrankt ist: 4.1 % der 53- bis 59-Jahrigen, 21.1 %, der 70- bis 79-Jahrigen und 47.1 %
der 80- bis 97-Jahrigen zeigten eine Beeintrachtigung. Whelan et al. (2014) untersuchten
das Mikrobiom des Nasenvorhofs und Oropharynx von 18- bis 40-jahrigen Erwachsenen und
verglichen es mit dem von Uber 65-Jahrigen. Dabei konnten Sie hinsichtlich der Diversitat
feststellen, dass sich bei der jungeren Gruppe das Mikrobiom zwischen diesen Orten noch
unterschied, bei der alteren Gruppe dhnelte die Besiedlung des Nasenvorhofs dem des
Oropharynx. Diese Beobachtung weist auf einen Zusammenhang zwischen dem Alter, der
Riechfunktion und dem Mikrobiom hin, welchen wir in der vorliegenden Studie jedoch nicht
bestatigen konnten. Des weiteren konnten Whelan et al. (2014) Diversitatseinbuf3en in der
alteren Gruppe beobachten, bei welcher im Oropharynx eine geringere Artenvielfalt als noch
bei der jungeren Gruppe herrschte. In der vorliegenden Studie wurden Stellen der
Nasenschleimhaut untersucht, welche beziiglich der Diversitat nicht jenen Beobachtungen

am Oropharynx ahneln.
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In der Ubersichtsarbeit von Thangaleela et al. (2022) wurde das Riechepithel, welches
altersabhangigen Veranderungen unterliegt, als mogliche Ursache fiir den mit steigendem
Alter haufiger auftretenden Riechverlust betrachtet. Doty & Kamath (2014) konnten zeigen,
dass sich das nasale Riechepithel mit dem Alter verandert. Die Atrophie des Nasenepithels
wird auch bei Parkinsonpatienten als Ursache des Riechverlustes beobachtet (Attems et al.,
2015).

Eine Limitation der vorliegenden Studie besteht darin, dass insgesamt nur 40 Teilnehmern
eingeschlossen wurden, wodurch die Altersgruppen durch jeweils relativ wenige Personen
vertreten waren. Um zukuinftig altersabhéangige Nuancen sichtbar zu machen, bieten sich

umfangreichere Stichprobengrél3en an, die insgesamt mehr Personen und zudem héhere

Altersgruppen einschliel3en, wodurch mehr Probanden je Altersgruppe vertreten sind.

4.1.2 Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft

Zusammensetzung auf Stammes- und Gattungsebene

Die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaften, gruppiert nach Probenstelle, ist in
Abbildung 14 dargestellt. Die relativen Haufigkeiten der dominierenden Gattungen sind fur
Corynebakterien (36.7 % + SD 30.9 %), Cutibakterien (21.9 % + SD 19.2 %),
Staphylokokken (18.8 % + SD 21.4 %), Dolosigranulum (5.4 % + SD 13.8 %) und
Streptokokken (2.6 % = SD 9.9 %). Dieses Muster findet sich an allen drei Stellen: An der

unteren und mittleren Nasenmuschel sowie an der Riechspalte.

Die Gattungen Corynebakterien und Cutibakterien gehéren zum Stamm bzw. Phylum der
Actinobakterien, welcher somit am haufigsten vertreten war. Staphylokokken,
Dolosigranulum und Streptokokken gehéren zu den hier am zweithaufigsten vertretenen
Firmicuten. Diese Rangordnung wurde einheitlich an allen drei Stellen beobachtet. Dasselbe
Verteilungsmuster auf Stammesebene wurde bereits nachgewiesen (Biswas et al., 2020;
Koskinen et al., 2018). Neben den haufigsten Gattungen Corynebakterien und
Dolosigranulum und Moraxellen (Stamm Pseudomonadota) in Abstrichen der mittleren
Nasenmuschel gefunden. Koskinen et al. (2018) fanden in ihren Abstrichen am Dach der
Nasenhdhle in Ubereinstimmung zu unseren Ergebnissen dieselben zwei dominierenden
Stamme (50 % Actinobakterien und 28 % Firmicuten) sowie dominierenden Gattungen (43 %

Corynebakterien, 15 % Staphylokokken).

Betrachtet man sich an die untersuchten Stellen raumlich anschliel3ende Korperregionen,

findet man dort eine ahnliche bakterielle Besiedlung, im Nasenvorhof waren die Arten

57



Corynebakterien, Staphylokokken und Propionibakterien bzw. Cutibakterien besonders stark

Nasenvorhof nachgewiesen, jedoch bei stationaren Patienten zu einem deutlich héheren
Anteil als bei gesunden, nicht-stationdaren Probanden (Frank et al., 2010). S. aureus gilt als
bekannter Kommensale der Nasenhohle (Frank et al., 2010), gilt jedoch als potentiell

pathogener Erreger samtlicher Infekte (Davis et al., 2004; Wertheim et al., 2004).

Uber den Nasenvorhof hat die Nasenhohle eine direkte Verbindung zur Haut, was das
Vorkommen der kommensalen Cutibakterien (dt. Hautbakterien) innerhalb der Nasenhéhle
nahelegt. Der typische Artvertreter Cutibakterium acnes, friher ,Propionibacterium acnes”
(Scholz & Kilian, 2016) genannt, kann an der Entstehung von Hauterkrankungen wie Acne
vulgaris beteiligt sein (Bojar & Holland, 2004, damals noch "Propionibakterium acnes"). Die
Gattung Dolosigranulum zahlt zu den gutartigen Kommensalen der oberen Atemwege
(Bosch et al., 2016). Bei Kindern wurde Corynebakterium- und Dolosigranulumreiche
Besiedlung mit Gesundheit der oberen Atemwege assoziiert (Biesbroek et al., 2014).

Auch bei unserer Studie fanden wir unter den dominierenden Arten Corynebakterien,
Cutibakterien, Staphylokokken und Dolosigranulum. Damit besteht eine Ahnlichkeit des
bekannten Musters aus dem Nasenvorhof und unseren Schleimhautstellen. Mittlerweile
wurde die Taxonomie der Familie der Propionibacteriaceae Uberarbeitet und die neue
Gattung der Cutibakterien eingefiihrt (Scholz & Kilian, 2016). Heute wird die Spezies
Cutibacterium acnes, wie der neue Name zeigt, nicht mehr zu den Propionibakterien gezéhlt
(Scholz & Kilian, 2016). Dementsprechend ist ein Vergleich mit den genannten Studien nur
auf Stammesebene mdglich, da durch die alte Nomenklatur unklar bleibt, um welche Gattung
es sich nach heutiger Nomenklatur handelt. Beiden Gattungen der Propionibakterien und
Cutibakterien gehoéren zur Familie der Propionibacteriaceae, welche zum Stamm der
Actinobakterien gehdren, sodass wir auf Familien- und Stammesebene dasselbe Muster wie

in den genannten Studien bestétigen konnten.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir nicht den mit Haut ausgekleidetem Nasenvorhof,
sondern tiefer in der Nasenhdhle gelegene Schleimhautstellen, auf welche Epithel-abhangig
andere Einflisse herrschen. Die Studie von Yan et al. (2013) strich die Schleimhaut des
mittleren Nasengangs und des Recessus sphenoethmoidalis von zwdlf Erwachsenen in
einem dreiwdchigem Zeitraum vierfach ab. Die haufigsten Stamme waren Actinobakterien
(50.7 %), Firmicuten (24.7 %) und Proteobakterien (20.7 %). Es konnte gezeigt werden, dass
sich die Zusammensetzung der Gemeinschaften an den beiden Schleimhautstellen sehr
stark ahnelte. Der Anteil von Proteobakterien war am Nasenvorhof im Vergleich zu den

Schleimhautstellen deutlich geringer. Zudem war die gesamte Artenvielfalt am Nasenvorhof
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geringer als an der Schleimhaut. Diese beobachteten Unterschiede der Alpha-Diversitat
ordnen Yan et al. (2013) den Epithelunterschieden zu, welche zwischen den
Schleimhautstellen und dem Nasenvorhof existieren. Auch in der hier durchgefiihrten Studie
wurden keine signifikanten ortsabhangigen Unterschiede der mikrobiellen Gemeinschaften
zwischen den Schleimhautstellen gefunden Wir strichen in unserer Studie an drei Stellen
innerhalb der Nasenhdhle ab, welche alle mit mehrreihigem Zylinderepithel ausgekleidet sind
(s. Abbildung 2 C, Abbildung 5) und sich mikroskopisch nur beztiglich weniger Aspekte
unterscheiden, wie dem Vorkommen von Kinozilien in der respiratorischen
Nasenschleimhaut der unteren und mittleren Nasenmuschel beziehungsweise von

Geruchssinneszellen in der Riechschleimhaut in der Riechspalte.

Lemon et al. (2010) suchten in ihrer Studie nach pathogenen Keimen der oberen Atemwege
und strichen sieben gesunden Probanden am Nasenvorhof und Oropharynx ab. Wéahrend
Actinobakterien wie Corynebakterien und Cutibakterien die Nase als Kommensalen
besiedeln, gelten manche Staphylokokken wie beispielsweise S. aureus als potentiell
pathogen (Lemon et al., 2010). Lemon et al. (2010) konnten zwischen den Corynebakterien,
Propionibakterien (Actinobakterien) und Staphylokokken (Firmicutes) einen kompetitiven
Zusammenhang zeigen. Das bedeutet, dass ein hoheres Vorkommen von Actinobakterien
vor einer Besiedlung mit potenziellen Pathogenen schutzt. Bestimmt man, welche Stamme
zu welchem Anteil vorhanden sind, so kann dadurch die Pradisposition fur einen Infekt

bestimmt werden (Lemon et al., 2010).

Relative Haufigkeit des Corynebakteriums ASV3 in der Kontrollgruppe

Corynebakterium ASV3 war als einzige Gattung in der gesunden Kontrollgruppe signifikant
haufiger vertreten als in der postviralen Patientengruppe mit Riechminderung (s. Abbildung
16). Durch nBLAST-Analyse der Nukleotidsequenz konnte dieses Corynebakterium zu 100%

der Art Corynebakterium accolens zugeordnet werden.

Interessanterweise konnten schon Biswas et al. (2020) und Koskinen et al. (2018) zuvor die
Beobachtung machen, dass Corynebakterien bei Probanden mit Riechminderung vermindert
vorkamen. Dieser Effekt wurde SDI-abhéngig bei Probanden mit verringertem
Diskriminationswert gefunden. So scheint die Art C. accolens positiv mit einem intakten
Riechvermdgen zusammenzuhéngen, unklar ist jedoch bisher, welcher Mechanismus

diesem Effekt zugrunde liegt.

Grice et al. (2009) untersuchten den Nasenvorhof nach pathogener Besiedlung mit
resistenten S.-aureus-Stdammen (MRSA), welche Infektionen verursachen kénnen. S.-
aureus-Tragerschaft erhoht das Risiko invasiver nosokomialer Infektionen (Kluytmans et al.,
1997), bereits 2003 konnte MRSA als Erreger in nosokomialen Infektionen auf der

Intensivstation gefunden werden (NNIS System, 2003). Der Nasenvorhof stellt einen
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bekannten Lebensraum von S. aureus dar (Kluytmans & Wertheim, 2005), selbiges konnte
auch fir die nasale Schleimhaut am Recessus sphenoidalis und der mittleren Muschel
nachgewiesen werden (Yan et al., 2013). Hier wurden die gesunden Teilnehmer in
dauerhafte S.-aureus-Trager, welche zu allen Zeitpunkten mit S. aureus besiedelt waren und
sporadische S.-aureus-Trager, welche gar nicht oder nur zu manchen Zeitpunkten eine
Besiedlung nachwiesen, eingeteilt. S. aureus kam bei den dauerhaften Tragern zudem
haufiger vor, als bei den Nicht-Tragern. Es konnten Wechselwirkungen zwischen den
verschiedenen Arten untersucht werden. In beiden Gruppen machten die Actinobakterien
den gréf3ten Teil aus, wobei jedoch bei n&herer Betrachtung in der S.-aureus-Tragergruppe
am haufigsten C. accolens vertreten war, wahrend bei den sporadischen S.-aureus-Tragern
hauptsachlich C. pseudodiphthericum vorkam. Daraus schlieen Yan et al. (2013), dass es
zwischen S. aureus und C. accolens eine mutualistische Beziehung gibt, unter der sich beide
Arten ausbreiteten, wahrend bei einer geringen Haufigkeit von S.-aureus die erhohte
Besiedlung mit C. pseudodiphthericum fir einen Wettbewerb zwischen diesen Arten spricht.
Es muss darauf hingewiesen werden, dass Yan et al. (2013) in ihrer Studie nur zwolf
Erwachsene beprobten, sodass die Aussagekraft der Ergebnisse im Kontext der relativ
kleinen Stichprobe betrachtet werden sollte. Entgegen dieser Beobachtungen konnte gezeigt
werden, dass das Corynebacterium accolens in-vitro hemmend auf das Wachstum von
potentiell pathogenen Staphylokokken- und Streptokokkenarten wirkt, darunter auch S.
aureus, MRSA und Strep. pneumoniae, was in-vivo gesundheitsfordernd wirken kénnte
(Bomar et al., 2016; Menberu et al., 2021). Es ware zuklnftig interessant, diesen Effekt bei
einer in-vivo-Studie mit umfangreicher Stichprobenpopulation zu erforschen, um die in-vitro
beobachteten Effekte zu Uberprifen. Perspektivisch ware es interessant, herauszufinden, ob
Corynebacterien wie bereits von Biswas et al. (2020) vorgeschlagen tatsachlich Biomarker
fur Riechgesundheit darstellen bzw. ob ihre Abwesenheit zur Diagnostik von
Riechminderung gelten kdnnte. Darliber hinaus kdnnten die hemmende Wirkung auf

pathogene Keime therapeutisch bei postinfektiosem Riechverlust genutzt werden.

4.1.3 Einflussfaktoren der Variation

Die beobachtete Variation ist in dieser Studie zum Grof3teil (R? = 84 %, p = .001) auf die
interpersonelle Variabilitéat zuriickzufiihren. Die Altersspanne beeinflusste die Variation zu 12
% (p = .001), die Riechfunktion machte 4.2 % (p = .001) der Variation aus. Der Standort der

Probe beeinflusste die Variation der bakteriellen Gemeinschaft nicht signifikant.

Interpersonelle Variabilitét
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Der Grof3teil der in dieser Studie gefundenen Variation beruhte mit 84 % auf der
interpersonellen Variabilitat. Fur die mikrobielle Besiedlung der Haut konnte bereits
festgestellt werden, dass diese Besiedlung zwischen den einzelnen Menschen stark variiert
(Huttenhower et al., 2012; Zeeuwen et al., 2013). Mit den Ergebnissen der hier vorliegenden
Studie kénnen diese Beobachtungen auch auf das Mikrobiom der nasalen Schleimhaut
erweitert werden. Es bleibt offen, um welche speziellen Kriterien es sich hierbei handelt. Eine
hohe Zahl von Einflussfaktoren, welche in der Summe die interpersonellen Unterschiede
ausmachen, Gben Effekte auf die mikrobielle Besiedlung aus. In der vorliegenden Studie
wurde bereits durch samtliche Ein- und Ausschlusskriterien (s. Abschnitt Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.) versucht, moglichst homogene
Probandengruppen auszuwdahlen. Perspektivisch ware es interessant, zunachst weitere
urséchliche Einflussfaktoren auszumachen, um die interpersonelle Variabilitat entschliisseln

zu kdnnen.

Trotz der sehr hohen interpersonellen Variabilitat zeigen sich in den Abstrichen dieser Studie
bei allen Teilnehmern die zu erwarteten bakterielle Gemeinschaften, welche schon von
Biswas et al. (2020) und Koskinen et al. (2018) nachgewiesen wurden. Als die
dominierenden Gattungen in der Nasenhdhle konnten in dieser Studie Corynebakterium,
Cutibakterium, Staphylokokken und Dolosigranulum gefunden werden (s. Abbildung 14).

Als eine Quelle der Variation fiel die interpersonelle Variabilitéat der mikrobiellen
Gemeinschaft bereits zuvor in Studien auf, welche das Mikrobiom der oberen Atemwege
untersuchten (Lemon et al., 2010; Yan et al., 2013). Im Nasenvorhof und Oropharynx
konnten Lemon et al. (2010) eine grol3e interpersonelle Variation der Arten nachweisen,
welche in geringerem Maf3e auch auf Stammesebene beobachtet wurde. Yan et al. (2013)
untersuchten den Nasenvorhof und zwei Stellen der nasalen Schleimhaut (s.0.) und
beobachteten, dass die bakterielle Diversitat zwischen den Probanden variierte, wenn auch
nicht so stark ausgepragt wie in der hier vorliegenden Arbeit. Es muss beachtet werden,
unter unseren Teilnehmern die Halfte infolge einer Virusinfektion riechgemindert war.
Madglicherweise erhéht eine Infektion die Variation zwischen den Menschen und macht einen

Teil der Faktoren der interpersonellen Variabilitat aus.

Lemon et al. (2010) kommen durch ihre Beobachtung von gesunden Probanden zu dem
Schluss, dass die beobachtete Variation zwischen den Menschen bedeutet, dass
verschiedene Arten &hnliche grundlegende Funktionen zur Aufrechterhaltung der
Organgesundheit besitzen missen. Dieser Effekt der funktionellen Redundanz kénnte
wesentlich flr die Stabilitdt innerhalb einer mikrobiellen Gemeinschaft sein (Lemon et al.,

2010). Bereits Yachi & Loreau (1999) beschrieben in lhrer ,insurance hypothesis® (dt.
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,Versicherungshypothese*), dass ein Okosystem davon profitiert, wenn die Funktionsweise
von verschiedenen Arten garantiert werden kann. Sollte eine Art ausfallen, so kann die
Funktion weiterhin von anderen Arten aufrechterhalten werden. Somit ist das mikrobielle
System nicht von einer einzigen Spezies oder sogar Art abhangig, welche wesentlich fiir eine
bestimmte Funktion ist, sondern diese Funktion wird im Rahmen der funktionellen
Redundanz von verschiedenen Arten umgesetzt (Ley et al., 2006). Dieses Modell kann auf
die Besiedlung der Nasenschleimhaut Uibertragen werden und erklaren, warum auch bei
hoher interpersoneller Variabilitat dieselben dominierenden Stamme und Gattungen

nachgewiesen werden kénnen.
Alter

Das Alter beeinflusste die Variation zu 12 % (p = 0,001). Auch in vorangegangenen Studien
wurden signifikante Unterschiede in der Zusammensetzung des nasalen Mikrobioms in
Abhangigkeit vom Alter festgestellt (Schenck et al., 2016; Whelan et al., 2014). So konnte
Whelan et al. (2014) im Nasenvorhof von Senioren tber 65 Jahren eine andere mikrobielle
Zusammensetzung als bei jingeren Erwachsenen (18 bis 40 Jahren) nachweisen. Auch
Lemon et al. (2010) konnten bei einer jungen Kohorte in Abstrichen Unterschiede zwischen
Nasenvorhof und Oropharynx feststellen. Besonders auffallig war die mit dem Alter
wachsende Haufigkeit von potenziell pathogenen Streptokokken im Nasenvorhof und
Oropharynx, was eine Ursache der im Alter erhdhten Anfalligkeit flir Pneumonien darstellen
konnte (Whelan et al., 2014). Da ein Einfluss durch Geschlecht, Begleiterkrankungen,
Wohnort und Impfungen ausgeschlossen wurde, gingen Whelan et al. (2014) davon aus,
dass das Alter der entscheidende Faktor fir die veranderte Besiedlung sei. Zudem wurden
die Stellen verglichen und es konnte bei den Senioren festgestellt werden, dass die nasale
Besiedlung mit zunehmendem Alter der des Oropharynx &hnelte. Es scheint eine mit dem

Alter fortschreitende Veranderung der nasalen Besiedlung zu geben.
Riechfunktion

Die Riechfunktion beeinflusste die Variation nur in geringem Mal3e (4.2 %, p = .001). Zwar
liel3 sich ein signifikanter Diversitatsunterschied zwischen den Riechfunktionsgruppen
feststellen (s. Abbildung 12Abbildung 12), laut welchem in der gesunden Kontrollgruppe
eine signifikant hohere Artenvielfalt als in den Gruppen mit Riechminderung herrschte (s.

Abschnitt 4.1.1), jedoch war der Einfluss der Riechfunktion auf die Variation eher gering.

Schon Biswas et al. (2020) teilten 162 Probanden gemal deren SDI-Ergebnissen in die
Geruchsfunktionsgruppen Anaosmie, Hyposmie und Normosmie ein. Der Abstrich erfolgte
am mittleren Nasengang, die Analyse zeigte eine geringere Vielfalt bei Individuen, welche in
der Diskriminationstestung schlechter abschnitten. AuRerdem kamen Corynebakterien bei

Teilnehmern mit eingeschrankter Riechfunktion signifikant seltener vor, was bereits von
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Biswas et al. (2020) beobachtet wurde (s.u.). Diese Beobachtung deutet auf einen
Zusammenhang auf Artebene zwischen dem Vorkommen von C. accolens und der

Riechgesundheit hin (s. 4.1.2), was die beobachtete Variation jedoch nur gering beeinflusste.

Ort der Probenentnahme

Die Variation war in der vorliegenden Studie nicht signifikant vom Ort des Abstrichs

abhangig.

Diese Beobachtung steht im Kontrast zu denen von Costello et al. (2009), welche beim
Vergleich des Mikrobioms verschiedener Kérperregionen zeigen konnten, dass die
Komposition der Bakteriengemeinschaft am starksten vom Ort abhéangig war. In besagter
Studie wurden neben dem Nasenvorhof bis zu 26 weitere Hautareale einschlief3lich Teilen
des Verdauungstraktes (Mundhohle und Darm), des &uf3eren Gehdrgangs und der
Kopfhaare von sieben bis neun gesunden Erwachsenen untersucht. Diese Haut- und
Schleimhautregionen unterscheiden sich in vielen Aspekten und weisen relativ grof3e
raumliche Distanzen zueinander auf. Whelan et al. (2014) verglichen in ihrer Studie den
Nasenvorhof und den Oropharynx, beides sind Stellen innerhalb der oberen Atemwege.
Auch sie konnten zwischen den beiden Orten, welche im Vergleich zu Costello et al.s (2009)
Studie r&umlich néher beieinander liegen, unterschiedliche Zusammensetzungen feststellen.
Zudem sind beide Stellen in Whelan et al.s Studie epithelial unterschiedlich ausgekleidet und
weisen auch rdumlich gesehen eine recht grof3e Distanz zueinander auf, sodass Differenzen
plausibel sind. Lemon et al. (2010) konnten Unterschiede zwischen Nasenvorhof und
Oropharynx bei gesunden jungen, unter 65 Jahre alten Erwachsenen feststellen. Sie und
Wilson (2004) erklarten diese Differenzen der Stellen durch lokal verschiedene
Einflussfaktoren (Temperatur, pH-Wert, Epitheltyp (Nasenvorhof: mehrschichtiges verhorntes
Plattenepithel; Oropharynx: mehrschichtiges unverhorntes Plattenepithel) und Sekret (Nase:

Talg, Pharynx: Speichel)).

Innerhalb der in unserer Studie gewabhlten, relativ kleinen Nische kam es zu anderen
Ergebnissen, namlich dass die Zusammensetzung nicht signifikant vom Ort abhangig war
und kein Einfluss der Abstrichstelle auf die Variation festgestellt werden konnte. Bei unserer
Studie wurden Stellen innerhalb einer einzigen Korperoéffnung untersucht, mit im Vergleich zu
Costello et al.s und Whelan et al.s Studie relativ geringen Distanzen von nur wenigen
Millimetern zueinander. Zudem sind beide Schleimhautstellen an den Muscheln mit
demselben Epitheltyp ausgekleidet und die Riechspalte mit einem sehr &hnlichen (s.0.),
sodass sich hinsichtlich der Epithelzusammensetzung nur wenige Unterschiede zwischen
den Stellen ergaben. Vergleicht man die Distanzen sowie unterschiedlichen Eigenschaften
der Hautstellen von Costello et al.s Studie also mit unserer Nasenhdhlen-Studie, so ist es

bezuglich dieser Aspekte nachvollziehbar, dass sich die Ergebnisse unterscheiden. Wie
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bereits oben beschrieben (s. 4.1.1) tragt der Ort der Nasenschleimhaut nicht signifikant zu
Diversitatsunterschieden bei. Das ist klinisch insofern relevant, da zukunftig fur
Untersuchungen der Riechspalte bevorzugt an leichter zuganglichen Schleimhautstellen,

welche fur den Patienten zudem angenehmer sind, abgestrichen werden kann

4.2 Diskussion der Methoden

Abstrichnahme

Die Abstrichnahme erfolgte durch klinisch erfahrene HNO-Arzte unter endoskopischer
geachtet. Unter endoskopischer Sicht konnte einerseits die anatomische Stelle korrekt
identifiziert werden, andererseits konnte sichergestellt werden, dass der Tupfer beim Ein-
und Ausfuhren aus der Nasenhdhle nicht durch den Kontakt zu anderen Stellen kontaminiert
wurde. Diese Methode einer zielgerichteten Abstrichnahme wurde bereits zuvor verwendet
(Yan et al., 2013). Um den Abstrich noch besser vor mdglicher Kontaminierung durch
benachbarte Haut- und Schleimhautareale zu schtzen, konnte man die Untersuchung mit
Tupfern nutzen, welche innerhalb eines sterilen Réhrchens in die Nase eingefihrt werden
und unter Sicht erst am Zielort fur das Abstreichen aus dem Réhrchen herausgeschoben

werden (vgl. Rasmussen et al, 2000).

Manche Teilnehmer empfanden die Instrumente in der Nasenhéhle als unangenehm, jedoch
musste keiner der Probanden fur den Schleimhautabstrich mittels Lokalanasthesie betaubt
werden. Es kam in keinem Fall zu Komplikationen. Um eine Haltbarkeit des Genoms zu
gewahrleisten, wurden die Tupfer direkt nach dem Abstreichen in R6hrchen mit RNAlater™

eingelegt und bei minus 20 °C tiefgefroren.

Wir entschieden uns fir ein Studiendesign in Form einer Querschnittstudie, in welcher an
einem einzigen Termin abgestrichen wurde. Eine Limitierung der Studie war, dass wir somit
keine zeitliche Anderung des Mikrobioms beobachten konnten. Es existieren
Langsschnittstudien (Costello et al., 2009; Yan et al., 2013), welche den Einfluss der Zeit auf
die Zusammensetzung des Mikrobioms betrachteten und hierfiir Personen innerhalb eines
Zeitraumes mehrfach abstrichen. Costello et al. (2009) strichen gesunde Erwachsene
innerhalb eines Zeitraums viermal an verschiedenen Kdrperstellen ab und stellten eine hohe
zeitliche Variabilitat fest, welche jedoch geringer als der interpersonelle Unterschied war. An
einigen der Hautstellen, unter anderem dem Nasenvorhof, war die zeitlich bedingte Variation
groRer als an anderen Korperstellen wie beispielsweise dem Darm. Diese Beobachtung
kdnnte auf eine zeitliche Variation auch bei anderen Stellen der Nasenhohle, wie den von

uns untersuchten Stellen der Nasenschleimhaut, hindeuten.
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Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen des Hautmilieus konnten Yan et al. (2013) den
Zeitfaktor nicht als Quelle der Variation bestétigen. In lhrer Studie wurden 12 Personen
innerhalb eines Zeitraums viermal am Nasenvorhof, dem mittleren Nasengang und dem
Recessus sphenoethmoidalis abgestrichen. Eine Langsschnittstudie, welche einen langeren
Zeitraum erfasst, kénnte zukinftig ergriinden, wie sich das Mikrobiom der Nasenschleimhaut

und Riechspalte einer Person mit der Zeit verandert.

Wahl der Abstrichstelle

Abgestrichen wurde an drei Stellen in der Nasenhohle: An der unteren und der mittleren
Nasenmuschel sowie an der Riechspalte (s. Abbildung 5). Die vorliegende Studie griff den
Vorschlag von Biswas et al. (2020) auf, die Riechspalte mit einzuschliel3en, deren bisherige

Untersuchung als liickenhaft dargestellt wurde.

In der vorliegenden Studie wurden die Probanden einseitig abgestrichen, dafir wurde die
jeweils raumlich besser zugangliche Nasenseite gewahlt. In ahnlichen Mikrobiomstudien
wurden bisher uneinheitliche Methoden verwendet, sodass es beim Versuch, die Ergebnisse
zu Vergleichen, zu Verzerrungen kommen kann. So wurde beispielsweise in der Studie von
Yan et al. (2013) beidseitig abgestrichen, wahrend sich bei Biswas et al. (2020) und ebenso
in der vorliegenden Studie fur einen einseitigen Abstrich entschieden wurde. Hierin liegt auch
eine Limitation der vorliegenden Studie, da kein Seitenvergleich stattgefunden hat. Die Frage

nach Unterschieden der beiden Nasenseiten kann zukinftig untersucht werden.

Stichprobe

Unter der Anwendung einer Fallzahlschatzung wurde eine Stichprobengréf3e von 210
Probanden ermittelt, fiir sichere Ergebnisse sollte eine Fallzahl von insgesamt 300
Teilnehmern angestrebt werden. Wir entschieden uns aus praktischen Griinden fiir eine
GruppengrélRe von 20 postviralen Probanden, welche mit 20 gesunden Kontrollprobanden
verglichen wurde. Hierin liegt eine Limitation der Studie, da mit einer gréReren Stichprobe die
Ubertragung auf eine Grundgesamtheit besser moglich ist. Es wére interessant, die hier
vorliegenden Ergebnisse mit einer identisch designten Studie, welche eine gré3ere
Stichprobenmenge umschliel3t, abzugleichen. Biswas et al.s (2020) Studie hat mit 120
Teilnehmern deutlich mehr Probanden eingeschlossen und liefert damit eine umfangreiche
Datenmenge zur Untersuchung des nasalen Mikrobioms bei Riechverlust. Daneben liegen
auch vergleichbare Studien mit deutlich geringerer Stichprobengréf3e vor: Rasmussen et al.
(2000) untersuchten zehn Patienten, Yan et al. (2013) zw0lf, Lemon et al. (2010) sieben.

Verglichen mit Studien a&hnlicher Fragestellungen ist der Stichprobenumfang von 40
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eingeschlossenen Probanden der hier vorliegenden Studie somit als relativ grof3

einzuordnen.

Bei 16 der 20 postviralen Patienten (80 %) handelte es sich bei der Infektionsursache um
eine SARS-CoV-2-Infektion, bei den restlichen vier Patienten war eine unbekannte
Virusinfektion ursachlich. Das gehaufte Vorkommen von Patienten mit Status nach COVID-
19 liegt hauptsachlich am zeitgleichen Pandemiegeschehen. Der Zeitraum der Infektion
vieler Studienteilnehmer fallt auf den Mérz 2020, als sich in Deutschland die erste
Pandemiewelle mit taglich tausenden Neuinfektionen ereignete (z.B. > 6000 Neuinfektionen
am 16.03.2020, RKI, 2021). Diese Patienten erschienen bei fortbestehenden Beschwerden
ca. ein Jahr spater zur Untersuchung ihrer persistierenden Riechstérung, was in den
Zeitraum der Rekrutierungsphase dieser Studie fallt. Zudem gilt die Riechminderung als ein
Leitsymptom der SARS-CoV-2-Infektion (Moein et al., 2020), was mittlerweile als allgemein
bekannt vorausgesetzt werden darf. Das erklart, warum besonders viele Patienten, welche
sich seit 2020 mit einer postviralen Riechstérung im Riech- und Schmeckzentrum vorstellten,
zu dieser Gruppe zéhlen lassen und daher Uberproportional in der Stichprobe vertreten sind.

4.3 Anamnese mittels Fragebogen, Testergebnisse des Riechens und Schmeckens

4.3.1 Demografische Aspekte

Geschlechterverteilung

65 % (26) der Teilnehmer waren weiblich und 35 % (14) méannlich, in beiden Gruppen waren
jeweils 13 Frauen und 7 Manner waren. Es ist bekannt, dass Frauen haufiger als Manner
von postinfektidsen Riechstérungen betroffen sind (Sugiura, 1998). Hummel & Hittenbrink
(2005) stellten fest, dass Frauen besser riechen kénnen als Manner. Man kann also
annehmen, dass von Frauen ein Riechverlust schneller bemerkt wird und diesen daraufhin
frihzeitiger abklaren lassen, folglich kam es in unserer Studie zu einem etwas hdheren
Frauenanteil. In einer vorherigen Studie wurde kein geschlechtsabhangiger Einfluss auf das
Mikrobiom gezeigt (Whelan et al., 2014), daher kann man davon ausgehen, dass der
Frauenuberschuss in unserer Studie nicht relevant ist. Zuklnftig ware die spezifische
Untersuchung eines mdglichen hormonellen Einflusses auf das Mikrobion méglicherweise

interessant.

Probandenalter

Die postviralen Patienten waren im Mittel 45.6 Jahre (SD + 16.8 Jahre) alt, die gesunde
Kontrollgruppe im Mittel 49.5 Jahre (SD + 19.9 Jahre). Damit liegt das Alter unserer
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Teilnehmer zwischen 40 und 70 Jahren, was der Altersspanne entspricht, in welche man
epidemiologisch postinfektiose Riechstérungen einordnen kann (Sugiura, 1998). Mit
steigendem Alter geht aus diversen Griinden eine Minderung des Riechvermdgens einher
(Attems et al., 2015; Schubert et al., 2011; Thangaleela et al., 2022). Daher entschieden wir
uns dazu, eine Kontrollgruppe auszuwahlen, deren Alter im Mittel nicht signifikant (t[38] =

.68; p = .50) von dem der erkrankten Gruppe abwich.

Beqginn und Dauer des Riechverlustes

Bei den postviralen Teilnehmern setzte der Geruchsverlust ohne symptomfreies Intervall
zeitgleich mit den Symptomen der Infektion ein. Die Geruchsverlustdauer betrug zum
Zeitpunkt der Untersuchung durchschnittlich 12.3 Monate (SD * 24.5 Monate), wobei 70 %
der postviralen Patienten zum Zeitpunkt des Abstrichs eine kirzere Dauer von nur bis zu
sechs Monaten angaben, die kirzeste Dauer betrug vier und die Langste 115 Monate.
Gegenwatrtig liegt eine Metastudie zur Dauer des Geruchsverlustes von COVID-19 infizierten
Patienten vor, wonach nach drei Monaten 90.0 % und nach sechs Monaten ca. 95.7 % ihr
Riechvermdgen wiedererlangen (Tan et al., 2022). Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass es
eine kleine Patientengruppe mit Zustand nach SARS-CoV-2-Infektion gibt, deren
Riechvermdgen Uber einen deutlich langeren Zeitraum reduziert bleibt, wahrend der Grof3teil
den Riechsinn bereits vorher wiedererlangt. Zukinftig wére es interessant, bei Studien mit
ahnlichen Untersuchungszielen einen zweiten Abstrich zum Zeitpunkt des wiedererlangten
Riechvermdgens zu nehmen, um das Mikrobiom im zeitlichen Verlauf sowie in Abhéngigkeit

der Riechfunktion zu untersuchen.

Vorerkrankungen und Medikamenteneinnahme

Von den insgesamt 40 Teilnehmern der Studie waren 19 Patienten (47.5 %) chronisch
vorerkrankt, davon zehn aus der Gruppe der postviralen Patienten und neun aus der
riechgesunden Kontrollgruppe. Die vier haufigsten Krankheitsbilder waren arterielle
Hypertonie (25 %), Hypothyreose (12.5 %), Asthma bronchiale (10 %) und DMT2 (10 %). Da
laut Yazla et al. (2018) ein Zusammenhang zwischen DMT2 und einer eingeschrankten
Riech- und Schmeckfunktion bestehen kann, wurden in der postviralen Gruppe keine
Patienten mit DMT2 eingeschlossen, um die vorbestehende Riechstérung klar einer
postviralen Ursache zuordnen zu kénnen. Die beiden Probanden mit DMT2 in der
Kontrollgruppe hatten einen normosmischen SDI-Wert, sodass sie als riechgesund galten.
Zudem wurden Probanden von der Studienteilnahme ausgeschlossen, die neurologisch an
Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson (idiopathisches Parkinson Syndrom) vorerkrankt
waren, da diese Erkrankungen mit Riechstérungen einhergehen (Marin et al., 2018; Rahayel
et al., 2012).
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Auch Medikamenteneinnahme kann als Nebenwirkung zu einer Beeintrachtigung der
Riechfunktion flihren, diese seltene Ausschlussdiagnose gilt jedoch als reversibel (Hummel
& Welge-Lissen, 2009b). 21 Teilnehmer gaben eine tagliche Medikamenteneinnahme an.
Zu den seltenerweise zu Riechstdrungen fiihrenden Medikamentengruppen zahlen
Antibiotika, topische nasale Medikamente, kardiovaskulare Medikamente, Thyreostatika und
Anti-Parkinson-Medikamente (Hummel & Welge-LUssen, 2009b, S. 89). Zur
Studienteilnahme war bei allen Teilnehmern eine mindestens vierwéchige Antibiotika-Karenz
gefordert, sodass wir bei den Patienten mit persistierender Riechstérung zum Zeitpunkt der
Untersuchung jene Substanzen als Ursache ausschliel3en konnten. Kardiovaskulére
Medikamente fiihren nur sehr selten zu Hyposmien (< 1 % bei Lipidsenkern (Hummel &
Welge-Lussen, 2009c¢)), zudem konnten wir anamnestisch durch den plétzlichen
postinfektidsen Symptombeginn jenes als Ursache ausschlie3en. Die Nutzung steroidhaltiger
Nasensprays als Ursache fiir den Riechverlust konnte anamnestisch durch dessen
plotzliches Auftreten infolge einer Infektion ausgeschlossen werden. Zwei Patienten der
postinfektiésen Gruppe gaben die Nutzung steroidhaltiger Nasensprays an, zukiinftig kénnte
es interessant sein, das nasale Mikrobiom nicht nur unter Ausschluss von systemischer
Antibiose und Kortikosteroiden, sondern auch ohne den Einfluss topischer antibakterieller
oder immunsuppressiver Medikamente zu untersuchen. Keiner der Probanden nahm
Thyreostatika oder Anti-Parkinson-Medikamente ein. Wir gehen somit bei unseren
riechgeminderten Studienteilnehmern von einer viralen Infektionsursache aus, die Diagnose

der postinfektiosen Riechstérung konnte aufgrund der Anamnese gestellt werden.

4.3.2 Subjektive Einschatzung des Riechvermdégens

Infolge des Infekts der oberen Atemwege gaben alle Teilnehmer der postviralen Gruppe eine
Beeintrachtigung des Geruchssinnes an. Davon gaben 65 % zusatzlich eine Stérung des
Schmeckens und 85 % ein gestortes Empfinden des Feingeschmacks an. In der
Kontrollgruppe wurden von keinem der Probanden subjektive Defizite angegeben.
Dementsprechend signifikant stellen sich die Gruppenunterschiede dar: Sowohl beim
Schmeckvermoégen (t[19] = - 5.94; p <.001; d = - 1.88), als auch beim Feingeschmack

(t[19] = - 10.38; p < .001; d = - 3.28) gaben in der postviralen Gruppe signifikant mehr

Teilnehmer verminderte Fahigkeiten an.

Ein gesunder, komplexer Geschmackseindruck entsteht durch eines intaktes
Riechvermdgen, welches die Wahrnehmung von Aromen ermdgglicht. Durch das sogenannte
retronasale Riechen, bei welchem Nahrungsmolekiile durch den Nasenrachen zur

Riechschleimhaut gelangen, kann der Feingeschmack bzw. das Aroma eines
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Nahrungsmittels wahrgenommen werden (AWMF, 2023, S. 11). Anhand der intakten
retronasalen Riechfunktion wird der durch die Geschmacksrezeptoren der Zunge
wahrgenommene Grundgeschmack von Nahrungsmitteln um die Wahrnehmung von Aromen
zu einem vollstandigen Gesamteindruck erganzt (AWMF, 2023). Infolge der Schadigung von
olfaktorischen Sinneszellen durch SARS-CoV-2 ist dementsprechend nicht nur alleine das
Riechen, sondern zusatzlich auch die Wahrnehmung von Feingeschmacken beeintrachtigt
(Isenmann et al., 2021). Dieser Mechanismus erklart allerdings nicht die subjektiv gestorte
Wahrnehmung der Grundgeschmacksrichtungen (sif3, sauer, bitter, salzig und umami),
welche unabhangig von Empfindungen aus der Nase (ber in der Zunge liegende Nerven
vermittelt werden. Hier kann man annehmen, dass die Patienten durch die vorhandene
olfaktorische Sinneseinschrankung unter der insgesamt veranderten
Geschmacksempfindung litten und dies in der subjektiven Einschatzung zum Ausdruck
brachten. Interessant war, dass sich in der darauffolgenden Testung bei 18 der 20
postviralen Patienten keine Einschrankung der Wahrnehmung von Grundgeschmécken
finden liel? und demnach das gustatorische System intakt war.

4.3.3 Qualitative Sinnesstdérungen

Subjektive Beschreibungen qualitativer Sinnesstérungen wurden ausschlief3lich von
Patienten der postviralen Gruppe geaulert. EIf postvirale Patienten (55 %) erfiillten die
Kriterien einer Parosmie, zwei (10 %) dieser Patienten beschrieben zuséatzlich das
Phanomen der Phantosmie. Diese Riechph&nomene wurden von neun der elf Parosmie-

Patienten sowie von beiden Phantosmie-Patienten als unangenehm bewertet.

Bereits Hopkins et al. (2021) gingen in ihrer Studie der Frage nach dem Vorkommen von
Parosmien infolge von SARS-CoV-2-Infektionen nach. In ihrer Online-Umfrage gaben die
Probanden zu 43.1 % das Erleben einer Parosmie infolge eines Riechverlustes an, dabei lag
der Median im Intervall von 0 bis 6 Monaten bei 2.5 Monaten. Wir untersuchten unsere
Patienten durchschnittlich 12.3 Monate (SD * 24.5) nach Beginn des Riechverlustes. 70 %
der postviralen Patienten gaben zum Zeitpunkt des Abstrichs ein Intervall von bis zu sechs
Monaten an. Die Frage, seit wann die Parosmie bestand, konnte nicht von allen Patienten
eindeutig beantwortet werden. Die Mehrheit der Befragten nahm die Symptome der
Parosmie oder Phantosmie neben dem persistierenden Riechverlust eher als nebenséchlich
wahr, auf gezielte Nachfrage konnten die Symptome dann einem der Phanomene
zugeordnet werden. Hopkins et al. (2021) beobachten, dass bei 20.3 % der Patienten im
Anschluss auf das Auftreten einer Parosmie die vollstidndige Genesung des Riechverlustes

erfolgte und somit als prognostisch gutes Zeichen galt. Diese Beobachtung konnten wir nicht
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machen, da wir die Patienten nur zu einem einzigen Zeitpunkt sahen, zu welchem sie noch
nicht genesen waren. Eine interessante Erweiterung unserer Studie wére, die Patienten zu
einem Zeitpunkt nach der Genesung des Riechverlustes erneut zu untersuchen, um die
Ergebnisse hinsichtlich der Parosmie oder Phantosmie vergleichen zu kénnen. Zum
besseren Verstandnis der Entstehung von Par- und Phantosmien ware es zukinftig

interessant, das nasale Mikrobiom in diesem Kontext zu untersuchen.

Den Schmecksinn betreffend gaben funf unserer postviralen Patienten an, eine
Phantogeusie zu erleben. Die Befragung ergab, dass die Patienten einen Geschmack im
Mund wahrnehmen wirden, ohne dass eine passende Geschmacksquelle vorliegen wirde,
die Diagnose dieser qualitativen Schmeckstdrung erfolgt anamnestisch (Hummel & Welge-
Lissen, 2009d, S. 96). Drei dieser funf Patienten beschrieben die Qualitat dieser
Schmeckhalluzination als metallisch-eisené@hnlich. Auch Tan et al. (2022) beobachteten
qualitative Schmeckhalluzinationen infolge von SARS-CoV-2-Infektionen. Ercoli et al. (2021)
forderten weitere Untersuchungen von Patienten mit Phantogeusie infolge von COVID-19,
um den zugrundeliegenden Pathomechanismus zu entschliisseln. Es ist mittlerweile
bekannt, dass neben dem Riechsinn auch der Schmecksinn infolge einer SARS-CoV-2-
Infektion quantitativ beeintrachtig sein kann (Ercoli et al., 2021). Dies konnten wir in unserer
Kohorte bei einem der postviralen Patienten in der Testung der Grundgeschmacksrichtungen
suf3, sauer, salzig und bitter beobachten. Auch ein weiterer postviraler Patient nach

unbekannter Infektion im Dezember 2020 zeigte sich in der Schmecktestung hypogeusisch.

4.3.4 Beeintrachtigung der Lebensqualitat

Die postviralen Patienten gaben symptombedingt einen Durchschnittswert von 4.53 (SD +
1.46) von 6 an, wobei der Zahlenwert 1 keiner und 6 einer sehr starken Beeintréchtigung
entsprach. 55 % der postviralen Patienten gaben eine starke oder sehr starke Einschrankung
an. Demgegeniber gaben die gesunden Teilnehmer der Kontrollgruppe ohne Krankheitslast
auch keine Beeintrachtigung der Lebensqualitat an. Es wurde bereits in friheren
Untersuchungen beschrieben, dass sich eine Beeintrachtigung des Riechens und
Schmeckens negativ auf die Lebensqualitat sowie soziale Beziehungen und die psychische
Gesundheit auswirken kann (Tan et al., 2022). Diese Beobachtung ist besonders relevant,
da diese Sinneseinschrankungen noch Monate nach der Infektion persistieren, was fur die
Patienten eine anhaltende Einschrankung der Lebensqualitét bedeutet. In Tan et al.s (2022)
Metaanalyse konnte gezeigt werden, dass 74.1 % der Patienten nach 30 Tagen den
Riechsinn wiedererlangten, 85.8 % nach zwei Monaten, 90.0 % nach drei Monaten und

95.7 % nach sechs Monaten. Daraus folgt, dass der subjektive Leidensdruck bei einem Teil
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der Patienten Uber diesen Zeitraum hinaus persistiert und dementsprechend die Nachfrage
nach erfolgreichen TherapiemalRhahmen Anlass zur Erforschung von Therapiemdglichkeiten
bietet.

4.3.5 Sniffin Sticks: objektives Riechvermégen

Von den Gruppen wurden in den SDI-Testungen durchschnittlich die in Abbildung 10
dargestellten Werte erreicht. In der postviralen Gruppe bekamen 15 Probanden die Diagnose

Hyposmie, als anosmisch wurden 5 Patienten eingestuft.

Die Kontrollgruppe setzt sich aus 19 Normosmikern und einem Hyposmiker zusammen,
welcher ein Ergebnis erzielte, das .25 Punkte unter der Grenze (30.75 Punkte) zur
Normosmie lag. Bei diesem Probanden handelte es sich um einen 84-jahrigen Mann, der mit
einem SDI-Testergebnis von 30.5 Punkten deutlich oberhalb der 75 % Perzentile (& 28.94
Punkten; Oleszkiewicz et al., 2019) seiner altersgerechten Vergleichsgruppe lag und mit
diesem Ergebnis einen deutlichen Abstand von drei Punkten zum Bestwert der postviralen
Gruppe aufweisen konnte. Dieser Proband gab subjektiv gute Fahigkeiten und keine
Riechstérung an, in der retronasalen Testung sowie in der Schmecktestung war er durch das
Erreichen der vollen Punktzahl unauffallig. Wir entschieden uns dazu, diesen Probanden in
die Kontrollgruppe einzuschliel3en, da er im Kontext als riechgesund eingeordnet werden
konnte und durch den Einschluss von &lteren Teilnehmern in die Studie die Ubertragbarkeit

der Stichprobe auf eine vielféltige Bevélkerung gewahrleistet werden konnte.

Insgesamt erreichten die postviralen Patienten signifikant niedrigere SDI-Testergebnisse als
die Gesunden. Auch in allen drei Einzeltests (Schwellen-, Diskriminiations- und
Identifikationstestung), deren Summe den SDI-Wert bildet, lagen die Ergebnisse der
postviralen Gruppe signifikant unter denen der Gesunden. Bereits zuvor wurden von Biswas
et al. (2020) in einer &hnlich aufgebauten Studie Patienten mit postviraler Riechminderung
untersucht und dem SDI-Ergebnis entsprechend in die Funktionsgruppen Normosmie,
Hyposmie und Anosmie eingeteilt und analysiert. Eine weitere Studie, welche das nasale
Mikrobiom untersuchte, wahlte eine gesunde Probandengruppe und teilte diese den SDI-
Ergebnissen entsprechend in Gruppen ein (Koskinen et al., 2018). Studien zum vorliegenden
Thema sind nur eingeschrankt vergleichbar, unter anderem aufgrund der uneinheitlichen
Auswahl der Studienteilnehmer. Eine hervorzuhebende Stéarke dieser Studie liegt in der
einheitlichen Wahl der riechgeminderten Teilnehmer, welche alle die Kriterien einer
postinfektioésen Riechstdrung erflllten, deren Diagnose durch die ausfiihrliche Anamnese
und Untersuchung im Riech- und Schmeckzentrum der Klinik und Poliklinik fiir Hals-Nasen-

Ohrenheilkunde des Dresdner Universitatsklinikums erfolgte.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Analyse des nasalen Mikrobioms zeigt, dass die bakterielle Alpha-Diversitéat sich
zwischen den drei Probenstellen nicht signifikant unterschied. Weder die bakterielle Vielfalt
noch die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaften unterschieden sich signifikant
zwischen den Probenstellen. Am haufigsten waren an allen drei Probenstellen die Gattungen
Corynebakterien, Cutibakterien, Staphylokokken, Dolosigranulum und Streptokokken

vertreten.

Teilnehmer mit postinfektios geminderter Riechfunktion wiesen eine geringere Alpha-
Diversitat auf als die gesunde Kontrollgruppe, auRerdem war die Haufigkeit des
Corynebakteriums ASV 3 in der postinfektiosen Gruppe signifikant vermindert. Es zeigte sich
kein signifikanter Unterschied der bakteriellen Diversitat in Abhangigkeit der Altersgruppen.
Das Alter trug jedoch in geringem Mal3e zur Variation der Zusammensetzung des
Mikrobioms bei. Die beobachtete Variation der bakteriellen Besiedlung war hauptsachlich auf
interindividuelle Unterschiede zurlckzufiihren, einen deutlich geringeren Einfluss Ubten das
Alter und die Riechfunktion aus. Die Abstrichstelle trug nicht signifikant zur Variation der
bakteriellen Gemeinschaft bei.

Die Ergebnisse zeigen, dass unter professionellen Bedingungen ein technisch einfacher
Abstrich von der unteren Nasenmuschel ausreicht. Anhand dieser Probe ist es méglich,
Ruckschliusse auf das Mikrobiom der Riechschleimhaut zu ziehen. Diese Erkenntnis kann
die praktische Durchfuhrung von Mikrobiomstudien der Riechschleimhaut deutlich
vereinfachen. Darlber hinaus kénnen auf diese Weise einheitlich vergleichbare Ergebnisse

erzielt werden.

Das Corynebakterium ASV 3 kdnnte in Zukunft nicht nur einen diagnostisch nutzbaren
Biomarker fur Riechgesundheit darstellen, sondern auch in der Therapie des postinfektidsen
Riechverlustes genutzt werden. Es ware in diesem Zusammenhang lohnenswert, die in
Studien beobachtete hemmende Wirkung von Corynebakterien auf pathogene Keime

zuklnftig weiter zu untersuchen.

Perspektivisch zeigt die Analyse der Variation einen Forschungsbedarf des interpersonellen
Unterschieds auf. Durch die Bestimmung der zugrundeliegenden Einzelfaktoren und ihrer
jeweiligen Gewichtung kénnen weitere Erkenntnisse zur Diagnostik und

Therapiemdglichkeiten von Riechstérungen gewonnen werden.
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6 Summary

The following summary was translated from German into English using the translation

program DeepL (2024).

The analysis of the nasal microbiome shows that the bacterial alpha-diversity did not differ
significantly between the three sample sites. Neither the bacterial diversity nor the
composition of the bacterial communities differed significantly between these sites. The
genera Corynebacteria, Cutibacteria, Staphylococcus, Dolosigranulum and Streptococcus

were most frequently represented at all three sample sites.

Participants who suffered from a post-infectious impaired olfactory function showed a lower
alpha-diversity than the healthy control group, furthermore the abundance of
Corynebacterium ASV3 was significantly reduced in the post-infectious group. There was no
significant difference in bacterial diversity between the age groups. However, age contributed
to the variation in the composition of the microbiome to a small extent. The observed
variation in bacterial colonization was mainly attributed to inter-individual differences, age
and olfactory function had little influence. The swabbing site did not contribute significantly to
the variation of the bacterial community.

The results show that a technically simple swab taken from the inferior turbinate is sufficient
when executed under professional conditions. Based on this sample, it is possible to draw
conclusions about the microbiome of the olfactory mucosa. This finding can significantly
simplify the practical implementation of microbiome studies of the olfactory mucosa. In

addition, uniformly comparable results can be achieved in this way.

In the future, the Corynebacterium ASV3 could not only represent a diagnostically useful
biomarker for olfactory health, but could also be used in the treatment of post-infectious
olfactory loss. In this context, it would be worthwhile to further investigate the inhibitory effect

of Corynebacteria on pathogenic germs observed in studies in future studies.

In perspective, the analysis of the variation shows a need for research on interpersonal
differences. By determining the underlying individual factors and their respective impact,
further insights into the diagnosis and treatment options for olfactory disorders can be

gained.
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11 Anhang

11.1 Fragebogen

Erweiterte Anamnese Pat-iD_  D/E  Seite Abstrich:___ Datum:

Sehr geehrte Damen und Herren,

Dieser Bogen dient der erweiterten Anamnese im Rahmen der Mikrobiomstudie. Bitte
machen Sie die Angaben so verstandlich wie méglich. Sie miussen nur ausfillen, was auf Sie

und Ihre Beschwerden zutrifft.
Vielen Dank im Voraus!

Allgemeine Fragen zur Person

Geburtstag: Alter: mannlich / weiblich  Allergien:

Heute habe ich eine Stoérung des: Riechens / Schmeckens / Feingeschmacks
Ursache:

Erkrankungsdauer der chron. Nasennebenhohlenentziindung (seit wann)

(<3 Monate // >3 Monate // > 2 Jahre)

Ich habe einen Verlust des Riechsinnes festgestellt seit:

Ich habe in den letzten 4 Wochen eine Antibiotika-Therapie bekommen: Ja/ Nein
Ich habe in den letzten 4 Wochen oral Kortison eingenommen: Ja/ nein

Ich wurde schon mal am Kopf operiert (was und wann):

Ich habe die Diagnose Parkinson/ Alzheimer/ Niereninsuffizienz: Ja / Nein

Ich habe weitere Vorerkrankungen: Ich habe Asthma: ja / nein
Ich nehme folgende Medikamente:

Ich hatte im letzten Jahr eine Infektionskrankheit (ZB Grippe, COVID-19):

Ich wurde Grippeschutz geimpft:

Ich bin Raucher: ja/ nein Ich trinke Alkohol: Ich bin von Beruf:

Spezielle Fragen zur Symptomatik

Die Qualitat der Schmeckstérung: Verschlechterung/ Gleichbleibend/Besserung

In meinem Mund habe ich ein standiges Geschmacksempfinden von

Riech-Stérung: plétzlicher Beginn // schleichender Beginn
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Riechverlust: gleichbleibend // wird schlechter // wird besser

Parosmie: Ein bestimmter Geruch riecht anders, als ich es von friiher kenne. (Bsp: Kaffee

jetzt wie Fensterreiniger.) was: seit wann:
taglich: ja / nein Intensitat auf Skala 1-10:

Phantosmie: Ich nehme Gerliche wahr, obwohl die Quelle nicht vorhanden ist. (Bsp: im

Badezimmer rieche ich Brot.) was: seit wann:
taglich: ja / nein Intensitat auf Skala 1-10:

Ich empfinde einen Seitenunterschied im Riechvermdgen (je ein Nasenloch zuhalten,

einatmen):
besser kann ich rechts / links riechen

Ich empfinde einen Seitenunterschied in der Nasenatmung (je ein Nasenloch zuhalten,

einatmen):
besser kann ich rechts / links Luft bekommen
Auf einer Skala von 0 (niedrigster Wert) bis 10 (h6chster Wert) empfinde ich Heute ...

-mein subjektives Riechvermogen: (0= nichts bis 10= perfekt)

-mein subjektives Schmeckvermdgen (suf3, sauer, salzig, bitter)

-meinen subjektiven Feingeschmack (zB. verschiedene Kaffeesorten erkennen kénnen)
‘meine subjektive Nasenatmung (0 komplett verstopft,10 hervorragende Nasenatmung)

Nochmal in Worten: Meine Nasendurchgangigkeit ist heute: nicht vorhanden/ schlecht/ mittel/

gut/ sehr gut (oder als Zahl von 1 kleinster Wert bis 5 maximaler Wert):

Rechte Seite: Linke Seite:

Ich finde, meine Lebensqualitat wird durch meine Symptome: garnicht/ kaum/ maRig/ mittel/

stark/ extrem stark (1-6) beeintrachtigt:

Gewichtsverlust / Zunahme (kg) in den letzten 3 Monaten

Nasenbefund, von arztlicher Seite auszufillen:

Septumdeviation nach R/ L; Riechspalte einsehbar R/ L
Polypen R o/1/1u/n; Polypen L o/r/u/m
S= D= I= SDI= / Sl=
Schmecksprays 14 Retronasal /3
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11.2 Schwellentestung: Beispielhaftes Ergebnis

Abbildung 17 Beispiel der Schwellentestung eines Normosmikers mit dem Ergebnis S=7,75 (Durchschnitt aus

den letzten vier grau markierten Feldern), wobei 1 die starkste und 16 die schwéachste Konzentration darstellt. ,xx*

bei doppelt richtig erkanntem Duftstift, ,-“ bei Falscherkennung.

Konzentration

T

XX

XX

XX

XX

XX

10

11

12

13

14

15

16
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11.3 Diskriminationstestung: Dufte

Abbildung 18 Duftstoffe der Diskriminationstestung.

Duftstoff Sniffin~ Stick Paar, identisch Abweichender Sniffin™ Stick
1 Octylacetat Zimtaldehyd

2 n-Butanol 2-Phenylethanol
3 Isoamylacetat Anethol

4 Anethol Eugenol

5 Geraniol Octylacetat

6 2-Phenylethanol Isoamylacetat

7 (+) Limonen (+) Fenchon

8 (-) Carvon (+) Carvon

9 (-) Limonen Citronellal

10 2-Phenylethanol (+) Menthol

11 (+) Carvon Geraniol

12 n-Butanol (-) Fenchon

13 Citronellal Linalool

14 Pyridin (-) Limonen

15 Eugenol Zimtaldehyd

16 Eucalypton a-lonon
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11.4 Identifikationstestung: Auswahlmdglichkeiten

Abbildung 19 Auswahl der fir die Identifikationstestung verwendeten Dulftstoffe.

Reihenfolge Duftstoff Alternative Antwortmadglichkeiten

1 Orange Brombeere Erdbeere Ananas

2 Schuhleder Rauch Klebstoff Gras

3 Zimt Honig Vanille Schokolade
4 Pfefferminze Schnittlauch Zwiebel Fichte

5 Banane Kokos Kirsche Walnuss

6 Zitrone Pfirsich Apfel Grapefruit

7 Lakritz Gummibarchen Kaugummi Kekse

8 Terpentin Gummi Menthol Senf

9 Knoblauch Zwiebel Sauerkraut Mohren

10 Kaffee Zigarette Wein Kerzenrauch
11 Apfel Melone Pfirsich Orange

12 Gewidrznelke Senf Pfeffer Zimt

13 Ananas Birne Pflaume Pfirsich

14 Rose Kamille Himbeere Kirsche

15 Anis Rum Honig Fichte

16 Fisch Brot Kéase Schinken
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11.5 Schmecktestung

Reihenfolge Alternative Antwortmaoglichkeiten

Pulver

1) Zimt Kakao Muskat Kakao Kaffee Haselnuss
2) Banane Apfel Kirsche Orange Himbeere Brombeere
3) Knoblauch Nelke Paprika Curry Pfeffer Senf

Abbildung 20 Testung des retronasalen Riechens, Auswahl der jeweils mdglichen Antworten.

11.6 Gruppenstatistik

T-Test
[DataSet1]
Group Statistics
ctrl0_virl_crs2 N Mean Std. Deviation  Std. Error Mean
age .00 20 49,50 19,896 4,449
1,00 20 45,55 16,754 3,746
subjective smelling 00 20 00 ,000* ,000
dysfunction 1,00 20 1,00 000 000
subjective taste dysfunction ,00 20 ,00 ,000 ,000
1,00 20 65 489 109
subjective flavor dsyfuention 00 20 00 ,000 ,000
1,00 20 85 366 ,082
rated olf function Olow 10high 00 20 8,800 ,8335 ,1864
1,00 20 3375 2,1081 4714
rated gustatory function 0-10 00 20 9,250 9665 2161
1,00 20 4,825 2,6421 ,5908
rated retronasal function 0-10 ,00 20 8,60 821 184
1,00 20 3,25 3,041 ,680
rated nasal patency 0-10 ,00 20 8,55 1,504 336
1,00 20 7,70 2,029 454
nasal patency left 1-5 ,00 20 4,40 681 152
1,00 20 3,85 887 198
subj impairment QoL Ono ,00 20 075 3354 ,0750
impact 6high Impact 1,00 20 4525 1,4643 3274
rated lateralized best olf ,00 20 55 887 ,198
fuenction R1 L2 0 no side
et 1,00 20 85 813 182
odor threshold ,00 20 7,5000 2,38416 ,53311
1,00 20 2,3750 2,25146 ,50344
odor dscisrimination ,00 20 14,00 1,717 384
1,00 20 9,35 2,084 466
odor identifciation ,00 20 13,85 1,843 412
1,00 20 8,55 2,837 ,634
TDI score .00 20 354500 3,03011 67755
1,00 20 20,2750 4,60613 1,02996
retronasal screening (0-3) ,00 20 2,95 224 ,050
1,00 20 1,80 ,768 72
taste sprays (0-4) ,00 20 4,00 ,000 ,000
1,00 20 3,90 ,308 ,069

a. t cannot be computed because the standard deviations of both groups are 0.
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11.7 Test fur unabhangige Stichproben

Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of

Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Significance Std. Error Difference
F Sig. t df One-Sidedp Two-Sided p  Mean Difference _Difference Lower Upper

age Equal variances assumed ,995 325 679 38 251 ,501 3,950 5,816 -7,824 15,724
Equal variances not assumed 679 36,930 251 1501 3,950 5816 -7,835 18,735
taste Equal assumed 192,111 <,001 -5,940 38 <,001 <,001 -850 109 - 872 -428
Equal variances not assumed -5,940 19,000 <,001 <,001 -850 109 -,879 - 421
flavor Equal assumed 19,776 <,001 -10,376 38 <,001 <,001 -850 082 -1,016 -,684
Equal variances not assumed -10,376 19,000 <,001 <,001 -850 082 -1,021 - 679
rated off function Olow 10high Equal variances assumed 12,384 001 10,702 38 <,001 <,001 5,4250 5069 4,3988 6,4512
Equal variances not assumed 10,702 24,799 <,001 <,001 5,4250 5089 4,3806 6,4694
rated gustatory function 0-10 Equal variances assumed 24,020 <,001 7.034 38 <,001 <,001 4,4250 6291 3.1515 5,6985
Equal variances not assumed 7,034 23,996 <,001 <001 4,4250 6201 3,1286 57234
rated retronasal function 0-10 Equal variances assumed 41,592 <,001 7,585 38 <,001 <,001 5,350 704 3,924 6,776
Equal variances not assumed 7,595 21,753 <,001 <,001 5,350 704 3,888 6,812
rated nasal patency 0-10 Equal variances assumed 1,117 297 1,505 38 ,070 ,140 ,850 565 -,293 1,993
Equal variances not assumed 1,505 35,034 071 141 1850 1565 -,296 1,996
nasal patency left 1-5 Equal variances assumed 498 485 3,400 38 <,001 002 850 250 1344 1,356
Equal variances not assumed 3,400 35612 <,001 ,002 ,850 ,250 ,343 1,357
subj impairment QoL Ono Equal variances assumed 70,654 <,001 -13,248 38 <,001 <,001 -4,4500 /3359 -5,1300 -3,7700
impact Ghigh impact Equal variances not assumed 13,248 20,988 <001 <001 -4,4500 13359 -5,1486 37514
rated lateralized best olf Equal variances assumed 481 492 1,115 38 136 272 =300 269 - 845 245

fuenction R1 L2 0 no side N
o Equal variances not assumed -1,115 37,713 136 272 -,300 269 -845 245
odor threshold Equal variances assumed 347 ,559 6,989 38 <,001 <,001 5,12500 ,73326 3,64060 6,60940
Equal variances not assumed 6,989 37,876 <,001 <,001 5,12500 13326 3,64044 6,60956
odor dscisrimination Equal variances assumed 1,222 276 7,701 38 <,001 <,001 4,650 604 3428 5,872
Equal variances not assumed 7,701 36,654 <,001 <,001 4,650 604 3,426 5,874
odor identifciation Equal variances assumed 5,087 030 7,005 38 <,001 <,001 5,300 757 3,768 6,832
Equal variances not assumed 7,005 32613 <,001 <,001 5,300 757 3,760 6,840
TDI score Egqual variances assumed 3,371 074 12,309 38 <,001 <,001 16,17500 1,23284 12,67924 17,67076
Equal variances not assumed 12,309 32,851 <,001 <,001 16,17500 1,23284 12,66633 17,68367

Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Significance Std. Error Difference
F Sig. t df One-Sidedp  Two-Sided p Mean Difference Difference Lower Upper

retronasal screening (0-3) Equal variances assumed 17,053 <,001 6,431 38 <,001 <,001 1,150 179 788 1,512
Equal variances not assumed 6431 22,200 <,001 <,001 1,150 A79 JI79 1521
taste sprays (0-4) Equal variances assumed 10,688 ,002 1,453 38 077 154 ,100 ,069 -,039 ,239
Equal variances not assumed 1,453 19,000 ,081 163 ,100 069 -044 244
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11.8 Effektstarke unabhangiger Stichproben

Independent Samples Effect Sizes

95% Confidence Interval

Standardizer”  Point Estimate Lower Upper
age Cohen's d 18,392 .215 -.408 ,835
Hedges' correction 18,765 ,210 -,400 818
Glass's delta 16,754 ,236 -,392 857
subjective taste dysfunction Cohen's d 346 -1,878 -2,619 -1,121
Hedges' correction ,353 -1,841 -2,567 -1,098
Glass's delta ,489 -1,328 -2,065 -,568
subjective flavor dsyfucntion ~ Cohen's d ,259 -3,281 -4,233 -2,310
Hedges' correction ,264 -3,216 -4,149 -2,264
Glass's delta ,366 -2,320 -3,267 -1,348
rated olf function Olow 10high Cohen's d 1,6029 3,384 2,396 4,354
Hedges' correction 1,6355 3,317 2,348 4,268
Glass's delta 2,1081 2,573 1,539 3,582
rated gustatory function 0-10 Cohen's d 1,9894 2,224 1,420 3,011
Hedges' correction 2,0297 2,180 1,392 2,951
Glass's delta 2,6421 1,675 847 2,477
rated retronasal function 0-10 Cohen's d 2,228 2,402 1,572 3,213
Hedges' correction 2,273 2,354 1,541 3,149
Glass's delta 3,041 1,759 914 2,578
rated nasal patency 0-10 Cohen's d 1,786 476 -,156 1,102
Hedges' correction 1,822 467 -,153 1,080
Glass's delta 2,029 419 -,220 1,047
nasal patency left 1-5 Cohen's d 791 1,075 404 1,734
Hedges' correction ,807 1,054 396 1,699
Glass's delta ,887 ,958 258 1,638
subj impairment QoL Ono Cohen's d 1,0622 -4,189 -5,305 -3,056
mnpectiEhighimpact Hedges' correction 1,0838 4,106 5,199 2,995
Glass's delta 1,4643 -3,039 -4,169 -1,885

Independent Samples Effect Sizes

95% Confidence Interval

Standardizer®  Point Estimate Lower Upper
rated lateralized best olf Cohen's d 851 -,353 =975 274
uenction R1L20n0 e Hedges' correction 868 -346 -956 269
Glass's delta ,813 -,369 -995 ,266
odor threshold Cohen's d 2,31876 2,210 1,408 2,995
Hedges' correction 2,36581 2,166 1,380 2,935
Glass's delta 2,25146 2,276 1,315 3,212
odor dscisrimination Cohen's d 1,909 2,435 1,600 3,252
Hedges' correction 1,948 2,387 1,568 3,187
Glass's delta 2,084 2,231 1,280 3,156
odor identifciation Cohen's d 2,392 2,215 1,412 3,000
Hedges' correction 2,441 2,171 1,384 2,941
Glass's delta 2,837 1,868 1,000 2,710
TDI score Cohen's d 3,89859 3,892 2,814 4,953
Hedges' comrection 3,97771 3,815 2,758 4,854
Glass's delta 4,60613 3,295 2,073 4,493
retronasal screening (0-3) Cohen's d 565 2,034 1,256 2,794
Hedges' correction ST 1,993 1,231 2,739
Glass's delta 768 1,498 106 2,265
taste sprays (0-4) Cohen's d 218 ,459 -172 1,085
Hedges' correction 222 ,450 -,168 1,063
Glass's delta ,308 325 -307 ,949

a. The denominator used in estimating the effect sizes.
Cohen's d uses the pooled standard deviation.
Hedges' correction uses the pooled standard deviation, plus a correction factor.
Glass's delta uses the sample standard deviation of the control group.
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11.9 Deskriptive Statistik

Descriptive Statistics

Mean Std. Deviation
age 47,53 18,264 40
odor threshold 4,9375 3,46028 40
odor dscisrimination 11,68 3,016 40
odor identifciation 11,20 3,675 40
TDI score 27,8625 8,59393 40
retronasal screening (0-3) 2,38 ,807 40
taste sprays (04) 3,95 ,221 40
subjective smelling ,50 ,506 40
dysfunction
subjective taste dysfunction 33 474 40
subjective flavor dsyfucntion 43 ,501 40
loss of smell since 19784,61 22179,149 38
interval loss of smell after ,200 6767 20
infection (months)
duration of loss of smell 6,168 18,1707 40
(months)
rated olf function Olow 10high 6,088 3,1701 40
rated gustatory function 0-10 7,038 2,9794 40
nasal patency right 1low 3,913 ,8907 40
5high
nasal patency left 1-5 3,98 ,891 40
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11.10Korrelationen

Correlations
subjective
odor odor retonasal  ftaste sprays (- smelling subjective taste  subjective flavar  lass of smell
age odorthreshold isrimi i TDIscore _screening (0-3) 4) i i dsyfuenti since

age Pearson Correlation 1 024 021 138 081 033 -076 -110 - 142 -058 -162
Sig. (2-talled) 881 898 395 617 838 641 501 384 719 332
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 38
odor threshold Pearson Correlation 024 1 524" 4907 798" 580" 1256 750" -401" -509" 745"
Sig. (2-talled) 881 <001 001 <001 <,001 AN <001 010 <001 <001
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 8
odor dscisrimination Pearson Correlation 021 524" 1 748" 8717 599" 1206 781" -480" 619 -800"
Sig. (2-4alled) 89 <001 <001 <001 <001 202 <001 002 <001 <001
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 38
odor identifciation Pearson Correlation 138 490" 746" 1 876 569" 110 751" -a78” -693" -765"
Sig. (2-talled) 395 001 <001 <001 <001 497 <001 002 <001 <001
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 38
TDI score Pearson Correlation 081 798" 877" 876" 1 685" 223 -84” -533" -752" -903"
Sig. (2-tailed) 817 <,001 <,001 <,001 <,001 167 <,001 <,001 <,001 <,001
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 8
retronasal screening (0-3) Pearson Correlation 033 580" 599" 569" 885" 1 -038 -722” -481" -859" -762"
Sig. (2-talled) 838 <001 <001 <001 <001 825 <001 003 <001 <001
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 38
taste sprays (0-4) Pearson Correlation -076 256 208 110 223 -036 1 -229 -086 -267 -,263
Sig. (2-talled) 841 A 1202 497 187 825 154 599 096 REL)
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 38
subjective smelling Pearson Correlation -110 750" -781" A7517 -pe4” 122" -229 1 6947 860" 953"
AT T Sig. (2-tailed) 501 <001 <001 <001 <001 <,001 154 <001 <001 <001
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 38
subjective taste dysfunction ~ Pearson Correlation - 142 -401" -480" 478" 533 ~a61" -086 894" 1 699 508"
Sig. (2-tailed) 384 010 002 002 <001 ,003 599 <,001 <001 <001
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 38
subjective flavor dsyfucntion ~ Pearson Correlation -,059 -508" -619" 603" 752" -659" -267 860" 699" 1 94"
Sig. (2-tailed) 719 <001 <001 <001 <001 <,001 1096 <001 <001 <001
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 38
loss of smell since Pearson Correlation -162 -745" -800" -7657 903" -762" -263 953" 598" 794" 1

Sig. (2-tailed) 332 <001 <001 <001 <001 <,001 A1 <001 <001 <001
N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
interval loss of smell after Pearson Correlation 268 -,009 153 228 1205 ,030 101 = 143 27 087
et Sig. (2-talled) 253 971 520 235 286 899 672 . 547 503 730
N 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 18
duration of loss of smell Pearson Correlation 169 -,208 -133 -A77 -206 -048 028 344" 38" 356 037
(i) Sig. (2-tailed) 208 199 412 274 202 764 865 030 033 024 824
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 38
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interval loss of

Correlations

smell after duration of loss
infection of smell rated off function  rated gustatory  nasal patency nasal patency
(months) (months) Olow 10high function 0-10 right 1low Shigh left 1-5
age Pearson Correlation 1268 169 211 207 ,300 138
Sig. (2-ailed) 253 298 192 201 060 402
N 20 40 40 40 40 40
odor threshold Pearson Correlation -009 -,208 767" 620" 414" 492"
Sig. (2-4ailed) 971 199 <001 <,001 008 001
N 20 40 40 40 40 40
odor dscisrimination Pearson Correlation 153 -133 686 568" 271 A7
Sig. (2-ailed) 520 A12 <001 <001 091 007
N 20 40 40 40 40 40
odor identifciation Pearson Correlation 228 -177 22" 684" 199 291
Sig. (2-ailed) 335 274 <,001 <,001 219 068
N 20 40 40 40 40 40
DI score Pearson Correlation ,205 -,206 857" 740" 352" ar2”
Sig. (2-tailed) 386 202 <001 <001 026 002
N 20 40 40 40 40 40
retronasal screening (0-3)  Pearson Correlation 030 -049 679" 543" 314" i
Sig. (2-tailed) 899 764 <,001 <001 048 002
N 20 40 40 40 40 40
taste sprays (0-4) Pearson Correlation 101 028 263 393 -153 -137
Sig. (2-tailed) 672 865 101 012 345 400
N 20 40 40 40 40 40
subjective smelling Pearson Correlation 0 344" 867" 752" -384" 483"
CEZURE Sig. (2-talled) . 030 <001 <001 015 002
N 20 40 40 40 40 40
subjective taste dysfunction Pearson Correlation 143 338" -488" 726" -234 -223
Sig. (2-ailed) 547 033 001 <,001 145 167
N 20 40 40 40 40 40
subjective flavor dsyfucntion  Pearson Correlation 27 ,356° 721" -827” -288 a7
Sig. (2-alled) 593 024 <001 <001 071 018
N 20 40 40 40 40 40
loss of smell since Pearson Correlation 087 037 871" ~727” -350" 501"
Sig. (2-tailed) 730 824 <001 <001 031 001
N 18 38 38 38 38 38
interval loss of smell after Pearson Correlation 1 -,028 387 ,109 100 14
ikt i) Sig. (2-ailed) 808 091 648 676 632
N 20 20 20 20 20 20
duration of loss of smell Pearson Correlation -,028 1 -,256 -,259 -,252 -128
(i) Sig. (2-tailed) 908 110 107 17 431
N 20 40 40 40 40 40
Correlations
subjective
odor odor retronasal taste sprays (0- smelling subjective taste  subjective flavor loss of smell
age odor threshold ~ dscisrimination  identifciaion ~ TDI score  screening (0-3) 4) i dsyfuenti since
rated off function Olow 10high  Pearson Correlation 211 767" 686~ 722" 857" 679" 263 -867" -488" 721" 871"
Sig. (2-tailed) 192 <,001 <001 <,001 <001 <001 101 <,001 001 <,001 <,001
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 8
rated gustatory function 0-10 Pearson Correlation 207 620" 568" 684" 740" 5437 393 -752" 726" -827" 721"
Sig. (24ailed) 201 <001 <001 <,001 <,001 <001 012 <001 <001 <,001 <001
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 8
nasal patency right 1low Pearson Correlation 300 v 21 199 352" 314" -153 -384" -234 -,288 -350°
CLsd Sig. (2-tailed) 060 008 091 218 026 048 345 015 145 071 031
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 38
nasal patency left 1-5 Pearson Correlation 136 492" 417 1291 412" K -137 -483" -223 -318 -5017
Sig. (24ailed) 402 001 .007 068 002 .002 400 002 167 .016 001
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 38
Correlations
interval loss of
smell after duration of loss
infection of smell rated off function rated gustatory  nasal patency nasal patency
(months) (months) Olow 10high function 0-10 right 1low Shigh left 1-5
rated off function Olow 10high Pearson Correlation 387 -,256 1 753" 366" 459
Sig. (2-ailed) 091 110 <001 020 003
N 20 40 40 40 40 40
rated gustatory function 0-10 Pearson Correlation 109 -259 753" 1 252 256
Sig. (2-tailed) 648 107 <,001 116 110
N 20 40 40 40 40 40
nasal patency right low Pearson Correlation 100 -252 366 252 1 885"
Shigh Sig. (2-tailed) 676 17 020 16 <001
N 20 40 40 40 40 40
nasal patency left 1-5 Pearson Correlation 114 -128 459" 256 885 1
Sig. (2-tailed) 632 431 003 10 <001
N 20 40 40 40 40 40

**, Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed)

¢. Cannot be computed because at least one of the variables is constant.
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