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Einleitung 1

1 Einleitung

Q-Fieber ist eine weltweit auftretende Zooanthroponose, die durch das obligat intrazellulare
Bakterium Coxiella burnetii (C. burnetii) verursacht wird. Seit 1990 wurde in Deutschland ein
Anstieg der gemeldeten Q-Fieber-Félle verzeichnet, wobei diese zum groéf3ten Teil zeitlich
gehauft auftraten. Vor allem betroffen waren die Bundeslander Baden-Wirttemberg, Bayern,
Hessen und Nordrhein-Westfalen. Die mittlere Inzidenz (Félle pro 1.000.000 Einwohner) fiir
die Jahre 2000 - 2003 war in den nérdlichen Bundeslandern mit < 0,5 sehr gering, wéahrend
in den Bundeslandern Nordrhein-Westfalen, Baden-Wurttemberg und Hessen vergleichs-
weise hohe Inzidenzen von 6,1, 6,5 und 10,4 vorlagen (HELLENBRAND et al., 2005). Aus
den d&stlichen Bundesléandern wurden in diesem Zeitraum nur wenige Q-Fieber-Félle
gemeldet. Allerdings kam es im Jahr 2005 in Thiringen zu einem der grofdten Q-Fieber-

Ausbriiche weltweit, bei dem 331 Falle bestatigt wurden.

Bei Tieren wird die durch C. burnetii verursachte Erkrankung als Coxiellose bezeichnet und
verlauft meist klinisch inapparent. C. burnetii hat aber auch als Ursache von Fruchtbarkeits-
stérungen und Aborten eine wirtschaftliche Bedeutung in der Rinder-, Ziegen- und Schaf-
haltung. Bei infizierten tréachtigen Tieren kommt es zu einer starken Vermehrung des
Erregers im graviden Uterus. Bei Geburten und bei Aborten kénnen so grol3e Erreger-
mengen in die Umwelt gelangen. Aufgrund der hohen Tenazitdt des Erregers kann
C. burnetii in derart kontaminiertem Material Gber lange Zeitraume infektiés bleiben. Vor
allem von diesen Geburts- und Abortprodukten stammender kontaminierter Staub, aber auch
verunreinigter Boden muss als Hauptinfektionsquelle fir den Menschen angesehen werden.
Das Infektionsrisiko fir Mensch und Tier ist hoch, da schon 1 - 10 Keime ausreichen, um
eine Infektion zu verursachen (ORMSBEE et al., 1978; TIGERTT und BENENSON, 1956).

Richtlinien fur die Desinfektion von C. burnetii-kontaminierten Bodden existieren nicht.
Stattdessen beruhen Bekdmpfungsmalnahmen auf praktischen Erfahrungen und sind nicht
das Resultat einer gezielten, wissenschaftlich fundierten und an gultigen Normen orientierten
Prifung. Zudem gibt es bislang fir obligat intrazelluldre Bakterien keine Vorschriften zur

Wirksamkeitsprifung von Desinfektionsmitteln.

Die Ziele dieser Arbeit waren es daher, ein standardisiertes Prifverfahren fur die chemische
Desinfektion von C. burnetii-kontaminierten Bodenmatrizes zu entwickeln und mit diesem
Verfahren die Wirkung verschiedener Desinfektionsmittel bei einer Umgebungstemperatur

von 10 € zu testen.



2 Literaturtibersicht

2 Literaturlibersicht
2.1 Coxiella burnetii
2.1.1 Q-Fieber und Coxiellose

Beim Menschen verursacht C.burneti das Q-Fieber. Man unterscheidet die
asymptomatische, die akute und die chronische Verlaufsform. Die Inkubationszeit bei der
akuten Form betragt ein bis drei Wochen. Die haufigste Manifestation ist ein Grippe-
ahnlicher Verlauf. Hier werden Fieber, Kopfschmerzen, Myalgie und Mudigkeit beschrieben.
Zudem kann es zu einer atypischen Pneumonie oder zu einer Hepatitis kommen. Bei etwa
5 % der Patienten entwickelt sich das mitunter Jahre andauernde chronische Q-Fieber mit
Manifestationen wie Endocarditis, Hepatitis, Osteoarthritis und Osteomyelitis (FOURNIER
et al., 1998).

Beim Tier heil3t die durch C. burnetii verursachte Erkrankung Coxiellose. Die Infektion mit
C. burnetii verlauft bei Tieren allerdings meist inapparent. Vor allem bei infizierten Haus-
wiederkauern werden auch Aborte und Fruchtbarkeitsstérungen festgestellt (KAZAR, 2005).
Infizierte SAugetiere wie Rinder, Schafe und Ziegen, aber auch Vogel und Arthropoden
stellen ein Reservoir fur Coxiellen dar.

Die Infektion erfolgt bei Menschen hauptséchlich tber die Inhalation von erregerhaltigen
Tropfchen oder Staubpartikeln. Neben Speichel, Kot und Harn sind insbesondere Geburts-
produkte wie Nachgeburt, Fruchtwasser oder Lochialsekret der betroffenen Tiere hoch-
infektios. Auch die Inhalation von trockenem Zeckenkot kann zur Infektion flihren
(SCHLIESSER, 1990). In Mitteleuropa ist vor allem Dermacentor marginatus als Vektor von
Bedeutung (LIEBISCH et al.,, 1978), wobei weltweit bei Uber finfzig Zeckenspezies
naturliche Infektionen mit C. burnetii nachgewiesen wurden (KLOPPERT et al., 2004). Tiere
kénnen sich zusatzlich zu der oben beschriebenen aerogenen Ansteckung auch oral durch
das Belecken von Nachgeburten infizieren (BOSTEDT und DEDIE, 1996). Die
Mindestinfektionsdosis ist auerordentlich klein. Zur Infektion von Labortieren kann nach
ORMSBEE et al. (1978) ein einzelner Keim ausreichen. Laut TIGERTT und BENENSON

(1956) betragt die Mindestinfektionsdosis beim Menschen durch Inhalation ca. 10 Coxiellen.
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2.1.2 Erregereigenschaften und -taxonomie

C. burnetii ist ein kleines, unbewegliches, polymorphes Bakterium, dessen Zellwand der von
gramnegativen Bakterien &ahnelt. Die Coxiellen sind y-Proteobakterien und werden der
Ordnung der Legionellales zugeordnet. Hier gehéren sie zur Gattung Coxiella in der Familie
Coxiellaceae. Der einzige Vertreter der Gattung ist C. burnetii (NCBI).

Coxiellen vermehren sich obligat intrazellular in den Phagolysosomen kernhaltiger
eukaryotischer Zellen (KAZAR, 2005). Der Erreger kommt in verschiedenen morpho-
logischen Formen vor. So werden Coxiellen der Phase | bei immunkompetenten Wirten
isoliert, wahrend durch die Vermehrung in Zellkulturen oder in embryonierten Huhnereiern
nach mehrmaligem Passagieren eine Phasenvariation zu Phase Il stattfindet. Coxiellen der
Phase Il sind weniger virulent als Phase-I-Coxiellen (FOURNIER et al., 1998). Die Phasen-
variation ist durch eine Umstrukturierung der Lipopolysaccharide bedingt (KAZAR, 2005). In
beiden Phasen kommt es zu der Ausbildung von ,Small Cell Variants* (SCV), ,Large Cell
Variants* (LCV) und ,Spore Like Particles” (SLP). SCV werden 0,2 - 0,5 um lang und bis
0,2 um breit, LCV 1,0 - 2,0 um lang und bis 0,5 um breit (COLEMAN et al., 2004). Die LCV
stellen die replikative Form der Coxiellen dar, die SCV und die SLP sind vermutlich flr die
hohe Tenazitat von C. burnetii verantwortlich (COLEMAN et al., 2004).

Zwischen einzelnen C. burnetii-Stammen konnten durch DNA-DNA-Hybridisierung nur
geringe genetische Unterschiede festgestellt werden (VODKIN et al., 1986). Isolate aus
verschiedenen geographischen Gebieten wiesen dagegen eine deutliche Heterogenitat auf.
Dies wurde mittels Analyse des Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus nachgewiesen
(HENDRIX et al., 1991; THIELE et al., 1993). Die beiden Phasenvarianten von C. burnetii
weisen neben der chromosomalen DNA auch Plasmid-DNA auf (SAMUEL et al., 1983).

2.1.3 Tenazitat von Coxiellen

Unter Tenazitéat versteht man die allgemeine Widerstandsfahigkeit von Krankheitserregern
aulBerhalb des natlrlichen Wirtes gegeniiber verschiedenen Umwelteinflissen, wie z. B.
Temperatur- und pH-Wert-Schwankungen oder UV-Licht. Die unmittelbare Umgebung des
Erregers hat einen Einfluss auf dessen Tenazitat. Coxiellen wurden z. B. in unterschiedlichen
Flussigkeiten (Wasser, Milch) in Lebensmitteln (Kése, Butter, Fleisch) und im Boden nach-
gewiesen. Die hohe Tenazitdt von C. burnetii begiinstigt deren Verbreitung, was durch die

seuchenhaften Q-Fieber-Ausbriiche der letzten Jahre belegt wird.

Die in der internationalen Literatur beschriebenen Untersuchungen zur Tenazitat von

C. burnetii sind nur teilweise vergleichbar. Es muss beachtet werden, dass die Versuche mit
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sehr unterschiedlichen Coxiellensuspensionen durchgefihrt wurden, wie z. B. mit Dotter-
sack- oder Mausemilzsupensionen oder auch wassrigen Suspensionen aus aufgereinigten
Coxiellen. Die Keimkonzentrationen dieser Prifsuspensionen wurden besonders in alterer
Literatur nicht bestimmt. Zusétzlich wurden unterschiedlich sensitive und héaufig nur
qualitative Methoden zum Nachweis Uberlebender bzw. vermehrungsféhiger C. burnetii-

Keime angewandt.

2131 Tenazitat gegendber physikalischen Einfliss  en

Uber die Widerstandsfahigkeit von Coxiellen gegeniiber UV-Licht gibt es gegensatzliche
Angaben. So veroffentlichten RANSOM und HUEBNER (1951) die Ergebnisse eines
Versuchs, bei dem Coxiellen in einer 1 %igen Dottersackaufschwemmung mit einer
Levinson-Oppenheimer-Lampe (LEVINSON, 1944, zit. nach RANSOM und HUEBNER,
1951) bestrahlt wurden. Nach einer Bestrahlungsdauer von 0,3 Sekunden konnte eine voll-
stéandige Inaktivierung der Erreger festgestellt werden. Der Nachweis der Coxiellen erfolgte
Uber Dottersackausstriche von infizierten embryonierten Hihnereiern, welche nach
Macchiavello gefarbt und anschlieBend lichtmikroskopisch untersucht wurden. Zusatzlich
wurde die UV-behandelte Erregersuspension Meerschweinchen i. p. injiziert. 30 Tage p. i.
wurden durch die Komplementbindungsreaktion die eventuell gebildeten Antikdrper
nachgewiesen. Bei fraglichen Ergebnissen wurden weitere Eipassagen mit anschlie3ender
Untersuchung der Virulenz in Meerschweinchen durchgefiinrt. Die genaue Erreger-
konzentration wurde weder vor noch nach der Behandlung ermittelt (RANSOM und
HUEBNER, 1951). Aufgetragen als dinner, getrockneter Film Uberlebten Coxiellen eine
einstindige Bestrahlung mit einer ,Bakterienlampe” (30 W, 75 cm Entfernung, BABUDIERI
und MOSCOVICI, 1950). Im Rahmen der Impfstoffentwicklung wurden Coxiellen von
SIEGERT et al. (1951) mit UV-Licht inaktiviert. Anhaltspunkte fir die Konzentration des
Impfstoffes lieferten das Ausstrichpraparat, der Tribungsgrad und seine Komplement-
bindungsfahigkeit mit spezifischen Immunseren. Zur Inaktivierung wurde eine ,Original
Hanau“-Lampe Modell NK 25/85 benutzt, bestehend aus einer Leuchtstoffréhre und einem
Transformator (254 nm, 5 Watt). Es wurde eine gleichmafige Bestrahlung der coxiellen-
haltigen Impfstoffsuspension sichergestellt. Nach einer Bestrahlungsdauer von 20 Minuten
konnten noch infektiose Coxiellen nachgewiesen werden. Nach 30 Minuten hatten die
Erreger ihre Infektiositat weitgehend eingebRt. Laut der Autoren muss deshalb mit einer
geringen Restinfektiositdt gerechnet werden. Die genaue Coxiellenkonzentration der
Ausgangssuspension wurde nicht bestimmt. Zum Nachweis der Infektiositat wurde Meer-
schweinchen der 1:4 verdiinnte Impfstoff i. p. injiziert. Da die Tiere daraufhin anhaltend

Fieber entwickelten, wurde der Impfstoff als noch infektids bewertet (SIEGERT et al., 1951).
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LITTLE et al. (1980) untersuchten Coxiellen in Phase | und Il auf ihre Empfindlichkeit
gegeniiber UV-Licht. Dazu wurden eine Coxiellensuspension (1 x 108 Partikel/ml) sowie mit
Coxiellen infizierte und nicht infizierte peritoneale Meerschweinchen-Makrophagen einer UV-
Licht-Bestrahlung ausgesetzt (600 uW/cm?, 15s, Entfernung 10 cm). Zum Nachweis der
Restinfektiositat wurden Verdiinnungen der bestrahlten Erregersuspension (10° — 108) sowie
von der nicht infizierten Makrophagensuspension hergestellt. Von diesen Verdinnungen
wurde Mausen je ein ml i. p. injiziert. Zusétzlich wurde eine Coxiellen-Suspension fir drei
Tage mit UV-Licht unter Laborbedingungen bestrahlt und anschlieBend i. p. in Méause
injiziert. Nach 21 Tagen konnten durch indirekte Immunfluoreszenz keine spezifischen Anti-
korper nachgewiesen werden. Daraufhin wurde die Suspension von den Autoren als

vollstandig inaktiviert betrachtet.

KIRBERGER (1951) verteilte drei Milliliter einer C. burnetii-haltigen Mausemilzsuspension in
einer Petrischale, bis ein mdglichst dinner Film entstand. Die Erregermenge war nicht
bekannt. Den Bakterienfilm bestrahlte er mit einer UV-Lampe (25 Watt) aus einer Entfernung
von einem Meter. Nach der Bestrahlung Uber 2,5 bzw. 15 Minuten konnte er keine
inaktivierende Wirkung des UV-Lichtes nachweisen. In Wiederholungsversuchen bestatigte
er dieses Ergebnis. Der Coxiellennachweis erfolgte hier Uber die i. p.-Injektion der Erreger-
suspension in Mause. Sogenannte Milztupfpraparate wurden vier Tage p. i. mikroskopisch
untersucht. Es folgten zwei weitere Passagen, nach denen aber ebenfalls keine Coxiellen
entdeckt werden konnten.

Einige Autoren haben vermutlich wegen der langen Uberlebenszeit von Coxiellen in der
Umwelt auf eine UV-Licht-Resistenz geschlossen. SPROCKHOFF (1979) vermutete, dass
diese Resistenz weniger durch die UV-Bestandigkeit des Erregers als vielmehr durch die
Barrierewirkung keimumhullender Materialien zustande kommt.

Trockenheit erhoht laut WEYER (1959) die Widerstandsfahigkeit von Coxiellen. Als ein
Hinweis auf die hohe Tenazitat gegeniiber Austrocknung kann die lange Uberlebenszeit
von Coxiellen von mindestens 586 Tagen in trockenem Zeckenkot gedeutet werden (Philip,
1948). Der qualitative Coxiellennachweis wurde hier Uber die Infektion von Meerschweinchen
erbracht. Entwickelten die Tiere anhaltendes Fieber, wurde das fragliche Inolulum als
infektids beurteilt. In getrocknetem Meerschweinchenblut blieben Coxiellen mindestens
182 Tage infektionstiichtig, in getrocknetem Urin fir mindestens 49 Tage (PARKER et al.,
1949). Mindestens 30 Tage konnten Coxiellen in getrockneter Milch Uberleben (BABUDIERI
und MOSCOVICI, 1950).
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Mehrere Forschergruppen nahmen sich der Frage nach dem Einfluss der Temperatur auf
die Uberlebensfahigkeit von C. burnetii an. Dabei zeigte sich einheitlich, dass niedrige

Temperaturen die Uberlebenszeit von C. burnetii begiinstigen.

Der Einfluss der Temperatur wird auch in einer der wenigen Verdffentlichungen deutlich, die
es zur Uberlebensfahigkeit von C. burnetii im Erdboden gibt. Die von IGNATOVICH (1959b)
zu Testzwecken verwendete Erregersuspension enthielt neben dem Erreger (5 x 104 -
5 x 10° EID/ml) auch 0,05 % Protein. Aus Ton und Sand, die mit dieser Erregersuspension
kiinstlich kontaminiert worden waren, konnten nach sieben Monaten Inkubation bei 4 - 6 T
noch lebensfahige und infektiose Coxiellen isoliert werden. Nach insgesamt neun Monaten
waren keine lebensfahigen Erreger mehr nachweisbar. Bei hoheren Temperaturen (15 -
20 C) Uberlebten die Keime vier Monate, bei Temper aturen von 34 - 36 T konnten nach
zwei Monaten keine Coxiellen mehr nachgewiesen werden. Zum Nachweis wurden die
Erreger auch in dieser Studie mit Phosphatpuffer aus dem Tragermaterial eluiert und in
embryonierten Hihnereiern titriert. Eine weitere Angabe iber die Uberlebenszeit von
Coxiellen in Béden enthalt eine Veroffentlichung von WELSH et al. (1959). Diese Autoren
konnten von Stellen, auf denen Schafe abgelammt hatten, Coxiellen wahrend der Ablamm-
saison von Ende Oktober bis April aus Bodenproben isolieren. Bei allen untersuchten
Herden war eine zurtickliegende oder akute C. burnetii-Infektion bekannt. Die Bodenproben
wurden an Stellen genommen, an denen das Oberflachenwasser eingesickert war oder an
Stellen, die direkt an Pfltzen angrenzten. Innerhalb der Ablammperiode waren die Erreger
bis zu 150 Tage nachweisbar. Der Coxiellen-Nachweis erfolgte hier Uber eine i. p.-Injektion
einer aus dem Bodenmaterial gewonnenen Suspension in Hamster. Nach sechs Wochen
wurde das Serum der inokulierten Hamster auf komplementbindende Antikérper untersucht.
Nach dem Ende der Ablammsaison konnten keine Coxiellen mehr in den Proben festgestellt

werden.

SILICH (1957) untersuchte die Uberlebenszeit von Coxiellen in einer 10 %igen NaCl-
Loésung . Wurde die Suspension bei Raumtemperatur gelagert, konnten nach 180 Tagen
noch Coxiellen festgestellt werden. Bei Lagerung bei 4 € wurden noch nach 270 Tagen
lebensfahige Coxiellen nachgewiesen. Zu diesen Zeitpunkten endeten die Untersuchungen
jeweils. Der Nachweis erfolge hier tber die Infektion embryonierter Hilhnereier und die nach-
folgende mikroskopische Untersuchung der Dottersackausstriche. Konnten keine Erreger

festgestellt werden, wurde das Material passagiert.

IGNATOVICH (1959a) konnte die bei 4- 6 T in Leitungswasser inkubierten Coxiellen
(5x10*- 5x 10°EID bzw. Meerschweinchen-infektiose Dosen/ml) noch nach 30 Monaten
(2 x 102 ID/ml) nachweisen, nach 36 Monaten waren die Keime komplett inaktiviert. In
destilliertem Wasser bei 4 - 6 T Uberlebten die Coxiellen 21 Monate (2 x 10* ID/ml), nach
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drei weiteren Monaten waren keine Erreger mehr feststellbar. Deutlich kiirzer war die Uber-
lebenszeit der Coxiellen in Leitungswasser mit ca. drei Monaten bei 15- 20 <
(2 x 10* ID/ml). Nach funf Monaten konnten keine Erreger mehr festgestellt werden. Am
kirzesten Uberlebten die Erreger in Leitungswasser bei 34 - 36 . Hier wurden nach einem
Monat zwar noch Keime nachgewiesen, nach zwei Monaten aber schon nicht mehr. Die
Quantifizierung vermehrungsfahiger Coxiellen erfolgte bei diesen Untersuchungen mittels
Titration in embryonierten Hihnereiern (IGNATOVICH, 1959a).

In &hnlichen Versuchen kamen MALLOCH und STOKER (1952) zu dem Ergebnis, dass eine
kurzzeitige Erwarmung im Wasserbad keinen inaktivierenden Einfluss hatte. Sie be-
obachteten, dass Coxiellen in Dottersackaufschwemmungen (10*° EIDso/ml) nach einer Ein-
wirkzeit von 48 Stunden bei 4 € und 22 T und fur drei Stunden bei 37 T unvermindert
aktiv waren. Der Nachweis erfolgte Uber die i. p.-Injektion der Coxiellensuspension in
embryonierte Huhnereier. Dottersackausstriche wurden nach 14 Tagen nach Giemsa gefarbt
und lichtmikroskopisch beurteilt. Wurden keine Coxiellen nachgewiesen, erfolgte eine
mehrmalige Passage in Hihnereiern und die anschlieBende lichtmikroskopische Unter-

suchung der Dottersackausstriche.

KIRBERGER (1951) erhitzte coxiellenhaltige M&usemilzsuspensionen unbekannter Konzent-
ration im Wasserbad fir 30 Minuten auf 45, 55 und 60 . Hierbei konnte keine inaktivie-
rende Wirkung nachgewiesen werden. Auch eine langere Erwarmung Uber 60 Minuten bei
60 < fuhrte nicht zu einer vollstandigen Abtétung der Erreger. BABUDIERI und MOSCOVICI
(1950) stellten fest, dass Coxiellen in Wasser oder Milch bei 50 T mindestens 30 Minuten
Uberlebten. Bei einer Erhitzung auf 60 T wurden die Erreger in weniger als einer Minute
inaktiviert. RANSOM und HUEBNER (1951) berichteten, dass das mit Magermilch aufge-
schwemmte coxiellenhaltige Dottersackmaterial unbekannter Erregerkonzentration nach
40 Minuten bei 63 T im Wasserbad nicht vollstandig inaktiviert wurde. Nach der zweiten
Passage im embryonierten Hihnerei konnte in einem nach Macchiavello gefarbten Praparat
und durch den Nachweis der Antikérperbildung in Meerschweinchen noch immer Coxiellen-
vermehrung nachgewiesen werden. Vergleichend dazu wurde schon nach 15 Minuten bei
50 T eine vollstédndige Abtétung von R. mooseri, R. akari und R. rickettsi erreicht. Bei einer
héheren Temperatur von 65 T wurde die Coxiellensus pension unbekannter Konzentration
schon nach 15 Minuten vollstdndig inaktiviert (KIRBERGER, 1951). Auch in mit Milch
suspendierten Mausemilzen wurden die Erreger bei 65 T innerhalb von 30 Minuten
abgetttet. Die Milch hatte als einhlllendes Medium wider Erwarten keine erhéhte
Widerstandsféahigkeit der Coxiellen zur Folge (KIRBERGER, 1951).

In Versuchen von IGNATOVICH (1959b) tberdauerten Coxiellen (5 x 10* — 5 x 10° EID/ml,
Suspension enthielt 0,05 % Protein) in Wolle bei Temperaturen von 4 - 6 T mindestens
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12 Monate. Erst nach 16 Monaten waren die Erreger vollstandig inaktiviert. Bei hoheren
Temperaturen von 15 - 20 € waren nach 7 Monaten no ch infektionstiichtige Coxiellen nach-
weisbar. Nach zwei weiteren Monaten konnten keine Coxiellen mehr festgestellt werden.
Noch kiirzer war die Uberlebenszeit der Erreger bei Temperaturen von 34 - 36 T, hier
konnten lebensfahige Coxiellen nur fur ein bis zwei Monate nachgewiesen werden. Die
Erreger wurden von der Wolle mit Phosphatpuffer eluiert und zum Nachweis in

embryonierten Hihnereiern titriert.

Eine &hnliche Abhangigkeit zwischen Temperatur und Tenazitdt zeigte sich auch bei
Coxiellen, die auf Holzspane aufgetragen wurden. Die Erregersuspension (5 x 10— 5 x 10°
EID/ml) enthielt 0,05 % Protein. Hier konnten Erreger nach zwei Monaten bei 4 - 6 T nach-
gewiesen werden. Bei hoheren Temperaturen (15- 20 C, 34 - 36 C) waren allerdings
schon nach einem Monat keine Coxiellen mehr feststellbar IGNATOVICH, 1959b). Auch hier
wurden die Coxiellen mit Phosphatpuffer abgeschwemmt und zum Nachweis ihrer

Infektionstiichtigkeit in embryonierten Hiihnereiern titriert.

Die Wirkung von Ultraschallwellen auf Coxiellen ist noch nicht eindeutig geklart. Untersucht
wurden coxiellenhaltige Mausemilzsuspensionen mit unbekannter Erregerkonzentration, die
fur 30 bzw. 60 Minuten bei 1.000 kHz beschallt wurden. Ein Warmeeffekt wurde durch eine
Wasserkiihlung ausgeschlossen. Statt einer Inaktivierung der Erreger wurde vielmehr ein
verstarktes Keimwachstum festgestellt (KIRBERGER, 1951). Allerdings weist der Autor
darauf hin, dass dieses Ergebnis noch keine endgiiltige Aussage erlaube, da nicht mit einer
aufgereinigten Coxiellensuspension gearbeitet worden sei. Denn zur Interpretation der
Ergebnisse bei der Ultraschallbehandlung missten neben der Temperatur auch Einflisse
von Verunreinigungen durch organisches Material und auch der pH-Wert bertcksichtigt
werden (STRAUCH und BOHM, 2002). Der Erregernachweis wurde wie in den anderen

Versuchen dieser Arbeitsgruppe mittels Infektionsversuchen an Mausen erbracht.

SCOTT et al. (1989) versuchten C. burnetii flr einen Impfstoff durch Gamma-Strahlung zu
inaktivieren. Sie untersuchten dazu Coxiellensuspensionen aus Dottersackmaterial (Phase I,
10198 IDso/ml) und vergleichend dazu aufgereinigte Coxiellen in NaCl (Phase |, 10! IDsy/ml;
Phase II, 107! IDso/ml). Alle drei Suspensionen wurden bei -79 T in einer ,ACEL Gamma
cell 200, Cobalt-60 Radiation Unit" bestrahlt. Dabei wurde festgestellt, dass die Coxiellen in
der Dottersacksuspension weniger empfindlich waren, als die aufgereinigten Erreger der
Phase I. Zudem fiel auf, dass die Erreger der Phase Il weniger empfindlich auf die Gamma-
Strahlung reagierten, als diejenigen der Phase I. Dies konnte durch das vorhandene Wirts-
zellmaterial in der Phase II-Suspension verursacht worden sein. Die Erreger in den drei
Suspensionen wurden durch eine Strahlung von 10 kGy vollstandig inaktiviert. Fir eine
90 %ige Inaktivierung waren schon zwischen 0,6 - 1,21 kGy ausreichend, je hach Phase der
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Erreger. Die Konzentration der nach der Bestrahlung noch enthaltenen Coxiellen wurde
durch Titration in Mausen bestimmt. Als Parameter der Vermehrungsféahigkeit diente die
C. burnetii-spezifische Serokonversion der Tiere. Zusétzlich wurden die bestrahlten Erreger
mehrmals in embryonierten HUhnereiern passagiert. Zum Erregernachweis wurden Dotter-
sackausstriche 14 Tage p.i. hach Giménez gefarbt und lichtmikroskopisch auf Coxiellen

untersucht.

Da C. burnetii prinzipiell auch mit kontaminierten Lebensmitteln tierischen Ursprungs vom
Tier auf den Menschen tibertragen werden kann, ist die Uberlebensfahigkeit des Erregers in
entsprechenden Matrizes von besonderer Bedeutung. Hierzu gibt es mehrere publizierte
Untersuchungsergebnisse. Dabei bestéatigte sich die Beobachtung an anderen Matrizes,
dass niedrigere Temperaturen mit einer langeren Uberlebensfahigkeit des Erregers
einhergehen. So Uberlebten Coxiellen (5 x10* — 5 x10° EID bzw. Meerschweinchen-infektidse
Dosen/ml) bei 4- 6 C in Magermilch bis zum Ende des Versuchszeitraumes von
42 Monaten (IGNATOVICH, 1959a). Bei htheren Temperaturen von 15 - 20 < wies er die in
Magermilch inkubierten Erreger (5 x10* — 5 x10° ID/ml) noch am Ende des insgesamt 24 -
monatigen Untersuchungszeitraumes nach (2 x 10* ID/ml). Bei Temperaturen von 34 - 36 T
wurden die Keime in Magermilch zwischen dem dritten und sechsten Monat komplett in-
aktiviert. Der Erregernachweis erfolgte quantitativ durch die Titration der Coxiellen-
suspension in embryonierten Huhnereiern. Die Dottersackausstriche wurden licht-
mikroskopisch untersucht. Konnten keine Erreger festgestellt werden, wurden ein bis zwei
weitere Passagen durchgefiihrt. Bei 4 T wird die Ub erlebensfahigkeit von Coxiellen in
steriler Magermilch von LERCHE (1966) mit 273 Tagen angegeben. In natirlich
kontaminierter Ziegenmilch , gelagert bei 4 C, betrug die nachgewiesene Uberl ebenszeit
von Coxiellen drei Monate (CAMINOPETROS, 1948). In sauernder Milch starben Coxiellen
innerhalb von 24 Stunden ab (COMBIESCO, 1957).

Versuche von MARMION et al. (1951) zeigten, dass natirlich mit C. burnetii kontaminierte
Vollmilch nach dem Erhitzen auf 67,8 - 68,9 T flir 15 Sekund en fiir Meerschweinchen nicht
mehr infektios war. Dagegen blieb experimentell kontaminierte Milch mit einem hohen Gehalt
an Coxiellen trotz Erhitzung auf 70- 70,6 T fir 15 Sekunden infektits. Wurden die
Milchproben auf ca. 71,7 T erhitzt, konnten aber k eine infektiosen Coxiellen mehr nach-
gewiesen werden. BINGEL und ENGELHARDT (1952) fanden heraus, dass eine Erhitzung
auf 85 T fir sieben Sekunden die Coxiellen in mit Milch aufgeschwemmtem Dottersack-
oder Meerschweinchenhodenmaterial nicht vollstdndig abtttete. Das hochkonzentrierte
Material (1.000fache Meerschweinchen-Mindestinfektionsdosis) wurde durch diese
Behandlung aber soweit inaktiviert, dass die Fieberbildung in mit diesem Material
inokulierten Meerschweinchen ausblieb und in der lichtmikroskopischen Untersuchung der
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infizierten Meerschweinchenhoden nur noch eine geringe Erregervermehrung festzustellen
war. Eine zuverlassige Inaktivierung erfolgte bei 100 T fur sieben Sekunden bzw. bei 71 €
fir 80 Sekunden. Zusatzlich zu der Infektion der Meerschweinchen erfolgte zum Nachweis
infektiobser Coxiellen die Infektion von embryonierten Hihnereiern mit nachfolgender

mikroskopischer Untersuchung der Dottersackausstriche.

LENNETTE et al. (1952) uberpriften die Wirksamkeit von zwei unterschiedlichen Pasteur-
isationsverfahren gegen C. burnetii. Nach der Erhitzung von natirlicherweise mit Coxiellen
kontaminierter Vollmilch auf ca. 62 T fur 30 Minuten wurde von 35 getesteten Milchproben
noch eine Probe positiv auf Coxiellen getestet. Wurden die Proben auf ca. 71 T fur 15
Sekunden erhitzt, konnten noch in zwei von 42 Proben Coxiellen nachgewiesen werden. Der
Erregernachweis erfolgte Uber die Bestimmung der Antikorper im Serum infizierter Meer-
schweinchen. Fir die Pasteurisierung wurden Ende der 1950er Jahre die Ergebnisse von
ENRIGHT et al. (1957a+b) als internationaler Standard eingefiihrt. Sie hatten festgestellt,
dass C. burnetii (5 x 10* ID/ml) nach einer Inkubation fiir 30 Minuten bei 62,8 C, und ebenso
fur 15 Sekunden bei 71,7 C, vollstandig abgetétet wurde, nicht aber bei 61,7 T fur 30
Minuten. Die Erhitzung der keimhaltigen Milch erfolgte im Wasserbad, sowie in einer
regularen Pasteurisationsanlage. Zum Erregernachweis wurde Meerschweinchen die
pasteurisierte Milch (2 ml) i. p. injiziert. Nach 9 - 10 Tagen wurden Milzsuspensionen der
infizierten Tiere gewonnen und weiteren Meerschweinchen i. p. injiziert. AnschlieRend folgte

eine Untersuchung auf komplementbindende Antikorper.

JELLISON et al. (1948) stellten in gefrorener Butter aus nicht pasteurisierter Milch eine
Uberlebenszeit der Coxiellen von mindestens 41 Tagen fest. Fiir den Erregernachweis
wurden Butterproben zwei Meerschweinchen s.c. injiziert. Ein Tier starb nach 9 Tagen und
wurde nicht weiter untersucht. Das andere Meerschweinchen wies nach 32 Tagen hohe
Antikorpertiter im Serum auf. In serbischem ,Lake-Kése “ wies SIPKA (1959) eine Uber-
lebensfahigkeit von 42 Tagen nach. Zum Erregernachweis in dieser Untersuchung wurde
Meerschweinchen eine aus dem Kase gewonnene Suspension injiziert. Eventuell gebildete
Antikdrper wurden mit Hilfe der Komplementbindungsreaktion nachgewiesen. Im Gegensatz
zu Butter und ,Lake-K&ase" starben die Erreger in Hartkdse schon vor der Konsumreife ab
(KASTLI, 1956).

In Fleisch ist laut SCHAAL (1972) postmortal nicht mit einer Vermehrung von Coxiellen zu
rechnen. Die Fleischreifung und weiterfiihrende Verarbeitungsprozesse wie Konservierung,
Koch - und Bruhverfahren (70 - 80 T Kerntemperatur) sind laut Autor ausreichend, um die
Erreger abzutdten. Experimentelle Untersuchungen fiihrte er allerdings nicht durch. SILICH
(1957) injizierte Meerschweinchen i. p. mit C. burnetii. Die Tiere wurden getotet, als sie

hohes Fieber entwickelten. Die ausgeweideten Tierkérper und die enthommenen Organe
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wurden in 10 %iger NaCl-Losung bei 4 - 8 T gelagert. Am 180. Tag wies SILICH noch
lebensfahige Coxiellen in der Muskulatur nach. AuRerdem konnte er in den Nieren und in der
Milz die Erreger mindestens 60 Tage lang nachweisen. Der Nachweis infektioser Coxiellen
erfolgte Uber die i. p.-Injektion von infiziertem Material in Meerschweinchen und eine

anschlieRende Untersuchung auf komplementbindende Antikorper.

2.1.3.2 Tenazitat gegenuber chemischen Einflissen

Die Angaben uber den Einfluss des pH-Wertes auf die Uberlebensfahigkeit von Coxiellen
sind widersprtichlich. So weisen ROGER und ROGER (1960) auf einen geringen Einfluss
des pH-Wertes hin. Dagegen wirkt sich laut IGNOTOVICH (1959a) der pH-Wert
entscheidend auf die Uberlebensfahigkeit von C. burnetii aus. In einem mit C. burnetii
versetzten Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 5 konnten bei 4 - 6 T ab dem achten
oder neunten Monat keine Coxiellen mehr nachgewiesen werden. Wies der Puffer einen pH-
Wert von 6 auf, starben die Coxiellen zwischen dem 12. und 16. Monat ab. Dagegen konnten
in einem Phosphatpuffer mit einem leicht basischen pH-Wert von 8 noch nach 25 Monaten
Coxiellen nachgewiesen werden (2 x 10 EID/ml). Die verwendete Coxiellensuspension wies
eine EID bzw. eine Meerschweinchen-infektioése Dosis von 5 x 10* bis 5 x 105/ml auf. Der
Erregernachweis erfolgte Uber die Infektion von embryonierten Huhnereiern mit ggf.
passagiertem Material und die anschliel3ende lichtmikroskopische Untersuchung von Dotter-
sackausstrichen. Die geringere Toleranz von Coxiellen gegeniiber S&uren als gegeniber
Laugen ist unerwartet, da sie als azidophile Bakterien gelten. In den von ihnen befallenen
Wirtszellen werden sie erst nach Ansauerung der lysosomalen Vakuole auf einen pH-Wert
von ca. 4,5 metabolisch aktiviert (HOWE et al., 2003).

Die Literaturangaben zu der Tenazitat von Coxiellen gegentiber chemischen Desinfektions-
mitteln beziehen sich groRRtenteils auf Untersuchungen, die vor mehreren Jahrzehnten durch-
gefuihrt wurden. Veroffentlicht wurden Untersuchungen Uber die Widerstandsféahigkeit des
Erregers u. a. gegen Aceton, Alkohol, Ather, Formalin, Lysol BP®, Natronlauge, Phenol,

Sagrotan®, Salzsaure und Zephirol®.

HAHON und ZIMMERMAN (1969) untersuchten das intrazellulare Uberleben von C. burnetii
in infizierten L-929-Zellen unter Einwirkung von Aceton bei -60 T. Zum Nachweis
infektioser Coxiellen wurde Meerschweinchen eine Erreger-Zellsuspension (10* IDse/ml pro
Meerschweinchen) injiziert. Ein Anstieg der Koérpertemperatur auf mindestens 40 € und eine
Zunahme an erregerspezifischen, komplementbindenden Antikérpern um mindestens den
Faktor vier wurden als Anzeichen einer Infektion bzw. als Zeichen von Restinfektiositat
gewertet. Nach einer Einwirkzeitzeit von 24 Stunden wurde eine komplette Inaktivierung der
Keime festgestellt.
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Alkohol in 70 %iger Konzentration tétete die Coxiellen in einer Mausemilzsuspension mit
unbekannter Erregermenge innerhalb von zwei Minuten ab. Die Suspension wurde Mausen
zum Nachweis i. p. injiziert. Sogenannte Milztupfpraparate wurden vier Tage p.i. licht-
mikroskopisch untersucht. Auch nach zwei anschlieBenden Passagen in Mausen konnten
keine infektionstlichtigen Coxiellen festgestellt werden (KIRBERGER, 1951).

MALLOCH und STOKER (1952) untersuchten die Wirkung von Ather auf C. burnetii
(10*® EIDs¢/ml). Uber Nacht erfolgte eine Inkubation bei 4 . Der Nachweis infektidser
Coxiellen erfolgte mit embryonierten Huhnereiern. Ab dem flnften bis zum 14. Tag p.i.
wurden nach Giemsa gefarbte Ausstriche der Dottersdcke mikroskopisch untersucht. Erst in
der zweiten Passage in Hihnereiern konnten Coxiellen nachgewiesen werden. In Versuchen
von KIRBERGER (1951) wurden mit C. burnetii infizierte Mausemilzsuspensionen nach einer
Einwirkzeit von Ather tiber 1, 15 und 60 Minuten Mausen i. p. injiziert. Der Nachweis erfolgte
wie oben beschrieben. In den sogenannten Milztupfpréaparaten konnten keine Coxiellen mehr
nachgewiesen werden. Auch in zwei nachfolgende Passagen wurden die Erreger nicht

festgestellt.

Formalin wurde friher routinemafig benutzt, um Coxiellen fir die Impfstoff- und Antigenher-
stellung zu inaktivieren. Eine sichere Abtdtung der Erreger musste also gewahrleistet sein.
MALLOCH und STOKER (1952) gelang es jedoch nicht, C. burnetii (10*° EIDso/ml) mit
0,5 % oder 1 % Formalin vollstéandig abzuttten. Bei der Inkubation einer Erregersuspension
mit 0,5 % Formalin unter verschiedenen Bedingungen (48 h, 4 C; 3 h, 22 C; 3 h, 37 C)

konnte keine vollstandige Inaktivierung erreicht werden. Auch 1 % Formalin bei einer Ein-
wirkzeit von drei Stunden bei 22 T war nicht ausre ichend, um die Erreger vollstdndig ab-
zutéten, denn von 13 infizierten Eiern konnten noch in zwei Eiern Erreger festgestellt
werden. Die Bakteriensuspension wurde zum Nachweis infektionstiichtiger Erreger in
embryonierte Huhnereier injiziert. Ab dem fiinften bis zum 14. Tag p.i. wurden nach Giemsa
gefarbte Ausstriche der Dottersdcke mikroskopisch untersucht. Auch RANSOM und
HUEBNER (1951) berichteten in ahnlicher Weise, dass weder 0,5 % Formalin nach einer
Einwirkzeit von 96 Stunden bei 4 T, noch 1 % Formalin fur 24 Stunden bei 4 T die ver-
wendete Coxiellensuspension aus Dottersackaufschwemmungen vollstandig inaktivieren
konnte. KIRBERGER (1951) kam zu gegensétzlichen Ergebnissen. Er behandelte coxiellen-
haltige Mausemilzsuspensionen unbekannter Konzentration mit 0,5 % und 0,2 % Formalin.
Nach 24, bzw. 48 Stunden konnte er keine Erreger mehr nachweisen. Nach drei Tagen
Einwirkzeit von 0,5 % Formalin konnten auch BABUDIERI und MOSCOVICI (1950) keine
infektionsttichtigen  Coxiellen mehr feststellen. Dagegen beobachteten andere
Arbeitsgruppen selbst mit einer hoheren Formalinkonzentration keine vollstandig
inaktivierende Wirkung des Desinfektionsmittels. So berichteten SCOTT und WILLIAMS
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(1990), dass Formalin in 5 %iger Losung nach einer Einwirkzeit von 24 Stunden bei 25 C
eine Suspension von 108 Coxiella-Partikeln nicht komplett inaktivierte. Eine Suspension mit
108 Bacillus-Sporen konnte unter denselben Bedingungen dagegen komplett abgetotet
werden. Die genaue Anzahl der restlichen infektiosen Coxiellen wurde nicht ermittelt, da die
Autoren nur an einer vollstandigen Inaktivierung interessiert waren. Zudem untersuchten
SCOTT und WILLIAMS die Wirkung von Formaldehydgas (entstanden aus Paraformaldehyd,
ca. 10 g/m®) auf eine C. burnetii-Suspension, welche auf einen Membranfilter aufgetragen
wurde (108 Partikel/Filter). Der kontaminierte Filter wurde bei 24 T und einer relativen
Luftfeuchte von 80 % in einer ca. 2,5 m? groBen Kammer begast. Dabei wurden die Coxiellen
vollstéandig inaktiviert. Zum Nachweis wurden die behandelten Coxiellen vom Filter abgeltst
und als Suspension in embryonierten Hihnereiern und auch in Mausen passagiert. Die
Dottersack- bzw. Mausemilzsuspensionen wurden i. p. Mausen injiziert, welche nach vier
Wochen auf eine eventuelle Serokonversion mittels ELISA Uberpruft wurden. Der Nachweis
einer vollstandigen Inaktivierung von Coxiellen unbekannter Konzentration konnte durch die
Desinfektion mit 1 % Formalin fir 72 Stunden bei 4 T nachgewiesen werden. Verschiedene
Rickettsia-Spezies wie R. mooseri, R. akari und R. rickettsi lieRen sich im Gegensatz dazu
schon durch 0,1 % Formalin Gber 24 Stunden bei 4 T vollstandig inaktivieren (RANSOM
und HUEBNER, 1951).

IGNATOVICH (1959a) untersuchte die Wirkung von 0,25 - 0,5 %iger Natronlauge auf
Coxiellen (5 x10*- 5x10°EID bzw. Meerschweinchen-infektiose Dosen/ml). Nach einer
Einwirkzeit von sechs Stunden bei 15 - 20 T konnte er zwar eine Keimreduktion, aber nicht

die komplette Inaktivierung der Erreger feststellen.

In einem Versuch von MALLOCH und STOKER (1952) verminderte eine 1 %ige
Phenollésung nach einer Einwirkszeit von drei Stunden die Infektiositat der verwendeten
Coxiellensuspension (10%° EIDso/ml) um 3 logi-Stufen. KIRBERGER (1951) berichtete
sogar, dass die Behandlung von Coxiellen mit 1 % Phenol Uber eine Einwirkzeit von
2 Stunden bzw. mit 0,4 % Phenol fir 48 Stunden eine sichere Abtétung der Erreger
bedingte. Der Erregernachweis erfolgte wie bei den anderen von KIRBERGER durch-
gefiihrten Untersuchungen mittels Infektionsversuchen an Mausen. Dagegen konnten
RANSOM und HUEBNER (1951) bei einer Einwirkzeit von 24 Stunden keine komplette Ina-
ktivierung durch 1 %iges Phenol feststellen. Vergleichend dazu wurde Rickettsia mooseri
schon durch 0,5 % Phenol Uber 24 Stunden Inkubationszeit vollstdndig abgetétet. Beide

Arbeitsgruppen arbeiteten mit einer Coxiellensuspension unbekannter Konzentration.

Mit 1 % Lysol BP ® (Fa. Reckitt Benckiser) gelang es, Coxiellen (10*® EIDso/ml) nach einer
Inkubation fur drei Stunden bei 37 T vollstandig a bzutéten (MALLOCH und STOKER 1952).
Wirksame Bestandteile von Lysol BP® sind Propan-1-ol, Ethanol und Glyoxal.
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Sagrotan ® (Fa. Reckitt Benckiser) ahnelt in der Zusammensetzung der wirksamen
Bestandteile (Glyoxal und Propan-1-ol) dem Lysol BP®. Eine Mausemilzsuspension mit
unbekannter Coxiellenkonzentration wurde fir 15 und 60 Minuten mit einer 1 %igen
Sagrotanlésung inkubiert. Nach Ablauf der Einwirkzeit konnten keine Coxiellen mehr
festgestellt werden. Der Nachweis erfolgte auch hier tber die Infektion von M&ausen und die
lichtmikroskopische Untersuchung ihrer Milzen. Auch in zwei nachfolgenden Passagen war
Wachstum von Coxiellen nicht festzustellen (KIRBERGER, 1951). Wurden aber Mausemilz-
stickchen mit Sagrotan behandelt, reichte eine Einwirkzeit von 60 Minuten zur Inaktivierung
noch nicht aus. Erst Uber 24 Stunden wurde eine Tiefenwirkung beobachtet, welche die
Coxiellen vollstandig abtotete.

IGNATOVICH (1959a) untersuchte die Widerstandsfahigkeit von Coxiellen gegeniber
Salzsaure . Nach der Inkubation von C. burnetii (5 x10* — 5x 10* EID bzw. Meerschweinchen-
infektibse Dosen/ml) mit 0,25 %iger Salzsaure fir sechs Stunden konnten keine lebens-
fahigen Erreger mehr nachgewiesen werden. In einer 0,5 %igen Salzsduresuspension waren

die Erreger nach 80 Minuten inaktiviert.

MOSCOVICI (1953) behandelte eine Coxiellensuspension mit unterschiedlich konzentrierten
Wasserstoffperoxidlosungen . Die Coxiellen wurden hierzu in Milch suspendiert. Der
Keimgehalt war nicht bekannt. Eine 0,2 %ige Wasserstoffperoxidldsung konnte nach einer
Einwirkzeit Uber Nacht keine Inaktivierung von C. burnetii bewirken. Dagegen wurden bei
Verwendung der héheren Konzentration von 1 % Wasserstoffperoxid keine Coxiellen mehr

nachgewiesen.

Zephirol ® enthalt als antimikrobiell wirksamen Bestandteil 10 % Benzalkoniumchlorid. Eine
1 %ige Zephirollosung konnte Uber 24 Stunden eine Coxiellensuspension unbekannter
Konzentration nicht inaktivieren (KIRBERGER, 1951).

2.1.3.3 Unterschiede in der Tenazitat der verschied enen Zellformen von C. burnetii

Da SCV als die Dauerform der Coxiellen gelten, wird angenommen, dass SCV bestandiger
als LCV gegeniber Trockenheit sind (MCCAUL, 1991). Eine unterschiedliche Empfindlichkeit
der beiden Zellformen gegeniiber anhaltender Trockenheit lieRe sich laut MCCAUL (1991)
mit dem Aufbau ihrer Zellwénde erklaren. Nach biochemischen Analysen ist die Peptido-
glycanschicht von Phase-I-LCV 2,7-fach schmaler als die Peptidoglycanschicht der
Phase-I-SCV (AMANO et al., 1984). Die Peptidoglycanschicht von Bakteriensporen spielt
eine wichtige Rolle bei der Osmoregulation. Dabei ist v. a. die Diaminopimelinsdure beteiligt
(MCCAUL, 1991). Die Peptidoglykanschicht von Bakteriensporen wirkt als spezialisierte

osmoregulatorische Organelle, indem die elektronegativen Ladungen der Diaminopimelin-
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saure eine elektrostatische Repulsion bewirken (HANSON et al., 1972, GOULD and DRING,
1975). Die Zellwande der SCV enthalten in ihrer Peptidoglycanschicht Diaminopimelinséaure,
und das in weitaus hoherem Malie als die Zellwande der vegetativen LCV (AMANO et al.,
1984). Somit kann die Beschaffenheit der Zellwand mitverantwortlich fir die héhere Wider-
standsfahigkeit der SCV sein, indem sie osmoregulatorisch wirkt (MCCAUL, 1991).

MCCAUL et al. (1981) untersuchten eine Coxiellensuspension der Phase I, in der sowohl
SCV als auch LCV enthalten waren, schrittweise auf ihre Widerstandsfahigkeit gegenuber
osmotischem Schock, Temperatur, Ultraschall-Behandlung und Zentrifugation. Dazu wurden
die aufgereinigten Coxiellen zunéchst in PBSS (Phosphatpuffer mit 0,25 M Saccharose)
suspendiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt (16.300 x g, 30 min). Das Pellet wurde in
PBS resupendiert, was einen leichten osmotischen Schock zur Folge hatte. Wieder erfolgte
eine Zentrifugation (16.300 x g, 30 min). Nun wurden die Pellets in A. bidest. resuspendiert.
Der dadurch erfolgte osmotische Schock hatte deutliche morphologische Veranderungen der
LCV zur Folge. Einige LCV wurden nachweislich lysiert, wahrend die SCV intakt blieben.

Von dieser Suspension wurde ein Aliquot bei 4 C, ein weiteres bei 45 T fir jeweils
zwei Stunden inkubiert. Beide Suspensionen wurden mit 16.300 x g fur 30 Minuten
zentrifugiert. Die entstandenen Pellets wurden resuspendiert und in A. bidest. jeweils fir
45 Minuten bei 4 T geschallt und anschlielRend zent rifugiert (10.500 x g, 14 min). Die Pellets
wurden in frischem A. bidest. resuspendiert. Nun wurden die LCV von den SCV durch eine
Dichtegradientenzentrifugation (Saccharose 40 - 70%) getrennt. Es folgte wieder ein
Zentrifugationsschritt (82.500 x g, 4 h). Die beiden Pellets, bestehend nur aus SCV, wurden
wieder in A. bidest. aufgenommen. Die SCV konnten nach den genannten Behandlungen
Glucose und Glutamat metabolisieren. Zudem wurde ihre Infektidsitat in embryonierten
Huhnereiern und in M&usen nachgewiesen.

Es konnten sogar Unterschiede zwischen einzelnen SCVs hinsichtlich ihrer Widerstandféhig-
keit gegenliber Druck nachgewiesen werden. So hielten kleinere SCV (480 - 785 nm) einem
Druck von 20.000 Ib/in? in der French Press stand, gréBere SCV (785 - 1.200 nm)
Uberstanden diese Behandlung jedoch nicht (MCCAUL et al., 1991).

SCOTT und WILLIAMS (1990) vermuteten, dass die beiden Zellformen auch auf chemische
Desinfektionsmittel unterschiedlich empfindlich reagieren. Hierzu sind allerdings keine

experimentellen Daten verfugbar.

Die Morphologie von C. burnetii nach Behandlung mit Trichloressigsadure (Endkonzentration
10 %) sowie mit einer Mischung verschiedener Detergenzien (0,1 mol/l Trichloressigsaure,
pH 8; 10 mmoal/l EDTA; 3 mmol/l SDS; 24 mmol/l Natriumdeoxycholat; 7,7 mmol/l Natrium-



16 Literaturtibersicht

azid) wurde von VAVREKOVA et al. (1992) vergleichend untersucht. Dazu wurde eine
aufgereinigte Coxiellensuspension (2 g/l, Phase 1) bei 0 und 37 < fur 45 Minuten bzw.
2 Stunden mit Trichloressigsaure inkubiert. Die Suspension wurde durch 10 %ige Natron-
lauge neutralisiert und anschlieRend zentrifugiert (200 Hz, 40 min). Eine weitere Coxiellen-
suspension (5 g/l, Phase 1) wurde mit der Detergenz-Mischung bei 37 und 60 T fir eine
Stunde inkubiert. AnschlieRend wurde die Suspension zentrifugiert (33 Hz, 40 min) und das
Sediment gewaschen. Die Bewertung der morpologischen Veradnderungen fand mittels
Elektronenmikroskopie statt. Der periplasmatische Raum der mit Trichloressigsaure bei 0 T
behandelten Coxiellen erschien gréBer und weniger dicht als bei unbehandelten Coxiellen.
Die SCV zeigten dabei weniger deutliche Zellschaden als die LCV. Sowohl bei den LCV als
auch bei den SCV wurde die Zellmembran beschadigt und antigene Strukturen wie Lipopoly-
saccharide, Proteine und Phospholipide wurden frei gesetzt. Bei der hdoheren Inkubations-
temperatur von 37 T konnte ein deutlicher Zerfall der LCV in kleine, vesikulare Strukturen
beobachtet werden. Die SCV zeigten nur geringe morphologische Veranderungen in Form
von dichteren Zellpolen. Die Inkubation in der Detergenz-Mischung hatte ein Herausldsen
der antigenen Strukturen aus der Zellmembran von C. burnetti zur Folge. Nach der
Inkubation in der Detergenz-Mischung konnte eine vollstdndige Desintegration der LCV in
kleine, vesikulare Strukturen festgestellt werden. Die SCV blieben dagegen weitgehend
unverandert. In einigen Féllen wurde ein vergrol3erter periplasmatischer Raum mit ver-
dichteten Zellpolen beobachtet. Die Erhdhung der Temperatur von 37 € auf 60 T hatte
keinen erkennbaren Effekt auf die Oberflichenmorphologie von C. burnetii. Insgesamt
bewirkten also sowohl die Trichloressigsédure als auch das Detergenz-Gemisch bei SCV
deutlich geringere Zellschaden als bei LCV (VAVREKOVA et al., 1992).

2.1.3.4 Einfluss von Proteinen auf die Tenazitat vo  n C. burnetii

Coxiellen kdnnen in groBen Mengen von infizierten Schafen beim Ablammen (ber die
Lochien, die einen hohen Proteingehalt aufweisen, ausgeschieden werden. Proteine kénnen
schitzende Hillen um die Mikroorganismen bilden und damit ihre Widerstandféahigkeit
gegenuber Umwelteinflissen erhdhen (WILLINGER und THIEMANN, 1972). Zudem kann es
abhangig von dem verwendeten Desinfektionsmittel zu einer chemischen Reaktion zwischen
der Wirkungssubstanz und den organischen Verbindungen kommen, wobei nicht mehr
antimikrobiell wirksame Komplexe entstehen. Dieser, die keimtétende Wirkung eines Mittels
schwachende Effekt wird als ,Eiweil3fehler* bezeichnet. Eine detailierte Auflistung ver-
schiedener Desinfektionsmittel und ihrer Schmutzempfindlichkeit ist von WELLINGER (1983)
erarbeitet worden.

Alkalien wie Natronlauge oder Kalkmilch und Aldehyde wie z.B. Formaldehyd besitzen einen
geringen Eiwei3fehler, wahrend quarterndre Verbindungen einen hohen Eiweil3fehler auf-
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weisen. Organische Sauren wie Ameisenséure reagieren laut BOHM (1987) mit Proteinen,
wobei es zu einer Protonenwanderung und dadurch zu einer verringerten Wirksamkeit der
Desinfektionsmittel kommt. Nach LEIDIG (1985) zeigen organische Sauren keinen Eiweil3-
fehler. Dagegen weisen Oxidationsmittel einen hohen Eiwei3fehler auf. Die Wirkung von
Chlorverbindungen beruht auf ihrer oxidativen Wirkung und auf der Halogenierung von
Aminogruppen. Diese Reaktionen finden auch mit verunreinigenden organischen
Substanzen statt, so dass es zu einer sogenannten Chlorzehrung kommt. Diese bedingt
durch den Verbrauch von freiem Chlor einen Verlust der Wirksamkeit (EDELMEYER, 1982).

Durch WILLINGER und THIEMANN (1972) konnten in Desinfektionsversuchen mit
Natronlauge, Formalin und Chlorverbindungen gegen Salmonellen, E. coli, Stahylokokken,
Pseudomonaden, Proteus u. a. Aktivitatsverluste der Desinfektionsmittel in Gegenwart von

organischer Substanz festgestellt werden.

Bisher fanden experimentelle Versuche zur Widerstandsfahigkeit von C. burnetii ohne, mit
einer unbekannten oder mit einer nur geringen Proteinbelastung statt. So bemerkten SCOTT
et al. (1989) die protektive Wirkung von EiweiRen auf C. burnetii, indem sie die Wirkung von
Gamma-Strahlung auf eine coxiellenhaltige Dottersacksuspension (Phase I, 10'%8 IDso/ml)
mit der auf eine aufgereinigte Coxiellensuspension (Phase I, 10% IDso/ml) verglichen. Der
genaue Proteingehalt der Dottersacksuspenion ist nicht angegeben. Die Suspensionen
wurden bei -79 T in einer ,ACEL Gamma cell 200, Co balt-60 Radiation Unit* bestrahlt. Die
aufgereinigten Erreger waren empfindlicher als die Coxiellen in der Dottersacksuspension.
Eine Strahlung von 5 kGy verminderte die Erregerkonzentration in der coxiellenhaltigen
Dottersacksuspension um 5,3 logio-Stufen, wahrend sie die Konzentration in der
aufgereinigten Suspension um 7,4 log;,-Stufen reduzierte. Der Nachweis der Coxiellen
erfolgte Uber Titration in Mausen und Uber die lichtmikroskopische Auswertung von nach
Giménez gefarbten Dottersackausstrichen. IGNATOVICH (1959b) untersuchte die Uber-
lebensfahigkeit von Coxiellen (5x 10*— 5x 105 EID bzw. Meerschweinchen-infektitse
Dosen/ml) im Boden unter einer geringen Proteinbelastung von 0,05 %, allerdings ohne den
Vergleich mit einer aufgereinigten Suspension. Lebensfahige und infektiose Coxiellen konnte
er noch nach sieben Monaten Inkubation bei 4 - 6 T nachweisen. Der Erregernachweis
erfolgte durch die Titration des eluierten Tragermaterials in embryonierten Hihnereiern. Er
verglich zudem die Uberlebenszeit von Coxiellen (5 x 104 — 5 x 10° ID/ml) in Magermilch,
Leitungswasser und destilliertem Wasser. Bei Temperaturen von 15 - 20 T konnte er nach
funf Monaten weder im Leitungswasser noch im destillierten Wasser Coxiellen feststellen. In
Magermilch waren die Erreger noch am Ende des 24 -monatigen Untersuchungszeitraumes
nachweisbar (2 x10* EID/ml). In Magermilch konnten bei Temperaturen von 34 - 36 C
zwischen dem dritten und sechsten Monat keine Coxiellen mehr nachgewiesen werden. In
Leitungswasser und in destilliertem Wasser wurden schon nach zwei Monaten keine Erreger
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mehr festgestellt. Die Quantifizierung vermehrungsfahiger Coxiellen erfolgte wieder Gber die
Titration in embryonierten Hihnereiern (IGNATOVICH, 1959a). Die deutlich verlangerte
Uberlebenszeit in der Milch fiihrt er auf die protektiven Eigenschaften der Proteine in der

Milch zuriick.

214 Empfehlungen zur Desinfektion von  C. burnetii-kontaminierten Matrizes

Die Desinfektion ist eine Malinahme zur selektiven Verminderung der Keimzahl mit dem Ziel,
die Ubertragung bestimmter Mikroorganismen zu verhindern. Bisher gibt es keine allgemein
glltigen Vorschriften zur Desinfektion von Coxiellen. Einzelne Institutionen geben aber
Empfehlungen heraus. Das Konsiliarlabor fir C. burnetii im Landesgesundheitsamt Baden-
Wirttemberg weist darauf hin, dass schon ein effizientes Reinigungsverfahren
Keimbelastungen um bis zu drei Zehnerpotenzen entfernt (WEIDENFELLER, 2008). Ganz
allgemein stellt das Konsiliarlabor fest, dass die Standarddesinfektion im Wirkbereich A der
Liste der vom Robert Koch-Institut (RKI) gepriften und anerkannten Desinfektionsmittel und
Desinfektionsverfahren vegetative Formen von C. burnetii erfasst, wahrend SCV durch
sporozoide Desinfektionsverfahren aus dem Wirkbereich C der RKI-Liste zu behandeln sind.
Das RKI (ANONYM, 2005) rat, Behélter , in denen Coxiellen-kontaminiertes Material gelagert
wurde, nach erfolgter Reinigung mit einem DVG-gepriften Desinfektionsmittel auf 5 %iger

Aldehydbasis zu behandeln.

Um mit Coxiellen verseuchte Oberflachen in Tierstéllen zu desinfizieren, empfiehlt das RKI
die Anwendung von 10— 20 %iger Chlorkalklésung, 1 %iger Lysolldsung oder 5 %iger
Wasserstoffperoxidlosung (ANONYM, 2005). Vorschlage zur Desinfektion von C. burnetii
finden sich auch in Veroffentlichungen von KIRBERGER, KULAGIN und SOKOLOVA (1951,
1956). Zur Stall- und Raumdesinfektion wird eine 10 — 20 %ige Chlorkalk-Losung oder eine
HeiRluftdesinfektion (70 T, 30 min) empfohlen. Zur vorlaufigen Desinfektion von Decken,
Wanden, Bodenbelagen, Rinnen, Futtertransport- und Trankeeinrichtungen, Tlren usw. rat
das oben genannte Konsiliarlabor zur Behandlung mit 4 %iger Glutaraldehydlésung (pH 8,
Einwirkzeit 2 h) mit anschlieRender Hochdruckreinigung. Die Schlussdesinfektion sollte mit
4 %iger Glutaraldehyd- oder 2 %iger Peressigsaureldsung Gber zwei Stunden erfolgen. Zur
Desinfektion von mit LCV kontaminierten Flachen rat das Konsiliarlabor ein RKI gelistetes
Verfahren im Wirkbereich A mit den angegebenen Konzentrationen und Einwirkzeiten zu
verwenden. Eine geeignete Methode ist z. B. die Verdampfung bzw. Vernebelung einer
verdiinnten Formaldehydlosung (5 g/m?, relative Luftfeuchte mind. 70 %, 6 h). Sollen auch
SCV inaktiviert werden, sollten die Empfehlungen fiir den Wirkbereich C umgesetzt werden,

wie z.B. die Anwendung von 1 %iger Peressigsaure. Die Desinfektion mit 10 %iger
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Formaldehydlésung kann laut Konsiliarlabor ebenfalls empfohlen werden. Dies entspricht
dem Vorgehen bei Kontaminationen mit Bacillus anthracis (WEIDENFELLER, 2008).

Fur die Abtdtung von Coxiellen in Festmist und Einstreu  sollten laut RKI Dingerpackungen
unter Verwendung von Branntkalk (100 kg/m3) aufgesetzt werden. Der Mist muss griindlich
mit dem Branntkalk vermischt, durchfeuchtet und anschlieend mit einer Folie abgedeckt
werden. Laut RKI kann der so behandelte Mist nach fiinf Wochen auf unbestelltem Acker-
land aufgebracht und direkt untergepfligt werden. Ist das Unterpfliigen nicht mdglich, sollte
die Dingerpackung nach dem ersten Umsetzten weitere zehn Wochen gelagert werden.
Salmonella Senftenberg (S. Senftenberg) wurde in entsprechenden Untersuchungen
inaktiviert, was laut RKI den Schluss zuldsst, dass auch Coxiellen durch diese Behandlung
abgetotet werden (ANONYM, 2002). Ganz anders als das RKI empfiehlt das Konsiliarlabor
Festmist, Einstreu und Futterreste zu verbrennen. Grolle Mengen Mist sollten
aufgeschichtet und mit Branntkalk (100 kg/m3) griindlich durchmischt werden. Das Material
sollte gut durchfeuchtet und mit Kunststofffolie bedeckt werden. Der behandelte Mist kénne
als Dung aber erst nach zwei Jahren zum Unterpfligen verwendet werden. Zur Desinfektion
von Flissigmist wird die Anwendung von 40 %iger Kalkmilch (40 — 60 I/m3) empfohlen. Die
Einwirkzeit betrdgt vier Tage. Alternativ kann Ameisensdure oder Peressigsaure zur
Flassigmistdesinfektion verwendet werden (WEIDENFELLER, 2008). Diese Angaben zur
Desinfektion beruhen auf der Richtlinie Uber Mittel und Verfahren fiir die Durchfiihrung der
Desinfektion bei anzeigepflichtigen Tierseuchen des Bundesministeriums fir Erndhrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz (ANONYM, 1997).

Zur Geratedesinfektion raten KULAGIN und SOKOLOVA (1956) 3 %iges Chloramin fir finf
Minuten anzuwenden oder 30-minitiges Eintauchen in eine 5 %ige Phenolldsung. Das
Konsiliarlabor empfiehlt, kontaminierte Gerate im geschlossen Behélter fir zehn Minuten auf
105 € zu erhitzen oder in 0,5 %iger Sodaldésung zu kochen. Sowohl LCV als auch SCV
sollten so erfolgreich inaktiviert werden. Eine chemische Desinfektion von beiden Zellformen
kann auch durch das Einlegen der Geréte in 10 %ige Formalinlésung ,iber Nacht* erfolgen
(WEIDENFELLER, 2008).

Zur Kleiderdesinfektion  wird die Hitzebehandlung, das Eintauchen in eine 1 — 3 %ige
Sagrotanlésung oder in eine 2 %ige Sodalésung mit einer 30-mindtigen Kochzeit empfohlen
(KIRBERGER 1951, KULAGIN und SOKOLOVA 1956). AuRerdem kann die Wasche laut
Konsiliarlabor bei 90 € fur 10 bis 15 Minuten aufb ereitet werden oder durch ein RKI
gelistetes Desinfektionswaschverfahren gereinigt werden (z. B. Verhaltnis Waschmittel zu
Sauerstoffabspalter Ozonit 1:5, 70 C, 10 min; WEID ENFELLER, 2008).
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Fur die Handedesinfektion wird die Anwendung von 2 %-iger Chloraminlésung, 2 — 5 %iger
wassriger Glyzerin-Losung von Hexylresorcin, 70 %igem Alkohol oder von 3 %iger Sagrotan-
[6sung vorgeschlagen (KIRBERGER 1951, KULAGIN und SOKOLOVA 1956). Fir die
Handedesinfektion raten BOSTEDT und DEDIE (1996) zur Benutzung einer Chloramin-
I6sung oder von 70 %igem Alkohol. SCV werden laut Konsiliarlabor durch die Desinfektion
der Hande mit 0,2 %iger Peressigsaure bei zweimaliger Behandlung fir 60 Sekunden
abgetotet. Dies entspricht der Vorgehensweise bei Verdacht auf eine Kontamination mit
Bacillus anthracis (WEIDENFELLER, 2008).

BOSTEDT und DEDIE (1996) empfehlen zur wirksamen Desinfektion von coxiellenhaltigen
Nachgeburten 3 %ige Natronlauge mit einer Einwirkzeit von funf Minuten oder 200 mg/l
aktives Chlor, z. B. als 3 %iges Chloramin fur finf Minuten oder 10 - 20 %igen Chlorkalk bei

einer langeren Einwirkdauer.

2.2 Bodendesinfektion

Bei der Durchfiihrung einer Bodendesinfektion miissen verschiedene Gesetze zum Schutz
von Flora und Fauna beachtet werden. Unter anderem sollten die folgenden Gesetze
beachtet werden: Tierseuchengesetz (TierSG, ANONYM, 2004a), Bundesnaturschutzgesetz
(BNatSchG, ANONYM, 2009a), Bundesbodenschutzgesetz (BBodSchG, ANONYM, 1998)
und das Wasserhaushaltsgesetz (WHG, ANONYM, 2009b).

Zur systematischen Bodendesinfektion bei der Kontamination durch Tierseuchenerreger sind
bisher kaum praktikable und wirtschaftliche Methoden bekannt (WASNIAK et al., 2004).
Prinzipiell kann eine Bodendesinfektion mittels physikalischer oder chemischer Verfahren
erfolgen. Physikalische Verfahren zur Bodendesinfektion beruhen auf der thermischen

Behandlung des kontaminierten Areals.

Die Bodendampfung, d. h. das Einleiten Uberhitzten Dampfes in den Boden, wird fir die
Inaktivierung von pflanzenpathogenen Pilzen verwendet (WASNIAK et al., 2004). Hierbei
wird ungesattigter Wasserdampf angewendet, der durch Sieden von Wasser in einem
geschlossenen Dampfkessel erzeugt wird. Bei kleineren Flachen eignet sich laut dem
Bundesministerium fiir Gesundheit und Konsumentenschutz in Osterreich auch das Ab-
flammen (ANONYM, 1996). Das Bundesministerium weist darauf hin, dass diese Art der
Bodendesinfektion durch eine gewachsene Grasnarbe hindurch nicht mdglich ist. Bei dieser
Methode missen aulRerdem der hohe Energieverbrauch sowie der KohlenmonoxidausstoR3
bedacht werden. Eine eventuell vorhandene Bodenfeuchte kann die organische Masse vor
Uberhitzung durch das Abflammen schiitzen (HEGE und ROSS, 1972).
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Eine weitere Moglichkeit zur thermischen Bodendesinfektion ist die Anwendung von Solar-
folien. Diese wurden erstmals von KATAN et. al. (1976) fur die Inaktivierung von Soil-borne-
Krankheitserregern und von Unkréutern beschrieben. WASNIAK (2009) untersuchte die
desinfizierende Wirkung der Solarfolien gegen Salmonella Typhimurium, E. coli und
Enterococcus faecalis. Bei keiner dieser Bakterienspezies konnte eine Reduktion der
Keimzahl durch die Anwendung von Solarfolien festgestellt werden. Die Ergebnisse wurden
als uneinheitlich und nicht zufriedenstellend bewertet. Ohne Folie konnten fast die gleichen
Temperaturen erreicht werden wie mit der Folie, so dass kein zusatzlicher Effekt der
Solarfolien festgestellt werden konnte (WASNIAK, 2009).

WASNIAK et al. (2004) unternahmen auch Versuche, Sand- und Ackerboden mit einem
Injektorbrenner zu desinfizieren. Bakteriensuspensionen wurden mit Hilfe eines Beton-
mischers im Bodenmaterial verteilt, bevor dieses wieder auf das Versuchsfeld aufgebracht
wurde. Nach der Warmebehandlung (50 Sekunden) des Sandbodens mit dem
Injektorbrenner betrug die Temperatur auf der Sandoberflache ca. 157 €. Sowohl E. coli
(105 KBE/g) als auch S. Senftenberg (10" KBE/g) wurden durch diese Behandlung
vollstdndig bis in tiefere Bodenschichten von 1,5 bis 2 cm inaktiviert. Bei Enterococcus
faecalis war die Desinfektion nur in der oberen Bodenschicht mit einer Reduktion um 5 — 6
logio-Stufen erfolgreich. In tieferen Schichten von 1,5 bis 2 cm wurde die Keimzahl von
E. faecalis nur um ca. 3 log;o-Stufen reduziert. Der Ackerboden wurde fir 60 Sekunden mit
dem Injektorbrenner behandelt. Hier wurden Oberflachentemperaturen von 45— 75 <
gemessen. Weder E. coli, noch S. Senftenberg oder E. faecalis konnten um mehr als eine
logio-Stufe reduziert werden. Der quantitative Nachweis der Bakterien in den Bodenproben

(jeweils 20 g) erfolgte bei den drei Erregern mit Hilfe des Most-Propable-Number-Verfahrens.

Das Bodenverbesserungs- und Sanierungssystem (BVS-System, Fa. Pedosan) eignet sich
ebenfalls zur Desinfektion von Bodenmaterial, das mit bakteriellen Krankheitserregern
kontaminiert ist. Das System wurde urspriinglich zur Bodensanierung und Eliminierung von
Unkrautern, Samen und Nematoden entwickelt. Beim Einsatz des BVS-Systems wird der
Ackerboden durch Schneidemesser auf ein geschlossenes Edelstahlscharnier-
Transportband geschleudert und dabei gleichméfig verteilt. Danach gelangt der Boden in
eine Thermokammer und wird dort fir wenige Sekunden auf mindestens 70 T erhitzt. Als
Brennstoff fir die Thermokammer wird Propangas verwendet. Man schatzt, dass eine Flache
von 2.000 m3Tag mit dem BVS-System behandelt werden kann, wobei hier eine
Tiefenbehandlung von bis zu 10 cm angenommen wird. Die Eignung des BVS-Systems zur
Desinfektion wurde an E. coli, S. Typhimurium und E. faecalis auf einem Versuchsfeld mit
sandigem Lehmboden (1,4 m x 30 m) erprobt (WASNIAK, 2009; WASNIAK et al., 2004). Zur

Vorbereitung des Bodens erfolgte eine Auflockerung der oberen Schicht (bis 20 cm) mit einer
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Ackerfrase. Fur die thermische Desinfektion wurden Aluminiumkeimtrager (1 cm x5 cm,
1 mm dick) mit 50 pl der entsprechenden Keimsuspension (ca. 2 x 108 KBE/ml) beladen.
Nach der Antrocknung wurden die Keimtrdger 5— 10 cm tief in den Boden vergraben. Als
Nullproben dienten Keimtrager, die in einer Trypton-NaCl-Lésung aufbewahrt wurden. Nach
der Hitzebehandlung durch das BVS-System wurden die Keimtrdger aus dem Boden
reisoliert und die Keimzahl bestimmt. Die Ergebnisse der Bakterienlickgewinnung waren
heterogen. In einem Versuch konnten bei E. coli in der unbehandelten Kontrolle noch
8,6 x 103 KBE/mI nachgewiesen werden, bei S. Typhimurium 3,2 x 108 KBE/ml und 8,6 x 103
KBE/mI, bei E. faecalis noch 8,6 x 10° KBE/ml und 1,9 x 10* KBE/mI. In den behandelten
Keimtragern konnten keine Bakterien mehr festgestellt werden. Fir eine erfolgreiche
Desinfektion von hochgradig kontaminiertem Ackerboden durch das BVS-System miussen
laut den Autoren verschiedene Voraussetzungen erfillt sein. So muss der Boden eine
feinkrimelige Struktur sowie einen Trockensubstanzgehalt von 80 - 90 % aufweisen. Die
Hitzeeinwirkung mit einer Ausgangstemperatur von 80 - 90 € auf den Boden sollte
mindestens 90 Minuten betragen (WASNIAK, 2009).

Dieselbe Forschergruppe flihrte zudem Dampfungsversuche mit einem Dampfautomaten der
Firma Moeschle durch (WASNIAK, 2009; WASNIAK et al., 2004). Hierfir wurden Keimtrager
mit E. coli, E. faecalis und S. Typhimurium beimpft und anschlieend 5 — 10 cm tief in einem
LéR-Lehmboden vergraben. Zusatzlich wurde jeweils 1 | Bakteriensuspension/m? (bei E. coli
8,5 x 108 KBE/ml; bei S. Typhimurium 7,6 x 108 KBE/ml und bei E. faecalis 4,6 x 108 KBE/ml)
auf den Boden aufgetragen. Durch die Dampfung wurde in 5 cm Bodentiefe noch eine
Temperatur von 90 T erreicht. Dadurch wurde die E. coli-Keimzahl auf den Keimtréagern bis
unter die Nachweisgrenze reduziert. Im Vergleich zu den unbehandelten Keimtragern (Null-
proben) war die Keimzahl auf den behandelten Keimtragern damit um mindestens 4 Zehner-
potenzen reduziert. S. Typhimurium und E. faecalis wurden mit einer Verminderung um mehr
als 8 log,o-Stufen ebenfalls bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Der Prifkeimgehalt der
auf den Boden aufgetragenen Suspensionen wurde qualitativ bestimmt. AufRer einer
geringen Menge E. faecalis konnten keine Bakterien mehr nachgewiesen werden. Als
Nachteil der Bodendampfung werden von den Autoren die sehr aufwandige Handhabung
sowie die geringe Flachenleistung genannt (WASNIAK et al., 2004).

Laut BMELV (ANONYM, 2007) sollen im Tierseuchenfall die kontaminierten Bodenflachen
desinfiziert werden, indem der Boden 20 cm tief ausgehoben wird und das ausgehobene
Material mit einem Desinfektionsmittel durchtréankt wird. Nicht abgegrabenes Bodenmaterial
soll mit mindestens 5 I/m? Desinfektionsmittel behandelt werden. Das Konsiliarlabor fir
C. burnetii rat im Falle einer C. burnetiii-Kontamination, die oberste Bodenschicht (20 cm)
abzutragen und zur Desinfektion gesondert zu lagern (WEIDENFELLER, 2008). Aber mit
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welchem Desinfektionsmittel der Boden behandelt werden soll, bleibt in den Empfehlungen
offen. Auch das Bundesministerium fiir Gesundheit und Konsumentenschutz in Osterreich
gibt Anweisungen zur chemischen Desinfektion von kontaminierten Erdbdden (ANONYM,
1996). Hierzu sollen zunachst die obersten 10 - 30 cm des Bodenmaterials abgetragen und
anschlie3end desinfiziert werden. Es wird empfohlen, auf die abgetragene Bodenflache eine
2 - 3 %ige Formalinlésung aufzutragen, welche wenigstens drei Tage einwirken muss. An-
schlielBend soll der Boden mit frischer Erde wieder aufgefillt werden. Als Alternative kann
der Erdboden mit dicker Kalkmilch oder frisch geléschtem Kalk desinfiziert werden. Auf
welchem wissenschaftlichen Hintergrund diese Empfehlung beruht, ist in den Durchfihrungs-
bestimmungen nicht erkennbar.

In der Literatur ist die chemische Desinfektion von Salmonella-kontaminiertem Sand- und
Lehmboden mit Athylenoxid von GLATHE et al. (1966) beschrieben worden. Sie iiberpriiften
die Uberlebensfahigkeit von S. Cairo, S. Typhi und S. Enteritidis bei der Kaltsterilisation mit
Athylenoxid nach dem Degesch-Verfahren. Hierbei wird ein Athylenoxid-Kohlensaure-
Gemisch in eine Vakuumkammer geleitet, in der sich die Bodenprobe befindet. Die Kammer
hatte ein Fassungsvermogen von 300 | bis zu mehreren Kubikmetern. Der in der Kammer
herrschende Unterdruck sollte die Diffusion des Gases in die Probe bewirken. Die
Inkubationszeit betrug bei diesen Versuchen 5 % Stunden. Zur Wirksamkeitsprifung wurden
50 g Bodenmaterial mit 5 ml einer Salmonella-Bouillonkultur (ca. 10* Partikel/ml) homogen
versetzt. Die Feuchtigkeit wurde auf 60 % der Wasserspeicherkapazitat des Bodens
eingestellt. Fir den Nachweis Uberlebender Salmonellen wurden die Proben nach dem
Sterilisationsversuch jeweils mit 50 ml NaCl aufgeschwemmt und filtriert. Nach der Begasung
mit 1.000 g Athylenoxid/m3 konnten im Lehmboden keine Salmonellen mehr nachgewiesen
werden. Auch im Beobachtungszeitraum von bis zu 25 Tagen nach Desinfektion wurden
keine Erreger festgestellt. Die Desinfektion des Sandbodens mit 1.000 g Athylenoxid/m?3
eliminierte zwar S. Typhi und S. Enteritidis, aber selbst 1.500 g Athylenoxid/m3 konnten
S. Cairo nicht vollstandig abtdten. Dieses Ergebnis wurde zwar in spateren Kontroll-
versuchen nicht bestatigt, aber die Autoren weisen ausdriicklich auf eventuell negative
Ergebnisse bei der Begasung von Sand hin. Die Ursache fir die Persistenz von S. Cairo im

Sandboden konnte nicht geklart werden.

PILOTTO et al. (2007) untersuchten den Effekt von sechs kommerziell erhéltlichen Des-
infektionsmitteln auf coliforme Bakterien im Lehmboden in Gefliigelstéllen in Brasilien. Dabei
wurden folgende Gebrauchskonzentrationen der Desinfektionsmittel untersucht: 20 %iger
geléschter Kalk, 2,2 %ige Natronlauge, quarternare Ammoniumverbindungen mit Glutar-
aldehyd (0,05 %iges Benzalkoniumchlorid, 0,05 %iges Glutaraldehyd), Jod (0,008 %ig),
Phenol 1 (0,3 %iges Phenol, 0,3 %iges Kresol), und Phenol 2 (0,05 %iges Orthophenyl-
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phenol, 0,04 %iges Orthobenzyl-parachlorophenol, 0,02 %iges Para-tertiaryaminophenol).
Jeweils 1 | des jeweiligen Desinfektionsmittels war ausreichend, um 1 m? Bodenflache bis zu
einer Tiefe von 0,5 cm zu durchfeuchten. Die Desinfektionsmittel wirkten sechs Stunden ein.
In einer Tiefe von 0,5cm wurden Bodenproben enthommen und vor und nach der Be-
handlung auf ihren Gehalt an coliformen Bakterien untersucht. Der geldschte Kalk zeigte die
beste desinfizierende Wirkung. Vor der Desinfektion mit geldschtem Kalk konnten 2,2 x 103
MPN/g Bodenprobe nachgewiesen werden, nach der Behandlung nur noch 2,9 MPN/g.
Somit konnte eine Reduktion um 2,9 log;o-Stufen festgestellt werden. Die anderen ge-

testeten Desinfektionmittel konnten die Bakterien nicht so deutlich reduzieren.

Die desinfizierende Wirkung von Kalkmilch auf bakteriell kontaminierte Bodenproben wurde
von WASNIAK (2009) untersucht. Dazu wurden mit E. faecalis bzw. S. Typhimurium
versetze Lehmbdden in 40 x 50 cm grof3e Plastikcontainer ausgebracht. Die Bodentiefe
betrug ca. 5-10 cm. Stichproben der Boden wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Behandlung mit Kalkmilch quantitativ auf ihren Keimgehalt hin untersucht. Als Kontrolle
diente mit Prifkeimen kontaminierter, aber unbehandelter Boden. Zur Desinfektion
verwendete WASNIAK eine 14,2 % Kalkmilch, die so ausgebracht wurde, dass jeder
Quadratmeter Bodenflache zum einen mit 2,5 kg Kalkhydrat belegt wurde und zum anderen
mit 5,0 kg Kalkhydrat. Nach einem Tag wurden die mit 2,5 kg Kalkhydrat/m? behandelten
Salmonellen in zwei von zehn Proben bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Die Keimzahl
der Kontrolle betrug ca. 107 KBE/g Boden. Die lbrigen Proben wiesen eine Keimreduktion
um mindestens 4,5 logie-Stufen auf. Nach sieben Tagen waren die Salmonellen um
mindestens 5 logio-Stufen reduziert. Bei drei der untersuchten zehn Bodenproben konnten
sogar keine vermehrungsfahigen Salmonellen mehr festgestellt werden. Auch E. faecalis
wurde nach einem Tag in zwei von zehn Proben bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Die
Reduktion der Keimzahl betrug mindestens 3,7 log,o-Stufen. Am siebten Untersuchungstag
konnte E. faecalis nur noch in der Haélfte der untersuchten Bodenproben nachgewiesen
werden. Auch hier lag die Keimreduktion bei ca. 5 logie-Stufen. Bei der Anwendung von 5 kg
Kalkhydrat/m? wurde die Salmonellenkeimzahl schon nach dem ersten Tag in sechs von
zehn Proben und am siebten Tag in acht von zehn Proben unter die Nachweisgrenze
vermindert. In der Kontrolle konnte an Tag sieben noch eine Keimzahl von tber 10 KBE/g
Boden festgestellt werden. Die Enterokokken wurden am ersten Untersuchungstag in sechs
von zehn Proben unter die Nachweisgrenze reduziert. Am siebten Tag konnten

Enterokokken nur noch in zwei Proben nachgewiesen werden.

WASNIAK (2009) untersuchte auch die Wirksamkeit von Branntkalk (CaO-Gehalt 94 %) in
bakteriell kontaminierten Béden (sandig-toniger Lehm bis toniger Lehm). Zu diesem Zweck
wurden 0,8 CaO/m?, 1,6 kg CaO/m? und vergleichend 3,2 kg CaO/m? auf den Boden
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aufgebracht. Der Branntkalk wurde mit einer Ackerfrase bis zu 5 cm tief in den Ackerboden
eingearbeitet. AnschlieRend erfolgte der Auftrag von jeweils 11 der entsprechenden
Prifbakteriensuspension (Salmonella Typhimurium, E. coli und Enterococcus faecalis; ca.
108 - 10° KBE/ml) auf den vorbehandelten Boden. Als Variante wurden Keimtrager mit der
Bakteriensuspension beschickt und in den Boden eingelegt. Der Keimgehalt der
Bakteriensuspension im Boden wurde qualitativ zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. In
fast allen Anséatzen konnten die Priifbakterien noch nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
der Keimtragerversuche differierten sehr stark. Nur bei E. coli konnten nach ein bis vier
Tagen unabhéngig von der Kalkkonzentration nur wenige oder keine Bakterien mehr
festgestellt werden (WASNIAK, 2009).

2.3 Wirksamkeitsprifungen von Desinfektionsmitteln

In Deutschland existieren verschiedene giltige Richtlinien und Normen fur Desinfektions-
mittelprifungen. Es gibt Vorschriften speziell fir Deutschland (DVG, DGHM/VAH, DLG) und
fur Europa (CEN-Richtlinien). Bohm stellte schon 2002 in Aussicht, dass in naher Zukunft in
den meisten europaischen Landern miteinander verknipfte Normen wie die CEN-Richtlinien
fur die Prifung von Desinfektionsmitteln glltig sein werden. In Deutschland sind bisher alle
hier vorgestellten Normen nebeneinander giltig. Die europaischen Richtlinien fir die Human-
und Veterindrmedizin, fur den Lebensmittelbereich, den Haushalt und die Industrie sind

folgendermalRen gegliedert (Tab. 1):

Phase 1

Als Basistest wird in Phase 1 ein quantitativer Suspensionsversuch durchgefiihrt, in dem die
Bakterizidie (EN 1040), die Fungizidie (EN 1275), und/oder die Sporozidie (EN 1275)
untersucht werden. Fir diese Basistests sind jeweils verschiedene standardisierte
Bedingungen sowie Prifkeime angegeben. Die chemischen Desinfektionsmittel und
Antiseptika, die im quantitativen Suspensionsversuch zur Bestimmung der bakteriziden
Wirkung untersucht werden (EN 1040), sollen bei 20 T+ 1 T fur funf Minuten £ zehn
Sekunden mit der Bakteriensuspension inkubieren. Das Abstoppen der Desinfektionslésung
ist zu gewadhrleisten. Hierzu kann entweder ein Inaktivierungsmittel oder die
Membranfiltration verwendet werden. Als Prifkeime sollen Staphylococcus aureus
ATCC 6538 und Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 verwendet werden. Ein
Desinfektionsmittel muss mindestens eine Reduktion der Keimzahl von 5 log;o-Stufen
verursachen, um als hinreichend wirksam bewertet zu werden. Als Kontrolle dient eine
Bakteriensuspension, der kein Desinfektionsmittel zugesetzt wurde. Wenn es fur die
Bewertung des Desinfektionsmittels noétig ist, kann mit zusatzlichen Kontaktzeiten,

Temperaturen und Testorganismen gearbeiten werden.
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Phase 2

Die Phase 2 unterteilt sich in zwei Stufen. In Stufe 1 ist ein quantitativer Suspensionsver-
such vorgesehen, der unter repréasentativen Bedingungen stattfindet [Bakterizidie (EN 1656,
EN 1276), Fungizidie (EN 1657, EN 1650, EN 13624), Mykobakterizidie, Sporozidie,
Viruzidie (EN 13610)]. Im quantitativen Suspensionsversuch zur Bestimmung der
bakteriziden Wirkung von Desinfektionsmitteln und Antiseptika fir den Veterinarbereich (EN
1656) werden die mit Wasser standardisierter Harte verdiinnten Substanzen bei 10 T+1 C
geprift. Die Einwirkzeit betrdgt 30 Minuten + zehn Sekunden. Die Prifung erfolgt unter
Simulation einer niedrigen Eiweil3belastung (3 g/l Rinderalbumin) und einer hohen
EiweilRbelastung (10 g Hefeextrakt und 10 g/l Rinderalbumin). Das Abstoppen der Des-
infektionswirkung wird wie bei Phase 1 beschrieben durchgefihrt. Als Prifkeime werden
Enterococcus hirae ATCC 10541, Proteus vulgaris ATCC 13315, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442 und Staphylococcus aureus ATCC 6538 eingesetzt. Das untersuchte Desinfek-
tionsmittel muss die Keimzahl um mindestens 5 log;o-Stufen reduzieren. Auch hier kdnnen

zusatzliche Einwirkzeiten, Temperaturen oder Prifstdmme benutzt werden.

In Stufe 2 wird ein Keimtragertest durchgefiihrt, bei dem praktische Bedingungen simuliert
werden, z. B. im quantitativen Keimtragerversuch zur Prifung der bakteriziden Wirkung
chemischer Desinfektionsmittel und Antiseptika auf glatten Oberflachen (EN 14349). Die
Testbedingungen wie Eiweil3belastung, Temperatur, Einwirkzeit und Inaktivierungsmittel
gleichen den in EN 1656 beschriebenen Parametern. AuRerdem werden die gleichen
Testorganismen verwendet. Als Keimtrager werden rostfreie runde Stahlplattchen mit einem
Durchmesser von 2 cm verwendet. Die Keimzahlreduktion soll bei mindestens 4 log;o-Stufen

liegen. Als Kontrolle dient ein in Wasser standardisierter Harte inkubierter Ansatz.

Phase 3

In Phase 3 werden die Desinfektionsmittel im Feldversuch fir verschiedene Anwendungs-
bereiche unter Praxisbedingungen getestet. Die Durchfihrung dieser Feldversuche ist
fakultativ. Bisher liegen keine Durchfiihrungsvorschriften vor. Der Normenausschuss
Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte plant allerdings, im Laufe der nachsten Jahre
die Prufbedingungen fir Feldversuche unter Praxisbedingungen festzulegen (ANONYM,
2009c).
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Tabelle 1:  Ubersicht uiber die (geplanten) CEN — Ric  htlinien zur Priifung von Des-
infektionsmitteln

Phase Stufe  Versuch Européische Norm
1 Basistest: quantitativer Suspensionsversuch:
Bakterizidie EN 1040
Fungizidie EN 1275
Sporozidie EN 14347
2 1 guantitativer Suspensionsversuch:
Bakterizidie EN 1656,
EN 1276
Fungizidie EN 1657,
EN 1650,
EN 13624
Mykobakterizidie, Sporozidie, Viruzidie EN 14204
EN 13704
EN 14675
EN 13610
2 2 Keimtragertest:
Bakterizidie EN14349
EN 13697
EN14561
Fungizidie EN 13697
Mykobakterizidie, Sporozidie, Viruzidie EN14562
EN14563
3 Feldversuch fir verschiedene Anwendungsbereiche

Eine komplette Prifung von chemischen Desinfektionsmitteln auf antimikrobielle Wirksamkeit
nach den DVG-Richtlinien (ANONYM, 2000) ist ebenso wie bei den CEN- oder DGHM-
Richtlinien in verschiedene Untersuchungen unterteilt (Tab. 2). Folgende Testorganismen
werden nach den DVG-Richtlinien fir die Bakteriostase-und Bakterizidie-Priifung verwendet:
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Entero-
coccus faecium ,Kulmbach Str. 2“ und Proteus mirabilis ATCC 14153. In der Prifung an
Bakterien und Pilzen werden Verdinnungstests zur Bestimmung der bakterio-, fungi- und
tuberkulostatischen Konzentrationen durchgefiihrt. Zur Ermittlung der wachstums-
hemmenden Konzentrationen des Desinfektionsmittels wird in log,-Verdinnungsreihen
diejenige Konzentration des Mittels bestimmt, die das Wachstum der Bakterien gerade noch
unterdriickt. Diese Konzentration wird als Minimale Hemmkonzentration (MHK) bezeichnet.
Zudem werden Inaktivierungsmittel (sogenannte Enthemmer) ermittelt, durch deren Zusatz

die desinfizierende Wirkung abgestoppt wird. So kann eine definierte Einwirkzeit des Des-
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infektionsmittels  sichergestellt werden. Das Neutralisationsmittel sollte in einer
geometrischen Verdinnungsreihe die MHK um mindestens zwei Verdinnungsstufen
hochsetzen. Fur Aldehyde ist z. B. Histidin in 0,1 - 1 %iger auch nach EU-Normen ein an-
erkannter Enthemmer (ANONYM, 1999, 2000).

AnschlieRend wird nach den DVG-Richtlinien im qualitativen Suspensionsversuch die
bakterizide, tuberkulozide und fungizide Wirkung mit und ohne Eiweil3belastung (20 %
Rinderserum) bestimmt. Alle Desinfektionsmittel sollen in hartem Wasser angesetzt werden,

um einheitliche Bedingungen zu gewdahrleisten (ANONYM, 2000).

Der Keimtragerversuch dient nach den DVG-Richtlinien als maoglichst standardisierbares
Modell fur die Flachendesinfektion unter Stallbedingungen (ANONYM, 2000). In diesem Test
werden Lindenholzplattchen als Tragermaterial mit Testkeimen beladen und nach unter-

schiedlich langen Einwirkzeiten des Desinfektionsmittels auf den Keimgehalt hin untersucht.

Die Prifung an Viren setzt sich in den DVG-Richtlinien (ANONYM, 2000) aus einer Vor-
prafung und einer Hauptprifung zusammen. Als Nachweissystem werden je nach ein-
gesetztem Testvirus verschiedene Zellkulturen vorgeschrieben. In der Vorprifung wird der
pH-Wert der Reaktionsgemische untersucht. Zudem erfolgt die Bestimmung von zellver-
traglichen Konzentrationen. Die Ermittlung dieser Konzentrationen ist notwendig, da im zyto-
toxischen Bereich ein Auswerten der Versuche nicht mdglich ist und die Nachweisgrenze bei
Verdiinnungstitrationen limitiert wird. Ein Inaktivierungsmittel wie bei der Prifung an
Bakterien wird hier nicht ermittelt, denn bei den Versuchen an Viren wird die Wirkung des
Desinfektionsmittels durch Ausverdinnen abgestoppt. Die viruzide Wirkung des Des-
infektionsmittels wird mit und ohne Eiweil3belastung im qualitativen Suspensionsversuch
bestimmt. Die aus der Vorprifung gewonnenen Daten dienen lediglich dazu, einen
orientierenden Eindruck von der desinfizierenden Wirkung unter Laborbedingungen zu
gewinnen. Die Desinfektionswirkung muss deshalb in der Hauptprifung bestéatigt werden.
Die Bestimmung der viruziden Wirkung erfolgt hier an Keimtragern (Verbandsmull, Holz)

unter definierter Eiweil3belastung.

Die DGHM - Richtlinien beschreiben die Prifung von Desinfektionsmitteln, die in der
Humanmedizin eingesetzt werden (ANONYM, 1972). Die Richtlinien sehen eine Vorprifung
vor. Hier wird zundchst im Verdinnungsversuch die bakteriostatische oder fungistatische
Wirkung untersucht. Anschlie@end wird im Suspensionsversuch die desinfizierende
Wirksamkeit unter Eiweil3- und Seifenbelastung getestet. In der folgenden Hauptprifung wird
die Desinfektionsmittelwirkung im Keimtragertest bewertet. Seit November 2003 ist der
Verband fur Angewandte Hygiene (VAH) der Nachfolger der Desinfektionsmittelkommission
der DGHM.
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Die DLG stellt in ihren Richtlinien die Prufverfahren fur ,Stalldesinfektionsmittel”, fir
»Reinigungs — und Desinfektionsmittel* in der Milcherzeugung und ,Mittel zur Euterhygiene”
dar (ANONYM, 2004b, 2004c, 2004d). Die Prifung der Stalldesinfektionsmittel gleicht der in
den DVG — Richtlinien beschriebenen Methodik an Bakterien. Zusatzlich werden die
Materialvertraglichkeit, die Benetzbarkeit und das Ausbringungsverfahren des Desinfektions-

mittels untersucht.

Es existieren weder in Deutschland noch in anderen europdischen Landern Vorschriften zur

Prifung von Desinfektionsmitteln, die zur Erdbodendesinfektion angewandt werden sollen.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.11 Nahrmedien, Puffer, Lésungen, Verbrauchsmater ialien und Geréte

Hier nicht aufgefiihrte Nahrmedien, Puffer, Losungen, Verbrauchsmaterialien und Gerate

sind im Anhang aufgelistet.

3.1.2 Coxiella burnetii-Stamm

Fir die Versuche wurde das C. burnetii —Isolat Nine Mile RSA493 verwendet, welches aus
einer Zecke in Montana, U.S.A., isoliert wurde. Das Institut fur Virologie, Slowakische

Akademie der Wissenschaften, Bratislava, stellte das Isolat zur Verfligung.

3.1.3 BGM-Zellen

Die verwendeten Buffalo-Green-Monkey-Zellen (BGM-Zellen) sind adhéarente, Fibroblasten-
artige Zellen aus der Niere der Afrikanischen Grinen Meerkatze. Die Zellen wurden tber das

Friedrich-Loeffler-Institut, Insel Riems, bezogen.

3.14 Desinfektionsmittel

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirksamkeit von 4 %iger Ameisensaure, 1,9 %iger
Kalkmilch, 2 %iger Natronlauge und 6 %iger Formalinldsung gegen C. burnetii in
Suspensions- und Keimtragerversuchen untersucht. Zudem wurden die zellvertraglichen

Konzentrationen dieser Desinfektionsmittel auf BGM-Zellen ermittelt.

Die Stammldsungen von Kalkmilch (40 %) und Natronlauge (4 %) wurden in A. dest.
angesetzt. Die 6 %ige Formalinldsung und die 4 %ige Ameisensaure wurden direkt aus der
Handelsware als Gebrauchslésung angesetzt. Die jeweiligen Gebrauchslésungen wurden fir
die Versuche zur Zellvertraglichkeit der Desinfektionsmittel in MEM A (Zellkulturmedium) und
fur die Suspensions- und Keimtragerversuche in hartem Wasser aus den Stammlésungen
angesetzt. Die verwendeten Konzentrationen der Desinfektionsmittel richteten sich nach den
Vorgaben des Bundesinstitutes fur Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz in
.Mittel und Verfahren fir die Durchfihrung der Desinfektion bei anzeigepflichtigen
Tierseuchen* (ANONYM, 2007). Einen Uberblick iiber die getesteten Desinfektionmittel
bietet Tabelle 3.
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Tabelle 3: Beschreibung der verwendeten Desinfektio  nsmittel

Konzentration der
wassrigen Stamm-

Handelsname Firma l6sung Chargennummer

. K - 26444564
Ameisensaure Merck KGaA, Darmstadt 98 — 100 % (v/v)

K - 35590263-601

E‘;mg'l?e“yd' Merck KGaA, Darmstadt 37 % (viv) K31776002311
Calciumhydroxid - 5| yich. Seelze 40 % (Wiv) 09901KB-314
ACS reagent
Natriumhydroxid Merck KGaA, Darmstadt 4 % (w/v) 007 C754962

D Zur Analyse stabilisiert mit etwa 10 % Methanol ACS; eine 37 %ige wassrige Form-
aldehydldsung entspricht einer 100 %igen Formalinlésung.

3.1.5 Bodenproben
Die fUr diese Arbeit ausgewéhlten Boden Sand (Cat. 2.1), L6R (Cat. 2.3) und Lehm (Cat. 3A)

wurden alle von der Landwirtschaftlichen Untersuchungs- und Forschungsanstalt (LUFA,

Speyer) bezogen.

3.1.6 Reaktionsgefalde fur die Arbeiten mit Bodenpro  ben

Fir die Modellierung der Bodendesinfektion wurden mehrere Glas- und Kunststoffgefal3e auf
ihre Eignung untersucht. Eine Ubersicht Uber die verwendeten GefaRe und ihre

Eigenschaften gibt die Tabelle 4.
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Tabelle 4: Verwendete ReaktionsgefalRe fur die Arbei  ten mit Bodenproben

Durch-
Hohe messer Volumen Katalog-
Bezeichnung Material [cm] [cm] [mI]Y Firma nummer
SputumaulRen- Polystyrol 2,85 8,0 140,0 Nunc GmbH Co. 561077
behéltnis KG, Wiesbaden,
Sputuminnen-  Polystyrol 235 7,3 98,0 Nunc GmbH Co. 561077
behaltnis KG, Wiesbaden,
Petrischale Kalk-Soda- 3,0 18,0 760,0 Uber MAGV 192375556
Glas GmbH
Runddose Polystyrol 4,0 69,0 145,0 Uber neoLab 2-1506
Migge
Laborbedarf-
Vertriebs GmbH,
Heidelberg
Polystyrol- Polystyrol 4,0 1,6 6,0  Greiner Bio-one 175161
réhrchen GmbH,
Frickenhausen
Zentrifugen- Polypropylen- 8,5 25 43,0 Nalgene, tber 238731194
réhrchen Copolymer MAGV GmbH

D Die Angabe bezieht sich auf das tatséchlich zu nutzende Volumen.

3.2 Methoden
3.2.1 Kulturell-mikrobiologische Untersuchung und A utoklavieren von
Bodenproben

Die von der LUFA gelieferten Bdoden (Sand, L6, Lehm) wurden einer SterilitAtsprifung
unterzogen. Die Bodenproben wurden dazu im Direktausstrich und nach Anreicherung in
MEM A bzw. in Serumbouillon auf Blut-, Gassner- und Zeissleragarplatten sowie auf
Hamburger Testagarplatten ausgestrichen. Nach einer Inkubationszeit von 2 - 3 Tagen bei
37 C, bzw. 30 T fur die Hamburger Testplatte zur Pilzanzucht, erfolgte die taxonomische

Zuordnung der angeziichteten Mikroorganismen mit mikrobiologischen Standardverfahren.

Zum Autoklavieren der drei Bodenarten mussten die GeféaRe so beschaffen sein, dass die
Schichtdicke der Erde in dem jeweiligen Gefal3 nur gering war, die Oberflache aber
moglichst grol3, damit der Wasserdampf die gesamte Probe durchdringen konnte.
Zentrifugenréhrchen wurden mit 10 g Bodenmatrix befillt. Die Zentrifugenréhrchen wurden
bei 121 C, 1,3 bar fur 99 Minuten autoklaviert. Di e Rehydrierung der Bodenproben erfolgte

direkt vor Versuchsbeginn.
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3.2.2 Anzucht und Zahlung von BGM-Zellen

Die BGM-Zellen wurden in Vierkant- oder Rouxflaschen mit MEM A als Zellkulturmedium bei
37 T angezichtet. Innerhalb von drei bis fliinf Tage n bildete sich ein konfluenter Zellrasen.
Um die Zellen abzulésen, wurden sie zweimal mit Versen-Puffer und einmal mit Trypsin-
Versen-Puffer gewaschen. Durch eine ca. funfminltige Inkubation der BGM-Zellen mit
frischem Trypsin-Versen-Puffer bei Raumtemperatur erfolgte ihre Ablésung. Anschliel3end
wurde zwecks Inaktivierung des Trypsins die Zellsuspension mit demselben Volumen
MEM A versetzt. Zur weiteren Kultivierung wurde diese BGM-Zellsuspension auf neue

Zellkulturgefasse verteilt und mit MEM A verdinnt.

Um definierte Mengen an BGM-Zellen je well in den Mikrotiterplatten kultivieren zu kénnen,
wurden in anderen Zellkulturformaten als konfluenter Monolayer vorliegende BGM-Zellen wie
oben beschrieben abgeldst. Nach Zugabe von Trypanblau zu einem Aliquot der
Zellsuspension im Verhdltnis 1/10 konnte der Gehalt lebender BGM-Zellen je Volumen in

einer Neubauer-Zahlkammer lichtmikroskopisch bestimmt werden.

Der Boden der Zahlkammer ist mit einem rechtwinkligen Z&hlnetz versehen, das aus Linien
in definierten Abstanden besteht. Ein Deckglaschen wurde so auf die Kammer geschoben,
dass sich NEWTON'sche Ringe bildeten. Von der gefarbten Zellsuspension wurden 10 pl auf
die Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Nun konnte die Zellzahl mikroskopisch bestimmt
werden, indem zweimal vier gro3e Felder der Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt wurden.
Um die Zellzahl/ml zu ermitteln, wurden die gezahlten Zellen addiert und ihr Mittelwert
berechnet. Dieser wurde durch vier geteilt und mit 105 multipliziert. Anschlieend konnte die
benotigte Zellzahl/well errechnet werden. Durch die anschlieBende Zugabe von MEM A
wurde die ungeféarbte Zellsuspension so verdinnt, dass in die wells der Mikrotiterplatte

jeweils 6 x 10* BGM-Zellen pipettiert werden konnten.

3.2.3 Farbemethoden

Um C. burnetii-infizierte Zellkulturansatze maoglichst frihzeitig und eindeutig erkennen zu
kénnen, wurden verschiedene Farbetechniken vergleichend auf ihre Eignung untersucht. Um
den Gehalt lebender BGM-Zellen in einer Zellsuspension zu ermitteln, wurden diese mit
Trypanblau gefarbt. Die mikroskopische Quantifizierung der Coxiellenpifsuspension erfolgte

mittels der Giménez -Farbung der Erreger.
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3.23.1 Trypanblauféarbung

Die BGM-Zellsuspensionen fur die Zellzahlung wurden mit Trypanblau geféarbt (Verdinnung
1/10 in A. dest.) und mittels der Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Fir die Auswertung der

Zahlung siehe Kapitel 3.2.2.

3.2.3.2 Giménez—Farbung

Die auf den Objekttrager aufgetragene, luftgetrocknete C. burnetii-Suspension wurde
1 Stunde in reinem Methanol fixiert. Es folgte eine 10-minitige Farbung mit der Karbol-
fuchsin-Gebrauchslésung und danach mit der Malachitgriin-Gebrauchslésung (0,8 % wiv;
2x1min). Vor und nach dem Farben wurde der Objekttrager jeweils mit A. dest.

gewaschen. Schlie3lich wurde das Préparat unter dem Mikroskop beurteilt (Kap. 3.2.7.1).

3.2.3.3 Féarbung mit Lysotracker® Red

Der LysoTracker® Red-Farbstoff besteht aus schwach basischen Aminoséauren, die selektiv

in sauren Zellkompartimenten akkumulieren und an Fluorophore konjugiert vorliegen.

Zunachst wurden BGM-Zellen (6 x 10%well) in Mikrotiterplatten ausgesat und mit der
Coxiellensuspension infiziert. Die Vertiefungen der Platte wurden ad 100 yul MEM A
aufgefullt. Fur das weitere Vorgehen bzw. die Inkubationsbedingungen siehe Kapitel 3.2.7.2 .
Zur Farbung der infizierten Zellkulturen an Tag 12 p. i. wurde das Zellkulturmedium aus den
Vertiefungen vollstéandig abgesaugt und durch 100 ul eines 37 T warmen Farbstoff-Medium-
Gemisches (f. c. LysoTracker® Red 50 nM) ersetzt. Zur einstiindigen Inkubation lagerten die
Mikrotiterplatten im Dunkeln bei 37 €. AnschlieBend wurde das Farbstoffgemisch
vollstdndig abgesaugt und durch 4 % Formalin pro Vertiefung ersetzt. Das zweistlindige
Fixieren der Zellkultur fand ebenfalls unter Lichtausschluss statt. Im Anschluss wurde die
Formalinldsung abgesaugt und die fixierten Kulturen zweimal mit PBS (1 x) gewaschen.
Danach wurden die Vertiefungen der Mikrotiterplatten mit 50 pl PBS (1 x) befiillt und durch
eine Klebefolie verschlossen. Bis zu vier Tage wurden die in Alufolie verpackten Platten bei

4 <C gelagert und anschlie3end fluoreszenzmikroskop isch untersucht (Kap. 3.2.4)

3.2.34 Immunfluoreszenzfarbung

Fiur die Vorbereitung der C. burnetii-infizierten Zellkultur siehe Kapitel 3.2.3.3 . Nach einer
halbstiindigen Methanolfixierung wurden die Vertiefungen mit dem monoklonalen Anti-
Coxiella-Antikdrper (FAKS5, Herstellung im IHIT) in einer Verdinnung von 1/400 in 100 pl

PBS (1 x) beftillt und fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Das Blocken unspezi-
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fischer Bindungsstellen erfolgte mit 100 pl 2,6 %-iger Fischgelatinelésung pro Vertiefung
(20 min, RT). Nach dem vollstandigen Entfernen der Gelatinelésung wurden die Zellkulturen
fir 1 Stunde bei Raumtemperatur in Dunkelheit mit einem Anti-Maus-FITC-Konjugat (IgG,
Fa. Dianova, Hamburg, Lot: 59551) in einer Verdiinnung von 1/400 in 100 pl PBS (1 x) pro
Vertiefung inkubiert. Zwischen jedem Inkubationsschritt erfolgte ein Waschschritt mit
PBS (1 x). Zum Abschluss wurden die Vertiefungen der Mikrotiterplatten mit 50 pl PBS (1 x)
beflllt und mittels Polyolefin-Klebefolie luftdicht verschlossen. Die in Alufolie verpackten
Platten wurden bis zur mikroskopischen Untersuchung (Kap. 3.2.4) bis zu vier Tage bei 4 C

gelagert.

3.24 Mikroskopische Untersuchung von Zellkulturen

Standard-Hellfeldmikroskopie

Alle lichtmikroskopischen Auswertungen von Zellkulturen wurden mit dem Invertoskop
(Modell Eclipse TS100-F, Fa. Nicon) durchgefiihrt. Es wurden die 200- und die 400fache
VergréRerung benutzt. Die lichtmikroskopische Z&hlung der Partikel in der Coxiellen-
Prifsuspension wurde mit dem Mikroskop Leica DMR vorgenommen (Kap. 3.2.7.1).

Die Zéhlung der mit Trypanblau gefarbten BGM-Zellsuspensionen in der Neubauer-
Zahlkammer wurde lichtmikroskopisch durchgefiihrt. Lebende Zellen nehmen nur wenig von
dem Farbstoff auf und verfarben sich hellblau. Sobald die Zellmembran beschadigt ist,
nehmen die Zellen das Trypanblau in grol3erer Menge auf und verfarben sich deshalb

dunkelblau. Fur Details der Zellfarbung siehe Kapitel 3.2.3.1.

Auch die durch Desinfektionsmittel oder Bodenbestandteile verursachten Zellschaden
wurden lichtmikroskopisch beurteilt. Die Kriterien fir die Erkennung und Klassifizierung von

zytopathogenen Effekten sind im Kapitel 3.2.6.2 aufgefiihrt.

Phasenkontrastmikroskopie

Die Verwendung eines Phasenkontrastobjektives des Invertoskopes (Modell Eclipse
TS100-F, Fa. Nicon) ermoglichte die Beurteilung der nativen, infizierten Zellkulturen mittels
Phasenkontrastmikroskopie. Dabei wurden nur solche BGM-Zellen als infiziert beurteilt, bei
denen in denen in Abhangigkeit von dem Fillungsgrad der C. burnetii-induzierten Vakuolen
strémungsartige bis flirrende Bewegungen sehr kleiner, korpuskuldrer Bestandteile
erkennbar waren. Dieses Phanomen wurde als ,Partikeldrift* bezeichnet. Zusatzlich lagen
die ovalen bis runden Vakuolen haufig in einer nesterartigen Anordnung vor. Die licht-
mikroskopischen Auswertungen zur Bestimmung der Lebendkeimzahl erfolgten bei

400facher Vergrolzerung.
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Hoffmann-Modulationskontrast- Mikroskopie

Zur Beurteilung von Zellkulturen mittels Hoffmann-Modulationskontrast bedurfte es einer
speziellen Zusatzausristung des Invertoskopes (Hoffmann-Modulation-Kontrast-Objektiv mit
Kontrastschieber, Leihgabe des Institutes fir Parasitologie der Justus Liebig Universitat
Giel3en). Die Beurteilung der Zellkulturen erfolgte in derselben Art und Weise wie bei der

Phasenkontrastmikroskopie.

Fluoreszenzmikroskopie

Fir die Fluoreszenzmikroskopie wurde das Mikroskop Leitz Ortholux mit einer 790fachen

VergréRerung benutzt.

Die mit LysoTracker® Red angefarbten, mit C. burnetii infizierten Zellkulturen (Kap. 3.2.3.3)
wurden fluoreszenzmikroskopisch beurteilt. Dabei wurde bewertet, ob der Farbstoff
LysoTracker® Red die durch die Coxiellen induzierten Vakuolen zuverlassig anfarbt und ob

unspezifische Zellstrukturen angefarbt werden.

Durch die Immunfluoreszenzfarbung (Kap. 3.2.3.4) sollten die C. burnetii-infizierten BGM-
Zellen (s. 0.) durch die spezifische Markierung der Erreger sichtbar gemacht werden. Bei der
mikroskopischen Beurteilung wurde gepriift, ob sich die erregerhaltigen Zellen durch die

Farbung deutlich von nicht infizierten Zellen unterscheiden lassen.

3.25 Herstellung von C. burnetii-Suspensionen

Anziichtung und Vermehrung von C. burnetii

Das verwendete C. burnetii-lsolat Nine Mile RSA493 wurde nach dem von ARENS (1979)
beschriebenen Verfahren der kontinuierlichen Vermehrung in Buffalo-Green-Monkey-Zell-
kulturen kultiviert. Die Vermehrung der Zellen fand auf Deckglaschen in Polystyrolréhrchen,

in Vierkant- oder Zellkulturflaschen nach Roux in MEM A statt.

Der konfluente Zellrasen in den Polystyrolrdhrchen wurde mit dem C. burnetii-Inokulum
infiziert. Anschlieend erfolgte bei 30 T eine Zen trifugation im Ausschwingrotor fir 1 Stunde
bei 3.000 x g. Nach drei bis sieben Tagen Inkubation bei 37 T und taglicher licht-
mikroskopischer Kontrolle wurden die infizierten Zellen mittels Ultraschall (60 - 70 Watt, 3 -
5 s) aufgeschlossen. Das entstandene Lysat diente als Inokulum fir die Zellkulturen in Vier-
kantflaschen. Nach ca. 6 Tagen Inkubation bei 37 T konnten die infizierten Zellen abge-
schabt und fir die Infektion von Zellen in Zellkulturflaschen nach Roux verwendet werden.
Jeweils nach 2 Tagen erfolgte ein Mediumwechsel, bei dem die Uberstande der infizierten

Zellen geerntet wurden.
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Aufreinigung von C. burnetii

Die geernteten Roux-Zellkulturiiberstédnde (s. 0) wurden bei 14.300 x g im Festwinkelrotor
JA-10 fir 1 Stunde bei 5 €T zentrifugiert. Das entstandene Sediment wurde in 5- 10 ml
steriler physiologischer Kochsalzlosung resuspendiert. Es folgte ein weiterer Zent-
rifugationsschritt im Festwinkelrotor (39.200 x g, 5 T, 45 min). In der anschlieRenden Ultra-
schallbehandlung des in 10ml 0,9% NaCl resuspendierten Pellets wurden die
sedimentierten Zellen aufgeschlossen. Darauf folgte eine niedertourige Zentrifugation
(484 x g, 5 C, 10 min) zur Abtrennung des Zelldetritus von den Erregern. Der C. burnetii-
haltige Uberstand wurde nun bei 39.200 x g fiir 45 min bei 5 T zentrifugiert. Das erhaltene
Pellet wurde in 500 uyl bis 1.000 ul sterilem 0,9 % NaCl resuspendiert und bis zur
Quantifizierung ggf. fur einige Tage bei 4 T aufbe wahrt. Die Lagerung der aufgereinigten

und gezahlten C. burnetii-Prifsuspension erfolgte aliquotiert in 100 pl Aliquots bei -70 <C.

3.2.6 Zellkulturtests zur Bestimmung zytotoxischer Effekte

3.26.1 Vorbereitung und Durchfiihrung

Zytotoxische Wirkung der Desinfektionsmittel auf die BGM-Zellen

Damit die Lebendkeimzahl der Coxiellen nach erfolgter Desinfektion sicher bestimmt werden
konnte, durften die Zellkulturen, also das Nachweissystem, nicht durch verbleibende Des-
infektionsmittelreste beeintrachtigt werden. Daher wurden zellvertagliche Desinfektionsmittel-
konzentrationen bestimmt, so dass die Versuchsansatze bis zu diesen Konzentrationen ver-
dinnt werden konnten. Vergleichend wurde untersucht, ob die Desinfektionsmittel durch
einen zusatzlichen Zentrifugations- und Waschschritt aus den Testansatzen entfernt werden
konnten. Dazu erfolgte nach der Inkubation der Bakterienprifsuspension mit Desinfektions-
mitteln eine hochtourige Zentrifugation in der Sigma Tischkihlzentrifuge 4 K 15 (25.155 x g,
60 min). Das entstandene Pellet wurde in 300 pl MEM A resuspendiert und mit Ultraschall
(60-70 Watt, 3-5s, Sonifier B-12, Fa. Branson Sonic Power Company) behandelt. Die
verdinnten bzw. zentrifugierten Testsuspensionen wurden auf frisch ausgesate BGM-Zellen
in 96-well-Mikrotiterplatten aufgetragen. Nach einer Zentrifugation (Sigma 4 K 15; 900 x g,
30 C, 60min) wurden die Platten bei 37 inkubiert, bis sie mittels Standard-

Hellfeldmikroskopie ausgewertet wurden.
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Zytotoxische Wirkung der Bodenbestandteile und Desinfektionsmittel auf die BGM-Zellen

Protokoll 1

Auf den rehydrierten Lehmboden wurden zuerst 300 ul MEM A als Surrogat fir die Coxiellen-
suspension aufgetragen. Nachdem das MEM A vollsténdig eingesickert war, wurden 2 ml
Desinfektionsmittel (4 % Ameisensaure, 1,9 % Kalkmilch, 2 % Natronlauge  bzw.
6 % Formalin) auf die Bodenmatrix pipettiert. Nach einer 24-stiindigen Inkubation bei 10 C
wurde die Erde mit 15 ml MEM A aufgeschwemmmt und 15 Minuten auf dem Rotator,
Stufe 4, bei 10 T vermischt. Es folgte eine nieder tourige Zentrifugation (Beckmann, 500 x g,
10 T, 10 min). Aus dem gewonnenen Uberstand wurde eine log;e-Verdiinnungsreihe her-
gestellt und auf frisch ausgesaten BGM-Zellen in einer Mikrotiterplatte austitriert. In MEM A
inkubierte Zellen dienten als Kontrolle. Nach Zentrifugation in der Tischkihlzentrifuge Sigma
4 K 15 (900 x g, 30 C, 60 min) wurden die Zellen bei 37 T inkubi ert und an den Tagen 4
und 7 lichtmikroskopisch hinsichtlich ihrer Beschaffenheit beurteilt (Kap. 3.2.6.2).

Protokoll 2

Bei dem Verfahren nach Protokoll 2 wurde zusatzlich zu dem oben beschriebenen
Protokoll 1 nach der niedertourigen Zentrifugation je 1 ml Uberstand pro Rohrchen fir
60 Minuten in der Tischkihlzentrifuge Sigma 4 K 15 bei 10 T (25.155 x g) zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde in 450 ul MEM A resuspendiert. Diese Suspension wurde als l0g;o-
Verdinnungsreihe auf frisch ausgeséate BGM-Zellen aufgetragen. Das weitere Vorgehen er-

folgte wie bei Protokoll 1 beschrieben.
Protokoll 3

Auf alle drei Bodentypen wurden wie in Protokoll 1 und 2 zuerst 300 yl MEM A als Surrogat
fur die Coxiellensuspension aufgetragen. Anschlieend wurden jeweils 2 ml 6 %iges
Formalin auf die Bodenproben gegeben. Die Inkubation erfolgte fir 24 Stunden bei 10 T.
Danach wurde die Erde mit 15 ml NaCl aufgeschwemmt und auf dem Rotator fiir 15 Minuten
durchmischt. Nach einer niedertourigen Zentrifugation (Beckmann-Zentrifuge, 500 x g, 10 C,
10 min) wurden je 10 ml des entstandenen Uberstandes in neue, sterile Zentrifugenréhrchen
Uberfiihrt. Nun folgte eine hochtourige Zentrifugation (Beckmann-Zentrifuge, 39.200 x g,
10 C, 45 min). Die dabei entstandenen Pellets wurd en mit jeweils 10 ml NaCl resuspendiert
und danach mit Ultraschall behandelt (60 - 70 Watt, 3 - 5s). AnschlieBend erfolgte eine
erneute hochtourige Zentrifugation. Die Pellets wurden in 2 ml MEM A aufgenommen. Die
Halfte dieser Suspension wurde durch einen 0,45 um Spritzenaufsatzfilter filtriert, wobei

grobe Bodenbestandteile von der Suspension getrennt wurden. Aus der filtrierten Losung
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wurde eine logye-Verdunnungsreihe hergestellt, ebenso aus der nicht filtrierten Suspension.
Beide wurden auf frisch ausgeséate BGM-Zellen in MEM A pipettiert. Das weitere Vorgehen

entsprach denjenigen der Protokolle 1 und 2.

3.2.6.2 Auswertung mittels Hellfeldmikroskopie

Lichtmikroskopische Auswertung der Desinfektionsmittel-bedingten Zellschaden

An Tag 4 wurden die Zellen lichtmikroskopisch auf Desinfektionsmittelbedingte Zellschaden
hin untersucht. Ein zerstorter Zellrasen, das Vorliegen vieler abgekugelter, toter oder sehr
stark granulierter BGM-Zellen wurde als schwere Schadigung gewertet. Eine starke
Granulierung der Zellen und zuséatzlich Uberdeutliche Zellgrenzen galten als mittlere Zell-
schaden. Stellten sich die Zellen mit etwas deutlicheren Zellgrenzen und einer leichten
Granulierung dar, wurden diese Veranderungen als geringgradige Zellschaden eingestuft.
Als zellvertraglich galten Desinfektionsmittelkonzentrationen, bei denen morphologisch kein

Unterschied zu unbehandelten BGM-Zellen festzustellen war.

Lichtmikroskopische Auswertung der durch Bodenbestandteile verursachten Zellschaden

Die BGM-Zellen wurden an den Tagen 4 und 7 lichtmikroskopisch auf Zellschdden hin
Uberprift. Die Kriterien zur Bewertung dieser Schadigungen waren dieselben wie bei der

Auswertung der Desinfektionsmittel-bedingten Zellschaden.

3.2.6.3 Auswertung der Desinfektionsmittel-bedingte  n Zellschaden mittels MTT-
Test

Der MTT-Test erméglicht es, den Anteil lebender Zellen zu ermitteln. Das Prinzip dieses
Zytotoxizitatstests beruht darauf, dass der Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid (MTT) in die Mitochondrien eukaryotischer Zellen eindringt. Aktive
Mitochondrien brechen mithilfe von Dehydrogenasen den Tetrazoliumring des MTTs auf, wo-
durch ein Farbumschlag von gelb nach blau (Formazan) erfolgt. Das Detergens SDS stoppt
diese enzymatische Reaktion, indem es die Zellen lysiert. Die Menge des entstandenen und

geldsten Formazans kann nun photometrisch bestimmt werden.

Nach der 4-tagigen Inkubation der Zellen mit dem jeweiligen Desinfektionsmittel wurden zu
den zu testenden Zellen 25 pul MTT-L6sung je Plattenvertiefung pipettiert. Da die MTT-
Lésung instabil ist, muss sie lichtgeschitzt und maglichst schnell auf die Zellen aufgebracht
werden. Die Mikrotiterplatte wurde 4 Stunden bei 37 T unter Schwenken inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 100 pl 10 %-iger SDS-Lésung pro well. Nach einer

Inkubationszeit von 21 Stunden (37 C unter Schwenken) wurde mit einem
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Plattenphotometer die optische Dichte durch Differenzmessung der Testwellenlange ODs40 nm
und der Referenzwellenldange ODggonm bestimmt. Die absolute optische Dichte (ODgps) der
Proben und Kontrollen erfolgte durch die Ermittlung des arithmetischen Mittelwertes der
Ansatze. Die Stoffwechselaktivitat der BGM-Zellen wurde anhand der Lebend-(ODy,) und
Totkontrollen (ODyy) in der Mikrotiterplatte standardisiert. Mit Hilfe der folgenden Formel

wurde die relative optische Dichte als relatives Mal3 fur die Zellvitalitat berechnet:

ODyel [%] = [(ODgaps — ODyo)/(ODjep, — ODyor)] X 100

3.2.7 Bestimmung der C. burnetii-Keimzahl in wassrigen Suspensionen

3.27.1 Bestimmung C. burnetii-Partikelzahl

Fur die mikroskopische Quantifizierung der C. burnetii-Prifsuspension wurde diese 1/50,
1/100 bzw. 1/200 mit steriler physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt und je 10 pl dieser
Verdinnungen auf 1cm? eines Objekitragers aufgetragen. Die Giménez-Farbung der
Erreger erfolgte nach Antrocknung und anschlieender Methanolfixierung. Mit dem
Mikroskop Leica DMR wurde die Anzahl der Erreger je Flacheneinheit mit Hilfe eines Zahl-

okulars bestimmt. Die Partikelzahl wurde mit folgender Formel berechnet:

Partikelkonzentration [ C. burnetii-Partikel/ml] =X ¢; x My X v; x 100

2¢= Anzahl der gezéhlten Coxiellen in 100 Kleinstquadraten des Z&hlokulars
M, = Multiplikationsfaktor zur Flachenkorrektur des Blickfeldes bei x-facher
VergroRerung
1 x 108 um?
M (10 x 100-fach) = 10,000 pim? = 10.000
1 x 108 pm?
M (ox 40-ach) = 62.500 pm? - 1.600
1 x 108 um?
Muox zomn = o 000 e = 400
v = Verdiinnungsfaktor der Coxiellensuspension

3.2.7.2 Bestimmung der C. burnetii-Lebendkeimzahl

Die Bestimmung der Lebendkeimzahl der C. burnetii-Prifsuspension erfolgte im Endpunkt-
verdinnungsverfahren auf BGM-Zellen in 96-well-Mikrotiterplatten. Dieses Verfahren wurde

in der Arbeitsgruppe im Rahmen von Vorarbeiten etabliert. Fir die Kultivierung von BGM-
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Zellen in 96-well-Mikrotiterplatten erfolgte die Aussaat von 6 x 10* Zellen pro Platten-
vertiefung (well). Direkt im Anschluss wurden diese Vertiefungen mit Zellkulturmedium bzw.
mit der Verdinnung (in logie-Stufen) der fraglichen Erregersuspension ad 100 pl aufgefullt.
Als Negativkontrollen dienten Vertiefungen, in denen lediglich BGM-Zellen in MEM A

vorlagen.

Ausséaen und Infizieren von BGM-Zellen mit C. burnetii im 96-well-Format

(1) Ansetzen der Verdiinnungsreihe in der Mikrotiterplatte

Zur Anfertigung von log,e-Verdiinnungsreihen der Bakterienprifsuspension in der Mikrotiter-
platte wurde Zellkulturmedium in die wells vorgelegt und mit der Bakterienprifsuspension
gemischt. AnschlieBend wurden 6 x 10* BGM-Zellen in jede Plattenvertiefung pipettiert. Die
Platte wurde mit Polyolefin-Klebefolien luftdicht verschlossen und in der Eppendorf-Tisch-
zentrifuge 5403 zentrifugiert (1.400 x g, 30 T, 60 min).

(2) Ansetzen der Verdinnungsreihe in Reaktionsgefalien

In spateren Versuchen wurde die Lebendkeimzahl der C. burnetii-Prifsuspension ebenfalls
mittels Endpunkttitration auf BGM-Zellen im 96-well-Format ermittelt. Dazu wurde die l0g;o-
Verdinnungsreihe der zu testenden C. burnetii-Suspension in 12 1,5 ml Safe-Lock-Tubes
angesetzt. In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden jeweils 6 x 10* BGM-Zellen in
50 yl MEM A pipettiert und mit 50 yl der jeweiligen Verdinnungsstufe der vorbereiteten
Coxiellen-Verdinnungsreihe gemischt. AnschlieRend erfolgte hier die Zentrifugation der
luftdicht verschlossenen Platte in der Tischkihlzentrifuge Sigma 4 K15 (900 x g, 30 TC,
60 min).

Die Mikrotiterplatten wurden nach der Zentrifugation bei 37 € fur 12 Tage inkubiert. Am
7. Tag p. i. erfolgte ein Mediumwechsel. Hierbei wurde mit einer Vakuum-Pumpe das in den
wells der jeweiligen Mikrotiterplatte befindliche MEM A vollstédndig abgesaugt und durch
100 pl frisches MEM A je well ersetzt. Am 12. Tag p. i. fand die erste lichtmikroskopische
Auswertung mittels Phasenkontrastmikroskopie statt (Kap. 3.2.4). Danach wurde der Inhalt
aller 96 wells auf eine neue Mikrotiterplatte subkultiviert. Dazu wurde die Platte fir 2 Stunden
bei -70 T eingefroren. Nachdem die Platte bei 37 ° C wieder aufgetaut worden war, wurde
der Inhalt aller 96 wells mit einer Mehrkanalpipette in identischer Anordnung auf die wells
einer Mikrotiterplatte Ubertragen, in die kurz zuvor die entsprechende Anzahl an BGM-Zellen
in frischem MEM A vorgelegt worden war. Diese Replikaplatte wurde durch eine Polyolefin-
Klebefolie luftdicht verschlossen und fir eine Stunde bei 30 T zentrifugiert (Zentrifugations-

bedingungen s. 0.). AnschlieBend wurde die Platte fur weitere 10 Tage bei 37 T inkubiert,
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wobei am 19. Tag p. i. ein Mediumwechsel durchgefiihrt wurde. Die zweite, abschlieende
lichtmikroskopische Auswertung fand am Tag 22 p. i. statt.

Berechnung der C. burnetii-Lebendkeimzahl

Die Berechnung der C. burnetii-Lebendkeimzahl in wassrigen Suspensionen erfolgte nach
den Vorgaben von SPEARMAN und KARBER (zit. nach MAYR et al., 1974) nach der

folgenden Formel:
Lebendkeimzahl [KID so/ml] = Xx-d/2 + d/n x Y X;

Xo  der positive Exponent der hdchsten Verdiinnung, bei der alle Testobjekte positiv
reagieren

d der Dosisabstand in Logarithmus zur Basis 10
n die Anzahl der pro Verdiinnung eingesetzten Testobjekte

>x; die Summe aller auf die Infektion positiv reagierenden Testobjekte, ab und
einschliellich der bei xq

3.2.8 Wirksamkeitsprifung chemischer Desinfektionsm ittel an C. burnetii-
Prifsuspensionen

3.28.1 Quantitativer Suspensionsversuch zur Desinf  ektion von C. burnetii mit und
ohne Proteinbelastung

Variante 1 (Reaktionsstop durch Vorverdiinnung)

Bei den quantitativen Suspensionsversuchen fand die Desinfektion der Coxiellensuspension
mit Ameisensaure, Kalkmilch, Natronlauge und Formalin in Wasser standardisierter Harte
(HW) statt. Die Endkonzentration der Desinfektionsmittel betrug 4 % Ameisenséaure, 1,9 %
Kalkmilch, 2 % Natronlauge bzw. 6 % Formalin. Die Coxiellensuspension wurde in den mit
Ameisensaure, Kalkmilch und Natronlauge inkubierten Ansatzen ohne Proteinbelastung
insgesamt 1/150 verdinnt, so dass die Lebendkeimzahl zu Beginn der Behandlung
2 x 107 KIDsg/ml  betrug. Die mit Formalin inkubierte Bakteriensuspension wurde 1/30
verdinnt. Hier betrug die Lebendkeimzahl zu Beginn der Behandlung 1 x 108 KIDs¢/ml. Die in
Safe-Lock-Tubes angesetzten Testsuspensionen wurden fir 24 Stunden bei 10 T inkubiert.
Es wurden drei Kontrollen mitgefiihrt. Zur Uberprifung der Desinfektionsmittel-bedingten
Reduktion der Lebendkeimzahl wurde die C. burnetii-Prifsuspension mit HW fir 24 Stunden
bei 10 < inkubiert (Kontrolle 1). Mit Hilfe von in MEM A fiir 24 Stunden bei 10 T inkubierten
Coxiellen (Kontrolle 2), sollte geklart werden, ob das HW in den desinfizierten Ansatzen
(Testansatzen) und in Kontrolle 1 die Lebendkeimzahl beeintrachtigte. Unmittelbar nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Testansatze bis zur jeweiligen zellvertraglichen Des-
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infektionsmittelkonzentration (Kap. 4.1.1) mit MEM A verdinnt. Die Kontrollansatze wurden
jeweils in gleicher Weise verdinnt. Um allein den Einfluss der 24-stindigen Inkubation bei
10 € zu uberprifen, wurde nach der Einwirkzeit die Lebendkeimzahl von nicht weiter
vorbehandelten Coxiellen aus der C. burnetii-Stammsuspension bestimmt (Kontrolle 3).
Diese Suspensionen wurden dann zur Herstellung von log;e-Verdinnungsreihen in MEM A
genutzt. Das weitere Vorgehen zur Bestimmung der Lebendkeimzahl im Mikrotiterformat

entsprach dem in Kapitel 3.2.7.2 dargestellten Verfahren.

Die gleichen Versuche wurden auch mit Proteinbelastung durchgefiihrt. Dazu wurden die
Desinfektionsmittel-Testansétze sowie die Kontrollansidtze mit einem Albumin-Hefe-
extrakt-Gemisch versetzt. Die Endkonzentration dieses Eiweiligemisches betrug in den Test-
und Kontrollansatzen 2 % (w/v). Die Coxiellensuspension wurde in den mit Ameisensaure,
Kalkmilch und Natronlauge inkubierten Ansatzen insgesamt 1/200 verdunnt (Lebendkeim-
zahl zu Beginn der Behandlung 1,5 x 107 KIDso/ml). Die mit Formalin inkubierte Bakterien-
suspension wurde 1/40 verdinnt (Lebendkeimzahl zu Beginn der Behandlung
7,5 x 107 KIDso/ml). Die Testsuspensionen wurden fir 24 Stunden bei 10 T inkubiert. Als
Kontrolle diente auch hier eine mit HW versetzte Coxiellensuspension (Kontrolle 1), um den
Einfluss des jeweiligen Desinfektionsmittels auf die Lebendkeimzahl zu ermitteln. Mit MEM A
inkubierte Coxiellen (Kontrolle 2) sollten den Einfluss des HWSs klaren. Zur Uberprifung des
Temperatureinflusses wurde die Lebendkeimzahl von erst nach der Inkubationszeit in
MEM A angesetzten Coxiellen (Kontrolle 3) untersucht. Die weitere Behandlung der Test-
ansatze erfolgte wie in den Suspensionsversuchen ohne Eiweil3belastung beschrieben. Die
Methode zur Desinfektion von C. burnetii-Suspensionen ist in Abbildung 1 schematisch dar-
gestellt.

Variante 2 (Reaktionsstop durch Zentrifugation)

Um den zytotoxischen Desinfektionsmitteleffekt zu vermindern ohne dazu das Coxiellen-
Desinfektionsmittel-Gemisch stark verdiinnen zu missen, wurde ein Zentrifugations- und
Waschschritt in das Protokoll integriert. Dazu wurde zunéchst die Coxiellenpriifsuspension
mit Desinfektionsmittel und in einem parallel mitgefiihrten Kontrollansatz mit HW statt Des-
infektionsmittel versetzt. Die Versuche wurden zusatzlich mit EiweiRbelastung durchgefiihrt.
Auch hier betrug die Endkonzentration des Albumin-Hefeextraktes 2 %. Die Test- und
Kontrollansatze wurden jeweils tber 24 Stunden bei 10 T inkubiert. Danach wurden die
Ansatze in der Sigma Tisch-Kihlzentrifuge 4 K 15 zentrifugiert (25.155 x g, 30 T, 60 min).
Die dabei entstandenen Pellets wurden jeweils in 300 ul MEM A resuspendiert und mit Ultra-
schall behandelt (60 - 70 Watt, 3 - 5s). Die Suspensionen wurden als log;,-Verdiinnungs-
reihe in Reaktionsgefallen angesetzt und auf frisch ausgesate BGM-Zellen in Mikrotiter-
platten titriert. Die Zentrifugations- und Inkubationsbedingungen, sowie die Auswertungen
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entsprachen der in Kapitel 3.2.7.2 beschriebenen Verfahrensweise. Eine Ubersicht tiber die
Methode zur Desinfektion von C. burnetii-Suspensionen bietet Abbildung 1 .

Herstellung der Test- und Kontrollansatze  (jeweils mit und ohne Proteinbelastung)

Coxiellen- Coxiellen-Priif- Coxiellen-Prif- Coxiellen-Priif-
Prifsuspension suspension + HW suspension + MEM A suspension + MEM A
+ DM (Kontrolle 1) (Kontrolle 2) (Kontrolle 3)

l l |

Inkubation 24 h, 10 €

Abstoppen der Reaktion

v v A

Variante 1: Variante 2:

Verdunnung bis zur Zellvertraglichkeit . i ; o ;
Ameisenséure 1/1.000 Zentrifugation (25.155 x g, 30 °C, 60 min)
Natronlauge 1/1.000 » Resuspension des Pellets in 300 pyl MEM A
Kalkmilch 1/300
Formalin 1/12.000  Ultraschallbehandlung

| l

Bestimmung der C. burnetii-Lebendkeimzahl mittels Endpunkttitration

Abbildung 1 : Beschreibung der Vorgehensweise im qu antitativen Suspensions-
versuch

DM = Desinfektionsmittel

HW= Wasser standardisierter Harte

MEM A = Zellkulturmedium
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3.2.8.2 Quantitativer Keimtragerversuch

Vorbereitung der Bodenproben

Die Zentrifugenréhrchen wurden mit jeweils 10 g Sand, L6 oder Lehm beflllt. Das Befllen
der Rohrchen erfolgte unsteril, da die Proben spéater in denselben Rdhrchen autoklaviert

wurden. Die Bodenproben wurden auf 10 T vorgekunhlt .

Rehydrierung der Bodenproben

Die trocken gelieferten Bodenproben wurden mit 20 % ihrer von der LUFA angegebenen
maximalen Wasserbindungskapazitat (Tab. 5) mit HW rehydriert. Anschlieend wurden die
rehydrierten Bodenproben solange auf dem Stuart Tube Rotator TR2 durchmischt, bis eine

gleichméRige Verteilung des Wassers in den Proben erreicht wurde.

Tabelle 5: Wasserbindungskapazitat [100 %] * der Bodenproben

Wassermenge
Bodentyp [ul je 10 g Bodenprobe]
Sand 3.470
LoR 3.500
Lehm 4.940

" entsprechend den Angaben der LUFA.

Riickgewinnung der Coxiellen aus den Bodenproben

Zur Ermittlung der C. burnetii-Wiederfindungsrate wurden je 10 g Sand, L6R bzw. Lehm in
Zentrifugenréhrchen autoklaviert, rehydriert und auf 10 T vorgekihlt. Anschlieend wurden
zentral 300 pl der Coxiellenprifsuspension aufgetragen (2,5 x 10° KIDso/ml). Nach einer Auf-
trocknungszeit von 30 Minuten bei 10 T wurden 2ml HW, als Surrogat fur die Des-
infektionsmittelgebrauchslésung, auf die Boden pipettiert. Es folgte eine Inkubation von
24 Stunden bei 10 . Die weiteren Schritte gleiche n dem Verfahren zur Beurteilung der
Zytotoxizitat von Bodenbestandteilen (Kap. 3.2.6.1). Das heil3t, die mit der Keimsuspension
beschickten Bodenproben wurden mit 15ml NaCl-Lésung aufgeschwemmt und flr
15 Minuten bei 10 T auf dem Rotator durchmischt. N ach einer niedertourigen Zentrifugation
(Beckmann-Zentrifuge, 500 x g, 10 T, 10 min) wurden von dem jeweils entstandene n Uber-
stand 10 ml in neue Zentrifugenréhrchen dberfihrt und hochtourig in der Beckmann-
Zentrifuge zentrifugiert (39.200 x g, 10 T, 45 min). Es folgte eine Ultraschallbehandl ung
(60 - 70 Watt, 3 - 5s) der entstandenen Pellets, nachdem die NaCl-Losung durch frische
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10 ml NaCl-Lésung ersetzt worden waren. Diese Suspensionen wurden noch einmal hoch-
tourig zentrifugiert. Die Coxiellenpellets wurden in 2 ml MEM A aufgenommen und Uber
Nacht bei 37 T gelagert. Danach erfolgte wieder eine Ultraschallbehandlung der Pellets.
Diese Suspensionen wurden durch einen 0,45 pum-Filter filtriert, um noch vorhandene Boden-
partikel aus der Losung zu entfernen. Aus dem Filtrat wurden logie-Verdinnungsreihen
hergestellt, um die C. burnetii-Lebendkeimzahl der Testansitze zu bestimmen
(Kap. 3.2.7.2).

In einer eigenen Versuchsreihe wurde geprift, ob die Filtration durch den 0,45 pum-Filter bei
den Versuchen zur Wiederfindung der Coxiellen aus den Bodenproben einen Verlust an
Keimen verursacht. Dazu wurde die Wiederfindungsrate nach Filtration einer Coxiellen-
suspension mit Filtern unterschiedlicher Porenweite Uberpriift. Die Coxiellenprifsuspension
wurde durch Spritzenaufsatzfilter mit einer nominellen Porengréf3e von 1,2 um, 0,45 pum bzw.
0,2 um filtriert. Zusétzlich wurden die Filter kombiniert (1,2 um +0,45pum und
1,2 um + 0,2 um). Bei allen Versuchen wurde eine unfiltrierte Coxiellensuspension als
Kontrolle mitgefiihrt. In den hergestellten Suspensionen wurde anschlieRend die C. burnetii-

Lebendkeimzahl bestimmt.

Quantitativer Keimtragerversuch

Das Protokoll zur Desinfektion der Erde entspricht der Vorgehensweise zur Ermittlung der

Wiederfindungsrate der Coxiellen aus den Bodenproben.

Zunachst wurden 300 pl der Coxiellensuspension (2,5 x 10° KIDso/ml) in HW, versetzt mit
einem Albumin-Hefeextrakt-Gemisch (Endkonzentration 2 %), zentral auf die Oberflache der
auf 10 T vorgekuhlten, rehydrierten Bodenproben (S and, L6R, Lehm) aufgetragen. Nach
einer Antrocknungszeit von 30 Minuten bei 10 T erf olgte die Zugabe von 2 ml der jeweils zu
prifenden  Desinfektionsmittelgebrauchslosung (4 % Ameisensaure, 1,9 % Kalkmilch,
2 % Natronlauge, 6 % Formalin), welche Uber die gesamte Bodenoberfliche verteilt auf-
pipettiert wurden. Als Kontrolle diente eine Coxiellensuspension, die mit HW statt Des-
infektionsmittel versetzt wurde. Nun erfolgte eine Inkubation fiir 24 Stunden bei 10 T. Auch
der weitere Versuchsablauf entsprach dem zur Rickgewinnung der Coxiellen aus Boden-
proben. Die gesamte Prifsuspension wurde nach den drei Zentrifugationsschritten durch
einen 0,45 pum-Filter filtriert, bevor aus ihr die Verdinnungsreihe angefertigt wurde. Einen
Uberblick tber den Versuchsaufbau bietet die Abbildung 2 . Fir die Bestimmung der
C. burnetii-Lebendkeimzahl siehe Kapitel 3.2.7.2 .
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Vorbereitung der Bodenprobe:
e 10 g sterile, auf 10 T vorgekihlte Bodenprobe/Zen trifugenréhrchen
* Rehydratation 20 % |

Herstellung der Testansatze

v
10 g Bodenprobe 10 g Bodenprobe 10 g Bodenprobe
+ 300 pl Coxiellen- + 300 pl Coxiellen- + 300 pl MEM A
Prufsuspension Priifsuspension +2 ml DM?
+ 2ml DM + 2mlHW
KontrolleV

-
<

!

Inkubation 24 h, 10 T

Rickgewinnung der Coxiellen und Stoppen der Reaktio n
]

v l v

A 4
KVerdUnnung mit 15 ml NaCI\ /-VerdUnnung mit 15 @ * Verdunnung mit

Zentrifugation NacCl 15 ml NaCl
(500 x g, 10 C, 10 min) * Zentrifugation * Zentrifugation
+ 10 ml Uberstand: (500 x g, 10 T, (500 x g, 10 T,
Zentrifugation 10 min) 10 min)
(39.200 x g, 10 T, 45 min) + 1 ml Uberstand:
 Pellet: Resuspension in 10 ml Zentrifugation
NaCl (25.155x g, 10 T,
* Ultraschallbehandlung 60 min)
* Zentrifugation * Pellet: Resuspension
(39.200 x g, 10 C, 45 min) kin MEM A /
 Pellet: Resuspension in 2 ml
MEM A
k Ultraschallbehandlung / l v
l | » | Auftrag als log;o-Verdinnungs-

Filtrati | reihe auf BGM-Zellen zur
fitration ~ ~ | Uberprifung der Zytotoxizitat

Bestimmung der C. burnetii-Lebendkeimzah | mittels Endpunkttitration

Abbildung 2: Vorgehensweise beim quantitativen Keim tragerversuch und bei

der Untersuchung von Bodenproben auf Zytotoxizitat
DM = Desinfektionsmittel ~HW= Wasser standardisierter Harte MEM A = Wachstumsmedium
= Kontrolle beim quantitativen Keimtragerversuch

2= Ansatz bei der Untersuchung von Bodenproben auf Zytotoxizitat



Ergebnisse 49

4 Ergebnisse

4.1 Zytotoxische Wirkung der Desinfektionsmittel au f die BGM-Zellen

Zur Ermittlung zellvertraglicher Konzentrationen der genutzten Desinfektionsmittel (Ameisen-
saure, Kalkmilch, Natronlauge und Formalin) wurden BGM-Zellen fiir 12 Tage bei 37 T mit
diesen im achtfach-Ansatz inkubiert. Die Desinfektionsmittel wurden in log,-Stufen von
0,06 % bis 0,00006 % Ameisenséure, 1,9 % bis 0,002 % Kalkmilch, 0,06 % bis 0,00006 %
Natronlauge und 0,02 % bis 0,00002 % Formalin (Endkonzentrationen) auf die BGM-Zellen
pipettiert. Nach einer Zentrifugation (900 x g, 30 C, 60 min) wurde bei den vier wells einer
Verdinnungsstufe das desinfektionsmittelhaltige Medium gegen frisches MEM A ohne Des-
infektionsmittel ausgetauscht. An Tag 4 und Tag 7 erfolgte jeweils die lichtmikroskopische
Beurteilung der Zellbeschaffenheit. Dabei dienten in MEM A inkubierte Zellen als Kontrollen
(Lebendkontrollen). Die Zellen konnten aufgrund hochgradiger Zellschdden nach Tag 10
nicht mehr ausgewertet werden. An Tag 7 stellten sich die Zellen wie an Tag 4 dar. Zur
Validierung der lichtmikroskopischen Ergebnisse wurde mit einigen Testansétzen an Tag 4
auch ein MTT-Test durchgefiihrt. Hierbei dienten unbehandelte BGM-Zellen als

Lebendkontrollen und mit 1 %-iger SDS-L6sung inkubierte Zellen als Totkontrollen.

41.1 Lichtmikroskopische Auswertung

Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung wurden abgestorbene, abgekugelte oder sehr
stark granulierte BGM-Zellen als schwer geschadigt bewertet. Als mittelgradige Zellschaden
wurden Veranderungen wie starke Granulation mit Gberdeutlichen Zellgrenzen beschrieben.
Etwas deutlichere Zellgrenzen und eine leichte Granulierung galten als geringe Zellschaden.
Desinfektionsmittelkonzentrationen wurden als zellvertraglich bewertet, wenn bei
behandelten BGM-Zellen morphologisch kein Unterschied zu unbehandelten BGM-Zellen

festzustellen war.

Insgesamt war bei den vier untersuchten Desinfektionsmitteln ein konzentrationsabhéngiger,
zytotoxischer Effekt zu beobachten, der bei allen Desinfektionsmitteln ausverdinnt werden
konnte. Dazu musste Ameisensaure 1/1.000, Kalkmilch 1/300, Natronlauge ebenfalls 1/1.000
und Formalin 1/12.000 vorverdinnt werden. Als weitere Schlussfolgerung wurde in den
folgenden Versuchen an Tag 7 und 19 p.i. ein Mediumwechsel in der gesamten
Mikrotiterplatte durchgefiihrt. Dazu wurde mit einer Vakuum-Pumpe das MEM A vollstandig
abgesaugt und durch 100 pul frisches MEM A je well ersetzt. Die Versuchsergebnisse sind

nachfolgend im Einzelnen dargestellt.
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Ameisensaure

Nach dem Auftrag von 0,06 % bis 0,00006 % Ameisensaure in Zellkulturmedium konnten
ohne Mediumwechsel an Tag 4 bis zu einer Konzentration von 0,03 % viele tote Zellen und
ein zerstorter Zellrasen festgestellt werden (Tab. 6). Bei einer Konzentration von 0,02 %
Ameisensaure wiesen die Zellen eine deutliche Granulierung auf (Abb. 3). In der néchsten
Verdinnungsstufe (0,008 % Ameisensdure) waren Schaden in Form geringgradig
deutlicherer Zellgrenzen erkennbar. Ab einer Konzentration von 0,004 % Ameisensaure
wiesen die BGM-Zellen lichtmikroskopisch keine Verénderungen auf. In den wells, in denen
das Medium gewechselt worden war, waren an Tag 4 bis zu einer Konzentration von 0,03 %
Ameisensaure viele tote Zellen und Uberdeutliche Zellgrenzen feststellbar. Ab einer
Konzentration von 0,02 % Ameisensaure konnten lichtmikroskopisch keine Zellver-

anderungen nachgewiesen werden (Tab. 6).
Kalkmilch

Ohne Mediumwechsel war an Tag 4 nach Auftrag von 1,9 % bis 0,002 % Kalkmilch der
Anteil abgestorbener BGM-Zellen bis zu einer Konzentration von 0,06 % sehr hoch (Tab. 6).
Zudem wiesen die noch adharenten Zellen (iberdeutliche Zellgrenzen auf. Ahnliche
Zellschaden traten bei 0,03 % Kalkmilch auf. Bei 0,01 % wurden lediglich die hervor-
tretenden Zellgrenzen festgestellt (Abb. 4). Ab 0,007 % Kalkmilch wurden keine Ver-
anderungen der BGM-Zellkulturen mehr identifiziert. Mit Mediumwechsel waren an Tag 4 bis
zu einer Konzentration von 0,1 % Kalkmilch viele tote Zellen festzustellen. Bei einer
Konzentration von 0,06 % zeigten die Zellen eine deutliche Granulierung und hervortretende
Zellgrenzen. Zwischen 0,03 % und 0,01 % Kalkmilch wiesen die Zellen noch Uberdeutliche
Zellgrenzen auf. Ab einer Verdinnung von 0,007 % Kalkmilch waren lichtmikroskopisch
keine Zellschaden mehr erkennbar (Tab. 6).
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Abbildung 3:  Darstellung eines BGM-Zellrasens nach viertagiger Inkubation mit
0,02 % Ameisensaure in Zellkulturmedium.

Abbildung 4:  Darstellung eines BGM-Zellrasens nach viertagiger Inkubation mit
0,01 % Kalkmilch in Zellkulturmedium.
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Natronlauge

Ohne Mediumwechsel traten an Tag 4 nach Auftrag von 0,06 % bis 0,00006 % Natronlauge
in MEM A bis zu einer Konzentration von 0,03 % viele abgekugelte Zellen auf (Tab. 6).
Zusétzlich waren die Zellen stark granuliert und die Zellgrenzen stellten sich Gberdeutlich
dar. In der nachsten Verdinnungsstufe (0,02% NaOH) wurde eine offensichtliche
Granulierung der Zellen festgestellt (Abb. 5). Bei einer Konzentration von 0,008 % fielen
hervortretende Zellgrenzen auf. In den Verdinnungsstufen ab 0,004 % Natronlauge glichen
die Zellen unbehandelten BGM-Zellen. Mit Mediumwechsel waren an Tag 4 nach Auftrag
von 0,06 % Natronlauge im Medium viele tote abgekugelte Zellen festzustellen. Eine starke
Granulierung war bei der nachsten Verdinnungsstufe (0,03 % Natronlauge) sichtbar. Im
Bereich zwischen 0,02 % und 0,004 % Natronlauge stellten sich die Zellgrenzen Uberdeutlich
dar (Tab.6). Ab einer Konzentration von 0,002 % konnten lichtmikroskopisch keine

Veranderungen mehr festgestellt werden.
Formalin

An Tag 4 waren ohne Mediumwechsel bis zu einer Konzentration von 0,004 % Formalin ein
zerstorter Zellrasen, viele abgekugelten Zellen und eine deutliche Granulierung der
adhéarenten Zellen erkennbar (Abb. 6). Von 0,002 % bis 0,001 % Formalin wiesen die Zellen
deutliche Zellgrenzen und eine leichte Granulierung auf. Ab einer Formalinkonzentration von
0,0005 % waren in den BGM-Zellkulturen lichtmikroskopisch keine Schaden mehr
feststellbar. Mit Mediumwechsel waren an Tag 4 bis zu einer Konzentration von 0,001 %
Formalin deutlich hervortretende Zellgrenzen und eine leichte Granulierung feststellbar. Ab
einer Konzentration von 0,0005 % konnten lichtmikroskopisch keine Veranderungen mehr

festgestellt werden (Tab. 6).



Ergebnisse

53

Abbildung 5:  Darstellung eines BGM-Zellrasens nach viertagiger Inkubation mit
0,02 % Natronlauge in Zellkulturmedium.

Abbildung 6:  Darstellung eines BGM-Zellrasens nach viertagiger Inkubation mit
0,004 % Formalin in Zellkulturmedium.
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41.2 Auswertung mittels MTT-Test

Um die lichtmikroskopischen Ergebnisse zu Uberprifen, wurden Parallelansatze der Zellen
an Tag 4 p. i. auch einem MTT-Test unterzogen. Ansonsten entsprach der Versuchsaufbau

den Versuchen mit lichtmikroskopischer Auswertung (Kap. 4.1.1).

Mit Hilfe dieses Tests war bei allen Desinfektionsmitteln ein dosisabhangiger, toxischer
Effekt auf die BGM-Zellen nachweisbar. Die alternative Vorgehensweise, bei der die des-
infektionsmittelhaltige Suspension nur eine Stunde auf die Zellen einwirkte und dann durch
frisches Medium ersetzt wurde, filhrte bei Formalin dazu, dass die Zellen eine doppelt so
hohe Konzentration vertrugen. Bei Ameisensaure, Kalkmilch und Natronlauge konnte durch
den Mediumwechsel keine bessere Zellvertraglichkeit erreicht werden. Die Ergebnisse sind

nachfolgend im Einzelnen erlautert und in der Tabelle 7 zusammengefasst.

Der Vergleich der mittels lichtmikroskopischer Auswertung und mittels MTT-Test bestimmten
zellvertraglichen Konzentrationen zeigt, dass die lichtmikroskopische Auswertung sensitiver
war. Die im MTT-Test bestimmte zellvertragliche Konzentration von Ameisensaure war ohne
Mediumwechsel zwei Verdinnungsstufen hoher als die lichtmikroskopisch bestimmte
Konzentration. Mit Mediumwechsel glichen sich die mit beiden Methoden bestimmten
zellvertraglichen Konzentrationen. Sowohl ohne, als auch mit Mediumwechsel lagen die mit
dem MTT-Test bestimmten zellvertrdglichen Konzentrationen fir Kalkmilch zwei
Verdiinnungsstufen héher als bei der lichtmikroskopischen Auswertung. Die fur Natronlauge
mittels MTT-Test bestimmten zellvertraglichen Konzentrationen lagen ohne Mediumwechsel
zwei Verdinnungsstufen, mit Mediumwechsel drei Verdinnungsstufen Uber der
lichtmikroskopisch ermittelten Konzentration. Mit Mediumwechsel lag die durch den MTT-
Test als zellvertraglich ermittelte Konzentration von Formalin eine Verdinnungsstufe Uber
der lichtmikroskopisch bestimmten Konzentration. Ohne Mediumwechsel war die mittels
MTT-Test ermittelte zellvertrdgliche Konzentration zwei Verdinnungsstufen Gber der

lichtmikroskopisch bestimmten.
Ameisensaure

Ohne Mediumwechsel lag die mitochondriale Stoffwechselaktivitdst der mit 0,02 %
Ameisensaure behandelten Zellen im Bereich unbehandelter BGM-Zellen (85 % bis 100 %;
Tab. 7). Auch mit Mediumwechsel betrug die Stoffwechselaktivitat der behandelten Zellen ab
0,02 % Ameisensaure 85 % bis 100 % (Tab. 7).
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Kalkmilch

Ohne Mediumwechsel war der Konzentrationsbereich von 0,2 % bis 1,9 % Kalkmilch nicht
auswertbar, da die Kristalle der Kalkmilch die photometrische Auswertung storten. Ab 0,03 %
Kalkmilch wurde eine Zellvitalitéat von 85 % bis 100 % im Vergleich zu unbehandelten BGM-
Zellen bestimmt (Tab. 7). Mit Mediumwechsel wurde die Testauswertung im Konzentrations-
bereich von 0,5% bis 1,9% Kalkmilch durch die Kalkmilchkristalle gestort. Ab der
Verdiinnungsstufe mit 0,03 % Kalkmilch lag die Vitalitat der BGM-Zellen im Bereich unbe-
handelter Zellen (85 % bis 100 %, Tab. 7).

Natronlauge

Ab der Verdinnungsstufe mit 0,02 % Natronlauge ohne Mediumwechsel lag die
mitochondriale Stoffwechselaktivitdt im Bereich der Kontrollen (85 % bis 100 %). Mit
Mediumwechsel betrug die Stoffwechselaktivitdt der behandelten Zellen ab 0,02 %
Natronlauge 90 % bis 100 % der Vitalitdt von Kontrollzellen (Tab. 7).

Formalin

Ohne Mediumwechsel lag die mitochondriale Stoffwechselaktivitdt der BGM-Zellen ab einer
Formalinkonzentration von 0,001 % bei 90 % bis 100 % der Aktivitdt der nicht mit Des-
infektionsmittel behandelten Zellen. Mit Mediumwechsel betrug die relative Zellaktivitat bei
Konzentrationen ab 0,004 % Formalin 85% und war somit der Stoffwechselaktivitat
unbehandelter BGM-Zellen vergleichbar. Ab 0,002 % Formalin erreichte die Zellvitalitat
90 % bis 100 % der Kontrollen (Tab. 7).
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Tabelle 7: Konzentrationsabhangige, durch die Desin  fektionsmittel bedingte und
mittels MTT-Test nachweisbare Schaden an BGM-Zellen

Endkonzentration Desinfektionsmittel [%]

Desinfektionsmittel

(Anzahl Versuchs- toxisch zellvertraglich
durchfiihrungen) Methode? (0 % - 84 %) (85 % - 100 %)
Ameisensaure oMW =0,03 <0,02
(3) mMW >0,03 <0,02
Kalkmilch oMw 0,1% - 0,06 <0,03
3 mMW 0,2% - 0,06 <0,03
Natronlauge oMW =0,03 <0,02
4) mMW 20,03 <0,02
Formalin oMW 20,002 < 0,001
4) mMW = 0,004 <0,002
D oMW = ohne Mediumwechsel; das desinfektionsmittelhaltige Medium wurde nach
dem Zentrifugieren (1 h) nicht ausgetauscht;
mMW = mit Mediumwechsel; das desinfektionsmittelhaltige Medium wurde nach dem

Zentrifugieren (1 h) gegen desinfektionsmittelfreies Medium ausgetauscht;
2 relative mitochondriale Stoffwechselaktivitat der BGM-Zellen;

%) Verdunnungsstufen mit héheren Konzentrationen an Kalkmilch waren nicht auswertbar
(fir Details siehe Text).

4.1.3 Evaluierung von L-Histidin als Inaktivierungs  mittel zur Reduktion der zyto-
toxischen Wirkung von Formalin

Eine 0,1 %ige Histidinldsung wird als Inaktivierungsmittel von Aldehyden in den Richtlinien

fur die Prifung chemischer Desinfektionsmittel (ANONYM, 2000) empfohlen. Es wurde

deshalb untersucht, ob das L-Histidin das stark zytotoxische Formalin am Ende der

Einwirkzeit auf die C. burnetii-Prifsuspension in Zellkulturen inaktivieren kann. So kénnte auf

die hohe Vorverdiinnung des Formalins (1/12.000) verzichtet werden.

Dazu wurden in die Mikrotiterplatte 6 x 10* BGM-Zellen in 50 ul MEM A vorgelegt
(Kap. 3.2.2), auf welche die L-Histidin- und die Formalin-Verdiinnungsreihe gegeneinander
in Form einer sogenannten ,Schachbretttitration® aufgetragen wurden. Die logie-
Verdiinnungsreihe von Formalin umfasste Endkonzentrationen von 6 % bis 0,00006 %
(6 Verdunnungsstufen), wahrend fiar L-Histidin Endkonzentrationen von 1% bis

0,0000001 % (8 Verdunnungsstufen) genutzt wurden. Als Kontrollen dienten BGM-Zellen in
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MEM A bzw. mit 1 %-iger SDS-L6sung behandelte Zellen. Zusatzlich erfolgte in weiteren
Vertiefungen der Mikrotiterplatte die Inkubation von BGM-Zellen lediglich mit den o. a.
Histidinkonzentrationen in MEM A. Auf diese Weise wurden jeweils zwei identische Mikro-
titerplatten angesetzt, wobei bei einer dieser Platten nach der Zentrifugation in der Tischkuhl-
zentrifuge (900 x g, 30 C, 60 min) ein Mediumwechsel erfolgte. Die Te sts wurden licht-

mikroskopisch und mit dem MTT-Test am vierten Tag ausgewertet (Kap. 3.2.6.3, 4.1.2).

Zusammengefasst belegen die Ergebnisse, dass in Anwesenheit von L-Histidin keine sicher
zellvertragliche Formalinkonzentration bestimmbar war (Tab. 8). Somit bedingte die Zugabe
von L-Histidin zum Nachweissystem auch keine bessere Zellvertraglichkeit des Formalins.
Die Ergebnisse, die fur BGM-Zellen erhalten wurden, die ohne Mediumwechsel verschie-
denen L-Histidinkonzentrationen ausgesetzt worden waren, legten zudem nahe, dass die
Anwesenheit des L-Histidins das Nachweissystem stort. In den nachfolgenden Abschnitten

sind die Ergebnisse im Detail erlautert.

41.3.1 Lichtmikroskopische Auswertung

Ohne Mediumwechsel konnten an Tag 4 bei allen L-Histidinkonzentrationen viele tote Zellen,
ein zerstorter Zellrasen und eine Uberdeutliche Granulierung der Zellen im Bereich von 6 %
bis 0,00006 % Formalin festgestellt werden. Ebenfalls waren an Tag 4 bei allen L-Histidin-
konzentrationen mit Mediumwechsel bis zu einer Konzentration von 0,06 % Formalin viele
abgekugelte Zellen festzustellen. Im Bereich von 0,006 % bis 0,0006 % Formalin wiesen die
Zellen Uberdeutliche Zellgrenzen auf. Lediglich in einer Versuchsdurchfiihrung wurden unter
0,0006 % Formalin keine Zellschaden mehr festgestellt (Tab. 8). Insgesamt schwankten die
Ergebnisse zwischen den Versuchsdurchfihrungen starker als bei den vorher
durchgefiihrten Versuchen zur zytotoxischen Wirkung von Formalin auf BGM-Zellen ohne L-

Histidinzusatz.

Ohne Mediumwechsel konnten in fast allen Testansatzen, die nur mit L-Histidin inkubiert
worden waren, unabhéngig von der verwendeten L-Histidinkonzentration an Tag 4
lichtmikroskopisch ein zerstorter Zellrasen und viele abgekugelte oder stark granulierte
Zellen festgestellt werden. Mit Mediumwechsel wiesen die mit L-Histidin inkubierten Zellen
unabhangig von dessen Konzentration teilweise Uberdeutliche Zellgrenzen auf, teilweise

erschienen die Zellen aber auch lichtmikroskopisch unverandert.
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4.1.3.2 Auswertung mittels MTT-Test

Ohne Mediumwechsel wurde unabhangig von der L-Histidinkonzentration (1 % bis
0,0000001 %) fur den Konzentrationsbereich von 6 % bis 0,00006 % Formalin eine
reduzierte mitochondriale Stoffwechselaktivitit gemessen. Sie betrug max. 40 % der Stoff-
wechselaktivitéat von nicht behandelten BGM-Zellen (Tab. 8).

Mit Mediumwechsel war unabhéngig von der L-Histidinkonzentration von 6 % bis 0,06 %
Formalin in MEM A eine reduzierte mitochondriale Stoffwechselaktivitdt (max. 60 %) fest-
stellbar. Erst unterhalb einer Formalinkonzentration von 0,006 % betrug die Stoffwechsel-

aktivitat mehr als 85 %.

An Tag 4 wurde in Ansatzen, die nur mit L-Histidin inkubiert und keinem Mediumwechsel
unterzogen worden waren, eine reduzierte mitochondrale Stoffwechselaktivitat (max. 50 %)
unabhangig von der verwendeten L-Histidinkonzentration festgestellt. Die manchmal in
Ansatzen mit Mediumwechsel lichtmikroskopisch festgestellten leichten Zellschadigungen
spiegelten sich im MTT-Test nicht wieder (Tab.8). Die relative mitochondriale
Stoffwechselaktivitat der BGM-Zellen betrug bei diesen Zellen durchschnittlich 100 %.

Tabelle 8: Formalin-bedingte  Zellschaden in  Anwesen  heit von L-Histidin
(1 - 0,0000001 %)

Auswirkung auf die Zellen

Ausmal’ der Zellvitalitat
- . Zellschaden? [OD%]
) L- - -
Methode :2 O':';tldm Eg;r;:r?t? ation (lichtmikroskopische (MTT-
’ Auswertung) Auswertung)
[% wiv] [% vIV]
oMW 0,0000001-1 0,00006 - 6 hochgradig <85
mMwW 0,0000001-1 0,06-6 hochgradig <85
0,0000001-1 0,0006 — 0,006 gering- bis 85 - 100
mittelgradig
0,0000001-1 0,00006 — 0,0006 keine 85 - 100

1) oMW = ohne Mediumwechsel; mMW = mit Mediumwechsel;

2 hochgradige Zellschaden: abgestorbene, abgekugelte oder sehr stark granulierte BGM-
Zellen, zerstorter Zellrasen,
mittelgradige Zellschaden: starke Granulation mit iberdeutlichen Zellgrenzen
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4.2 Vergleichende Untersuchungen zur Erkennung von C. burnetii-infizierten
BGM-Zellkulturen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war es erforderlich, eine sehr groRe Anzahl von BGM-
Zellkulturen hinsichtlich einer Infektion mit C. burnetii zu beurteilen. Daher wurde zunachst
untersucht, welche mikroskopischen Techniken geeignet sind, moglichst schnell und einfach
mit C. burnetii infizierte von nicht infizierten BGM-Zellkulturen sicher zu unterscheiden. Zu
diesem Zweck erfolgte die Infektion von Zellkulturen mit dem Referenzisolat
Nine Mile RSA493. Als Negativkontrollen dienten Vertiefungen mit nicht infizierten BGM-
Zellen (Abb. 7). Die Zellkulturen wurden taglich lichtmikroskopisch kontrolliert und an Tag 12
p. i. - gof. nach erforderlicher Vorbehandlung (Fixierung, Farbungen) - mit den ausgewahlten
Techniken ausgewertet. Einen Uberblick tiber die Eignung der getesteten Techniken zur
Erkennung von C. burnetii-infizierten BGM-Zellen bietet die Tabelle 9.

Abbildung 7:  Darstellung einer BGM-Zellkultur (nich t infizierte Kontrolle) mittels
Phasenkontrast-Mikroskopie.
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Identifizierung C. burnetii-infizierter BGM-Zellen in nativen Praparaten mittels Phasen-
kontrast-Mikroskopie

Bei 400facher VergroRerung waren die Erreger in der Vakuole mit der Phasenkontrast-
mikroskopie (Abb. 8) darstellbar. Aufgrund ihrer geringen GroéRe (0,2 - 1 pm) liel3en sich
diese zwar nicht einzeln ansprechen, aber in den flussigkeitsgefiullten Vakuolen war eine in
Abhéangigkeit von ihrem Fillungsgrad stromungsartige bis flirrende Bewegung sehr kleiner,
korpuskularer Bestandteile erkennbar. Dieses Phanomen wurde als ,Partikeldrift* bezeich-
net. Auf diese Weise liel3en sich erregerinduzierte Vakuolen zuverlassig von dhnlichen, aber
unspezifischen Gebilden unterscheiden. Darliber hinaus lagen die zumeist ovalen bis runden
C. burnetii-induzierten Vakuolen oftmals in einer nesterartigen Anordnung vor, was bei

anderen Vakuolen nicht gegeben war.

Abbildung 8:  Darstellung einer mit  C. burnetii infizierten BGM-Zellkultur mittels
Phasenkontrast-Mikroskopie.
V = C. burnetii-haltige Vakuole
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Identifizierung C. burnetii-infizierter BGM-Zellen in nativen Préparaten mittels Hoffmann-
Modulationskontrast-Mikroskopie

Bei 400facher VergroRerung waren die typischen C. burnetii-induzierten Vakuolen auch mit
der Hoffmann-Modulationskontrast-Einstellung des Invertoskopes sehr gut darstellbar
(Abb. 9). Wie bei der Phasenkontrastmikroskopie war auch hier das als ,Partikeldrift*
bezeichnete Flirren in den nesterartig angeordneten Vakuolen deutlich zu erkennen. In
Ergdnzung dazu war das mikroskopische Bild durch einen dreidimensionalen Eindruck

gepragt.

Abbildung 9 :  Darstellung einer mit C. burnetii infizierten BGM-Zellkultur mittels
Hoffmann-Modulationskontrast-Mikroskopie.
V = C. burnetii-haltige Vakuole
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Fluoreszenzmikroskopische Identifizierung C. burnetii-infizierter BGM-Zellen _in_fixierten
Préaparaten nach Farbung mit LysoTracker® Red

Es zeigte sich, dass der Farbstoff LysoTracker® Red prinzipiell in der Lage war, die durch
C. burnetii induzierten Vakuolen anzufarben (Abb. 10). Allerdings ergaben sich teilweise
erhebliche qualitative Unterschiede zwischen verschiedenen Versuchsdurchgéngen.
AulRerdem wiesen auch viele nicht infizierte BGM-Zellen in den Kontrollansatzen ahnliche
Farbungsmuster auf, was auf ein starkes Hintergrundsignal hindeutete (Abb. 11). Aufgrund
der erforderlichen Bearbeitungsschritte war die Methode zudem zeit- und material-

aufwandiger als die anderen Methoden.

Identifizierung C. burnetii-infizierter BGM-Zellen in_fixierten Praparaten mittels Immun-

fluoreszenzmikroskopie

Bei der Immunfluoreszenzfarbung im 96-well-Format (Abb. 12) wurde deutlich, dass sowohl
innerhalb eines Tests als auch zwischen verschiedenen Versuchsdurchgdngen erhebliche
qualitative Unterschiede der Féarbeergebnisse auftraten. Zudem féarbten sich bei einigen
Versuchsdurchfihrungen auch nicht mit C. burnetii-infizierte BGM-Zellen an, was die
Testauswertung erheblich erschwerte. Darliber hinaus war dieses Verfahren durch den

hohen Zeit- und Materialaufwand vergleichsweise teuer und umstandlich.

Im Methodenvergleich erwiesen sich somit die Phasenkontrast-Mikroskopie und das Mikros-
kopieren mit dem Hoffmann-Modulationskontrast als gleichermalRen geeignet (Tab. 9). Die
Bestimmung der C. burnetii-Lebendkeimzahl wurde deshalb in allen nachfolgenden

Untersuchungen mittels Phasenkontrastmikroskopie durchgeftihrt.
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Abbildung 10: Darstellung einer mit  C. burnetii infizierten BGM-Zellkultur nach
Farbung mit LysoTracker © Red.
V = C. burnetii-haltige Vakuole; t = abgestorbene Zelle

Abbildung 11:  Darstellung einer BGM-Zellkultur (nicht infizierte Kontrolle) nach
Farbung mit LysoTracker © Red.
B = markierte BGM-Zelle; t = abgestorbene Zelle
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Abbildung 12:  Darstellung einer mit  C. burnetii infizierten BGM-Zellkultur nach
Immunfluoreszenzfarbung.
V = C. burnetii-haltige Vakuole

Tabelle 9: Eignung verschiedener Techniken zur Erke  nnung von C. burnetii-
infizierten BGM-Zellen

Stor- Kosten
Zeitbe- anfallig- Reproduzier- Darstellbarkeit (Verbrauchs-
Methode * darf keit barkeit der Vakuolen material)

Phaco +++ +++ +++ ++/+++ +++
HMC +++ +++ +++ +++ +++
LysoTrRed ++ ++ + + +++
ImmunFl + ++ ++ +H++ -

- = schlecht; + = befriedigend; ++ = gut; +++ = sehr gut;

* Phaco = Phasenkontrastmikroskopie;
HMC = Hoffmann-Modulationskontrastmikroskopie;
LysoTrRed = Fluoreszenzmikroskopie von mit LysoTracker® Red-gefarbten Praparaten;
ImmunFl = Immunfluoreszenzmikroskopie.
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4.3 Bestimmung der Keimzahl der  C. burnetii-Priifsuspension

Bestimmung der C. burnetii-Partikelzahl

In Suspensionsversuchen wird fir eine erfolgreiche Desinfektion eine Reduktion der
Keimzahl um mindestens 5 log;o-Stufen gefordert, in Keimtrdgerversuchen eine
Verminderung um mindestens 4 logio-Stufen (ANONYM, 2003b, 2004). Damit derartige
Reduktionen der Lebendkeimzahl gemessen werden konnten, musste die C. burnetii-
Prifsuspension gentgend hoch konzentriert sein. Dies wurde zundchst mit Hilfe der

Partikelzahlung (Kap. 3.2.7.1) untersucht.

Die C. burnetii-Prifsuspension wurde 1/50, 1/100 bzw. 1/200 mit steriler physiologischer
Kochsalzlésung verdinnt und je 10 pl dieser Verdiinnungen auf 1 cm? eines Objekttragers
aufgetragen und nach Giménez gefarbt. Die Anzahl der Erreger je Flacheneinheit wurde mit
der Standardhellfeldmikroskopie bestimmt. Die hierbei ermittelte Partikelzahl der ver-

wendeten C. burnetii-Suspension betrug 1,2 x 10° Partikel/ml.

Bestimmung der C. burnetii-Lebendkeimzahl

Die Bestimmung der Lebendkeimzahl der C. burnetii-Prifsuspension erfolgte im Endpunkt-
verdinnungsverfahren auf BGM-Zellen in 96-well-Mikrotiterplatten. Dieses Verfahren wurde
in der Arbeitsgruppe im Rahmen von Vorarbeiten etabliert (Kap. 3.2.7.2). Die BGM-Zellen
wurden zeitgleich ausgesat und mit C. burnetii infiziert. Die Subkultivierung an Tag 12
erfolgte durch Einfrieren bei -70 T und anschlieBe ndes Auftauen. Um die Lebendkeimzahl
moglichst genau zu bestimmen, wurde diese in mehreren unabhéngigen Versuchsdurch-
gangen wiederholt ermittelt. Zudem diente die wiederholte Bestimmung dazu, in den an-
schlieBenden Experimenten zur Desinfektion der Coxiellen die ggf. auftretenden Streuungen

der Messwerte bei Wiederholung der Tests besser beurteilen zu kénnen.

Die mittlere Lebendkeimzahl (geometrischer Mittelwert, x,) fir die verwendete Bakterienprf-
suspension betrug 3,0 x 10° KIDso/ml (Tab. 10). Damit war die Coxiellensuspension aus-
reichend konzentriert, um nach der Desinfektion durch Ameisensaure, Kalkmilch, Natron-
lauge bzw. Formalin eine Reduktion der Lebendkeimzahl um 5 log;o-Stufen nachweisen zu
kénnen. Zudem legte die Streuung der Messergebnisse nahe, dass Abweichungen um bis zu

1,5log;0-Stufen methodisch bedingt sein konnen.
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Tabelle 10:  Ergebnis der Lebendkeimzahlbestimmung a  n der wassrigen
C. burnetii-Prifsuspension

Versuchsdurchgang Nr. ermittelte Lebendkeimzahl [KIDse/ml]
1 9,4 x 10%°
2 1,7x10°
3 5,3x 108
4 9,0 x 108
5 2,8 x 108
6 9,0x 10°
7 5,3 x 10°
8 1,7x10°
9 1,7 x 10%
10 1,2 x10°
11 7,2x10°
12 2,3x10°

Mittlere Lebendkeimzahl (%) c. bumeti-prifsuspension = 3,0 X 10° KIDso/ml

4.4 Einflul3 von Desinfektionsmitteln in zellvertrag lichen Konzentrationen auf
die Bestimmung der C. burnetii-Lebendkeimzahl

Um den Einfluss der zellvertraglichen Desinfektionsmittelkonzentrationen (Kap. 4.1.1) auf die
Bestimmung der Lebendkeimzahl zu Uberpriifen, wurden Verdinnungsreihen der C. burnetii-
Prufsuspension in desinfektionsmittelhaltigem MEM A angesetzt (0,004 % Ameisensaure,
0,007 % Kalkmilch, 0,004 % Natronlauge bzw. 0,0005 % Formalin). Hierzu wurde eine log;o-
Verdinnungsreihe der C. burnetii-Suspension in MEM A mit dem entsprechenden Des-
infektionsmittel vorbereitet, so dass im well zusammen mit den frisch ausgesaten BGM-
Zellen die jeweils 0. a. Endkonzentration vorlag. Nach der Zentrifugation in der Tischkihl-
zentrifuge wurde bei der Halfte der wells je Verdinnungsstufe ein Mediumwechsel

durchgefihrt. Das Ubrige Vorgehen erfolgte wie in den Kapiteln 3.2.7.2 und 4.3 beschrieben.

Im Vergleich zu der Lebendkeimzahl der unbehandelten Coxiellensuspensionen
(Kontrollwert; 3,0 x 10° KIDso/ml) wichen die bei Verwendung von Desinfektionsmittelresten
im Medium bestimmten Keimzahlen um 0,15 bis 1,5 Zehnerpotenzen vom Kontrollwert ab
(Tab. 11) und lagen damit in dem ermittelten Schwankungsbereich von 1,5 Zehnerpotenzen
(Kap. 4.3). Somit konnte kein Effekt der Desinfektionsmittelreste auf die Lebendkeimzahl
festgestellt werden. Ebenso ergaben die Untersuchungen keinen Hinweis auf einen Effekt

des Mediumwechsels (Tab. 11). Daher wurde in allen folgenden Versuchen auf einen
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Mediumwechsel nach der einstiindigen Inkubation der BGM-Zellen mit den desinfizierten

Coxiellen verzichtet.

Tabelle 11:  Einfluss von Desinfektionsmittelresten in zellvertraglichen Konzentra-
tionen auf die Lebendkeimzahl in der  C. burnetii-Prifsuspension
ermittelte Faktor der
Desinfektionsmittel Lebendkeimzahl Abweichung vom
[Konzentration (%)] Methode? [KIDsg/ml] Kontrollwert?
Ameisensaure oMW 3,6 x 10° 0,83
(0,004) mMW 3,6 x 10° 0,83
Kalkmilch oMW 3,6 x 10° 0,83
(0,007) mMW 2,0x10° 15
Natronlauge oMW 1,1 x 10%° 0,27
(0,004) mMW 6,3 x 10° 0,48
Formalin oMW 3,6 x 10° 0,83
(0,0005) mMW 2,0 x 10% 0,15
Kontrollwert oMW 3,0 x 10°
(ohne DM?)
D oMW = ohne Mediumwechsel; das desinfektionsmittelhaltige Medium wurde nach dem

Zentrifugieren (1 h) nicht ausgetauscht;

mMW = mit Mediumwechsel; das desinfektionsmittelhaltige Medium wurde nach dem
Zentrifugieren (1 h) gegen desinfektionsmittelfreies Medium ausgetauscht;

2 Quotient aus der Lebendkeimzahl der unbehandelten C. burnetii-Suspension (Kontroll-
wert; Zahler) und der Keimzahl der behandelten Suspension (Nenner);

3 DM = Desinfektionsmittel.

4.5 Quantitativer Suspensionsversuch zur Desinfekti onvon C. burnetii ohne
und mit EiweilR3belastung

Durch die Desinfektion von wassrigen Coxiellensuspensionen sollte geprift werden, wie
stark definierte Konzentrationen der vier Desinfektionsmittel die Lebendkeimzahl der
Bakterienprifsuspension reduzieren konnen. Die C. burnetii-Prifsuspension wurde mit
4 % Ameisensaure, 1,9 % Kalkmilch, 2 % Natronlauge oder 6 % Formalin (Endkonzentra-
tionen im Testansatz) fur 24 Stunden bei 10 T mit und ohne Eiweil3belastung (End-
konzentration des Albumin-Hefeextraktes 2 %) inkubiert. Nach Ablauf der Einwirkzeit wurde

die Reaktion gestoppt, indem die vier Suspensionen jeweils bis zur zellvertraglichen Des-
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infektionsmittelkonzentration mit MEM A verdiinnt wurden oder die Desinfektionsmittel durch
einen Zentrifugationsschritt aus dem Testsystem entfernt wurden. Die verdinnten, bzw.
zentrifugierten Suspensionen wurden dann zur Herstellung von logse-Verdinnungsreihen in
MEM A genutzt. Die anschlieBende Bestimmung der Lebendkeimzahl erfolgte wie in den
Kapiteln 3.2.7.2 und 4.3 beschrieben. Die Nachweisgrenzen betrugen bei den verdinnten
Suspensionen, die mit Ameisensaure und Natronlauge inkubiert wurden, 1,1 x 10* KIDso/ml,
fur die mit Kalkmilch behandelten Ansatze 3,4 x 103 KIDso/ml und fur die mit Formalin in-
kubierten Suspensionen 1,3 x 10° KIDso/ml. Bei den zentrifugierten Suspensionen betrug die

Nachweisgrenze unabhéngig von dem jeweiligen Desinfektionsmittel 1,1 x 10 KIDs¢/ml.

Variante 1 (Reaktionsstop durch Vorverdiinnung)

In den Versuchen, in denen ein Reaktionsstop durch die Verdinnung der Testansatze erzielt
werden sollte (Ansatze mit Ameisensaure und Natronlauge 1/1.000, mit Kalkmilch 1/300, mit
Formalin 1/12.000), wurden mehrere Kontrollen mitgefihrt. Zur Bewertung des
Desinfektionserfolges wurde die C. burnetii-Prifsuspension jeweils im Parallelansatz mit
Wasser standardisierter Harte (HW) bei 10 T fur 24 Stunden inkubiert (Kontrolle 1). Um
differenzieren zu kénnen, welchen Beitrag der abweichende osmotische Druck des HWs auf
die Desinfektion hat, wurden Aliquots der C. burnetii-Suspension jeweils in einem weiteren
parallelen Ansatz in MEM A bei 10 T fir 24 Stunden inkubiert (Kontrolle 2). Zur Uberprifung
des Temperatureinflusses auf die Lebendkeimzahl wurde ein nicht vorbehandeltes und nicht
inkubiertes Aliquot der C. burnetii-Prifsuspension untersucht (Kontrolle 3). Fir diese drei
Kontrollen und fiir das zuvor desinfizierte Aliquot der Bakterienprifsuspension erfolgte die
Bestimmung der Lebendkeimzahl parallel. Um die Desinfektionsmittel-bedingte Reduktion
der C. burnetii-Lebendkeimzahl zu bestimmen, wurde der Quotient aus der in der Kontrolle 1
ermittelten Lebendkeimzahl (zZahler) und der in dem jeweiligen Desinfektionsmittel-

Testansatz ermittelten Lebendkeimzahl (Nenner) berechnet (Tab. 12, 13).

Alle verwendeten Desinfektionsmittel fihrten in den Suspensionsversuchen ohne Eiwei3be-
lastung zur Reduktion der Lebendkeimzahl. Bei der Verwendung von Kalkmilch ohne Eiweil3-
belastung wurde in zwei Versuchen eine Keimzahlreduktion von = 4 Zehnerpotenzen
nachgewiesen. In den mit Ameisensaure, Natronlauge oder Formalin behandelten Bakterien-
prifsuspensionen lag die Reduktion unter 4 Zehnerpotenzen. Nach der Desinfektion mit
Ameisensaure, Kalkmilch oder Formalin konnten keine vermehrungsfahigen Coxiellen mehr
festgestellt werden. Bei der Verwendung von Natronlauge wurden in einem von drei

unabhangigen Versuchen noch lebende Coxiellen nachgewiesen (Tab. 12).
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Auch unter EiweiRbelastung konnten die Desinfektionsmittel die C. burnetii-Lebendkeimzahl
vermindern. Die starkste Reduktion, und zwar um = 3,5 Zehnerpotenzen, wurde bei der
Desinfektion mit Natronlauge festgestellt. In den mit Ameisenséure, Natronlauge oder
Formalin behandelten Prifsuspensionen konnten keine vermehrungsféhigen Coxiellen mehr
nachgewiesen werden. Nach der Behandlung mit Kalkmilch wurden in einem von drei

Versuchen noch lebensfahige Erreger festgestellt (Tab. 13).

Die Inkubation in HW und die Inkubationstemperatur von 10 T hatten in den Versuchen
ohne und mit EiweiRbelastung keinen deutlichen Einfluss auf die Lebendkeimzahl der

gepruften Coxiellensuspension.

Zur Bestimmung der C. burnetii-Lebendkeimzahl in den Test- und Kontrollansédtzen musste
das Material wegen der zytotoxischen Wirkung der Desinfektionsmittel stark vorverdinnt
werden (Kap. 4.1.1), bevor es in Form von logi-Verdinnungsreihen auf die BGM-
Zellkulturen gegeben werden konnte. Dies hatte zur Folge, dass die Nachweisgrenze fir
vermehrungsféhige C. burnetii-Keime so hoch gesetzt wurde, dass Keimreduktionen um den

Faktor 10* oder mehr nicht mehr erfasst werden konnten.
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Tabelle 12: Lebendkeimzahlen der wassrigen C. burnetii-Suspension ¥  nach
Einwirkung chemischer Desinfektionsmittel, HW oder MEM A ohne
Proteinbelastung. Variante 1 (Reaktionsstop durch Vorverdiinnung)

Ermittelte LKZ [KIDso/ml] Reduktionsfaktor [log;g]?
Versuch [Nr.] Versuch [Nr.]
Ansatz 1 2 3 1 2 3
Ameisensaure <6,3x10® <6,3x10° <6,3x 103 23,76 23,76 =324
4 % (vIv)
Kontrolle 1 3,6 x 107 3,6 x 107 1,1 x 107
(HW)
Kontrolle 2 1,1x 107 3,6 x 108 3,5x 108
(MEM A)
Kontrolle 3 3,6 x 108 1,1x 107 6,3 x 108
(MEM A ohne
Inkubation)
Kalkmilch <19x10° <19x10° <1,9x103 235 24,0 24,0
1,9 % (w/v)
Kontrolle 1 6,0 x 108 1,9 x 107 1,9 x 107
(HW)
Kontrolle 2 1,9 x 1068 6,0 x 107 1,9 x 107
(MEM A)
Kontrolle 3 1,9 x 1068 6,0 x 108 6,0 x 107
(MEM A ohne
Inkubation)

Fortsetzung und Legende der Tabelle 12 s. néchste Seite
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Fortsetzung der Tabelle 12

Ermittelte LKZ [KIDso/ml] Reduktionsfaktor [log;g]?
Versuch [Nr.] Versuch [Nr.]
Ansatz 1 2 3 1 2 3
Natronlauge <6,3x10° <6,3x10°3 1,1 x 10%%) 23,76 =230 3,51
2 % (wiv)
Kontrolle 1 3,6 x 107 6,3 x 108 3,6 x 107
(HW)
Kontrolle 2 6,3 x 107 6,3 x 108 6,3 x 107
(MEM A)
Kontrolle 3 3,6 x 107 1,1 x 107 1,1 x 108
(MEM A ohne
Inkubation)
Formalin <7,6 x10% <7,6x10% <7,6x10% 22,75 =230 =275
6 % (v/v)
Kontrolle 1 4,3 x 107 2,6 x 107 4,3 x 107
(HW)
Kontrolle 2 4,3 x 107 7,6 x 107 2,4 x 107
(MEM A)
Kontrolle 3 2,4 x108 4,3 x 107 7,6 x 107
(MEM A ohne
Inkubation)

1 Die Lebendkeimzahl der unbehandelten Coxiellensuspension betrug 3,0 x 10° KIDse/ml
(Kap. 4.3);

2 Um die Desinfektionsmittel-bedingte Reduktion der Lebendkeimzahl zu bestimmen, wurde
der Quotient aus der Lebendkeimzahl der in HW angesetzten Keimsuspension und der
desinfizierten Coxiellensuspension berechnet; die Reduktion ist in logi,-Stufen ange-
geben;

*) In diesem Testansatz wurden nach erfolgter Desinfektion noch vermehrungsféhige
Coxiellen nachgewiesen.



73

Ergebnisse
Tabelle 13: Lebendkeimzahl  der C. burnetii-Suspension ¥  nach  Einwirkung
chemischer Desinfektionsmittel, HW oder MEM A, jeweils mit_Pro __ tein-
belastung. Variante 1 (Reaktionsstop durch Vorverdiinnung)
. Reduktionsfaktor
Ermittelte LKZ [KIDso/ml
[KIDso/m] [logs,]?
Versuch [Nr.] Versuch [Nr.]
Ansatz 1 2 3 1 2 3
Ameisensaure <6,3x10° <6,3x10° <6,3x10° 230 =230 =225
4 % (vIv)
Kontrolle 1 6,3 x 108 6,3 x 108 2,0 x 108
(HW)
Kontrolle 2 6,3 x 108 1,1 x 107 2,0x 108
(MEM A)
Kontrolle 3 6,3 x 108 3,6 x 106 2,0x 108
(MEM A ohne
Inkubation)
Kalkmilch <1,9x103 <1,9x10°3 3,4 x 1039 2325 23,25 2,25
1,9 % (w/v)
Kontrolle 1 3,4 x 106 3,4 x 106 6,0 x 10°
(HW)
Kontrolle 2 6,0 x 108 1,9 x 107 1,1 x 108
(MEM A)
Kontrolle 3 1,1 x 107 3,4 x 106 3,4 x 108
(MEM A ohne
Inkubation)

Fortsetzung und Legende der Tabelle 13 s. nachste Seite
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Fortsetzung der Tabelle 13

. Reduktionsfaktor
Ermittelte LKZ [KIDgo/ml
[KIDso/ml] [log10]?
Versuch [Nr] Versuch [Nr]
Ansatz 1 2 3 1 2 3
Natronlauge <6,3x103 <6,3x 103 <6,3x103 235 =230 =30
2 % (wiv)
Kontrolle 1 2,0 x 107 6,3 x 108 6,3 x 108
(HW)
Kontrolle 2 2,0 x 107 1,1 x 107 2,0 x 108
(MEM A)
Kontrolle 3 2,0x 107 3,6 x 107 6,3 x 108
(MEM A ohne
Inkubation)
Formalin <7,6x10 <7,6 x10% <7,6x10% 2280 =220 =223
6 % (V/v)
Kontrolle 1 4,3 x 107 7,6 x 108 1,3 x 107
(HW)
Kontrolle 2 7,6 x 107 2,4 x 107 1,3 x107
(MEM A)
Kontrolle 3 2,4 x 107 4,3 x 107 7,6 x 108
(MEM A ohne
Inkubation)

D Die Lebendkeimzahl der unbehandelten Coxiellensuspension betrug 3,0 x 10° KIDse/mll

(Kap. 4.3);

2 Um die Desinfektionsmittel-bedingte Reduktion der Lebendkeimzahl zu bestimmen, wurde
der Quotient aus der Lebendkeimzahl der in HW angesetzten Keimsuspension und der
desinfizierten Coxiellensuspension berechnet; die Reduktion ist in logi-Stufen ange-

geben;

*) In diesem Testansatz wurden nach erfolgter Desinfektion noch vermehrungsféahige
Coxiellen nachgewiesen.
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Variante 2 (Reaktionsstop durch Zentrifugation)

In den Versuchen, in denen die Inaktivierung der Desinfektionsmittel duch einen
Zentrifugations- und Resuspensionsschritt erreicht werden sollte, wurde die Coxiellenpruif-
suspension mit Desinfektionsmittel und in einem parallel mitgefiihrten Kontrollansatz mit HW
versetzt. Nach der Inkubation wurden die Suspensionen in der Sigma Tisch-Kuhl-
zentrifuge 4 K 15 zentrifugiert. Die dabei entstandenen Pellets wurden jeweils in 300 pl
MEM A resuspendiert und mit Ultraschall behandelt. Diese Suspensionen wurden als
log;o-Verdinnungsreihe auf frisch ausgeséte BGM-Zellen in 96-well-Mikrotiterplatten titriert.
Die Zentrifugations- und Inkubationsbedingungen sowie die Auswertungen entsprachen der
in den Kapiteln 3.2.7.2 und 4.3 beschriebenen Verfahrensweise.

Sowohl mit als auch ohne Proteinbelastung wurden nach der Desinfektion mit 4 %
Ameisensaure in den zwei unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen mindestens um den
Faktor 10° weniger vermehrungsféhige Coxiellen nachgewiesen als in den Kontrollanséatzen.
Bei der Desinfektion mit Kalkmilch und Formalin unter Proteinbelastung konnte eine
Reduktion der Keimzahl um = 5 log,e-Stufen in beiden Versuchsdurchfihrungen festgestellt
werden. Bei allen weiteren Testansatzen lag der Reduktionsfaktor in jeweils einer Versuchs-
durchfihrung Uber dem Grenzwert (Tab. 14). Bei allen Desinfektionsmitteln waren ferner

zumindest in einem der beiden Testansatze noch vermehrungsfahige Coxiellen nachweisbar.
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Tabelle 14: Lebendkeimzahl der wassrigen C. burnetii-Suspension ¥ nach Ein-
wirkung chemischer Desinfektionsmittel oder HW, jew eils mit und ohne
Proteinbelastung. Variante 2 (Reaktionsstop durch Zentrifugation)

Reduktionsfaktor

Ermittelte LKZ [KIDso/ml] [log;0]?
10,

Versuch [Nr.]

Versuch [Nr.]

Ansatz 1 2 1 2
Ameisensaure 4 % (v/v) <0,6 x 10! 1,1 x 102 27,3 5,7
ohne Proteinbelastung
HW 1,1 x 108 6,3 x 107
ohne Proteinbelastung
Ameisensaure 4 % (v/v) <0,6 x 10t 3,6 x 102 27,0 6,0
mit Proteinbelastung
HW 6,3 x 107 3,6 x 108
mit Proteinbelastung
Kalkmilch 1,9 % (w/v) 2,0 x 109 2,0 x 10%% 6,0 45
ohne Proteinbelastung
HW 2,0 x 108 6,3 x 107
ohne Proteinbelastung
Kalkmilch 1,9 % (w/v) 2,0 x 10 <0,6 x10? 6,5 253
mit Proteinbelastung
HW 6,3 x 107 1,1 x10°

mit Proteinbelastung

Fortsetzung und Legende der Tabelle 14 s. nachste Seite
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Fortsetzung der Tabelle 14

Ermittelte LKZ [KIDso/ml] Reduktionsfaktor
[log10]
Versuch [Nr] Versuch [Nr]
Ansatz 1 2 1 2
Natronlauge 2 % (w/v) 2,0 x 1039 3,6 x 10 4.7 6,0
ohne Proteinbelastung
HW 1,1x 108 3,6 x 107
ohne Proteinbelastung
Natronlauge 2 % (w/v) 1,1 x10% 2,0 x 10 53 45
mit Proteinbelastung
HW 2,0 x 108 6,3 x 10°
mit Proteinbelastung
Formalin 6 % (v/v) 3,6 x 10%%) 1,1 x 10™ 4,0 6,8
ohne Proteinbelastung
HW 3,6 x 107 6,3 x 107
ohne Proteinbelastung
Formalin 6 % (v/v) 3,6 x 10™ <0,6 x 10! 6,7 275

mit Proteinbelastung

HW 2,0x 108 2,0x 108

mit Proteinbelastung

1 Die Lebendkeimzahl der unbehandelten Coxiellensuspension betrug 3,0 x 10° KIDse/ml
(Kap. 4.3);

2 Um die Desinfektionsmittel-bedingte Reduktion der Lebendkeimzahl zu bestimmen, wurde
der Quotient aus der in HW angesetzten Keimsuspension und der Lebendkeimzahl der
desinfizierten Coxiellensuspension berechnet; die Reduktion ist in logi-Stufen ange-
geben;

*) In diesem Testansatz wurden nach erfolgter Desinfektion noch vermehrungsféahige
Coxiellen nachgewiesen.
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4.6 Quantitative Keimtragerversuche an Bodenproben zur Wirksamkeits-
prufung chemischer Desinfektionsmittel gegeniber C. burnetii

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Wirksamkeit von chemischen Desinfektionsmitteln an mit
Coxiellen kontaminiertem Bodenmaterial bei einer Umgebungstemperatur von 10 T zu
Uberprifen. Hierzu wurde ein Keimtragermodell zur Durchfiihrung im Labor entwickelt, so
dass die Desinfektionsbedingungen (Konzentrationen, Temperaturen, Einwirkzeiten) mog-
lichst genau eingestellt werden konnten. In Vorversuchen stellte es sich als technisch beste
Lésung heraus, wenn das Bodenmaterial in Zentrifugenrohrchen abgeflllt und vorbereitet
wurde (Abb. 13), und alle weiteren Schritte (Beschickung mit Coxiellen, Ausbringung von
Desinfektionsmittel, Reaktionsstopp, Rickgewinnung der Coxiellen) in diesen Reaktions-
gefalen erfolgten. Als Bodenmatrizes wurden Sand, L6R und Lehm verwendet. Zur
Etablierung des Modells mussten insbesondere Maflinahmen gegen die Zytotoxizitat und den
nativen Keimgehalt der Bodenmatrizes unternommen werden und die quantitative Rick-

gewinnung der Coxiellen aus den Testansatzen sichergestellt werden.

Abbildung 13: Zentrifugenréhrchen mit 10 g Bodenpr obe.

4.6.1 Zytotoxische Wirkung der Bodenbestandteile au  f die BGM-Zellen

Bdden enthalten viele hoch- und niedermolekulare Verbindungen, die fir eukaryotische
Zellen eventuell toxisch sind und daher die Bestimmung der Lebendkeimzahl beeintrachtigen

kénnten. Deshalb wurde in Vorversuchen geprift, ob Aufschwemmungen von Bodenmaterial



Ergebnisse 79

in Verbindung mit Desinfektionsmitteln eine derartige zytotoxische Wirkung haben und wie
man eine Beeitrachtigung des Messsystems verhindern kann. Bodenproben wurden mit den
Desinfektionsmitteln versetzt, fur 24 Stunden bei 10 T inkubiert und dann nach drei
verschiedenen Protokollen zur weiteren Analyse in der Zelllkultur aufgearbeitet (Kap. 3.2.6).
Von den auf diese Weise hergestellten Suspensionen wurden logie-Verdiinnungsreihen
hergestellt und im Vierfach-Ansatz auf BGM-Zellen aufgebracht. Die Testansatze wurden fir
7 Tage inkubiert und an den Tagen 4 und 7 mikroskopisch auf Zellschdden untersucht. Die
verschiedenen Versuchsversionen wurden jeweils einmal durchgefihrt. In den Protokollen 1
und 2 wurde nur Lehmboden untersucht, da dieser die hdchsten Konzentrationen an
potentiell zellschadigenden Huminstoffen enthalt (ANONYM, 2008b).

Protokoll 1

Nachdem der Lehmboden mit den vier ausgewahlten Desinfektionsmitteln versetzt wurde,
erfolgte eine 24-stindige Inkubation bei 10 C. Danach wurden die Bodenproben
aufgeschwemmt und niedertourig (500 x g, 10C, 10 min) zentrifugiert (Kap. 3.2.6.1). Die
Uberstehenden Suspensionen, die auf diese Weise aus den mit Ameisensaure, Kalkmilch,
Natronlauge und Formalin desinfizierten Lehmbdden gewonnen worden waren, wurden auf
BGM-Zellen aufgetragen. Sie mussten im Vergleich zu den Suspensionsversuchen jeweils
ungefahr um eine log,o-Stufe héher verdiinnt werden (1/22.300, 1/2.230 bzw. 1/223.000), um

nicht mehr zytotoxisch zu wirken (Tab. 15).
Protokoll 2

Hier erfolgte nach der niedertourigen Zentrifugation aus dem oben beschriebenen Protokoll 1
eine hochtourige (25.155 x g, 10C, 60 min) Zentrifugation des Uberstandes. Aus dem
entstandenen Pellet wurde eine log;o-Verdunnungsreihe hergestellt, die auf BGM-Zellen
aufgetragen wurde (Kap. 3.2.6.1). Bei allen Anséatzen wurden bis zu einer Verdinnung von
1/1.000 deutliche Zellschadigungen festgestellt (Tab. 15).

Protokoll 3

Nach der niedertourigen Zentrifugation, welche auch in Protokoll 1 und 2 durchgefiihrt
wurde, erfolge eine hochtourige Zentrifugation des Uberstandes (39.200 x g, 10 T, 45 min).
Nun folgte eine Ultraschallbehandlung des Pellets (60- 70Watt, 3- 5s). Nach der
anschlielenden hochtourigen Zentrifugation wurde das entstandene Pellet in Wachstums-
medium resuspendiert. Die Halfte der Suspension wurde durch einen 0,45 pm Filter filtriert.

Die filtrierte und die unfiltrierte Suspension wurden auf BGM-Zellen aufgetragen
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(Kap. 3.2.6.1). Bei allen drei Boden konnten in der unverdiinnten filtrierten Suspension, bzw.
ab einer Verdinnung von 1/10, keine Zellschadigungen mehr festgestellt werden (Tab. 15).
Die unfiltrierte Suspension bedingte auch in hohen Verdinnungen (1/10.000 bei L6R) noch
deutliche Zellschdden. Die zytotoxischen Bodenbestandteile konnten also erst durch die

Filtration durch einen 0,45 pm-Filter aus den Bodensuspensionen weitgehend entfernt

werden.
Tabelle 15: Zellvertragliche Verdinnungen der aus Bodenproben gewonnenen
Suspensionen (Ergebnisse der Zellkulturversuche an BGM-Zellen)
Niedrigste tolerable Verdiinnungsstufe
Protokoll
3
Bodenmatix 1 2 filtriert unfiltriert
Sand n.d.? n.d. 1/10% 1/1.000®
LoR n.d. n.d. 1/10% 1/10.000®
Lehm 1/223.000% 1/1.000% 1/10% 1/1.000%

1 Ermittelt mittels Endpunktverdinnungstitration und lichtmikroskopischer Auswertung;
2 n.d. = nicht durchgefiihrt;

3) Der Lehmboden wurde mit Ameisensaure (4 % v/v), Kalkmilch (1,9 % w/v), Natronlauge (2 % w/v)
und Formalin (6 % v/v) inkubiert. Die o.a. niedrigste tolerable Verdinnungsstufe wurde bei der
Inkubation mit Formalin festgestellt;

4 Der Lehmboden wurde mit Ameisensaure (4 % v/v), Kalkmilch (1,9 % w/v), Natronlauge (2 % wi/v)
und Formalin (6 % v/v) inkubiert. Die niedrigste tolerable Verdinnungsstufe lag bei allen Des-
infektionsmitteln bei 1/1.000;

5 Die drei Bodentypen wurden mit Formalin (6 % v/v) inkubiert.

4.6.2 Kulturell-mikrobiologische Untersuchung und A utoklavieren der
Bodenproben

Die von der LUFA gelieferten Boden waren stark mit Fremdkeimen verunreinigt. Auf den
Agarplatten, auf die die Bodenproben im Direktausstrich und nach Anreicherung ausge-
strichen worden waren, konnte auf allen drei Bodentypen das Wachstum von Nocardien,
Staphylokokken, Bacillen und Schimmelpilzen festgestellt werden. Die Proben, die in
Zentrifugenrohrchen bei 121 T fur 99 Minuten autok laviert wurden, wiesen keine
Kontaminationen mehr auf.
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4.6.3 Rickgewinnung der Coxiellen aus den Bodenprob  en

Bei den Keimtragerversuchen musste eine Reduktion der Lebendkeimzahl um mindestens
4 log,o-Stufen nachgewiesen werden (ANONYM, 2004). Voraussetzung dafur war eine
genugend hohe Wiederfindungsrate der auf die Bodenmatrizes aufgetragenen Coxiellen. Um
die Wiederfindungsrate zu bestimmen, wurden zunéchst je 10 g Sand, L6R bzw. Lehm in
Zentrifugenréhrchen autoklaviert, rehydriert und auf 10 T vorgekihlt. Die zentral aufge-
tragenen 300 ul der Coxiellensuspension (2,5 x 10° KIDso/ml) trockneten anschlieRend fiir
30 Minuten bei 10 € an. Dann wurden 2 ml HW, als Surrogat fir das jeweilige Des-
infektionsmittel, auf die Boden pipettiert. Es folgte eine Inkubation Uber 24 Stunden bei
10 €. Zur Rickgewinnung der Coxiellen wurden die B odenproben mit NaCl-Lésung aufge-
schwemmt. Aus dieser Aufschwemmung wurden grofRere Partikel durch niedertouriges
Zentrifugieren entfernt und kleinere Partikel (einschlie3lich der Coxiellen) durch eine hoch-
tourige Zentrifugation gewonnen. Nach dem Waschen mit MEM A wurde die Suspension mit
einem 0,45 um-Filter filtriert und der Bestimmung der Coxiellen-Lebendkeimzahl zugefihrt,
wie sie in den Kapiteln 3.2.7.2 und 4.3 beschrieben ist (Endpunkttitration auf BGM-Zellen,
gleichzeitiges Ausbringen von Zellen und Testsuspension, Subkultivierung nach Zelllyse

mittels Einfrieren bei -70 T und Auftauen).

Bei vollstandiger Rickgewinnung misste die Lebendkeimzahl in der gewonnenen
Suspension wegen der vorausgegangenen Verdinnungen rechnerisch 2,5 x 108 KIDso/ml
betragen. Im Mittel wurde ein Verlust durch das Verfahren zur Wiedergewinnung der
Coxiellen aus den Bodenproben von 2,4 log;o-Stufen festgestellt (Tab. 16).
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Tabelle 16: Lebendkeimzahlen der Coxiellenprifsuspension nach R eisolation aus
den Bodenproben

Ermittelte Lebendkeimzahl der reisolierten Verlustfaktor?
Bodentyp Coxiellen? [KIDso/ml] [logig]
Sand 3,6 x 10° 2,8
LoR 1,1x108 2,4
Lehm 2,0 x 108 2,1

D Lebendkeimzahl in der Erregersuspension, die mittels Zentrifugation, Resuspendieren und
Filtration aus den Bodenproben gewonnen wurde; 2 ml dieser Suspension entsprechen
10 g Bodenprobe;

2 Quotient aus der theoretisch ohne Verlust zu reisolierenden Keimzahl und der tatsachlich
reisolierten Keimzahl; auf die Bodenprobe waren 7,5x 108 KIDs, Coxiellen in einem
Flussigkeitsvolumen von 300 pl aufgetragen worden.

Verluste der Coxiellen durch Filtration

Bei den Versuchen, die Wiederfindungsrate der Coxiellen aus dem Boden zu ermitteln,
konnte ein Verlust von vermehrungstiichtigen Coxiellen um mehr als zwei Zehnerpotenzen
festgestellt werden. Deshalb sollte untersucht werden, ob die Filtration durch den 0,45 pum-
Filter diese Reduktion verursachte. Dazu wurde die Wiederfindungsrate nach Filtration einer
Coxiellensuspension mit Filtern unterschiedlicher Porenweite bestimmt. Die Prif-
suspensionen wurden durch Filter mit einer nominellen PorengréRe von 1,2 pm, 0,45 um
bzw. 0,22 um filtriert. Zusatzlich wurden die Filter miteinander kombiniert (1,2 um + 0,45 pm
und 1,2 um + 0,22 um). Bei allen Versuchen wurde eine unfiltrierte Coxiellensuspension als
Kontrolle mitgeftihrt. AnschlieBend wurde die Coxiella-Lebendkeimzahl in diesen
Suspensionen bestimmt (Endpunkttitration auf BGM-Zellen, gleichzeitiges Ausbringen von
Zellen und Testsuspension, Subkultivierung nach Zelllyse mittels Einfrieren bei -70 T und
Auftauen; siehe Kapitel 3.2.7.2 und 4.3).

Ohne Filtration wurde ein Lebendkeimzahl von 1,1 x 107 KIDso/ml (min: 5,0 x 10° KIDse/ml,
max: 2,5 x 107 KIDso/ml) ermittelt (Tab. 17). Fur die Coxiellensuspension, die durch einen
1,2 um-Filter filtriert wurde, konnte keine Reduktion der Keimzahl festgestellt werden
(Tab. 17). Die Filtration mit einem 0,45 um-Filter reduzierte die Lebendkeimzahl um 0,24
logio-Stufen. Die Suspension, die durch den 0,2 pm-Filter gegeben wurde, war im Vergleich
zur Keimzahl der unfiltrierten Suspension um 2,2 log;o-Stufen vermindert. Wurden die
1,2 um- und die 0,45 um-Filter kombiniert, wurde die Lebendkeimzahl um 0,9 log;o-Stufen
reduziert. Dagegen wurde eine Verminderung der Keimzahl um 1,9 log:-Stufen bei der

Kombination eines 1,2 um-Filters mit einem 0,2 um-Filter erzielt (Tab. 17).
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Damit wird deutlich, dass die Filtration durch den 0,45 um-Filter den hohen Keimverlust von
2,4 logyo-Stufen bei den Versuchen zur Reisolierung der Coxiellen aus den Bodenproben

nicht alleine verursacht haben kann.

Tabelle 17: Lebendkeimzahlen der Coxiellenpriifsuspension nach
Filtration durch Filter verschiedenen Porenweite

ermittelte Lebendkeimzahl

Porendurch- [KIDso/ml]
Filter [um] X g min. max. [logio]

ohne Filtration 1,1 x 107 5,0 x 106 2,5x 107

nb=2
1,2 6,3 x 107 /2) / /
n=1
0,45 6,3 x 106 / / 0,24
n=2
0,2 6,5 x 10 2,1 x 10 2,0 x 105 223
n=2
1,2+045 1,4 x 108 / / 0,90
n=1
1,2+0,2 1,4 x 105 / / 1,90
n=1

D n = Anzahl der Versuche;
2 | = Es kénnen keine min.-/max.-Werte angegeben werden, da n = 1;
3 Quotient der Keimzahlen der unfiltrierten und der filtrierten Coxiellensuspension.

46.4 Quantitative Keimtragerversuche zur Desinfekt  ion von C. burnetii unter
Proteinbelastung

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirksamkeit von chemischen Desinfektionsmitteln gegen
Coxiellen in Bodenproben zu prifen. Nachdem zuvor die Wirksamkeit der Desinfektionsmittel
Ameisensaure, Kalkmilch, Natronlauge und Formalin gegen Coxiellen in Suspensionsver-
suchen getestet worden war, wurden nun verschiedene Bodenmatrizes (Sand, L63, Lehm)
mit der Bakterienprifsuspension, versetzt mit einem Albumin-Hefeextrakt-Gemisch (End-
konzentration 2 %), beschickt und anschlieRend mit den genannten Desinfektionsmitteln
behandelt. Als Kontrolle dienten Bodenproben, welche statt des jeweiligen Desinfektions-
mittels nur mit HW behandelt wurden. Die so behandelten Bodenproben wurden fir
24 Stunden bei 10 T inkubiert ( Kap. 3.2.8.2).
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Die Bodenproben wurden zur Rickgewinnung der Coxiellen in gleicher Weise wie in
Kapitel 4.6.3 erlautert wurde, mit NaCl-Losung aufgeschwemmt. Aus dieser Aufschwem-
mung wurden groRRere Partikel durch niedertouriges Zentrifugieren entfernt und kleinere
Partikel (einschlie3lich der Coxiellen) durch eine hochtourige Zentrifugation gewonnen. Nach
dem Waschen mit MEM A wurde die Suspension durch einen 0,45 pum-Filter filtriert.
AnschlieRend wurde die Coxiella-Lebendkeimzahl in diesen Suspensionen bestimmt
(Endpunkttitration auf BGM-Zellen, gleichzeitiges Ausbringen von Zellen und
Testsuspension, Subkultivierung nach Zelllyse mittels Einfrieren bei -70 T und Auftauen;
siehe Kapitel 3.2.7.2 und 4.3).

Die Behandlung mit 4 %iger Ameisensaure flhrte bei den Sandproben zu einer Reduktion
der Keimzahl um mindestens 4 logic-Stufen. In einem Testansatz konnten noch in geringer
Menge infektiose Coxiellen nachgewiesen werden. In zwei von drei Versuchsdurchfiihrungen
an LoR wurde eine Reduktion der Coxiellen von = 4 log;o-Stufen erreicht. Bei Lehm wurde
die Keimzahl aber nur um maximal 1,2 log,o-Stufen reduziert (Tab. 18).

Die Anwendung von 1,9 %iger Kalkmilch bewirkte bei den Sandproben in zwei der drei
Versuchsdurchfiihrungen eine Keimreduktion um mindestens 4 logo-Stufen (Tab. 18). An
L6 war eine Verminderung der Keimzahl von = 3,8 bis 4 log,o-Stufen nachweisbar, wobei in
allen drei Versuchsdurchfiihrungen vermehrungsfahige Coxiellen festgestellt wurden. Bei

Lehm schwankte die Reduktion der Lebendkeimzahl zwischen 1,5 und 3,5 log;o-Stufen.

Die Zahl vermehrungsfahiger Coxiellen wurde durch die Bodenbehandlung mit 2 %iger
Natronlauge in drei unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen mit allen drei Bodentypen um
mindestens 4 log;o-Stufen reduziert (Tab. 18). In einem der Testansétze mit Lehm waren

allerdings noch kulturinfektiose Coxiellen nachweisbar.

Auch die Desinfektion mit 6 %igem Formalin fiihrte bei den Sand- und Lehmproben in drei
unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen zu einer Keimreduktion um mindestens 4 logie-
Stufen. Bei der Anwendung auf LéRboden lag der Reduktionsfaktor bei einem der Test-
ansatze unter dem Faktor 10%. Bei L6R und Lehm wurden infektése Coxiellen noch in jeweils

einem von drei Ansétzen festgestellt (Tab. 18).

In der Richtlinie prEN 14349 (ANONYM, 2004) wird eine erfolgreiche Desinfektion von
Keimtrégern durch die Reduktion der Keimzahl um 4 log,;o-Stufen definiert. Diese geforderte
Keimzahl-Verminderung konnte nur durch die Behandlung mit Natronlauge in allen drei

untersuchten Bodentypen gezeigt werden. Auch die Behandlung von Sand- und Lehmproben
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mit Formalin ist als erfolgreich zu bewerten. Ebenso war die Desinfektion mit Ameisensaure

bei Sandproben ausreichend wirksam.

Durch die Anwendung von Ameisensaure bei Lehmproben konnte nach der o. g. Richtlinie
keine hinreichende Reduktion der Keimzahl festgestellt werden. Bei den LoRproben konnte
die Lebendkeimzahl erheblich redziert werden. Nach der zitierten Richtlinie war der erreichte
Reduktionsfaktor allerdings nicht in allen Versuchsdurchfilhrungen ausreichend. Die
Verminderung der Keimzahl in den mit Kalkmilch behandelten Lehmproben lag ebenfalls
unter dem geforderten Reduktionsfaktor. Der durch die Desinfektion mit Formalin erreichte

Reduktionsfaktor bei Lo3proben liegt knapp unter dem geforderten Wert.
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Tabelle 18: Lebendkeimzahlen der aus den Bodenproben isolierten Coxiellen nach
Einwirkung chemischer Desinfektionsmittel oder HW ( jeweils unter
Proteinbelastung)

, _ Ermittelte LKZ [KIDso/mI]Y Reduktion
Desinfektions- Versuch [l0g10] ?
mittel Bodenart [Nr.] DM HW
4 % (vIV) Sand 1 3,6 x 10V 3,6 x 108 5,0
Ameisensaure 2 <0,6 x10? 1,1x10° 243
3 <0,6 x 10* 6,3 x 104 24,0
LoR 1 3,6 x 101 1,1 x10° 3,5
2 <0,6 x 10* 6,3 x 104 24,0
3 <0,6 x 10* 6,3 x 104 24,0
Lehm 1 6,3 x 10%) 6,3 x 10° 0
2 2,0 x 10> 6,3 x 10° 0,5
3 1,2 x 104 2,0x 10° 1,2
1,9 % (w/v) Sand 1 <0,6 x 10! 3,6 x 10° 24,8
Kalkmilch 2 <0,6 x10? 2,0x10° 245
3 1,1 x10Y 6,3 x 104 3,8
LoR 1 1,1 x10% 1,1x 108 4,0
2 1,1 x 10V 6,3 x 104 3,8
3 1,1 x10Y 6,3 x 104 3.8
Lehm 1 2,0 x 104 6,3 x 10° 15
2 2,0 x10% 2,0 x 10° 3,0
3 6,3 x 101" 2,0x 10° 3,5

Fortsetzung und Legende der Tabelle 18 s. nachste Seite
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Fortsetzung der Tabelle 18

. . Ermittelte LKZ [KIDso/ml]V Reduktion
Desinfektions- Versuch [l0g10] ?
mittel Bodenart [Nr.] DM HW
2 % (wiv) Sand 1 <0,6 x 10* 1,1 x10° 24,3
Natronlauge 2 <0,6 x 10 6,3 x 10 24,0
3 <0,6 x 10t 2,0x10° =245
LoR 1 <0,6 x 10t 2,0 x 108 255
2 <0,6 x 10* 6,3 x 10* 24,0
3 <0,6 x 10* 6,3 x 10* 24,0
Lehm 1 <0,6 x 10* 3,6 x 10° =248
2 1,1 x 10V 2,0 x 10° 4,3
3 <0,6 x 10t 2,0x10° 245
6 % (V/V) Sand 1 <0,6 x 10* 3,6 x 10° 24,8
Formalin 2 <0,6 x 10 2,0 x 10° 245
3 <0,6 x 10* 6,3 x 10* 24,0
LoR 1 <0,6 x 10* 3,6 x 10° =248
2 3,6 x 10W 6,3 x 104 3,3
3 <0,6 x 10* 1,1 x10° =4,3
Lehm 1 1,1 x 10 2,0x10° 4,3
2 <0,6 x 10* 2,0 x10° =245
3 <0,6 x 10t 6,3 x 104 24,0

D Lebendkeimzahl in der Erregersuspension, die mittels Zentrifugation, Resuspendieren
und Filtration aus den Bodenproben gewonnen wurde; 2 ml dieser Suspension
entsprechen 10 g Bodenprobe;

2 Um die Desinfektionsmittel-bedingte Reduktion der Lebendkeimzahl der auf die Boden-
proben aufgetragenen Coxiellensuspension zu bestimmen, wurde der Quotient aus der
Lebendkeimzahl der in HW angesetzten Keimsuspension und der desinfizierten Coxiellen-
suspension berechnet; die Reduktion ist in log;o-Stufen angegeben;

% In diesem Testanssatz wurden nach erfolgter Desinfektion noch vermehrungsfahige
Coxiellen nachgewiesen.
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5 Besprechung der Ergebnisse

5.1 Zytotoxizitat der Desinfektionsmittel auf BGM-Z  ellen

Desinfektionsmittelpriifungen mit C. burnetii werden durch die obligat intrazellulare Lebens-
weise des Bakteriums erschwert. So musste nach der Desinfektion gewahrleistet sein, dass
im Nachweissystem, das heif3t in der Zellkultur, verbleibende Desinfektionsmittel keinen
negativen Einfluss auf die Vitalitdét der Wirtszellen haben. Auch dirfen die Oberflachen-
strukturen bzw. Rezeptoren der eukaryotischen Zellen durch die Desinfektionsmittel nicht so
modifiziert werden, dass sie fur eine effiziente Erreger-Wirts-Interaktion nicht mehr zur Ver-
figung stehen. In beiden Fallen bestiinde die Gefahr, dass nach der Desinfektion noch
lebensfahige Coxiellen nicht oder in zu geringer Anzahl detektiert werden und so die Des-
infektionswirkung erheblich Gberschéatzt wirde. Zumeist unterschieden sich die mittels MTT-
Test bestimmten zellvertraglichen Desinfektionsmittelkonzentrationen von den lichtmikros-
kopisch erhaltenen Ergebnissen um 2 log,-Stufen. Das heil3t erst bei ¥ der Konzentration,
die im MTT-Test als zellvertraglich eingestuft wurde, waren auch lichtmikroskopisch keine
Zellschaden mehr nachweisbar. Somit erwies sich die lichtmikroskopische Beurteilung fir
den Nachweis Desinfektionsmittel-bedingter Zellschaden als sensitiver. Im Umkehrschluss
bedeutete dies, dass die lichtmikroskopisch als zellvertraglich bestimmten Desinfektions-
mittelkonzentrationen eine Beeintrachtigung der mitochondrialen Stoffwechselaktivitat aus-

schlossen.

Die Sensitivitdtsunterschiede bei der Beurteilung der Desinfektionsmittelwirkungen zwischen
dem MTT-Test und der Lichtmikroskopie lassen sich damit erklaren, dass selbst bei den sehr
geringen Konzentrationen noch eine Interaktion zwischen den Desinfektionsmitteln und der
Zellmembran der eukaryotischen Wirtszellen auftrat und die Desinfektionsmittel dort ab-
reagierten. Aber erst bei einer Inkubation mit der vierfachen Desinfektionsmittelkonzentration
wurden die Zellschaden so gravierend, dass sie sich in einem gestorten Stoffwechsel der

Zellen bzw. der Mitochondrien widerspiegelten.

Die ermittelten, gerade noch zellvertraglichen Desinfektionsmittelkonzentrationen waren teil-
weise sehr gering. Die hochste Zytotoxizitat fur die BGM-Zellen hatte Formalin. Nach
Beendigung der Einwirkzeit von Formalin war deshalb eine sehr starke Verdinnung (mind.
1/12.000) des desinfizierten Materials erforderlich, um zellvertragliche Konzentration zu
erreichen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Desinfektionsmittel interagieren vorwiegend mit

Oberflachenstrukturen von Zellen. So beruht die Wirkung von Ameisenséure zu einem
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gewissen Umfang auf ihrem Dissoziationsvermdgen im sauren Milieu, das heil3t bei
pH-Werten < 7. Die freigesetzten Protonen reagieren irreversibel mit einer Reihe von
organischen Verbindungen z. B. der Zelloberflache unter Ausbildung kovalenter Bindungen.
Wichtiger fur die Wirkung der nur mafig dissoziierenden Ameisensaure ist allerdings der
Effekt des lipophilen, undissoziierten Saureanteils, der die Zellmembran zerstdrt und
Proteine denaturiert, wobei dieser Vorgang durch den niedrigen pH noch unterstitzt wird
(BOHM, 1987; WALLHAUSER, 1988). Dagegen beruht bei Kalkmilch und Natronlauge der
Wirkmechanismus auf den im Uberschuss vorliegenden Hydroxylionen, die intensiv mit den
sauren Gruppen von Aminoséuren und anderen bakteriellen Molekilen reagieren. Dadurch
werden z. B. Proteine durch Ausbildung von Esterbindungen denaturiert (JEFFREY, 1995).
Formalin reagiert als ein Aldehyd mit den freien Aminogruppen der Seitenketten von
Membranproteinen, indem nach Aufspaltung der Sauerstoffdoppelbindung der Einbau der
Aldehydgruppe in das Protein erfolgt, was ebenfalls dessen Denaturierung bewirkt. In
gleicher Weise kann die Aldehydgruppe des Formalins auch mit entsprechenden reaktiven
Gruppen der Nukleinsduren reagieren (KIRCHHOFF, 1974). Dies setzt allerdings voraus,
dass das Formalin bereits Zugang zum Zellinneren hat. Dieser Wirkmechanismus dirfte bei
den zur Bestimmung zellvertraglicher Desinfektionsmittelreste verwendeten z.T. sehr

niedrigen Formalinkonzentrationen von untergeordneter Bedeutung sein.

Durch den Austausch des desinfektionsmittelhaltigen Mediums gegen desinfektionsmittel-
freies Zellkulturmedium bereits nach einer Stunde Einwirkzeit wurde untersucht, ob durch
eine verkirzte Exposition héhere Desinfektionsmittelkonzentrationen fir die BGM-Zellen
tolerierbar sind. Ein solches Vorgehen ist mdglich, da virulente C. burnetii-Stdmme binnen
Minuten nach der Inokulation von ihren Wirtszellen aufgenommen werden (MECONI et al.,
1998). Eine Reduktion der Lebendkeimzahl ware somit durch eine Entfernung des erreger-
haltigen Mediums nach einer Stunde nicht zu erwarten gewesen, zumal man annehmen
kann, dass die Aufnahme der Bakterien in die Wirtszellen durch die Zentrifugation im
Anschluss an die Inokulation (Kap. 3.2.7.2) gefoérdert wird. Die Ergebnisse zeigten, dass die
festgestellten Schaden an den BGM-Zellen offensichtlich bereits in der ersten Stunde des
Kontaktes mit dem desinfektionsmittelhaltigen Medium gesetzt worden waren (Kap. 4.1). Der
Mediumwechsel bedingte sogar eine gewisse Sensibilisierung der BGM-Zellen gegentiber
der zytotoxischen Wirkung von Natronlauge, denn erst bei einer Konzentration von
< 0,002 % Natronlauge waren unter diesen Versuchsbedingungen keine Zellschaden mehr
nachweisbar. Wodurch diese Sensibilisierung bedingt sein konnte, bleibt unklar. Offen-
sichtlich verstarkt der Stress, den jeder Mediumwechsel fur die eukaryotischen Zellen
darstellt, die zytotoxische Wirkung der Natronlauge. Weshalb dieses Phanomen aus-
schlie3lich bei der Inkubation der BGM-Zellen mit natronlaugehaltigem Medium feststellbar

war, muss ebenfalls offen bleiben. Der Mediumwechsel erwies sich lediglich im Hinblick auf
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die Vertraglichkeit von Ameisensaure als giinstig. Somit war Ameisensaure zumindest unter
diesen Versuchsbedingungen das Desinfektionsmittel mit der besten Vertraglichkeit fir
BGM-Zellen.

Die mittels MTT-Test erzielten Ergebnisse bestéatigten, dass die lichtmikroskopisch als zell-
vertraglich definierten Konzentrationen von Kalkmilch, Natronlauge bzw. Ameisensaure
durch den raschen Mediumwechsel nicht weiter gesenkt werden konnten. Lediglich bei der

Inkubation der BGM-Zellen mit Formalin zeigte sich ein positiver Effekt.

Das Medium wurde in allen Ansétzen einheitlich am Tag 7 erneuert. Auf einen alternativen
Auswertungszeitpunkt zusétzlich zu der Beurteilung an Tag 4 nach Auftrag des des-
infektionsmittelhaltigen Mediums wurde verzichtet, da stichprobenweise Kontrollen an
nachfolgenden Tagen keine anderen Befunde ergeben hatten als an Tag 4 (Daten nicht

gezeigt).

5.2 Abstoppen der Desinfektionsmittelwirkung

In Versuchen zur Wirksamkeitspriifung von Desinfektionsmitteln ist das Inhibieren der Des-
infektionsmittelwirkung am Ende der vorgesehenen Inkubatioszeit ein anerkanntes Prinzip.
Auf das Einsetzen eines Inhibitors wurde allerdings aus verschiedenen Griinden verzichtet.
Zum einen wurden fir die Suspensionsversuche die Desinfektionsmittel, aul3er Kalkmilch,
bis zur Zellvertraglichkeit mindestens 1/1.000 verdinnt (Kap.4.1.1), so dass davon
auszugehen war, dass der desinfizierende Effekt von Ameisensaure, Natronlauge und
Formalin kurz nach der angegebenen Inkubationszeit abgestoppt wurde. Auch bei Kalkmilch
war zu erwarten, dass ab der Konzentration, bei der lichtmikroskopisch keine Zellschaden
mehr festzustellen waren (1/300), keine Desinfektionswirkung mehr eintreten wirde. Zum
anderen konnte gezeigt werden, dass der in der Literatur anerkannte Inhibitor Histidin selbst
eine schadigende Wirkung auf die BGM-Zellen hat (Kap.4.1.3). Bei weiteren
Suspensionsversuchen wurden die Desinfektionsmittel innerhalb der ersten Stunde nach der
Inkubation durch eine hochtourige Zentrifugation aus dem Testsystem entfernt
(Kap. 3.2.8.1), so dass auch hier auf die Zugabe eines Inhibitors verzichtet werden konnte.
Bei den quantitativen Keimtragerversuchen wurden die Desinfektionsmittel innerhalb der
ersten Stunde nach Beendigung der Einwirkzeit durch einen Zentrifugationsschritt aus der
Prufsuspension entfernt. Da im Vergleich zur Einwirkzeit des Desinfektionsmittels (24 h) die
Zeit bis zur Entfernung des Desinfektionsmittels aus dem System (max. 1 h) relativ gering
war, wurde der dadurch vermutlich verursachte Messfehler als gering eingeschatzt und

vernachlassigt.
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5.3 Reduktion der Zytotoxizitat von Formalin durch L-Histidin

In den Richtlinien fur die Prifung chemischer Desinfektionsmittel (ANONYM, 2000) wird
0,1 % Histidin als Mittel zur Inaktivierung von Aldehyden empfohlen. Die Richtlinie nimmt
keinen Bezug auf die Vertraglichkeit von L-Histidin auf Zellkulturen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde geprift, ob durch den Zusatz von L-Histidin nach der Desinfektion eine Inaktivierung
und dadurch eine bessere Zellvertraglichkeit des Formalins erreicht werden kann. Damit
wirde die starke Vorverdinnung der Formalin-Testansatze unnétig werden, um sie in BGM-

Zellen auf den Keimgehalt von C. burnetii testen zu kénnen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen aber, dass die Zugabe von L-Histidin keine bessere Zell-
vertraglichkeit von Formalin bedingte. Zudem schien das L-Histidin selbst zellschadlich zu
sein, denn die BGM-Zellen wiesen auch bei Formalinkonzentrationen, die in vorhergehenden
Versuchen toleriert wurden, Zellschaden auf (Kap. 4.1.3). Da es sich bei L-Histidin um eine
proteinerge Aminosaure handelt, war vor Durchfiihrung der entsprechenden Experimente
nicht davon ausgegangen worden, dass diese Substanz zellschadigend sein kénnte.
Andererseits verfligen eukaryotische Zellen Uber Histidasen, die unter Abspaltung der
a-stdndigen NH,-Gruppe L-Histidin zu Urocaninsaure und Ammoniak umsetzen
(PSCHYREMBEL, 1989). Ammoniak gilt - in Abh&ngigkeit von der verwendeten Zelllinie - als
eines der potentesten Zellgifte. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass die fest-

gestellte Unvertraglichkeit von L-Histidin durch das Entstehen von Ammoniak vermittelt wird.

54 Verfahren zum Nachweis von Coxiellen-infizierte  n BGM-Zellen

Die Grundlage fur jede Wirksamkeitsprifung eines Desinfektionsmittels ist es, die durch die
Einwirkung des Desinfektionsmittels bedingte Keimreduktion messen zu kénnen. Fir eine
Desinfektionsmittelpriifung mit C. burnetii gibt es derzeit keine etablierte Methode. Daher war
es unabdingbar, ein robustes Verfahren zur Erkennung von mit C. burnetii infizierten BGM-
Zellkulturen vor und nach der Einwirkung chemischer Desinfektionsmittel zu etablieren und
zu validieren. Die Adspektion der C. burnetii-infizierten BGM-Zellkulturen mittels Licht-
mikroskopie (Phasenkontrast, Hoffmann-Modulationskontrast) erwies sich als die
zuverlassigste Methode, um infizierte Zellen zu erkennen. Anhand der verédnderten Licht-
brechung in Kombination mit der - hier als ,Partikeldrift* (Kap.3.2.4) bezeichneten -
Bewegung der Erreger in der Vakuole konnten diese trotz ihrer geringen Grof3e von 0,2 -
2 um unmittelbar identifiziert werden. Dies galt auch dann, wenn die Vakuolen noch sehr
klein waren. Die Ortsverdnderungen der Coxiellen in der flissigkeitsgefillten Vakuole dirften
dabei ein indirekter Effekt bedingt durch die Braunsche Molekularbewegung sein. Bislang

gibt es keine Hinweise, dass C. burnetii zu den beweglichen Bakterien gehéren kdnnte. Auch
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zeigen elektronenmikroskopische Aufnahmen des Erregers keine Zellfortsatze wie z. B.

Flagellen, die auf eine aktive Bewegung hinweisen wiirden (JEKOV, 1985).

Weiterhin sprach fir die Verwendung der Phasenkontrastmikroskopie als Nachweismethode,
dass sich durch die Nutzung nativer Praparate zusatzliche Arbeitsschritte wie Fixierungen
oder Farbungen eribrigten. Somit erwies sich das Verfahren als vergleichsweise einfach und
kostengiinstig. Diese Vorteile galten in gleicher Weise fir die Beurteilung der C. burnetii-
infizierten Zellkulturen mittels Hoffmann-Modulationskontrast. Die dafir notige Zusatzaus-
ristung des Invertoskopes stand aber nur als temporére Leihgabe zur Verfliigung und konnte

nicht fir die gesamte Laufzeit dieser Arbeit genutzt werden.

Die Biologie von C. burnetii ist dahingehend ungewdhnlich, da es sich als Bakterium im
reifen Phagolysosom der eukaryotischen Wirtszelle vermehrt. Fir andere Bakterien sind die
dort herrschenden Bedingungen todlich (HOWE et al., 2003). Die Reifung der durch die
Infektion mit C. burnetii entstandenen Phagosomen zu Phagolysosomen geht mit deren
Ansaduerung einher, denn der pH-Wert des Zellkompartimentes sinkt auf ca. 4,8 (MAURIN et
al., 1992). Erst unter diesen Bedingungen kommt es zur Aktivierung des bakteriellen
Stoffwechsels und zur Replikation der Coxiellen (MAURIN et al., 1992). Vor diesem
Hintergrund wurde untersucht, ob die Verwendung des azidophilen Fluoreszenzfarbstoffes
LysoTracker® Red, der sich in sauren Zellkompartimenten anreichert, die visuelle Erkennung
C. burnetii-infizierter BGM-Zellen erleichtert. Statt der erhofften deutlichen Markierung der
sauren, erregerhaltigen Vakuolen zeigte sich, dass die Intensitat der Anfarbung bei den
einzelnen Versuchsdurchfilhrungen sehr unterschiedlich war. Zudem lieBen sich die
gefarbten Strukturen nicht immer eindeutig bestimmten Zellkompartimenten zuordnen. Als
noch hinderlicher erwiesen sich die oftmals starken Hintergrundsignale, die vor allem an
nicht infizierten BGM-Zellen zu beobachten waren. Wegen der mangelhaften Reproduzier-
barkeit und dem zusatzlichen Arbeits- und Materialaufwand kann die Verwendung von

LysoTracker® Red zum Nachweis C. burnetii-infizierter BGM-Zellen nicht empfohlen werden.

Die Technik, C. burnetii-infizierte BGM-Zellen mittels Immunfluoreszenz durch die
spezifische Markierung der Erreger zu identifizieren, ist eine von der O.l.E. empfohlene
Diagnostikmethode. Im 96-well-Format ergaben sich jedoch vor allem bei den nicht mit
C. burnetii-infizierten BGM-Zellen unerwartete Schwierigkeiten durch unspezifische An-
farbungen. Auch im Hinblick auf die Reproduzierbarkeit der Farbeergebnisse traten bei der
Verwendung der 96-well-Platten wiederholt Probleme auf. Zusammen mit dem erhdhten
Arbeits- und Materialaufwand fur die Fixierung und die Farbung fihrten diese Schwierig-
keiten zu der Entscheidung, auf die Immunfluoreszenz als Ausleseverfahren zur Keimzahl-

bestimmung zu verzichten.
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Die Verwendung der hier getesteten Féarbetechniken boten also keine Vorteile gegeniber

einer visuellen Beurteilung nativer Zellkulturpraparate mittels Phasenkontrastmikroskopie.

54.1 Lebendkeimzahl der wéassrigen  C. burnetii-Prifsuspension und Prazision
der Methodik zur Bestimmung der  C. burnetii-Lebendkeimzahl

Die mikroskopisch bestimmte Konzentration (1,2 x 10%° C. burnetii-Partikel/ml) war um den
Faktor 4 groRer, als die mit der etablierten Methode bestimmte Lebendkeimzahl. Diese
Differenz legt nahe, dass in der C. burnetii-Suspension zumindest unter den genutzten Be-
dingungen nicht kulturinfektiése Erregerpartikel enthalten waren. Ein solcher Befund ist
jedoch nicht Uberraschend, da man davon ausgehen muss, dass einige Bakterien bei der
Handhabung immer auch geschadigt werden, z. B. durch das Einfrieren der Erreger-
suspension bei -70 T zu Lagerzwecken, das nachfolg ende Auftauen oder auch die Be-

handlung mit Ultraschall.

Die Lebendkeimzahl der C. burnetii-Prifsuspension betrug im Mittel 3,0 x 10° KIDso/ml, wobei
der Wert je nach Test zwischen 2,8 x 108KIDs¢/ml und 9,4 x 10*°KIDso/ml variierte. Die
Variationen hatten keine zeitliche Tendenz und korrelierten auch nicht mit der Lagerungs-
dauer der getesteten Erregersuspensionen. Ferner wurde eine ahnlich grof3e Schwankungs-
breite der Messdaten auch mit der Suspension eines anderen C. burnetii-Isolates festgestellt
(Daten nicht gezeigt). Daher kann der vergleichsweise hohe Variationskoeffizient des Test-
systems als systemimmanente Eigentimlichkeit angesehen werden. Der Infektiositatstiter
der verwendeten Coxiellensuspension ist relativ hoch, was bei Arbeiten mit C. burnetii
allerdings nicht ungewohnlich ist. So werden z. B. im Rahmen von Tierversuchen Méause mit
bis zu 10° Coxiellen je Tier i. p. infiziert, wobei Injektionsvolumina zwischen 0,1 und 0,3 ml je
Tier ublich sind (ZHANG et al., 2004). Der hohe Infektiositatstiter der C. burnetii-
Prufsuspension war die technische Voraussetzung dafir, dass das Keimzahlungsverfahren
mittels Endpunkttitration in der Zellkultur entwickelt werden konnte. Zudem war somit die
Desinfektionsmittelwirkung an der in europaischen Fachkreisen allgemein akzeptierten Keim-
reduktion um mindestens 5 log;o-Stufen im Suspensionsversuch und mindestens 4 logie-
Stufen im Keimtragerversuch nachweisbar (ANONYM, 2003b, 2004).

Die Endpunktverdiinnung der Erregersuspension war bei den ersten Tests unmittelbar in den
Vertiefungen der 96-well-Platten erfolgt. Dieses Vorgehen ist in der Zellkultur allgemein
Ublich, da es materialsparend und weniger anfallig fiir exogene Kontaminationen ist. Zudem
kann die Verdinnung zigig und komfortabel mit Hilfe einer Mehrkanalpipette durchgefiihrt
werden. Mit dieser Technik konnte jedoch nicht sicher ausgeschlossen werden, dass
Coxiella-Keime in erregerfreie wells verschleppt werden und der Infektiositatstiter dadurch

Uberschatzt wurde. Deshalb wurden die Verdinnungsreihen der Test- und Kontrollansatze in
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spateren Tests in ReaktionsgeféaRen aul3erhalb der Testplatte angelegt. Von diesen aus
wurde die Priufsuspension dann in die jeweiligen wells pipettiert. Dieses deutlich auf-
wandigere Zwei-Schritt-Verfahren ist auch in der Virologie gebrauchlich (YILMAZ, 2001).
Diese Technik der Plattenbelegung ergab fir verschiedene Aliquots derselben C. burnetii-
Suspension besser Ubereinstimmende Messergebnisse (Daten nicht gezeigt), weshalb

Keimzahlbestimmungen nachfolgend nur noch in dieser Weise durchgefihrt wurden.

5.5 Beeinflussung der Lebendkeimzahlbestimmung durc h Desinfektionsmittel
in zellvertraglichen Konzentrationen

Die Aufnahme von C. burnetii in die eukaryotischen Wirtszellen erfolgt mittels erreger-
induzierter Phagozytose (HONSTETTRE et al., 2004). Fir humane Monozyten (THP1-
Zellen) wurde gezeigt, dass dazu eine Interaktion der Coxiellen mit dem oyfBz-Integrin
(Erreger in Phase 1) bzw. dem a,s-Integrin und dem CR3-Rezeptor (Erreger in Phase II)
erforderlich ist (CAPO et al., 1999). Die rezeptorvermittelte Signaltransduktion induziert dann
in der eukaryotischen Zelle umfangreiche Umlagerungen des Aktinzytoskeletts, die ihrerseits
Voraussetzung fur die Aufnahme von C. burnetii und die damit einhergehende Entstehung
eines Phagosoms sind (MECONI et al. 1998). Durch die erregerkontrollierte Reifung des
Phagosoms zu einem moadifizierten sekundaren Lysosom entsteht die als Vakuole be-
zeichnete intrazellulare Nische, in der die metabolische Aktivierung der Coxiellen und ihre
Vermehrung erfolgt (HOWE et al.,, 2003). Somit sind in die initiale Phase der Erreger-
Wirtszell-Interaktion diverse (partiell) proteinerge Strukturen involviert, die auf oder an der
eukaryotischen Zellmembran lokalisiert sind und/oder eng mit dieser wechselwirken. Auch
die verwendeten Desinfektionsmittel interagieren mit Oberflachenstrukturen der
eukaryotischen Wirtszelle und kénnen diese modifizieren. Somit musste ausgeschlossen
werden, dass die als zellvertraglich eingestuften Desinfektionsmittelkonzentrationen
(Kap. 4.1.1) auf molekularer Ebene Verénderungen der eukaryotischen Oberflache be-
dingen, die die Effizienz der Infektion der BGM-Zellen durch C. burnetii negativ beeinflussen.
Im Fazit ergaben die Untersuchungen keine Hinweise darauf, dass die nach der Desinfektion
im System verbleibenden Desinfektionsmittelreste den Nachweis infektionsfahiger Coxiellen
behindern. Die ermittelten Lebendkeimzahlen lagen immer noch in dem methodisch
bedingten Schwankungsbereich des Testsystems, der Abweichungen von bis zu 1,5 Zehner-

potenzen umfassen kann (Kap. 4.3).

Auch bei Austausch des erreger- und desinfektionsmittelhaltigen Zellkulturmediums gegen
frisches MEM A war eine Stunde nach Inokulation kein Einfluss auf die bestimmbare
Lebendkeimzahl erkennbar. Zudem war anhand der vorliegenden Daten (Tab. 11) auch

keine Tendenz in den Werten festzustellen. Wahrend bei den Versuchsdurchflihrungen in
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Anwesenheit von Ameisensdure keine Unterschiede zu erkennen waren, konnten in den
Ansatzen mit Kalkmilch bzw. mit Natronlauge bei Austausch des Mediums weniger Coxiellen
festgestellt werden als ohne Mediumwechsel. Im Gegensatz dazu wurden mit Zusatz von
Formalin nach dem Mediumwechsel mehr Erreger nachgewiesen als ohne Mediumwechsel.

Vor diesem Hintergrund wurde in den weiteren Versuchen zur Bestimmung der Lebendkeim-
zahl auf einen Mediumwechsel nach der einstiindigen Inkubation der BGM-Zellen mit den
(desinfizierten) Coxiellen verzichtet. Durch diese Verringerung der Arbeitsschritte wird zum
einen die Gefahr einer Kontamination der Kulturen und zum anderen der Materialaufwand je

Versuchsdurchfiihrung reduziert.

5.6 Quantitativer Suspensionsversuch zur Desinfekti onvon C. burnetii

Wurden die desinfektionsmittelhaltigen Ansétze bis zur Zellvertraglichkeit vorverdinnt,
konnte leider nur eine Keimreduktion von bis zu vier Zehnerpotenzen ermittelt werden
(Kap. 4.5). Die hohe Verdinnung der Testansétze hatte somit zur Folge, dass der Quotient
aus den KliDso-Werten von Kontrollansatz und Desinfektionsansatz nicht mehr ausreichte, um
die geforderte Keimzahlreduktion nachzuweisen. Deshalb konnte die desinfizierende
Wirkung der Prifsubstanzen mit dieser Variante der Suspensionsversuche nicht mit
hinreichender Sicherheit belegt werden. Erst eine Entfernung der Desinfektionsmittel aus
dem System durch Zentrifugation machte die Messung des bei Suspensionsversuchen

erforderlichen Reduktionsfaktors von = 5 log;o-Stufen méglich (Kap. 4.5).

Ameisensaure zeigte in den Suspensionsversuchen, in denen die Desinfektionsmittel durch
Zentrifugation entfernt wurden, die beste Wirksamkeit gegen C. burnetii, auch wenn es nicht
gelang, die Bakterien innerhalb von 24 Stunden vollstandig zu inaktivieren. Die erhobenen
Befunde belegen jedoch, dass eine Behandlung von C. burnetii mit 4 % Ameisensaure,
1,9 % frisch angesetzter Kalkmilch, 2 % Natronlauge bzw. 6 % Formalin z. T. sogar unter
EiweilRbelastung und trotz der niedrigen Temperatur eine deutliche Reduktion des Erregers
bedingte.

Hinsichtlich der Empfindlichkeit von C. burnetii gegentiber reaktiven Chemikalien finden sich
in der Fachliteratur nur sehr wenige Studien, die sich methodisch mit der vorliegenden Arbeit
vergleichen lassen. Von der Arbeitsgruppe um IGNATOVICH (1959a) wurde schon vor
einigen Jahrzehnten beobachtet, dass starke Sauren (pH <2) den Erreger effizienter
inaktivieren als starke Laugen (pH > 11). Wéahrend 0,25 %ige Salzsaure C. burnetii innerhalb
von sechs Stunden bei 15 bis 20 T vollstéandig inak tivierte, konnte eine 0,25 - 0,5 %ige
Natronlauge den Keimgehalt lediglich stark absenken. Die geringere Toleranz von C. burnetii

gegenuber Sauren als gegenuber Laugen ist Uberraschend, da Coxiellen als azidophile
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Bakterien gelten. Ihre metabolische Aktivierung und Vermehrung erfolgt erst nach An-
sauerung der lysosomalen Vakuole auf einen pH-Wert von ca. 4,5 (HOWE et al., 2003).
SCOTT und WILLIAMS (1990) berichteten, dass Formalin in 5 %iger Lésung nach einer
Einwirkzeit von 24 Stunden bei 25 T eine Suspension von 108 Coxiella-Partikeln nicht

komplett inaktivierte.

Dass es sich bei der Inaktivierung der Erreger tatsachlich um einen von den Desinfektions-
mitteln verursachten Effekt handelt, belegt der Vergleich mit den Kontrollen (Kap. 4.5):
Weder die Lagerung von Aliquots der C. burnetii-Prifsuspension bei 10 T noch eine
entsprechende Inkubation in hartem Wasser beeinflusste die Lebendkeimzahl in erkennbarer
Weise. Dieser Befund korrespondiert mit Literaturdaten tber die Tenazitat von C. burnetii bei
der Lagerung des Erregers in wassrigem Milieu und bei niedrigen Temperaturen.
IGNATOVICH (1959a) beschrieb, dass C. burnetii in destilliertem Wasser bei 4 bis 6 T Uber
21 Monate uberleben kann, auch wenn der Infektiositatstiter wahrend dieser Zeit um vier
Zehnerpotenzen abnahm. Erst nach 24 Monaten unter diesen Inkubationsbedingungen
waren keine infektiésen Erreger mehr nachweisbar. Bei einer Lagerung bei etwas hoheren

Temperaturen (15 - 20 €) betrug die Uberlebenszeit von C. burnetii immerhin noch zwei

Monate.
5.7 Vorausetzungen fiur die Verwendung von Bodenprob  en als Keimtrager
5.7.1 Methodik der Keimtragerversuche an Bodenmatri  zes

Die von der Landwirtschaftlichen Untersuchungs- und Forschungsanstalt Speyer gelieferten
Standardbdden waren vollstéandig trocken, da ihnen im Rahmen der Aufarbeitung samtliche
Feuchtigkeit entzogen worden war. So ware im Vergleich zu Béden mit natirlichen Flissig-
keitsgehalten in den trockenen, standardisierten Bodenproben mit einer anderen Wechsel-
wirkung zwischen den mineralischen und organischen Bodenbestandteilen und den Des-
infektionsmittellésungen sowie den Erregern zu rechnen. Auf trockenen Bdden erzielte Des-
infektionserfolge wéren deshalb nur bedingt auf natirliche Verhéltnisse tbertragbar, da nicht
an die Bodenpartikel adsobiertes Wasser die Konzentration der Desinfektionsmittel im
Naturboden herabsetzen konnte. Aus diesem Grund wurden vorbereitende Versuche zur
standardisierten Rehydrierung der Bodenmatrizes im Rahmen der hier beschriebenen Arbeit

unternommen.

Als am besten geeignet erwies sich die Rehydrierung mit jeweils 20 % der maximalen
Wasserbindungskapazitéat, da die Proben hierbei eine gewisse Feuchtigkeit aufwiesen, aber
auch noch die Volumina fir die experimentelle Kontamination und Desinfektion aufnehmen

konnten. Bei den verwendeten Volumina war zu erwarten, dass alle auf die Bodenprobe auf-
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getragenen Erreger in Kontakt mit dem Desinfektionsmittel kommen wiirden. Zudem war von
einer Interaktion zwischen den Desinfektionsmitteln und den Erregern in der eigentlichen
Probenmatrix auszugehen. Wirden sich die aufgetragenen Flissigkeiten am Boden der
ReaktionsgefaBe sammeln, konnte bei den Desinfektionsversuchen nicht quantifiziert
werden, welcher Anteil der Desinfektion in der eigentlichen Bodenprobe und welcher in dem
wassrigen Milieu stattgefunden hat. Dadurch kdnnten die Ergebnisse fir die chemische

Desinfektion von C. burnetii in den Bodenproben verfalscht werden.

Es ist bekannt, dass Schmutzstoffe wie z. B. Staub die Wirkung von Desinfektionsmitteln be-
eintrachtigen koénnen (WALLHAUSER, 1988). Einerseits bedingen derartige Substanzen
einen rein mechanischen Schutz der Erreger vor den Desinfektionsmitteln. Andererseits
kénnen die in den Bodenproben enthaltenen proteinergen Substanzen mit den Wirkstoffen
der Desinfektionsmittel unldsliche, nicht mehr antimikrobiell wirksame Komplexe bilden. Aber
auch die Adsorption von Desinfektionsmitteln an die Schmutz- bzw. Bodenpartikel kann eine
Konzentrationsminderung und damit einen Wirkungsverlust bedingen (SCHLIESSER, 1981,
KRAUS, 1983).

5.7.2 Reisolation der Coxiellen aus den Bodenproben

Im internationalen Schrifttum beschaftigen sich nur wenige Arbeiten mit C. burnetii-
kontaminierten Béden und beleuchten dabei das Ausmaf} der natirlichen Inaktivierung
(WELSH et al., 1959, IGNATOVICH, 1959b). In der Arbeitsgruppe um WELSH erfolgte die
Reisolation der Coxiellen, indem Bodenproben mit physiologischer Kochsalzlosung
gewaschen wurden. Der erregerhaltige Uberstand wurde zum Nachweis der Infektiositét
Hamstern intraabdominal injiziert. IGNATOVICH eluierte die Coxiellen mit Phosphatpuffer

und injizierte sie in embryonierte Huhnereier.

Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Desinfektionsmittelversuche bzw. die nach-
folgende Lebendkeimzahlbestimmung war der Gehalt an Huminstoffen in den Béden von Be-
deutung, die moglicherweise einen zytotoxischen Effekt auf die BGM-Zellen haben kénnten.
Vor allem niedermolekulare Verbindungen, wie Fulvosduren mit einem stark sauren
Charakter und einer guten Ld&slichkeit in wassrigem Milieu kénnten die BGM-Zellen
schadigen und damit die Bestimmung der Lebendkeimzahl beeintrédchtigen (MORGAN und
DARLING, 1994). Zusatzlich zu den Fulvosauren kommen unterschiedliche Mengen an
Huminsauren und Huminen vor, die in wassrigem Milieu jedoch nur maRig bis schwer l6slich
sind (STEVENSON, 1994). Es ist bekannt, dass bei der Chlorung von Trink- und
Badewasser das Desinfektionsmittel mit Huminstoffen reagiert und dabei Desinfektions-
nebenprodukte (DNP) wie Trihalogenmethane, Halogenessigsaure oder Acetonitrile
entstehen (ANONYM, 2008a). Es ist nicht auszuschlieen, dass auch die in dieser Arbeit
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verwendeten Desinfektionmittel mit Huminstoffen reagieren und dadurch zytotoxische

Substanzen gebildet werden.

Bei den nach Protokoll 1 (Kap. 4.6.1) behandelten Boden waren auf3er bei Natronlauge die
BGM-Zellen geschadigt, obwohl der zytotoxische Desinfektionsmitteleffekt ausverdinnt sein
sollite. Daher ist anzunehmen, dass der nachgewiesene Effekt durch zytotoxische
Bodenbestandteile oder DPN verursacht wurde. Hier hatten die Suspensionen so stark
verdiinnt werden mussen, dass eine geniigend hohe Reduktion der Lebendkeimzahl nicht
mehr nachweisbar gewesen ware. Durch die zusatzliche hochtourige Zentrifugation im
zweiten Protokoll wurden die Desinfektionsmittel sicher aus der Suspension entfernt.
Trotzdem war erst ab einer Verdinnung von 1:1.000 keine zytotoxische Wirkung mehr
nachweisbar, d. h. der zellschadigende Effekt war eindeutig auf die Bodenbestandteile bzw.
DPN zurtickzufiihren. Auch mit dieser Version der Tests wére eine starke Verdinnung der
Bodensuspension noétig gewesen. Bei dem verbesserten dritten Prifprotokoll konnten bei
allen Bodensuspensionen dann aber schon ab einer Verdinnung von 1:10 keine Zell-
schadigungen mehr festgestellt werden (Kap. 4.6.1). Somit war die Voraussetzung gegeben,
die Wirkung der verschiedenen Desinfektionsmittel auch im Keimtragerversuch an

Bodenproben prazise zu testen.

Eine weitere methodische Fragestellung betraf die quantitative Rickgewinnung der Coxiellen
aus den Bodenmatrizes. Die Rickgewinnung der auf die Keimtrager ausgebrachten und dort
den bakteriziden Wirkstoffen ausgesetzten Prifkeime ist ein obligatorischer, zugleich aber
auch kritischer Schritt bei allen Keimtragerversuchen zur Wirksamkeitsprifung von
chemischen Desinfektionsmitteln (ANONYM, 2000, 2004; WASNIAK, 2009; GLATHE et al.
(1966).

Bbdden bestehen grundsétzlich aus drei unterschiedlichen Fraktionen, ndmlich einer Sand-,
einer Schluff- und einer Tonfraktion, die sich durch ihren Korndurchmesser voneinander
unterscheiden. Die Sandfraktion enthalt Bodenpartikel mit einem Korndurchmesser von 6,3
bis 2.000 um, die Schlufffraktion von 2 bis 6,3 um und die Tonfraktion kleiner 2 pm.
Sandbdden enthalten meist geringe Anteile an Schluff und Ton (kleiner 20 %) und sind daher
grobkdérnig. Lehmbdden dagegen sind sehr variabel in ihrer Zusammensetzung und kénnen
20 — 70 % Schluff, 30 - 45 % Ton und 35 - 65 % Sand enthalten. L6R enthalt 10 - 15 % Sand,
10 - 25 % Ton und als grofRten Anteil 70 - 80 % Schluff (ANONYM 2008b). Aufgrund dieser
sehr unterschiedlichen Zusammensetzung war zu erwarten, dass die Rickgewinnungsrate
der Coxiellenpartikel aus den drei Bodentypen sehr unterschiedlich sein wirde. Die
Versuche ergaben, dass im Mittel der Verlust an Coxiellenpartikeln 2,4 log,,-Stufen betrug,
wobei fir Sand die Wiederfindungsrate im Vergleich zu Lehm um etwa den Faktor 10
schlechter war. Dennoch war die Anzahl reisolierter Keime geniigend hoch, um die im
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Keimtragerversuch geforderte Reduktion um mindestens 4 log.o-Stufen sicher nachweisen
zu kénnen. Die Filtration der Bodensuspension durch den 0,45 um-Filter konnte als alleinige
Ursache fir den relativ hohen Keimverlust ausgeschlossen werden (Kap. 4.6.3). Eine
geringe Wiederfindungsrate von Bakterien tritt auch in Versuchen auf, in denen Keimtrager in
das Bodenmaterial eingebracht werden. So konnte WASNIAK (2009) schon am
Versuchstag 0 von Keimtrdgern, auf die Prifsuspensionen mit einer Keimzahl von ca.
108 -10° KBE/ml aufgetragen worden waren, nur noch zwischen 5,5 x 102 KBE/ml (E. coli),
4,3 x 10°KBE/mI (Salmonella Typhimurium) und 2,4 x 105 KBE/ml (Enterococcus faecalis)

reisolieren.

5.8 Quantitativer Keimtragerversuch zur Desinfektio  nvon C. burnetii

Bodendesinfektionsmalinahmen werden bisher nur in der Landwirtschaft durchgefiihrt. Das
Ziel der Desinfektion sind hier allerdings meist nicht bakterielle und virale Erreger, sondern
eher Pilzpathogene, Nematoden und/oder Unkrauter. Die schonendste Methode der Boden-
desinfektion ist die Bedampfung, d.h. das Einleiten tberhitzten Dampfes in den Boden. Bei
der hohen Tenazitdat der Coxiellen ware bei dieser Methode allerdings nicht mit der
erforderlichen Reduktion um 4 log,-Stufen zu rechnen (ANONYM 2004, ENRIGHT et al.
1957a+b). Auch von den in der Landwirtschaft eingesetzten Pestiziden, unter denen
Fungizide, Herbizide und Insektizide einen Anteil von Uber 90 % besitzen, ist nicht bekannt,
welche Wirkung sie auf Bakterien haben. Gravierende Nachteile der Pestizide sind neben
ihrer hohen Toxizitdt und der Gefahr fir den Anwender, die Schadigung des Bodenlebens
und damit der Bodenfruchtbarkeit. AuRerdem sind sie umweltstabil, d.h. biologisch schwer

abbaubar.

Bei der Auswahl der Desinfektionsmittel, die im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit
untersucht werden sollten, wurde neben der mikrobiziden Wirksamkeit auch deren
Umweltvertraglichkeit berticksichtigt. Alle getesteten Desinfektionsmittel sind biologisch leicht
abbaubar und/oder als okotoxikologisch wenig bedenklich eingestuft (BOHM et al., 1995;
ANONYM, 2010at+b). Da die drei Bodentypen von der Zusammensetzung sehr unter-
schiedlich sind (Kap. 5.7.2), war zu erwarten, dass auch die Wirksamkeit der Desinfektions-
mittel unterschiedlich ausfallen wiirde. Sand ist sehr grobkérnig und damit gro3porig, d.h. die
wassrigen Desinfektionsmittellésungen kénnen leicht einsickern und die Substanzen den Ort
ihrer Wirksamkeit leicht erreichen. Tatsachlich waren in den Untersuchungen an
kontaminiertem Sand alle Desinfektionsmittel mit Ausnahme von Kalkmilch in der Lage, die
Zahl der C. burnetii-Keime um den geforderten Faktor 10* zu reduzieren. Im Gegensatz dazu
war die Desinfektion der kontaminierten Lehm- und L6Rproben schwieriger, weshalb die Ver-

minderung der C. burnetii-Lebendkeimzahl weniger deutlich ausfiel (Kap. 4.6.4). Durch den
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relativ hohen Tonanteil neigt der Lehmboden dazu zu verklumpen, wenn er mit Fllssigkeit in
Berihrung kommt. Es ware denkbar, dass Lehmpartikel die aufpipettierten Erreger
umschlieRen und sich wahrend der Antrocknungszeit verfestigen. Somit wiirde die Boden-
matrix den Coxiellen einen mechanischen Schutz vor dem Desinfektionsmittel bieten.
Lediglich die Desinfektionsmittel Natronlauge und Formalin konnten die C. burnetii-Keime in
den Lehmproben im geforderten Ausmalfd reduzieren. L6, der von der Porenstruktur eine
Mittelstellung zwischen Sand und Lehm einnimmt, konnte mit Ameisensdure, Formalin und
Kalkmilch nicht in allen Versuchsdurchfihrungen in ausreichendem Malie desinfiziert
werden, wahrend fir Natronlauge die erforderliche Reduktion um 4 log;o-Stufen erreicht

wurde.

Es ist allerdings bemerkenswert, dass nach der Behandlung mit den Desinfektionsmitteln in
15 von 21 Bodenproben noch immer kulturinfektiose Keime von C. burnetii vorhanden
waren. Seuchenhygienisch waren solche Reste an Infektiositat kritisch zu bewerten. Zum
einen ist die Mindestinfektionsdosis von C. burnetii fir Tiere und den Menschen
aul3erordentlich niedrig. So geben ORMSBEE et al. (1978) die IDs, von C. burnetii der
Phase | fir Meerschweinchen mit zwei Partikeln an, fir Mause mit 0,6 Partikeln. Die IDsy von
Phase-II-Coxiellen waren hoher und betrugen 8 (Meerschweinchen) bzw. 1.800 Partikel
(Méause). TIGERTT und BENENSON (1956) infizierten freiwillige junge Manner mit coxiellen-
haltigen Aerosolen. Als Fazit stellten sie fest, dass die Mindestinfektionsdosis bei Menschen
und Meerschweinchen &hnlich ist und wohl schon ein infektdses Partikel ausreicht, um auf
aerogenem Wege eine Infektion auszulésen. Zum anderen wird C. burnetii von infizierten
Wirbeltieren und Zecken in sehr hohen Keimzahlen ausgeschieden. So konnten in der
Plazenta von mit C. burnetii infizierten Haustieren 10° Bakterien/g Gewebe festgestellt
werden (BABUDIERI, 1959). Die im Rahmen dieser Untersuchung zur Prifung der
Desinfektionsmittel eingesetzten Keimzahlen durften deshalb vermutlich auch auf
kontaminierten Flachen in der Natur vorkommen. In zukiinftigen Forschungsarbeiten sollte
auch die Dynamik der Inaktivierung von C. burnetii untersucht werden, um damit auf die
Inaktivierung auch so geringer Erregerzahlen extrapolieren zu kdnnen, wie sie aufgrund der

methodischen Grenzen gegenwartig noch nicht messbar sind.

Mit der angewendeten Nachweismethode kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich in
den Bodenproben, die in der beschriebenen Art und Weise desinfiziert wurden, noch
infektiose Coxiellen befinden. Nachweislich wurde die Lebendkeimzahl aber stark reduziert,
was das Infektionsrisiko deutlich senkt. In den Richtlinien zur Desinfektionsmittelprifung wird
eine Reduktion der Erreger von mindestens 4 log;o-Stufen gefordert, unabhéngig von der
jeweiligen Virulenz. Methodisch ist es sehr schwierig, eine hohere Reduktion im

Keimtragerversuch nachzuweisen.



Besprechung der Ergebnisse 101

5.9 Schlussfolgerung und Ausblick

Es ist gelungen, ein standardisiertes und valides Zellkulturverfahren zur Bestimmung der
C. burnetii-Lebendkeimzahl zu etablieren. Das Verfahren ist dazu geeignet, um die Wirkung
von Desinfektionsmitteln auf diesen Krankheitserreger an der Reduktion der C. burnetii-
Lebendkeimzahl zu messen. Die im Zuge von Vorversuchen etablierte Methodik zur Keim-
zahlbestimmung wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit dahingehend verfeinert, dass die
Wirksamkeit chemischer Desinfektionsmittel nach solchen Prinzipien (Suspensionsversuch,
Keimtragerversuch) und Kriterien (Keimreduktion) geprift werden konnte, wie sie gegen-
wartig in den Prifnormen des Europaischen Komitees flir Normung (Comité Europeen de
Normalisation, CEN) niedergelegt sind. So konnte belegt werden, dass die hochreaktiven
Substanzen Ameisensaure, Kalkmilch, Natronlauge und Formalin bei einer Umgebungs-
temperatur von 10 T und unter EiweiRbelastung inne rhalb von 24 Stunden auch gegeniber
C. burnetii hochgradig antibakteriell wirksam sein kdnnen. Ferner lassen die in dem
entwickelten Keimtragermodell erzielten Resultate den Schluss zu, dass man das
Ansteckungsrisiko, das von C. burnetii-belasteten Erdbdden ausgeht, mit chemischen
Desinfektionsmalinahmen durchaus sehr stark reduzieren kann. Allerdings ist der Befund,
dass sowohl in den Suspensionsversuchen als auch in den Keimtragerversuchen nach der
Desinfektionsmalinahme oftmals noch vermehrungsfahige und damit potentiell infektions-
tlchtige C. burnetii-Keime zu isolieren waren, ein deutlicher Hinweis darauf, dass die bisher
gepriften Desinfektionsprotokolle verbesserungswirdig sind. So sollte in zukilnftigen
Untersuchungen unbedingt ermittelt werden, ob die Desinfektionswirkung durch eine héhere
Konzentration der Mittel und/oder eine langere Einwirkzeit verbessert werden kann.

Zukunftige Entwicklungsarbeiten sollten sich auRerdem der Verbesserung des hier auf
C. burnetii angewendeten Endpunktverdinnungsverfahrens annehmen, wobei insbesondere
die Streuung der Messwerte verringert werden mufte. Auerdem sollte versucht werden,
sich wirksameren Desinfektionsprotokollen tiber die Bestimmung von Inaktivierungskinetiken
anzunahern. Ferner wéare die Untersuchung der Wirksamkeit alternativer Desinfektions-
verfahren interessant, beispielsweise die Kombination verschiedener Desinfektionsmittel,
trockene und feuchte Warme, UV-Einstrahlung sowie chemisch-thermische Verfahren. Ganz
allgemein sollten sich Bewertungen des Infektionsrisikos bzw. der Wirksamkeit von Des-
infektionsmaRnahmen an den in der Natur vorkommenden, besonders widerstandsféahigen
Varianten der betreffenden Erreger orientieren. In Bezug auf das Q-Fieberrisiko und die
Bewertung von DesinfektionsmaRnahmen gegen C. burnetii stellt sich als dringende und
bisher noch weitgehend unbeantwortete Frage, ob die bekannten C. burnetii-Varianten
(“small cell variants”, “large cell variants®, “spore like particles”) gegen praxisorientierte

chemische und physikalische Noxen unterschiedlich widerstandsfahig sind. Es sollte daher
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der Versuch unternommen werden, C. burnetii-Prifsuspensionen aus verschiedenen

Varianten herzustellen und die Desinfektionsverfahren damit differenziert zu evaluieren.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit verfolgte das Ziel, die Wirksamkeit der chemischen Desinfektion von
Bodenmatrizes, die mit dem zoonotischen Krankheitserreger Coxiella burnetii kontaminiert
sind, zu priufen. Die Prifung der Desinfektionsmittel Ameisensaure, Kalkmlich, Natronlauge
und Formalin erfolgte bei einer Umgebungstemperatur von 10 € in sogenannten
Suspensions- und Keimtragerversuchen, die zu diesem Zweck etabliert wurden. Zur
Beurteilung der Desinfektionswirkung wurden Verfahren entwickelt, bei dem die Des-
infektionswirkung in Anlehnung an deutsche und européische Priifnormen an der Keimzahl-
reduktion einer exponierten Prifkeimmenge gemessen wurde. Dabei beruhte das Prinzip der
Keimzahlbestimmung auf der Endpunkttitration fraglicher Erregersuspensionen in BGM-Zell-
kulturen und dem Auswertungsverfahren nach SPEARMAN und KARBER (zitiert nach Mayr
et al., 1974). Die Phasenkontrastmikroskopie erwies sich bei diesem Verfahren als hin-
reichend robust, um C. burnetii-infizierte und nicht infizierte Zellkulturen sicher voneinander

Zu unterscheiden.

Fir die vier Desinfektionsmittel Ameisensaure, Kalkmilch, Natronlauge und Formalin wurden
durch die lichtmikroskopische Untersuchung jeweils Konzentrationen bestimmt, bei denen
Schédigungen der BGM-Zellen und damit Beeintrachtigungen der Methode zur Bestimmung
der C. burnetii-Lebendkeimzahl ausgeschlossen sind. Insgesamt erwies sich Formalin als
das Desinfektionsmittel mit dem hochsten zytotoxischen Potential. Erst ab einer Kon-
zentration von 0,0005 % Formalin waren keine morphologischen Veranderungen der BGM-
Zellen mehr nachweisbar, wahrend Ameisensédure, Kalkmilch und Natronlauge bereits ab
Konzentrationen von 0,004 %, 0,007 % bzw. 0,004 % von den BGM-Zellen toleriert wurden.
Zudem hatten die Desinfektionsmittel in diesen Konzentrationen keinen Einfluss auf die
C. burnetii-Lebendkeimzahl. Die Zugabe von L-Histidin konnte die Zytotoxizitdt des
Formalins nicht reduzieren, vielmehr wirkte L-Histidin sogar selbst toxisch auf die BGM-

Zellen.

In weiteren Versuchen wurde die desinfizierende Wirkung von 4 % Ameisensaure,
1,9 % Kalkmilch, 2 % Natronlauge und 6 % Formalin auf die C. burnetii-Prifsuspension bei
einer Einwirktemperatur von 10 T und einer Einwirk dauer von 24 Stunden in einem
Suspensionsversuch untersucht. Um Keimreduktionen um mindestens den Faktor 10°
erfassen zu konnen, wurden die Desinfektionsmittel am Ende der Einwirkzeit durch
Zentrifugation aus den Testanséatzen entfernt, bevor diese auf die BGM-Zellen inokuliert
wurden. Die mittlere Lebendkeimzahl der C. burnetii-Stammsuspension war mit
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3,0 x 10° KIDso/ml ausreichend hoch, um sie zur Wirksamkeitspriifung von Desinfektions-
mitteln einzusetzen. Ameisenséaure reduzierte selbst unter Eiweil3belastung die C. burnetii-
Lebendkeimzahl der Prifsuspension in den zwei voneinander unabhéangigen Versuchen um
mehr als 5 log;o-Stufen. Kalkmilch und Formalin erreichten diesen Reduktionsfaktor nur unter
EiweiRbelastung. Die Natronlauge wies den geforderten Reduktionsfaktor jeweils nur in

einem der beiden Versuche auf.

In weiteren Versuchsreihen wurde das Protokoll fir Keimtragerversuche an Bodenmatrizes
entwickelt, wobei die Standardbéden Sand, L6R und Lehm verwendet wurden. 50 ml-
Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen-Copolymer waren als Reaktionsgefa3e zur
Modellierung der Bodendesinfektion am besten geeignet. Glnstig war es ferner, die
Bodenproben vor dem Ansetzen der Reaktionen mit 20% ihrer maximalen
Wasserbindungskapazitat zu rehydrieren, da sich hierbei die dann spéter sukzessive aufge-
tragenen Inokula an C. burnetii-Prifsuspension und Desinfektionsmittelldsung in der
Bodenprobe gut vermischten. In dem etablierten Modell waren die getesteten
Desinfektionsmittel unter praxisorientierten Bedingungen (24 h Einwirkzeit, 10 T
Temperatur, Eiweil3belastung) unterschiedlich wirksam. Die 2 %ige Natronlauge reduzierte
die C. burnetii-Lebendkeimzahl auf allen drei Bodentypen in drei voneinander unabhéngigen
Versuchen um mindestens den Faktor 10% Die 6 %ige Formalinldsung erreichte diesen
Reduktionsfaktor bei Sand und Lehm in drei Versuchen und die 4 %ige Ameisensaure bei
Sand. In einzelnen Testanséatzen waren allderdings noch kulturinfektiose C. burnetii-Keime
nachweisbar. Aul3erdem blieb die mit 1,9 %iger Kalkmilch erzielte Keimreduktion vor allem

bei L6R und Lehm unter dem kritischen Reduktionsfaktor von 10%.

Die Untersuchungen belegen, dass eine chemische Dekontamination von C. burnetii-
belasteten Bodenmatrizes mdglich ist, und erlauben es, wissenschaftlich fundierte
Empfehlungen fir die Desinfektionspraxis abzuleiten. Somit steht nunmehr ein valides
Modell zur Verfiigung, um in zukinftigen Studien auch alternative Desinfektionsverfahren
(Warme, UV-Einstrahlung, Ultraschall) sowie die unterschiedliche Tenazitdt der
verschiedenen C. burnetii-Varianten (,small cell variants® und ,large cell variants®) zu

untersuchen und in ihrer Bedeutung fiir das Q-Fieber-Risiko bewerten zu kénnen.
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7 Summary

The objective of the present study was to evaluate chemical disinfection of soil matrices
contaminated with the zoonotic pathogen Coxiella burnetii. Suspension assays and
guantitative surface assays were established and used to prove formic acid, cream of lime,
sodium hydroxide, and formalin at 10 T for their e fficacy as a disinfectant. A test procedure
related to German and European standards was developed where efficacy of disinfection
was measured by the numeric reduction of infectious C. burnetii in aqueous suspensions or
soil matrices exposed to the disinfectant. For counting of infectious C. burnetii bacteria, the
respective bacterial suspension was submitted to end point titration in BGM cell cultures
followed by a titre calculation according to SPEARMAN and KARBER (quoted by Mayr et al.,
1974). Phase-contrast microscopy proved sufficiently robust to differentiate between non-—

infected cell cultures and cell cultures infected with C. burnetii.

In order to validate the counting system of infectious bacteria, the cytotoxic activities of four
disinfectants (formic acid, cream of lime, sodium hydroxide solution and formalin) were deter-
mined by endpoint titration and light microscopy analysis of BGM cells. Formalin proved as
the most cytotoxic disinfectant because only concentrations equal or less than 0.0005 %
were tolerated by the BGM cells. In contrast, 0.004 % formic acid, 0.007 % cream of lime,
and 0.004 % of sodium hydroxide solution induced no detectable cell lesions. Additionally,
the four disinfectants did not alter the quantification of viable C. burnetii when they were
utilized in these concentrations. L-histidine failed to reduce the cytotoxic activity of formalin, it

even damaged the eukaryotic cells itself.

In a quantitative suspension test the C. burnetii standard suspension was incubated with
4 % formic acid, 1.9 % cream of lime, 2 % sodium hydroxide, or 6 % formalin, respectively,
for 24 hours at 10 T with and without interfering proteins. In order to measure the reduction
of infectious bacteria over at least five orders of magnitude, disinfectants were removed from
reaction mixtures by centrifugation at the end of the incubation period. The mean bacterial
cell count of the used C. burnetii stock suspension was 3.0 x 10° KIDso/ml. Using this
technique, only formic acid proved efficient to reduce the number of infectious C. burnetii
bacteria by more than 5 log;, with and without interfering proteins in two independent assays.
Cream of lime and formalin achived this reduction factor only with interfering proteins.

Sodium hydroxide reduced the bacteria by at least 5 log,o in only one assay.

Subsequently, a quantitative surface test was developed utilizing standardized soil materials

(sand, loess, clay) as carriers to be disinfected. Centrifuge tubes (50 ml, polypropylene
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copolymer) were most suitable for modelling the disinfection of the soil. For optimal handling,
the soil samples had to be rehydrated before use with 20 % of their individual maximum
water holding capacity. These rehydrated soil samples were feasible for an experimental
contamination with the standardized C. burnetii suspension and subsequent application of
disinfectant solution. The disinfectants proved differently efficient in the established test
under the conditions applied (10 T, 24 h incubatio n, interfering proteins). Sodium hydroxide
solution (2 %) reduced the number of infectious C. burnetii bacteria by more than 4 log;o on
all three soil types in three independently repeated assays. This reduction factor was
achieved with formalin (6 %) on sand and clay in three assays, with formic acid (4 %) on
sand. In some treated material viable C. burnetii bacteria were still detected. The reduction of
bacteria obtained with cream of lime (1.9 %) remained under the critical factor of 10* using

loess and clay.

This research proves the feasibility of chemical decontamination of C. burnetii containing soil.
According to these results deducing scientifically founded recommendations for disinfection
is now possible. Thus, there is a valid model available to investigate alternative methods of
disinfection (heat, UV radiation, ultrasound) as well as the different tenacity of the variants of
C. burnetii (“small cell variants“ and “large cell variants®) and to evaluate their meaning for

the risk of Q-fever.
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Anhang

Desinfektionsmittellésungen

Ameisensaure, Kalkmilch (frisch angesetzt), Natronlauge, Formalin:

Die jeweiligen Gebrauchslésungen wurden aus den Stammlésungen angesetzt, und zwar fir
die Versuche zur DM-Vertraglichkeit in MEM A, fur die Suspensions- und Keimtragerver-
suche in HW.

Kalkmilch- Stammldésung (40 %):

049 Calciumhydroxid ACS in 1 ml A. dest.

Natronlauge- Stammlésung (4 %):

49 Natriumhydroxid in 100 ml A. dest.

Formalin:

100 % (v/v) Formalin entsprechen 37 % (w/v) Formaldehydldsung.

Nahrmedium zur Anzucht der Bakterien

MEM A:

Minimal Essential Medium mit Earle’ Salzen und 0,859/l NaHCO; erganzt mit
2 mmol/l L-Glutamin, MEM Vitaminkonzentrat und 5 % fotalem Kélberserum (frei von Anti-
C. burnetii-Antikorpern).

Lésungen und Puffer

EiweilRlésung; je 100 g/l:

509 Hefeextrakt mit A. dest. ad 250 ml auffillen und autoklavieren.
Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur 25 ml dieser Losung mit 10 ml A. dest. versetzen.

59 Bovines Serum Albumin (BSA) Fraktion V mit A. dest ad 50 ml aufflllen, die
Lésung steril filtrieren und im Kihlschrank aufbewahren.
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Karbolfuchsin-Gebrauchslésung:

6 ml Karbolfuchsin Stammlésung
10 ml Na-Phosphatpuffer (0,1 M)

Gebrauchslésung vor Verwendung frisch herstellen und filtrieren.

Karbolfuchsin-Stammldsung:

100 ml 10 % (w/v) Neofuchsin
250 ml 4 % (v/v) Phenol
650 ml A. deion.

Die angesetzte Farbeldsung vor Gebrauch fiir 48 h bei 4 T stehen lassen.

Malachitgriin-Farbelésung (0,8 %):

8¢ Malachitgriin mit A. dest. ad 1.000 ml auffiillen. Die Farbeldsung vor Gebrauch
filtrieren, und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C lagern.

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyl-tetrazoliumbromid)-L&sung:

0,59 MTT mit PBS (1 x) ad 1.000 ml auffillen.

NaCl-Losung (0,89 %):

89¢g NaCl mit A. dest. ad 1.000 ml auffillen.

Na-Phosphatpuffer (0,1 M):
3,5ml 0,2 M NaH,PO,

15,5 ml 0,2 M NaH,PO, x 2 H,0
19 ml A. deion.

PBS (1 x):
100 ml PBS (10 x)
Mit A. dest. ad 1.000 ml auffullen.

PBS (10 x):
100 g NacCl
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25¢ KCl
259 KH,PO4
18 g Na,HPO, x 2H,O

Mit A. deion. ad 1.000 ml auffillen.

SDS-L8sung, 1 %:

0,59 Dodecylsulfat
Mit A. dest. ad 50 ml auffullen.

SDS-L6sung, 10 %:

259 Dodecylsulfat
2,5 ml 1 N HCI
Mit A. dest. ad 225 ml auffillen.

Trypanblau-Féarbeldésung:

0,2¢g Trypanblau mit A. deion. ad 1.000 ml auffillen.

Trypsin-Puffer:
8,09 NaCl
0,389 KCI
0,125¢ NaHPO,

1,09 Dextrose
309 Trisaminomethan
259 Trypsin

Mit A. deion. ad 1.000 ml aufftllen, steril filtrieren.

Trypsin-Versen-Puffer:

20 ml Trypsin-Puffer

80 ml Versen-Puffer
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Versen-Puffer:

8,0¢g NaCl
029 KCl
1,45¢g Na,HPO,
029 EDTA
0,29 KH,PO,
0,015¢ Phenolrot

Mit A. deion. ad 1.000 ml aufflllen, autoklavieren, Lagerung bei 4 C.

Wasser standardisierter Harte (HW):

Ldsung A:
19,84 g/l wasserfreies MgCl,

46,24 g/l  wasserfreies CacCl,

Mit A. dest. ad 1.000 ml auffiillen und autoklavieren.

Ldsung B:
35,02 g/l NaHCO;

In 1.000 ml A. dest. aufldsen und durch einen steril filtrieren.

Gebrauchslésung:

6 ml der Losung A in 600 ml A. dest. verdiinnen
8 ml der Losung B dazugegeben

Mit A. dest. ad 1.000 ml auffullen.

Die HW-L6sung wird frisch hergestellt und soll nicht lAnger als einen Tag verwendet werden.

Der pH- Wert der Lésung soll auf 7,0 £0,2 eingestellt werden.
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Tabelle 19  Verwendete Chemikalien

Reagenz

Firma, Firmensitz

Bovines Serumalbumin (BSA)
CaCl,

Dextrose
Dodecylsulfat-Natriumsalz (SDS)
EDTA

Fotales Kalberserum

Hefeextrakt
KCI
KH,PO,

L-Glutamin
L-Histidin

Malachitgriin

MEM mit Earle” Salzen und 0,85 g/l
NaHCO;

MEM-Vitaminkonzentrat
Methanol
MgCIZ

MTT [3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-
dipenyltetrazoliumbromid]

NaCl

NaHCO;
NaHPO,
Na,HPO,
Na,HPO, x 2H,0

Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Fa. Merck KGaA, Darmstadt
Fa. Merck KGaA, Darmstadt
Fa. Merck KGaA, Darmstadt

Fa. Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Fa. Merck KGaA, Darmstadt
Fa. Merck KGaA, Darmstadt
Fa. Merck KGaA, Darmstadt

Fa. Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Fa. Merck KGaA, Darmstadt
Fa. Biochrom AG, Berlin

Fa. Biochrom AG, Berlin
Fa. Merck KGaA, Darmstadt
Fa. Merck KGaA, Darmstadt

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Fa. Merck KGaA, Darmstadt
Fa. Merck KGaA, Darmstadt
Fa. Merck KGaA, Darmstadt
Fa. Merck KGaA, Darmstadt
Fa. Merck KGaA, Darmstadt

Fortsetzung der Tabelle 19 s. nachste Seite
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Fortsetzung der Tabelle 19

Reagenz Firma, Firmensitz

Natriumhydroxid Fa. Merck KGaA, Darmstadt

Neofuchsin Fa. Merck KGaA, Darmstadt

Phenol Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Phenolrot Fa. EGA Chemie, Steinheim

Trisaminomethan

Trypanblau
Trypsin

LysoTracker® Red

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Fa. Dr. Grubler & Co., Leipzig
Fa. Difco Laboratories GmbH, Augsburg

Fa. Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tabelle 20 Verwendete Gerate

Geréat/ Modell

Firma, Firmensitz

Auflichtmikroskop Nikon Eclipse TS100-F
(inkl. Phasenkontrasteinrichtung)
Autoklav FVS 2

Brutkihlschrank KB 240
Brutschrank INCO 2-1
Digitalkamera Nikon Coolpix 4500
Gefriertruhen

Kuhlschranke

Magnetruhrer IKA-Combimag Reo
Mehrkanalpipette Proline
Mikroskop Leica, DMR

Minizentrifuge C1213 Galaxy Mini

Neubauer-Zdhlkammer

Fa. Nikon GmbH, Dusseldorf

Fa. INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald
Fa. Binder GmbH, Tuttlingen

Fa. Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Fa. Nikon GmbH, Diisseldorf

Fa. Bosch Vertrieb Elektro Grin, Giel3en

Fa. Privileg + Bosch Vertrieb Elektro Grin,
Giel3en

Fa. Janke & Kunkel GmbH & Co.KG,
Staufen

Fa. Biohit Deutschland GmbH, Rosbach v. d.
Hoéhe

Fa. Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar

Fa. VWR International GmbH, Darmstadt

Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Fortsetzung der Tabelle 20 s. nachste Seite
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Fortsetzung der Tabelle 20

Geréat/ Modell

Firma, Firmensitz

pH-Meter
Pipetten
Pipettiergerat Pipetboy acu

Plattenphotometer
Titertek Multiskan Ascent 354
Sterilbank NU-440-600-E

Tischkihlzentrifuge Sigma 4 K 15, mit
Ausschwingrotor 11118 fur Mikrotiterplatten

Tischzentrifuge 5403 mit Ausschwingrotor

Ultraschallgerat Branson B-12 A

Uberkopfmischgerat Stuart Tube Rotator
TR-2

Vakuum-Pumpe Vacusafe comfort mit
Vacuboy Multifunctional Hand Operator

Vortex Genie 2 G-560E

Waage EMB 600-2

Zentrifuge L2 — 21 Centrifuge mit Rotor
JA-20

Fa. WTW, Weilheim
Fa. Eppendorf AG, Hamburg
Fa. INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald

Fa. Labsystems GmbH, Meckenheim

Fa. NuAire, Inc., Uber Fa. INTEGRA
Biosience GmbH, Fernwald

Fa. Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode am Harz

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Branson Stuart, Vertrieb
Fa. Heinemann, Schwabisch-Gmiind

Fa. Stuart, Great Britain, Vertrieb Fa. Elekro
Grin, GielRen

Fa. INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald

Fa. Scientific Industries, Inc. Bohemia, N.Y.,
USA

Fa. Kern & Sohn GmbH, Balingen

Fa. Beckman, Miinchen
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Tabelle 21

Verwendetes Verbrauchsmaterial

Artikel

Bezugsquelle

Deckglaschen (12 mm)

Einmalspritzen

Einmalkanilen 20 G x 1¥2” (0,9 x 40 mm)
F-96-Mikrotiterplatten

Objekttrager

Parafilm®

Petrischalen

Pipettenspitzen

Polyolefin-Klebefolie
Polystyrolréhrchen, steril

ReaktionsgefaRe Safe-Lock-Tubes
(1,5/2,0 ml)

Reaktionsgefalie (15/50 ml)
Sterilfilter (1,2/0,45/0,2 pm)

Vierkantflaschen
Zellkulturflaschen nach Roux

Zentrifugenréhrchen

Fa. Assistent, Sondheim

Fa. Becton Dickson GmbH, Heidelberg
Fa. Servoprax® GmbH, Wesel

Fa. Nunc GmbH Co. KG, Wiesbaden
Fa. IdL GmbH + Co. KG, Nidderau

Fa. American National CanTM, Greenwich,
USA

Fa. nerbe plus GmbH, Winsen/ Luhe

Fa. Ratiolab GmbH, Dreieich
Fa. Biohit GmbH, Rosbach v. d. H6he
Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Fa. Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen

Fa. Whatman GmbH, Fa. Schleicher &
Schuell GmbH, Dassel

Fa. Schott, Mainz
Fa. Schott, Mainz

Fa. Nalge Nunc International, Rochester,
N. Y., USA
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