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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Um die Vielfalt von Actinobacteria in Baumaterialien zu untersuchen, wurden 18
verschiedene, feuchtegeschiddigte Baumaterialien sowohl kultivierungsunabhingig als auch
kultivierungsabhéngig untersucht. Fiir den kultivierungsunabhingigen Ansatz wurde
zundchst ein Nachweissystem speziell fiir die Klasse der Actinobacteria, basierend auf der
16S rRNA Gensequenz, entwickelt und etabliert. Die Analyse komplexer Umweltproben
zeigte hierbei eine 100%ige Spezifitit des entwickelten Primersystems, was den Einsatz
fiir Diversitiatsuntersuchungen von Actinobacteria in Baumaterialien erlaubt. Sowohl
kultivierungsunabhéngig als auch kultivierungsabhidngig wurden Actinobacteria mit einer
hohen Abundanz in feuchtegeschiddigten Baumaterialien nachgewiesen. Der Anteil der 16S
rRNA Gensequenzen innerhalb der generierten Klonbibliotheken, der spezifisch
Actinobacteria zugeordnet wurde, betrug im Mittel 50%. Kultivierungsabhéngig wurden
Actinobacteria-Konzentrationen von 1,8 x 10* bis 7,6 x 10’ KBE g' Materialfrischgewicht
detektiert.

Insgesamt konnten in den feuchtegeschiddigten Baumaterialien 68 verschiedene
Actinobacteria-Gattungen ermittelt werden, was eine unerwartet hohe Diversitit
widerspiegelt. Auch wurde anhand der Neubeschreibung acht verschiedener Bakterienarten
(Pseudonocardia parietis, Citricoccus parietis, Prauserella muralis, Promicromonospora
umidemergens, Brevibacterium sandarkinum, Jiangella muralis, Microlunatus parietis,
Kytococcus aerolatus) sowie einer neuen Bakteriengattung Murinocardiopsis (flavida)
gezeigt, dass das Actinobacteria-Spektrum in Baumaterialien bisher unbekannt ist. Obwohl
die Ergebnisse einer Rarefactionanalyse zeigten, dass die Artenvielfalt der Actinobacteria
in feuchtegeschiadigten Baumaterialien vermutlich noch gréBer ist, wurden die abundanten
Actinobacteria-Gattungen ermittelt. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass Vertreter der Gattungen Streptomyces und Pseudonocardia in iiber 90% der Proben
nachweisbar waren. Aber auch Vertreter der Gattungen Promicromonospora, Jiangella,
Amycolatopsis, Nocardia, Saccharopolyspora und Nocardiopsis konnten in > 60% der
untersuchten Proben nachgewiesen werden.

Erste Zusammenhinge zwischen Material- und korrespondierenden Bioaerosolproben

hinsichtlich des Vorkommens gleicher Bakterienspezies konnten anhand von 16S rRNA
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Zusammenfassung

Gen-Sequenzdhnlichkeiten > 99% gezeigt werden. Hierbei wurden acht von insgesamt 28
Bioaerosolisolaten (28%) auch in den korrespondierenden Materialproben nachgewiesen.
Aber auch anhand der hier erhaltenen Ergebnisse kann weder eine Aussage iiber eine
spezifische Exposition von Bewohnen z.B. iiber Bioaerosole noch iiber einen direkten
gesundheitlichen Zusammenhang bzw. Effekt getroffen werden. Allerdings wurden
Bakterien nachgewiesen, die im Zusammenhang mit Erkrankungen beim Menschen stehen
konnten, wie Nocardiopsis dassonvillei. Das Detailwissen zum Vorkommen abundanter
und gesundheitlich bedeutsamer Actinobacteria in feuchtegeschiadigten Baumaterialien
ermoglicht jedoch einen gezielten Nachweis spezifischer Actinobacteria. So konnte fiir
Saccharopolyspora rectivirgula, bekannt als Ausloser der EAA, ein spezifisches und
quantitatives Nachweissystem, basierend auf der 16S rRNA Gensequenz, entwickelt und
etabliert werden. Die Spezifitit des hier entwickelten Real-time PCR Systems wurde durch
Klonierungsanalysen aus komplexen Umweltproben bestétigt.

Insgesamt belegen die vorliegenden Untersuchungen, dass die hier gewéhlten Methodiken
zukiinftig vielversprechend fiir Diversitdtsuntersuchungen sowie die Bewertung von

Innenrdumen, hinsichtlich der Belastung mit Actinobacteria, eingesetzt werden konnen.
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Summary

Summary

To analyse the diversity of Actinobacteria in building materials damaged by water eighteen
different building materials were investigated by cultivation dependent and cultivation
independent approaches. For cultivation independent analysis a detection system based on
16S rRNA gene sequences was established specifically for Actinobacteria. The specificity
of the developed primer system was shown by generation of clone libraries from different
environmental samples. These examinations guarantee the application of the primer system
for diversity analyses of Actinobacteria in building materials. High abundancies of
Actinobacteria in building materials damaged by water were shown both by cultivation
dependent and independent analyses. The cultivation independent investigation showed
high numbers of Actinobacteria inside building materials. The fraction of 16S rRNA gene
sequences which were assigned positively to Actinobacteria sequences averaged 50%.
Respectively, the cultivation dependent approach showed high concentrations ranging from
1.8 x 10* to 7.6 x 10’ CFU g fresh weight in styrofoam and plaster. Altogether, 68
different genera were detectable in the analysed building material samples, which indicate
an unexpected high diversity of Actinobacteria. Furthermore, eight bacteria species and
one Actinobacteria genus were described for first time (Pseudonocardia parietis,
Citricoccus  parietis, Prauserella muralis, Promicromonospora umidemergens,
Brevibacterium sandarkinum, Jiangella muralis, Microlunatus parietis, Kytococcus
aerolatus and Murinocardiopsis (flavida)). Even if the rarefaction analysis displayed that
species richness was higher when investigating a major sample size, the abundant
Actinobacteria genera were detected. The most frequent genera detected were
Streptomyces and Pseudonocardia which were found in more than 90% of the examined
samples. Species of the genera Promicromonospora, Jiangella, Amycolatopsis, Nocardia,
Saccharopolyspora and Nocardiopsis were detectable in still more than 60%.

This study showed the correlation of material- and corresponding bioaerosol sample for
first time. The investigations showed that based on 16S rRNA sequence similarities > 99%,
eight of overall 28 isolates were detected both in water damaged building material and in

the corresponding bioaerosol sample.
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Summary

Depending on the results of the study no comments could be made, neither in respect to
specific exposure of occupants nor in relevance on human health. But some species were
detected which are potentially pathogenic, like Nocardiopsis dassonvillei. However, the
study provides detailed information on occurring and abounding Actinobacteria in water
damaged building materials. This knowledge is urgently required in consideration of
prospective and selective detection of Actinobacteria relevant to health. In this study a
specific quantitative Real-time PCR system for detection of S. rectivirgula, known as a
causative agent for extrinsic allergic allveolitis was developed. Specificity of the deployed
system was shown by cloning analyses from complex environmental samples.

These results clearly demonstrated that the method mentioned above seems to be

applicable for the assessment of indoor environments.
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Uberblick

1. UBERBLICK

1.1 Baumaterialien mit Feuchteschiaden

Feuchteschdden in Gebduden bzw. im Mauerwerk sowie anderen Baumaterialien kdnnen
durch verschiedene Arten der Wasseraufnahme verursacht werden. Ursdchlich hierbei
konnen Leitungsschidden, bauphysikalische Mingel, z.B. Wéarmebriicken mit
einhergehender Tauwasserbildung, aber auch Baurestfeuchte vor allem in Neubauten sein
(GAEA Umweltkonsulting, Leitfaden LGA, Baden-Wiirttemberg). Zu massiven
Feuchteschdden an Gebduden fiihrt ebenfalls ein verstirktes Auftreten von
Umweltkatastrophen, die mit starken Uberschwemmungen einhergehen wie 1997 in Polen,
2005 in New Orleans, 2007 in GroBbritannien (Gorny, 2007), 2010 in Pakistan oder
kiirzlich in Australien. Die Feuchtigkeit, die dabei z.B. in das Mauerwerk aufgenommen
wird, dringt nach innen und kann dort zu einer Besiedlung des Mauerwerks mit
Mikroorganismen fiihren.

Mikrobielle Kontaminationen der Baumaterialien resultieren hédufig in gesundheitlichen
Problemen fiir die Bewohner. So wird bereits seit Pettenkofer (1858) das Leben in
feuchtegeschadigten Wohnungen als gesundheitliches Risiko fiir die Bewohner betrachtet
(Brasche et al., 2003; Becker et al., 2007). Wiederholt wurden gesundheitliche
Beschwerden, wie Husten, Schnupfen, Asthma, Infektionen der Luftréhre, Miidigkeit und
Kopfschmerzen von Bewohnern feuchtegeschiadigter Gebdude beschrieben (Spengler et
al., 1994; Sundell et al., 1994; Koskinen et al., 1999; Bornehag et al., 2001; Haverinen et
al., 2001; Gorny, 2004). Die bis heute in diesem Zusammenhang stehenden
Untersuchungen konzentrieren sich jedoch weitestgehend auf die Analyse von
Schimmelpilzen. Daher beziehen sich die folgenden Angaben hauptsdchlich auf mit
Schimmelpilzbefall verbundene Feuchteschidden: Studien zeigen, dass in Europa zwischen
12-80% der Haushalte Probleme mit sichtbarem Schimmelpilzbefall und/oder schlechter
Raumluft haben (Gorny, 2004). Weiterhin belegt eine Studie von Brasche et al. (2003) das
Vorkommen von Schimmelpilzschdden in 9,3% von 5530 =zufillig ausgewihlten
Wohnungen in Deutschland. Sichtbare Feuchtigkeitsschiden (Feuchtefleck, Stockfleck,
evtl. Schimmel) wurden sogar in 21,9% der untersuchten Wohnungen ermittelt. Auch die

Ergebnisse des Kinder-Umweltsurveys des Umweltbundesamtes bestdtigen das gehiufte
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Uberblick

Auftreten von Feuchteschdden in Deutschland, wobei in 33% der Wohnungen
Feuchteschdden und in 14% der Wohnungen Schimmelpilzbefall nachweisbar waren
(Szewzeyk, 2009). Die durch Schimmelpilzbefall verursachten Kosten werden allein in
Deutschland auf mehr als 200 Millionen Euro pro Jahr geschitzt (Gorny, 2004).

Es ist bekannt, dass einige der innenraumrelevanten Schimmelpilze in der Lage sind, beim
Menschen infektidse, toxische oder allergene Wirkungen auszuldsen (Moriske & Szewzyk,
2003; Fischer, 2010). Allerdings konnte die gesundheitsschidliche Wirkung von
Pilzexpositionen im Innenraum bisher wissenschaftlich nicht nachgewiesen werden. D.h.
derzeit fehlt der kausale Zusammenhang zwischen gesundheitlichen Beschwerden und
einer Schimmelpilzbelastung (Fischer, 2005, 2010; Szewzyk, 2008).

Da auf den feuchten Materialien im Innenraum nicht nur Schimmelpilze, sondern auch
Bakterien, insbesondere Vertreter der Klasse Actinobacteria nachgewiesen wurden
(Altenburger et al. 1996; Andersson et al, 1997, 1998, 1999; Peltola, 2001a; Hyvérinen et
al., 2002; Lorenz et al., 2003a; Lorenz et al., 2003b), trat die Analyse dieser
Bakteriengruppe ebenfalls in den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen (Abb.1).
Bereits im Jahr 1970 deuteten Untersuchungen von Schaal (1970) darauf hin, dass den
Actinomyceten im Zusammenhang mit Baumaterialien und einer mdglichen
gesundheitlichen Relevanz eine besondere Bedeutung zukommt. So berichtete Schaal liber

Nocardia-Infektionen bei Patienten eines Krankenhauses im Zusammenhang mit dem

Auftreten von Nocardia farcinica im Abrissstaub des Nachbargebéudes.

Abb. 1 Darstellung feuchtegeschédigter Gebdaude bzw. Baumaterialien, in denen das Vorkommen
von Actinobacteria untersucht wurde (Bilder: Dr. Lorenz-Institut fiir Innenraumdiagnostik)
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1.2 Actinobacteria

Etymologie: Gr. n. aktis -inos, a ray, beam (Strahl); Gr. n. baktéria, staff, cane (Stab,
Stock); suff. -ia, Endung vorgeschlagen von Gibbons und Murray und von Stackebrandt et
al. (1997) um eine Klasse zu kennzeichnen; N.L. neut. pl. n. Actinobacteria, Actinomyces,
Gruppe von Bakterien mit verschiedenen morphologischen Eigenschaften. (Okt. 2010,
http://www.bacterio.cict.fr/a/actinobacteria.html), Gr aktis (gen. aktinos), von

strahlenartiger Struktur.

Actinobacteria gehoren innerhalb der Doméine Eubacteria zur phylogenetischen Gruppe
(Abb.2) der Gram-positiven Prokaryoten mit einem hohen Guanin-Cytosin-Gehalt im
Genom (Goodfellow, 1989; Ensign, 1992; Ludwig & Klenk, 2001; Madigan, 2006). Die
Einfilhrung der eigenstindigen Klasse Actinobacteria wurde 1997 erstmals von
Stackebrandt et al. vorgeschlagen, um der groen morphologischen Diversitdt der bis zu
diesem Zeitpunkt auch als ,,Actinomyceten* bezeichneten Bakteriengruppe Rechnung zu
tragen. Die Klasse Actinobacteria enthdlt sechs Ordnungen, Acidimicrobiales,
Rubrobacterales, Coriobacterales, Bifidobacteriales, Actinomycetales und
Nitriliruptorales (Sorokin et al., 2009; Zhi et al., 2009). Im Jahr 2009 fassten Zhi und
Mitarbeiter in einem Ubersichtsartikel zusammen, dass die Klasse der Actinobacteria zu
diesem Zeitpunkt 13 Unterordnungen, 50 Familien und 219 verschiedene Gattungen
umfasste. Die sechste oben genannte Ordnung, Nitriliruptorales, wurde im gleichen Jahr

von Sorokin et al. (2009) vorgeschlagen.

Domine >
Phylum - |Actinobacteria

Klasse —> |Actinobacteria
Unter-Klasse > Actinobacteridae

Ordnung > ( Actinomycetales
Bifidobacteriales

|

Acidimicrobiales
Rubrobacterales
Coriobacterales

Nitriliruptorales

|

Abb. 2 Phylogenetische Einordnung von Actinobacteria
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Die Klasse der Actinobacteria beinhaltet heterotrophe, iiberwiegend acrobe Bakterien, die
in ihren morphologischen, physiologischen und cytochemischen Eigenschaften stark
variieren. Die morphologische Vielfalt der Zellformen reicht von Kokken (z.B.
Micrococcus spp.) bzw. kokkoiden Zellen (z.B. Kocuria spp.) iiber Stdbchen (z.B.
Corynebacterium spp.) bis hin zu komplexen Mycel-Strukturen (z.B. Streptomyces spp.).
Einige Spezies zeigen auch wechselnde Erscheinungsformen aufgrund einer Kokken-
Stabchen-Morphogenese (z.B. Arthrobacter spp.). Die Zellform kann auch aufgrund der
Fragmentation des Mycels variieren, da hierbei das gebildete Mycel teils in kokkenformige
aber auch in langgestreckte Elemente zerfallt (z.B. Nocardia spp.). Aufgrund der
Ausbildung eines fadig verzweigten Geflechts von Filamenten (Pseudohyphen, Mycel, @
0,5-2,0 um, undefinierte Lénge) entstand die Bezeichnung ,,Strahlenpilze®. Diese wird
heute noch in der Literatur verwendet und fiihrt damit oft zur Verwechslung von

mycelbildenden Actinobacteria mit Schimmelpilzen.

» Definition: In der vorliegenden Arbeit werden sowohl die Begriffe Actinobacteria
(= taxonomische Bezeichnung, Actinobakterien, eingedeutschte Form) als auch
Actinomyceten verwendet. Unter dem Begriff Actinobacteria sind alle Bakterien
zusammengefasst, die der Klasse der Actinobacteria angehdren. Der Begriff
Actinomyceten wird in der Literatur fur einen Teil dieser Bakterien verwendet, die

sogenannten filamentdsen (mycelbildenden) Actinobacteria.

1.3 Nachweis von Actinobacteria im Innenraum

Aufgrund der GroBe und Vielfdltigkeit dieser Bakteriengruppe ist es schwierig, geeignete
Detektionsverfahren fiir den Nachweis der gesamten Gruppe zu etablieren. Daher
beschrianken sich die derzeit vorliegenden Studien zum Nachweis von Actinobacteria im
Innenraum, im Zusammenhang mit Feuchteschiden, haufig auf den gezielten Nachweis
einzelner Vertreter der Actinobacteria (z.B. Rintala et al., 2002; Torvinen et al. 2006,
2010, gezielter Nachweis von Streptomyceten oder Mycobakterien) oder allein auf die
quantitative Erfassung von Actinobacteria iiber die Kultivierung (Hyvarinen et al., 2002;
Lorenz et al., 2003b). Bis zum Zeitpunkt der hier durchgefiihrten Untersuchungen lagen

nur zweil Studien vor, die sich mit Vorkommen und Diversitit von Bakterien im Innenraum
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Uberblick

mit Feuchteschaden beschéftigten. Eine der Studien befasste sich gezielt mit dem
Vorkommen filamentoser Actinobacteria, den Actinomyceten (Suhiko et al., 2009). In der
anderen Studie wurde allgemein die Bakteriengemeinschaft im Hausstaub untersucht
(Rintala et al., 2008). In der vorliegenden Studie sollte das gesamte Spektrum vorhandener
Actinobacteria in Baumaterialien mit Feuchteschdden ermittelt werden. Dies setzt zunéchst
geeignete Identifizierungsmethoden voraus, welche in der vorliegenden Arbeit gepriift
wurden.

Bis vor einigen Jahren dienten vor allem die koloniemorphologischen und cytochemischen
Merkmale, die oft auch als ,,chemotaxonomische Eigenschaften* bezeichnet werden, zur
Identifizierung der Actinobacteria. Hierbei wurden zunidchst Merkmale wie das dichte,
verschiedengestaltige und farbige Luft- und Substratmycel, sowie die Form und Stellung
der Sporen erfasst (Ensign, 1992). Die Gattungen der Actinobacteria konnen auch
aufgrund ihrer Zellwandbestandteile in  Gruppen unterteilt werden. Die
Hauptunterscheidungskriterien hierbei sind einerseits das Vorkommen bzw. die Isomerie
der Diaminopimelinsdure (LL-DAP, meso-DAP, ohne DAP) in der Zellwand, und
andererseits das Vorhandensein bestimmter Zellwandzuckermolekiile (Xylose, Arabinose,
Madurose, Galactose, Rhamnose) (Lechevalier, 1989). Diese morphologischen und
chemotaxonomischen Merkmale finden auch heute noch Anwendung bei der
Identifizierung und Klassifizierung, werden jedoch besonders durch genotypische
Analysen, wie das Vorkommen und der Vergleich sogenannter Markergene, unterstiitzt.
Die Anwendung dieser genotypischen Analysen zeigen allein schon zeitliche Vorziige, da
die Anwendung klassischer Verfahren einen hohen zeitlichen Aufwand erfordert.

Um in der vorliegenden Studie die Vielfalt der Actinobacteria in Baumaterialien zu
untersuchen, diente die 16S rRNA Gensequenzanalyse als Grundlage zur Identifizierung
der Bakterien. Dieser Ansatz wurde gewéhlt, da besonders innerhalb der Klasse
Actinobacteria oft die Gattungs- bzw. Art-Identifizierung allein mit morphologischen und
biochemischen Methoden nicht moglich war bzw. ist. Actinobacteria konnten jedoch unter
Verwendung der 16S rRNA Gensequenz schnell auf Gattungsniveau differenziert werden.
Um die Diversitit der Actinobacteria bestmoglich zu ermitteln, wurden die
Baumateriealien sowohl kultivierungsabhingig als auch kultivierungsunabhéngig,

basierend auf der 16S rRNA Gensequenz, untersucht. Somit wurde die Actinobacteria-
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Gemeinschaft anhand der 16S rRNA Gensequenzen gewonnenener Isolate und im direkten
Vergleich mit Hilfe von Klonierungsanalysen klassifiziert (siche Publikation II).

Obwohl zu vermuten ist, dass das Spektrum der Actinobacteria auch in der vorliegenden
Arbeit nicht vollstindig ermittelt werden konnte, wurde aufgrund der gewihlten
Analyseverfahren eine unerwartet hohe Diversitdt ermittelt. Insgesamt konnten in der
vorliegenden Arbeit 68 verschiedene Gattungen aus 12 verschiedenen (Unter-) Ordnungen
(Acidimicrobineae, Corynebacterineae, Frankineae, Glycomycineae, Micrococcineae,
Micromonosporineae, Propionibacterineae, Pseudonocardineae, Rubrobacterineae,
Solirubrobacterales, Streptomycineae und Streptosporangineae) nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse belegen somit eindeutig ein breites Spektrum an Actinobacteria-Arten in
feuchtegeschiadigten Baumaterialien (siehe Publikation I und II). Die bisher als Besiedler
von Baumaterialien mit Feuchteschdden bekannten Gattungen (sieche Tab. 1) konnten mit
Ausnahme von drei Gattungen (Dietzia, Laceyella und Williamsia) auch in der hier
vorliegenden Studie nachgewiesen werden. Allerdings wurden im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen 54 zusitzliche Gattungen im Zusammenhang mit
feuchtegeschiadigten Baumaterialien detektiert.

Unter Beriicksichtigung aller bisherigen Untersuchungen aus Innenrdumen mit
Feuchteschédden (sieche Tab. 1), d.h. nicht allein der Nachweis in Baumaterialien sondern
einschlieBlich der ermittelten Gattungen aus Hausstaub- oder Bioaerosolproben, konnten
14 von 18 bisher erwdhnten Gattungen in der vorliegenden Studie nachgewiesen werden.
Zusétzlich zu den drei oben genannten, aus Baumaterialien detektierten Gattungen, wurde

die Gattung Spirillispora in dieser Studie nicht detektiert.
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Tab. 1 Darstellung der bisher im Innenraum und in
innerhalb der Actinobacteria*

Baumaterialien detektierten Gattungen

Gattung/Familie

in der vorliegenden Arbeit

detektierte Gattungen

derzeit in der Literatur beschriebene Gattungen
im Zusammenhang mit Innenraum bzw. Feuchteschidden

Baumaterial mit

Anzahl Baumaterial mit Bioaerosol- Feuchte- Innenraum mit Innenraum ohne
Feuchteschaden probe Feuchteschaden Feuchteschaden
schaden
1 | Actinoalloteichus X
2 | Actinomadura X
3 | Actinomycetospora X
4 | Actinoplanes X
5 | Actinopolymorpha X
6 | Aeromicrobium X X (B)
7 | Agrococcus X
8 | Agromyces X
9 | Amycolatopsis X
10 | Arsenicicoccus X
11 | Arthrobacter X X X (B), (S) X (B)
12 | Blastococcus X
13 | Brachybacterium X X (B)
14 | Brevibacterium X X X (B)
15 | Cellulomonas X X
16 | Citricoccus X
17 | Clavibacter X X (B)
18 | Conexibacter X
19 | Corynebacterium X X (S)
20 | Cryobacterium X
21 | Curtobacterium X (B)
22 | Dietzia X X (B)
23 | Geodermatophilus X
24 | Georgenia X
25 | Glaciibacter X
26 | Goodfellowiella X
27 | lamia X
28 | Isoptericola X
29 | Janibacter X X (B)
30 | Jiangella X
31 | Kineococcus X
32 | Klugeriella X
33 | Knoellia X
34 | Kocuria X X X (B)
35 | Kribbella X
36 | Kytococcus X
37 | Laceyella X
38 | Leifsonia X
39 | Lentzea X
40 | Leucobacter X
41 | Marmoricola X
42 | Microbacterium X X (B)
43 | Microcella X
44 | Micrococcus X X X X (B), (S) X (B)
45 | Microlunatus X
46 | Micromonospora X X (B)
47 | Modestobacter X
48 | Murinocardiopsis X
49 | Mycetocola X
50 | Mycobacterium X X X (B)
51 | Nesterenkonia X
52 | Nocardia X X X X (B)
53 | Nocardioides X
54 | Nocardiopsis X X X X (S X (B)
55 | Oerskovia X X (B)
56 | Ornithinicoccus X
57 | Paraoerskovia X
58 | Prauserella X
59 | Promicromonospora X X
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Gattung/Familie

in der vorliegenden Arbeit

detektierte Gattungen

derzeit in der Literatur beschriebene Gattungen
im Zusammenhang mit Innenraum bzw. Feuchteschiden

Anzahl

Baumaterial mit
Feuchteschaden

Bioaerosol-

Baumaterial mit
Feuchte-

Innenraum mit
Feuchteschaden

Innenraum ohne
Feuchteschaden

probe schaden

60 | Propionibacterium

61 | Propionicicella

62 | Pseudonocardia

63 | Rathayibacter

64 | Rhodococcus /Gordonia X(®B), () X(®B)

65 | Ruania

66 | Rubrobacter

67 | Saccharomonospora

68 | Saccharopolyspora

Ittt sl bl bl bl ke
>
=

69 | Solirubrobacter

70 | Spirillispora X (B)

71 | Stackebrandtia

72 | Streptomyces X(®B), (S X (®B)

73 | Tsukamurella

PR PR 4

74 | Umezawaea

75 | Williamsia X

76 | Yania

el

77 | Yonghaparkia

* Gattungen zusammengetragen aus der vorliegenden Arbeit sowie von Andersson et al., 1999;
Salkinoja-Salonen et al.,1999; Vuorio et al., 1999; Peltola et al.,2001; Roponen et al., 2001;
Lorenz et al.,2003; Mehrer et al., 2003; Gorny, 2004; Torvinen et al., 2006; Pietarienen et al.,
2008; Martin et al.,2009), (B) in Bioaerosol- bzw. (S) in Staubproben detektierte Gattungen

Dass aus diesen vier Actinobacteria-Gattungen keine Vertreter in der vorliegenden
Untersuchung nachgewiesen werden konnten, spricht fiir ein vereinzeltes Vorkommen
dieser Bakterien in feuchtegeschidigten Innenrdumen. Im Rahmen dieser Studie wurden
jedoch verschiedene Gattungen wie Amycolatopsis, Jiangella oder Saccharopolyspora
hdufig nachgewiesen, die bisher noch nicht in Verbindung mit Feuchteschdden im
Innenraum detektiert wurden. Diese Ergebnisse zeigen, dass das Vorkommen, die Vielfalt
und Haufigkeit von Actinobacteria in feuchtegeschadigten Baumaterialien bzw.
Innenrdumen bisher nicht geklart sind.

Trotz einer sehr heterogenen Auswahl der Proben zeigen die Ergebnisse einer
Rarefactionanalyse (Abb. 3), dass die Artenvielfalt von Actinobacteria in Baumaterialien
vermutlich noch grofler ist. Der ermittelte Kurvenverlauf der Analyse ldsst darauf
schlieBen, dass eine Erhohung des Stichprobenumfangs zum Nachweis weiterer Taxa

fithren wiirde.
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Anzahl der untersuchten 16S rRNA Gensequenzen innerhalb der Klonbibliotheken
bzw. der Isolate

Abb. 3 Rarefactionanalyse der untersuchten 16S rRNA Gen Plasmidinserts aus den generierten
Klonbibliotheken sowie der 16S rRNA Gen Isolatsequenzen aus verschiedenen Baumaterialien.
Ein OTU (operational taxonomic unit) stellt hierbei eine detektierte Gattung dar.

Die Auswahl der Proben erfolgte unter Beriicksichtigung verschiedener chemischer und
physikalischer Parameter (pH-Wert, Temperatur, relative Feuchtigkeit) des Materials
sowie der Analyse unterschiedlicher Materialtypen (Putz, Styropor, Mineralwolle, Tapete).
Die zum Zeitpunkt der Probennahme gemessenen Temperaturen der Baumaterialienproben
lagen zwischen 9,9 und 24,8 °C, die pH-Werte zwischen 6,3 und 11,3 und die relative
Feuchtigkeit an der Probenahmestelle variierte zwischen 38,9 und 100%. Diese Auswahl
sollte ein groBes Spektrum an unterschiedlichen in den Materialproben vorhandenen
Wachstumsbedingungen fiir Actinobacteria abdecken, um damit die groftmogliche
Artenvielfalt der Actinobacteria zu erfassen. Um zunéchst zu priifen, ob das bei diesen
verschiedenen Bedingungen zu vermutende unterschiedliche Artenspektrum an
Actinobacteria tatsdchlich vorliegt, wurde eine Fingerprintanalyse durchgefiihrt. Die hier
gewidhlte SSCP- (Single Strand Conformation Polymorphism) Analyse (siche Publikation
I) aus 15 verschiedenen Baumaterialien erfolgte unter Verwendung Actinobacteria-
spezifischer Primer. Eine in diesem Zusammenhang durchgefiihrte Clusteranalyse auf
Basis der generierten SSCP-Fingerprintmuster aus den einzelnen Proben zeigte, dass die in
der vorliegenden Arbeit analysierten Baumaterialienproben nur geringe Ahnlichkeiten
hinsichtlich der vorliegenden Actinobacteria-Population aufwiesen. Auch der Vergleich
gleicher Materialtypen zeigte, dass sich die generierten Fingerprintmuster deutlich
voneinander unterschieden. Die Clusteranalyse der Fingerprintmuster der Styroporproben

zeigte eine Ahnlichkeit von 40%. Dies deutet auf das Vorkommen verschiedener
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Actinobacteria in gleichen Materialtypen hin (siche Publikation I). Die Unterschiede in der
Zusammensetzung der Actinobacteria-Gemeinschaft in den untersuchten Baumaterialien
wurden ebenfalls durch die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Klonierungsanalysen bestétigt. So zeigte der paarweise Vergleich der 16S rRNA Gen
Klonbibliotheken durch die Berechnung von Ahnlichkeitskoeffizienten nach Bray-Curtis
(Multi-Variate Statistical Package, 2009; sieche Abb. 4), dass die hdchste Ahnlichkeit
zwischen den Proben (12A und 12B) nur 76,5% betrug.

Probe 4
_L Probe 13A
Probe 8
Probe 11
Probe 6
Probe 9
_| Probe 7
Probe 12B
4l—{ Probe 12A
Probe 5
Probe 4A
Probe 15B

Probe 3

Probe 15A

Probe 2

Probe 10

| Probe 14

1 Probe 1

-

Abb. 4 Dendogram der Clusteranalyse der untersuchten Proben hinsichtlich der ermittelten
Gattungen aus den Klonbibliotheken. Distanzen (Ahnlichkeitsindizes) wurden berechnet nach Bray
Curtis, als Clustermethode wurde der UPGMA Algorithmus gewéhlt, Multi-Variate Statistical
Package, 2009.

Insgesamt belegen die Ergebnisse, dass sich die untersuchten Proben hinsichtlich ihrer
Actinobacteria-Zusammensetzung deutlich voneinander unterscheiden. Somit konnte ein
selektiver Nachweis bestimmter Actinobacteria aufgrund bestimmter Materialtypen
und/oder bestimmter Parameter innerhalb der vorliegenden Arbeit weitestgehend
ausgeschlossen werden.

Bereits frithere Untersuchungen von z.B. Kampfer et al. (1999), Peltola (2001) und Lorenz
et al. (2003) zeigten, dass nicht allein die Diversitit, sondern auch bestimmte
Bakterienarten in Baumaterialien mit Feuchteschiden unbekannt sind. Dementsprechend
wurden Bakterien aus Baumaterialien isoliert und beschrieben, die bis zu diesem Zeitpunkt

unbekannte Bakterienarten darstellten. In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls neun
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Isolate als bislang unbeschriebene Bakterien identifiziert. Die detaillierte Analyse zur
Charakterisierung dieser Bakterien fiihrte zur Neubeschreibung von acht Spezies und einer
neuen Gattung: Pseudonocardia parietis (Publikation III), Citricoccus parietis
(Publikation IV), Prauserella muralis (Publikation V), Kytococcus aerolatus (Publikation
VI), Brevibacterium sandarkinum (Publikation VII), Microlunatus parietis (Publikation
VIII), Jiangella muralis (Publikation X), Promicromonospora umidemergens (Publikation
XI) und Murinocardiopsis (M. flavida, Publikation IX).

Totz des Vorkommens unbekannter oder vereinzelt vorliegender Actinobacteria wurde das
in feuchtegeschidigten Baumaterialien vorherrschende Gattungsspektrum im Rahmen
dieser Untersuchungen ermittelt. Am haufigsten detektierte Gattungen, die in ungefdhr
60% der untersuchten Baumaterialien vorkamen, sind Promicromonospora,
Pseudonocardia, Jiangella, Amycolatopsis, Nocardia, Saccharopolyspora, Nocardiopsis
und Streptomyces. Vertreter der Gattungen Streptomyces und Pseudonocardia konnten in
>90% der untersuchten Baumaterialien ermittelt werden. Eine detailliertere Betrachtung
der 16S rRNA Gensequenzen zeigte, dass z.B. die im Rahmen dieser Arbeit neu
beschricbene Bakterienart Pseudonocardia parietis (Publikation III) in sieben
verschiedenen Proben nachweisbar war. Diese hdufig auftretenden Gattungen bzw.
Bakterientypen konnten somit zukiinftig, &dhnlich wie z.B. Aspergillus versicolor,
Stachybotrys chartarum oder Penicillium chrysogenum bei einer Besiedlung mit Pilzen
(Fischer 2005), als Indikatoren fiir das Vorkommen von Actinobacteria in

feuchtegeschéddigten Baumaterialien dienen.

1.4 Freisetzung von Actinobacteria

Actinobacteria sind ubiquitdr und zdhlen im Boden zur dominierenden Bakteriengruppe
(McCarthy & Williams, 1992; Heuer et al., 1997; Janssen 2006). Sie leben meist
saprophytisch, d.h. sie erndhren sich von totem Material und kommen hauptsichlich dort
vor, wo organisches Material abgebaut wird (McCarthy & Williams, 1992; Rintala et al.
2002). Die Produktion vieler extrazellulirer Enzyme (Cellulasen, Hemicellulasen,
Chitinasen, Amylasen und Proteasen) ermdglicht ihnen, Makromolekiile wie Lignin,
Cellulose, Pektin, Keratin, Chitin, Stdrke und aromatische Verbindungen abzubauen

(Ensign, 1992; Korn-Wendisch und Kutzner, 1992; Fritsche, 1998).
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Die grofle Toleranz gegeniiber hohen Salzkonzentrationen, breiten Temperatur- und pH-
Wert-Schwankungen sowie die Nutzung unterschiedlichster Substrate ermdoglichen die
Besiedelung verschiedenster Habitate. So beschrieben Rintala et al. (2002), dass z.B.
Spezies der Gattung Streptomyces auf totem Pflanzenmaterial, Miill, Wurzeln aber auch
auf toten Pilzhyphen wachsen konnen. Damit scheint die Anpassungsfihigkeit der
Actinobacteria an die verschiedensten Umweltbedingungen zu erkldren, dass Peltola
(2001) Streptomyces und Nocardiopsis Spezies detektiert hat, die in der Lage sind, sich in
nihrstoffarmen Baumaterialien mit wechselndem Feuchtigkeitsgrad zu vermehren.
Actinobacteria konnen hierbei direkt aus dem Material stammende Nihrstoffe, den
organischen Staub auf dem Material und andere Mikroorganismen, wie Pilze, die dieses
Material besiedeln, verwerten. Bei ausreichendem Substratangebot, Feuchtigkeit und
Wiérme (zum Teil durch die mikrobielle Aktivitit erzeugt), kann es zu einem starken
Wachstum der Actinobakterien und einer reichen Sporenbildung (Kutzner und Kempf,
1996) kommen. Die Fihigkeit vieler Actinobacteria Sporen zu bilden, die unter
entsprechenden Bedingungen z.B. aus kontaminiertem Baumaterial in die Umgebung
freigesetzt werden konnen, ldsst vermuten, dass die Konzentration an Actinobacteria, im
Vergleich zu natiirlich vorkommenden Konzentrationen in der Innenraumluft, ansteigt. In
diesem Zusammenhang stehende Untersuchungen von Material und korrespondierenden
Bioaerosolproben liefern erste Hinweise darauf, dass bestimmte Actinobacteria tatsidchlich
vom Material in die umgebende Luft abgegeben werden konnen. Diese Hypothese wird
vor allem darin begriindet, dass es sich bei den meisten detektierten Gattungen um solche
handelt, die in der Lage sind ein Luftmycel mit Sporen auszubilden (Wink, 2002). Diese
Vermutung kann jedoch nicht abschlieBend beantwortet werden, da die in der Luft
vorhandenen Actinobacteria natiirlich auch das Inokulum fiir das feuchtegeschadigte
Baumaterial dargestellt haben konnten. So ist es beispielsweise ,,normal®, dass eine
gewisse Anzahl an Actinobacteria auch in der Luft unbelasteter Rdume, d.h. ohne
Feuchteschaden bzw. sichtbaren Schimmelpilzbefall vorkommt. Die in der vorliegenden
Studie ermittelten Konzentrationen an luftgetragenen Bakterien sind mit Werten zwischen
5und 9 x 10° KBE m™ Luft nicht héher als die Konzentrationen, die von Grigorevski-Lima
et al. (2006) in Raumen ohne Feuchteschaden bzw. sichtbaren Schimmelpilzbefall ermittelt
wurden. Weiterhin ist das Gattungsspektrum der Actinobacteria in der Luft von Rdumen

ohne offensichtliche Belastung zum Teil mit dem in den untersuchten Baumaterialien
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vergleichbar. So wurden beispielsweise in Untersuchungen von Martin et al. (2009)
Vertreter aus insgesamt 15 verschiedenen Gattungen der Klasse Actinobacteria in
Bioaerosolen aus ,,unbelasteten Innenrdumen nachgewiesen (siche Tab. 1). Nur drei der
15 Gattungen (Curtobacterium, Dietzia und Janibacter) konnten nicht in den untersuchten
Baumaterialien der vorliegenden Studie nachgewiesen werden. Die Gattung Janibacter
konnte aber innerhalb der hier untersuchten Bioaerosolproben detektiert werden. Die
Gattung Dietzia wurde von Andersson et al. (1999) in Bioaerosolen aus
feuchtegeschiadigten Innenrdumen nachgewiesen. Insgesamt kann somit auch vermutet
werden, dass das ubiquitire Vorkommen von Actinobacteria fiir einen Eintrag von
Actinobacteria z.B. aus dem Boden iiber Schuhe und Kleidung in den Innenraum

verantwortlich ist.

1.5 Beeintriachtigung der Gesundheit durch Actinobacteria im Innenraum

mit Feuchteschaden

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnen in Bezug auf eine gesundheitliche
Beeintrachtigung der Bewohner aufgrund von Actinobacteria in Baumaterialien
grundsitzlich keine Antwort liefern. Allerdings geben die ermittelten Daten Hinweise zum
Vorkommen verschiedener Vertreter der Klasse Actinobacteria in Baumaterialien, die im
Zusammenhang mit negativen gesundheitlichen Wirkungen beschrieben sind.

Eine Identifizierung der gewonnenen Isolate bzw. eine Zuordnung der 16S rRNA Gen
Klonsequenzen erfolgte zundchst basierend auf dem Vergleich der 16S rRNA
Gensequenzen. Anschliefend wurde tiberpriift, ob fiir die identifizierten Bakterien eine
Infektiositidt oder ein mogliches toxisches oder allergenes Potential bekannt ist. Fiir das
Screening der Bakterien nach ihrer moglichen Infektiositit wurden die Technischen Regeln
fiir Biologische Arbeitsstoffe (TRBA 466) und deren Einteilung der Bakterien in
Risikogruppen (RG 1-4) herangezogen (siche BioStoffV, www.baua.de). Hierbei wurden
alle identifizierten Bakterien (einschlieflich der Klonsequenzen), die laut TRBA in der
RG 2 oder hoher eingestuft sind (konnen beim Menschen Infektionen hervorrufen),
ermittelt. Die hier erzielten Ergebnisse zeigten, dass die 16S rRNA Gensequenzen von acht
isolierten Bakterienspezies und einer Klonsequenz hohe Ahnlichkeiten (>98,4%) zu

Bakterienarten hatten, die laut TRBA 466 in die RG 2 eingestuft sind. Bei den hier
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ermittelten Bakterien handelt es sich um Vertreter der Gattungen Propionibacterium,
Corynebacterium, Mycobacterium und Nocardiopsis. Detailliertere Zuordnungen der 16S
rRNA Gensequenzen zeigten, dass die Isolate die hochste Ahnlichkeit zu zwei Subspezies
von Nocardiopsis dassonvillei (n=4), Mycobacterium flavescens, M. wolinskyi, M.
septicum und Corynebacterium amycolatum besafen. Eine 16S rRNA Gen-Klonsequenz
wurde mit 99,5%iger Ahnlichkeit der Art Propionibacterium granulosum (RG 2)
zugeordnet. All diese Bakterien sind in der Lage, beim Menschen (Wund-)
Infektionserkrankungen der Haut, der Knochen oder im Lungengewebe auszuldsen. Diese
Bakterienspezies wurden aus Proben (teilweise immunsupprimierter) Patienten mit
Alveolitis, Lungenentziindung, Osteomyelitis, Endocarditis, Sepsis oder chronischer
Fibrose erstmalig isoliert (Branger et al., 1987; Brown-Elliott & Wallace, 2002;
Mastroianni, 2003; Katoch, 2004; Lejbkowicz et al., 2005; Dalal et al., 2008).

Das Auftreten negativer gesundheitlicher Effekte aufgrund toxischer Eigenschaften wird
schon ldnger im Zusammenhang mit Actinobacteria, die aus Innenrdumen isoliert wurden,
diskutiert (Colston, 1996; Embil et al., 1997; Hirvonen et al., 1997, 2005; Peltola et al.,
2001b; Huttunen et al., 2001, 2003; Jussila et al., 2001, 2002; Mehrer et al., 2003; Beckett
et al., 2005). So zeigten finnische Studien, dass z.B Streptomyces griseus Valinomycin, ein
Mitochondrientoxin produziert (ein Kalium-Ionophor, verantwortlich fiir den spezifischen
Transport von Kalium durch die Membran) und verschiedene Nocardiopsis sp. in der Lage
sind, Mitochondrien- oder Membrantoxine (Zerstorung der Barrierefunktion der
Zellmembran) zu bilden (Andersson et al., 1999b; Peltola, 2001b). Daher wurden alle hier
nachgewiesenen/identifizierten Bakterien mit denen aus der Literatur bekannten,
innenraumrelevanten und toxigenen Bakterien verglichen. Hierbei konnten Arten wie
Nocardiopsis exhalans, Nocardiopsis dassonvillei und Mycobacterium sp. ermittelt
werden. Die Spezies Nocardiopsis dassonvillei besitzt neben dem infektiosen Potential
(s.0.) die Fahigkeit, das Nervengift Tetrodotoxin, bekannt vom Kugelfisch, zu produzieren
(Wu et al., 2005). Die zytotoxische Wirkung auf Eberspermazellen von Nocardiopsis
exhalans, isoliert aus Staub von einem feuchtegeschéddigten Innenraum, wurde von Peltola
et al. (2001) gezeigt. Zusitzlich belegten Mehrer et al. (2003) zytotoxische Effekte von
verschiedenen Nocardiopsis sp. auf Schweinenierenzellen. Basierend auf dem 16S rRNA
Gensequenzvergleich waren die gewonnenen Mycobacterium Isolate am &hnlichsten zu

Mycobacterium flavescens, M. wolinskyi, M. moriokaense (n=2), M. tusciae, M. septicum
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und M. alvei. Mycobakterien sind einerseits grundsitzlich in der Lage immunologische
Reaktionen hervorzurufen aufgrund der Produktion von LAM (Lipoarabinomannan, einem
Stimmulator des Immunsystems bzw. der TNF-a-Produktion) (Colston, 1996), andererseits
zeigten verschiedene Studien, dass bestimmte Mycobacterium Spezies negative
gesundheitliche Effekte, wie Infektionen, eine gesteigerte Immunantwort, Zytokin-, NO-
und IL6- Produktion (Huttunen et al., 2001; Jussila et al., 2002) sowie eine
Hypersensitivitdtspneumonitis (Embil et al., 1997; Beckett et al., 2005) auslosen kdnnen.
Ob allerdings von den in der vorliegenden Arbeit isolierten Arten eine
Gesundheitsgefdhrdung ausgehen kann, ist bislang nicht geklért.

Actinobacteria Arten, die im Zusammenhang stehen, beim Menschen Allergien
auszulésen, wie Saccharopolyspora rectivirgula oder Mycobacterium immunogenum,

wurden in der vorliegenden Arbeit nicht detektiert.

1.6 Methoden zum Nachweis von Actinobacteria

Der Vergleich der detektierten Gattungen in Abhingigkeit von der angewandten
Analysemethode (kultivierungsabhéingig vs. kultivierungsunabhéngig) zeigte deutliche
Unterschiede bei der Nachweisbarkeit der Actinobacteria in den untersuchten
Baumaterialien. Insgesamt wurden mit diesen beiden Analysemethoden, summiert iiber
alle Proben, 58 unterschiedliche Gattungen innerhalb der Actinobacteria erfasst. Die
Schnittmenge hinsichtlich der Detektion auf Gattungsniveau betrug dabei 38% (22
Gattungen). Wihrend unter alleiniger Verwendung der kultivierungsunabhingigen
Methoden 26 Actinobacteria-Gattungen (~45%) detektierbar waren, wurden 17% der
insgesamt nachgewiesenen Gattungen (zehn) ausschlieflich mittels
kultivierungsabhidngiger Methoden detektiert. Um die Detektion von Actinobacteria auf
Gattungsebene mit beiden hier angewandten Methoden in den jeweils einzelnen Proben
gegeniiber zu stellen, wurde der ,,simple matching coefficient™ nach Jaccard (Sj) berechnet
(Publikation I). Die Ergebnisse der Berechnung des Ahnlichkeitskoeffizienten zeigen eine
Ubereinstimmung der Nachweisbarkeit der Actinobacteria-Gattungen beider Methoden im
Mittel von 36,2%. Die hochste Kongruenz konnte in einer Putzprobe (P5) mit 83% (Sj =
0,83) detektiert werden. Hingegen konnte bei der untersuchten Lehmputzprobe (L1) keine

Ubereinstimmung, d.h. keine Gattung mit beiden Methoden nachgewiesen werden (Sj = 0).
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Die insgesamt mittels Jaccard-Koeffizient ermittelten Ubereinstimmungen der Detektion
von Actinobacteria auf Gattungsebene der einzelnen Proben sind in Tab. 2 aufgefiihrt.
Dieser deutliche Unterschied zeigt grundsitzlich, dass der Nachweis von Actinobacteria in

Baumaterialien entscheidend von der gewéhlten Methode beeinflusst wird.

Tab. 2 Darstellung der ermittelten ,simple matching coefficients der beiden
Untersuchungsmethoden (nach Jaccard) der analysierten Proben

P1|P2| P3| P4|P5|P6|P7TA|P7B| P8| S1|S2|M1|M2|M3|WI|LI

Jaccard Koeffizient (Sj) (0,1|0,4|0,5/0,2(0,8|0,2| 0,5| 0,4]|0,1{0,4{03(0,1{0,1{0,1|0,1| O

Ubereinstimmung (%) 12 44| 55| 18| 83| 21| 50| 42| 13|36|33| 12|8,3| 13| 11| O

Um im Detail zu priifen, inwieweit die jeweils ermittelten Actinobacteria-Gattungen mit
beiden Methoden in derselben Probe nachweisbar waren, wurden zunéchst alle mit beiden
Methoden moglichen Gattungszuordnungen bzw. Gattungstreffer (n=232, siehe
Publikation II), aus allen untersuchten Proben ermittelt. AnschlieBend wurden die nur
mittels kultivierungsabhéngiger Analysen detektierten Gattungszuordnungen, die nur mit
kultivierungsunabhéngigen Analysen detektierbaren Gattungszuordnungen und die mit
beiden Methoden erfassten ,,Gattungstreffer* analysiert. Die Ergebnisse zeigten, dass von
der gesamten Anzahl der Gattungszuordnungen (n=232) der untersuchten Proben 31,5% (n
= 73) nur iiber Kultivierung und 45,7% (n = 106) nur anhand der Klonierungsanalysen
erfasst wurden. Insgesamt konnte nur in 55 Fillen (23,7%) eine Ubereinstimmung der
Gattungen mit beiden Methoden innerhalb einer Probe nachgewiesen werden (siche
Publikation II). Die Ergebnisse zur Nachweisbarkeit der verschiedenen Gattungen weisen
deutlich darauf hin, dass der Nachweis der Actinobacteria in Baumaterialien nicht allein
abhingig von der gewéhlten Methode ist, sondern auch abhingig von der untersuchten
Probe zu sein scheint. Das bedeutet, dass die Gattungen, die zwar grundsdtzlich mit beiden
Methoden nachweisbar wiren, nicht zwingend in einer Probe mit beiden Methoden
nachgewiesen werden.

Eine Erkldrung fiir diese Unterschiede konnte im Detektionslimit der jeweiligen Methode
liegen. So zeigten auch Rintala et al. (2004), dass nur eine geringe Korrelation zwischen
kultivierungsabhéngigen und kultivierungsunabhingigen Methoden besteht. Die in ihren
Analysen ermittelten bzw. kalkulierten Detektionslimits lagen kultivierungsabhéngig bei

450 KBE (Sporen) g Baumaterial und kultivierungsunabhingig (qPCR) bei 30 Sporen.
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Das zeigt, dass zwar PCR basierte, molekulare Methoden sensitiver sind als
kultivierungsabhidngige Methoden (Rintala et al., 2004), allerdings Vergleiche der beiden
Verfahren nur begrenzt moglich sind.

Die  Detektierbarkeit von  Mikroorganismen unter alleiniger = Verwendung
kultivierungsabhéngiger Methoden wird aufgrund verschiedener Faktoren der
Lebensfdhigkeit und Kultivierbarkeit der Mikroorganismen beeinflusst wie, 1) der
sogenannten Plattenanomalie (great plate count anomaly), gezeigt anhand von
Zellzahlbestimmung (Zinder & Salyers 2001) oder ii) dem viable but not culturable -
Status (VBNC), bei dem die metabolische Aktivitit der Mikroorganismen auf ein
Minimum eingestellt ist, so dass sie die Fidhigkeit zur Vermehrung und somit zur
Kultivierbarkeit verlieren (Staley & Konopka, 1985; Heidelberg et al., 1997; Oliver, 2005).
Auch Actinobacteria in Baumaterialien konnten in dieses Stadium z.B. bei Absenkung des
verfiigbaren Wassergehalts (ay-Wert) fallen. Besonders bei dlteren Feuchteschiden mit
geringen Wassergehalten konnte zwar die Lebensfdahigkeit aufrechterhalten bleiben,
eventuell aber nicht die Kultivierbarkeit.

Gleichzeitig ist nicht auszuschlieBen, dass der kultivierungsabhingige Ansatz bei
bestimmten Bakterien bzw. bei Verwendung bestimmter Ndhrmedien oder
Kultivierungsbedingungen fiir einige Bakterien sensitiver ist. So belegten Autoren,
bezogen auf Untersuchungen im Innenraum, dass die Kultivierbarkeit der
Mikroorganismen z.B. zwischen 0,03 - 100%, in Abhingigkeit der Sammelmethode und
der mikrobiellen Spezies, variierte (Rintala, 2008; Toivola, 2002). Um einen mdglichen
Einfluss von Néhragar und Inkubationstemperatur auf die Kultivierbarkeit von Bakterien
aus Baumaterialien zu untersuchen, wurden im Rahmen der vorliegenden Studie SSCP-
Fingerprintanalysen (Publikation I) aus abgeschwemmten Kolonieplatten durchgefiihrt.
Die Ergebnisse der Analysen, der aus den kultivierten Actinobacteria-Spezies (Abb. 4)
unter Verwendung Actinobacteria spezifischer Primer generierten Bandenmuster, zeigte
sowohl in Abhéngigkeit der verwendeten Medien als auch in Abhingigkeit der
Verdiinnungsstufen deutliche Unterschiede in den Fingerprintmustern. Diese Ergebnisse
belegen, dass die Anzahl an kultivierbaren und somit detektierbaren Actinobacteria bei
paralleler Verwendung verschiedener Nédhrmedien und unter Einsatz unterschiedlicher

Verdiinnungsstufen ansteigt.
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Abb. 5 Single Strand Conformation  Polymorphism-Polyacrylamid-Gelbild  nach
elektrophoretischer Auftrennung der aus den abgeschwemmten Nihrmedienplatten generierten
SSCP-PCR-Produkte. Die PCR wurde unter Verwendung spezifischer Actinomyceten-Primer
durchgefiihrt. Aufgetragen wurden die amplifizierten DNA-Fragmente von Reinkulturen im
Gemisch (Std G), SSCP-PCR-Produkte (650 ng), die auf unterschiedlichen N#hrmedien
gewachsenen Kulturgemische (CMA, Difco, BHI, Gauze und G/A) und unterschiedliche
Verdiinnungsstufen (10°-107). Ein Bandenmuster beruht jeweils auf den PCR-Produkten, deren
molekularer Aufarbeitung und anschlieBender SSCP-Analyse (Publikation I).

Im Vergleich zu den kultivierungsabhéngigen Analysen haben bei Anwendung direkter
molekularbiologischer Methoden die DNA-Extraktionseffizienzen einen wesentlichen
Einfluss auf die Nachweisbarkeit von Mikroorganismen (Taylor et al., 2002;
Wintzingerode et al., 1997; Fallschissel et al., 2009). Die DNA-Extraktion aus
Umweltproben, als Grundlage der direkten molekularbiologischen Methoden, erfolgte in
der hier vorliegenden Arbeit mit einem Extraktionskit. Das hier gewdhlte, mit einem
mechanischen Zellaufschluss beginnende Extraktionsverfahren sollte die Ausbeute an
gewiinschter DNA Gram-positiver Bakterien erhdhen. So zeigten Wintzingerode et al.
(1997), dass ein mechanischer Aufschluss mit einer Kugelmiihle mit dem Verlust des
Nachweises von Gram-negativen Bakterien einhergeht, jedoch die Effizienz der DNA-
Extraktion bei Gram-positiven Bakterien erhoht. Auch bestitigten Mumy und Findlay
(2004) den Verlust an bakterieller DNA bei der Extraktion. Allerdings zeigten ihre
Untersuchungen, dass im Vergleich von drei verschiedenen Extraktionskits das auch in
dieser Studie angewandte Kit (FAST DNA® SPIN Kit for Soil, MP Biomadicals) die beste
Effizienz lieferte. Die von Mumy und Findlay (2004) ermittelten Effizienzen bei
Verwendung dieses Kits lagen bei 15,5 - 43,3% (im Mittel 28,3 + 10,5%), was trotz der
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besten Effizienz einen Verlust an bakterieller DNA widerspiegelt. Dieser Verlust fiihrt mit
allergroBBter Wahrscheinlichkeit zu einem Verlust der Nachweisbarkeit der Bakterien
anhand direkter molekularbiologischer Methoden (auch aus Baumaterialproben).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit steigerte sich die detektierbare Vielfalt von
Actinobacteria in Baumaterialien (auf Gattungsebene) deutlich unter Verwendung der
direkten molekularbiologischen Methoden. Es konnte gezeigt werden, dass selbst die
Anwendung verschiedener Ndhrmedien und Kultivierungsbedingungen zur Unterschétzung
der tatsichlich in den Proben vorkommenden Artenvielfalt fiihren kann.

Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass der direkte Einsatz spezifischer Primer fiir
einen gezielten Nachweis von Actinobacteria den Anteil detektierbarer Actinobacteria
noch weiter erhoht. Der Vergleich zweier Klonbibliotheken zeigte, dass das neu etablierte
Primersystem im direkten Einsatz (ohne Voramplifikation der nahezu vollstindigen 16S
rRNA Genfragmente unter Einsatz universeller Primer) geeignet ist, das Spektrum
vorhandener Actinobacteria in Baumaterialien abzubilden. Hierzu wurde eine
Klonbibliothek aus einer Baumaterialienprobe unter Verwendung des neu entwickelten
Primersystems (Com2xf/Ac1186r) generiert. Von dieser Baumaterialprobe wurde ebenfalls
eine Klonbibliothek unter Einsatz universeller 16S rRNA Gen-Primer (271/1492r, Lane,
1991; Weisburg et al., 1991) erzeugt und diese auf das Vorkommen von Actinobacteria
anhand der zuvor beschriebenen Screeningmethode untersucht. Der Vergleich dieser
beiden Klonbibliotheken zeigte deutlich, dass unter direkter Verwendung des neu
entwickelten Primersystems eine erhohte Nachweisbarkeit von Actinobacteria zu
verzeichnen war. Im Vergleich zu der gescreenten, mit universellen Primern erzeugten
Klonbibliothek konnten zehn weitere Gattungen aus der Klasse der Actinobacteria unter
direktem FEinsatz des neuen Primersystems nachgewiesen werden. Diese Untersuchung
zeigte deutliche Unterschiede zwischen den beiden Primersystemen hinsichtlich ihrer
Nachweisbarkeit von Actinobacteria. Insgesamt wurden bei Anwendung der Screening-
Methode sieben Actinobacteria Gattungen in der untersuchten Probe detektiert, bei der
Klonbibliothek, generiert unter Verwendung des neuen Primersystems, 19 Gattungen. Die
Ubereinstimmung beider Methoden auf Gattungsebene betrug nur 13% (drei Gattungen).
Eine Erklirung dafiir konnten Untersuchungen von Farris und Olson (2007) liefern, die
gezeigt haben, dass es ecinen ,,Bias“ bei der Detektion von Actinobacteria unter

Verwendung der universellen (27f und 1492r Primer) Primer gibt. Sie detektierten, dass,
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trotz 100%iger Ubereinstimmung der Primersequenzen mit den Sequenzen der
untersuchten Reinkulturen, einige Actinobacteria nicht nachweisbar waren. Auch werden
unter Anwendung des universellen Primersystems ,,Nicht-Actinobacteria®, die ebenfalls in
den untersuchten Proben vorliegen konnen, amplifiziert und somit nachgewiesen.

Zunichst zeigt die wiederholte Priifung der Spezifitit des hier etablierten Primersystems
(einschlieBlich des theoretischen Re-Alignments, siche Publikation I) sowie die Reichweite
der Detektierbarkeit der ,,phylogenetisch diversen Actinobacteria“, dass dieses
Primersystem prinzipiell fiir Analysen von Actinobacteria-Gemeinschaften geeignet ist.
Weiterhin konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass der Einsatz spezifischer
molekularer Nachweissysteme den Nachweis von Actinobacterien in Baumaterialien

deutlich verbessert.

1.7 Speziesspezifische Quantifizierung mittels quantitativer

Real-time PCR

Das Detailwissen zum Vorkommen abundanter und gesundheitlich bedeutsamer
Actinobacteria in feuchtegeschddigten Baumaterialien ermdglicht zukiinftig einen
gezielten Nachweis spezifischer Actinobacteria. So konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass eine speziesspezifische Quantifizierung mittels Real-time PCR z.B.
auch fir schwerer detektierbare Actinobacteria, wie Saccharopolyspora rectivirgula,
geeignet ist. Die besondere Bedeutung dieses Bakteriums beruht auf dem
allergicauslosenden Potential. S. rectivirgula wurde schon in den Jahren 1963-64 (Pepys,
1963; Corbaz, 1963; Lacey & Lacey, 1964) als ein Ausloser der sogenannten
,LFarmerlunge®, einer exogen allergischen Alveolitis beschrieben. Das Vorkommen von S.
rectivirgula in Innenrdumen wurde in einem Ballungs-Wohngebiet in Oberschlesien
nachgewiesen (Gorny & Dutkiewicz, 2002). Damalige Untersuchungsmethoden, aber auch
gegenwartige Analysen von S. rectivirgula basieren auf kultivierungsabhiangigen
Verfahren. Bei Anwendung dieser Methoden stellt jedoch die Identifizierung dieser
Mikroorganismen, speziell aus Umweltproben, ein Problem dar. Der spezifische Nachweis
von S. rectivirgula ist oft nur begrenzt moglich, da eine genaue Zuordnung zu S.
rectivirgula bzw. eine préazise Abgrenzung von anderen thermophilen Actinomyceten

schwierig ist. Somit wird meist nur eine Gesamtkonzentration an thermophilen
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Actinomyceten angegeben (Pepys, 1963; Gregory et al, 1963 a, b, ¢; Lacey, 1990).
Besonders hinsichtlich der Koloniemorphologie, der moglichen Variabilitit bei
Untersuchungen von biochemischen Reaktionen, der Proteinzusammensetzung,
einschlieBlich der Varietit, die durch das Alter der Kultur bestimmt wird, werden diese
Probleme deutlich (Duchaine et al., 1999). Auch bleiben tote Zellen (nonviable) aber auch
lebensfdhige, die nicht (mehr) kultivierbar bzw. vermehrungsfahig (viable but not

culturable) sind, sowie Zellfragmente, die ebenfalls Allergien ausléosen konnen,

unentdeckt.

Abb. 7 Darstellung rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen von Saccharopolyspora
rectivirgula auf Polycarbonatfiltern (0,8 um Porengréfie) bei 6000-50000 facher VergréBerung.

Von verschiedenen Autoren wurden wiederholt PCR basierte Methoden gegeniiber
traditionellen kultivierungsabhédngigen Verfahren als sensitiver, spezifischer und schneller
beschrieben (Rintala et al., 2004; Pietarinen et al., 2008). Daher wurde in der vorliegenden
Arbeit die quantitative Real-time PCR gewahlt, um ein spezifisches Detektionsverfahren
zur Quantifizierung der Actinobacteria Spezies Saccharopolyspora rectivirgula zu
etablieren.

Die Interpretation bzw. Auswertung von Ergebnissen, die mit der beschriebenen Methode
erzielt werden, miissen jedoch immer unter Beriicksichtigung moglicher Einflussfaktoren
erfolgen. Die eigentlichen Zellzahlen der untersuchten Bakterienspezies konnen

unterschdtzt werden aufgrund von Fehlerquellen bei der Zelllyse, der DNA- Extraktion und
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Aufreinigung sowie der PCR-Amplifikation, bedingt durch Primerauswahl und PCR-
Bedingungen (Picard et al., 1992; Reysenbach et al., 1992; Rainey et al., 1994; Farrelly et
al., 1995; Schneegurt et al., 2003; Fallschissel et al., 2009). Die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit untersuchten Einfliisse bzw. festgestellten Verluste bei der DNA
Extraktion, die Beeinflussung durch ,,Nicht-Ziel-DNA* sowie der Wiederfindung von S.
rectivirgula in mit S. rectivirgula versetzten Proben (siche Publikation XII) zeigen
deutlich, dass die in Umweltproben vorliegenden Zellzahlen vermutlich um das 2-10fache
unterschdtzt werden. Insgesamt zeigte der Einsatz des Primersystems zum quantitativen
Nachweis von S. rectivirgula in Umweltproben deutlich héhere Konzentrationen von S.
rectivirgula im  Vergleich zu den  Dbisher angewandten traditionellen
kultivierungsabhéngigen Methoden (sieche Publikation XII). Fiir die Quantifizierung von
Zellen in Umweltproben durch eine Real-time PCR ist weiterhin die Heterogenitdt und
Anzahl der im Genom vorhandenen ,,Zielgene* zu beriicksichtigen. Trotz des Vorkommes
mehrerer Operons sowie des Vorhandenseins intragenomischer Heterogenititen bei S.
rectivirgula wurde in dieser Studie das 16S rRNA Gen zum quantitativen Nachweis von S.
rectivirgula gewéhlt. Dieses Gen wurde insbesondere aufgrund der Kontrollmoglichkeiten
der Spezifitit des etablierten Systems ausgewéhlt. Da das 16S rRNA Gen bei allen
Bakterien vorhanden ist und die Datenbanken der 16S rRNA Gensequenzen die
groBtmogliche Datengrundlage liefern, ist ein Abgleich der unter Einsatz des etablierten
Systems amplifizierten DNA-Fragmente mit denen in den Datenbanken moglich.

Der Nachweis der Spezifitit des Systems sowie die Moglichkeit, Umweltproben zu
analysieren, zeigen, dass die in der vorliegenden Arbeit angewandte Methodik der Real-
time PCR fiir einen schnellen und spezifischen Nachweis gesundheitlich bedeutsamer
Actinobacteria geeignet ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Primersystem entwickelt
und etabliert, welches geeignet ist S. rectivirgula, bekannt als einer der Ausloser der

exogen allergische Alveolitis (Sennekamp, 2004), quantitativ nachzuweisen.
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2. MATERIAL & METHODEN

Alle verwendeten Baumaterial- und Bioaerosolproben sowie die verwendeten und

analysierten Bakterienreinkulturen sind in den Publikation I-XII beschrieben.

Alle verwendeten Methoden innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden in den gelisteten

Publikationen beschrieben.

Ansatz

beschrieben in Publikation

Isolierung von Bakterien und Bestimmung der
KBE

Sammlung und Aufbereitung von Bioaerosol- und
Materialproben

Publikation I, II,

Kultivierung der Bakterien

Publikation I-XII

Identifizierung von Bakterien

16S rRNA Gensequenzierung

Publikation [-XII

Fettsdurezusammensetzung

Publikation III-XI

Bestimmung der bendtigten
Verwertungspanels

Kohlenstoffquelle,

Publikation III-XI

Bestimmung der Quinone

Publikation III-XI

Zellwandzusammensetzung

Publikation III-XI

Bestimmung der polaren Lipide und Mycolsdure

Publikation III-XI

DNA-DNA-Hybridisierung

Publikation II1, IV, VI, VII, X,XI

DNA-Extraktion

DNA-Extraktion aus Reinkulturen

Publikation I-XII

DNA-Extraktion aus Umweltproben

Publikation I, IT,XII

PCR

Primerdesign Publikation I, XII
PCR bei Reinkulturen Publikation I-XII
PCR bei Umweltproben Publikation I, IT,XII
Qualitative Real-time PCR Publikation XII
Klonierung

Klonierung Publikation I, IT,XII

Screening von Klonbibliotheken

Publikation II,

Sequenzierung und phylogenetische Auswertung

Publikation [-XII

PCR-SSCP Analyse

SSCP Fingerprint

Publikation I

Clusteranalyse

Publikation I
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3. PUBLIKATIONEN

3.1 Untersuchungen zur Diversitit von Actinobacteria in

Innenriumen (Publikation I-II)
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Angaben zum Beitrag der einzelnen Autoren zu folgender Publikation:

I.

Development of a new PCR primer system for selective amplification of

Actinobacteria

von: Jenny Schéfer, Udo Jéckel, Peter Kémpfer, 2010
Die Publikation wurde veroffentlicht in:
FEMS Microbiology Letters, 311:103-112

http://dx.doi.org/doi:10.1111/1.1574-6968.2010.02069.x

Der Beitrag der gelisteten Autoren ist wie folgt verteilt:

Jenny Schiifer:  Konzeption der Studien oder Experimente, Erarbeitung, Analyse,
Interpretation der Daten, Formulierung des Manuskripts

Udo Jickel: Anleitung zu einigen Experimenten, Untersiitzung bei der
Interpretation der Daten, Formulierung des Manuskripts

Peter Kiampfer: Projektleiter, Endkorrektur des Manuskripts

Alle Autoren haben ihre Zustimmung zur Publikation vor der Einreichung der

Verdffentlichung gegeben.
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Angaben zum Beitrag der einzelnen Autoren zu folgender Publikation:

I1.

Analysis of Actinobacteria from mould-colonized water damaged building material

von: Jenny Schéfer, Udo Jackel, Peter Kémpfer, 2010
Die Publikation wurde veroffentlicht in:
Systematic and Applied Microbiology, 33: 260-268

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0723202010000731

Der Beitrag der gelisteten Autoren ist wie folgt verteilt:

Jenny Schiifer:  Konzeption der Studien oder Experimente, Erarbeitung, Analyse,
Interpretation der Daten, Formulierung des Manuskripts

Udo Jickel: Anleitung zu einigen Experimenten, Untersiitzung bei der
Interpretation der Daten, Formulierung des Manuskripts

Peter Kiampfer: Projektleiter, Endkorrektur des Manuskripts

Alle Autoren haben ihre Zustimmung zur Publikation vor der Einreichung der

Verdffentlichung gegeben.
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3.2 Identifizierung und taxonomische Einordnung unbekannter

Isolate aus Innenridumen (Publikation ITI-XI)
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Angaben zum Beitrag der einzelnen Autoren zu folgender Publikation:

I11.

Pseudonocardia parietis sp. nov., from the indoor environment

von: J. Schéfer, H.-J. Busse und P. Kdmpfer, 2010
Die Publikation wurde verdftentlicht in:
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59: 2449 - 2452.

http://ijsb.sgmjournals.org/content/59/10/2449

Der Beitrag der gelisteten Autoren ist wie folgt verteilt:

Jenny Schiifer: Durchfiihrung der Experimente, Analyse und Interpretation der
Daten, Teilformulierung des Manuskripts

Hans-Jiirgen Busse: Zulieferung der Chemotaxonomischen Daten und Diskussion der
erhaltenen Ergebnisse

Peter Kiampfer: Konzeption der Studien oder Experimente,

Interpretation der Daten, Teilformulierung des Manuskripts

Alle Autoren haben ihre Zustimmung zur Publikation vor der Einreichung der

Verdffentlichung gegeben.
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Angaben zum Beitrag der einzelnen Autoren zu folgender Publikation:

IV.

Citricoccus parietis sp. nov., from the indoor environment

von: J. Schéfer, K. Martin und P. Kdmpfer, 2010
Die Publikation wurde veroffentlicht in:
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60: 271-274

http://ijs.semjournals.org/content/60/2/271

Der Beitrag der gelisteten Autoren ist wie folgt verteilt:

Jenny Schiifer:  Durchfiihrung der Experimente, Analyse und Interpretation der Daten,
Teilformulierung des Manuskripts

Karin Martin: Zulieferung der Chemotaxonomischen Daten und Diskussion der
erhaltenen Ergebnisse

Peter Kimpfer: Konzeption der Studien oder Experimente,

Interpretation der Daten, Teilformulierung des Manuskripts

Alle Autoren haben ihre Zustimmung zur Publikation vor der Einreichung der

Verdffentlichung gegeben.
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Angaben zum Beitrag der einzelnen Autoren zu folgender Publikation:

V.

Prauserella muralis sp. nov., from the indoor environment

von: J. Schéfer, K. Martin und P. Kdmpfer, 2010
Die Publikation wurde veroffentlicht in:
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60: 287-290

http://ijs.sgmjournals.org/content/60/2/287

Der Beitrag der gelisteten Autoren ist wie folgt verteilt:

Jenny Schiifer:  Durchfiihrung der Experimente, Analyse und Interpretation der Daten,
Teilformulierung des Manuskripts

Karin Martin: Zulieferung der Chemotaxonomischen Daten und Diskussion der
erhaltenen Ergebnisse

Peter Kimpfer: Konzeption der Studien oder Experimente,

Interpretation der Daten, Teilformulierung des Manuskripts

Alle Autoren haben ihre Zustimmung zur Publikation vor der Einreichung der

Verdffentlichung gegeben.
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Angaben zum Beitrag der einzelnen Autoren zu folgender Publikation:

VI

Kytococcus aerolatus sp. nov., isolated from indoor air in a room colonized with

moulds

von: P. Kdmpfer, K. Martin, J. Schéfer, P. Schumann, 2009
Die Publikation wurde verdftentlicht in:
System. Appl. Microbiol. 32 301-305

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0723202009000654

Der Beitrag der gelisteten Autoren ist wie folgt verteilt:

Peter Kimpfer: Konzeption der Studien oder Experimente, Interpretation der Daten,
Formulierung des Manuskripts

Karin Martin: Zulieferung der Chemotaxonomischen Daten und Diskussion der
erhaltenen Ergebnisse

Jenny Schiifer:  Durchfiihrung der Experimente, Analyse und Interpretation der Daten

Peter Schumann: Zulieferung der Chemotaxonomischen Daten und Diskussion der

erhaltenen Ergebnisse

Alle Autoren haben ihre Zustimmung zur Publikation vor der Einreichung der

Verdffentlichung gegeben.
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Publikationen

Angaben zum Beitrag der einzelnen Autoren zu folgender Publikation:

VIL.

Brevibacterium sandarkinum sp. nov., isolated from a wall of an indoor environment

von: P. Kédmpfer, J. Schéfer, N. Lodders, H.-J. Busse, 2010
Die Publikation wurde verdffentlicht in:
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60: 909-913

http://ijsb.sgmjournals.org/content/60/4/909.full

Der Beitrag der gelisteten Autoren ist wie folgt verteilt:

Peter Kiampfer: Konzeption der Studien oder Experimente, Interpretation der
Daten, Formulierung des Manuskripts

Jenny Schiifer: Durchfiihrung der Experimente, Analyse und Interpretation der
Daten, Teilformulierung des Manuskriptes

Nicole Lodders: Zulieferung der phylogenetischen Analyse anhand der Maximum
Likelihood Methode

Hans-Jiirgen Busse: Zulieferung der Chemotaxonomischen Daten und Diskussion der

erhaltenen Ergebniss

Alle Autoren haben ihre Zustimmung zur Publikation vor der Einreichung der

Verdffentlichung gegeben.
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Publikationen

Angaben zum Beitrag der einzelnen Autoren zu folgender Publikation:

VIII.

Microlunatus parietis sp. nov., isolated from an indoor wall

von: P. Kédmpfer, J. Schéfer, N. Lodders, K. Martin, 2010
Die Publikation wurde verdftentlicht in:
Int. J. Syst. Evol. Microbiol 60: 2420 - 2423.

http://ijs.semjournals.org/content/60/10/2420.full

Der Beitrag der gelisteten Autoren ist wie folgt verteilt:

Peter Kimpfer: Konzeption der Studien oder Experimente, Interpretation der Daten,
Formulierung des Manuskripts

Jenny Schiifer:  Durchfiihrung der Experimente, Analyse und Interpretation der Daten

Nicole Lodders: Zulieferung der phylogenetischen Analyse anhand der Maximum
Likelihood Methode

Karin Martin: Zulieferung der Chemotaxonomischen Daten und Diskussion der

erhaltenen Ergebniss

Alle Autoren haben ihre Zustimmung zur Publikation vor der Einreichung der

Verdffentlichung gegeben.
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Publikationen

Angaben zum Beitrag der einzelnen Autoren zu folgender Publikation:

IX.

Murinocardiopsis flavida gen. nov., sp. nov., a novel actinomycete isolated from indoor

walls

von: P. Kédmpfer, J. Schéfer, N. Lodders, K. Martin, 2010
Die Publikation wurde verdffentlicht in:
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60: 1729 - 1734.

http://ijs.semjournals.org/content/60/8/1729.full

Der Beitrag der gelisteten Autoren ist wie folgt verteilt:

Peter Kiampfer: Konzeption der Studien oder Experimente, Interpretation der Daten,
Formulierung des Manuskripts

Jenny Schiifer: Durchfiihrung der Experimente, Analyse und Interpretation der Daten,
Teilformulierung des Manuskriptes

Nicole Lodders: Zulieferung der phylogenetischen Analyse anhand der Maximum
Likelihood Methode

Karin Martin: Zulieferung der Chemotaxonomischen Daten und Diskussion der

erhaltenen Ergebniss

Alle Autoren haben ihre Zustimmung zur Publikation vor der Einreichung der

Veroffentlichung gegeben.
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Publikationen

Angaben zum Beitrag der einzelnen Autoren zu folgender Publikation:

X.

Jiangella muralis sp. nov., from the indoor environment

von: P. Kédmpfer, J. Schéfer, N. Lodders, K. Martin, 2010
Die Publikation wurde verdffentlicht in:
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61: 128 - 131.

http://ijsb.sgmjournals.org/content/61/1/128.full

Der Beitrag der gelisteten Autoren ist wie folgt verteilt:

Peter Kimpfer: Konzeption der Studien oder Experimente, Interpretation der Daten,
Formulierung des Manuskripts

Jenny Schiifer:  Durchfiihrung der Experimente, Analyse und Interpretation der Daten,

Nicole Lodders: Zulieferung der phylogenetischen Analyse anhand der Maximum
Likelihood Methode

Karin Martin: Zulieferung der Chemotaxonomischen Daten und Diskussion der

erhaltenen Ergebnisse

Alle Autoren haben ihre Zustimmung zur Publikation vor der Einreichung der

Verdffentlichung gegeben.
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Publikationen

Angaben zum Beitrag der einzelnen Autoren zu folgender Publikation:

XI.

Promicromonospora umidemergens sp. nov., isolated from moisture from indoor wall

material

von: K. Martin, J. Schifer, P. Kdmpfer, 2010
Die Publikation wurde verdffentlicht in:
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60: 537-541

http://ijsb.sgmjournals.org/content/60/3/537.full

Der Beitrag der gelisteten Autoren ist wie folgt verteilt:

Karin Martin: Zulieferung der Chemotaxonomischen Daten und Diskussion der
erhaltenen Ergebnisse

Jenny Schiifer:  Durchfiihrung der Experimente, Analyse und Interpretation der Daten

Peter Kimpfer: Konzeption der Studien oder Experimente, Erarbeitung, Analyse

Interpretation der Daten, Formulierung des Manuskripts

Alle Autoren haben ihre Zustimmung zur Publikation vor der Einreichung der

Verdffentlichung gegeben.
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Publikationen

3.3 Entwicklung eines 16S rRNA Gen basierten Primersystems
zum Nachweis von Saccharopolyspora rectivirgula
(Publikation XII)
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Publikationen

Angaben zum Beitrag der einzelnen Autoren zu folgender Publikation:

XII.

Detection of Saccharopolyspora rectivirgula by quantitative Real-time PCR

von: J. Schéfer, P. Kdmpfer und U. Jackel, 2011
Die Publikation wurde veroffentlicht in:

Ann. Occup. Hyg. 55: 612-619

http://annhyg.oxfordjournals.org/content/55/6/612

Der Beitrag der gelisteten Autoren ist wie folgt verteilt:

Jenny Schiifer:  Konzeption der Studien oder Experimente, Durchfithrung der
Experimente, Analyse und Interpretation der Daten, Formulierung des
Manuskripts

Peter Kimpfer: Projektleiter und Endkorrektur des Manuskriptes

Udo Jackel: Konzeption der Studien oder Experimente, Unterstiitzung bei der

Interpretation der Daten, Formulierung des Manuskripts

Alle Autoren haben ihre Zustimmung zur Publikation vor der Einreichung der

Veroftentlichung gegeben.
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Schlussfolgerung & Ausblick

4. SCHLUSSFOLGERUNG & AUSBLICK

Leben und Arbeiten in ,,feuchtegeschidigten Gebauden™ scheint das Risiko fiir negative
gesundheitliche Effekte zu erhohen (Bornehag et al., 2001). Allerdings ist bis zum
heutigen Zeitpunkt nicht geklért, welche, in diesem Fall mikrobiellen Faktoren fiir einen
kausalen Zusammenhang verantwortlich sind. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
daher ein Uberblick iiber das Vorkommen und die Diversitit von Actinobacteria in
feuchtegeschiadigten Baumaterialien gegeben sowie die abundanten Actinobacteria-
Gattungen aufgezeigt. Zwar wurden Actinobacteria nachgewiesen, die einen moglichen
Einfluss auf die Gesundheit haben konnen, allerdings konnte auch in der vorliegenden
Arbeit nicht geklart werden, dass bzw. welche Actinobacteria im direkten kausalen
Zusammenhang mit den beschriebenen Beschwerden der Bewohner stehen. Tendenziell
scheint eventuell eine Kombination verschiedener Faktoren bzw. das Vorkommen
verschiedener Mikroorganismen fiir die Beschwerden verantwortlich zu sein. Zukiinftige
Untersuchungen von Baumaterialien bzw. in Innenrdumen mit Feuchteschidden sollten
daher die Gemeinschaft der vorliegenden Mikroorganismen genauer betrachten und
moglicherweise mit Schimmelpilzen interagierende Actinobacteria detailliert untersuchen.
Die ,,primédre Quelle” fiir das Vorkommen von Actinobacteria in Baumaterialien ist nicht
geklart, allerdings zeigten erste Untersuchungen einen deutlichen Zusammenhang
zwischen Baumaterialien- und korrespondierenden Bioaerosolproben. Weiterfiihrende
Untersuchungen miissen klédren, ob die im Innenraum vorkommenden Actinobacteria vom
Material in die Umgebung abgegeben werden oder ob, zuvor in der Luft vorherschende
Bakterien die Baumaterialien (besonders bei einem Feuchteschaden) besiedeln. Die
vorliegende Arbeit liefert zundchst das Detailwissen iiber vorherrschende Actinobacteria.
Dies ist notwendig, um zukiinftig sowohl gezielte Nachweise relevanter und/oder
abundanter Actinobacteria Spezies durchfithren zu konnen (wie hier beispielhaft fiir S.
rectivirgula durchgefiihrt) sowie gemeinsame Untersuchungen hinsichtlich synergistischer
Effekte mit Schimmelpilz Spezies, welche ebenfalls aus feuchtegeschéadigten

Baumaterialien bekannt sind, zu ermdglichen.
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