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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Bioerosole aus bzw. in landwirtschaftlichen Tierstéllen beeinhalten haufig hohe
Konzentrationen an Mikroorganismen in stark zeitlich und raumlich variierender
Zusammensetzung. In diesen Stallen arbeitende Menschen sind damit potentiell
infektiosen und allergie-auslésenden Mikroorganismen und deren Bestandteilen oder
Stoffwechselprodukten exponiert, die ein erhebliches Gesundheitsrisiko darstellen

kdnnen.

Die kultivierungsbasierte Untersuchung von Bioaerosolen eines Putenstalles erfasste
im  Vergleich zur molekularbiologischen Methode einen geringeren Anteil
vorhandener Organismen bei gleichzeitig geringerer Diversitat. Insgesamt wurden 28
Isolate durch die Kkultivierungsabhéangige Analyse gewonnen und nach
Sequenzierung des 16S rRNA Gens 19 Arten zugeordnet. Dominierend waren
Gensequenzen mit hochster Ahnlichkeit zu Sequenzen der Gattungen Nocardiopsis
(n=4), Bacillus (n=4) und Brevibacterium (n=3). Innerhalb der Klonbibliotheken
(n=165) dominierten Sequenzen des 16S [rRNA Gens mit hochster
Sequenzahnlichkeit zu Spezies der Gattungen Aerococcus, Lactobacillus und
Megamonas fir beide Probenahmeorte unabhangig von der Sammelmethode.
Anhand beider Methoden wurden Organismen mit einem potentiellen
Gesundheitsrisiko (Risikogruppe 2) fur den Menschen nachgewiesen (u. a.
Acinetobacter johnsonii, Pantoea agglomerans, Aerococcus viridans, Shigella

flexneri).

Die umfassende Untersuchung des Einflusses der Sammlung auf die Lebensfahigkeit
einzelner Stamme anhand der Lebend-Tot-Farbung zeigte sehr heterogene
Ergebnisse, die auf eine stamm- oder speziesspezifische Wiederstandsfahigkeit
gegenuber den Effekten durch die Filtration und das Impingement hinweisen. Fur
Salmonella Typhimurium CIP 60.62" konnten nach 30 Minuten Beaufschlagung
mittels Impingement noch 90,8% der Zellen als lebend detektiert werden, nach 20
Minuten Filtrationsbeaufschlagung nur noch 18%. Zellen von Bacillus subtilis DSM
10T zeigten bei beiden Methoden keine Beeinflussung der Lebensfahigkeit. Fiir
Zellen von Escherichia coli DSM 30083" wurden schon nach 10 Minuten
Filtrationsbeaufschlagung keine Zellen mehr als lebend detektiert. Die stérksten

Absterbe-Effekte auf Zellen der untersuchten Stamme zeigte insgesamt die Filtration.



Zusammenfassung

Da molekularbiologische Methoden die Organismen unabhéngig vom Lebenszustand
erfassen, spielt die biologische Sammeleffizienz beim Nachweis anhand der
Realtime PCR nur eine untergeordnete Rolle. Vielmehr ist ein moglichst hoher
Erfassungsgrad des Sammelsystems ausschlaggebend. Im Vergleich war in dieser
Arbeit die physikalische Sammeleffizienz fir die Filtration durchschnittlich 40% héher
als beim Impingement. Dies wird vor allem auf eine Vorabscheidung von Partikeln im

Einlasssystem des AGI-30 Impingers zurickgefihrt.

Die Etablierung eines spezifischen Nachweissystems auf Basis der Realtime PCR
zur schnellen Quantifizierung von Mikroorganismen aus Bioerosolen am Beispiel
einer infektiosen (Salmonella sp.) sowie einer allergie-auslésenden Bakterien-Gruppe
(Thermoactinomyces sp.) wurde entwickelt. Verluste waren vor allem methodisch
durch die DNA-Extraktion bedingt. Die GroRenordnung der Wiederfindung variierte in
Abhéngigkeit vom eingesetzten Verfahren und der eingesetzten Zellzahl zwischen
23,3% und 58,2%. Hemmeffekte durch Matrixmaterial auf die Realtime PCR traten
nicht auf, konnten jedoch nicht grundlegend ausgeschlossen werden. Ein
sekundares Ziel war eine mogliche Standardisierung zur Gefahrdungsbeurteilung von

Arbeitsplatzen basierend auf den validierten Nachweissystemen.
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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Aerosole und Bioaerosole

Aerosole sind definiert als Gemische fester und/oder flissiger Schwebeteile und
einem Gas [1]. Demnach ist auch die Luft ein Aerosol, zusammengesetzt aus den
unterschiedlichsten Komponenten, die uns als Rauch, Dampf, Nebel oder Staub
umgibt. Diese Komponenten variieren in ihrer Zusammensetzung stark; einzelne
Molekile, Mineralstaub, Gase, anorganische Partikel und auch biologische
Bestandteile sind in je nach Standort, Jahreszeit, Klima und z.B. anthropogenen
Aktivitaten unterschiedlichen Anteilen zu finden. Im Zusammenspiel der einzelnen
Bestandteile kann es, vor allem im Zusammenhang mit Wassertropfchen zu
Reaktionen untereinander kommen (chemische Reaktionen wie sie z. B. dem sauren
Regen zugrunde liegen). Aerosole sind durch diese Variabilitdit und Reaktivitat
insgesamt sehr dynamische Systeme.

Da die Luft ein den Menschen umgebendes und lebensnotwendiges Medium ist, hat
ihre Zusammensetzung auf ihn und seine Gesundheit unmittelbar Einfluss. Aerosole
werden von Menschen eingeatmet und gelangen so in den Atemtrakt. Bei
Erkrankungen/Allergien des Menschen im Zusammenhang mit Iluftgetragenen
Partikeln ist neben der Art und Konzentration der Luft-Inhaltsstoffe vor allem die
PartikelgroRe von Bedeutung, da diese die Depositionstiefe innerhalb des
menschlichen Atemtrakts bestimmt [2, 3]. Partikel im Durchmesser kleiner als 10 pm
konnen bis in die Bronchien vordringen, sind also lungengangig. Partikel zwischen
0,1 und 1 pm sind bis in die empfindlichen Alveolen inhalierbar [4, 5] (Tabelle 1). Bei
kugelformigen Partikeln hangt die Deposition vor allem vom Durchmesser ab, bei
faserformigen ist deren L&ange entscheidender (z. B. Pilze oder fadenférmige
Bakterien wie Aktinomyzeten). Um verschiedene Partikel vergleichbar zu machen,
wird der sog. ,aerodynamische Durchmesser* dag herangezogen. Dieser ist definiert
als der Durchmesser einer Kugel mit der normierten Dichte von 1 g cm?, welche die
gleiche Sinkgeschwindigkeit hat wie der zugehdrige Partikel [4].
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Tabelle 1 Depositionstiefe von Partikeln im menschlichen Atemtrakt in Abhangigkeit vom
Durchmesser der Partikel [2, 4].

Depositionstiefe Partikeldurchmesser [um]  Partikelgro Be*

Nasen-Rachenraum 5-10 PM,"
Luftréhre 25-5 g\ 5T
Bronch?en 1-25 PMas
Bronchiolen 0,1-1

Alveolen <0,1 uUp“

PM: Particulate Matter, UP: Ultrafine Particles nach 2008/50/EG [6]

Zusammengefasst bestimmen vier Faktoren das Gefahrdungspotential eines

luftgetragenen Partikels fur den Menschen:

» Der Partikeltyp und seine damit einhergehenden biologischen Effekte
» Die Konzentration des Partikels innerhalb der Atemzone

» Die GroRRe des Partikels (aerodynamischer Durchmesser) innerhalb der
Atemzone

» Die Dauer der Exposition

Der Begriff ,Bio“-Aerosole bezieht sich auf luftgetragene Teilchen biologischer
Herkunft (DIN EN 13098 [7]). Entsprechend werden Bioaerosole als alle im Luftraum
befindlichen Ansammlungen von Partikeln bezeichnet, denen Pilze (Sporen,
Konidien, Hyphenbruchstiicke), Bakterien, Viren und/oder Pollen, sowie deren
Zellwandwandbestandteile und Stoffwechselprodukte (z. B. Endotoxine, Mykotoxine)
bzw. diese beinhalten oder bilden. Auch Bestandteile von Insekten oder deren
Stoffwechselprodukte sind in dieser Definition mit eingeschlossen [8]. Aus diesem
Grund werden Bioaerosole oft auch als ,,organic dust* bezeichnet.

Diese biologischen Partikel variieren in ihrem Durchmesser. So kénnen Viren einen
Durchmesser von unter 10 nm haben, wahrend Pollen oder Pilzsporen bis zu 100 pm
aufweisen konnen (siehe auch Abbildung 1). Die meisten Bakterien haben einen
Durchmesser von 1 um und kénnen daher bis in die Alveolen (siehe Tabelle 1) des
menschlichen Atemtraktes inhaliert werden und so einen negativen Einfluss auf die

Gesundheit des Menschen in Form von Allergien oder Infektionen austben.



Einleitung

Kohlenstaub

Tabal%(rauch

Partikel aus
erbrennungsgasen

Pollien

102

Durchrnesser [um]

Abbildung1  Darstellung der durchschnittichen  Partikeldurchmesser [um] fur  Partikel
unterschiedlicher Aerosole.

Das (langere) Uberleben in der Luft ist fiir Bakterien meist schwierig, bedingt durch
die schnelle Dehydratation wahrend der Aerosolbildung, da die Wasserverfugbarkeit
ausschlaggebend fir das Uberleben von Mikroorganismen ist (relative
Luftfeuchtigkeit bzw. A,-Wert). Hohe Temperaturen und eine geringe Luftfeuchtigkeit
beschleunigen diese Austrocknung und mindern so die Uberlebensrate
luftgetragener Mikroorganismen [9]. DNA-Schadigende UV-Strahlung durch
Sonnenlicht ist ebenfalls ein erheblicher Stressfaktor fir Mikroorganismen und
beeinflusst damit die Uberlebensfahigkeit von Bakterien. Trotzdem sind viele
Bakterien in der Lage in Abhangigkeit von ihrer individuellen Tenazitat, zumindest
zeitweise, luftgetragen zu Uberleben [10]. Eine widerstandsfahige Zellwand, wie bei
Gram-positiven Organismen und/oder die Fahigkeit zu Sporenbildung oder
Pigmentierung bieten einen Selektionsvorteil zum Uberleben [11]. Viele Organismen
kommen an (Wassern)trépfchen oder partikelgebunden in der Luft vor [12, 13] und
sind so z. T. physikalisch geschutzt vor der UV-Einstrahlung des Sonnenlichts und
verfiigen gleichzeitig Uber Nahrstoffe und/oder Wasser. Fir Escherichia coli zeigten
HANDLEY und WEBSTER][14], dass die Uberlebensrate fiir Agglomerate von
Zellen erheblich hoher ist, als bei einzeln dispergierten Zellen. COCKELL et al. [15]
zeigten, dass eine 500 pum dicke Staubschicht ausreicht, um die UV-Licht Exposition

dermassen zu verringern, dass keine Inaktivierung von Bacillus subtilis Sporen durch
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UV-Licht mehr zu detektieren war. Auch MANCINELLI und KLOVSTAD [16] zeigten
fur eine Staubschicht von 1 mm Dicke, dass sie die Inaktivierung von Bacillus subtilis
Sporen bei einer Strahlungsintensitat von 12 kJ sogar vollstandig verhinderte.
Generell kommt der atmospharischen Transmission eine entscheidende Rolle bei der
Verteilung von Bakterien zu. Die Transmission von Mikroorganismen uber z. T. sehr
weite Strecken ist mittlerweile mehrfach durch Studien belegt worden. So wurden
Mikroorganismen z. B. mit Sahara-Staub Uber den Atlantik in die Karibik transportiert
und waren dort immer noch lebensfahig [17]. Die Transmission von Pathogenen kann
entscheidenden Einfluss auf Okosysteme [18-20], die menschliche Gesundheit [21,
22] oder auch die landwirtschaftliche Produktion haben [13]. So spielen neben der
Geruchsbelastigung die Immissionen von Mikroorganismen und die Angst vor
Erkrankungen der Anlieger immer wieder eine Rolle bei der Zulassung von
Industrieanlagen, landwirtschaftlichen Tierstallen oder Biogasanlagen.

Wie in jedem mikrobiellen Lebensraum kénnen sowohl die Konzentration als auch
die Artenzusammensetzung in Abhéangigkeit von Zeit und Raum schwanken. So
zeigten verschiedene Studien, dass sich die relative Abundanz von Bakterien und
Pilzen in Luftproben verschiedener Standorte unterscheiden [23-25]. Aber auch in
Proben, die an einem Standort gewonnen wurden, schwankte die
Artenzusammensetzung signifikant innerhalb eines Jahres, Monats oder sogar Tages
[24, 26, 27]. FIERER et al. [28] stellten wéahrend ihrer Untersuchungen fest, dass in
Proben aus unterschiedlichen Standorten &hnlichere Spezies zu finden waren, als in
Proben des gleichen Standorts zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Diese
Schwankungen kénnen auf den Einfluss der lokalen oder regionalen
meteorologischen Bedingungen (Wind, Luftfeuchte, Sonneneinstrahlung, Mikroklima
[27, 29, 30]), des Untergrunds (Vegetation, Boden, Bebauung) oder auch der
menschlichen oder industriellen Tatigkeit zurlick gefuhrt werden.

Diese Ergebnisse zeigen die Schwierigkeit ,typische* Vertreter luftgetragener
Bakterien zu benennen, die vorherrschen und dadurch potentiell als sog. ,Leitkeime*
analysiert werden konnten, wie es bei der Analytik von Trinkwasserproben
gebrauchlich ist [31]. Am héaufigsten werden Spezies der Gattungen Staphylococcus,
Bacillus oder der Gruppe der Aktinomyceten in Luftproben ,normaler* (sowohl
urbaner als auch ruraler) AufRen-Umgebungsluft [25, 32, 33] nachgewiesen.
Daneben konnten aber auch immer wieder Vertreter gefunden werden, die per se als

nicht sehr resistent gegentber den in der Luft vorherrschenden Umweltbedingungen
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gelten, wie z. B. Gram-negative Organismen. DI GEORGIOet al. [34] finden diese
Gruppe in 60% der Luftproben der Stadt Marseille und ZUCKER et al. [35] in
Luftproben verschiedener Tierstdlle (beide kultivierungsbasiert). Eine besondere
Problematik geht mit den Gram-negativen Organismen durch die in deren &uf3erer
Zellmembran enthaltenen Lipopolysaccaride (LPS) einher, den Endotoxinen. Diese
wirken in Abhangigkeit vom Einwirkungsort und der Starke der Exposition im
Menschen. Typisch sind plétzlich auftretendes hohes Fieber, Stérungen der
Blutgerinnung bis hin zu einem anaphylaktischen Schock [36]. An Arbeitsplatzen
kommt es meist zur Exposition mit Endotoxinen tber die Atemwege und kann beim
Menschen zu Husten, Beeintrachtigungen der Lungenfunktion und grippeéhnlichen
Symptomen fihren [37]. Arbeitsmedizinisch ist fiur einige Arbeitsplatze der
Zusammenhang zwischen Endotoxinbelastung und der Entwicklung von
berufsbedingten Erkrankungen der Lunge erwiesen. So wurde wurden
Lungenveranderungen durch Endotoxine z. B. bei Baumwollarbeitern, bei

Schweinemastern und bei Hihnerfangern beobachtet [38-40].

Neben der Zahl der vorkommenden Taxa ist auch ihre raumliche Verteilung, ihre
Konzentration innerhalb des Mediums Luft stark variabel. Im Allgemeinen sind tber
den offenen Ozeanen die geringsten, Uber Landflachen etwas hohere, und in den
urbanen und landwirtschaftlich genutzten Regionen die héchsten Konzentrationen zu
finden [41, 42]. Diese betragen im Mittel 1 bis 10° KBE m™ Luft [20, 41] und werden
als sog. Hintergrundkonzentration bezeichnet. Im Vergleich dazu kénnen weitaus
hoéhere Konzentrationen luftgetragener Mikroorganismen, darunter auch Organismen
mit infektiocsem oder allergenem Potential, in der Industrie oder dem verarbeitenden
Gewerbe gefunden werden. Arbeitsplatze mit bekannt hoher Exposition (= 10° KBE
m™ Luft) der dort tatigen Arbeitnehmer sind hauptsachlich in der Metallverarbeitung
[43], der Lebensmittelproduktion und der Millaufbereitung zu finden (z. B.

Kompostierungsanlagen [44-47], Mullsortierung [48, 49], Klaranlagen [50, 51]).

1.2. Bioaerosole in der Landwirtschaft — medizinische Re levanz

luftgetragener Mikroorganismen

Weltweit stehen die meisten Menschen mit der landwirtschaftlichen Produktion in
Verbindung (2008: 38% der Weltbevolkerung, Quelle: FAOSTAT). In den
Industrielandern betragt der Anteil der in der Landwirtschaft arbeitenden Menschen
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unter 2% und sinkt weiter mit der voranschreitenden technologischen Entwicklung
[52]. Diese Entwicklungen haben zum Grof3teil Erleichterung der Arbeit und eine
Minderung der gesundheitlichen Risiken gebracht. Durch die Intensivierung der
Tierhaltung und den Ubergang zur intensiven Massen-Stallhaltung von Tieren
Anfang der 1960er Jahre stieg jedoch die Gesundheitsgefahrdung der Arbeitnehmer
vor allem durch Gase, Staube und Bioaerosole an. Neben der Haltung grol3er Zahlen
an Tieren in geschlossenen Gebauden fand die Arbeitsteilung Eingang in die
Landwirtschaft. Wo friiher viele Personen unterschiedliche Arbeiten verrichteten, sind
heute wenige Personen spezialisiert auf Tatigkeiten und sind so oft Uber ihre
gesamte Arbeitsschicht in einem Stallgebaude. Typische Arbeiten sind dabei
Herstellung des Futters, Fitterung der Tiere, Reinigung der Stalle (Teile des Stalles
regelmanig oder der komplette Stall nach einem Zyklus, inklusive Desinfektion);
allesamt korreliert mit der Entstehung von Aerosolen und Bioaerosolen. Neben der
eigentlichen Produktion gehort auch die Schlachtung, mittlerweile stark industrialisiert
und arbeitsgeteilt, zu den landwirtschaftlichen Arbeitsgebieten, die mit einer hohen

Exposition der Arbeitnehmer durch luftgetragene Organismen einhergeht [53-59].

In der Luft landwirtschaftlicher Tierstélle werden, wie an industriellen Arbeitsplatzen
auch (s. o0.), im Allgemeinen hohe Konzentrationen luftgetragener Mikroorganismen
gefunden [60-64]. RADON et al. [65] fanden in einer umfangreichen Studie in
Bioaerosolen verschiedener Tierstalle bis zu 10® KBE bzw. bis zu 10'° Zellen m™
Luft. Untersuchungen zur Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft in der
Luft unterschiedlicher, landwirtschaftlicher Tierstalle zeigten ein variables Bild. So
wurden Zusammenhange der Konzentration luftgetragener Bakterien mit der jeweils

eingestallten Tierart gefunden [63].
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Abbildung 2 Bioaerosole in landwirtschaftlichen Tierstallen. A) Staubaufwirbelung durch
Ventilatoren zur Stallklimatisierung. B) Aufwirbelung von Staub durch die Kratz- und
Gefiederschiittelaktivitaten der Tiere. C) Ablagerung von Staub auf dem Inventar des Stalles (Trénke).
D) Aktive Aerosolbildung durch Benebelung eines Masthdhnchenstalles zur Befeuchtung und
Desinfektion durch &therische Ole in einem Masthahnchenstall.

Viele kultivierungsabhangige Studien fanden in der Luft landwirtschaftlicher Tierstélle
hauptsachlich Vertreter der Gattungen Streptococcus und Staphylococcus [33, 66-
70], die jedoch nicht weiter spezifiziert wurden. Die genaue Zuordnung zu Gattungen
ist dabei durch kultivierungsbasierte Untersuchungen nicht immer eindeutig
durchzufihren. Andere Studie zeigen, dass die Luft in Tierstdllen durchaus eine
interessante und hohe Artendiversitat beinhalten kann. MARTIN et al. [71] isolierten
aus Bioaerosolen eines Mastentenstalles mehrere Stamme, die verschiedenen
neuen Spezies, z. B. Leucobacter aerolatus [72], oder Gattungen, z. B.
Paenochrobactrum gallinarii [73], zugeordnet werden konnten. Dartber hinaus
wurden Organismen gefunden, die nach TRBA 466 [74] der Risikogruppe 2*
zugeordnet sind. So z. B. Cellulosimicrobium funkei, Corynebacterium falsenii,
Corynebacterium xerosis, Mycobacterium arupense und Staphylococcus epidermidis.

Auch andere Studien zeigten, dass Bioaerosole haufig Vertreter von Gattungen oder

! Organismen der Risikogruppe 2 nach BiostoffV: Biologische Arbeitsstoffe, die eine Krankheit beim
Menschen hervorrufen kénnen und eine Gefahr fir Beschéftigte darstellen kdnnen; eine Verbreitung
des Stoffes in der Bevdlkerung ist unwahrscheinlich; eine wirksame Vorbeugung oder Behandlung ist
normalerweise moglich.
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Spezies beinhalten, die ein Gefahrdungspotential fir die Tiere, vor allem aber fur die
Menschen, die in diesen Stéllen arbeiten, aufweisen. So wurden in anderen Studien
u. a. Listeria monocytogenes [55], Pantoea agglomerans [75-77], Salmonella
Typhimurium [78-81], Aspergillus flavus und Aspergillus fumigatus [82] in
Bioaerosolen verschiedener Tierstélle gefunden.

Eine weitere wichtige Gruppe von Organismen, die assoziiert mit landwirtschaftlichen
Bioaerosolen ist, sind Vertreter der Actinobacteria (auch: Aktinomyzeten?). Die
Actinobacteria bilden eines der artenreichsten Phyla unter den Bakterien (aktuell
etwa 300 Gattungen) und sind sowohl morphologisch als auch genetisch eine sehr
heterogene Gruppe. Zu lhnen gehdren einige Organismen, die zu Infektionen (z. B.
Nocardiose [83, 84]) oder allergischen Reaktionen des Atemtraktes des Menschen
fuhren. Die Exogen Allergische Alveolitis (EAA) auch ,Hypersensitivitatspneumonitis*
oder umgangssprachlich ,Farmerlunge® genannt, ist eine Erkrankung des Menschen,
bei der die Lungen-Alveolen betroffen sind. In einer komplexen Immunreaktion des
Typs Il und einer zellularen Immunreaktion des Typs IV entziindet sich das
Lungengewebe, wodurch es zu (akutem) Husten, Atemnot und hohem Fieber kommt.
In Deutschland ist die EAA eine meldepflichtige Arbeitserkrankung. Als Ausldser
kommen verschiedene organische Substanzen der Atemluft in Frage. Dazu zé&hlen
neben Mehlstaub und Chemikalien hauptsachlich Bakterien und
Bakterienbestandteile als Ausloser. Erste Studien belegten schon 1971, dass u. a.
Thermoactinomyces sp. [47, 85, 86] zu den eindeutigen Auslosern einer EAA
gehoren. So zeigte ein Patient der unter Bagassose litt (EAA, ausgeldst durch mit
thermophilen  Aktinomyzeten kontaminierte Zuckerrohrriickstande) eindeutige
Symptome einer EAA nach Einatmen von Extrakten von Thermoactinomyces
sacchari (Syn.: Laceyella sacchari) [86]. Eine ebenso grof3e Rolle als Ausléser von
Lungenerkrankungen in der Landwirtschaft wird dem Organismus Pantoea
agglomerans (Syn. Erwinia agglomerans, Enterobacter agglomerans) zugeschrieben.
Diese Art ist ubiquitdr in der Umwelt zu finden, sehr haufig jedoch auf
Pflanzenoberflachen [87], wodurch Vertreter dieser Spezies durch Heu und Stroh in

landwirtschaftliche Tierstélle gelangen und gerade bei Tatigkeiten, wie z. B. dem

? Actinobacteria (ugs. ,Aktinomyzeten®) sind Gram-positive Bakterien mit hohem GC-Gehalt. Einige
sind filamentds und mehrzellig, viele kdnnen Sporen bilden. Das Phylum der Actinobacteria enthélt
derzeit nur eine einzige gleichnamige Klasse. Oft werden auch Gruppen, die einen niedrigen GC-
Gehalt besitzen, aufgrund ihrer &hnlichen Morphologie und Anspruchsbedingungen, zu den
Aktinomyzeten gezahlt. Aufgrund von 16S rRNA-Gen-Sequenzanalysen (16S rRNA Gen) gehdren sie
jedoch nicht zu diesem Phylum.

8
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Einstreuen der Stalle, in hoher Konzentration in die Umgebungsluft frei gesetzt
werden. P. agglomerans wurde als vorrangiger Ausléser Landwirtschafts-
arbeitsplatzbezogener Lungenerkrankungen identifiziert [88, 89] und wurde folglich in
die Risikogruppe 2 eingeordnet (nach TRBA 466 [74). DUTKIEWICZ et al. [90]
zeigten, dass P. agglomerans Hypersensitivitdtspneumonien im Menschen auslost.
Dies belegen auch MARTIN et al. [91], die fir einen Stamm von P. agglomerans
einen eindeutigen zytotoxischen Effekt auf Lungenzellen beschreiben. Die Reaktion
humaner Lungenzellen wird sehr wahrscheinlich durch ein starkes Endotoxin
hervorgerufen, das von P. agglomerans Zellen produziert wird [88, 92-94]. Eine
singulare Ursache einer akuten EAA ist selten direkt definierbar, da immer auch der

Immunstatus des Betroffenen eine Rolle spielt.

Diese Beispiele zeigen, dass Lungenerkrankungen von in der Landwirtschaft tatigen
Menschen sehr vielfaltig, aber auch sehr weit verbreitet sind. Auch wenn der
individuelle Immunstatus eine sehr grofRe Rolle in der Auspragung der Erkrankung
spielt, gibt es eindeutige Zusammenhange zwischen Expositionsumfang und -art mit
dem Auftreten von Erkrankungen. Bislang gibt es keine Grenzwerte fur
Konzentrationen luftgetragener Mikroorganismen an Arbeitsplatzen in der
Landwirtschaft. Es existieren lediglich Empfehlungen von Héchstgrenzen, die aber
rechtlich nicht verbindlich sind und auch eher auf Erfahrungswerten beruhen. Aus
diesem Grund ist eine genaue und reproduzierbare Quantifizierung und
Identifizierung sowohl von lebenden als auch toten (die ebenfalls ein allergenes

Potential besitzen) luftgetragenen Mikroorganismen fir diese Arbeitsplatze noétig.

1.3. Methoden zur Bestimmung und Quantifizierung luftget ragener

Mikroorganismen

Die Freisetzung von Mikroorganismen in die Luft erfolgt aus z. T. sehr
unterschiedlichen Quellen, ist sowohl zeitlich als auch rdumlich diskontinuierlich und
somit nicht homogen. Messungen von Mikroorganismen-Konzentrationen sind
demzufolge stets Momentaufnahmen des aktuellen Zustandes. Sie sind weiterhin
direkt vom gewéahlten Sammelverfahren und zum Teil auch vom Detektionsverfahren
abhangig. Auch die Abstreuung der Mikroorganismen von der Korperoberflache des
Menschen kann zu diesen Schwankungen beitragen. Unterschiedliche Ergebnisse

an gleichen Messpunkten hangen u. a. mit unterschiedlichen Messstrategien
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zusammen, die jeweils angewendet wurden und deren Ergebnisse oft nicht direkt

vergleichbar sind.

1.3.1. Gesetzeslage und Richtlinien

Bislang gibt es weltweit keine eindeutigen Grenzwerte fir Konzentrationen
biologischer Arbeitsstoffe an Arbeitsplatzen. In Deutschland regelt die Verordnung
Uber Sicherheit und Gesundheitsschutz (Biostoffverordnung — BioStoffV) Tatigkeiten
mit biologischen Arbeitsstoffen, enthalt allerdings ebenfalls kein Grenzwertkonzept.
Es konnen fur Arbeitsplatze nach TRBA 405 sog. ,technische Kontrollwerte* (TKW)
vom Ausschuss fur biologische Arbeitsstoffe (ABAS) festgelegt werden, die fir jeden
Arbeitsplatz einzeln zu bestimmen und abhangig vom jeweiligen Stand der Technik
am Arbeitsplatz sind. Diese Kontrollwerte sind dann einzuhalten und regelméafig zu
Uberprufen. Einige EU Lander haben indirekte Grenzwerte fur biologische
Arbeitsstoffe, indem Grenzwerte flr Toxine, die von einigen Organismen gebildet
werden kdnnen, angegeben werden. In Australien z. B. gibt es derzeit nur einen
Richtwert fiir die einatembare Staubfraktion (,rough dust*) von 10 mg m™ Luft und fiir
die alveolengangige Staubfraktion (,respirable dust”) einen Expositionsrichtwert von
3 mg m™ Luft® [95]. Allerdings gelten diese Werte nicht fiir die Landwirtschaft, fir die
sie wahrscheinlich niedriger sein missten, wenn genauere EXxpositions-
Immunreaktions-Zusammenhange untersucht sind.

Die Festsetzung von Grenzwerten oder zumindest Richtwerten war in der
Vergangenheit immer wieder Diskussionsgegenstand. Die Fahigkeit der
Mikroorganismen sich zu replizieren, das veranderliche Gefahrdungspotential
einzelner Organismen und die hohe Variabilitat der Artenzusammensetzung in
Bioaerosolen macht die Festlegung eines Grenzwertes jedoch schwierig. Dazu
kommt als weitere unbekannte Variable die individuelle Immunreaktion des

Menschen gegentber der Exposition von Mikroorganismen.

Im Rahmen der Gefahrdungsbeurteilung gemafr den Vorgaben der BioStoffV missen
zur Expositionsabschatzung Informationen bezuglich  Art und Menge der
vorkommenden biologischen Arbeitsstoffe ermittelt werden. Momentan giltige
Vorgaben zur Bestimmung der Konzentration luftgetragener Organismen sind in den
VDI RICHTLINIEN BLATT 2 (Filtration) und BLATT 3 (Impingement) [96, 97]

% Kalkuliert als Mittel tiber eine Arbeitschicht von acht Stunden.
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festgelegt. Die standardisierte  Quantifizierung und Identifizierung von
Mikroorganismen beruht dabei derzeit auf kultivierungsabhangigen Verfahren.

1.3.2. Kultivierungsabhangige Methoden

Bisher angewandte Methoden =zur Untersuchung und Quantifizierung von
Mikroorganismen in Bioaerosolen basieren auf klassischen kultivierungsbasierten
Methoden. Hierbei werden unterschiedliche N&hrbéden verwendet, die
Bioaerosolprobe nach der Sammlung ausgespatelt und nach einer entsprechenden
Bebriutungszeit die Kolonien ausgezéhlt. Hierdurch kann eine Quantifizierung der
Mikroorganismen durchgefuhrt werden. Es wird jedoch nur der Anteil der zu den
gewdahlten Bedingungen wachstumsfahigen Mikroorganismen erfasst. Hier spielen
Enzymausstattung, Lebenszustand und Stoffwechselaktivitit der jeweiligen
Organismen eine grof3e Rolle. Eine Identifizierung von Bakterien (im Gegensatz zu
Pilzen) kann aufgrund der Koloniemorphologie nur bedingt bis gar nicht
vorgenommen werden. Selektive Differenzierungsmedien, die eine eindeutige
Identifizierung ermdglichen, sind nur fur wenige Gruppen wirklich verlasslich. So
konnen z. B. Salmonellen recht eindeutig auf dem selektiven und differenzierenden
WSA nachgewiesen werden [98], eine Quantifizierung ist hierbei aber oft nur bedingt
moglich, da gerade fir geringe Konzentrationen oft ein Anreicherungsschritt
vorangestellt werden muss. Im Gegensatz dazu stehen Kulturmedien, die Gruppen
von Bakterien halb-selektiv erfassen, aber keine weitere Identifizierung ermoglichen.
So werden haufig Medien als ,spezifisch* fur z. B. Enterobacteriaceae (z. B.
MacConkey oder Endo-Agar) oder Aktinomyzeten (z. B. G/A Agar oder GYM
Medium) verwendet, die erwiesenermal3en auch anderen Organismen ein Wachstum
ermdoglichen [99]. Viele Studien gehen jedoch davon aus, dass in Abhangigkeit vom
untersuchten Habitat zwischen 1 und 10% der tatsadchlich vorhandenen
Mikroorganismen durch Kultivierung Uberhaupt erfasst werden kénnen [100]. Zur
Kultivierbarkeit speziell von luftgetragenen Organismen gibt es bislang wenige
systematische Untersuchungen. So fanden ALBRECHT et al. [46], dass der Antell
kultivierbarer Mikroorganismen (CASO Medium) erheblich geringer ist, als die parallel
bestimmt Gesamtzellzahl (DAPI-Farbung). Auch ALVAREZ et al. [101] beschrieben
schon 1994, dass ein erheblicher Anteil luftgetragener Organismen durch die
Kultivierung nicht erfassbar ist. Dies kann durch die Kultivierungsbedingungen, die

schwierige/lunmdgliche Kultivierbarkeit der erfassten Art, Konkurrenzvorteile
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einzelner Arten gegenuber anderen (z. B. schnell wachsende gegenuiber langsam
wachsenden Arten) oder durch den physiologischen Zustand der Zellen bedingt sein.
Hier spielen so genannte VBNC (,viable but non-cultivable) Organismen eine
erhebliche Rolle [102, 103].

Hinzu kommen bei der Untersuchung luftgetragener Organismen auch die generelle
Erfassungseffizienz des verwendeten Systems (,Physikalische Sammeleffizienz®
[104, 105]) sowie die Einflisse der Sammlung auf die Organismen (,Biologische
Sammeleffizienz"). Letztere hat wahrscheinlich eine unterschiedliche starke Wirkung
auf jede Bakteriengattung oder sogar -art [106-109]. Insgesamt konnen
kultivierungsabhangige Methoden einen guten Uberblick tber vorkommende
Bakterien-Gruppen geben; einen bedeutend detaillierteren Einblick bieten aber

kultivierungsunabhangige, molekularbiologische Methoden.

1.3.3. Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Methoden werden immer haufiger zur Untersuchung
unterschiedlichster Habitate in der Umwelt eingesetzt [110-113] und finden langsam
auch in der Analytik luftgetragener Mikroorganismen Einzug [69, 114, 115]. Dabei ist
neben der Identifizierung von Organismen, die durch Kkultivierungsabhéngige
Methoden nicht erfasst werden koénnen, auch eine Quantifizierung dieser
Organismen von Interesse. Molekularbiologische Methoden bieten die Mdglichkeit,
beide Punkte in einem Untersuchungsansatz (gleichzeitig) zu analysieren,

zusammen mit einer erheblichen Zeitersparnis bis zur Ergebnisfindung.

Die grundlegende Methode nukleinsaurebasierter Analysesysteme ist die PCR (engl.,
polymerase chain reaction) [116]. Durch die PCR werden bestimmte DNA-Abschnitte
(,targets) mit bekannter Sequenz selektiv vervielfaltigt und kénnen so u.a. zum
Nachweis und zur ldentifizierung von Bakterien eingesetzt werden. Haufig werden
dazu gruppenspezifische Sequenzunterschiede auf dem bakteriellen 16S rRNA Gen
genutzt. Dieses Gen ist hierfir besonders geeignet, da es hoch konservierte
Bereiche, also in allen Bakterien auftretende Bereiche gleicher Sequenz, aber auch
sehr variable Bereiche besitzt, deren Sequenz fir jede Gattung oder sogar Art
variiert. So ist es moglich, durch Auswahl der Primer-Zielsequenz, Mikroorganismen

auf Gattungs- bzw. in einigen Fallen sogar Speziesebene spezifisch nachzuweisen.
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Meist reicht jedoch die reine Bestimmung der Anwesenheit eines Mikroorganismus in
einer Umweltprobe nicht aus. Oft stellt sich die Frage nach Konzentrationen
bestimmter Mikroorganismen in der zu analysierenden Umweltprobe. Diese
Quantifizierung kann durch die Methodik der Realtime PCR vorgenommen werden.
Es gibt mittlerweile unterschiedliche Verfahren der Realtime PCR, die auf der
unspezifischen Bindung von Fluoreszenzfarbstoffen an doppelstrdngige DNA
(dsDNA) basieren oder der spezifischen Bindung an Einzelstrang-DNA (ssDNA)
unterschiedlich aufgebauter Sondensysteme (z.B. TagMan®, Molecular Beacons,
Scorpion Sonden). Im einfachsten Ansatz wird zum Reaktionsansatz neben den
spezifischen Primern ein Fluoreszenzfarbstoff (z. B. Sybr®Green) gegeben, der
unspezifisch an dsDNA bindet, wodurch sich die Fluoreszenzintensitat des
Farbstoffes um etwa das tausendfache erhdoht. Wahrend der Amplifikation bindet der
Farbstoff an das entstandene Produkt. Die Fluoreszenz steigt somit proportional zur
Produktmenge. Da die fluormetrische Messung in Echtzeit wahrend der Reaktion
erfolgt, wird dieses Verfahren als Realtime PCR bezeichnet (Abbildung 3, A).

Die Amplifikationseffizienz (Rate der Zunahme des zu vervielfaltigenden DNA-
Abschnittes pro Zyklus) ist die ausschlaggebende Komponente bei der spateren
Quantifizierung der unbekannten Konzentrationen aus Umweltproben. Zur
Berechnung der Reaktionseffizienz (E) gibt es verschiedene mathematische Modelle
[117, 118]. Die meist verwendete Methode ist die Erstellung einer Standardgeraden
mit DNA bekannter Konzentration des Zielfragments [119]. In Vierfach-Ansatzen
dezimaler Verdinnungen des zu amplifizierenden Ziel-DNA-Fragments kann die
Amplifikationsrate fiir diese Konzentrationen bestimmt werden. Durch Auftragen der
eingesetzten Konzentrationen (logarithmisch) zu den ermittelten Ct-Werten wird die
zugehorige Standardgerade erstellt. Die Effizienz der Reaktion lasst sich im
Anschluss aus der Steigung dieser Standardgeraden berechnen (E=107"5®9U"9) |m
Idealfall ist die Effizienz einer Reaktion gleich zwei (entspricht einer Verdoppelung
pro PCR-Zyklus; Abbildung 3, B).

In der Literatur werden unterschiedliche Verfahren zur Quantifizierung unbekannter
Konzentrationen anhand der Realtime PCR beschrieben. Grundsatzlich wird dabei
zwischen relativer und absoluter Quantifizierung unterschieden. Bei der relativen
Quantifizierung wird die Variation der Expression eines Genes relativ zu einem
Housekeeping Gen, das als Kontrolle mit amplifiziert wird, quantifiziert (in diesem Fall

dient cDNA als template). Hier konnen keine absoluten Zahlen zur Konzentration
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berechnet werden, nur eine Angabe zu Steigerung und Abnahme bzw. zu deren
Grad ist moglich. Diese Ansatze werden haufig fur Expressionsversuche auf mRNA
Basis eingesetzt [120]. Im Gegensatz dazu wird bei der absoluten Quantifizierung die
unbekannte Konzentration der Zielgene mit einem Standard bekannter Konzentration
verglichen und so auch die in einer Probe absolut vorhandene Konzentration
bestimmt (Abbildung 3, B).
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Abbildung3  A) Darstellung des Prinzips der Phasen einer Realtime PCR. B) Darstellung des
Prinzips der Erstellung einer Kalibriergeraden (Abbildungen modifiziert nach A)
VIERSTRAETE [121]B) WILHELM [122]).

Haufig wird zur Quantifizierung von Mikroorganismen in Umweltproben zur Erstellung
der notigen Standardeichgeraden das reine Amplicon des zu detektierenden Gens
verwendet (z. B. [123, 124]). Dies bietet den Vorteil keine storenden DNA Fragmente
im Reaktionsansatz zu haben, zusatzlich kénnen die Primer sehr spezifisch binden.
Voraussetzung fur eine genaue Quantifizierung anhand der Realtime PCR ist eine
gleich hohe Reaktionsseffizienz fur Standard und Umweltprobe, was durch die Mit-
Extraktion von potentiellen Hemmstoffen aus Umweltproben (Huminséuren, Proteine,
Nicht-Ziel-DNA etc.) erschwert werden kann [125-127]. Auch aus Bioaerosolen
konnten solche hemmenden Substanzen mit extrahiert werden [128, 129], da sie aus
sehr komplexen Stauben, die Futtermittel, Einstreu, Fakalbestandteile, Hautpartikel,
Haare, Hautschuppen oder Federn enthalten kdnnen [130], bestehen. Diese kdnnen
zu einer Hemmung der PCR fuhren. Neben den in den Umwelt-Proben enthaltenen

Inhibitoren kann auch DNA anderer Organismen (Nicht-Ziel-DNA) zu einer
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Beeinflussung der spezifischen PCR-Reaktion fihren [131], da auch sie die

Effektivitat der Tag-Polymerase einschranken.

Da molekularbiologische Methoden die DNA als Ausgangsmaterial verwenden,
kommt der DNA Extraktion eine SchlUsselrolle zu. Jegliche Verluste oder eine
selektive Isolation haben einen Einflu® auf die nachfolgende Analyse und kbnnen so
zu Unterschatzungen insgesamt, oder auch zu einer Uberproportionalisierung
einzelner Gruppen fuhren. Da die Zahl der Operons des zu erfassenden Gens
abhangig von der Wachstumsphase pro Zelle stark schwanken kann* [132] oder
auch von Spezies zu Spezies unterschiedlich ist [133] kann es zur Uberschéatzung
der tatsdchlichen Konzentration kommen. Da die DNA unabhéngig vom
.Lebenszustand“ der Organismen erfasst wird, kann es jedoch gleichzeitig auch zu
Uberschatzungen der Konzentration kommen, wenn DNA zwar vorliegt, aber aus
abgestorbenen Zellen stammt. Gerade in der Analytik luftgetragener
Mikroorganismen sind jedoch auch die abgestorbenen Organismen von Interesse, da
sie oft zwar kein infektioses aber z. B. durch die Bildung von Endotoxinen ein starkes
allergenes Potential besitzen [37]. Im Zusammenhang mit der Problematik der viable
but non-cultivable-Organismen [102, 103] haben molekularbiologische Methoden den
Vorteil, dass sie, im Gegensatz zu kultivierungsabhangigen Methoden, auch diese
Organismen erfassen. In natdrlichen, gemischten Bakterien-Populationen ist es
generell schwierig, den Lebenszustand der einzelnen Organismen zu bestimmen.
Auch die Kultivierung ist hier nur begrenzt einsetzbar, da subletal geschadigte Zellen
oft nicht erfasst werden [102, 103, 134]. Dazu kommt die generelle Selektivitat der
Kultivierung durch die verwendeten Kultivierungsbedingungen. Mittlerweile sind
Methoden zur Untersuchung des Lebenszustandes von Zellen in Umweltproben, wie
z. B. Lebend-Tot Farbungen durch Fluoreszenzfarbstoffe [135] oder auch Realtime
PCR Ansatze [136], verfugbar, die ohne noétige Kultivierung zwischen lebenden und
toten Organismen unterscheiden kénnen. Deren Kombination mit
molekularbiologischen Quantifizierungs- und Identifizierungsmethoden bieten so

einen erheblich detaillierteren Einblick in die uns umgebende mikrobielle Umwelt.

* Fiir Stamme voischerichia coli werden in der stationdren Phase im Durchschnitt18S rRNA Operons
gefunden, wahrend bis zu n=36 Operons in der exgimtien Phase beobachtet wurden [132].
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1.4. Ziele dieser Arbeit

Im Rahmen der Gefahrdungsbeurteilung gemal den Vorgaben der BioStoffV missen
zur Expositionsabschatzung Informationen bezuglich Art und Menge der
vorkommenden biologischen Arbeitsstoffe ermittelt werden. Eine standardisierte
Quantifizierung und Identifizierung von Mikroorganismen beruht derzeit auf
kultivierungsabhangigen Verfahren [137]. Zur Bestimmung der Anzahl der KBE an
der Anzahl Gesamtbakterien und Gesamtschimmelpilzen als Parameter der
Gesamtexposition, werden haufig Nahrmedien verwendet, die vielen, jedoch nicht
allen Mikroorganismen das Wachstum ermoéglichen, und die nach langerer
Bebrutungsdauer (24 Sunden bis 7 Tage, je nach Zielorganismus) ausgewertet
werden mussen. Diese kultivierungsabhangige Vorgehenweise ist material- und
zeitintensiv. Der Informationsgehalt der Ergebnisse (Gesamt-KBE pro m3 Luft) ist
jedoch haufig unzureichend, da durch die Wahl der Kultivierungsbedingungen
(Temperatur, Medium, Zeit etc.) jeweils nur die Organismen erfasst werden, die unter
den jeweiligen Bedingungen vermehrungsfahig sind. Molekularbiologische
Methoden, die bereits erfolgreich zur Beantwortung vieler wissenschatftlicher
Fragestellungen eingesetzt wurden, kdnnten hier detailliertere Informationen liefern.
In dieser Arbeit sollte deshalb die Realtime PCR zur Detektion von Mikroorganismen
als eine alternative bzw. geeignete Methode zum quantitativen Nachweis eines
infektiosen und eines allergie-auslésenden Organismus in Bioaerosolen aus
Tierstallen erprobt werden. Eine mdgliche Standardisierung spielte hierbei eine

besondere Rolle.

Um ein auf die Messaufgabe angepasstes Methodenprotokoll zu entwickeln, wurden
zusatzliche Faktoren, die die Quantifizierung mittels der Realtime PCR-Methode
beeinflussen kdnnen, untersucht. Hierzu wurden umfassend sowohl Hemmeffekte
auf die Realtime PCR, als auch das Auftreten methodisch bedingter Verluste und
deren GrolRenordnung durch die Aufarbeitung untersucht. Durch Kenntnis und
Einbeziehen dieser Verlustquellen kann eine Expositionsabschatzung auch durch die
Realtime PCR durchgefuhrt werden.
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2. MATERIAL & METHODEN

2.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders im Text genannt, von folgenden Firmen
bezogen:
o Fermentas, St. Leon Rot
Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz
Invitrogen, Leek, Niederlande
Merck KG, Darmstadt
Riedel De Haen, Seelze
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

o O O O O o o

Sigma Aldrich, Steinheim

Fur Nahrmedien und Losungen wurde vollentsalztes Wasser, das zusatzlich durch
eine Reinstwasseranlage (Purelab Plus, Elga Labwater) Uber lonenaustausch
entsalzt wurde, verwendet. Dieses wird im Folgenden als ,Reinstwasser” bezeichnet.
Fur nukleinsdurebasierte Analysen wurde DNase und RNase freies Wasser
(Invitrogen, Niederlande) verwendet, das im Folgenden als ,PCR-Wasser*
bezeichnet wird.

Als Verfestigungsmittel fur feste Nahrmedienplatten wurde ausschlief3lich Bacto™
Agar (Difco™ Laboratories, USA) verwendet. Dieser ist hoch aufgereinigt,

Fremdstoffe und Salze sind auf ein Minimum reduziert.

2.2. Verwendete Nahrmedien zur Kultivierung der in d ieser Arbeit

verwendeten Stdmme sowie Medien zur Bestimmung der K BE bei

Probenahmen

Nutrient Agar

Zusammensetzung pro Liter (Oxoid Ltd., UK) nach Herstellerangaben:

Fleischextrakt ,Lab Lemco* 1,0 g
Hefeextrakt 2,0 g
Pepton 5,0 g
Natriumchlorid 5,0 g
Agar-Agar 15,0 g
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28 g des fertigen Pulvers wurden in 1 Liter Reinstwasser geldst und anschliel3end bei
121 T far 15 Minuten autoklaviert.

Aktinomyzeten-Isolations-Medium  (AIM)

Zusammensetzung pro Liter nach Herstellerangaben (Difco, USA):

Natriumcaseinat 2,0 g
Asparagin 0,1 g
Natriumpropionat 4,0 g
Di-Kaliumhydrogenphosphat 0,5 g
Magnesiumsulfat 7-Hydrat 0,1 g
Eisen(Il)-Sulfat 0,001 ¢
Agar-Agar 15,0 g

22 g des fertigen Pulvers wurden in 1 Liter Reinstwasser geldst und bei 121 C fur 15

Minuten autoklaviert.

Corynebacterium Selektivmedium (DSMZ Medium 53)

Zusammensetzung pro Liter:

Caseinpepton, tryptisch verdaut 10,0 g
Hefeextrakt 5,0 g
Glukose 5,0 g
Natriumchlorid 5,0 g

Die Zutaten wurden in 1 Liter Reinstwasser gelost und anschliel3end bei 121 T fir
15 Minuten autoklaviert. Zur Herstellung von Festndhrmedien wurden zusatzlich

15,0 g Agar-Agar vor dem Autoklavieren hinzu gegeben.

MacConkey Medium (MCC)

Zusammensetzung pro Liter nach Herstellerangaben (Merck KG, BRD):

Pepton aus Casein 17,0 g
Pepton aus Fleisch 3,0 g
Natriumchlorid 5,0 g
Lactose 10,0 g
Gallesalzmischung 15 g
Neutralrot 003 g
Kristallviolett 0,001 ¢
Agar-Agar 13,5 g

50 g des fertigen Pulvers wurden in 1 Liter Reinstwasser gelost und bei 121 <C fur 15

Minuten autoklaviert.
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Trypton Soja Medium (TS)

Zusammensetzung pro Liter nach Herstellerangaben (Becton Dickinson, USA):

Casein, pankreatisch abgebaut 17,0 g
Sojamehl, enzymatisch abgebaut 3,0 g
Glukose 2,5 g
Natriumchlorid 5,0 g
Di-Kaliumhydrogenphosphat 2,5 g

30 g des fertigen Pulvers wurden in 1 Liter Reinstwasser geldst und anschlie3end bei
121 € fur 15 Minuten autoklaviert. Zur Herstellung von Festndahrmedien wurden

zusatzlich 15,0 g Agar vor dem Autoklavieren hinzu gegeben.

R2A Bouillon

Zusammensetzung pro Liter nach Herstellerangaben (LabM Ltd., UK):
Hefeextrakt 0,5 g
Fleischpepton 0,5 g
Casaminosauren 0,5 g
Glukose 0,5 g
Starke 0,5 g
Di-Kaliumhydrogenphosphat 0,3 g
Magnesiumsulfat 7-Hydrat 005 g
Natriumpyruvat 0,3 g

3 g des fertigen Pulvers wurden in 1 Liter Reinstwasser gelost und anschlief3end bei
121 <T fur 15 Minuten autoklaviert.

R2A Agar

Zusammensetzung pro Liter nach Herstellerangaben (Oxoid Ltd., UK):
Hefeextrakt 0,5 g
Proteosepepton 0,5 g
Caseinhydrolysat 0,5 g
Glukose 0,5 g
Starke, 16slich 0,5 g
Di-Kaliumhydrogenphosphat 0,3 g
Magnesiumsulfat 7-Hydrat 0,024 ¢
Natriumpyruvat 0,3 g
Agar-Agar 15,0 g

18,1 g des fertigen Pulvers wurden in 1 Liter Reinstwasser geldst und anschlieend
bei 121 T fur 15 Minuten autoklaviert.
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Wismut Sulfit Agar (WSA)

Zusammensetzung pro Liter nach Herstellerangaben (Difco, USA):

Fleischextrakt
Pepton

Glukose
Di-Natriumphosphat
Eisen(ll)-Sulfat
Wismut Sulfit
Brilliantgriin
Agar-Agar

5,0
10,0
5,0
4,0
0,3
8,0
0,025
20,0

g
g
g
g
g
g
g
g

52 g des fertigen Pulvers wurden in 1 Liter Reinstwasser geldst und unter Ruhren

aufgekocht, bis alle Inhaltsstoffe gelost waren. Nach dem Abkuhlen wurden

Nahrmedienplatten gegossen und innerhalb von 48 Stunden verbraucht.

CYC-Medium (DSMZ Medium 550)
Zusammensetzung pro Liter:

Czapek Dox Agar (Merck, BRD)
Hefeextrakt

Casaminosauren (Difco, USA)
Tryptophan

48,0
2,0
6,1
0,02

[(eN(oN(eoNl(e]

Die Zutaten wurden in 1 Liter Reinstwasser gelost und anschlie3end bei 121 T fir

15 Minuten autoklaviert.

Chapman Medium

Zusammensetzung pro Liter nach Herstellerangaben (Oxoid Ltd., UK):

Hefeextrakt

Trypton

Laktose

Mannitol

Natriumchlorid
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Gelatine

Agar-Agar

Casein Soja Pepton Medium (CASO, Merck 105158)

2,5
10,0
2,0
10,0
75,0
5,0
30,0
15,0

QOO

Zusammensetzung pro Liter nach Herstellerangaben (Merck KG, BRD):

Pepton aus Casein
Pepton aus Sojamehl
Natriumchlorid
Agar-Agar

15,0
5,0
5,0

15,0

g
g
g
g
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40 g des fertigen Pulvers wurden in 1 Liter Reinstwasser gelost und anschliel3end bei
121 < fur 20 Minuten sterilisiert.

NBRC Medium 802

Zusammensetzung pro Liter nach Herstellerangaben (Wako pure Chemical, Japan):

Polypepton 10,0 g
Hefeextrakt 2,0 g
Magnesiumsulfat 7-Hydrat 1,0 g

13 g des fertigen Pulvers wurden in 1 Liter Reinstwasser geldst und anschliel3end bei
121 < fur 15 Minuten autoklaviert. Zur Herstellung von Festndhrmedien wurden

zusatzlich 15,0 g Agar-Agar vor dem Autoklavieren hinzu gegeben.

Trypton Soja Hefeextrakt Medium (DSMZ M92)

Zusammensetzung pro Liter:

Trypton Soja Bouillon (Becton Dickinson, USA) 30,0 g
Hefeextrakt 30 g
Agar-Agar 150 g

Die Zutaten wurden in 1 Liter Reinstwasser gelost und anschliel3end bei 121 T fir

15 Minuten autoklaviert.

De Man-Rogosa-Sharpe Medium (MRS, DSMZ Medium 11)

Zusammensetzung pro Liter:

Caseinpepton, tryptisch verdaut 10,0 g
Fleischextrakt 10,0 g
Hefeextrakt 5,0 g
Glukose 20,0 g
Tween80 1,0 g
Di-Kaliumhydrogenphosphat 2,0 g
Natriumacetat 5,0 g
Di-Ammoniumhydrogencitrat 2,0 g
Magnesiumsulfat 7-Hydrat 0,2 g
Mangan(ll)-sulfat Monohydrat 005 g

Die Zutaten wurden in 1 Liter Reinstwasser geldst und bei 121 € fur 15 Minuten
autoklaviert. Fur Festnahrmedien wurden zusatzlich 15,0 g Agar-Agar vor dem

Autoklavieren hinzu gegeben.
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GYM Streptomyces Medium (DSMZ Medium 65)

Zusammensetzung pro Liter:

Glukose 4,0 g
Hefeextrakt 4,0 g
Malzextrakt 10,0 g
Kalziumkarbonat 2,0 g
Agar-Agar 12,0 g

Alle Zutaten bis auf den Agar wurden in 1 Liter Reinstwasser geldst, der pH Wert auf
7,2 eingestellt und erst dann der Agar hinzugefligt. Anschlie3end wurde der Ansatz
bei 121 T fur 15 Minuten autoklaviert. Zur Herstel lung von Flissigmedien wurde
unter Auslassen des Agar-Agars und des Kalziumkarbonats genauso verfahren.

2.3. Gesamtzellzahlbestimmung auf Polycarbonatfilte rn anhand der
DAPI-Farbung ( PORTER und FEIG [138])

2.3.1. Fixierung von Zellen durch Paraformaldehyd (PFA)

Die Fixierung von Zellen wird durch eine irreversible Vernetzung der Zellproteine
durch das Paraformaldehyd (PFA) erreicht. Dadurch bleibt die Zellstruktur auch bei
langerer Lagerung erhalten.

Die Zellen aus den Proben wurden pelletiert (Heraeus, Deutschland) und nach
AbgieRen des Uberstandes in 200 pl 1x PBS aufgenommen. Dazu wurde das
dreifache Volumen (600 pl) der PFA-L6sung gegeben, kurz gemischt und fur
mindestens 30 Minuten bei 4 T gelagert. Danach wur den die Zellen erneut pelletiert
und 2x mit 200 pl 1x PBS gewaschen. Abschlieend wurden in Abhangigkeit von der
erwarteten Zelldichte 100-300 pl 1x PBS und das gleiche Volumen eiskaltes Ethanol
[abs.] dazu gegeben und gemischt. Die Probe wurde ab jetzt bei -20 C gelagert.

1x PBS (Phosphate-buffered Saline)

NaH,PO, 138 g

NaCl 759 ¢
Mit sterilfiltriertem Reinstwasser auf 1 | auffillen
PFA-LOsung

Paraformaldehyd 2,0 g

in 30 ml sterilfiltriertes Reinstwasser geben. 2 Tropfen 1 N NaOH zugeben und bei
75 C auf dem Ruhrer l6sen bis die Losung Klar ist.
3xPBS 16,6 mi
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Den pH-Wert mit 1N HCI auf 7,2 einstellen. Die Losung sterilfiltrieren und auf Eis
lagern (maximal 48 h).

2.3.2. Durchfiihrung der Féarbung
Um alle vorhandenen Zellen zu visualisieren, wurde mit dem Fluoreszenz-Farbstoff
4" ,6-Diamino-2-phenyl-indol-dihydrochlorid (DAPI) gefarbt. DAPI bindet besonders an
AT-reiche Regionen der DNA. DNA-enthaltende Zellen erscheinen daher nach dieser

Farbung unter dem Fluoreszenz-Mikroskop blau (Emission 461 nm), wahrend
mineralische Partikel gelb erscheinen und beide gut unterschieden werden kdénnen
[138].

Ein Aliquot (Volumen in Abhangigkeit von der zu erwartenden Zellzahl, um eine
Uber- bzw. Unterbelegung zu vermeiden) des fixierten Extraktes wurde in ein 2 ml
Reaktionsgefald gegeben, wenn nétig mit steril filtriertem Reinstwasser auf 100 ul
aufgefullt und 50 pl der DAPI-Arbeitslosung [1 pg/ml] zupipettiert. Nach kurzem
Vortexen (Heidolph, Schwabach) wurde das Gemisch 15-20 Minuten dunkel bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran wurde in das Reaktionsgefa3 1 ml
steriles Reinstwasser gegeben und erneut gemischt (Heidolph, Schwabach). Jetzt
wurde auf einen Filter (Whatman Kent, Nucleopore®; Porendurchmesser 0,2 pm), der
in einer Filtereinheit (bestehend aus Vakuum-Saugflasche, Fritte, Filter und
Filteraufsatz, Schleicher und Schiill, Dassel) eingespannt war, 1 ml sterilfiltriertes
Reinstwasser vorgelegt. AnschlieRen wurde der gefarbte Zellextrakt quantitativ auf
den Filter tbertragen und durch das Anlegen eines Vakuums (Vakuumpumpe KNF
Neuberger, Freiburg-Munzingen, FT18) abgesaugt. Hiernach wurde nochmals das
Reaktionsgefal? mit 1 ml sterilem Reinstwasser beftillt. Mit diesem Wasser wurde der
Rand des Filteraufsatzes vorsichtig abgespult, um noch potentiell dort vorhandene
Zellen mit auf den Filter abzuspulen. Nun wurde die Flissigkeit nochmals abgesaugt.
Die so belegten Filter wurden auf Glasobjekttragern (IDL Nidderau, 76 x 26 mm,
Mattrand) in Citifluor (Citifluor Ltd., UK) eingebettet und mikroskopisch (Zeiss Jena,
Fluoreszenzmikroskop Axiophot2) ausgewertet. Dazu wurden die Zellen von 20
Feldern mit je 100 Gitterfeldern (10 x 10) pro Gesichtsfeld bei 1000-facher
VergrofRerung gezahlt.
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2.4. Vergleich der physikalischen Sammeleffizienz von Filtration und

Impingement bei Bioaerosolsammlungen an unterschied lichen Arbeitsplatzen

Zur Ermittlung des Unterschiedes der physikalischen Sammeleffizienz wurde die
anhand der DAPI-Farbung (siehe 2.3.) ermittelte GZZ m™ fiir beide Sammelsysteme
im Verlauf der Probennahmen in den Puten- und dem Masthahnchenstall
herangezogen. Dabei wurden die Konzentrationen einem Signifikanztest (t-test,
0=99,9%) unterzogen und eine Korrelationsanalyse angewendet (Excel, Microsoft
Corp., USA).

2.5. Untersuchung der Sammelresistenz  fur Referenzst &mme

bakterieller Gattungen durch die Lebend-Tot Farbung

Da der Einfluss der Sammelmethode auf jede Mikroorganismenart unterschiedlich ist,
muss dieser Faktor beim quantitativen Nachweis beachtet werden. Um deshalb die
Starke des Einflusses auf Zellen zu untersuchen (biologische Sammeleffizienz),
wurde die Uberlebensrate fiir verschiedene Bakterienarten bei Durchfiihrung
verschiedener Luftsammelmethoden (Impingement und Filtration) untersucht. Dazu
wurde neben  der  Kultivierung auf  spezifischen Nahrbéden  die
kultivierungsunabhéngige  Fluoreszenzfarbemethode der Lebend-Tot-Farbung
(Live/Dead Baclight™, Invitrogen Corp., USA) angewendet. Diese erlaubt eine
gleichzeitige Differenzierung in ,lebende” und ,tote* Zellen (siehe 2.5.2.1).

2.5.1. Eingesetzte Referenzstamme

Um die Anwendbarkeit der Lebend-Tot-Farbung zu testen und eventuelle
Unterschiede in der Farbbarkeit unterschiedlicher Spezies zu untersuchen, wurden
insgesamt 16 Stamme unterschiedlicher Gattungen in die Versuche einbezogen
(Tabelle 2).
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Tabelle 2 Zur Untersuchung des Einflusses der Bioaerosolsammlung auf die Lebensfahigkeit

(Live/Dead BacLight™ Kit, Invitrogen Corp., USA) von Bakterienzellen verwendeten Stamme.

Nr. Bakterienstamm Stamm Nr. Sammelmethodik

1 Alcaligenes faecalis DSM 30300 n.d.*

2 Bacillus subtilis DSM 10" Impingement, Filtration

3 Comamonas testosteroni DSM 20244 Impingement

4 Corynebacterium glutamicum DSM 203007  Impingement

5 Enterobacter cowanii ENB 186" n.d.*

6 Escherichia coli DSM 30083"  Ipingement, Filtration

7 Lactobacillus paracasei DSM 56227 Impingement

8  Micrococcus luteus DSM 20030  Filtration

9 Micrococcus roseus DSM 20447" Impingement

10  Mycobacterium aurum NC 10437" Filtration

11  Pseudomonas putida DSM 291 Impingement

12  Rhodococcus erythropolis DSM 43066 Impingement

13  Rhodotorula mucilaginosa DSM 70403"  Filtration

14 Salm_onella enterica Sl.Jbs' , CIP60.62" Impingement, Filtration
enterica serovar Typhimurium

15 Sphingomonas terrae IFO 15098 Impingement

16  Staphylococcus aureus DSM 20231 Impingement

* keine Auswertung der Praparate maoglich.

2.5.2. Untersuchung der Eignung der Lebend-Tot-Farbung flr

unterschiedliche Stamme

Die Anwendbarkeit wurde an allen 16 Bakterienstdimmen getestet (Tabelle 2). Dazu
wurden einerseits die GZZ im Vergleich zur DAPI-Farbung und andererseits die

Wiederfindung definierter Verhaltnisse lebender und toter Zellen untersucht.

2.5.2.1. Prinzip der Lebend-Tot-Farbung
Die Lebend-Tot-Farbung wurde mit dem Live/Dead Baclight™ Bacterial Viabilty Kit

(Invitrogen) durchgefuhrt. Die Fluoreszenzfarbstoffe des Lebend-Tot-Farbekits
binden an die DNA der Zellen. Hierbei handelt es sich um eine Zellfarbung mit zwei
Fluoreszenzfarbstoffen zur Differenzierung von ,lebenden” und ,toten* Zellen in
einem Ansatz. Die Differenzierung ist auf die beiden Farbstoffe, SYTO9 und
Propidiumiodid, zurlickzufiihren, welche sich in ihren Spektraleigenschaften und der
Fahigkeit in Bakterienzellen einzudringen, unterscheiden. Der griin fluoreszierende
Farbstoff SYTO9 bindet an DNA von sowohl lebenden als auch toten Zellen, da er
sowohl intakte als auch geschadigte Zellmembranen passieren kann. Dagegen ist
der rot fluoreszierende Farbstoff Propidiumiodid ausschliel3lich dazu in der Lage,
geschadigte Zellmembranen zu passieren [135]. In Kombination der beiden

Farbstoffe unterdriickt der rote Farbstoff die Fluoreszenz des grinen Farbstoffes,
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wodurch eine Differenzierung in lebende und tote Zellen bei Anregung mit der
entsprechenden Wellenlange vorgenommen werden kann (Abbildung 4). Das
Anregungsoptimum der Farbstoffe liegt bei einer Wellenlange von 480 nm (SYTQO9)
bzw. 490 nm (Propidiumiodid), wodurch Licht einer Wellenlange von 500 nm
(SYTO9) bzw. 635 nm (Propidiumiodid) emittiert wird.

Abbildung 4 Bild eines mikroskopischen
Gesichtsfeldes von mit dem Live/Dead BacLight™
Bacterial Viability Kit for microscopy and quantitative
assays (L7012) (Molecular Probes, Inc., USA)
gefarbten Salmonella CIP60.62" Zellen. Die roten
Zellen sind tot, wahrend die grinen Zellen leben
(Axiophot, Zeiss, Jena, 1000fache Vergrof3erung, Cy3-
Filter).

2.5.2.2. Uberpriifung der Prazision zur Differenzieru ng durch die
Lebend-Tot-Farbung

Um die Anwendbarkeit des Féarbekits an Zellen o. g. genannter Stamme (Tabelle 2)
zu bestatigen, wurde die Prazision der Differenzierung in lebende und tote Zellen
Uberpruft. Dazu wurde die vom Hersteller empfohlene Vorgehensweise [135]
angewendet.

Eine Flussigkultur jeden Stammes wurde bis zur stationdren Phase angezogen und
die Zellen aus 30 ml der Kultur pelletiert (Heraeus, Osterode, Megafuge 1.0R,
3.345 g, 20 Minuten). Die Zellen wurden in 2 ml sterilfiltrierter NaCl 0,9% [w/v]
resuspendiert und davon jeweils 1 ml in 20 ml sterilfiltrierter NaCl 0,9% [w/v]
(slebend”) und in 20 ml sterilfiltriertes Isopropanol 70% [v/v] (,tot“) verbracht. Die
Zellldsungen wurden jetzt 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dabei alle
15 Minuten gemischt. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, indem sie
zunachst abzentrifugiert (Heraeus, Osterode, Megafuge 1.0R, 3.345 g, 20 Minuten),
der Uberstand verworfen und anschlieRend in 20 ml sterilfiltrierter NaCl 0,9% [w/v]
resuspendiert wurden. Dieses Vorgehen wurde einmal wiederholt, die Zellpellets
beim zweiten Waschschritt aber in 10 ml sterilfiltrierter 0,9%iger [w/v] NaCl
aufgenommen. Anschlie3end wurde je ein Aliquot der lebenden bzw. toten Zellen in

einem Gesamtvolumen von 10 pl in verschiedenen prozentualen Anteilen gemischt.
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Die Zellldsungen wurden auf 100 pl mit sterilfiltrierter NaCl 0,9% [w/v] aufgefillt und
mit je 1,5 pl der beiden Farbstoffe (je 1:10 mit sterilfiltrierter NaCl 0,9% [w/v]
verdiunnt) gemischt und 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliel3end wurde das Gemisch Uber eine Filtrationseinheit (Schleicher und Schdll,
Dassel) auf schwarze PC-Filter (Nucleopore® Polycarbonate O 25 mm, Whatman Int.
Ltd., UK) gesaugt und im Dunkeln kurz trocknen gelassen. Direkt im Anschluss
wurden die Filter mit dem im Kit enthaltenen Mounting Oil auf Objekttrager
eingebettet, mit einem Deckglas versehen und zeitnah mikroskopisch ausgewertet.

2.5.3. Versuche zur Sammelresistenz: Impingement

In vorbereitete sterilisierte AGI-30 Impingerflaschen (Ace Glass Inc., Vineland USA)
wurden 30 ml sterilfiltrierte und autoklavierte 0,9% [w/v] NaCl gegeben und so bei
4 steril bis zur Sammlung aufbewahrt. Kurz vor der Sammlung wurde 1 ml aus
einer in der stationaren Phase befindlichen Flissigkultur 0. g. Spezies enthommen
und in den so vorbereiteten Impinger gegeben. Zur Gesamtzellzahlbestimmung zu
Beginn des Versuchs durch die DAPI-Farbung (siehe 2.3.) wurden steril 2,0 ml aus
der Impingerflissigkeit entnommen und PFA-fixiert (siehe 2.3.1) bzw. direkt zur
Farbung eingesetzt (alle restlichen Stamme). Zusatzlich wurden 500 pl enthommen,
um den Anteil kultivierbarer Zellen zu bestimmen. Hierfir wurde eine
Verdunnungsreihe von 4 dezimalen Verdinnungsstufen & 4,5 ml ebenfalls 0,9%iger
[w/v] NaCl angelegt. 100 ul der Verdunnungsstufen 102 bis 10* wurden
anschlieRend in 2 Parallelen auf die entsprechenden Medien (Tabelle 10) ausplattiert
und aerob bebritet. Die Anzahl der KBE wurden nach Bebritung durch Auszéhlung
der entstandenen Kolonien ermittelt.

Um den Einfluss der Sammlung auf die Zellen im Impinger zu bestimmen, wurde
unter einer zuvor durch UV-Strahlung sterilisierten Sicherheitswerkbank (HeraSafe,
Heraeus, Osterode) 30 Minuten Luft bei einem Volumenstrom von 12,7 | min*
(GSA50-1, GSM GmbH, Neuss-Norf) gesammelt. Alle 5 Minuten wahrend der
Sammlung wurden, wie oben beschrieben, aus der Sammelfllissigkeit 2,0 ml zur
Gesamtzellzahlbestimmung (siehe 2.3) und 500 ul zur KBE-Bestimmung (siehe
2.8.1.1) entnommen. Pro Beaufschlagungszeit wurden jeweils 3 parallele
Sammlungen durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde jeweils ein Impinger, mit dem
Unterschied, dass keine Luft gesammelt wurde, bei Raumtemperatur fur die

entsprechende Sammelzeit stehen gelassen und dieser ebenso aufgearbeitet.
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25.4. Versuche zur Sammelresistenz: Filtration

Als weitere Methode zur Sammlung von Bioaerosolen wird die Filtration auf
verschiedenen Filtermaterialien, wie z. B. Gelatine, Cellulose-Acetat oder
Polycarbonat (PC) angewendet. In den hier beschriebenen Versuchen wurde der PC-
Filter verwendet, wobei die Filter zuvor mit einer definierten Zellzahl belegt wurden.
Dadurch sollte der Stress durch die Sammlung auf die Zellen ermittelt werden.

Eine Flussigkultur des zu untersuchenden Stammes wurde bis zur stationaren Phase
bei den in Tabelle 10 angegebenen Bedingungen kultiviert. Zur Ermittlung der
GzZ ml™* und der Anteile lebender und toter Zellen vor der Luftsammlung wurden der
Kultur jeweils 0,5 ml (GZZ) sowie 0,1 ml fiir die Lebend/Tot-Farbung entnommen und
in sterile ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Die Zellen zur GZZ-Bestimmung wurden PFA-
fixiert und bis zur Zahlung bei -20° aufbewahrt. Fi r die Lebend/Tot-Farbung wurde 1
ul mit 99 ul sterilfiltrierter NaCl 0,9%ig [w/v] versetzt und je 1,5 pl (1:10 mit
sterilfiltrierter NaCl 0,9% [w/v] verdunnt) 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Die Lésung wurde auf PC-Filter Uberfiihrt und ein Teil der Filter sofort in
dem vom Hersteller mitgelieferten Mounting-Oil eingebettet und ab hier bis zur
Auszahlung dunkel gelagert.

Aus der Kultur wurden jeweils mit einer elektronischen Mehrkanalpipette 120 pl
entnommen und auf einen vorbereiteten PC-Filter in Tropfen & 5 pl gegeben. Die
Filter wurden zuvor unter sterilen Bedingungen in die entsprechenden sterilen
Filterhalter des MD8 (Sartorius, Géttingen) eingespannt. Die so beaufschlagten Filter
wurden mit einer sterilen Petrischale verschlossen und an einem vorbereiteten
Filterhalter befestigt. Der Filterhalter wurde in der Sicherheitswerkbank an einem
Stativ befestigt und Uber einen Schlauch an eine aul3erhalb stehende Pumpe (ZA
2000, Umweltanalytik Holbach, Wadern) angeschlossen. Der Durchfluss wurde
anhand einer Gasuhr (Remus4 G1.6, Schlumberger) gemessen. Die
Sicherheitswerkbank wurde vor den Sammlungen mit einer UV-Lampe 60 Minuten
sterilisiert. Nach Befestigen des vorbereiteten Filters an den Filterhalter wurde sofort
mit der Sammlung begonnen. Dazu wurde jeweils 10 bzw. 20 Minuten bei einer
Leistung von durchschnittlich 37,3 | min™ gesammelt (in jeweils 3 Parallelen).

Nach der Sammlung wurde der Filter zeitnah aufgearbeitet. Dazu wurde der Filter in
einen sterilen Stomacherbeutel (Seward Ltd., UK, Model80 Bags, 101x152 mm) mit
einer vorher abgeflammten Pinzette tUberfihrt, mit 10 ml sterilfiltrierter 0,9%iger NaCl

[w/iv] abgespiilt und 1 Minute auf Stufe ,normal* im Stomacher (Stomacher® 80
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Biomaster, Seward Ltd.) die Zellen vom Filter gelost. Anschliel3end wurden je 0,5 und
0,1 ml in ein steriles Reaktionsgefal3 zur Bestimmung der GZZ und Lebend-Tot-
Farbung tberfuhrt.

Aus den so entnommenen Proben wurde nach Farbung der Zellen die
mikroskopische Auszahlung zur Bestimmung der Anteile der lebenden und toten
Zellen jeweils vor und nach der Sammlung, vorgenommen. Dazu wurden je 5 Felder
pro Filter ausgezahlt und die so ermittelte Zahl auf Zellen Filter* analog zu 2.3.2

umgerechnet.

2.6. Proben
Eine Ubersicht tiber alle Probennahmen und die Anzahl der dort genommenen
Proben ist in Tabelle 3 dargestellt. Alle Probennahmen wurden in derselben Art und
Weise vorbereitet und durchgefuhrt (siehe 2.8 ff). Lediglich die Anzahl der

genommenen Proben variierte.

Tabelle 3 Ubersicht (iber alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Probennahmen. Angegeben sind
die Nummer der Probennahme mit Datum, eingestallte Tierart und Anzahl der genommenen Proben in
Abhangigkeit von der Sammelmethode. Bei jeder Probennahme wurden zusatzlich je
Sammelmethode eine Blindprobe im Stall und ein Laborblindprobe mitgefuhrt. Zusétzlich wurden bei
Probenahme 1-5 im Aullenbereich des Stalles Proben genommen (,AuRen“), um die
Hintergrundkonzentration zu bestimmen. Bei Probennahme 3, 4 und 5 wurden zwei Stélle parallel
beprobt, wobei ,Stall 2“ der mittig liegende Stall des Stallkomplexes war (Abbildung 5, C).

Nr. Datum Tierart Impinger (n) Filtration (n) Sammlung
1 09/2006 Legehennen 1 -- Stationar
Stall1=4 Stall1=4 .
2 06.03.2007 Mastputen +1 AuRen +1 AuRen Stationar
Stall1=3 Stall1=3
3 27.03.2007 Mastputen Stall 2 =3 Stall 2 =3 Stationar
+ 1 AulRen + 1 AulRen
Stall1=2 Stall1 =2
4 11.04.2007 Mastputen Stall2 =2 Stall2 =2 Stationar
+ 1 Aul3en + 1 Aul3en
N Stall1=4 Stall1=4 o
5 26.06.2007 Masthahnchen Stall 2 = 3 Stall 2 = 3 Stationar
09 bis 11/2007 . Insgesamt Personen-
6 (12 Termine) Mastenten B n=82 getragen

*Beprobung verschiedener Arbeitstatigkeiten im Stall (Eier-Sammeln, Schlupf, Eierwésche, Stall
Einstreuen, Tier Umtrieb, Stallkarchern, Tierimpfung, Verladung) und im Schlachthof (Hanger,
Stecher). Details siehe Tabelle 4.
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2.6.1. Probenahme 1: Legehennen (LUA NRW)
Die Proben wurden in der 38. Kalenderwoche 2006 vom Landesumweltamt

Nordrhein-Westfalen (LUA NRW) in einer Legehennenanlage in Dulmen
(Volierenhaltung mit Auslauf) im Innenraum der Anlage genommen. Zur Sammlung
wurden spezielle LANUV-Impinger’ mit einem Kapillardurchmesser von 2,1 mm
eingesetzt. Die Sammelflussigkeit bestand aus 0,9 % NaCl ohne weitere Zusatze,
das Sammelvolumen betrug vor dem Autoklavieren der Impinger 32 ml. Nach 30-
minitiger Probennahme bei einem Durchfluss von 16,5 | min™ wurden insgesamt
497 | Luft gesammelt. Die beaufschlagte Flissigkeit einer Probe wurde unter sterilen
Bedingungen in ein steriles, dicht schlieRendes Probennahmerdhrchen (Nalge Nunc
International, Rochester USA) Uubertragen und gekihlt per Post nach Giessen

verschickt, wo sie am folgenden Tag weiter bearbeitet wurde.

2.6.2. Probenahmen 2 - 4: Putenmast

Der Putenstall liegt in Hessen und gehort zu einem Komplex von insgesamt drei
konventionell gefihrten Putenmaststallen (Abbildung 5, A). Insgesamt werden auf
dem Betrieb 7000 Puten aus eigener Nachzucht in 16 (Hennen) bzw. 18 (Hahne)
Wochen bis zur Schlachtreife gemastet, im Betrieb geschlachtet und vermarktet. Die
Tiere werden dabei im Mastverlauf auf die drei Stélle aufgeteilt, so dass jeder Stall
zum Ende der Mast ca. 2.500 Tiere beinhaltet. Die Stalle sind nach dem
Offenstallprinzip gebaut wobei das Stallklima mittels Auf3enjalousien je nach
Temperatur und Klima automatisch geregelt wird. Im Sommer kénnen zusatzlich zwei
Ventilatoren zur Kihlung der Stallluft eingesetzt werden (Abbildung 5, B). Futter und
Wasser werden den Tieren ad libitum automatisch zur Verfigung gestellt. Die Tiere
stehen auf Stroheinstreu, die wochentlich neu Uberstreut wird. Ein Austausch der
Einstreu erfolgt erst am Ende der Mast, nach Ausstallung der Tiere und Desinfektion

des Stalles.

5 . . . .
Vom Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrheinwestfalen konzipierter Glas-Impinger auf Basis des

AGI30 Impingers. Der Impinger verfugt tber einen Kapillardurchmesser von 2,1 mm, eine bauchige Flasche und angesetzte
Schliffe.
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Abbildung5  Probennahme Putenmast. A) Putenstall 2, AufRenansicht, B) Putenstall 2,
Innenansicht C) Schematischer Stallaufbau mit Platzierung der Futterungsanlagen.

Zusatzlich wurde im Aul3enbereich des Stalles in ca. 40 m Entfernung bei gleichem
Vorgehen eine weitere Probe zur Bestimmung der Hintergrundbelastung der

Aul3enluft genommen, Insgesamt wurden 4 Probenahmen durchgefihrt.

2.6.3. Probenahme 5: Masthahnchen

Die beiden baugleichen hier beprobten Hahnchenmaststélle lagen in der Nahe von
Osnabrick. Der Betrieb stellt seine Stalle der Firma LH Agrartechnik zu
Versuchszwecken unter realen Bedingungen zur Verfiigung. In einem Stall (,Stall 1%)
ist ein ,Aerocleaner” installiert, der andere Stall dient als Referenz (,Stall 2“). Der
LAerocleaner* verspriht im Abstand von 15 min. eine Emulsion aus Wasser und
bakteriziden, atherischen Olen (Abbildung 6, B), welche die mikrobielle Konzentration
und die Staubbelastung verringern soll. In beiden Stallen wurden je ca. 26.000 Tiere
in Bodenhaltung in 30-32 Tagen bis zur Schlachtreife gemastet. Die Stalle werden
konventionell gefuhrt. Fltterung, Lichtregime, Luftung (Zwangsentliftung) und Klima

werden in den komplett geschlossenen, hallenartigen Stéllen vollautomatisch
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geregelt. Die Tiere stehen auf Sagespaneinstreu, die den ganzen Mastdurchgang
nicht gewechselt oder Ubergestreut wird.

Abbildung 6 Probenahme Masthahnchen Innenansicht Stall 1. A) ohne Betrieb des ,Aerocleaners®,
B) bei Betrieb des ,Aerocleaners*.

2.7. Probenahme 6: Mastentenstall, Verladung und Schla  chtung

Als weiterer Gefligelstall wurde eine Mastentenanlage mit angeschlossenem
Schlachtbetrieb in  Ostdeutschland beprobt. Dazu wurden umfangreiche
Bioaerosolsammlungen bei der Verladung von Entenkiken, im Stall, den
umliegenden Raumen bei verschiedenen Tatigkeiten und der Schlachtung der Tiere
an verschiedenen Arbeitstagen durchgefuhrt (siehe Tabelle 4). Zur Luftsammlung
wurden personengetragene Filtrations-Gerate (PGP/GSP-3.5, BIA, Deutschland) in
Kombination mit den Pumpen SG-10 (GSA, Deutschland) verwendet. Dieses
Sammelsystem sammelt die inhalierbare Staubfraktion (PMp) auf Polycarbonat Filter
(0,8 um PorengroRe, O 3,7 cm, Whatman) wie in EN481 definiert [4] bei einer

Sammelrate von 3,5 | min* wahrend einer Arbeitsschicht.

2.8. Durchfiihrung der Bioaerosolsammlungen

Im Folgenden ist die Durchfiihrung der Probennahmen mittels Impingement und
Filtration dargestellt. Die Vorbereitung und Durchfuhrung war dabei fur alle
Probennahmen gleich und unterschied sich nur in der Anzahl der genommenen
Proben. Dabei wurden sowohl die Sammlung als auch die kultivierungsabhéngige
Aufarbeitung in Anlehnung an die derzeit geltenden Richtlinien der VDI [8, 96, 97,
139] durchgefuhrt.
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2.8.1. Impingementsammlungen

Beim Impingement wird ein definiertes Luftvolumen durch eine Flissigkeit gesaugt, in
der sich die im Aerosol enthaltenen Mikroorganismen und Partikel aufgrund ihrer
Tragheit abscheiden und so im Sammelmedium anreichern [140]. Diese Losung kann
im weiteren Schritt direkt zur Analyse mittels Kultivierung oder molekularbiologischer
Methoden verwendet werden.

Die Impingerflaschen AGI30 (Ace Glass Inc., Vineland USA) wurden an allen
Offnungen mit Alufolie verschlossen und bei 180 T fir funf Stunden sterilisiert.
AnschlieRend wurden 32 ml sterilfiltrierte und autoklavierte NaCl 0,9% (w/v) unter
sterilen Bedingungen in die Impingerflaschen gegeben. Zur Errechnung des
Sammelverlustes wurden die Flaschen vor und nach dem Befillen gewogen und so
vorbereitet bis zur Sammlung bei 4 T aufbewabhrt.

Die praparierten Impinger wurden gekihlt und kippsicher zum Probenahmeort
transportiert und erst zur jeweiligen Probennahme gedffnet. Dazu wurde das
entsprechende Impingersammelgefal in einer Héhe von 1,50 m an einem Stativ
angebracht und die Pumpe (MP 2-39, Umweltanalytik Holbach) angeschlossen. Zur
Sammlung wurde die Alufolie von der Offnung entfernt und ein Unterdruck von 400
mbar fiir 30 Minuten angelegt, der einem Volumenstrom von 12,4 | min™ entspricht.
Das gesammelte Luftvolumen wurde zusétzlich mit Hilfe einer Gasuhr (Remus4,
GSA, Deutschland und Gallus2000, Actaris, Deutschland) gemessen und
dokumentiert. Nach der Sammlung wurde das Sammelgefald wieder steril mit Alufolie
verschlossen und gekuhlt bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert. Zur Bestimmung
des Einflusses der Probennahme und der Behandlung der Sammelgefalie wahrend
der Probennahme, wurde ein Gefal3 im Stall wie die Proben behandelt, ohne jedoch
die Sammelfltissigkeit zu beaufschlagen (,Blindprobe®). AuRerdem wurde ein Gefal3
(,Laborblindprobe®) mitgefiihrt, das nicht gedffnet und beaufschlagt wurde. Beide
wurden im Folgenden genauso wie die Proben aufgearbeitet.

2.8.1.1. Aufarbeitung der Impingementproben

Zur Aufarbeitung wurden je 500 pl der Proben nach vorheriger guter Durchmischung
entnommen und eine dekadische Verdinnungsreihe in 4,5 ml autoklavierter
physiologischer Kochsalzlésung bis zur Stufe 10°® vorgenommen. Firr die Blindwerte
wurde keine Verdinnung vorgenommen. Von den so erstellten Verdinnungsstufen

10 bis 10® wurden zur Bestimmung der KBE jeweils 100 pl in drei Parallelen auf
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CASO-Medium gegeben, ausgespatelt und bei 37 T bebri tet. Die Anzahl an KBE
wurde nach vier Tagen fur das CASO-Medium bestimmt.

Weiterhin wurden je 15 ml der Flussigkeit zur PFA-Fixierung und anschlie3enden
DAPI-Farbung (siehe 2.3) sowie zur DNA-Extraktion (siehe 2.9.2.1) verwendet. Die
Zellen wurden dazu durch Zentrifugieren des gesamten Volumens in je 2 ml Aliquots
bei 14.810 x g fur 10 Minuten pellettiert. Die so erhaltenen Zellpellets wurden PFA-
fixiert (2.3.1) bzw. bis zur Durchfihrung der DNA-Extraktion (2.9.2.1) bei -20 €

eingefroren.

2.8.2. Filtrationssammlungen (stationar)

Vorbereitend wurden die einzelnen Filterhalter zu einem Filterturm zusammengesetzt
und bei 180 T flur sechs Stunden sterilisiert. Anschliel3end wurden die abgekihlten
Filterhalter unter sterilen Bedingungen mit PC-Filtern (0 76 mm, 0,8 pm
Porendurchmesser, Millipore, Isopore™ membrane filters) beladen. Dazu wurden die
Filter mit der glanzenden Seite nach oben mit einer zuvor abgeflammten Pinzette auf
den Haltern platziert und die Halter wieder zusammen gesteckt. Die Filtertirme
wurden in Plastiktiten verpackt gelagert und erst direkt vor der Sammlung
entnommen.

Zur Sammlung wurde jeweils ein bestickter Filterhalter aus dem Turm entnommen
und an die Haltevorrichtung in einer Héhe von 1,50 m mit nach unten zeigender
Offnung angebracht. Nach Anschluss der Pumpe (MP 2-39, Umweltanalytik Holbach)
wurde zur Sammlung ein Unterdruck von 200 mbar fur 20 Minuten angelegt. Dies
entspricht einem Luftdurchsatz von 27,2 | min™. Das gesammelte Luftvolumen wurde
mit Hilfe eine Gasuhr (Remus4, GSA, Deutschland und Gallus2000, Actaris,
Deutschland) erfasst und dokumentiert. Anschlielend wurde der beaufschlagte Filter
in den Filterturm zurick verbracht, wobei die beprobten Filter ab jetzt gekuhlt und
kippsicher mit der beaufschlagten Seite nach oben aufbewahrt wurden. Zur
Bestimmung des Einflusses der Probennahme wurde jeweils pro Stall eine
Blindwertprobe mitgefuhrt sowie eine Laborblindprobe (siehe 2.8.1) erfasst und beide

analog den beaufschlagten Proben aufgearbeitet.

2.8.3. Filtrationssammlungen (personen-getragen)

Die Vorbereitung der Filterhalter wurde analog zu 2.8.2 durchgefihrt. Die Proben

wurden anhand personen-getragener Filtrations-Luftsammelsysteme (PGP/GSP,
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BIA, Deutschland, Pumpe SG-10, GSA, Deutschland, 3,5 | min™) erfasst. Dieses
System erfasst die inhalierbare Fraktion der Luft auf Polycarbonatfilter (O 3,5 cm, 0,8
um Porendurchmesser, Whatman, Kent, UK) wie in DIN EN481[4] beschrieben.

Die Sammelsysteme wurden an der Schulter der Probanden befestigt. Die
Beaufschlagungszeit der Filter betrug die Zeit der gesamten Arbeitsschicht (6-8
Stunden). Zur Bestimmung der Hintergrundkonzentration wurde im Auf3enbereich
analog der personen-getragenen Sammlung durch die Probanden zusétzlich eine
Sammlung an einem Stativ durchgefihrt (,LUV"). Insgesamt wurden auf diese Weise
an 12 Tagen 75 Proben gesammelt (Tabelle 4). Des Weiteren wurde bei jeder
Sammlung eine Blindprobe mitgefiihrt, die ohne Beaufschlagung, aber sonst analog
den beaufschlagten Proben behandelt und aufgearbeitet wurde, um ggf.
Kontaminationen durch die Aufarbeitung zu erkennen.

Die Sammlung der Proben wurde durch die Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und
Arbeitssicherheit (Berlin) durchgefuhrt. Die beaufschlagten Filter wurden kippsicher
verpackt und sofort per Expressdienst nach Giessen versendet. Aufarbeitung und
Analytik fanden am Institut fir Angewandte Mkrobiologie statt.

Tabelle 4 Ubersicht Uber die Bioaerosol-Proben des Mastentenstalls und zugehdriger
Arbeitsbereiche. Angegeben sind das Datum der Sammlung, die Probenbezeichnung, die Tatigkeit
des Probanden sowie das Sammelvolumen in m°. Gesammelt wurde mittels personen-getragener
Filtration Uber eine gesamte Arbeitsschicht des Probanden.

Nr. Datum gcra\ozk()a?ghnung Ort*  Tatigkeit E/n?l]u men
1 25.09.2007 070925-2/2 B Eiersammlung 1,228
2 070925-4/4 B Eiersammlung 1,106
3 070925-5/5 B Eiersammlung 1,344
4 070925-6/6 B Eiersammlung 1,291
5 070925-7/7 B Eiersammlung 0,745
6 070925-3/9 B Eiersammlung 0,157
7 070925-8/8 B LUV 1,428
8 26.09.2007 070926-2/11 B Schwarzbereich 1,662
9 070926-4/13 B Eiersammlung 0,994
10 070926-6/14 B Eier fahren Stall, Begasung 1,326
11 070926-3/15 B Eiersammlung, Vitamingabe 1,505
12 070926-1/16 B Eiersammlung 1,246
13 070926-5/17 B Eiersammlung 1,428
14 070926-8/18 B LUV 1,344
15 27.09.2007 070927-5/23 B Nester-Wasche 0,871
16 070927-7/25 B Nester-Wasche 0,311
17 070927-4/22 B Schlupf 1,277
18 070927-2/26 B Schlupf 0,906
19 070927-3/27 B Schlupf 1,529

35



Material & Methoden

20 070927-1/28 B Schlupf 1,256
21 070927-8/29 B Eiersammlung 1,578
22 09.10.2007 071009-1/1 H Verwaltung, Biro 1,547
23 071009-2/2 B Eiersammlung 1,613
24 071009-3/3 B Eiersammlung 1,547
25 071009-4/4 B Schwarzbereich 1,585
26 071009-55 B Eier fahren Stall, Begasung 1,512
27 071009-7/7 H Fahrer (Werkstatt) 1,144
28 10.10.2007 071010-3/11 H Fahrer (Werkstatt) 1,347
29 071010-5/12 -- LUV 1,575
30 071010-10/14 B Einstreuen; Stroh blasen 1,134
31 071010-9/15 B Einstreuen 1,148
32 071010-4/16 H Fahrer (Kraftfahrer) 1,067
33 071010-8/17 B Elterntiere Einstreuen 1,239
34 071010-2/28 H Verwaltung, Blro 1,554
35 071010-1/29 H Fahrer 1,610
36 11.10.2007 071011-2/21 B Schlupf 1,575
37 071011-3/22 B Schlupf 1,585
38 071011-4/23 B Schlupf 1,571
39 071011-1/25 B Schlupf 0,857
40 071011-5/24 B Eierwasche weil} 1,585
41 071011-7/26 -- LUV 1,372
42 23.10.2007 071023-4/1 M Einstreuen, Umtrieb 1,610
43 071023-5/3 M Einstreuen, Umtrieb 1,617
44 071023-1/4 M Stallvorbereitung 1,725
45 071023-3/5 B Aufzucht Kiken 1,704
46 071023-2/6 B Eiersammlung, Einstreuen 1,613
47 071023-7/7  -- LUV 1,298
48 24.10.2007 071024-1/12 M Abluftreinigung 1,603
49 071024-6/14 M Stallarbeiten 1,190
50 071024-5/17 M Stallarbeiten 1,281
51 071024-3/15 H Getreidelager 0,959
52 071023-4/13 S Entfedern 1,298
53 25.10.2007 071025-3/21 S Héanger 0,927
54 071025-6/23 S Hanger 0,437
55 071025-1/25 S Hanger 1,127
56 071025-2/26 S Hanger 1,057
57 071025-4/24 S Hanger - Stecher 0,966
58 071025-5/22 S Hanger - Stecher 0,959
59 071025-7/27 -- LUV 0,801
60 29.10.2007 071029-1/3 B Elterntiere impfen 1,057
61 071029-2/5 B Elterntiere impfen 1,085
62 071029-5/4 S Werkstatt 1,039
63 071029-4/8 S Werkstatt 0,994
64 071029-3/9 S Werkstatt 1,088
65 071029-6/10 -- LUV 1,095
66 30.10.2007 071030-4/1 S Veterinarbegehung 1,767
67 071030-1/13 S Veterinarbegehung 1,876
68 071030-2/14 S S 1,627
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69 071030-3/15 S Werkstatt 1,610
70 071030-5/17 -- LUV 1,634
71 01.11.2007 071101-4/18 H Verwaltung, Blro 1,267
72 071101-3/20 B Aufzucht Kiken 1,309
73 071101-5/27 -- LUV 1,610
74 071101-1/29 H Fahrer (Werkstatt) 1,169
75 071101-2/30 H Getreidelager 1,459

* B=Briiterei, M=Maststall, S=Schlachthof, H=Hof.

2.8.3.1. Aufarbeitung der Filtrationsproben

Zur Aufarbeitung wurden die Filter im Labor unter sterilen Bedingungen mit einer
abgeflammten Pinzette in sterile Stomacher-Beutel (Bags 6040, Seward Stomacher
80 Lab Systems, London UK) verbracht und 10 ml sterilfiltrierte NaCl [0,9 %] (w/v)
dazu gegeben. Die Beutel wurden anschliel3end fur 60 Sekunden auf Stufe ,normal*
im Stomacher (Seward Stomacher 80 Lab Systems, London UK) behandelt, um die
Zellen quantitativ vom Filter zu I6sen.

a) Filtrationsproben stationar
Zur Bestimmung der KBE auf CASO- sowie auf WSA-Medium wurde wie bei den
Impingement-Proben verfahren (siehe oben). Zur Fixierung (2.3.1) und DNA-
Extraktion (2.9.2.1) wurden hier jeweils die Zellen aus 4 ml Flussigkeit abzentrifugiert
(14.810 x g, 10 Minuten) und analog der Impingementprobe fixiert. Zur Lebend-Tot-
Farbung (2.5.2.1) wurden 0,7 bis 1 ml der Flussigkeit direkt fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur gefarbt und auf PC-Filter zur mikroskopischen Auswertung
uberfuhrt.

b) Filtrationsproben personen-getragen
Die Zellen aus 5 ml Flissigkeit wurden abzentrifugiert (14.810 x g, 10 Minuten) und
zur DNA-Extraktion (2.9.2.1) eingesetzt. Zur Bestimmung der KBE auf CASO-
Medium wurde wie bei den Impingement-Proben verfahren (siehe oben). Zur

Bestimmung der GZZ wurde wie in 2.3.2 beschrieben vorgegangen.

2.9. Untersuchung der Zusammensetzung der bakteriel len
Artengemeinschaft mittels Kultivierung und kultivie rungsunabhéngigen
Methoden

Um einen Hinweis auf die Zusammensetzung der Artengemeinschaft in Bioaerosolen
aus Tierstallen zu bekommen, wurden sowohl kultivierungsabhangige als auch

-unabhangige Methoden angewandt. Dazu wurden Bioaerosolproben der
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Probennahme 3 aus dem Putenmaststall verwendet (Tabelle 3) und néher

untersucht.

2.9.1. Kultivierung
Nach Probennahme und Aufarbeitung der Proben, wurde analog zur Kultivierung auf

CASO-Medium (siehe 2.8.1.1) eine Kultivierung auf MacConkey
(Enterobacteriaceae) und  Aktinomyceten-Isolations-Medium  (Aktinomyceten)
durchgefihrt. Dies wurde sowohl fir die Impingement-Proben, als auch fir die

Filtrations-Proben vorgenommen.

2.9.2. Kultivierungsunabhangige Untersuchung
2.9.2.1. DNA-Extraktion nach PITCHER et al. [141]
Zur DNA-Extraktion aus den Bioaerosolproben wurde ein modifiziertes Protokoll nach
PITCHERet al. [141] verwendet.

Um die Zellen aufzuschlieBen, wurde das Zellpellet in 100 ul einer Lysozymldsung
(677.500 Units in 100 pl TE-Puffer geldst) resuspendiert und fir 30 Minuten bei 37 C
im Wasserbad inkubiert. Anschlie3end wurden 50 pl GES-Puffer dazu gegeben und
erneut bei 37 T inkubiert, bis die Zellen lysiert waren. Nach Zugabe von 50 ul SDS
10% [wi/v], 1.820 Units RNase A (Sigma Aldrich, gel6st in 15 pl Wasser) und 1,8
Units Proteinase K (Sigma Aldrich, gelost in 15 pl Wasser) wurde der Ansatz erneut
bei 37 T fur 45 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch mit 100 ul
eiskaltem Ammonium Acetat [7,5 M] versetzt und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Zur
Abtrennung der Proteine wurden 200 pl Chloroform/2-Pentanol-Gemisch (24:1) dazu
gegeben, fir 5 Sekunden gevortext und bei 13.800 g fur 25 Minuten zentrifugiert. Die
obere wéassrige, DNA-enthaltende Phase wurde ohne Reste der darunter liegenden
Phasen in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt. Zur DNA-Fallung wurde das 0,54-
fache Volumen an eiskaltem Isopropanol dazu gegeben und der Ansatz 1 Minute
gevortext. Die ausgeféllte DNA wurde im Anschluss bei 8200 g fur 10 Minuten
abgeschieden, der Uberstand verworfen. Um Reste des Isopropanols zu entfernen,
wurde das DNA-Pellet 3x mit 600 ul 70%igem Ethanol [v/v] gewaschen. Nach
Trocknen des DNA-Pellets (Vakuumzentrifugation, Lufttrocknung) wurde die DNA in
75 ul TE-Puffer Gber Nacht bei 4 T resuspendiert, b is zur weiteren Verwendung in

Volumina a 15 pl aliquotiert und bei -20 C gelagert.
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TE-Puffer
TRIS [1 M] 20 ml
EDTA [0,2 M] 02 ml

auf 100 ml mit Reinstwasser auffillen. AnschlieBend autoklavieren und sterilfiltrieren.

GES-Puffer
Guanidiumthiocyanat 60,0 g
EDTA [0,5 M] pH8 20,0 ml
Reinstwasser 20,0 mi
Alle Zutaten wurden unter Ruhren bei 65 T gel6st.
Sarkosyl 10% [v/V] 5,0 mi

dazu geben, auf 100 ml mit Reinstwasser auffullen und die LOsung sterilfiltrieren
(0,45 pm). Die Lésung wurde bei Raumtemperatur aufbewabhrt.

2.9.2.2. PCR

Die PCR wurde in Reaktionsvolumen zu je 25 pl angesetzt und setzte sich aus den in
Tabelle 5 angegebenen Reagenzien zusammen. Dazu wurde ein Mastermix erstellt,
der auf die einzelnen Reaktionsgefal3e verteilt wurde. Anschlieend wurde jeweils 1
pl der zu analysierenden genomischen DNA hinzu gegeben. Zur Amplifikation des
gesamten 16S rRNA Gens wurde das Primersystem EUBOf/EUB1492r (EUB9f 5'-
GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3", EUB1492r 5"-ACGGYTACCTTGTTACGACTT-3',
[142]) unter Anwendung des in Tabelle 5 angegebenen Temperaturprofils verwendet.
Die PCR-Produkte wurden dber ein 1,8%iges [w/v] Agarosegel aus 1X TBE
aufgetrennt, um die Spezifitdt zu Uberprifen. Anschlieend wurden die Fragmente
mit Ethidiumbromid (500 pg I* in VE Wasser) angefarbt und zur Dokumentation
digital fotografiert.

Tabelle 5 Zur Amplifikation des 16S rRNA Gens aus Umweltproben verwendete
Reaktionskomponenten sowie die Amplifikationsbedingungen unter Verwendung der in [142]
beschriebenen Primer.

1x-Ansatz . Temperatur  Dauer
Reagenz (] Schritt [C] [Sekunden]
10x PCR Puffer 15 |1 [Intiale 95,0 180
Denaturierung
MgCl, [25 mM] 15 2. Denaturierung 94,0 45
dNTP [je 2 mM] 15 3. Annealing 57,3 45
Primer EUBOf .
[25 pmol] 0,3 4. Elongation 72,0 120
Primer EUB1492r 0,3 Schritt 2 bis 4 wurden 30x wiederholt
[25 pmol]
H,0 9,84 Finale 72,0 240
Elongation
Tag-Polymerase [5U/ul]* 0,06 6. Lagerung 4,0 00

*Taq DNA Polymerase, recombinant (Fermentas GmbH, BRD)
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2.9.2.3. Aufreinigung der PCR-Produkte
Um die PCR-Produkte von Resten der Mastermix-Komponenten zu reinigen, wurde

das QIAquick® PCR Purification Kit (Quiagen, Hilden) eingesetzt. Die Aufreinigung
wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die DNA wurde

abschlieRend mit 30 ul PCR Wasser von der Saule eluiert.

2.9.2.4. Klonierung
Die Klonierung wurde nach dem Prinzip der TA-Klonierung [143] mit einem

Klonierungskit (Promega pGEM-T® Vector Systems, USA) nach leicht abgeédnderten
Herstellerangaben durchgefuhrt. Bei dieser Methode wird die Eigenschaft vieler
DNA-Polymerasen ausgenutzt, PCR-Fragmente mit einem Adenosin-Uberhang zu
synthetisieren. Durch Verwendung eines Vektors mit Thymin-Uberhang (,sticky
ends”) lassen sich die PCR-Fragmente leichter in diese Vektoren insertieren, als in
Vektoren mit glatten Enden (,,blunt ends*).

Die Ligation des 16S rRNA Genabschnittes in den pGEM®Vektor fand tiber Nacht bei
4 T statt. Das Reaktionsgemisch enthielt pro Ligationsansatz 4 pl [6,25 ng pl?]
aufgereinigtes PCR-Produkt, 5 ul 2x Rapid Ligation Buffer, 0,5 ul T4 DNA-Ligase und
0,5 ul pGEM®Vektor [50 ng plI''] (Promega, Hilden; alles im Kit vorhanden). Fir die
anschlieBende Transformation wurden 25 pl chemisch kompetente Escherichia coli
JM 109 Zellen (Promega, Hilden, im Kit beinhaltet) zu 4 ul des Ligationsansatzes
pipettiert und nach einer Hitzeschockbehandlung fir 50 Sekunden bei 42 T mit 475
pul SOC-Medium far 1,5 Stunden bei 37 €T auf dem Schittler (220 RPM,
Titramax100, Heidolph) inkubiert. Anschliefend wurden unterschiedliche Volumina
(10 pl, 50 ul, 100 ul) auf LB-Nahrmedien Platten ausgespatelt und Uber Nacht bei 37
T bebritet. Die Auswahl der das gewinschte Insert e nthaltenden Klone fand
anhand einer Blau-Weil3-Selektion statt. Das Prinzip der Blau-Weiss-Selektion beruht
auf der Unterbrechung des innerhalb der multiple cloning site des Plasmidvektors
liegenden lacZ -Gens. lacZ” kodiert fur das N-terminale a-Fragment der -
Galaktosidase. Das Enzym ist nur durch Zusammenwirken des a-Fragments mit dem
C-terminalen w-Fragment der B-Galaktosidase aktiv (a-Komplementation) wahrend
beide Fragmente allein keine B-Galaktosidase-Aktivitat besitzen. Das intakte lacZ’-
Gen kann nur abgelesen bzw. das a-Fragment synthetisiert werden, wenn der
Induktor Galaktose oder ein Analogon wie z.B. IPTG vorhanden ist. Ist das

Substratanalogon X-Gal zugegen, wird dieses gespalten, es entsteht ein blaues
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Abbauprodukt. Unterbleibt die Bildung von B-Galaktosidase, weil das lacZ-Gen
durch die Insertion eines DNA-Fragments inaktiviert wurde, erscheint ein
Bakterienklon weil3, wird das Enzym gebildet, erscheint ein Bakterienklon blau [144,
145].

Es wurden 60 positive E. coli Klonkolonien (,weil3“) ausgewahlt und mit einem
sterilen Zahnstocher (handelsublich, autoklaviert) von der N&hrmedienplatte
entnommen. Die Kolonien wurden einmal punktférmig in ein steriles Reaktionsgefaf}
sowie funfmal auf eine neue LB-Nahrmedienplatte verbracht. Die Nahrmedienplatte
wurde erneut bei 37 €T Uber Nacht bebritet, um so das Zellmaterial des
ausgewahlten Klons fur weitere Untersuchungen zu konservieren. Das in das
Reaktionsgefal3 Uberbrachte Zellmaterial wurde einer sog. ,Klondip-PCR*
unterzogen, um sicher zu stellen, dass das gewinschte Insert in den E. coli Zellen
vorhanden ist. Dazu wurde direkt zum Zellmaterial der Mastermix hinzugegeben und
der das Insert enthaltende Plasmidabschnitt mit dem M13f/M13r Primersystem
(M13f 5"-GTAAAAGGACGGCCAG-3’, M13r 5"-CAGGAAACAGCTATGAC-3")
amplifiziert [146]. Zur Langzeitlagerung der als positiv detektierten Zellen wurde von
jedem Klon eine Glyzerinkultur angelegt. Dazu wurden jeweils 300 ul Glyzerin (99%)
in 2 ml Reaktionsgeféal3e gegeben und autoklaviert. In diese wurden von jeder zu
konservierenden Klonkultur 700 pl der Ubernachtkulturen gegeben, geschuttelt, in

flissigem Stickstoff schockgefroren und anschliel3end bei -80 T gelagert.

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium)

Trypton 50 g
Hefeextrakt 25 ¢
Natriumchlorid 50 g
Agar-Agar 75 ¢

Alle Zutaten wurden in 500 ml Reinstwasser geldst und mit 2 N NaOH auf einen pH-
Wert von 7-7,5 eingestellt. Nach dem Autoklavieren und Abkihlen wurden die in

Tabelle 6 angegebenen Stoffe als sterilfiltrierte Losungen zugesetzt.

Tabelle 6 Dem LB-Medium zugesetzte Losungen. Angegeben sind die Ausgangskonzentration,
das zugesetzte Volumen, die Endkonzentration im Medium sowie das Lésungsmittel.

Ausgangs- Volumen End-

Chemikalie . : Gelbst in
konzentration [ml] konzentration

Ampicillin [50mg ml™] 1,0 [75 ug ml™] PCR-Wasser

X-Gal [50 mg ml™] 0,8 [80 ug ml™] Dimethylformamid

IPTG [100mg ml™] 2,5 [0,5 mM] PCR-Wasser
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2.9.2.5. Plasmidextraktion

Bei der Praparation von Plasmiden aus Bakterien wird Plasmid-DNA von
chromosomaler DNA getrennt. Die Klonkolonien wurden fur die nachfolgende
Plasmidextraktion verwendet, um die enthaltenen Inserts sequenzieren und damit
identifizieren zu konnen. Die dazu nétige Plasmidextraktion wurde als Auftragsarbeit

von der Firma Agowa (Berlin) durchgefuhrt.

2.9.2.6. Sequenzierung und phylogenetische Analyse

Die Sequenzierung wurde als Auftragsarbeit durch die Firma Agowa (Berlin)
vorgenommen (EUB9f/EUB1492r (EUB9f 5 -GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3,
EUB1492r 5"-ACGGYTACCTTGTTACGACTT-3", [142)).

Die phylogenetische Analyse wurde anhand des Softwarepaketes MEGA3 [147]
durchgefuhrt.

Die Rohsequenzen wurden anhand des Programms ClustalW [148] zusammen mit
den entsprechenden 16SrRNA-Gen-Sequenzen abgeglichen. Reste der
Plasmidsequenz konnten so in-silico abgeschnitten werden. Die so Kkorrigierten
Sequenzfolgen wurden einem Datenbankvergleich in der NCBI Datenbank anhand
des BLAST Algorithmus (Basic Local Alignment Search Tool) unterzogen
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), um die nachst ahnlichen Sequenzen zu
ermitteln. Mit den hierbei gefundenen Sequenzen wurde erneut eine Alignment mit
ClustalW durchgefuihrt. Fur die anschlieBenden phylogenetischen Berechnungen
wurde die Neighbour-Joining Methode [149] mit 1000 Bootstrap Wiederholungen
angewendet.

2.9.2.7. Statistische Analyse

Zur Auswertung der klonierten 16S rRNA Genfragmente aus den untersuchten
Bioaerosolpoben wurde die ,Rarefaction Analyse* anhand der von Steven M. Holland
entwickelten Freeware Analytic Rarefaction (Version 1.3, verflgbar unter
www.uga.edu/~strata/software/; Stand April 2009) durchgefiihrt. Diese Analyse bietet
eine Abschatzung, ob eine ausreichende Menge an Klonen untersucht wurde, um die
Diversitat der in den Bioaerosolproben vorhandenen bakteriellen 16S rRNA Gene

ausreichend darzustellen.
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2.10. Nachweis infektioser Organismen: Etablierung d es Nachweises

der Gattung Salmonella aus Bioaerosolproben durch qu antitative PCR

2.10.1. Verwendete Referenzstamme

Zur Etablierung des Nachweises der Gattung Salmonella wurde DNA der in Tabelle 7
angegebenen Stdmme verwendet. Zusatzlich wurde der Stamm Escherichia coli
ATCC 25922" als Referenzstamm fiir die auf 16S rRNA Gen-Ebene nah verwandte

Gattung Escherichia verwendet, die durch dieses System nicht erfasst werden sollte.

Tabelle 7 In dieser Arbeit verwendete Stamme zur Etablierung des Primersystems zur
spezifischen Detektion der Gattung Salmonella.
Spezies Stammnummer Verwendung
Salmonella enterica subsp. arizonae CCUG 1743
Salmonella enter!ca subsp. arizonae CCUG 29867 Referenzstimme
Salmonella.enterlca subsp. enterica serovar CCUG 496777 fir die zu
ghlo Ierae”sws . b . erfassende
Eﬁtr;r(i)t?deisa enterica subsp. enterica serovar CCUG 323527 Gattung
. . Salmonella
Salm_onel!a enterica subsp. enterica serovar CIP 60.627
Typhimurium
Referenzstamm
Escherichia coli ATCC 259227 Nicht-Ziel-
Organismus

2.10.1.1. DNA Extraktion nach HENCKEL [150]

Die Zellen wurden bei 8.154 g fur zwei Minuten pelletiert und anschlieBend das

Uberstehende Medium abgenommen. Zum Zellaufschluss wurden 150 pl Lysozym in
TE geldst [400.000 Units ml™'] dazu geben und der Ansatz eine Stunde bei 37 C
inkubiert. Anschlie3end wurden 567 pl 10% [w/v] SDS und 15 pl Proteinase K [20
mg/ml] dazu geben, gevortext und 15 Minuten bei 60 €T im Thermoblock inkubiert,
wobei die Ansatze zwischendurch geschwenkt wurden. Weiterhin wurden 700 ul Na-
Phosphat ([120 mM], pH 8,0) sowie 40 Vol-% des Reaktionsgefal3-Volumens kaltes
Ammonium-Acetat [7,5 M] dazu gegeben und der Ansatz funf Minuten auf Eis
inkubiert und anschlieRend bei 11.742 g und 4 < fur funf Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde unter Halbieren des Volumens auf zwei ReaktionsgefaRe verteilt.
Zum Fallen der DNA wurden 70 Vol-% des Inhalts Isopropanol dazu geben und der
Ansatz fir eine Stunde bei 4 T und 11.742 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die DNA 3 x mit 600 ul 70%-igem Ethanol [v/v] gewaschen.
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Abschliel3end wurde die DNA an der Luft getrocknet und in 2 x 75 ul TE-Puffer Gber
Nacht bei 4 T gelost.

2.10.2. Untersuchung der DNA-Extraktionseffizienz fir die Ga ttung

Salmonella
Da durch methodisch bedingte DNA-Verluste die Konzentration der vorhandenen
Mikroorganismen bei einer anschlie3enden Realtime PCR unterschatzt werden kann,
ist neben einem hohen Reinheitsgrad der DNA eine hohe DNA-Extraktionseffizienz
Voraussetzung fir eine optimale Quantifizierung.
Die Effizienz der DNA-Extraktionsmethode wurde an Reinkulturen des Stammes
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium CIP 60.62" anhand der
Extraktionsmethoden nach PITCHERZet al. [141] (siehe 2.9.2.1) und HENCKEL [150]
(siehe 2.10.1.1) ermittelt.
Zunachst wurde der Wachstumsverlauf einer Reinkultur Salmonella enterica subs.
enterica serovar Typhimurium CIP 60.62" anhand der optischen Dichte bei einer
Wellenlange von 600 nm Uber 2-3 Tage verfolgt, um sicherzustellen, dass sich die
Kultur in der stationdaren Wachstumsphase befindet. Fur die stationare
Wachstumsphase wurde von FEY und EICHLER[151] gezeigt, dass fur die Gattung
Salmonella das Genom, und damit der invA-Zielgenabschnitt, durchschnittlich nur
einmal pro Zelle vorhanden ist. 0,5 ml wurden aus dem Kulturansatz bei Erreichen
der stationaren Phase entnommen. Damit wurde eine dezimale Verdinnungsreihe
bis zur Verdiinnungsstufe 10° mit 0,9%iger [w/v] NaCl Lésung erstellt. Aus den
Verdiinnungsstufen 10° bis 10 wurden die Zellen aus 2 ml der Zellsuspension mit
Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Anschlielend wurde mittels DAPI-Farbung (siehe
2.3.) die Gesamtzellzahl der Losung ermittelt.
Aus 2 ml der Verdunnungsstufen 10° bis 102 wurde eine DNA-Extraktion nach dem
in 2.10.1.1 beschriebenen Protokoll durchgefiihrt. Die DNA-Konzentration dieser
Extrakte wurde photometrisch (260 und 280 nm, Ultrospec 4000, UV/Visible
Spectrophotometer, Cambridge UK, nach Herstellerangaben) und fluormetrisch
(DynaQuant 200, Héfer Inc., USA, nach Herstellerangaben) bestimmt und in die
entsprechende Zahl an Genomen bzw. Zellen umgerechnet.
Zur Berechnung der Kopienzahl aus der gemessenen DNA-Konzentration wurde die
GroRe des Salmonella-Genoms mit 4,9 x 10° bp und der Guanin-Cytosin-Anteil von
53% bertcksichtigt [152]. Hieraus ergibt sich ein Gewicht von 4,07 fg DNA pro
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Genom fur Salmonella. Die hieraus errechneten Werte wurden nun mit der
mikroskopisch ermittelten GZZ verglichen und so die DNA-Extraktionseffizienz (%)

angegeben.

2.10.3. Etablierung der Realtime PCR zum quantitativen,

spezifischen Nachweis der Gattung Salmonella

Zunachst wurden die spezifischen Bedingungen anhand einer PCR eingegrenzt
(Tabelle 8), bevor durch die Optimierung die spezifischen Amplifikationsbedingungen
fur die quantitative Realtime PCR im RotorGene (Corbett, USA) ermittelt wurden
(Tabelle 9). Das in dieser Arbeit zum Nachweis der Gattung Salmonella erprobte

Primersystem auf Basis des invA-Gens ist in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 8 Fur das Primersystem 139/141 ermittelte spezifische Standard-PCR
Thermocyclerprogramm sowie die Reagenzien und deren Konzentration pro 25 pl Ansatz.

Thermocyclerprogramm Mastermix pro 25 pl Ansatz
Schritt Bedingungen Reagenzien pul
1. Initiale Denaturierung 94,0 €/ 3 Minuten PCR-Wa sser 16,4
2. Denaturierung* 94,0 €/ 1 Minute Puffer 10x 2,5
3. Annealing* 54,0 T/ 45 Sekunden | MgCl; [25 mM] 2,5
4. Elongation* 72,0 T /2 Minuten dNTP’s je [2 mM] 2,5
5. Finale Elongation 72,0 T /7 Minuten Primer 139/141 je [10 pM] 0,5
6. Endtemperatur 40C/ o Taq Polymerase [5 U pl'] 0,1
Die Schritte 2 bis 5 wurden 28x wiederholt.
Tabelle 9 Fir das Primersystem 139/141 ermittelte spezifische Realtime PCR
Thermocyclerprogramm sowie die Reagenzien und deren Konzentration pro 10 ul Ansatz.

Realtime Thermocyclerprogramm Ilastermix prol0 WA  nsatz
Schritt Bedingungen eagenzien ul
1. Initiale Denaturierung 95,0 €/ 15 Minuten PCR-W asser 3,6
2. Denaturierung 94,0 T/ 20 Sekunden JABGene Kit [2X] 5,0
3. Annealing 54,0 T /20 Sekunden [Primer 139[10pM] 0,2
4. Elongation* 72,0 T /15 Sekunden |Primer 141 [10 pM] 0,2
5. Acquisition* 80,0 € /15 Sekunden |DNA 1,0
6. Schmelzkurve 60-95 T .
je 0,5 Sekunden Alle Ansétze 4-fach parallel

Die Schritte 2 bis 5 wurden 40x wiederholt.
* Fluoreszenzmessung bei 470 nm Ex/ und 585 nm Em

Tabelle 10 Das in dieser Arbeit verwendete Primersystem zum Nachweis der Gattung Salmonella
. . .o Fragment-

Primer Zielgen Sequenz (5°-3") Lange Quelle

139 INVA GTG AAATTATCG CCA CGT TCG GGC AA 247 bp [153]

141 INnvA TCATCG CAC CGT CAAAGG AACC
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2.10.3.1. Herstellung der Quantifizierungsstandards

Zur Erstellung der Quantifizierungsstandards wurde eine Flissigkultur Salmonella
Typhimurium CIP 60.62" zur DNA-Extraktion verwendet. Da nur in der stationdren
Wachstumsphase eine einzelne invA-Genkopie in Salmonella Zellen vorhanden ist
[151], wurde durch ODgp-Messungen sicher gestellt, dass eine sich in der
stationaren Phase befindliche Kultur eingesetzt wurde. Die extrahierte DNA wurde
fluorometrisch quantifiziert (DynaQuant, Hofer Inc. USA, nach Herstellerangaben).
Anhand der DNA-Menge wurde die korrespondierende Genomzahl pro pl DNA-
Lésung (targets pl™) errechnet. Dabei wurde von einem Genomgewicht von 4,07 fg
pro Genom [152] ausgegangen. Basierend auf der so bestimmten Konzentration
wurden durch dekadische Verdinnungen der Ausgangslosung Konzentrationen von
10°bis 10’ targets pI™ erstellt.

2.10.4. Versuche zur Wiederfindung von Salmonella invA-Genen
mittels Realtime PCR

Zur Untersuchung des Einflusses der Probenmatrix auf die Wiederfindung wurden
unterschiedliche Versuchsanséatze durchgefiihrt. Hierbei sollte untersucht werden,
inwieweit die Matrix bzw. die Aufarbeitung (z. B. DNA-Extraktion) einen Einfluss auf
die Wiederfindung der Salmonellen anhand des in dieser Arbeit etablierten Realtime

PCR Nachweissystems hat.

2.10.4.1. Wiederfindung unter Zugabe von Zellen ein es Nicht-Ziel-

Organismus (Escherichia coli)

Es wurden absteigende Konzentrationen von 10® bis 10* Zellen ml™ einer stationéren
Kultur Salmonella Typhimurium CIP 60.62" durch Anlegen einer dezimalen
Verdunnungsreihe angefertigt. Je 1 ml dieser Verdinnungsstufen wurde in sterile
Reaktionsgefale tberfuhrt und je 1 ml einer ebenfalls stationéren Kultur Escherichia
coli ATCC 25922" dazu gegeben, die zuvor auf eine Zelldichte von 10® Zellen mlI™
eingestellt wurde. Anschliel3end wurde die DNA-Extraktion wie in 2.9.2.1 beschrieben
durchgefihrt. Insgesamt wurden je 2 parallele Anséatze unter Zugabe von E. coli
Zellen, sowie eine Parallele ohne Zugabe, durchgefiihrt. Die DNA Konzentrationen
der jeweiligen DNA Extrakte wurden anschlieBend anhand einer Realtime PCR

(2.10.3) ermittelt und in targets ml™* umgerechnet.
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2.10.4.2. Wiederfindung unter Zugabe von DNA Extrakt en aus

Bioaerosolproben

Um erste Hinweise auf eventuelle Hemmeffekte aus unterschiedlichen Umweltproben
zu erhalten, wurden Salmonella DNA-Extrakte bekannter Konzentration mit DNA-
Extrakten aus Kompostmaterial, Boden und Bioaerosolen eines Rinderstalles
versetzt. Dazu wurden in einem Realtime PCR Ansatz jeweils zu 1 pl der Salmonella-
Standards der Konzentrationen 10? bis 10° targets pl™ (n=4) je 1 pl unverdiinnter
DNA-Extrakt gegeben. Zum Vergleich wurde 1 pl Salmonella Standard der gleichen
Konzentrationen (n=4) ohne Zugabe von Bioaerosol-DNA-Extrakt eingesetzt. Fur
diese wurden parallel die invA-Zielgene mit den als spezifisch ermittelten
Bedingungen (siehe 2.10.3) anhand einer Realtime PCR (RotorGene3000, Corbett)

guantifiziert und die erhaltenen Ergebnisse verglichen.

2.10.4.3. Bestimmung der Wiederfindung nach Zugabe definierter

Salmonellen Konzentrationen zu Bioaerosolproben

Um die Wiederfindung von Salmonellen in originaren Bioaerosolproben zu
analysieren, wurden definierte Salmonellen Zellkonzentrationen, bestimmt durch
DAPI-Zahlung (siehe 2.3ff), zu Bioaerosolproben (Tabelle 3) gegeben. Nach der
Aufarbeitung (siehe 2.8ff) wurde die invA-Genkopienzahl durch eine Realtime PCR
(siehe 2.10.3) bestimmit.

2.11. Quantifizierung der Salmonellen Konzentration in

Bioaerosolproben durch Kultivierung und das etablie rte Realtime PCR
System
Der quantitative Nachweis von Salmonellen in Bioaerosolen wurde in Proben der
Probennahmen 2-5 (Puten und Masthahnchen, siehe 2.6.2 und 2.6.3) durchgefuhrt.

Dazu wurde einerseits eine kultivierungsabhangige KBE Bestimmung sowie eine
Bestimmung der invA-Genkopienzahl durch die soweit etablierte Realtime PCR

vorgenommen.

a) Kultivierungsabhangig

Zur Bestimmung der KBE fiir Salmonellen wurden aus den Verdiinnungsstufen 10°
bis 10 der beaufschlagten Proben jeweils 100 pl in drei Parallelen auf Wismut-Sulfit-
Agar (WSA, siehe 2.2) ausgespatelt und bei 37 T bebr Utet. WSA ist ein selektives
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Differenzierungsmedium fir Salmonellen. Kolonien der Gattung Salmonella
erscheinen auf diesem Medium grau bis metallisch-silbern, wahrend das Wachstum
anderer Enterobacteriacea Uberwiegend unterdriickt wird oder sie farblose Kolonien
bilden [98]. Fur die Laborkontrollproben wurden dreimal jeweils 100 pl 0,9%ige [w/v]
NaCl Losung, die zur Erstellung der Verdinnungsreihen verwendet wurde, direkt auf
WSA ausgespatelt. Die Auswertung und Bestimmung der KBE fand nach 48 Stunden
statt.

b) Kultivierungsunabh&ngig

Der Nachweis von Salmonellen aus Bioaerosolen wurde anhand des in dieser Arbeit
enwickelten Realtime PCR Systems durchgefiihrt. Dazu wurde aus einem Aliquot der
Proben die DNA isoliert (2.9.2.1) und anschlief3end unter den in 2.10.3 genannten

Bedingungen einer Realtime PCR Analyse unterzogen.

2.12. Nachweis der Spezifitat: Klonierung

Da die Spezifitat des 139/141 Primersystems bislang nur anhand von Datenbanken
und kultivierten Stdmmen gezeigt wurde, wurde eine Klonierung der mit diesem
Primersystem erhaltenen PCR-Produkte aus den Masthdhnchen Bioaerosol DNA
Extrakten (PN5, Emsbiren) durchgefuhrt. Ausgehend von den so erhaltenen invA-
Gen PCR-Produkten wurde eine Klonierung mit dem Promega pGEM-T Vector
Systems Kit wie in 2.9.2.4ff beschrieben, durchgefiihrt (Insert ca. 248 bp lang). Zur
Analyse wurden hierbei insgesamt 50 Klone zuféllig ausgewéhlt und von diesen 10

Klonkolonien zur weiteren Analyse herangezogen.

2.12.1. Plasmidextraktion

Bei der Praparation von Plasmiden aus Bakterien wird Plasmid-DNA von
chromosomaler DNA getrennt.

Die Klonkolonien wurden fur die nachfolgende Plasmidextraktion verwendet, um die
enthaltenen Inserts sequenzieren und damit identifizieren zu kénnen. Dazu wurden
die ausgewahlten E. coli Klonkolonien Uber Nacht in flissigem LB-Medium (siehe.
2.9.2.4, ohne X-Gal) angezogen und die Zellen aus 4 ml pelletiert. Anschliel3end
wurde die Extraktion nach dem bei SAMBROOK und RUSSEL[144] angegebenen

Protokoll nach dem Prinzip der alkalischen Lyse durchgefiihrt. Der Plasmidgehalt
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wurde photometrisch bestimmt und anhand der Messergebnisse auf eine
Konzentration von 100 ng pl™* eingestellt.

2.12.2. Sequenzierung und phylogenetische Analyse

Die Sequenzierung wurde nach dem Kettenabbruchverfahren nach Sanger [154]
durchgefuhrt. Fir die Sequenzierreaktion wurde das BigDye™ Primer Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt) verwendet. Fur die Amplifikation
des kurzen Inserts (248 bp) wurde nur der M13f Primer (siehe 2.9.2.4) verwendet,
um die volle Sequenz des Inserts zu erfassen. Die nachfolgende Aufreinigung der
Produkte erfolgte mit einem DyeEx Spin Kit (Quiagen, Hilden) nach beiliegendem
Protokoll. Die so vorbereitete Probe wurde anhand des AbiPrism® 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Weiterstadt) analysiert. Die Auftrennung erfolgte
dabei auf einer mit einem spezifischen Polymer geflillten Kapillare (Lange = 61 cm,
0 = 50 um). Die Detektion der durch die ddNTP’s unterschiedlich
fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente erfolgte Gber einen Argonlaser (488 bis 514,5
nm). Die Sequenzierung wurde als Auftragsarbeit vom Institut fur Mikro- und
Molekularbiologie der JLU Giessen durchgefuhrt.

Die phylogenetische Analyse wurde anhand des Softwarepaketes MEGA 3
durchgefihrt, in dem alle erforderlichen Programmbausteine enthalten sind. Dazu
wurde wie unter 2.9.2.6 beschrieben vorgegangen, mit dem Unterschied, dass die

entsprechenden invA-Gen-Sequenzen zum Vergleich heran gezogen wurden.

2.13. Nachweis allergie-auslosender Organismen: Etablierun g des

Nachweises der Gattung Thermoactinomyces aus

Bioaerosolproben anhand guantitativer PCR

Neben dem Nachweis infektioser Organismen wurde eine Gruppe Allergie-
auslosender Organismen untersucht. Die Etablierung des Nachweises am Beispiel
der Gattung Thermoacinomyces ist im Folgenden dargestellt.

2.13.1. Verwendete Referenzstamme

Zur Etablierung des Primersystems wurden basierend auf dem Gen der 16S rRNA
nah verwandte Arten mit einbezogen (Tabelle 11). Die Gattung Thermoactinoymces
umfasst derzeit zwei Arten: Thermoactinoymces vulgaris und Thermoactinoymces

intermedius. In den letzten Jahren wurden einige urspringlich der Gattung
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zugeordnete Arten nach naherer Untersuchung der 16S rRNA Gensequenz, DNA
G+C Gehalt, Phanotyp sowie Fettsaureprofilen anderen Gattungen zugeordnet [155].
Auch wenn diese Arten sich u.a. aufgrund der 16S rRNA Gensequenzen
unterscheiden, weisen doch grole Teile des 16S rRNA Gens hohe
Sequenzahnlichkeiten untereinander auf. Nur die unterschiedlichen Bereiche kdnnen

als Ansatzpunkt der PCR zum spezifischen Nachweis der Gattung genutzt werden.

Tabelle 11 In dieser Arbeit verwendete Stamme zur Etablierung des Primersystems zur
spezifischen Detektion der Gattung Thermoactinomyces.
Spezies Stammnummer Verwendung
Thermoactinoymces intermedius* DSM 43846" Ziel-Organismen des
Thermoactinomyces vulgaris* DSM 43016" Thermoactinomyces
Themoactinoymces vulgaris* DSM 43352 Nachweis-Systems
Laceyella putida® DSM 44608"
Laceyella sacchari DSM 43356" Nicht-Ziel-Organismen
Laceyella sacchari* DSM 43354 des Thermoactinomyces
Thermoflavimicrobium dichotomicum® CECT 5331, Nachweis-Systems
DSM 46168

* Aktuell der Gattung Thermoactinomyces zugeordnet [155].
* Ehemals der Gattung Thermoactinomyces zugeordnet [155].

2.14. DNA-Extraktion aus Spezies der Gattung Thermoactinomy ces

Die Extraktion der DNA aus Spezies der Gattung Thermoactinomyces wurde nach
leicht abgewandelten Herstellerangaben mit dem GenElute Plant Genomic DNA Kit
(Sigma Aldrich, Deutschland) durchgefuhrt. Dazu wurde das Zellmaterial mit 350 pl
der Lyse-Losung A und 50 pl der Lyse-Lésung B (beide im Kit enthalten) gemischt
und 1 g sterile Zirkonium-Kigelchen dazu gegeben. Anschlie3end wurden die Zellen
60 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit in der Schwingmihle (Retsch GmbH,
BRD) aufgeschlossen. Ab hier wurde nach dem vom Hersteller empfohlenen

Protokoll weiter verfahren.

2.14.1. Untersuchung der DNA-Extraktionseffizienz fir die G attung

Thermoactinomyces

Aufgrund der fadigen Zellmorphologie, die keine genaue GZZ-Bestimmung zuliel3,

konnte die DNA-Extraktionseffizienz fir diese Gattung nicht bestimmt werden.
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2.15. Etablierung der Realtime PCR zum spezifischen, gquanti tativen

Nachweis der Gattung Thermoactinomyces

Die in dieser Arbeit erprobten Primersysteme zur Detektion von Thermoactinomyces

sp. sind in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12 In dieser Arbeit verwendete Primer zum spezifischen Nachweis der Gattung
Thermoactinomyces. Angegeben sind die Bezeichnung der Primer, das Zielgen, die Sequenz des
Primers, die Bindungsposition innerhalb des Zielgens, die Léange des amplifizierten Fragments sowie
gof. die Referenz des Primers.

Bindungs-  Fragment-

Primer Zielgen Sequenz5 2> 3 ” ) Referenz
Position* Lange

TAMG01 rllgﬁA GCC GCA GCCTTT CAC ACC 601-583 [156]

616F 16S AGA GTT TGA TYM TGG CTC 7-26 594 bp [157]
rRNA AG
16S GCT AGG TGT TGG GGG GGC Diese

TACF rRNA  TA 818-838 296 bp Arbeit

699RII }SEA AGG GTT GCG CTC GTT GC 1114-1099 [157]

TACR 16S TAG CCC CCC AAC ACC TAG 838-818 Diese
rRNA C 237 bp Arbeit

TAMGO1E rllgﬁA GGT GTG AAA GGC TGC GGC 601-619 [156]
16S TCC AGG CGA ACA GCC TGG

NSPTT rRNA AAG GTT 452-476 388b Diese

TACRMOd 16S CGT AGC CCC CCA ACA CCT 817-840 P Arbeit
rRNA AGC AC

NSPT-7 16S AAT TCC TTC CAG GCG AAC 445-464 '
rRNA A ~396bp Diese

TACRMOd 16S CGT AGC CCC CCA ACA CCT 817-840 Arbeit

rRNA AGC AC

* Bindungsposition in Relation zum 16S rRNA Gen von Escherichia coli nach BROSIUSet al. [158].

Tabelle 13 Fiur das Primersystem TAcF/699RIl ermitteltes spezifisches Thermocyclerprogramm
sowie die Reagenzien und deren Konzentration pro 25 pl Ansatz.

Thermocyclerprogramm Mastermix pro 25 pl Ansatz
Schritt Bedingungen Reagenzien Jl
1. Initiale Denaturierung 94,0 C 180 Sek. | PCR-Wasser 16,4
2. Denaturierung* 94,0 C 60 Sek. | Puffer 10x 2,5
3. Annealing* 66,0 T 30 Sek. | MgCI2 [25 mM] 2,5
4. Elongation* 72,0 C 45 Sek. | dNTP’s je [2 mM] 2,5
5. Finale Elongation 72,0 C 420 Sek. | Primer je [10 pM] 0,5
6. Endtemperatur 40T o Taq Polymerase [5U pl'] 0,1

* Die Schritte 2 bis 4 wurden 29x wiederholt.
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Tabelle 14 Far das Primersystem NSPTf-7/TAcRmod ermitteltes spezifisches
Thermocyclerprogramm sowie die Reagenzien und deren Konzentration pro 10 pl Ansatz.

Realtime Thermocyclerprogramm Mastermix pro 10 Wl A nsatz

Schritt Bedingungen Reagenzien pl

1. Initiale Denaturierung 94,0 C 15 Min. | PCR-Wasser 16,4
2. Denaturierung 94,0 C 20 Sek. | ABGene Kit [2X] 5,0
3. Annealing 57,0 C 20 Sek. | Primer NSPTf-7 [10 pM] 0,2
4. Elongation* 72,0 C 45 Sek. | Primer TAcCRmod [10 pM] 0,2
5. Acquisition* 80,0 T 15 Sek. | DNA 1,0
6. Schmelzkurve 65-95 C je 0,5 Sek. Alle Ansatze 4fach parallel

Die Schritte 2 bis 5 wurden 40x wiederholt.
* Fluoreszenzmessung bei 470 nm Ex/ und 585 nm Em

2.16. Bestimmung der Anzahl der 16S rRNA Operons fu r die Gattung

Thermoactinomyces anhand ___ einer____ Southern-Blot-Analyse
(SOUTHERN [159]
Da das 16S rRNA Gen in vielen Organismen in mehrfacher Kopienzahl innerhalb des

Genoms vorliegen, ist es fur eine genaue Realtime PCR Quantifizierung auf Basis
dieses Gens noétig, dessen Anzahl zu kennen. Da bislang keine vollstandige
Genomsequenz fir einen Vertreter der Gattung Thermoactinomyces verflgbar ist,
wurde die Blot-Analyse nach SOUTHERN[159] angewendet, um die Anzahl der 16S
rRNA Operons zu bestimmen.

Zun&chst wurde DNA aus einer Kultur Thermoactinomyces intermedius DSM 43846"
(24 h in TS Bouillon) extrahiert. Hierzu wurde durch Zentrifugation pellettiertes
Zellmaterial aus 50 ml Flussigkultur auf zwei sterile 2 ml Reaktionsgefalie verteilt.
Anschlieiend wurden 1g Zirkoniumkigelchen (O 0,1 mm) sowie 500 pl Lysozym
[100 mg ml™"] dazu gegeben und die Zellen in einer Schwingmiihle (MM200, Retsch
GmbH, Deutschland) fur 4 Minuten aufgeschlossen. Die Suspension wurde
anschlieRend in einem neuen Reaktionsgefald zusammen gefihrt und ab hier nach
dem in 2.14 beschriebenen Protokoll die DNA extrahiert.

Zur Durchfiihrung des Blottings wurden die Lésungen des DIG-High Prime Random
Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche Molecular Biochemicals) nach

Herstellerangaben verwendet.

2.16.1. Markierung der Sonde mit Digoxigenin

Zur Herstellung der Sonde wurde DNA verwendet, die aus Escherichia coli W3110
extrahiert wurde (2.9.2.1). Im Anschluss wurde eine PCR mit den Primern
MrF/Coml1R (MrF 5-ACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ [142];
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ComlR 5"-GTATTACCGCGGCTGCTG-3" [160]) in 4 Ansatzen a 100 ul
durchgefuhrt, wodurch ein 511 bp langes Fragment des 16S rRNA Gens amplifiziert
wurde. Nach elektrophoretischer Auftrennung Uber ein 1,5 %iges [w/v] Agarosegel
wurden die Banden mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht und knapp ausgeschnitten.
Aus diesen wurden die Fragmente mit dem GelPurification Kit (Quiagen, Hilden)
nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die DIG-Markierung wurde anschlieRend mit
dem DIG High Prime DNA Labelling and Detection Starter Kit Il (Roche, Mannheim)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Dazu wurden 16 pl (~1 ug DNA) DNA Extrakt
far 10 Minuten im Wasserbad aufgekocht und zum Abkuhlen sofort auf Eis gestellt.
Anschliel3end wurden 4 ul DIG High Primer dazu gegeben, alles vorsichtig gemischt
und der Ansatz Uber Nacht bei 37 T inkubiert. Die M arkierungsreaktion wurde durch
Zugabe von 2 pl 0,2 M EDTA (pH 8) mit anschlie3ender Inkubation bei 65 T fur 10
Minuten gestoppt. Ab jetzt wurde die Sonde bei -20 T gelagert.

2.16.2. Restriktionsverdau

Die genomische DNA von Thermoactinomyces intermedius DSM 43846 wurde mit
insgesamt 7 verschiedenen Restriktionsenzymen (Pstl, Pvull, Sacl, Smal, EcoRI,
Sall, Ndel alle Fermentas, St. Leon-Rot) nach Herstellerangaben tGiber Nacht verdaut.
Dieser Verdau wurde tber ein 0,8%iges [w/v] Agarosegel aus 0,5x TBE bei 85V fiur 4
Stunden aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Fragmente mit Ethidiumbromid

(500 pg I'* in VE Wasser) angefarbt und fotografiert.

2.16.3. Kapillartransfer der verdauten DNA auf die Membran

Der Transfer der verdauten DNA-Fragmente wurde anhand des Kapillartransfer-
Verfahrens durchgefihrt. Dazu wurde das Gel unter leichtem Schitteln jeweils 30
Minuten in die Depurinierungslosung, Denaturierungslosung und
Neutralisierungslosung gelegt. Wobei zwischen jedem Wechsel der Losungen einmal

mit dest. Wasser gespult wurde, um Reste der Loésungen zu entfernen.

Depurinierungslésung

0,2 N HCI 17,24 mlI* HCI (konz.)
Denaturierungslésung

0,5 M NaOH 20,0 gl* NaOH
1,5 M NaCl 87,66 gl* NaCl
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Neutralisierungslésung

1,0 M Tris-HCI 121,1 gl* Tris-HCI
1,5 M NaCl 87,66 gl* NaCl
mit HCI (konz.) auf pH 7,5 einstellen.

Anschliel3end wurden die Tanks einer Gelkammer (Bio-Rad Laboratories, Inc.) mit 1x
SSC Puffer gefullt und mit zwei zuvor in 1x SSC Puffer getrankten Lagen Blotting
Papier (GB002 Gel Blotting Papier, Schleicher und Schill, Dassel) verbunden.
Luftblasen wurden mit Hilfe eines Reagenzglases entfernt. Das Gel wurde mittig in
die Gelkammer auf das Blotting Papier gelegt. Darauf wurde die zuvor genau
passend geschnittene Membran gelegt (Biodyne® A Transfer Membrane, Pall Corp.,
USA) und ebenfalls vorsichtig Luftblasen entfernt. Zur Orientierung wurden je eine
Ecke des Gels und der Membran abgeschnitten. Darauf wurden 4 zugeschnittene
Lagen Blotting Papier, genau passend fur die GroRe des Gels, gelegt. Auf diese
wurde ein ca. 10 cm hoher Stapel passend zugeschnittenes Handtuchpapier gelegt,
eine Glasplatte darauf platziert und mit einem Gewicht von ca. 500 g gleichmaRig
beschwert (Abbildung 7). Der durch die Lagen Papier erméglichte Kapillartransfer der
DNA auf die Membran wurde tber Nacht durchgefihrt. Zur Immobilisierung der DNA
auf der Membran wurden die DNA-Fragmente durch Bestrahlung mit UV-Licht
(GATC link; GATC, Freiburg) fur 2 Minuten vernetzt.

10x SSC Stockldsung

1,5 M NaCl 87,66 g/L NaCl

0,15M Na-Citrat 44,10 g/L Na-Citrat-Dihydrat

Die Chemikalien wurden eingewogen, auf 800 ml mit Reinstwasser aufgefullt und der
pH auf 7,0 mit 1 N HCI eingestellt. AbschlieRend wurde auf 1 Liter aufgefillt.

Gewicht - Glasplatte

/PapiertUcher

Filterpapier
= % Membran

— 1 Gel
| J I I ( <_I\Puffer

Abbildung 7 Schematische Darstellung des Kapillartransfers der verdauten DNA-Fragmente auf
die Membran.
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2.16.4. Hybridisierung mit der Digoxigenin-markierten Sonde

Zunachst wurden der Hybridisierungsofen (OV2, Biometra, Deutschland) sowie die
Hybridisierungslésung auf 45 T vorgewarmt. Zur Vor-Hybridisierung wurde die
Membran vorsichtig mit der DNA-Seite nach innen in eine Hybridisierungsflasche
gegeben, 0,5 ml Hybridisierungslésung pro cm? Membranflache dazu gegeben, die
Flasche verschlossen und fur 4 h bei 45 T unter Ro tation inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde die Sonde zur Verwendung vorbereitet. Bei erster
Verwendung wurde die DIG-markierte Sonde fur 5 Minuten bei 70 € im Wasserbad
denaturiert. Anschlieend wurde die Sondenlosung auf Eis auf ca. 40-50 <€
abgekihlt und in 15 ml Hybridisierungslésung aufgenommen. Bei Wiederverwendung
der Sonde wurde die zuvor bei -20 T gelagerte Sonden I6sung fir 10 Minuten bei
68 T im Wasserbad aufgetaut und war sofort zur Verw endung bereit.

Die Hybridisierungslosung der Vor-Hybridisierung wurde verworfen, die vorbereitete
Sondenlosung auf die Membran gegeben und der Ansatz bei 45 T fur 12-24 h
rotierend inkubiert. Hierbei hybridisiert die Sonde mit komplementaren Fragmenten
auf der Membran. Zum Entfernen ungebundener Sonde wurden mehrere
Waschschritte durchgefiihrt. Zunachst wurde die Membran kurz mit Waschpuffer |
gespdlt und der Puffer sofort verworfen. Anschliel3end wurde die Membran 2 x je 15
Minuten bei Raumtemperatur mit ca. 50 ml Waschpuffer I gewaschen, wobei der
Waschpuffer jeweils verworfen wurde. Dieser Vorgang wurde mit Waschpuffer Il
ebenso wiederholt. Hiernach wurde die Membran mit 1X Maleinsaurepuffer fir 5

Minuten bei Raumtemperatur gewaschen.

Waschpuffer |

2 X SSC 200 ml 10 X SSC Lésung

0,1% SDS 5 ml einer 20% [w/v] SDS Lésung

Volumina der Lésungen abflllen und mit Reinstwasser auf 1000 ml aufftllen.
Waschpuffer II

0,2 X SSC 20 ml der 10 X SSC Lésung

0,1% SDS 5 ml einer 20% [w/v] SDS LOsung

Volumina der Losungen abfillen und mit Reinstwasser auf 1000 ml aufftllen.

1X Maleinsaure Puffer

0,1 M Maleinsaure 11,608 g

0,15 M NacCl 8,766 g

Chemikalien einwiegen und mit Reinstwasser auf 900 ml auffullen. Den pH auf 7,5
mit NaOH Pellets einstellen und mit Reinstwasser auf 1000 ml auffullen.
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2.16.5. Chemilumineszenz-Detektion

Nach Auftauen der 10X Blockinglésung (im Kit enthalten) wurde diese 1:10 mit 1X
Maleinséurepuffer verdinnt und in die Hybridisierungsflasche auf die Membran
gegeben. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur fir 30 Minuten unter Rotation
inkubiert und die Losung verworfen. AnschlieRend wurde das Anti-DIG conjugate
1:20.000 mit der Blockinglésung (1x) verdunnt, auf die Membran gegeben und so
ebenfalls bei Raumtemperatur unter Rotation fir 30 Minuten inkubiert. Diese L6sung
enthalt einen Antikorper, der mit einer alkalinen Phosphatase konjugiert ist, die an
die DIG-markierten Abschnitte bindet. Um Uberschissige AntikGrper Losung zu
entfernen, wurde ein Waschschritt durchgefuhrt. Dazu wurde die Membran in eine
mit Waschpuffer Ill geflllte Schale gegeben, so dass sie gleichmalRig bedeckt war
und unter leichtem horizontalem Schitteln 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Der Puffer wurde verworfen und dieser Schritt einmal wiederholt. Nach erneutem
Verwerfen des Waschpuffers 1ll wurden ca. 30 ml Detektionslésung zu der Membran
gegeben und bei Raumtemperatur fur 5 Minuten inkubiert. Hierbei werden die
optimalen Konditionen fir die alkaline Phosphatase eingestellt, die an die DIG-
markierten Ziel-Abschnitte gebunden ist. Anschlielend wurde die Membran in eine
saubere Klarsichthille gelegt, mit ca. 1 ml CSPD™ (ready-to-use, im Kit enthalten)
betropft und die obere Seite der Klarsichthille leicht angedriickt, so dass keine
Luftblasen vorhanden waren. Auf3en anhaftende Losungsreste wurden vorsichtig
entfernt. Die so vorbereitete Membran wurde in einer Rontgenkassette bei 37 T flr
15 Minuten inkubiert. AnschlielBend wurde unter Lichtabschluss ein Rontgenfilm
(Hyperfiim ECL, Amersham Pharmacia Biotech Ltd., UK) aufgelegt und fur 30
Minuten bis Uber Nacht, je nach Intensitat der Chemilumineszenz aufgelegt. Dabei
dephosphoriliert die alkaline Phosphatase das CSPD, was zur Bildung eines
reaktiven Anions (Phenolat) fuhrt. Dies wiederum wird unter Lichtemission von
blauem Licht (477 nm) in Adamantan und 1,2-Dioxethan gespalten. Der Zerfall von
1,2-Dioxethan fuhrt zu einer weiteren Lichtemission. Diese Lichtemission wird auf
einem lichtsensitiven Film detektiert. Zur Entwicklung wurde der Rontgenfilm unter
Lichtabschluss in Entwicklerlosung (Agfa, Deutschland) gelegt, bis Banden sichtbar
wurden. Anschliel3end wurde der Film kurz mit dest. Wasser gewaschen, 5 Minuten
in Fixierlésung (Agfa, Deutschland) gelegt, erneut fur 10 Minuten in dest. Wasser

gewaschen und abschlie3end frei hdngend getrocknet.
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Waschpuffer lli

1X Maleinsaurepuffer 985 ml 1x Maleinsaurepuffer

0,3% Tween20 15 ml einer 20% [v/v] Tween20® Lésung
Detektions Puffer

0,1 M Tris-HCI, pH 9.5 10 ml 1,0 M Tris-HCI pH 9.5

0,1 M NacCl 2ml 5 M NacCl

Die entsprechenden Volumina der Losungen mischen und mit 88 ml Reinstwasser
auffullen. Jeweils frisch vor Gebrauch ansetzen.

2.17. Versuche zur Wiederfindung von Thermoctinomyces sp. mittels
Realtime PCR

Um eventuelle Hemmeffekte aus unterschiedlichen Umweltproben zu untersuchen,

wurden DNA Extrakte aus Thermoactinomyces (mit bekannter Konzentration Ziel-
Gene) mit DNA-Extrakten aus Kompostmaterial, Boden und Bioaerosolen eines
Rinderstalles versetzt. Dazu wurden in einem Realtime PCR Ansatz jeweils zu 1 pl
der Thermoactinomyces Standards der Konzentrationen 10? bis 10° Zielgenen pl™
(n=4) je 1 ul unverdinnter DNA-Extrakt aus auf PC-Filtern gesammelten
Bioaerosolen eines Masthdhnchenstalles gegeben. Im Vergleich wurde 1 ul
Thermoactinomyces Standard DNA der gleichen Konzentrationen (n=4) ohne
Zugabe von Bioaerosol-DNA-Extrakt eingesetzt. Diese Ansatze wurden mit den far
das NSPTf-7/TAcRmod Primersystem als spezifisch ermittelten Bedingungen
(Tabelle 14) im RotorGene (Corbett, USA) amplifiziert.

2.18. Untersuchung verschiedener Bioaerosolproben m it dem neu

etablierten System zum Nachweis von  Thermoactinomyces sp.

Nachdem das Detektionssystem etabliert war, wurden Umweltproben
unterschiedlicher Herkunft auf das Vorkommen von Thermoactinomyces sp.
untersucht. Dazu wurde eine Realtime PCR mit dem NSPTf-7/TAcRmod
Primersystem unter Einsatz einer Auswahl von DNA-Extrakten aus Bioaerosolproben
der Probenahmen 2-6 (Tabelle 4) mit den in 2.10.3 angegebenen Bedingungen

durchgefuhrt.

2.19. Nachweis der Spezifitat: Klonierung

Da die Spezifitat des NSPTf-7/TAcCRmod Primersystems bislang nur anhand von

Datenbanken und kultivierten Referenz-Stammen gezeigt wurde, wurde eine
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Klonierung der mit diesem Primersystem erhaltenen Realtime PCR-Produkte aus den
Mastentenstall Bioaerosol DNA-Extrakten (PN 6) durchgefthrt.

Ausgehend von den so erhaltenen 16S rRNA Gen PCR-Produkten, wurde eine
Klonierung (n=44 Klone) als Auftragsarbeit von der Firma AGOWA (Berlin)
durchgefuhrt (Insert 395 bp lang).

Die Auswertung der Sequenzen fand analog zu 2.9.2.6 statt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Vergleich der physikalischen Sammeleffizienz von Filtration und

Impingement bei Bioaerosolsammlungen an unterschied lichen Arbeitsplatzen

Die Konzentrationen kultivierbarer Bakterien aus den Luftproben des Puten- und
Masthahnchenstalles lagen zwischen 5,3 x 10* und 2,1 x 10® KBE m™ Luft. Die
hochsten Konzentrationen luftgetragener Mikroorganismen wurden in den
Bioaerosolproben des Masthahnchenstalles gefunden und lagen um bis zu zwei Log-
Stufen Uber den Konzentrationen der Putenstall-Bioaerosolproben (Abbildung 8).

Insgesamt lagen die Konzentrationen der mittels Impingement genommenen Proben
bis auf drei Ausnahmen (PN 1 Stall 1; PN 4, Stall 1; PN 5 Stall 2) alle unter denen

der mittels Filtration gesammelten Bioaerosolproben (Abbildung 8).

1,00E+09 -
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05

1,00E+04

[KBE m

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Stall 1

Putenstall Hihnermaststall

Abbildung 8 Darstellung der KBE m® Luft fur die Probennahmen (PN) im Putenmast- und
Hahnchenmaststall, gesammelt mittels Filtration und Impingement EZ. Die Balken zeigen
Mittelwerte aus n= 3 Parallelen +SA.
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Abbildung 9 Darstellung der Konzentrationen luftgetragener Bakterien in Abhangigkeit vom
verwendeten Luftsammelverfahren (Filtration B Impingement ) fur die Probenahmen im Puten- und
Masthahnchenstall. Dargestellt sind A) die absoluten Zahlen [Zellen m* Luft] sowie B) die GZZ der
mittels Impingement gesammelten bezogen auf die mittels Filtration gesammelten Bioaerosol-Proben
[%0].

Die parallel ermittelten GZZ-Konzentrationen fur Bioaerosol-Proben des Puten- und
Masthahnchenstalles variierten zwischen 4,6 x 10° und 1,8 x 10’ Zellen m™ Luft
(Abbildung 9, A). Damit betrug der Anteil der KBE an der GZZ im Mittel 8,5%.

Insgesamt lag die Gesamtzellzahl m™® bei den mittels Impingement gewonnenen
Bioaerosolproben quantitativ ohne Ausnahme immer unter der Gesamtzellzahl der

Filtrationsproben. Die Anteile (% Impingement/Filtration) schwankten in Abh&ngigkeit
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von der Probennahme, vor allem im Masthadhnchenstall, sehr stark (Abbildung 9, B).
Auffallig war dabei, dass die Unterschiede gerade in Masth&hnchenstall 1 sehr hoch
waren (Stall mit Aerocleaner Einsatz). Im Mittel konnte im Putenstall ein Anteil der
GZZ der Impingementproben an der der GZZ der Filtrationsproben von 59%
gefunden werden (Abbildung 9, B). Im Masthdhnchenstall lag der Anteil mit im Mittel
24% noch darunter. Ein statistischer Vergleich (t-Test) der Daten jeweils innerhalb
der Stélle (Puten bzw. Masthahnchen) ergab bei a=99% einen signifikanten

Unterschied der Mittelwerte in Abhangigkeit vom verwendeten Sammelsystem

(Abbildung 9, B).

Eine zusatzlich durchgefuhrte Korrelationsanalyse auf Grundlage aller zur Verfigung
stehenden Daten der Gesamtzellzahl zeigte eine hohe Korrelation der GZZ in

Abhangigkeit vom verwendeten Sammelsystem (r?=0,96, Abbildung 10).

R?=0,9557
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GZZ [Zellen m 3 Luft] Impingement

Abbildung 10 Korrelation der Gesamtzellzahlen [Zellen m* Luft] der korrespondierenden
Bioaerosolproben, die mittels Impingement und Filtration im Puten- und Masthéahnchenstall gesammelt
wurden. Die Konzentrationen wurden errechnet aus fluoreszenz-mikroskopischen Auszahlungen von
n=20 Gesichtsfeldern nach DAPI-Farbung und sind als Mittelwerte angegeben.

3.1.1. Einfluss der relativen Luftfeuchtigkeit auf die GZZ

Eine Untersuchung des Zusammenhangs zwischen relativer Luftfeuchte und dem
prozentualen Anteil der Gesamitzellzahl (Impingement) an der Gesamtzellzahl

(Filtration) ergab keinen direkten Zusammenhang (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Darstellung des Anteils der GZZ der mittels Impingement gesammelten
Bioaerosolproben an der GZZ der parallel mittels Filtration gesammelten Bioaerosolproben (@ %,
linke y-Achse) im Vergleich zur relativen Luftfeuchte (A in %, rechte y-Achse) im Verlauf der
Messungen. Die Messwerte der relativen Luftfeuchte wurden zur besseren Ubersichtlichkeit
verbunden.

3.2. Untersuchung der biologischen Sammeleffizienz f ur Filtration und

Impingement

Der Anteil Mikroorganismen, der nach der Bioaerosolsammlung noch als ,lebend®
erfasst wird, gibt die biologische Sammeleffizienz eines Sammelsystems an. Meist
wird ,lebend“ gleichgesetzt mit kultivierbar‘, einhergehend mit den fir diese
Methodik bekannten Nachteilen. Hier mussen die Kultivierbarkeit der Organismen
sowie adaquate Kultivierungsbedingungen nach der Sammlung zwingend gegeben
sein, um aussagekraftige Quantifizierungen und Qualifizierungen durchfiihren zu
konnen. Zuséatzlich gibt es Farbstoffe zur Zellfarbung, die eine Differenzierung in

Jlebende®

und ,tote* Zellen kultivierungsunabhéngig zulassen und auch
Zwischenstadien (VBNC) erfassen. Hierdurch kdnnen gleichzeitig sowohl die Anteile
lebender Zellen, die klassischerweise tber die KBE quantifiziert werden, als auch die
Anteile toter Zellen und die Gesamtzellzahl in einem Ansatz ermittelt werden. Da
diese Methodik bislang nur wenig Anwendung gefunden hat, sollte zuné&chst die
Anwendbarkeit im Allgemeinen sowie fur die hier eingesetzten Stamme evaluiert

werden. Diese Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.

® lebend* wird in diesem Fall definiert als bei Fluoreszenzmikroskopie griine Fluoreszenzsignale
zeigend (Ex: 480 nm, Em: 500 nm (SYTO9) bzw. 635 nm (Propidiumiodid), BacLight™ Live/Dead Kit
(Molecular Probes, Inc.)).
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3.2.1. Vergleich der mittels DAPI-Farbung und Lebend-Tot-Far bung

ermittelten Gesamtzellzahlen

Zur Ermittlung der generellen Anwendbarkeit der Lebend-Tot-Farbung wurde die
GZZ pro ml eingesetzter Kultur heran gezogen und mit den Ergebnissen der DAPI-
Farbung verglichen. Insgesamt wurden 16 Stamme untersucht. Hierbei ergaben sich
fur die meisten Stamme (n=13) vergleichbare Ergebnisse der GZZ Konzentration.
Unterschiede in der GZZ Konzentration ergaben sich fur Zellen der Stamme
Rhodococcus erythropolis DSM 45066 und Staphylococcus aureus DSM 202517
sowie besonders stark fir den Stamm Rhodotorula mucilaginosa DSM 70405'
(Abbildung 12).
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Abbildung 12  Vergleich der anhand der Lebend/Tot-Farbung (E) und der DAPI-Farbung (E3)
ermittelten GZZ pro ml eingesetzter Kultur fur unterschiedliche Stamme. Die Balken zeigen Mittelwerte
aus n=20 gezahlten mikroskopischen Gesichtsfeldern +SA. Die Werte fir die Lebend/Tot-Farbung
ergeben sich als Summe aus den separat gezahlten Zellzahlen fir ,lebende” und ,tote* Zellen.

3.2.2. Ermittlung der Auswertbarkeit von Lebend-Tot qgefarbt en

Zellpraparaten in Abh&ngigkeit von der Zeit

Bei Bioaerosolprobenahmen ist mitunter die Zeit zwischen Probenahme und

Auswertung relativ lang (z. B. durch lange Anfahrten zu den Probenahmeorten). Um
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die mdgliche Zeitspanne zur Analyse der durch Lebend-Tot-Farbung gefarbten Zellen
nach einer Probenahme zu bestimmen, wurden Zellen einer Escherichia coli Kultur
gefarbt und stindlich ausgewertet. Dabei zeigte sich, dass keine Veranderung der
ermittelten GZZ, sowie der Anteile lebender bzw. toter Zellen innerhalb von 24
Stunden auftrat (Abbildung 13). Allerdings konnten die Zellen nach ca. 20 Stunden
schwécher und nach 24 Stunden gar nicht mehr deutlich erkannt werden, weshalb ab
diesem Zeitpunkt keine Auswertung mehr maglich war.
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Abbildung 13 Darstellung des prozentualen Anteils lebender (E) und toter (O) Zellen an der gesamt
gezahlten Zellzahl sowie der absoluten Gesamtzellzahl/ml (B). Gezahlt wurde stindlich nach
einmaliger Lebend/Tot-Farbung einer stationdren E. coli Kultur mit dem Live/Dead BacLight™
Bacterial Viability Kit for microscopy and quantitative assays (L7012) (Molecular Probes, Inc., USA)
nach Herstellerangaben. Angegeben sind Mittelwerte aus n=5 Feldern pro Zeit + SA. Gezahlt wurde
am Axioplan (Zeiss, Jena) bei 1000facher VergroRerung. Der Objekttrager wurde zwischenzeitlich
dunkel bei RT aufbewabhrt.

3.2.3. Anwendbarkeit der Lebend-Tot-Farbung fiir unterschie dliche

Stamme
Im Folgenden sind die Ergebnisse der Anwendbarkeit der Lebend-Tot-Farbung fur
Stamme verschiedener Gattungen dargestellt (Abbildung 14). Dazu ist die
Wiederfindung (%) lebender und toter Zellen in Zellsuspensionen definierter
Verhéltnisse lebender und toter Zellen durch mikroskopische Auswertung nach der
Lebend-Tot-Farbung gezeigt. Der Anteil an Zellen, die in der Ausgangslésung bereits
als tot markiert waren, werden jeweils im Verhaltnis E deutlich. Dieser Anteil toter
Zellen wurde daher im Folgenden von den Ergebnissen der tbrigen Verhéaltnisse A-D

abgezogen.
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Fur Comamonas testosteroni DSM 50244 wurde eine Ubereinstimmung der
eingesetzten zu den ermittelten Verhaltnissen gefunden (Abbildung 14, a). Es
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (t-Test, 0=99,99%) flr alle Vergleiche.
Fir Bacillus subtilis DSM 10" zeigten sich geringfiigige Abweichungen eingesetzter
zu wieder gefundenen Anteilen (Abbildung 14, b). Diese waren jedoch nicht
signifikant (t-Test, 0=99,99%).

Fir den Stamm Corynebacterium glutamicum DSM 20300 zeigte sich fir das
Verhaltnis A [50:50] sowie fur das Verhaltnis C [60:40] ein signifikanter Unterschied
zwischen erwartetem und wiedergefundenem Verhaltnis lebender und toter Zellen (t-
Test, 0=99,99%). Es wurden 59% bzw. 66% lebende Zellen und 41% bzw. 34% tote
Zellen ermittelt. Far alle anderen Verhéltnisse wurden Kkeine signifikanten
Unterschiede gefunden (Abbildung 14, c).

Fur Sphingomonas terrae IFO 15098 zeigten sich geringfigige Abweichungen
zwischen eingesetzten und ermittelten Anteilen (Abbildung 14, d). Diese waren
jedoch nicht signifikant (t-Test, 0=99,99%).

Fur den Stamm Staphylococcus aureus DSM 20231 zeigte sich fur das Verhéltnis B
[70:30] ein signifikanter Unterschied zwischen erwartetem und wiedergefundenem
Verhéltnis lebender und toter Zellen (t-Test, 0=99,99%). Es wurden 61% lebende
Zellen und 39% tote Zellen ermittelt. FUr alle anderen Verhaltnisse wurden keine
signifikanten Unterschiede gefunden (Abbildung 14, e).

Mycobacterium aurum NC 104377, Enterobacter cowanii ENB 186" und Salmonella
Typhimurium CIP 60.62" zeigten (ibereinstimmende Ergebnisse von eingesetzten zu
ermittelten Verhaltnissen lebender und toter Zellen (Abbildung 14, f, g, h). Es
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (t-Test, 0=99,99%) flr alle Vergleiche.
Fir Micrococcus roseus DSM 20447 und Rhodococcus erythropolis DSM 43066
waren, aufgrund der Bildung von komplexen Zellaggregaten, keine differenzierenden
Auszahlungen lebender und toter Zellen mdoglich. Die Zellen wurden durch die
Farbung zwar sichtbar differenziert, allerdings war eine Zellzahlbestimmung aufgrund
der dichten Zusammenlagerung der Zellen in verschiedenen Ebenen nicht mdglich.
Auch der Einsatz einer geringeren Zelldichte und der Zusatz von Tween80 im
Wachstumsmedium fuhrten zu keiner Trennung der Zellaggregate und somit zu
keiner deutlichen Verbesserung der Auswertung.
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Abbildung 14 Mikroskopisch anhand Lebend/Tot Farbung ermittelte Konzentrationen [%] lebender
(") und toter (m) Zellen nach der Herstellung definierter Verhaltnismischungen lebender und toter
Zellen (A[50:50], B[70:30], C[60:40], D[0:100], E[100:0]) von verschiedenen Spezies: a) Comamonas
testosteroni DSM 50244 b) Bacillus subtilis DSM 10" ¢) Corynebacterium glutamicum DSM 20300" d)

Sphingomonas terrae IFO 15098 e) Staph

f

lococcus aureus DSM 20231, f) Mycobacterium aurum NC

10437' g) Enterobacter cowanii ENB 186" h) Salmonella Typhimurium CIP 60.62". Dargestellt sind
Mittelwerte errechnet aus n=10 mikroskopischen Gesichtsfeldern + SA.
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Bei Pseudomonas putida DSM 291 konnte anhand der Lebend-Tot Farbung
zwischen lebenden und toten Zellen differenziert werden, welche sich in
kettenartigen  Strukturen zusammenlagerten. Es ergaben sich deutliche
Langenunterschiede der Zellstrukturen, wobei die einzelnen Zellen nicht Klar
voneinander unterscheidbar waren. Daher konnte hier ebenfalls keine genaue
Bestimmung der Zellzahl vorgenommen werden. Die Lebend-Tot Farbung der Zellen
von Lactobacillus paracasei DSM 5622" ergab eine sehr schwache Fluoreszenz der
grin fluoreszierenden lebenden Zellen. Lediglich die toten Zellen wurden durch rote
Fluoreszenz deutlich sichtbar und konnten ausgezadhlt werden. Eine genaue

Bestimmung der Lebendzellzahl konnte nicht durchgefiihrt werden.

3.3. Untersuchung der biologischen Sammeleffizienz f ur das

Impingement am Beispiel ausgesuchter Stamme verschie dener Gattungen

Zur Bestimmung der biologischen Sammeleffizienz wurden Zellen ausgewahlter
Stamme verschiedener Gattungen mit ansteigenden Luftvolumina mittels
Impingement beaufschlagt. In Abhéngigkeit vom beaufschlagten Luftvolumen wurde
die Zahl lebender Zellen ml* Impingerfliissigkeit bestimmt und auf die
Gesamtzellzahl bezogen [%]. Hierdurch wird der Einfluss des gesammelten

Luftvolumens bzw. der Sammelzeit deutlich.

Fir Comamonas testosteroni DSM 50244 wurde eine stetige Abnahme der
Lebendzellzahl im Verlauf der Beaufschlagung beobachtet. Dabei sank der Anteil der
als lebend detektierten Zellen von anfanglich 92,7% auf 57,2% nach 30 Minuten ab.
Fiir Bacillus subtilis DSM 10" blieb der Anteil lebender Zellen im Zeitverlauf nahezu
gleich.

Fur Staphylococcus aureus DSM 20231 schwankte der Anteil lebender Zellen im
Verlauf der Beaufschlagung, sank aber insgesamt von 57% auf 47,5% ab. Bei
Corynebacterium glutamicum DSM 20300" wurde von Beginn der Beaufschlagung an
ein sehr hoher Anteil lebender Zellen (81,4%) detektiert. Im Verlauf der
Beaufschlagung stieg der Anteil sogar auf 97,7% an. Allerdings war bei diesem
Ansatz der Flussigkeitsaustrag und damit die Aufkonzentrierung der Zellen im
Impinger sehr hoch. Ein ahnlicher Trend konnte fiir Sphingomonas terrae IFO 15098
und Escherichia coli DSM 30083" beobachtet werden. Hier stieg der Anteil lebender
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Zellen im Beaufschlagungszeitraum von 66,1% auf 81,4% bzw. von 81% auf 91,5%
an.

Fir Salmonella Typhimurium CIP 60.62" lagen im Gegensatz zu den anderen
untersuchten Stammen nur drei Messdatenpunkte vor. Jedoch konnte hier eine
Abnahme lebender Zellen von 98,7 % zu Beginn auf 90,8 % am Ende der
Beaufschlagung beobachtet werden.

Fur alle Stamme wurde eine positive Korrelation unterschiedlicher Starke von GZZ
(lebende + tote Zellen) und der Lebendzellzahl festgestellt (Abbildung 15, jeweils Teil
B).
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Corynebacterium glutamicum DSM 20300"
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Abbildung 15 (A): Verlauf des Anteils ([%], &) der als lebend detektierten Zellen an der GZZ
(lebende + tote Zellen absolut, ) fir unterschiedliche Stamme in Abhangigkeit vom mittels
Impingement beaufschlagten Luftvolumen (max. 0,3 m3, hier angegeben als Beaufschlagungszeit in
Minuten). Dargestellt sind Mittelwerte aus n=10 Gesichtsfeldern Gesichtsfeldern (Salmonella n= 30
Gesichtsfelder £SA. (B): Korrelation der GZZ (lebende + tote Zellen, absolut, <) und der Anzahl
lebender Zellen (absolut) pro ml Ausgangslésung von verschiedenen Stdmmen nach Beaufschlagung
mittels Impingement, ermittelt anhand Lebend/Tot-Farbung. Dargestellt sind Mittelwerte aus n=10
Gesichtsfeldern (Salmonella n= 30 Gesichtsfelder) +SA. Die Anteile lebender und toter Zellen wurden
fluoreszenzmikroskopisch nach Live/Dead Farbung ermittelt und jeweils zur Gesamtzellzahl (=lebende
+tote Zellen) in Relation gesetzt.

3.4.

am Beispiel ausgesuchter Stimme verschiedener Gattun

Untersuchung der biologischen Sammeleffizienz fur die Filtration

gen

Die Untersuchung der biologischen Sammeleffizienz fur die Filtration wurde an
ausgesuchten Stammen (n=6) unterschiedlicher Gattungen nach Beaufschlagung mit
verschiedenen Luftvolumina bestimmt. Dabei konnten starke Unterschiede fir die

untersuchten Stamme in Abhéngigkeit vom beaufschlagten Luftvolumen gefunden

werden (Abbildung 16).
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Mycobacterium aurum NC 10437" Bacillus subtilis DSM 10"
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Abbildung 16 Verlauf des Anteils der als lebend detektierten Zellen an der GZZ (lebend+tot) fur
unterschiedliche Stamme ([%]; &, absolut <) in Abhangigkeit vom mittels Filtration beaufschlagten
Luftvolumen (max. 0,3 ms3, hier angegeben als Beaufschlagungszeit in Minuten). Dargestellt sind
Mittelwerte aus n= 20 mikroskopischen Gesichtsfeldern = SA. Die Anteile lebender und toter Zellen
wurden fluoreszenzmikroskopisch nach Live/Dead Farbung ermittelt und jeweils in Relation zur
Gesamtzellzahl (lebende +tote Zellen) gesetzt.

Am auffalligsten war der Einfluss der Sammlung fiir Zellen des Stammes Escherichia
coli DSM 30083". Hier nahm der Anteil lebender Zellen innerhalb von 5 Minuten
Beaufschlagung von 100% auf 20% ab, nach 10 Minuten wurden keine Zellen mehr
als lebend detektiert (Abbildung 16).

Fir Salmonella Typhimurium CIP 60.62" wurde ein ahnlich starker Einfluss detektiert.
Hier wurden nach 5 Minuten Beaufschlagung 45% und nach 20 Minuten 82% der
Zellen als tot detektiert.

Fir den Stamm Rhodotorula mucilaginosa DSM 70403 wurde eine stetige Abnahme
des Anteils lebender Zellen beobachtet. Der Anteil sank im Verlauf der
Beaufschlagung von 100% auf 11% ab, wobei die starkste Abnahme (48%) lebender
Zellen nach 5 Minuten Luftsammlung beobachtet wurde.

Bei Micrococcus luteus DSM 20030" wurde nur nach 5-miniitiger Sammlung eine
plotzliche Abnahme der Lebendzellzahl beobachtet. AnschlieRend blieb der Antell
lebender Zellen bis zum Ende der Beaufschlagung gleich.

Fir Mycobacterium aurum NC 10437" und Bacillus subtilis DSM 10" blieb der Anteil
lebender Zellen im Zeitverlauf relativ ahnlich. Allerdings wurde hier schon zu Beginn
nur ein niedriger Anteil lebender Zellen quantifiziert.

Es konnte keine Korrelation von GZZ (lebend+ tot) und der Lebendzellzahl fir alle

Stamme festgestellt werden.
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3.5. Untersuchung der Zusammensetzung der bakteriellen

Artengemeinschaft mittels Kultivierung und molekula rbiologischer Methoden

Zur Bestimmung der bakteriellen Artengemeinschatft in Tierstall-Bioaerosolen wurden
mittels Kultivierung Isolate gewonnen bzw. direkt aus denselben Bioaerosolproben
die phylogenetische Einordnung anhand der Sequenzierung des 16S rRNA Gens

vorgenommen.

3.5.1. Kultivierungsabhangiger Ansatz

Bei Probennahme 3 wurden Differenzierungsmedien zur Erfassung unterschiedlicher
Mikroorganismen—Gruppen eingesetzt. Dazu wurde neben CASO-Medium das fur
die Gruppe der Enterobacteriaceae spezifisch geltende McConkey Medium und fir
die Gruppe der Aktinomyceten das Aktinomyzeten-lsolations-Medium (AIM)

eingesetzt.

Die Konzentration der gesamten aeroben, heterotrophen Bakterien, kultiviert auf
CASO Medium, lag in Stall 1 (Filtration: 2 x 10°; Impingement: 9,5 x 10* KBE m™)
leicht unter der in Stall 2 (Filtration: 7,1 x 10°, Impingement: 6,3 x 10° KBE m™)
detektierten Konzentration. Dies entspricht einem Anteil von 4,9% (Stall 1) und
16,7% (Stall 2) fur die Filtrations- bzw. 2,3% (Stall 1) und 14,9% (Stall2) fur die
Impingementproben an der korrespondierenden GZZ. Das fur die Gruppe der
Enterobacteriaceae spezifisch geltende McConkey Medium zeigte sehr
unterschiedliche Ergebnisse in Abh&ngigkeit von der Probe. So konnten keine
gewachsenen Kolonien fiur die Impingementproben detektiert werden. Fir die
Filtrationsproben lag die Konzentration in Stall 1 mit 3,1 x 10° KBE m™ (0,08% an der
GZZ) weit unter der in Stall 2 mit 2,6 x 10° KBE m™ detektierten Konzentration
(62,2% an der GZ2).

Auf dem Aktinomyzeten-lsolations Medium-wurden sehr &hnliche Ergebnisse fur
beide Stélle und beide Luftsammelmethoden detektiert. Hier konnten
Konzentrationen von 1,0 x 10° (Stall 1) und 2,7 x 10° (Stall 2) KBE m™ (Filtration)
bzw. 3,3 x 10* und 7 x 10* KBE m™® (Impingement) quantifiziert werden. Die
Ergebnisse der Konzentrationsbestimmungen sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17 Darstellung der Konzentrationen [KBE m™® Luft], ermittelt nach Bioaerosol-
Probennahme mittels Filtration ( und Impingement (@), in Abhangigkeit vom verwendeten Medium
fur Stall 1 und 2 bei Probennahme 3 (Puten). Angegeben sind Mittelwerte aus n=3 Parallelen = SA.
Zusatzlich ist die GZZ fir die Filtrations- (@) und Impingement-Proben (@) dargestellt. Angegeben
sind Mittelwerte aus n=20 Gesichtsfeldern (GZZ) + SA.

Zur ndheren Differenzierung wurden Isolate von den zur Quantifizierung verwendeten
N&hrmedienplatten gewonnen. So sollte ein genauerer Einblick in die
Artenzusammensetzung der mittels Kultivierung erfassten Organismen erhalten

werden.

Insgesamt wurden 28 Isolate durch die kultivierungsabhangige Analyse gewonnen.
Diese konnten nach der Sequenzierung des 16S rRNA Gens insgesamt 19 Arten
zugeordnet werden. Die Gensequenzen zeigten am haufigsten die hochste
Ahnlichkeit zu Sequenzen von Arten der Gattung Nocardiopsis (n=4) und Bacillus
(n=4) sowie der Art Brevibacterium stationis (n=3). Funf Isolate wiesen die héchste
16S rRNA Gen Sequenzahnlichkeit zu Arten mit potentiellem Gesundheitsrisiko auf
(TRBA466 [74] in Risikogruppe 2 eingeordnet): Aerococcus viridans, Acinetobacter
johnsonii (n=2), Pantoea agglomerans und Shigella flexneri. Es wurde fur kein Isolat
eine Sequenzahnlichkeit zu Salmonellen nachgewiesen. Insgesamt konnte fur Stall 2
eine hohere Diversitat beobachtet werden als fiir Stall 1. Eine Ubersicht tber alle

gewonnen Isolate und deren n&chst verwandte Art ist in Tabelle 15 dargestellt.
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Tabelle 15 Ubersicht tiber die gewonnenen Isolate. Angegeben sind die Quelle des Isolats,
dessen Nummer, die Bebritungstemperatur sowie die durch Analyse des 16S rRNA Gens erhaltene
nachst verwandte Spezies mit zugehoriger Accession Nummer, die Sequenzéhnlichkeit (%) und die
Einordnung dieser Spezies in die Risikogruppe nach TRBA 466.

Sequenz

Quelle Isolat Nr. Temp. Néchst ver_vvandte Acc. No. Ahnlichkeit R'S'ko**
Spezies Iy Gruppe
MPA-34 37C  Aerococcus viridans M58797 100 2, TA
MPA-31 37C  Bacillus sp. n. d.
Brachybacterium
Stall 1 MPA-23 37C  paraconglomeratum AJ415377 100 1
Staphylococcus cohnii
MPA-26 37C  subsp. cohnii D83361 99.83 1, +
Staphylococcus equorum
MPA-35 37C  subsp. linens AF527483 99.92 1
MPA-16B 26C  Acinetobacter johnsonii X81663 99.77 2
MPA-06C 26C  Acinetobacter johnsonii X81663 99.77 2
MPA-13A 26C  Bacillus sp. n. d.
MPA-29 37C  Bacillus sp. n. d.
MPA-28 50C Bacillus sp. n. d.
MPA-11 26°C  Brevibacterium stationis AJ620367 100 1
MPA-08 26°C  Brevibacterium stationis AJ620367 100 1
MPA-27 37C  Brevibacterium stationis AJ620367 100 1
Corynebacterium 46753/X80
MPA-32 37C  glutamicum 629 100 1
MPA-18 26C  Glycomyces arizonensis AY462042 97.06 n. a.
Jeotgalicoccus
MPA-33 37C  psychrophilus AY028926 98.40 1
Stall 2 Methylobacterium
MPA-09 26C  adhaesivum AMO040156 99.10 n. a.
MPA-03 26°C  Microbacterium indicum AM158907 98.00 n. a.
MPA-12 26C  Nocardiopsis alba X97883 100 1
MPA-07 26C  Nocardiopsis alba X97883 99.77 1
MPA-14A 26C  Nocardiopsis prasina X97884 99.77 1
MPA-06A1 26C  Nocardiopsis prasina X97884 99.77 1
MPA-20B 37C Pantoea agglomerans AF130953 99.54 2
MPA-17 26C  Rathayibacter festucae AF159365 99.91 1
X79186/X
MPA-02 26C  Rhodococcus fascians 81930 100 1
MPA-22A2 37T  Shigella flexneri X96963 99.57 2
MPA-05 26C  Streptomyces sp. n. d.
MPA-30 37C  Streptomyces sp. n. d.
* = Berechnung basiert auf multiplem Alignment von ca. 1300 bp des 16S rRNA Gens

** = Nach der Technischen Richtlinie fir Biologische Arbeitsstoffe (TRBA 466)
n. d. = Die 16S rRNA Gen Sequenz Analyse fihrt nur auf Gattungsebene zu einer
zweifelsfreien Zuordnung.

3.5.2. Molekularbiologischer Ansatz

Die durch die kultivierungsunabhangige Klonierungsanalyse gefundenen 16S rRNA
Gensequenzen mit der hochsten Abundanz zeigten héchste Sequenzahnlichkeit zu
Sequenzen der Gattungen Aerococcus, Lactobacillus und Megamonas. Die
Dominanz dieser Gattungen innerhalb der Klonbibliotheken konnte fir beide

Probenahmeorte unabhangig von der Sammelmethoden gezeigt werden. Weiterhin
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konnte in allen Klonbibliotheken ein hoher Anteil Sequenzen gefunden werden, die
hochste Ahnlichkeit zu Sequenzen zeigten, die aus bislang nicht Kultivierten
(,uncultured) Organismen gewonnen wurden. Aufféallig war dabei, dass alle
Sequenzen mit der hochsten Ahnlichkeit anhand molekularbiologischer Methoden
aus Gefliigeldarminhalten gewonnenen wurden. Ahnlichkeiten zu Sequenzen der
Gattung Salmonella konnten in keiner der Klonbibliotheken nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse der Klonierungsanalysen sind in Abbildung 18 dargestellit.
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Abbildung 18 Verteilung der 16S rRNA Gensequenzen aus Klonbibliotheken, generiert aus
Bioaerosolproben zweier Putenstélle von Probennahme 3. Die Proben wurden mittels Filtration bzw.
Impingement gesammelt. Die Zahlen geben die prozentualen Anteile in Relation zur Anzahl der
gesamt analysierten Klone an. Fett markierte Gattungsnamen beinhalten Klonsequenzen, die zu
Risikogruppe 2 eingeordneten Organismen nachst verwandt sind (16S rRNA Gen, Ergebnisse
basieren auf ~900 bp).

3.5.2.1. Rarefaction Analyse

Es wurde eine Rarefaction Analyse durchgefiihrt, um zu prifen, ob mit den hier
generierten Klonbibliotheken ausreichend Klone zur Darstellung der Spezies-
Abundanz untersucht wurden. Das Ergebnis zeigte fir die einzelnen aus
unterschiedlichen Bioaerosolproben generierten Klonbibliotheken (Filtration Stall 1
n=58; Filtration Stall 2, n=56; Impingement Stall 2, n=51) eine Sattigung der Kurven
(Abbildung 19, A). Auch bei Einrechnung aller untersuchten Kloninserts (n=165)
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wurde eine asymptotische Anndherung erreicht (Abbildung 19, B). Damit wurden

ausreichend Klonsequenzen untersucht.

A) 257 id B)

Anzahl erwarteter OTUs

0 10 20 30 40 50 B0
Anzahl untersuchter Klone

Abbildung 19 A) Rarefaction Kurve zur Darstellung der Biodiversitat innerhalb der untersuchten 3
Klonbibliotheken, generiert aus Bioaerosolproben zweier Putenstélle. Die Bioaerosolproben wurden
mittels Filtration (4 Stall 1, n=58; W Stall 2, n=56) und Impingement (A Stall 2, n=51) gesammelt.
OTU’s waren definiert als Gruppen von Sequenzen, die Sequenzunterschiede von weniger als 2%
zeigten. B) Rarefaction Kurve aller 164 untersuchten 16S rRNA Gensequenzen, generiert aus
Bioaerosolproben.

3.6. Nachweis infektioser Organismen: Etablierung de s Nachweises

der Gattung Salmonella aus Bioaerosolproben anhand guantitativer PCR

Als Modellorganismus zum Nachweis eines infektisen Erregers wurde die Gattung
Salmonella gewdahlt. Salmonellen wurden mehrfach in Bioaerosolen an
landwirtschaftlichen Arbeitsplatzen detektiert [80, 81, 161, 162]. Die Gattung bietet
den Vorteil, dass ihre Vertreter anhand spezieller Differenzierungsmedien
kultivierungsbasiert nachweisbar sind und damit ein Vergleich der Ergebnisse

maoglich ist.

3.6.1. DNA-Extraktionseffizienz fir die Gattung Salmonella

3.6.1.1. Verqgleich der DNA-Extraktionseffizienzen fur die
Extraktionen nach HENCKEL [150] und PITCHER et al.[141]

Zur Ermittlung der DNA-Extraktionseffizienz wurden zwei Protokolle erprobt und

deren Effizienz verglichen. Die Methoden unterschieden sich grundsatzlich
hinsichtlich des Trenn-Prinzips von Proteinen, Zellbestandteilen und der DNA. Dabei
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wurde fir das Protokoll nach HENCKEL [150] im Mittel eine Effizienz von 4,17%
ermittelt, wahrend das Protokoll nach PITCHERet al. [141] im Mittel eine Effizienz von
16,73% aufwies (Abbildung 20).
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DNA-Extraktionsmethode

Abbildung 20 Darstellung der DNA-Extraktionseffizienz in Abhangigkeit von der verwendeten
Extraktionsmethode (1= Extraktion nach HENCKEL [150], 2= Extraktion nach PITCHER et al. [141]).
Dabei wurde die eingesetzte Zellzahl gleich 100% gesetzt und zur anhand der erhaltenen DNA Menge
aquivalente Anzahl Zellen/Genome in Relation gestellt. Dargestellt sind Mittelwerte aus n=11
(Methode 1) bzw. n=20 (Methode 2) + SA.

3.6.1.2. DNA-Extraktionseffizienz in Abhéngigkeit vo n der

eingesetzten Zellzahl

Die weitere Untersuchung der DNA-Extraktionseffizienz fur das Protokoll nach
Pitcher et al. [141] zeigte in Abh&ngigkeit von der eingesetzten Zellkonzentration
unterschiedliche Resultate. Die héchste Effizienz wurde unter Einsatz von etwa 10°
Zellen in den Extraktionsansatz ermittelt. Mit Zunahme der eingesetzten Zellzahl
nahm die Extraktionseffizienz ab, bis sie bei Einsatz von etwa 10'° Zellen bei nahezu
0 lag (Abbildung 21). Bei Einsatz von weniger Zellen als 10’ Zellen pro Ansatz
konnte keine DNA mehr ausgefallt werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21 Darstellung der DNA-Extraktionseffizienz [%)] als Anteil der wiedergefundenen
Zellaquivalente an der tatsachlich eingesetzten Zellzahl. Die Zellaquivalente wurden aufgrund der
bekannten GenomgréRe von Salmonella Typhimurium CIP 60.62" aus den photometrisch (W) bzw.
fluorometrisch (A) gemessenen DNA Konzentrationen nach der DNA Extraktion ermittelt.

3.7. Etablierung des Primersystems zum spezifischen N achweis von

Salmonella sp.

Auf Basis des 16S rRNA-Gens lie3 sich nach intensiver in-silico Analyse kein
spezifisches Primersystem finden, da sich keine Differenzierungsmaoglichkeiten zu
Sequenzen anderer Gattungen ergaben. Problematisch waren vor allem Sequenzen
der Gattung Escherichia, die einen hohen Grad an Sequenzé&hnlichkeit aufwiesen.
Aus diesem Grund wurde das von RAHN et al. [153] etablierte Primersystem zur
Detektion des invA Gens getestet. Dieses Gen ist spezifisch fir die Gattung
Salmonella [163] und somit ein geeignetes Zielgen zur Identifizierung. Die
Amplifikation in einer Standard-PCR unter Einsatz von DNA extrahiert aus den in
dieser Arbeit verwendeten Spezies der Gattung Salmonella (n=5, Tabelle 7) zeigte

spezifische Fragmente nach gelelektrophoretischer Auftrennung (Abbildung 22).
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Abbildung 22 PCR-Produkte amplifiziert mit dem 139/141 Primersystem [153] in einer Standard-
PCR (Tabelle 8) aus DNA-Extrakten von 1, 2=Salmonella enterica subsp. arizonae CCUG 1743,
3, 4=Salmonella enterica subsp. arizonae CCUG 29867, 5, 6= Salmonella Enteritidis CCUG 32352, 7,
8= Salmonella Choleraesuis CCUG 49677', 9=Wasser, 10=Escherichia coli ATCC 25922,
11=Salmonella Typhimurium CIP 60.62" nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Die Banden haben
eine Grolle von 248 bp. Zum Vergleich ist die 300 bp Bande des 100 bp-Fragmentgré3enmarkers
gekennzeichnet.

3.7.1. Etablierung der Realtime PCR zum spezifischen Nachwei S sowie

der Quantifizierung der Gattung Salmonella

Die Grundlage zur Quantifizierung unbekannter Zellkonzentrationen des
Zielorganismus ist die Etablierung einer Eichgerade mit bekannten Konzentrationen
des Zielorganismus. Da in Umweltproben die gesamte genomische DNA als
Ausgangsbasis der Amplifikation zur Verfugung steht, wurde auch in den
Etablierungsansatzen genomische DNA in der Realtime PCR eingesetzt, um
vergleichbare Ausgangsbedingungen zu haben. Die dazu verwendeten DNA Extrakte
wurden aus einer in der stationaren Wachstumsphase befindlichen Reinkultur
Salmonella gewonnen, um sicher zu stellen, dass ein invA Zielgen pro Genom
vorhanden ist. Die erfolgreiche und spezifische Amplifikation wurde unter
Verwendung der in Tabelle 9 angegebenen Bedingungen erreicht. Um eine hdhere
Reproduzierbarkeit zu erreichen, auch im Hinblick auf eine eventuelle
Standardisierung, wurde die Etablierung unter Verwendung eines kommerziellen Kits
zur Realtime PCR-Amplifikation (ABGene Absolute QPCR SYBR Green Mix,
AbGene, UK) durchgefuhrt. Dabei konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der
eingesetzten invA Gen Konzentration und dem korrespondierenden Ct-Wert
detektiert werden (Abbildung 23, A). Die Reaktionseffizienz betrug dabei 0,9.
Zusatzlich wurde die Spezifitit der PCR-Produkte durch eine Schmelzkurve
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(Abbildung 23, B) bzw. eine Agarosegelelektrophorese nachgewiesen (Abbildung 23,
C).
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Abbildung 23 Etablierung der zur Quantifizierung notwendigen Eichgerade. A) Darstellung des
linearen Zusammenhangs zwischen der eingesetzten Zielgen-Konzentration [targets ul‘l] und der
zugehorigen Cr-Werte. B) Darstellung der Spezifitat der PCR-Produkte anhand der Schmelzkurve als
1. Ableitung der Fluoreszenzintensitatsanderung in Abhangigkeit von der Temperatur [ds/dT]. C) PCR-
Produkte nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Dargestellt sind abnehmende Konzentrationen von
10" bis 10° invA Gen targets pl™ in vierfach-Ansatzen. Die PCR-Produkte haben eine spezifische
Grof3e von 248 bp. Zum Vergleich ist die 300 bp Bande des 100 bp Fragmentgré3enmarkers markiert.

3.7.2. Bestimmung der Wiederfindung von Salmonellen mittels

guantitativer Realtime PCR

Um das bis hierhin etablierte Protokoll zum Nachweis von Salmonellen aus
Bioaerosolproben zu validieren, wurden verschiedene Versuchsansatze zur
Wiederfindung definierter Zellkonzentrationen durchgefiihrt. Insgesamt sollten so die

Einflisse der unterschiedlichen Kontaminations- bzw. Verlustmoglichkeiten (Nicht-
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Ziel-DNA, Bioaerosolbestandteile, DNA Extraktion) untersucht werden. Zuné&chst
wurden definierte Zellzahlen eines Nicht-Zielorganismus (Escherichia coli) zusatzlich
zum Extraktionsansatz zugegeben und daraus die Wiederfindung der Salmonellen
bestimmt. AnschlieRend wurde zu DNA Extrakten, gewonnen aus Bioaerosolen eines
Kuhstalles, DNA mit bekannter invA Zielgenkopienzahl dazu gegeben und auch hier
deren Wiederfindung bestimmt. AnschlieBend wurde je eine originare
Bioaerosolprobe aus einem Putenstall (Impingement und Filtration) mit definierten

Zellzahlen Salmonellen versetzt und deren Wiederfindung bestimmt.

3.7.2.1. Bestimmung der Wiederfindung von Salmonelle n unter

Zugabe definierter Zellzahlen Escherichia coli
(Nicht-Zielgen-DNA)
Unter Zugabe definierter Zellzahlen Escherichia coli ATCC 259227 wurde die

Wiederfindung verschiedener Konzentrationen Salmonellen ermittelt. Hierbei ergab
sich eine positive Korrelation zwischen eingesetzter Salmonella Zell-Konzentration
und detektierter invA Gen-Anzahl (R?=0,99, Abbildung 24, linke y-Achse). Weiterhin
betrug die Wiederfindung im Mittel 22,3% + 4,8% SA (Abbildung 24;
Wiederfindungsrate [%] rechte y-Achse).
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Abbildung 24 Darstellung der Wiederfindung von Salmonellen Zielgenen (absolut [Zielgene
Ansatz™], linke Y-Achse A; bzw. anteilig [%], rechte Y-Achse ®) unter Zugabe von Escherichia coli
ATCC 259227 Zellen (Nicht-Ziel-DNA) in Abhangigkeit von der eingesetzten Zellzahl Salmonellen.
Zusatzlich ist der lineare Zusammenhang fir die absoluten Werte durch eine Regressionsgerade unter
Angabe des BestimmtheitsmaBes R? dargestellt.
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3.7.2.2. Wiederfindung definierter Salmonellen Zellz ahlen unter

Zugabe von DNA Extrakten extrahiert aus Milchviehsta [l-

Bioaerosolproben

Unter Zugabe von DNA Extrakten extrahiert aus Milchvieh-Bioaerosolproben konnte
kein hemmender Einfluss ermittelt werden. Die Wiederfindung betrug hier im Mittel
92% + 28% SA. Die eingesetzte Zellzahl korrelierte positiv mit den wieder
gefundenen Salmonella invA Gen Konzentrationen (R?=0,99, Abbildung 25).
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Abbildung 25 Darstellung der Wiederfindung von Salmonellen invA Zielgenen [Zielgene pl™] (¢)
unter Zugabe von DNA extrahiert aus Bioaerosolen eines Milchviehstalles in Abh&ngigkeit von der
eingesetzten Zielgen-Konzentration. Zusatzlich ist der lineare Zusammenhang durch eine
Regressionsgerade unter Angabe des Bestimmtheitsmalies R’ dargestellt.

3.7.2.3. Untersuchungen zur Wiederfindung von Salmon ellen in

Bioaerosolproben

Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate von Salmonellen anhand der Realtime PCR
wurden definierte Zellzahlen zu Bioaerosolproben aus einem Putenstall gegeben.
Dazu wurden nach Gewinnung der Zellen aus den Proben und DNA Extraktion
Aliquots des DNA Extraktes einer Realtime PCR unterzogen und die eingesetzte
Zellzahl und die wieder gefundene &aquivalente target-Konzentration bestimmt und
verglichen. Hierbei ergaben sich Unterschiede in Abhangigkeit von der

Luftsammelmethode. Fir die mittels Filtration gesammelte Bioaerosolprobe ergab
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sich eine Wiederfindung von 24%, wéahrend sich fur die Impingementprobe eine
Wiederfindung von 66% ergab (Abbildung 26).
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Abbildung 26 Zu einer Impingement- und einer Filtrationsprobe zugesetzte (M) und wieder
gefundene @ Salmonella  Zell-Konzentrationen nach deren Aufarbeitung. Die
Konzentrationsbestimmung nach der Aufarbeitung wurde anhand des in dieser Arbeit etablierten
Realtime PCR Protokolls durchgefiihrt. Dabei basierte die Berechnung der Zellkonzentration auf der
Annahme eines invA Gens pro Salmonella Genom/Zelle einer stationdren Kultur.

3.7.3. Anwendung des etablierten Protokolls zur Detektion u nd

Quantifizierung von Salmonellen an Bioaerosolproben

unterschiedlicher Arbeitsplatze

Nach Etablierung des Protokolls zum Nachweis von Salmonellen wurden
unterschiedliche Bioaerosolproben aus verschiedenen Putenstédllen und einem
Masthéhnchenstall sowie unterschiedlichen Raumen in der Mastentenproduktion
einer Analyse unterzogen. Parallel wurden fur alle Probennahmen (auf3er im
Mastentenstall) kultivierungsbasierte Methoden zum Nachweis von Salmonellen
durchgefihrt.

Insgesamt wurden weder anhand der Kkultivierungsbasierten noch anhand der
Realtime PCR Salmonellen in Bioaerosolproben der Putenstélle gefunden. Nach
Angaben des Betreibers der Anlage traten seit Jahren keine Erkrankungen durch
Salmonellen bei den Tieren auf.

Bei der Untersuchung von Bioaerosolen des Masthahnchenstalles mit erkrankten

Tieren konnten in einigen Proben luftgetragene Salmonellen nachgewiesen werden.
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Dabei konnten allerdings nur bei den Filtrationsproben, sowohl durch die Realtime
PCR als auch durch Kultivierung, Salmonellen nachgewiesen werden. Hier zeigten
die parallel durchgefihrten kultivierungsabhangigen Konzentrationsbestimmungen
auf dem fur Salmonellen spezifischen Wismut-Sulfit-Agar fir die gleichen Proben,
wie die Realtime PCR, positive Ergebnisse (1,6 x 10° Zielgene m™ Luft). Diese
Konzentrationen lagen jedoch bis zu 3 Grof3enordnungen unter den durch die
Realtime PCR bestimmten Konzentrationen (3,3 x 10?> KBE m™ Luft, Abbildung 27).
Durch die im Referenzstall durchgefuhrten Untersuchungen (keine Erkrankung der
Tiere) konnten weder anhand kultivierungsbasierter, noch anhand molekularer

Methoden Salmonellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 27 Darstellung der in einer Bioaerosolprobe, gesammelt mittels Impingement in einem
Masthahnchenstall, detektierten GZZ Konzentrationen (), sowie der korrespondierenden invA Gen
Konzentrationen () und der KBE fiir Salmonellen auf WSA Medium (). Dargestellt sind Mittelwerte
aus n=20 mikroskopischen Gesichtsfeldern (GZZ), n=4 parallelen Realtime Quantifizierungen bzw.
n=3 Parallelen (KBE) +SA.

Weiterhin wurden mit dem so etablierten Protokoll Bioaerosolproben verschiedener
Arbeitsplatze in der Entenmast (Bruterei, Mast, Schlachtung, Hofarbeiten) untersucht.
Hierbei konnten in 13 von insgesamt 75 Proben (17,3%) spezifische invA Gen PCR-
Produkte nachgewiesen werden. Die detektierten Konzentrationen lagen im Mittel
zwischen 2,2 x 10" und 2,2 x 10° Zielgenen m™ Luft (Abbildung 28). Es wurden nicht
in allen Arbeitsbereichen Salmonellen nachgewiesen. In allen Hof- und

Verwaltungsluftproben, also allen Stall-unabhéngigen Bereichen, wurden keine
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Salmonellen nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurden in Arbeitsplatz-Luftproben
(personen-getragen), die direkt im Stall (Stallreinigung und Abluftreinigung), in
direktem Kontakt mit den Tieren (Impfen) oder der Schlachtung (vor allem die
.Hanger* und ,Stecher®) gewonnen wurden, Salmonellen in z. T. hohen
Konzentrationen dokumentiert (Abbildung 28). Auch die Frequenz der
nachgewiesenen Salmonellenkonzentrationen variierte in  Abhangigkeit vom
Arbeitsplatz. So wurde in 100% der Bioaerosolproben, die beim Impfen der
Elterntiere, bei der Abluftreinigung sowie am Arbeitsplatz der ,Stecher* gewonnen
wurden, Salmonellen detektiert (Abbildung 28).
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Abbildung 28  Ermittelte Gesamtzellzahl (&; [GZZ m™]) und korrespondierende Salmonella Zellzahl
(E3; [targets m™]; n=13) sowie deren auf den jeweiligen Stichprobenumfang errechnete Frequenz (A;
[%]) an verschiedenen Arbeitsplatzen in der Entenmast (Briterei, Mast, Schlachtung, Hof; Ngesam=75).
Dargestellt sind Mittelwerte aus n=20 mikroskopischen Gesichtsfeldern (GZZ) bzw. n=4 parallelen
Quantifizierungen anhand einer Realtime PCR spezifisch fir Salmonellen mit dem 139/142
Primersystem.

3.7.4. Nachweis der Spezifitat der quantitativen PCR in kom plexen

Proben anhand Klonierung
Das Primersystem 139/141 nach RAHN et al. [153] wurde zur Analyse und zur

Quantifizierung von Salmonellen aus Bioaerosolen mit Hilfe der Realtime PCR
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verwendet. Die Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse und der Gelelektrophorese
zeigten die Spezifitdt der erhaltenen PCR-Produkte. Weiterhin wurde die Spezifitat
der PCR-Produkte, amplifiziert aus den DNA Extrakten der Bioaerosolproben,
anhand einer invA Gen Klonbibliothek nachgewiesen. Diese PCR-Produkte zeigten
eine Sequenzéhnlichkeit zwischen 98,9% und 99,6% zu invA Gensequenzen von

Salmonella enterica subs. enterica serovar Typhimurium (EU348365; Abbildung 29).

88{ Klon 59

Klon 44

Klon 54

- Klon 32

o Klon 43

- Klon 40

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum (EU348366)
33| Klon 52

Klon 53

%31 Klon 55

Salmonella enterica serovar Typhimurium CVCC541 (EU348365)

— Klon 51

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Senftenberg (EU348369)
Eschericia coli M2354 mxiA-Gen (AY627076)

Abbildung 29 Neighbour-joining Baum, errechnet aus n=10 invA Gensequenzen (247 bp), die durch
Klonierung von PCR-Produkten aus dem DNA Extrakt einer Bioaerosolprobe eines
Masthahnchenstalles unter Verwendung des 139/141 Primersystems erhalten wurden. Als
Vergleichssequenzen wurden die in der Datenbank des National Center for Biotechnology Information
(NCBI) verfugbaren invA Gensequenzen der Gattung Salmonella verwendet. Zur Wurzelung des
Baumes wurde die Sequenz des mxiA-Gens von Escherichia coli (M2354) verwendet. Die Accession-
Nummern der Sequenzen sind in Klammern angegeben. Der Baum und die dazugehorigen Distanzen
wurden anhand des Programms MEGA 4.0 erstellt. Die Stabilitat der Aste wurde auf Basis von 1000
Wiederholungen abgesichert (bootstraps). Die Lange des MaRstabs entspricht 0,05 Nukleotid-
Substitutionen pro Basenposition

3.8. Nachweis Allergie-Ausldsender Organismen: Etabl ierung des

Nachweises der Gattung Thermoactinomyces aus Bioaerosolproben anhand

quantitativer PCR

Neben dem Nachweis eines infektiosen Erregers wurde zusatzlich der Nachweis
eines Allergie-Auslésenden Organismus etabliert. Dazu wurde die Gattung
Thermoactinomyces ausgewahlt, da Vertreter dieser Gattung im Zusammenhang mit
Atemwegserkrankungen an Arbeitsplatzen stehen.
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3.8.1. Bestimmung der Anzahl der 16S rRNA Operons fir die G attung
Thermoactinomyces anhand des Blottings nach SOUTHERN [159]

Zur Quantifizierung von Zellen anhand spezifischer Gene muss zunachst bekannt
sein, ob und in welcher Anzahl diese im Genom der zu detektierenden Spezies
vorliegen. Eine  verladssliche  Aussage dartber  kann, neben der
Genomsequenzierung, anhand einer Southern-Blot-Analyse [159] vorgenommen

werden.

Die Analyse zur Quantifizierung der 16S rRNA Operons wurde mit insgesamt 6
unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen durchgefuhrt. Die Auswertung ergab
bei vier Enzymen sechs 16S rRNA Operons, und bei je einem Enzym funf bzw. vier
Operons fur das 16S rRNA Gen (Abbildung 30). Fragmente kleiner als 1.500 bp
wurden nicht berlcksichtigt, da bei ihnen angenommen wurde, dass das Enzym
innerhalb des Gens geschnitten hat. Eine zuvor durchgefuhrte in-silico Analyse hatte
sichergestellt, dass die eingesetzten Enzyme laut ihrer Erkennungssequenz nicht
innerhalb der Sequenz des 16S rRNA Gens von Thermoactinomyces intermedius
43846" schneiden. Im Mittel ergibt sich so eine Operonzahl von 5,5 fiir das 16S
rRNA Gen fiir Thermoactinomyces intermedius 43846'. Diese Zahl wurde fiir im
Folgenden fir die gesamte Gattung angenommen und basierend auf diesem

Ergebnis alle folgenden Quantifizierungen anhand der Realtime PCR vorgenommen.
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Organismus: Thermoactinomyces intermedius DSM 43845
Restriktionsendonukkleasen: 1/6=Pstl, 2/7Pvull, 3/8=Sacl, 4/9=Smal, 5/10=EcoRl, 6/11=Sall

M11 2 345 M2

1500 bp
—-

2Banden: 6 6 6 6 5 4

Mittelwert = 5,5
Abbildung 30 A) Mit verschiedenen Enzymen verdaute DNA von Thermoactinomyces intermedius
DSM 43846 nach gelelektrophoretischer Auftrennung. M1= 1kb Marker, M2= 100 bp Marker; Reihe
1-6: DNA Thermoactinomyces intermedius DSM 43846 verdaut mit folgenden Enzymen: 1=Pstl,
2=Pvull, 3=Sacl, 4=Smal, 5=EcoRlI, 6=Sall. An der rechten Seite ist ein Mal3stab von 1-12 cm zu
erkennen. B) Ergebnis des Blots nach Chemilumineszenz-Detektion DIG-markierter spezifischer Gen-
Abschnitte nach Verdau mit folgenden Enzymen: 6=Pstl, 7=Pvull, 8=Sacl, 9=Smal, 10=EcoRl,
11=Sall. Deutlich sichtbare Banden sind markiert und unter der Abbildung fir jedes Enzym summiert.
Die gestrichelte Linie gibt die 1500 bp Fragmentgréf3e an, die durch einen FragmentgréRenmarker bei
der Gelelektrophorese bestimmt wurde. Fragmente unterhalb dieser Fragmentgroe wurden nicht
berlcksichtigt, da dort das Enzym innerhalb des Gens geschnitten haben muss.

3.8.2. Entwicklung eines Primersystems und Etablierung der Re altime

PCR zum Nachweis von Thermoactinomyces sp.

Zur Etablierung des spezifischen Primersystems wurde DNA aller Stdmme
verwendet, die aktuell nicht mehr zur Gattung Thermoactinomyces zugeordnet
werden, jedoch eine hohe 16S TrRNA Gen Sequenzahnlichkeit zu
Thermoactinomyces sp. aufwiesen (siehe Tabelle 11). Die Anwendbarkeit der
entwickelten Primer wurde fur jedes System zunachst in-silico anhand verschiedener
Datenbanken erprobt. Zeigte sich deren Spezifitat, wurden die Systeme
anschlieend in-vitro eingesetzt. In Tabelle 16 sind alle im Rahmen dieser Arbeit zur

Detektion der Gattung Thermoactinomyces erprobten Primersysteme aufgefuhrt.
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Tabelle 16 Zusammenstellung der verwendeten Primer, deren Sequenzen, Bindungsposition
innerhalb des 16S rRNA Gens sowie die amplifizierte Fragmentlange der Primerkombinationen.

Primer Sequenz Bindungs Fragment Spezifisch Spezifisch
5->3 -position ¥ Lange PCR* Realtime*
NSPTf TCC AGG CGA ACA GCC 452-476
TGG AAG GTT 389 bp Ja Jart
TAcRmod CGT AGC CCC CCA ACA 840-817
CCT AGC AC
NSPTf-7 AAT TCC TTC CAG GCG 445-464
AAC A 156 bp Ja Jart
TAM601 GCC GCAGCCTTT CAC 601-583
ACC
NSPTf-7 AAT TCC TTC CAG GCG 445-464
AAC A 396 bp Ja Jar
TAcRmod CGT AGC CCC CCA ACA 840-817
CCT AGC AC

 Bindungsposition in Reation zum 16S rRNA Gen von Escherichia coli. Nach BROSIUSet al. [158]
*Spezifisch: Keine Banden/Signale bei Negativkontrollen

* Fluoreszenz bei Negativkontrolle und Blindwerten, anhand der Schmelzkurve und des Gelbilds als
Primerdimer erkennbar, fuhrt z. T. zu Schwierigkeiten bei der Auswertung

! Spezifische Produkte, jedoch geringe Effizienz der Realtime PCR Reaktion

Zunachst wurde das Primersystem NSPTf/TAcRmod entwickelt. Bei Verwendung
dieses Primersystems in einem PCR-Ansatz konnten spezifische PCR-Produkte flr
die nachzuweisenden Spezies detektiert werden. Auch unter Verwendung in der
Realtime PCR wurde eine spezifische Amplifikation nur fir DNA Extrakte aus
Thermoactinomyces sp. beobachtet. Unter Einsatz von genomischer DNA als
Vergleichsstandard bekannter Konzentration lag die Amplifikationseffizienz jedoch
nur bei maximal 60%. Eine Steigerung der Effizienz konnte nur durch den Einsatz
von mittels Klonierung erstellten 16S rRNA Genfragmenten erreicht werden.

Ein ahnliches Ergebnis wurde bei Kombination des NSPTf Primers mit dem TAM601
Primer beobachtet. Die geringe Amplifikationseffizienz wurde auf die
Sekundarstruktur des 16S rRNA Gens im Bindungsbereich des NSPTf-Primers
zurickgefuhrt. Hierdurch ist die interne Bindung stéarker, so dass der Primer nicht
effektiv  binden kann.  Analysen mit  einem Online-Tool (mFold:

http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold, [164]) bestatigten dies (Abbildung 31).
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Abbildung 31 Darstellung der Haarnadelbildung der Bindungsstelle des NSPTf Primers. A)
Sequenzabschnitt, die Sequenz des Primers ist rot markiert B) Darstellung der Haarnadelsequenz in

2D.

Um dieses zu unterbinden, wurde der NSPTf Primer soweit modifiziert, dass er

innerhalb des 16S rRNA Gens um sieben Basen verschoben (Richtung 5-Ende)

bindet (,NSPTf-7"). Hierdurch bindet der Primer in einer Sequenz-Region, die keine

interne Haarnadelstruktur bildet. Kombiniert mit dem TAcRmod Primer wurde die

spezifische Annealing Temperatur in einer PCR ermittelt (Abbildung 32).

62,1°C

59, 7°C

97 8°C

Faanm

569

M| Abbildung 32 PCR-Produkte (395 bp)

amplifiziert mit dem NSPTf-7/TAcRmod
Primersystem  bei  unterschiedlichen
Annealing-Temperaturen aus  DNA-
Extrakten von 1=Thermoactinomyces
intermedius DSM 43846', 2= Laceyella
putida DSM 44608" (Syn.
Thermoactinomyces putidus),
3=Blindwert, 4= Thermoactinomyces
vulgaris DSM 43016" nach
elektrophoretischer Auftrennung.
M=100 bp Marker.
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Dieses Primersystem erwies sich im Folgenden ausschliel3lich fur alle Spezies der
Gattung Thermoactinomyces als spezifisch. Die nah verwandten Nicht-Ziel-
Organismen zeigten keine PCR-Produkte (Abbildung 33).

L ]

400 bp
300 bp

—
—
—
g
- —
L
-
-

Abbildung 33 Agarosegelbild. Die Banden zeigen PCR-Produkte (395 bp) folgender DNA Extrakte
amplifiziert bei 57<C mit dem NSPTf-7/TAcRmod Prime rsystem nach elektrophoretischer Auftrennunq:
1=Thermoactinomyces vulgaris (Syn. = Thermoactinomyces candidus) @DSM 43352,
2=Thermoactinomyces vulgaris DSM 43016', 3=Thermoactinomyces intermedius DSM 43846,
4=Laceyella sacchari (Syn. Thermoactinomyces thalpophilus) DSM 43354, 5=Laceyella sacchari
(Syn. Thermoactinomyces sacchari) DSM 43356', 6=Thermoflavomicrobium dichotomicum (Syn.
Thermoactinomyces dichotomicus) CECT 5331", 7= Laceyella putida (Syn. Thermoactinomyces
putidus) DSM44608", 8=Blindwert, M=100 bp Marker. Die markierten Banden mit ca. 300 und 400 bp
dienen als Vergleichsfragmentlangen.

Auch die Detektion und Quantifizierung anhand der Realtime PCR wurde mit diesem
Primersystem erfolgreich durchgefihrt (Abbildung 34, A). Unter Einsatz einer
dezimalen Verdinnungsreihe von 16S rRNA Genfragmenten, gewonnen aus
genomischer DNA des Stammes Thermoactinomyces vulgaris DSM 43016, zeigten
die Fluoreszenzmessdaten einen hohen linearen Zusammenhang (R?=0,99)
zwischen Cy-Wert und der eingesetzten 16S rRNA Gen-Konzentration (Abbildung 34,
C). Es wurden jedoch in den Konzentrationen <10* haufig Primerdimere detektiert.
Falsch-positive Ergebnisse konnten jedoch durch eine Schmelzkurvenanalyse
ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 34, B). Zusatzlich wurde fir dieses System
die Fluoreszenzmessung zur Konzentrationsbestimmung bei 80° C durchgefihrt, da
hier alle Primerdimere dissoziiert waren und so ausschliel3lich spezifische Produkte

detektiert wurden.
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Abbildung 34 (A) Fluoreszenzmessdaten der Quantifizierungsstandards der Konzentrationen 7,1 x
10° (m), 7,1 x 10" (m), 7,1 x 10° (@),7,1 x 10° @, 7.1 x 10*(m),7,1 x 10° (m) targets/ul sowie der
Negativkontrolle Laceyella sacchari DSM 43354 (@) und des Blindwertes ohne DNA (m) im
Zyklenverlauf. (B) Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der Temperatur nach abgeschlossener
Amplifikation (Schmelzkurve). Markiert sind die Schmelzpunkte fir das spezifische Produkt (88,75 )
sowie fur die Primerdimere (78,44 ). (C) Grafisch e Darstellung des linearen Zusammenhangs der
Thermoactinomyces-Standard-Konzentrationen 10* - 10® targets/pl und der fur diese ermittelten Ci-

Werte. Amplifiziert wurde mit dem NSPTf-7/TAcRmod Primersystem unter Verwendung des ABGene-
Kits. Angegeben sind Mittelwerte aus n=4 + SA.
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3.8.3. Untersuchung des Einflusses von Bioaerosolbestandtei len auf die

Realtime PCR Quantifizierung von Thermoactinomyces s p.

Um eventuelle Hemmeffekte aus unterschiedlichen Umweltproben zu untersuchen,
wurden DNA Extrakte aus Thermoactinomyces (mit einer bekannten Zielgenzahl) mit
DNA Extrakten aus auf PC-Filtern gesammelten Bioaerosolen eines
Masthéhnchenstalles versetzt. Jetzt wurden parallel die 16S rRNA Zielgene uber
eine Realtime PCR quantifiziert und die erhaltenen Ergebnisse mit denen verglichen,
die ohne Zugabe von Bioaerosol DNA Extrakt amplifiziert wurden. Hierbei zeigte sich
kein Unterschied zu den ohne Bioaerosol-DNA-Extrakt amplifizierten Standards
(Abbildung 35). Die hier durchgefuhrten Untersuchungen zeigten keinen Einfluss der
mitextrahierten Stoffe.

35 - y = -1,6847Ln(x) + 44,198
RP=1
30
25 r
20 r
-
)
15
10
5
0
1,00E+03 1,00E+04 1,00E+05 1,00E+06 1,00E+07 1,00E+08 1,00E+09

Eingesetzte bzw. Ermittelte Konzentration [16S rRNA  Zielgene pl '1]

Abbildung 35 Einfluss von DNA Extrakten aus Bioaerosolen eines Masthdhnchenstalles (Filtration
stationar, Volumen=2,33 m® auf die Quantifizierung von 16S rRNA Zielgenabschnitten tber eine
Realtime PCR (targets/pl). Dargestellt sind Mittelwerte (n=4 £SA) fiur die Thermoactinomyces
Quantifizierungsstandards der Konzentrationen 10* bis 10° targets plI* (A) und derselben
Thermoactinomyces Quantifizierungsstandards, die unter Zugabe von aus Masthahnchenstall-
Bioaerosolen extrahierter DNA (O) im gleichen Ansatz amplifiziert (NSPTf-7/TAcRmod) wurden.

3.8.4. Nachweis und Quantifizierung von Thermoactinomyces sSp. aus

Umwelt-Bioaerosolproben

Nachdem das Detektionssystem etabliert war, wurden Umweltproben
unterschiedlicher Herkunft auf das Vorkommen von Thermoactinomyces sp.
untersucht. Dabei konnten in einer eingesetzten Bioaerosolprobe des
Mastentenstalles (wahrend Einstreutatigkeiten eines Mitarbeiters) spezifische PCR-

Produkte nachgewiesen werden (Abbildung 36).
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YR RN A T EFEERE Abbildung 36 PCR Produkte amplifiziert mit dem
NSPTf-7/TAcRmod Primersystem unter den oben

angegebenen Bedingungen nach
gelelektrophoretischer  Auftrennung. Eingesetzt
wurden DNA-Extrakte extrahiert aus Umweltproben
folgender Herkunft: 1. Rinderstall (Impingement), 2:
Kompost (1:100 verdinnt), 3: Masthahnchen
(Filtration stationar, 2,33 m°®), 4: Masthdhnchen
(Filtration stationar, 1,7171 m3), 5: Mastputen
(Filtration, 0,622 m®, 6: Mastputen (Filtration
stationar, 0,620 m°), 7: Mastenten (Filtration
personengetragen, 0,745 m3), 8: Mastenten (Filtration
personengetragen, 1,239 m®, 9: T. vulgaris DSM
43016', 10: Laceyella putida DSM 44608T,11: leer,
12: Ansatzkontrolle.

Auf Basis des vorangegangenen Nachweises flur Thermoactinomyces sp. in der
Bioaerosolprobe des Mastentenstalles, wurde dieser DNA Extrakt in einer Realtime
PCR eingesetzt und auch hier spezifische PCR Produkte detektiert. Die in diesem
Ansatz ermittelte Konzentration betrug nach Umrechnung auf das gesammelte
Luftvolumen 6,7 x 10° 16S rRNA Zielgene m= Luft (Abbildung 37). Unter
Einrechnung von 6 Operons (gerundet), die fur das 16S rRNA Gen dieser Gattung
ermittelt wurden (siehe Abschnitt 3.8.1), ergibt sich eine Konzentration von 1,1 x 10°
Zellen m™® Luft. Die fir diese Probe parallel anhand DAPI-Farbung ermittelte
Gesamtzellzahl zeigte eine Konzentration von 4 x 10’ Zellen m™ Luft. Damit betragt

der Anteil der Thermoactinomyces sp. in dieser Probe 0,3 % an der Gesamtzellzahl.

35 1

y=-1,811Ln(x) + 46,6
R? = 0,996
30 -
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1,00E+03 1,00E+04 1,00E+05 1,00E+06 1,00E+07 1,00E+08 1,00E+09 1,00E+10

Eingesetzte bzw. Ermittelte Konzentration [Zielgene ul'l]

Abbildung 37 Darstellung der in Bioaerosol DNA Extrakten eines Mastentenstalles anhand einer
Realtime PCR (NSPTf-7/TAcRmod) detektierten Thermoactinomyces 16S rRNA Gen Konzentration.
Dargestellt sind Mittelwerte (n=3 +SA) fiir Quantifizierungsstandards der Konzentrationen 7,1 x 10* -
7,1 x 10° Zielgene pI'* (©). Die ermittelte Konzentration Thermoactinomyces 16S rRNA Zielgene aus
Umwelt-Bioaerosol DNA Extrakten (®) ist errechnet als Mittelwert aus n=4 £SA unter Annahme von 6
Operons fir das 16S rRNA Gen.
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3.8.5. Nachweis der Spezifitdt. des NSPTf-7/TAcRmod Primersyst ems fur

Thermoactinomyces sp durch Klonierung von PCR-Fragme nten aus

einer komplexen Umweltprobe

Um die Spezifitat fur das entwickelte Realtime PCR System zu tUberprufen, wurde mit
dem aus den Bioaerosolproben des Entenstalles gewonnenen PCR Produkt eine
Klonbibliothek (n=44) angelegt (AGOWA; Berlin). Zur anschlieenden Auswertung
wurde das Programm MEGA 4.0 verwendet [165]. Zundchst wurde eine BLAST
Suche (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi) zur Einordnung der 16S rRNA
Gensequenzen innerhalb der Gattungen durchgefihrt. Hier ergab sich fir alle
Sequenzen die hochste Ahnlichkeit und Ubereinstimmung zu Sequenzen der
Gattung Thermoactinomyces. Zur Errechnung der Ahnlichkeiten zu Spezies
innerhalb der Gattung wurden Sequenzen der Typstamme der Gattung
Thermoactinomyces mit einbezogen. Zuséatzlich wurden Typstamm-Sequenzen der
Arten, die mittlerweile nicht mehr zu dieser Gattung gehéren, eingerechnet (Tabelle
11).

Die anschlieBende Auswertung der in Escherichia coli klonierten 16S rRNA
Genfragmente ergab eine Ahnlichkeit von 30 sequenzierten Inserts (Ahnlichkeit
> 98,3%) zu der Sequenz des 16S rRNA Gens von Thermoactinomyces intermedius
(AJ251775) bzw. von 14 Inserts (Ahnlichkeit > 99,7%) zu der 16S rRNA-Gen
Sequenz von Thermoactinomyces vulgaris (AF138736 und AF138732; Abbildung 38,
die Ergebnisse wurden zur besseren Ubersichtlichkeit zusammengefasst). Hierdurch
wurde die Spezifitat des entwickelten Protokolls auch fur komplexe Umweltproben

bestéatigt.
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49 Thermoactinomyces intermedius ATCC332057 (AJ251775) Ahnlichkeitinnerhalb
96 30 Klonsequenzen des Clusters = 98,25%

81

Thermoactinomyces vulgaris KCTCO076T (AF138739) und KCTC9557 (AF138732) }Ahn”mken innerhalb
61 14 Klonsequenzen des Clusters = 99,71%
Laceyella putida KCTC3666T (AF138736)

99 4{ Laceyella sacchari DSM 433567 (AJ251779)

87! Laceyella saccharf KCTC 97897 (AF138738)
Thermoflavimicrobum dichotomicum KCTC 3667 (AF138733)
Seinonella peptonophila KCTCA7407 (AF138735)

Abbildung 38 Neighbor-joining Baum, errechnet aus n=44 Sequenzen (396bp), generiert durch
Klonierung von PCR-Produkten aus dem DNA Extrakt einer Bioaerosolprobe eines Mastentenstalles
unter Verwendung des NSPTf-7/TAcRmod Primersystems. Der Baum und die dazugehdrigen
Distanzen wurden anhand des Programms MEGA 4.0 erstellt. Die Stabilitat der Aste wurde auf Basis
von 1.000 Wiederholungen abgesichert (bootstraps). Eingerechnet wurden alle Typstamm-Sequenzen
der Gattung Thermoactinomyces sowie Sequenzen der ehemals zu dieser Gattung gehdrenden
Spezies (jetzt den Gattungen Laceyella, Thermoflavomicrobium und Seinonella zugeordnet). Die
Accession-Nummern der Sequenzen sind in Klammern angegeben. Die Lange des Malstabs
entspricht 0,01 Nukleotid-Substitutionen pro Basenposition. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden die
Ergebnisse der Klonsequenzen zusammengefasst.
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4. DISKUSSION

4.1. Physikalische Sammeleffizienz — Moglichkeiten un d Grenzen der

Erfassung luftgetragener Mikroorganismen

Zur Analyse von Bioaerosolen mussen diese zunachst moglichst quantitativ erfasst
werden. Die gangigsten Verfahren sind die Impaktion (direkt auf Agarnahrmedien),
das Impingement oder die Filtration. Je nach Sammelmethode und
Widerstandfahigkeit der Mikroorganismen, ergeben sich Unterschiede in der
physikalischen’ bzw. biologischen® Sammeleffizienz, so dass Messungen, die mit
unterschiedlichen Sammelsystemen durchgefiihrt wurden nur bedingt vergleichbar
sind. Da die Widerstandsfahigkeit von Mikroorganismen gegeniber dem
Sammelstress spezies- bzw. stammspezifisch ist [106, 108], mussen diese
Sammeleffekte vor allem beim speziesselektiven, kultivierungsabhangigen Nachweis
berticksichtigt werden. Im Gegensatz zu kultivierungsbasierten Ansatzen haben
molekulare Methoden jedoch den Vorteil, dass die biologische Sammeleffizienz
vernachlassigbar ist, da sie die Organismen unabhangig von ihrem Lebenszustand
erfassen. Fur diese Methoden ist zunachst die physikalische Sammeleffizienz des
verwendeten  Sammelsystems fur die nachfolgenden  Quantifizierungen
ausschlaggebend. Die physikalische Sammeleffizienz gibt den Grad der Erfassung
luftgetragener Partikel fur ein Sammelsystem in % an [96]. Generell wird fir
Filtrationsverfahren die hdchste physikalische Sammeleffizienz angegeben, Partikel
werden nahezu vollstandig abgeschieden [5]. Partikel und Organismen werden quasi
aus der Luft gesiebt.

Da fur die Sammlung von luftgetragenen Bakterien kein Referenzverfahren
vorgegeben ist, wurde anhand von DAPI Gesamtzellzahlbestimmungen die
Sammeleffizienz von Mikroorganismen fir die Filtration und das Impingement in
Geflugelstallen verglichen. Die in Putenstdllen und Masthdhnchenstallen mittels
Impinger ermittelte GZZ-Konzentrationen lag hier durchschnittlich bei nur 40% bzw.
23% der mittels Filtration bestimmten Konzentrationen (Abbildung 9, B). Besonders
bei Probennahme 5 (Masthdhnchenstall) ergab sich in Stall 1 ein deutlicher

Unterschied in der GZZ in Abhangigkeit von der Sammelmethodik, wahrend in Stall 2

" Das Produkt aus Erfassungsgrad des Einlasssystems und Abscheidegrad des Sammelsystems.

® Anteil (in % der Gesamtzahl, der bei der Sammlung erfassten Mikroorganismen) der wéhrend einer
Sammlung erfassten Mikroorganismen, die durch diesen Sammelprozess keinen Verlust der
Kultivierbarkeit erfahren haben. (Anmerkung: Die biologische Sammeleffizienz ist ein Mal3 zur
Beurteilung der Eigenschaft eines Sammelsystems, die Lebensféhigkeit von Mikroorganismen bei
deren Erfassung aufrechtzuerhalten. Sie ist stamm- und speziesspezifisch).
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fur die GZZ unabhéangig von der Sammelmethode &hnliche Konzentrationen ermittelt
wurden. Die Errechnung der Anteile der Gber Impingement ermittelten GZZ an der
mittels Filtration ermittelten GZZ ergibt fur Stall 1 nur einen Anteil von 4,57% und fur
Stall 2 einen Anteil von 60,1%. Ein im Bereich von 60% liegender Anteil war auch fur
die Probennahmen 1 bis 4 im Putenstall schon beobachtet worden (Abbildung 9, B).
Der statistische Vergleich zeigte fir die Ergebnisse beider Tierhaltungsanlagen, dass
die mittels Filtration gefunden Anteile jeweils signifikant (0=99%) Uber den mittels
Impinger ermittelten Konzentrationen lagen. Die Korrelationsanalyse bestétigte
diesen Zusammenhang (Abbildung 10).

Dieser Umstand konnte durch eine Vor-Abscheidung von Partikeln und somit auch
ihnen anhaftender bakterieller Zellen bedingt sein. Eine starke Abscheidung von
Partikeln konnte wéhrend Probennahme 5 sehr deutlich in der 90° Krimmung
(Abbildung 39, A) und vor der Diuse im Einlassrohr (Abbildung 39, B) des Impingers
beobachtet werden. GRINSPHUN et al. [104] bestatigen, dass Partikel ab einem
Durchmesser >10 um an der Krimmung und auch an der Diise zu einer signifikanten
Minderung der physikalischen Sammeleffizienz fuhren. Sie geben fir den AGI-30
Impinger insgesamt nur eine Erfassung von 20-30% an. Weiterhin kdnnte die
Luftfeuchte einen Einfluss auf die Sammeleffizienz haben, da der aerodynamische
Durchmesser bei einer héheren Luftfeuchte grofRer ist, was ebenfalls zu einer
Minderung der Erfassung durch den Impinger fuhren kénnte. Im Hinblick auf die
festgestellten Unterschiede der GZZ zwischen Stall 1 und 2 (siehe 3.1) gerade auch
im Vergleich zur Filtration, kdnnte gerade hier dieser Effekt eine grof3e Rolle spielen,
da in Stall 1 die Luftfeuchtigkeit durch den ,Aerocleaner” deutlich erhoht wird. Der
»Aerocleaner” verspriht alle 15 Minuten eine Emulsion aus Wasser und atherischen
Olen im Stall zur Minderung der Partikel-Konzentration in der Stallluft (siehe
Abbildung 6, B). Um diesen Einfluss fur alle Probennahmen zu untersuchen, wurde
die Luftfeuchtigkeit in Relation zu den Anteilen der GZZ der Impingement-Proben an
der GZZ der Filtrations-Proben gesetzt. Hier konnte jedoch keine Korrelation erkannt
werden (Abbildung 11). Dies steht im Gegensatz zu Ergebnissen anderer
Untersuchungen, die einen Einfluss der Luftfeuchte auf die Abscheideffizienz des
Impingers beobachten. So berichten GARTNER et al. [105], dass Partikel aus
trockenen Abgasen zu 95% abgeschieden werden, jedoch schon ab einer
TropfchengrofRe von 6 um ein erheblicher Anteil der Partikel in der ersten Krimmung
des Impingers abgeschieden werden.
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Abbildung 39 Rickstande von Staubpartikeln nach Sammlung von Bioaerosolen in einem
Hahnchenmaststall. A) Im oberen Einlassrohr, B) vor der Dise.

Da ein Grol3teil luftgetragener Mikroorganismen partikelgebunden vorkommt [12, 13],
besteht hier eine Verlustquelle, die zu einer erheblichen Unterschatzung der
tatsachlich vorhandenen Konzentration und Artenzusammensetzung fuhren kann.
Aus diesem Grund empfehlen GARTNER et al. [105] das Durchspilen der

Einlasso6ffnung des Impingers mit steriler NaCl-Losung.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse auch im Zusammenhang mit der zusatzlich
einfacheren Aufarbeitung von Filtrationsproben, eine bessere Eignung der Filtration
zur Analyse von Mikroorganismen aus Bioaerosolen unter Verwendung

molekularbiologischer Methoden.

4.2. Biologische Sammeleffizienz — (Uber-)Lebensfahi  gkeit von

Mikroorganismen in Abhangigkeit von der Sammelmethod ik

Molekularbiologische Methoden weisen Organismen durch die Detektion von
spezifischen DNA-Abschnitten, unabhangig von ihrem Lebenszustand, in der zu
untersuchenden Probe nach. Jedoch ist die Infektiositat pathogener
Mikroorganismen von deren Lebensfahigkeit abhangig. Zur Ermittlung des
infektiosen  Potentials von  Bioaerosolen ist es somit wichtig, die
Ausgangskonzentration der lebenden pathogenen Organismen zu kennen, da durch
die Bioaerosolsammlung selbst ein Teil der Zellen absterben kann.

Ein Mal3 fur die Fahigkeit eines Sammelsystems, die Lebensfahigkeit luftgetragener
Mikroorganismen wahrend der Probennahme zu erhalten ist die biologische
Sammeleffizienz [7]. Diese wird als Anteil (%) der Organismen angegeben, die
wahrend der Sammlung keinen Einfluss der Kultivierbarkeit erfahren haben [97].
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Dieser Anteil hangt zum einen vom verwendeten Sammelsystem ab und ist zum
anderen stamm- oder speziesspezifisch [106]. So hangt das Uberleben der
Organismen von ihrer Tenazitat gegenuber verschiedenen physikalischen
Stresseinwirkungen wie z. B. Austrocknung, Scherkréaften und osmotischen
Veranderungen ab [11, 106, 166]. Ausschlagegebend fir eine langere
Uberlebensfahigkeit konnen dabei Pigmentierung [167], Zellwandaufbau [167], die
Fahigkeit zur Sporenbildung [11] oder auch die genetische Ausstattung in Bezug auf
Uberdauerungsmechanismen sein [102]. Bislang sind die Daten zur
Uberlebensfahigkeit allerdings unzureichend, da nur fiir einige wenige Arten gezielte
und systematische Untersuchungen durchgefihrt wurden.

Das Impingement wird als das schonendste Verfahren zur Sammlung von
Bioaerosolen beschrieben, da hier keine Austrocknungsgefahr der gesammelten
Mikroorganismen besteht [11]. Beim Impingement beeinflusst nach KAMPFER und
WEIRENFELS [11] besonders der Aufschlag auf die Sammelflissigkeit die
Lebensfahigkeit der Mikroorganismen, da die Luft vor dem Aufprall auf die Flissigkeit
auf bis zu 265 m s* beschleunigt wird. Durch den in dieser Arbeit gewahlten
Versuchsaufbau konnte der Aufprall der Zellen auf die Flussigkeit nicht untersucht
werden. Dagegen gilt die Filtration als die einfachste und effektivste
Luftsammelmethode, allerdings ist der Stress flr die Mikroorganismen aufgrund des
sehr hohen Austrocknungseffekts am grof3ten [168].

Bisherige eingesetzte Verfahren zur Emissionsmessung an Arbeitsplatzen basieren
auf kultivierungsabhangigen Ansatzen. Dadurch muss zwingend die Lebensfahigkeit
der Organismen nach der Sammlung gegeben sein, um aussagekraftige
Quantifizierungen und Qualifizierungen der vorhandenen Organismen durchfihren
zu konnen. Sterben Organismen durch die Sammlung ab, kann es zu einer
erheblichen Unterschatzung der tatséchlichen Konzentration kommen; zusatzlich zu
der methodisch bedingten Unterschatzung durch die Kultivierung. In dieser Arbeit
zeigte ein Vergleich der Anteile der KBE an der parallel bestimmten GZZ fir
unterschiedliche Arbeitsplatzproben schwankende Erfassungsanteile im Verlauf der
Probennahmen. Es konnte dabei keine Korrelation zu einem Sammelsystem erkannt
werden. Meist lag der Anteil kultivierbarer Bakterien zwischen 3 und 10%. (Abbildung
40). Bei Probenahme 3 wurden die hochsten Anteile der KBE an der GZZ im Verlauf
aller Probennahmen mit 20,04% fur die Impingementproben bzw. 16,7% fur die
Filtrationsproben gefunden. Auch AMANN et al. [100] geben in ihrem umfassenden
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Review fur die Kultivierbarkeit von Mikroorganismen aus unterschiedlichen

Umwelthabitaten nur einen maximalen Anteil von 10% an.

25 r

Anteil (%) KBE an der GZZ m *

Putenstall

Abbildung 40 Darstellung der Anteile der KBE an der mittels DAPI-Zahlung ermittelten GZZ in
Abhangigkeit von der Luftsammelmethode (Filtration E, Impingement ) bei Probennahmen 1-4 im
Putenmaststall. Dargestellt sind Mittelwerte aus n=6 (PN 1), n=8 (PN 2), n=9 (PN 3, PC) bzw. 6 (PN
3, Impinger) und n= 4 (PN 4).

Mittlerweile sind jedoch auch Methoden verfigbar, die eine Aussage Uber den
Zustand der Organismen kultivierungsunabhangig zulassen, wie z. B.
differenzierende Fluoreszenzfarbungen. Zur Untersuchung der Lebensfahigkeit in
Abhangigkeit vom Sammelsystem wurde die Lebend-Tot-Farbung eingesetzt. Diese
ermoglicht eine Differenzierung in ,lebende* und ,tote* Zellen durch eine einfache
Fluoreszenzfarbung. Zusétzlich kénnen hierdurch auch VBNC Organismen (viable
but non-cultivable) erfasst werden, die durch die Kultivierung nicht mehr erfasst
werden.

Die Lebend-Tot-Farbung ist bislang fir einige Stamme unterschiedlicher Spezies
angewendet worden [135]. Da in Bioaerosolen jedoch Spezies unterschiedlichster
Bakterienarten vorkommen kénnen, sollte zunachst die Anwendbarkeit der Farbung
zunachst gewéhrleistet sein. Hierzu wurden Stamme von Spezies unterschiedlicher
Organismengruppen eingesetzt (Tabelle 2). Hierbei zeigte die Etablierung die
Anwendbarkeit der Lebend-Tot-Farbung fur die hier untersuchten Spezies. Die
definierten Verhaltnisse lebender und toter Zellen konnten fur alle in dieser Arbeit

eingesetzten Stdamme wieder gefunden werden (Abbildung 12). Diese Ergebnisse
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zeigen zusatzlich, dass im Rahmen einer Messreihe eine Auswertung innerhalb von
24 Stunden nach den Probenahmen ndtig ist, um reproduzierbare Ergebnisse zu
erhalten (Abbildung 13).

Zur Ermittlung der spezifischen biologischen Sammeleffizienz wurden die Zellen der
zu untersuchenden Bakterienstimme einerseits in einem AGI-30 Impinger und
andererseits auf einem Polycarbonat-Filter mit steigendem Volumen partikelfreier
Luft beaufschlagt, um eine Bioaerosolsammlung zu imitieren. Im Anschluss wurden
die Anteile lebender und toter Zellen bestimmt und der Kkultivierbaren
Bakterienkonzentration gegentibergestellt.

Insgesamt waren diese Ergebnisse sehr heterogen. So konnte fur Bacillus subtilis
DSM 10" im Verlauf der Beaufschlagung weder durch das Impingement noch durch
die Filtration ein Effekt auf die Lebensfahigkeit der Zellen detektiert werden
(Abbildung 15). Auch fir Mycobacterium aurum NC 104377 (Filtration) und
Staphylococcus aureus DSM 20231 (Impingement) blieb der Anteil lebender Zellen
wéahrend der Beaufschlagung relativ konstant (Abbildung 15). WANG et al. [106]
zeigten bei Untersuchungen der Uberlebensfahigkeit nach Filtrationssammlung fiir
Sporen von Aspergillus versicolor und Penicillium melinii keinen nennenswerten
Einfluss, wahrend sie fir vegetative Zellen von Serratia marcescens und
Pseudomonas fluorescens nur nach Beaufschlagung von weniger als 10 Minuten
noch Zellen kultivieren konnten. Fur Bacillus subtilis Sporen fanden sie in
Abhéngigkeit vom beaufschlagten Luftvolumen eine langsame Abnahme der
Kultivierbarkeit, die zusatzlich von der relativen Luftfeuchtigkeit beeinflusst wurde.
Auch LI [108] zeigt fur Bacillus subtilis Zellen einen nur geringen Einfluss der
Filtrationssammlung, hier bleibt der Anteil kultivierbarer Zellen sogar Uber einen
Beaufschlagungszeitraum von 60 Minuten konstant bei ca. 80 % der eingesetzten
Konzentration.

Bedeutende Unterschiede der Lebensfahigkeit in Abhéngigkeit vom verwendeten
Sammelsystem konnte fiir Salmonella Typhimurium CIP 60.62" beobachtet werden
(Abbildung 15). So wurden nach 30-minutiger Impingementsammlung noch 91%,
nach 20-mindtiger Filtration jedoch nur noch 18% als lebend detektiert. Auch fur
Escherichia coli DSM 30083" wurden starke Unterschiede der Zell-Lebensfahigkeit in
Abhangigkeit vom Sammelsystem gefunden. Die Ergebnisse der Untersuchung des
Einflusses auf E. coli DSM 30083" durch das Impingement sind allerdings nur

eingeschréankt auswertbar. Hier nahm der Anteil lebender Zellen sogar zu, bedingt
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wahrscheinlich durch Verdunstung aus dem Impinger (Abbildung 15), jedoch trat kein
starker Abfall der Konzentration lebender Zellen auf, was auf einen eher geringen
Einfluss der Impingementsammlung auf Zellen dieses E. coli Stammes hindeutet. Im
Gegensatz dazu, konnten wahrend der Filtration nach 10 Minuten lediglich 20% und
nach 20 Minuten gar keine Zellen mehr als lebend detektiert werden (Abbildung 15).
Einen ahnlich starken Abfall der Konzentration kultivierbarer E. coli Zellen nach
Filtrations-Beaufschlagung zeigt auch LI [108]. Hier wurde in Abhangigkeit von der
eingesetzten Zellkonzentration nach 2 bzw. 5 Minuten Filtrations-Beaufschlagung der
Zellen eine starke Abnahme der kultivierbaren E. coli Zellen gezeigt. Nach 15-
minutiger Beaufschlagung konnten keine Zellen mehr kultiviert werden, wenn eine
mittlere Konzentration (10° Zellen m™) Zellen eingesetzt wurde. Obwohl Spezies der
Gattungen Salmonella und Escherichia auf 16S rRNA Gen-Ebene sehr nah verwandt
sind und sich auch sonst ph&notypisch sehr &hnlich sind (Wachstumsbedingungen,
Wirt, natlrliches Vorkommen etc.) zeigen diese Ergebnisse, wie unterschiedlich die
Resistenz gegentber dem Sammelstress durch unterschiedliche Erfassungssysteme
ist. Anhand kultivierungsbasierter Nachweissysteme kann es so zu einem von der
tatsachlichen Konzentration und Diversitat sehr abweichenden Ergebnis kommen.

Die Lebensfahigkeit nahm nicht in allen Fallen in gleichem Mal3e stetig in
Abhangigkeit vom beaufschlagten Luftvolumen ab. Besonders aufféllig war dies bei
Stammen, die der Filtrationssammlung ausgesetzt waren (z. B. Rhodotorula
mucilaginosa DSM 70403", Micrococcus luteus DSM 20030", Mycobacterium aurum
NC10437"). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten fiir diese Stamme eine zunachst
sehr starke Abnahme lebender Zellen in kurzer Zeit, die sich im Anschluss
verlangsamte oder konstant blieb. Der Einfluss der Sammlung scheint also
besonders intensiv wahrend der ersten Minuten der Beaufschlagung zu sein. Fraglich
ist, welcher Anteil an Zellen in dieser Zeit wirklich abstirbt und welcher Anteil lediglich
in einen Zwischenzustand (VBNC [102, 103]) Ubergeht und sich im Anschluss wieder
regenerieren kann. Diese Zellen kdnnen durchaus einen infektiosen Effekt auf
Mensch und Tier haben und werden durch kultivierungsbasierte Methoden nicht
erfasst. HEIDELBERG et al. [169] zeigten in einer Untersuchung fir Klebsiella
planticola und Serratia marcescens, dass nach Sammlung mit einem Impinger im
Anschluss keine Zellen mehr kultiviert ~ werden konnten, durch

Epifluoreszenzmikroskopie konnten jedoch immer noch Zellen als lebend detektiert
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werden. Sie nennen eine Unterschatzung der tatsédchlichen Konzentration lebender
Zellen um das 100- bis 1000-fache.

4.3, Untersuchung der Diversitat von Mikroorganisme n in Tierstall-

Bioaerosolen

In der AuRRenluft sind die verschiedensten Mikroorganismen, abhangig von Klima,
Jahreszeit und anthropogenen Einflissen zu finden. Entsprechendes gilt auch fur
Bioaerosole in Tierstallen, in denen sich unterschiedliche Quellen aus denen
Mikroorganismen in z. T. hohen Konzentrationen aerosolisiert werden kodnnen,
addieren. Die baulichen Bedingungen der meist geschlossenen Stéalle, wie Be- und
Entliftung, Futter und Fitterungssysteme, das verwendete Einstreumaterial und
auch die eingestallte Tierart und der Tierbesatz haben hierbei den gro3ten Einfluss
[63]. Einen betrachtlichen Einfluss auf die vorkommenden Mikroorganismen sowie
deren Konzentration haben ebenfalls die klimatischen Bedingungen im Stall
(Temperatur, Luftfeuchtigkeit). Bereits ohne starke Luftbewegungen, die den Staub
verwirbeln und so die Mikroorganismen in die Luft transferieren, sind hohe
Konzentrationen luftgetragener Mikroorganismen in Tierstdllen zu finden [63].
Daruber hinaus beeinflussen die vorgenommenen Arbeiten im Stall, in
unterschiedlichem MalRRe sowohl die Zusammensetzung als auch die Konzentration
luftgetragener Mikroorganismen. So stieg der Anteil kultivierbarer Mikroorganismen
pro m™ Luft wahrend einer Impfaktion von Legehennen durch einen Veterinar und
drei Assistenten um den Faktor zehn [170]. In einer weiteren Studie fuhrte das
Einfangen der Tiere, z. B. beim Ausstallen in der Gefligelhaltung, durch die
Flatterbewegungen sowie das Zusammentreiben der Tiere durch Arbeiter zu starker
Staubentwicklung, die mit einer entsprechenden Konzentrationserhbhung der
Mikroorganismen einhergehen kann [69]. In einer danischen Studie wurden wéahrend
des Zusammentreibens von Masthdhnchen erhebliche Konzentrationen ,organischen
Staubs* (,organic dust, bis zu 11,3 mg m?), Endotoxin (6,5 ng mg®) und
Gesamtbakterien, sowohl mittels Kultivierung (Mittelwert 3 x 10’ KBE m™®) als auch
mikroskopischer Zahlung (Mittelwert 7 x 10® Zellen m™®) in der Stallluft detektiert [60].
Eine zusammenfassende Darstellung der an landwirtschaftlichen Arbeitsplatzen
gefundenen Konzentrationen (KBE m™ Luft) findet sich bei EDUARD [171]; der
Konzentrationsbereich reicht dabei von 10° bis zu 10° KBE m™ Luft, in Abhangigkeit

von der durchgefihrten Tatigkeit. Kultivierungsunabhangig durchgefiihrte
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Untersuchungen zeigten meist Konzentrationen im Bereich einer Zehnerpotenz
hoher [171].

Neben der Konzentration kann auch die Zusammensetzung der Mikroorganismen in
der Luft landwirtschaftlicher Arbeitsplatze zeitlich und raumlich sehr stark schwanken.
Vorherrschende Mikroorganismen, die in Bioaerosolen gefunden werden, gehoren
meist zu den Gattungen Streptococcus und Staphylococcus [63, 66, 67]. Allerdings
werden auch héaufig nach TRBA 466 [172] in Risikogruppe 2 eingeordnete Spezies
anderer Gattungen gefunden. So fanden DUTKIEWICZ e al. [75] in
Bioaerosolproben unterschiedlicher landwirtschaftlicher Arbeitsplatze hauptsachlich
Pantoea agglomerans, Corynebacterium spp., Thermoactinomyces vulgaris,
Saccharopolyspora rectivirgula, Bacillus spp. und Alcaligenes faecalis. Die
vorherrschenden Gattungen variierten dabei in Abhéngigkeit vom untersuchten
Arbeitsplatz.

Probenahmen durch unterschiedliche Luftsammelsysteme zeigen nur eine Moment-
Aufnahme der Zusammensetzung und Konzentrationen. Dazu kommt der Einfluss
der Nachweismethode. Kultivierungsbasierte Methoden erfassen nur den lebenden
und vor allem kultivierbaren Anteil der Mikroorganismen. Dieser wird mit bis zu
maximal 10% der tatsachlich vorhandenen Zellzahlen angegeben [100]. Jedoch sind
auch tote Zellen als potentielle Allergie-Ausléser nicht zu vernachlassigen. Aus
diesem Grund wurden in dieser Arbeit parallel kultivierungsabhangige und
molekulare  Ansétze verwendet, um einen genaueren Einblick in die
Zusammensetzung  der  Mikroorganismen-Gemeinschaften  innerhalb  der
untersuchten Stalle zu bekommen.

In Abhangigkeit von der verwendeten Methode wurden Unterschiede in der
detektierten Artenzusammensetzung der Bioaerosolproben gefunden. Anhand des
kultivierungsbasierten Ansatzes, nach Sequenzierung des 16S rRNA Gens der
insgesamt 28 Isolate, wurden vornehmlich Sequenzen mit der hochsten Ahnlichkeit
zu 16S rRNA Sequenzen von Nocardiopsis sp. Bacillus sp. und Brevibacterium sp.
gefunden (Tabelle 15). Vertreter aller drei Gattungen wurden auch haufig durch
andere Studien in arbeitsplatzbezogenen Bioaerosolproben kultivierungsbasiert
detektiert [33, 55, 77, 173-175].

Auffallig war weiterhin, dass anhand des kultivierungsbasierten Ansatzes gréf3tenteils
(n=23, 82%) Gram-positive Organismen detektiert wurden (z. B. Corynebacterium

glutamicum, Nocardiopsis sp., Streptomyces sp.). Aufgrund ihrer Zellwandstruktur
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wird fur Gram-positive Organismen eine hohere Widerstandsfahigkeit (,resilience®)
gegenuber den unwirtlichen Bedingungen in der Luft angenommen (Austrocknung,
UV-Strahlung, Né&hrstoffmangel). Dazu sind diese Organismen oftmals pigmentiert,
was einen zusatzlichen Schutz vor der schadigenden UV-Strahlung des Sonnenlichts
bietet [25, 167]. Der Gruppe der Aktinomyceten wird diese hohe Tenazitat
zugeschrieben. So werden deren Vertreter haufig aus extremen Habitaten isoliert (z.
B. Permafrostbdden [176], heillen Quellen [177] oder Tiefseesedimenten [178]).
Gram-negativen Organismen wird aufgrund ihres Zellwandaufbaus keine hohe
Widerstandsfahigkeit gegentber den Einflissen durch den Aufenthalt in der Luft
zugeschrieben. Kultivierungsbasierte Studien zeigten oft keine oder nur einen
geringen Anteil Gram-negativer Organismen in der Luft von Tierstéllen. So fanden
ZUCKER et al. [35] zwischen 0,02 und 5,2% Gram-negative Organismen aller
kultivierbaren Organismen in verschiedenen Tierstéllen. VENTER et al. [62] zeigten
ahnliche Ergebnisse fir einen Legehennenstall (0,04%). Im Gegensatz zum
kultivierungsbasierten Ansatz wurden anhand des molekularen Ansatzes auch Gram-
negative Organismen nachgewiesen. Dazu gehodren 16S rRNA Sequenzen von
Klonen, die die héchste Ahnlichkeit zu 16S rRNA Sequenzen von Spezies der Gram-
negativen Gattungen Burkholderia (n=1), Megamonas (n=18) und Bacteroides (n=1)
aufwiesen. Dies entspricht einem Anteil von insgesamt 12,2 % an allen ermittelten
OTUs (n=164) und fallt hauptsachlich auf Vertreter der Gattung Megamonas zurick.
Gram-negative Organismen konnen z. T. direkt Infektionen beim Menschen
auslosen. Eine hohere toxische Potenz haben jedoch die in der Zellwand
vorkommenden Endotoxine, die zu starken allergischen Reaktionen bei akuter,
intensiver Exposition oder auch bei lang anhaltender Exposition fihren kénnen [61,
179-182]. Hierbei ist es unerheblich, ob die Zellen leben oder tot sind, da Endotoxine
unabhangig vom Lebenszustand vorhanden sind [37].

Unabhangig vom gewahlten Ansatz, wurden Spezies mit hochster
Sequenzahnlichkeit zu Aerococcus viridans, Acinetobacter johnsonii, Pantoea
agglomerans und Shigella flexneri gefunden, die fir den Menschen aufgrund ihres
Gefahrdungspotentials als gefahrdend eingestuft wurden [74]; erstere drei Spezies
stehen vor allem im Zusammenhang mit pulmonalen Erkrankungen.

Fur Pantoea agglomerans wurde eindeutig gezeigt, das diese Spezies der Ausloser
von Allergien und Lungenerkrankungen von Arbeitern im landwirtschaftlichen Umfeld
ist [88, 89]. MARTIN et al. [91] zeigen einen klaren zytotoxischen Effekt eines
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Stammes von P. agglomerans auf Lungenzellen der Zelllinie A549. Auch
DUTKIEWICZ [90] zeigte das speziell P. agglomerans Hypersensitivitditspneumonien
auslost wahrend RYLANDER [93, 94] zeigte, dass P. agglomerans ein hoch potentes
Endotoxin produziert, das im Verdacht steht, akute Byssinosis Symptome
auszulésen. Dies belegen auch Arbeiten von DUTKIEWICZ et al. [92] und
MILANOWSKI et al. [88], die Allergene, produziert von P. agglomerans als Ausloser

fur die Allergische Alveolitis angeben.

In dieser Arbeit wurde weiterhin Acinetobacter sp. detektiert. Spezies dieser Gram-
negativen Gattung werden haufig in Bioaerosolen nachgewiesen und beherbergen
ebenfalls ein Gefahrdungspotential fur den Menschen [183, 184]. Auch in
Krankenh&ausern werden einige Vertreter dieser Spezies seit Jahren immer wieder
als Ausloser fur Atemtraktinfektionen  beschrieben [185]. Die  hohe
Austrocknungstoleranz zusammen mit einem hohen Grad an Resistenzentwicklung
einzelner Acinetobacter Spezies gegenuber Antibiotika [186, 187], die in der
Geflugelproduktion hé&ufig eingesetzt werden, erhoht das Gesundheitsrisiko fur

Menschen an diesen Arbeitsplatzen durch diese Spezies noch.

Spezies der Gattung Aerococcus sind Gram-positive Kokken, die haufig in der Luft
und im Staub von Arbeitsplatzen gefunden werden [174, 188]. Auch in
Geflugelstallen wurden Spezies dieser Gattung regelmaRig nachgewiesen [56, 60].
Die klinische Relevanz der Spezies Aerococcus viridans wurde eindeutig durch
verschiedene Falle von Infektionen beim Menschen gezeigt [189-191]. In dieser
Arbeit wurden Aerococcus sp. durch Kultivierung (n=1, 3,6%), in besonders hohem
Anteil jedoch durch den molekularbiologischen Ansatz (n=32, 19,5%) gefunden
(Abbildung 41).
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Aerococcus viridans ATCC 115637 (M58797) | Seauenz

Ahnlichkei
Putenstall Klone (n=32) mn‘;:ﬁaﬁflt des

Putenstall Isolat MPA-34 Clusters >39,4%

100

Aerococcus suis 1821/02T (AM230658)
Aerococcus urinaehominis CCUG 42038 BT (AJ278341)
Aerococcus sanguinicola CCUG 430017 (AJ276512)

67 —i Aerococcus christensenii CCUG 288317 (Y17005)
99 Aerococcus urinae NCFB 28937 (M77819)

Escherichia coli ATCC 117757 (X80725)

0.05

Abbildung 41 Dendrogramm zur Veranschaulichung der Position der 16S rRNA Genfragmente (765
bp) eines Isolates und 32 Klonsequenzen innerhalb der Gruppe der valide beschriebenen Aerococcus
Spezies. Die Accession Nummern der Sequenzen sind in Klammern angegeben. Das multiple
Alignment, die Distanzberechnung und Clusteranalyse wurde anhand der Neighbor-Joining Methode
durchgefihrt. Die Bootstrap Werte basieren auf 1000 Wiederholungen und sind in Prozent an den
Knoten angefihrt. Der Mal3stab entspricht 0,05 Nukleotid Substitutionen pro 100 bp.

Die durch die kultivierungsunabhangige Analyse ermittelten 16S rRNA-Gen
Sequenzen, die keinem bislang kultivierten Stamm zugeordnet werden konnten
(,uncultured”) zeigten nahezu alle eine héchste Sequenzédhnlichkeit zu 16S rRNA
Sequenzen, die anhand molekularbiologischer Methoden aus Darminhalten
unterschiedlichen Gefllugels isoliert wurden (Tabelle 17). Dies deutet auf eine
Aerosolisierung von Gefliigelkotbestandteilen, mdglicherweise durch Aktivitdten der
Tiere (Scharren, Flattern) im Einstreumaterial, hin.

Tabelle 17 Ubersicht der in dieser Arbeit ermittelten 16S rRNA Sequenzen, die hochste
Ahnlichkeit zu bislang nicht kultivierten Stammen zeigten. Angegeben sind die Anzahl der Sequenzen
fur die einzelnen Tiergruppen sowie die Studie, in der die Sequenzen ermittelt wurden.

n
Masthahnchen Puten Ganse G(jllllé]gel Andere

Filtration 2 1 1 2

Stall 1 [192] [193] [194] [195]

Filtration 5 2 . . 2
Stall 2 [192] [193, 195] [196]*
. 5 2

Impingement 3 1 3
[193, 195, [199,
Stall 2 [192] 197] [194] [198] 200]

* sowie hdchste Ahnlichkeit zu eine Sequenz (EF515668), isoliert aus einem Bioreaktor (unpublished).
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4.4. Standardisierung molekularbiologischer Nachweis systeme von

Mikroorganismen aus Bioaerosolen landwirtschaftlich er Tierstalle

Um die Analyse von Mikroorganismen in Bioaerosolen anhand molekularbiologischer
Methoden zu standardisieren, wurden in dieser Arbeit am Beispiel eines infektiésen
(Salmonella) und eines Allergie-Ausléosenden Organismus (Thermoactinomyces)

Realtime PCR-basierende Nachweissysteme etabliert und validiert.

4.4.1. Etablierung des Nachweises zur Detektion infektidser Erreger am

Beispiel der Gattung Salmonella

Gerade infektiésen Organismen kommt in Bioaerosolen eine besondere Rolle zu, da
sie durch ihre geringe Grol3e bis in die empfindlichen Alveolen der menschlichen
Lunge vordringen und dort ihr infektidses Potential entfalten kénnen. Auch wenn der
individuelle  Immunstatus des Menschen sowie eine speziesabhangige
Infektionsdosis eine erhebliche Rolle bei der Etablierung einer Infektion des
Menschen spielen, konnen diese durch das tiefe Eindringen der Organismen in das
Lungengewebe schon in geringer Konzentration zu Infektionen fuhren.

Fur die Gattung Salmonella gilt nach Informationen des ROBERT KOCH INSTITUTS
der fakal-orale Weg als der haufigste Infektionsweg des Menschen [201]. Allerdings
zeigten verschiedenen Studien, dass eine Infektion durch Salmonellen ebenfalls
durch eine aerogene Ubertragung mdoglich ist [81, 202-206]. Das ROBERT KOCH
INSTITUT gibt als Infektionsdosis fiir die fakal-orale Route 10* bis 10° KBE an. In
stark fetthaltigen Lebensmitteln oder bei Bestehen einer besonderen Disposition
(Sauglinge, geschwachte Personen) kann die Infektionsdosis bis auf 100 KBE herab
sinken [201]. WATHES et al. [203] beschreiben &hnliche Werte: fur den oralen
Infektionsweg eine Dosis von 10° bis 10® KBE, fur eine Ubertragung durch
Dauerausscheider weniger als 10° KBE, und vermuten speziell fir die aerogene
Ubertragung eine noch geringere benétigte Dosis. Dies zeigten auch die Ergebnisse
friherer Tierversuche von DARLOW et al. [205], in denen die letale Dosis von
Salmonella Typimurium bei respiratorischen Infektionen geringer war als auf oralem
Weg.

Es gibt seit vielen Jahren verschiedene Nachweissysteme fur Salmonellen in
Abhéngigkeit vom ausgehenden Untersuchungsmaterial. Da Salmonellen besonders
in der Lebensmittelproduktion problematisch sind, wurden in diesem Bereich sehr
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viele Methoden entwickelt und etabliert, nahezu alle kultivierungsbasiert (Tabelle 18).
Diese Referenzverfahren beruhen dabei i. d. R. auf einer kulturellen Voranreicherung
zur Resuszitation moglicherweise vorgeschadigter Zellen, da Salmonellen aufgrund
der Lebensmittelkonservierung héaufig subletal geschadigt vorliegen. Anschliel3end
folgt eine selektive Anreicherung in Flissigndhrmedien und einer Subkultivierung auf
selektiven Festndhrmedien. Die daraus hervorgehenden Salmonella-verdéachtigen
Kolonien miussen anschlief3end serologisch und/oder biochemisch bestatigt werden.

Tabelle 18 Auswahl nationaler und internationaler Referenznachweisverfahren fir Salmonellen
aus Lebensmitteln.
Herausgeber Vorschrift Nr. Verfahren O Dauer
Food & Nutrition
FAO/WHO Paper 14/4 Rev. 1 [207]
Chapter 4
967.25 - 967.28,
978.24,989.12,
AOAC 991.13, 994.04. [208]
995.20
Bacteriological Kultivierung 4-5 Tage
FDA (USA) Analytical Manual [209]
(BAM) Chapter 5
DIN EN ISO
EU 6579:2002 [210]
Nordic Committee
on Food Analysis NMKL 71 [211]
(NMKL)
EU DIN 10135:1999 [212] Molekular 2 Tage

Allen gemein ist dabei die vorangehende Anreicherung der Salmonellen aus dem
Untersuchungsmaterial, um ausreichend Material fur die folgende Nachweismethode
zu haben. Eine exakte Quantifizierung wird dadurch unmaglich. Hier wird lediglich die
reine Prasenz von Salmonellen im Probenmaterial nachgewiesen. Somit haben diese
Methoden neben einem hohen Zeitaufwand auch eine unzureichende
Aussagekraftigkeit. Fir die Lebensmittelanalytik ist dieses Vorgehen vdllig
ausreichend, es konnen die erforderlichen Konsequenzen zur Qualitatssicherung
erfolgen. Zur Gefahrdungsbeurteilung luftgetragener Salmonellen an Arbeitsplatzen
der Landwirtschaft ist jedoch neben dem Nachweis der Anwesenheit eines
Organismus auch dessen Konzentration von erheblichem Interesse. In diese
Beurteilung missen zusatzlich die Uberlebensfahigkeit in der Luft und die

Infektionsdosis des Organismus mit einbezogen werden.
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Das Untersuchungsmaterial molekularer Methoden ist oftmals die DNA, die in
maoglichst  hoher Qualitat und Quantitdt aus den Mikroorganismen des
Untersuchungsmaterials zu gewinnen ist. Dazu kommt die Schwierigkeit, die
Mikroorganismen von der Probenmatrix zu trennen, um sie mdglichst effektiv
aufschlieBen zu kdnnen. Zur DNA Extraktion kommen anschlie3end unterschiedliche
Methoden zum Einsatz. Ziel ist jedoch in jedem Fall eine mdglichst hohe DNA-
Extraktionseffizienz. Im Hinblick auf eine mogliche Standardisierung sollte neben der
Reproduzierbarkeit auch die Hohe der DNA-Extraktionseffizienz bekannt sein.

Bislang gibt es wenige systematische und vergleichbare Untersuchungen zur DNA-
Extraktionseffizienz fur unterschiedliche Organismen. Anzunehmen ist jedoch, dass
die DNA-Extraktionseffizienz in Abhéngigkeit vom Organismus schwankt, begriindet
durch phéanotypische Gegebenheiten wie Zellwandaufbau (z. B. Gram-Verhalten),
GrolRe (z. B. fadenférmige Bakterien, deren genetisches Material sehr auseinander
gezogen innerhalb der Zelle ist) und DNA-Gehalt (abhangig von der aktuellen
Wachstumsphase). Fur Zellen eines Escherichia coli Stammes zeigten z. B. EINEN et
al. [213] eine DNA Extraktionseffizienz von 1,6% (+0,5% SA) bei Verwendung des
Bio101 Kits (Qbiogen). Dazu kommen die in den Umweltproben enthaltenen
Substanzen, die zu Hemmungen oder komplexen Bindungsreaktionen der DNA
fuhren konnen und so die Effizienz der Extraktion mindern (z. B. Huminsauren,
[214]). Bei Analysen der Gesellschaftszusammensetzung von Mikroorganismen kann
es so zu einem systematischen Fehler kommen, der einzelne Gruppen, deren DNA
sich leicht extrahieren lasst, Uberproportionalisiert. Dies wurde in einzelnen Studien
schon gezeigt. So fanden KRSEK und WELLINGTON [215] in Abh&ngigkeit vom
verwendeten DNA-Extraktionsverfahren Unterschiede in DGGE Fingerprint-Mustern
fur Boden. Eine weitere Studie zeigte DNA Extraktionseffizienzen fur A-Phagen DNA
aus Sedimentproben zwischen 0 und 43,3 %, abh&ngig vom verwendeten Protokoll
[216] und unterstreicht so die breite Spanne und hohe Abhangigkeit der Effizienz
vom eingesetzten Protokoll. In dieser Arbeit wurde anhand unterschiedlicher
Extraktionsmethoden die DNA Extraktions-Effizienz grundlegend fir die Gattung
Salmonella am Beispiel des Stammes Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Tyhimurium CIP 60.62" untersucht. Im Hinblick auf die hohe genetische Ahnlichkeit
dieser Spezies innerhalb der Gattung, die sich prinzipiell hauptséchlich in Bezug auf
die Gene ihrer Oberflachen-Antigene unterscheiden (aktuell 2 Spezies [217, 218],

2.579 Serovare [219]), sollte durch die Verwendung dieses Modellorganismus auf die
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DNA Extraktionseffizienz fir die gesamte Gattung zurlick zu schliel3en sein. Bei
diesen Versuchen konnte, abhangig vom verwendeten Protokoll, eine DNA
Extraktionseffizienz zwischen 23,3% und 58,2% gefunden werden, wenn relativ hohe
Salmonella Zellkonzentrationen (> 102 Zellen pro Ansatz) eingesetzt wurden. Wurden
geringere Zellzahlen eingesetzt konnte keine DNA mehr ausgeféllt werden, wurden
hohere Zellzahlen eingesetzt, sank die DNA Extraktionseffizienz. Insgesamt konnte
eine inverse Proportionalitdt zwischen der eingesetzten Zellzahl und der DNA
Extraktionseffizienz detektiert werden (Abbildung 21). Da fir alle Zellkonzentrationen
eine gleich bleibende Konzentration der Reagenzien eingesetzt wird, kann dieser
Zusammenhang u. a. auf die begrenzte Menge an Chemikalien und Enzymen zur
Lyse der Zellen im Extraktionsansatz zurlickzufihren sein. In die abschlieRende
Abschatzung der aktuellen Exposition muss dieser Verlust entsprechend
berlicksichtigt werden. Im Mittel lag die DNA Extraktionseffizienz bei 16,73 % (x 5,05
% SF) fur die Extraktion nach PITCHEREet al. [141] bzw. 4,17 % (+ 0,62 % SF) fur die
Extraktion nach HENCKEL [150] (Abbildung 20). Damit liegen die Ergebnisse unter
denen von WOLFFS et al. [220], die fur die DNA Extraktion (Chloroform-Extraktion
kombiniert mit Ethanol Fallung, vergleichbar mit der Extraktion nach PITCHER aus
Salmonellen direkt von einem Filtermaterial eine DNA Extraktionseffizienz von 29 %
(= 13 % SA) angeben.

Zur schnellen Quantifizierung von Salmonella sp. aus Bioaerosolen wurde die
Methode der Realtime PCR eingesetzt und optimiert. Diese Methode ist eine
spezielle Form der PCR, bei der zusatzlich zu den erforderlichen
Amplifikationsreagenzien ein Fluoreszenzfarbstoff gegeben wird, der es ermdglicht,
eine Quantifizierung der Ausgangskonzentration zuzulassen. Es gibt verschiedene
Prinzipien der Realtime PCR, allen gemein ist die Fluoreszenzmessung wahrend der
Amplifikation in Echtzeit (,real time*), die ihr den Namen gibt. Im Hinblick auf eine
spatere Standardisierung sollte ein moglichst einfach zu reproduzierender Ansatz
etabliert werden, weshalb die Quantifizierung anhand von SybrGreen® gewahlt

wurde.

Aufgrund des hohen Verwandtschaftsgrads der Gattungen Salmonella und
Escherichia basierend auf dem 16S rRNA Gen, konnte auch in mehreren Anlaufen

kein spezifisches Primerpaar gefunden werden, dass eine eindeutige Differenzierung
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dieser beiden Gattungen zulie3. Aus diesem Grund wurde ein alternatives
.housekeeping Gen“ gesucht, dass sowohl eine verlassliche Identifizierung als
gleichzeitig auch eine Quantifizierung zulie3. Da aul3erhalb der Sequenzen des 16S
rRNA Gens fur viele Spezies nur sehr wenig Sequenzmaterial in offentlichen
Datenbanken zu finden ist, wurde auf das fur die Gattung Salmonella als spezifisch
geltende invA-Gen zuruckgegriffen [163]. Dieses Gen kodiert, zusammen mit einem
ganzen Komplex an inv-Genen, einen Typ Ill Nadelkomplex (type Il secretion system
needle complex), der bei der Invasion der Salmonellen Zellen in die
Darmepithelzellen des Menschen eine zentrale Rolle spielt [221]. Diese Gene bilden
zusammen ein Operon, das innerhalb der Salmonella Pathogenicity Island | liegt
(SPI1, [222]). Innerhalb des Genoms der Salmonellen gibt es mehrere solcher
Pathogenitats Inseln, die die spezifischen Gene beinhalten, die letztendlich die

Pathogenitat gegentber dem Menschen ausmachen.

!outer membrane
peptidoglycan layer

H inner membrane

inner membrane
components

(InvC) (InvA, SpaP, SpaQ, SpaR, SpaS)

spP15
sip sic  spa inv
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Abbildung 42 Das Salmonella Typhimurium Typ i Sekretionssystem. A)
Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahme von osmotisch geschockten S. Typhimurium die
den Nadel Komplex auf der bakteriellen Zellhiulle aufbauen. B) REM Aufnahme der Nadel Komplexe.
Der Maf3stab entspricht 100 nm. C) Schematischer Aufbau des S. Typhimurium Nadel Komplexes und
seine moglichen Komponenten. Die Lage der Komponenten ist hypothetisch. D) Lage des invA-Gens
innerhalb des Genoms sowie E) Lage innerhalb des inv Gen Clusters. A-C aus [223], D aus [224], E-F
aus [222].
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RAHN et al. [153] etablierten 1992 dieses Primersystem (248 bp langes Amplifikat)
zum spezifischen Nachweis von Salmonellen anhand von 630 Salmonella-Stdmmen
(100 Serovare), und 142 Non-Salmonellae 21 anderer Gattungen. Hierbei konnte bei
99,4 % der Uberpruften Salmonella-Stamme das invA Gen mit einer 100%-igen
Spezifitat nachgewiesen werden. Mittlerweile ist der Nachweis anhand dieses
Primersystems auch in der DIN 10135:1999212] zum Nachweis von Salmonellen aus
Lebensmitteln als Referenzverfahren niedergelegt. Der Nachweis von Salmonellen
aus Bioaerosolen wurde in dieser Arbeit, ausgehend von dem von RAHN et al. [153]
entwickelten Primerpaar 139/142 etabliert und zur Quantifizierung von Salmonellen
aus Bioaerosolen durch eine Realtime PCR modifiziert (ohne vorausgehende
Anreicherung). Zunachst wurde die zur Quantifizierung notige Standardeichgerade
etabliert. Dazu wurden DNA Extrakte aus Salmonella Typhimurium CIP 60.62"
Reinkulturen bekannter Konzentration eingesetzt. Die Kopienzahl wurde unter
Einberechnung des spezifischen Genomgewichts sowie des GC-Gehalts fir den
eingesetzten DNA Extrakt berechnet (siehe 2.10.2). Da eine Studie von FEY und
EICHLER [151] zeigt, dass in der stationdren Wachstumsphase von Salmonella nur
ein invA-Gen pro Zellen vorhanden ist, und in Bioaerosolen sehr wahrscheinlich
aufgrund der Umgebungsbedingungen keine Zellen auf3erhalb der stationéaren
Wachstumsphase zu erwarten sind, wurde auch in dieser Arbeit ein invA-Gen pro
Zelle zur Berechnung angenommen. Daraus liel3 sich weiterhin ein detektiertes
Zielgen einer Salmonellen-Zelle gleich setzen.

Mit den in dieser Arbeit als spezifisch ermittelten Bedingungen konnte eine hohe
Korrelation zwischen eingesetzten invA Gen Konzentration und den
korrespondierenden Cr-Werten ermittelt werden (Abbildung 23, r’=0,99). Zusatzlich
konnte ein breiter Konzentrationsbereich (1 bis 10° invA Gene) abgedeckt werden,
der es ermoglicht, vor allem auch geringe Konzentrationen spezifisch zu detektieren.

Voraussetzung fur eine genaue Quantifizierung anhand der Realtime PCR ist eine
gleich hohe Reaktionsseffizienz fur Standard und Umweltprobe, was durch die Mit-
Extraktion von potentiellen Hemmstoffen aus Umweltproben (Huminséuren, Proteine,
Phenol, Nicht-Ziel-DNA etc.) erschwert werden kann [125-127]. Auch aus
Bioaerosolen konnten solche hemmenden Substanzen mit extrahiert werden [128,
129]. Bioaerosole in Tierstéllen bestehen aus sehr komplexen Stauben, die
Futtermittel, Einstreu, Fékalbestandteile, Hautpartikel, Haare, Hautschuppen oder

114



Diskussion

Federn enthalten kénnen [130]. Diese kénnen zu einer Hemmung der PCR fuhren.
Neben den in den Umwelt-Proben enthaltenen Inhibitoren kann auch DNA anderer
Organismen (Nicht-Ziel-DNA) zu einer Beeinflussung der spezifischen PCR-Reaktion
fuhren [131], da auch sie die Effektivitat der Tag-Polymerase einschranken. In dieser
Arbeit wurden aus diesem Grund Versuche unternommen, den Einfluss dieser
Hemmestoffe auf die Quantifizierung abzuschatzen, bzw. die Wiederfindung definierter
iINnvA Gen-Konzentrationen in Kombination mit non-target-DNA und anschlie3end in
originaren Bioaerosolen mittels Realtime PCR zu bestimmen. Bei Einsatz
unterschiedlicher Salmonella Zellzahlen in Kombination mit konstant hohen
Escherichia coli Zellzahlen wurde eine Korrelation zwischen eingesetzter Zellzahl
und detektierter Zahl invA Gene gefunden (Abbildung 23, r?=0,99). Die
Wiederfindung betrug dabei zwischen 15% und 28%. Bei Untersuchungen zur
Wiederfindung von Salmonellen in origindren Bioaerosolproben, die in Putenstallen
mittels Filtration und Impingement genommen wurden, konnte eine ho6here
Wiederfindungsrate zwischen 24 % (Filtration) und 66 % (Impingement) ermittelt
werden (Abbildung 26). Fir dieses Realtime PCR-Nachweissystem lag die
Reaktionseffizienz unter idealen Bedingungen bei etwa 90% (3.7.1). In
Umweltproben, bedingt durch enthaltene Hemmstoffe, kann diese z. T. reduziert sein
und so zu dieser geringeren Wiederfindungsrate beitragen. Dartber hinaus kdnnte
eine unvollstandige DNA Extraktion eine Ursache sein, da die DNA
Extraktionseffizienz in etwa den GrolRenordnungen der hier gefundenen Verluste

entspricht.

Um das etablierte Realtime PCR Protokoll an origindren Bioaerosolproben zu
Uberprifen, wurden Bioaerosolproben an unterschiedlichen Arbeitsplatzen in einem
Masth&hnchenstall (n=7 (Impingement), n=7 (Filtration)) und einem Entenstall (n=75)
mittels Impingement und Filtration gesammelt.

Im Masthahnchenstall war im Vorfeld eine Erkrankung der Tiere eines Stallabteils mit
Salmonellen festgestellt worden. In diesem Stall konnten fir die Filtrationsproben
sowohl mittels Kultivierung (Wismut-Sulfit-Agar) als auch Realtime PCR Salmonellen
detektiert werden. Die Konzentration betrug hierbei 3,3 x 10° KBE m™ bzw. 1,5 x 10°
Zielgene m™ Luft. Damit lagen die molekularbiologisch ermittelten Konzentrationen

erheblich Uber den durch Kultivierung ermittelten Konzentrationen.
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Bei den Entenstallproben verschiedener Arbeitsplatze wurden in 13 von 75 Proben
(17,3%) positive PCR-Produkte mit dem Salmonellen-Primersystem nachgewiesen.
Diese Proben wurden mittels personen-getragener Gerate gesammelt, die die
Fraktion der inhalierbaren Partikel nach EU DIREKTIVE 2000/54[225] erfasst und so
die tatsachliche Depositionstiefe der Organismen im menschlichen Atemtrakt
nachstellt. Die so ermittelten Konzentrationen lagen dabei im Bereich von 2,5 x 10*
bis 3 x 10° Zielgenen m™ Luft in Abh&ngigkeit vom Arbeitsplatz (Abbildung 28).
Besonders hervor zu heben sind dabei einerseits die Proben, die wahrend einer
Impfaktion der Tiere genommen wurden, auch wenn es nur ein sehr kleiner
Stichprobenumfang ist (n=2). In beiden Proben wurden Salmonellen mittels des in
dieser Arbeit etablierten Quantifizierungssystems in einer relativ hohen Konzentration
von im Mittel 9,6 x 10* invA Genen m? Luft nachgewiesen. Auch in den
Bioaerosolproben, die wahrend der Schlachtung der gleichen Tiere genommen
wurden, konnten vor allem in den Proben der ,Hanger* (n=4; 1,4 x 10° + 4,2 x 10°
invA Gene m™®) und auch der ,Stecher* (n=2; 2,2 x 10° + 4,5 x 10° invA Gene m™)
sehr hohe Konzentrationen Salmonellen ermittelt werden. Damit kann unter
Berlcksichtigung der von WATHES et al. [203] und VON DARLOW et al. [205]
vermuteten nétigen Infektionsdosis von <10° Zellen fiir die aerogene Ubertragung ein

entsprechenden Infektionsrisiko fiir dort tatige Menschen bestehen.

Prinzipiell ist die Spezifitat der PCR bzw. Realtime PCR durch die Auswahl der
Primer und den Amplifikationsbedingungen gegeben. Die Primer und deren
Bindungsstellen im jeweiligen Ziel-Genom werden in-silico anhand von Datenbanken
ausgewahlt und dberpruft, die spezifischen Amplifikationsbedingungen werden im
Anschluss in-vitro ermittelt. Da in Umweltproben aber auch Organismen bzw. deren
DNA von bislang unbekannten (nicht in den Datenbanken vorkommenden)
Organismen vorhanden ist, kann eine unspezifische Primerbindung im Vorfeld nicht
ausgeschlossen werden. So ist eine Spezifitdtsiberprifung der erhaltenen PCR-
Produkte aus Umweltproben notwendig.

Um dies fir das entwickelte Realtime PCR System zu uberprifen, wurde mit dem
aus den Bioaerosolproben des Masthdhnchenstalles gewonnenen PCR-Produkt eine
Klonbibliothek angelegt. Die anschlielende Auswertung der in Escherichia coli

klonierten InvA-Genfragmente ergab eine Ahnlichkeit von 98,9% bis 99,6% aller
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sequenzierten Inserts zum invA-Gen von Salmonella enterica subs. enterica serovar
typhimurium (EU348365). Hierdurch wurde die Spezifitdt des entwickelten Protokolls
auch fur komplexe Umweltproben bestatigt (Abbildung 29).

In Abbildung 43 ist abschlieRend das in dieser Arbeit entwickelte FlieRschema zur
spezifischen Quantifizierung von Salmonellen anhand der Realtime PCR

schematisch dargestelit.
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Abbildung 43 FlieRschema des in dieser Arbeit entwickelten Verfahrens zur Quantifizierung von
Salmonellen anhand der Realtime PCR.

4.4.2. Etablierung des Nachweises zur Detektion Allergie-Au slésender

Erreger am Beispiel der Gattung Thermoactinomyces

Neben infektiosen Mikroorganismen spielen Allergie-Ausldsende Organismen eine
wichtige Rolle bei Atemwegserkrankungen von Arbeitern an durch luftgetragene
Mikroorganismen hoch belasteten Arbeitsplatzen. Im Gegensatz zu Infektionen, die
durch ein aktives oder passives Eindringen mit folgender Vermehrung eines
pathogenen Organismus in einen Wirt gekennzeichnet ist und so eine Immunreaktion
des Korpers auslést, steht die Allergie. Bei einer allergischen Reaktion kommt es zu
einer Immunantwort auf ansonsten harmlose Allergene/Antigene, haufig Proteine,

vorwiegend Enzyme. Typisch fur Allergien ist, dass es bei Kontakt zunéchst zu keiner
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direkten Reaktion kommt. Erst nach einer Sensibilisierung des Immunsystems, d. h.
eine allergenspezifische IgE Antikdrperbildung, kommt es bei erneutem Kontakt zu
allergischen Reaktionen, wie z. B. Hautauschlag, Atemnot, Reizhusten, im
schlimmsten Fall zu einem anaphylaktischen Schock.

Allergische Erkrankungen durch Inhalation von bakteriellen Organismen, deren
Bestandteile oder Stoffwechselprodukte verursachen unterschiedliche
Krankheitsbilder beim Menschen. Es wird zwischen der Exogen allergischen
Alveolitis (EAA) und dem organic dust toxic syndrome (ODTS) unterschieden [11].
Beide werden als akute Erkrankungen beschrieben, die EAA kann auch chronisch
werden. Je nach Arbeitsplatz besitzt die EAA unterschiedliche Bezeichnungen (z. B.
Farmerlunge, Holzarbeiterlunge, Pilzarbeiterlunge). Dazu kommen Rhinitis und
Asthma als Erkrankungen der oberen Atemwege, ausgelost durch allergische
Reaktionen auf Pilze [61, 90, 226].

Spezies der Gattung Thermoactinomyces werden immer wieder in Bioaerosolen
verschiedenster, hoch belasteter Arbeitsplatze nachgewiesen [47, 75-77, 227].
Einige Spezies dieser Gattung stehen deshalb in Verdacht, allergenes Potential im
Zusammenhang mit Atemwegserkrankungen an solchen Arbeitsplatzen zu besitzen.
So zeigen KLEYN et al. [47], dal3 Antiseren von Arbeitern, die an einer Exogen-
Allergischen Alveolitis erkrankt waren, u. a. Antikdrper flir Thermoactinomyces
vulgaris aufwiesen. Ahnliche Ergebnisse zeigten auch SHEN et al. [228] und
HUSMANN et al. [229]. SEPPA et al. [85] konnten eine starke inflammatorische
Reaktion bei Mausen auf eine Antigen-Losung von Thermoactinomyces vulgaris
beobachten. Eine intra-nasale Gabe der Antigene I6ste bei den Mausen eine
allergische Alveolitis, &hnlich der menschlichen Farmerlunge, aus.

Die Gattung Thermoactinomyces umfaldt derzeit zwei Arten: Thermoactinomyces
vulgaris und Thermoactinomyces intermedius. Nur fur diese beiden, aktuell zur
Gattung Thermoactinomyces gehorenden Arten, sollte in dieser Arbeit ein
spezifisches Nachweissystem etabliert werden. In den letzten Jahren wurden einige
ursprunglich der Gattung zugeordnete Arten nach naherer Untersuchung der 16S
rRNA Gensequenz, DNA G+C Gehalt, Phanotyp sowie Fettsaureprofilen [155]
anderen Gattungen zugeordnet (siehe Tabelle 11). Diese Nicht-Ziel-Organismen
sollten durch das in diesem Projekt zu etablierende Nachweissystem
ausgeschlossen werden. Zum Nachweis und zur Identifizierung von Bakterien wird

haufig das 16S rRNA Gen verwendet. Dies eignet sich aufgrund seines Vorkommens
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in allen Bakterien besonders dazu. Die gruppenspezifischen Sequenzunterschiede
konnen dazu heran gezogen werden. Auch wenn sich die 16S rRNA Gensequenzen
der Spezies der Gattung Thermoactinomyces und die der Nicht-Ziel-Organismen
unterschieden, weisen diese trotzdem einen hohen Grad an Sequenzahnlichkeit auf.
Nur die unterschiedlichen Bereiche konnen als Ansatzpunkt der PCR zum
spezifischen Nachweis der Gattung genutzt werden. Da fur die Gattung
Thermoactinomyces nur wenige Sequenzdaten in Offentlichen Datenbanken zur
Verfugung steht, kbnnen andere Gene als mogliche Ziele eines Nachweissystems

nicht tberpruft werden.

Da die DNA-Extraktionsmethodik bei der Etablierung des Nachweises fir Spezies
der Gattung Salmonella den hochsten Einflul3 auf Verluste wahrend der Aufarbeitung
zeigte (3.6.1), sollte auch fur die Gattung Thermoactinomyces eine optimale DNA-
Extraktionsmethodik ermittelt werden. Wichtig ist neben einer hohen quantitativen
Ausbeute auch eine hohe Qualitat (moglichst wenige Verunreinigungen durch z. B.
Proteine, wenig gescherte DNA). Dies wurde am Beispiel der beiden Typstamme,
sowie eines zusatzlichen Stammes der Spezies T. vulgaris (Tabelle 11) untersucht.
Gleichzeitig wurden Stamme der nah verwandten, aber mittlerweile nicht mehr zur
Gattung gehorenden Gattungen eingesetzt (Nicht-Ziel-Organismen, Tabelle 11). Die
DNA-Extraktion mit vorangehendem enzymatischem Zellaufschluss war hierbei nicht
erfolgreich. Dies kann auf die hohe Bestandigkeit der Zellwande dieser Gram-
positiven Organismen zurlckgefuhrt werden. Verschiedene Enzyme weisen eine
unterschiedliche Effizienz zur Lyse bakterieller, vor allem Gram-positiver Organismen
auf: Lysozym ist inaktiv bei Staphylokokken und verschiedenen Bacilus Spezies;
Lysostaphin lysiert nur Staphylokokken [230]; Proteinase K ist sehr effektiv zur Lyse
von Gram-negativen, aber nicht von Gram-positiven Bakterien [231, 232];
Achromopeptidase lysiert zwar viele Gram-positive Bakterien (aul3er Mycobacterium
sp. und Corynebacterium sp.), fuhrt aber oft zu Scherung der DNA [233]. Ein
mechanischer Zellaufschluss mit anschlielender enzymatischer Lyse unter
Verwendung des GenElute Plant Genomic DNA Kits (Sigma Aldrich, Deutschland)
fuhrte jedoch zu quantitativ hohen DNA-Mengen einer hohen Qualitat. Auch ZHOU et
al. [214] beschreiben um das zwei- bis sechsfach hthere extrahierte DNA Mengen
aus Gram-positiven Organismen nach physikalischem Aufschluf3 der Zellen durch

morsern oder mehrere Gefrier- Auftau-Zyklen.
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Zur  Etablierung des spezifischen Primersystems zur Detektion von
Thermoactinomyces sp. wurde DNA aller Stamme (Tabelle 11), die eine hohe
Sequenzahnlichkeit des 16S rRNA Gens zur Ziel-Gattung aufwiesen, verwendet. Die
Anwendbarkeit der entwickelten Primer wurde fir jedes System zunachst in-silico
anhand der NCBI Nucleotide Datenbank (BLAST) erprobt. Zeigte sich deren
Spezifitat, wurden die Systeme anschlieBend in eine PCR eingesetzt und nach
Ermittlung der spezifischen Reaktionsbedingungen ggf. fur die Realtime PCR
optimiert.

Insgesamt wurden drei Primersysteme zum Nachweis von Thermoactinomyces sp.
erprobt (Tabelle 16). Zwar erwiesen sich alle drei in-silico und auch in der
nachfolgenden PCR als spezifisch, jedoch konnte fur die beiden
Primerkombinationen NSPTf/TAcRmod und NSPTf/TAM601 keine befriedigende
Reaktionseffizienz in der Realtime PCR ermittelt werden (60%). Dies wurde auf die
Bildung einer stabilen Haarnadelstruktur innerhalb des Gens zurickgefihrt
(Abbildung 31). Erst die Kombination NSPTf-7/TAcCRmod zeigte bei spezifischer
Amplifikation eine ausreichende Reaktionseffizienz (ca. 70%) in der Realtime PCR,
die eine mathematisch abgesicherte Quantifizierung durchfiihrbar macht [234].

Da neben der Reaktionseffizienz der Realtime PCR potentiell mitextrahiertes
Matrixmaterial der Umweltproben zur Beeinfussung der Quantifizierung fihren kann
[234], wurde der Einfluss von originaren Bioaerosolproben untersucht. Hierbei konnte
kein Hemmeffekt durch mitextrahiertes Matrixmaterial aus Bioaerosolproben

gefunden werden (Abbildung 35).

Prinzipiell ist die Spezifitdt der PCR bzw. Realtime PCR durch die Auswahl der
Primer und den Amplifikationsbedingungen gegeben. Die Primer und deren
Bindungsstellen im jeweiligen Ziel-Genom werden in-silico anhand von Datenbanken
ausgewahlt und Uberprift, die spezifischen Amplifikationsbedingungen werden im
Anschluss empirisch ermittelt. Da in Umweltproben aber auch Organismen bzw.
deren DNA bislang unbekannter (und entsprechend nicht in den Datenbanken
vorkommender) Organismen vorhanden ist, kann eine unspezifische Primerbindung
im Vorfeld nicht ausgeschlossen werden. So ist eine Spezifitatsuberprifung der
erhaltenen PCR Produkte aus Umweltproben notwendig.

Um die Spezifitat fir das entwickelte Realtime PCR System zu tberprifen, wurde mit

dem aus den Bioaerosolproben des Entenstalles (Abbildung 36) gewonnenen PCR
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Produkt eine Klonbibliothek (n=44) angelegt. Die Auswertung der in Escherichia coli
klonierten 16S rRNA-Genfragmente ergab fur 30 sequenzierte Inserts eine
Ahnlichkeit > 98,3% zu der Sequenz des 16S rRNA Gens von Thermoactinomyces
intermedius (AJ251775) bzw. fir 14 Inserts eine Ahnlichkeit > 99,7% zu der Sequenz
des 16S rRNA Gens von Thermoactinomyces vulgaris (AF138736 und AF138732).
Hierdurch wurde die Spezifitat des entwickelten Protokolls auch fir komplexe
Umweltproben bestatigt.

Zur Quantifizierung in der Realtime PCR werden DNA-Standards mit bekannter
Konzentration des Zielgens im Vergleich zu Umweltproben unbekannter
Konzentration eingesetzt. Dabei basiert die Quantifizierung auf der Detektion
bestimmter Genabschnitte. Diese sind in Bakterien jedoch in unterschiedlicher
Kopienzahl vorhanden. Meist variiert die Kopien-Anzahl jedes Gens zwischen
verschiedenen Gattungen, zum Teil sogar zwischen Spezies einer Gattung [235,
236]. Basierend auf Daten der bislang vollstandig sequenzierten Genome schwankt
z. B. die Anzahl des 16S rRNA Gens zwischen 1 wund 15 Kopien
(http://ribosome.mmg.msu.edu/rrndb/index.php) in Abh&ngigkeit von der Spezies. Zur
Quantifizierung anhand der Realtime PCR ist entsprechend die genaue Bestimmung
der Genkopienzahl des Zielgens Voraussetzung.

Fur Spezies der Gattung Thermoactinomyces liegt bislang keine vollstéandige
Genom-Sequenz vor. Auch Datenmaterial zu Genomgréf3e und der Anzahl Operons
verschiedener Gene ist fur keine Spezies dieser Gattung bekannt. So miussten
Berechnungen mit einem Durchschnittswert der bekannten Genome des Phylums
Firmicutes bzw. der Klasse Bacilli durchgefihrt werden, wodurch die Genauigkeit
gemindert, fur eine erste Abschatzung jedoch ausreichend ist. Der Mittelwert fur
ausgewahlte Spezies innerhalb der Klasse Bacilli betragt 7,35 Operons (basierend
auf vollstandig sequenzierten Genomen von 119 Spezies) und schwankt zwischen 4
und 14. Fur das Phylum Firmicutes betragt der Mittelwert 6,3 Operons (basierend auf
sequenzierten Genomen von 191 Spezies) und schwankt zwischen 1 und 15 (nach
http://ribosome.mmg.msu.edu/rrndb/index.php, Stand Januar 2010). Um jedoch eine
genauere Quantifizierung vornehmen zu konnen, ist eine Bestimmung der Anzahl
unerlasslich. Aus diesem Grund wurde die Kopienzahl des 16S rRNA Gens anhand
einer  Southern-Blot-Hybridisierung [159] bestimmt. Hierbei konnte eine

durchschnittliche Anzahl von 5,5 Operons pro Genom bestimmt werden (Abbildung
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30, B). Eingrenzend ist zu sagen, dass ein unvollstandiger Verdau der DNA nicht
ausgeschlossen werden kann. Auch besteht bei groReren Fragmenten die
Mdglichkeit, dass zwei Operons pro Fragment hybridisieren, was zu einer
Unterschatzung der tatsachlichen Operon-Zahl fuhren kdnnte. Insgesamt liegt der
ermittelte Wert in der GroRenordnung der oben genannten Zahlen nah verwandter
Gruppen. Diese Ergebnisse ermoglichen eine genauere Quantifizierung von
Thermoactinomyces sp. anhand der Realtime PCR.
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5. Allgemeine Abschlussbetrachtung

Bioaerosole in Tierstéllen beinhalten vielfaltige Mikroorganismen in z. T. erheblichen
Konzentrationen, die fiur Mensch und Tier eine erhebliche Gesundheitsgefahrdung
darstellen. Besonders fur Menschen, die in diesen Tierstdllen arbeiten und so
dauerhaft einer hohen Exposition ausgesetzt sind, mussen Ldsungen flr einen
moglichst effektiven Schutz gefunden werden. Um passende Schutzvorkehrungen
ableiten zu kdénnen, muss eine Gefahrdungsbeurteilung gemaR den Vorgaben der
Biostoffverordnung (BioStoffV) dieser Arbeitsplatze durchgefuhrt werden, bei der zur
Expositionsabschatzung Informationen bezuglich Art und Menge der vorkommenden
Mikroorganismen ermittelt werden. Die standardisierte Quantifizierung und
Identifizierung von Mikroorganismen beruht derzeit auf kultivierungsabhangigen
Verfahren [137]. Fur die Ermittlung der ,kolonie-bildenden Einheiten (KBE) an
Gesamtbakterien und Gesamtschimmelpilzen als Parameter der Gesamtexposition,
werden haufig Nahrmedien verwendet, die vielen, jedoch nicht allen
Mikroroganismen das Wachstum ermoglichen, und die nach langerer
Bebrutungsdauer (24 Stunden bis 7 Tage, je nach Zielorganismen) ausgewertet
werden missen. Diese kultivierungsabhéangige Vorgehenweise ist material- und vor
allem zeitintensiv. Der Informationsgehalt der Ergebnisse (Gesamt KBE pro m?3 Luft)
ist jedoch haufig unzureichend, da durch die Wahl der Kultivierungsbedingungen
(Temperatur, Medium, Zeit etc.) jeweils nur die Organismen erfasst werden, die unter
den jeweiligen Bedingungen vermehrungsfahig sind. Dazu kommt der durch die
Sammlung bedingt Einfluss auf die Mikroorganismen, der die Kultivierbarkeit

zusatzlich reduziert.

Zur Analyse von Bioaerosolen missen diese im ersten Schritt moglichst quantitativ
erfasst werden. Dies geschieht meist mittels Impaktion, Impingement oder Filtration.
Je nach Sammelmethode und Tenazitat der Mikroorganismen, ergeben sich
Unterschiede in der biologischen bzw. physikalischen Sammeleffizienz, so dass
Messungen, die mit unterschiedlichen Sammelsystemen durchgefiuhrt wurden nur
bedingt vergleichbar sind. Da die Widerstandsfahigkeit von Mikroorganismen
gegentber dem Sammelstress speziesspezifisch ist, missen diese Sammeleffekte
vor allem beim speziesselektiven, kultivierungsabhangigen Nachweis beriicksichtigt
werden. Auch in dieser Arbeit konnten sehr heterogene, gattungsspezifische

Unterschiede der Tenazitat gegenuber der beiden Sammelverfahren Impingement
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und Filtration gefunden werden. Im Gegensatz zu kultivierungsbasierten Anséatzen
haben kultivierungsunabhangige Methoden jedoch den Vorteil, dass die biologische
Sammeleffizienz vernachlassigbar ist, da sie die Organismen unabh&ngig von ihrem
Lebenszustand erfassen. Fiur diese Methoden ist zunéchst die physikalische
Sammeleffizienz des verwendeten Sammelsystems flir die nachfolgenden
Quantifizierungen ausschlaggebend. Anhand von DAPI
Gesamtzellzahlbestimmungen wurde in dieser Arbeit die physikalische
Sammeleffizienz von Mikroorganismen fir die Filtration und das Impingement in
Geflugelstallen verglichen. Die in Putenstdllen und Masthdhnchenstéllen mittels
Impinger ermittelten GZZ-Konzentrationen lagen hier durchschnittlich bei nur 40%
der mittels Filtration bestimmten Konzentrationen. Der statistische Vergleich zeigte
fur beide Tierhaltungsanlagen, dass die mittels Filtration gefunden Anteile jeweils

signifikant (a=99%) Uber den mittels Impinger ermittelten Konzentrationen lagen.

Das zur kultivierungs-unabhéngigen Quantifizierung in dieser Arbeit etablierte
Realtime PCR Nachweissystem zeigte seine Eignung als eine alternative bzw.
geeignetere Methode zur Detektion von Bakterien aus hoch belasteten Bioaerosolen
in Tierstéllen am Beispiel des quantitativen Nachweises von a) infektiosen (Gattung
Salmonella) sowie b) Allergie-Auslosenden Organismen (Gattung
Thermoactinomyces). Die Spezifitdt konnte gezeigt werden und lasst (im Vergleich
zur Kultivierung) schnelle Quantifizierungen innerhalb von zwei Tagen zu. Ein
weiterer Vorteil ist die zusatzliche Erfassung toter Organismen, die ebenfalls ein
allergenes Potential besitzen. Zusatzliche Faktoren, die die Quantifizierung mittels
der Realtime PCR beeinflussen kdnnen, wie z. B. Hemmeffekte oder das Auftreten
methodisch bedingter Verluste sowie deren Gréf3enordnung durch die Aufarbeitung
wurden untersucht. Wahrend keinerlei Hemmeffekte duch mitextrahiertes
Matrixmaterial ermittelt werden konnten, wurde die DNA Extraktionsmethode als
starkste Quelle potentieller Verluste ermittelt.

Unter Einsatz der so etablierten Nachweissysteme konnten in umfangreichen
Umweltbioaerosolproben  verschiedener  Gefligelstalle vor allem  hohe
Konzentrationen Salmonella sp. nachgewiesen werden. Die im Putenstall ermittelten
Konzentrationen betrugen 1,5 x 10° Zielgene m™ Luft, im Entenstall lagen sie im

Bereich von 2,5 x 10* bis 3 x 10° Zielgenen m™ Luft in Abhangigkeit vom Arbeitsplatz
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Insgesamt wurden innerhalb der 83 Bioaerosolproben verschiedener Arbeitsplatze im
Entenstall 13 Proben (15,7%) als positiv anhand des Nachweissystems flr
Salmonellen detektiert. Thermoactinomyces sp. wurden nur in einer Probe des
Mastentenstalles, die einer Konzentration von 1,1 x 10° Zellen m™ Luft entsprachen,

nachgewiesen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Anwendung der Realtime PCR zur
Quantifizierung und ldentifizierung von Mikroorganismen in Bioaerosolen geeignet
ist. Durch die Anwendung dieser Methode kodnnen sowohl qualitative (tber
spezifische Primersysteme), als auch quantitative Ergebnisse innerhalb von zwei
Tagen erhalten werden. Vergleichbare Auswertungen mittels kultivierungsbasierter
Verfahren nehmen z. T. Wochen in Anspruch; dazu kommt ein hoher Personal- und
Zeitaufwand bis zur abschlieBenden Beurteilung. Weiterhin kénnen durch die
Realtime PCR Zielgruppen ausgewéhlter Mikroorganismen bis hin zur
Gesamtzellzahl parallel in einem Ansatz bestimmt werden. Insgesamt ist die
(Gefahrdungs-)Beurteilung der Konzentration und der vorkommenden Arten von
infektiosen und Allergie-Auslosenden Organismen in Bioaerosolen durch die
individuelle Reaktion des einzelnen Menschen erschwert. Die unterschiedliche
Reaktion auf Konzentration, Mikroorganismenart oder Mikroorganismen-Bestandteile
ist hier bedeutsam. Bei dieser ist der personliche Immunstatus, Art und Dauer der
Belastung, eine eventuelle Vorbelastung durch andere Organismen oder auch eine
Vorerkrankung mit in eine abschliellende Betrachtung einzubeziehen. Diese
Problematik erschwert auch die Findung von Expositions-Grenzwerten. Die hier
gezeigten Ergebnisse geben aber eine Messstrategie an die Hand, um zukinftig
einheitlich und vor allem in kurzer Zeit genaue Ergebnisse der vorkommenden Arten
und Konzentrationen luftgetragener Bakterien, die ein gefahrdendes Potential
beinhalten, liefern.
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Today’s large-scale poultry production with densely stocked and enclosed production build-
ings is often accompanied by very high concentrations of airborne microorganisms leading
to a clear health hazard for employees working in such environments. Depending on the
expected exposure to microorganisms, work has to be performed under occupational safety con-
ditions. In this study, turkey houses bioaerosols were investigated by cultivation-based and mo-
lecular methods in parallel to determine the concentrations and the composition of bacterial
community. Results obtained with the molecular approach showed clearly its applicability for
qualitative exposure measurements. With both, cultivation-based and molecular methods spe-
cies of microorganism with a potential health risk for employees (Acinetobacter johnsonii,
Aerococcus viridans, Pantoea agglomerans, and Shigella flexneri) were identified. These results
underline the necessity of adequate protection measures, including the recommendation to
wear breathing masks during work in poultry houses.

Keywords: airborne bacteria: bioaerosol; cloning analyses; PCR: poultry: 16S rRNA gene: turkey house

INTRODUCTION

According to the European Council Directive (EC)
2000/54/EC (Anonymous, 2000) on the ‘Protection
of workers from risks related to exposure to biological
agents at work’, nature, degree, and duration of work-
ers’ exposure to microorganisms must be assessed. In
Germany, the Ordinance on safety and health protec-
tion at work involving biological agents |Biological
agents ordinance—BioStoffV (Anonymous, 1999)] is
the national implementation of this EC Council Di-
rective. Based on the possible infection risks of bac-
teria, viruses, fungi, or parasites, these biological
agents have been classified into four risk groups
(ranging from Risk Group 1. non-pathogenic. up to
Risk Group 4. highly pathogenic microorganism)

*Author to whom correspondence should be addressed.
Tel: +49-30-51548-4188; fax: +49-30-51548-4171:
e-mail: jaeckel.udo@baua.bund.de

for a work-related risk assessment in the European
Union’s statutory classifications (Annex I1I Directive
2000/54/EC), which have been implemented and ex-
tended, for example. in Germany by the Technical
Rules for Biological Agents (TRBA) 460-466
(Anonymous, 1998, 2002a.,b, 2005b) or in Switzerland
by the Swiss guidelines (Anonymous, 2003a.b, 2004,
2005a). Depending on the expected exposure circum-
stances, work has to be performed taking occupational
safety measures into consideration. This has already
been implemented in the German rule TRBA 230
(Anonymous, 2007), in which the basic safety meas-
ures to protect workers, exposed to biological agents
in forestry and agriculture are described in detail.

An exposure to biological agents via the air is of
particular concern. Bioaerosols at agricultural work-
ing places show a very complex composition. The
organic dust often found in these environments is
composed of particles, originating from e.g. litter,
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manure, feed, silage, dandruff, or feather formation,
and may contain viable but also non-viable microor-
ganisms like fungi and bacteria or viruses. In partic-
ular, the large-scale poultry production with densely
stocked and enclosed production buildings is often
accompanied with very high concentrations of air-
borne microorganisms. However, for many specific
work places in poultry houses, only few data about
bioaerosol composition exist. which is a prerequisite
for an adequate risk assessment.

The established methods for quantitative as well
as qualitative exposition assessment are most often
cultivation-based. However, these cultivation-based
approaches have clear limitations because they under-
estimate the total number as well as the number of vi-
able cells (see Amann ef al.. 1995 for a summary). In
addition to dead cells, samples may contain viable but
non-cultivable organisms (VBNC) (Heidelberg ef al.,
1997). As a further problem. viable organisms may
be unable to grow in or on the media or at the incu-
bation temperatures offered. Dead microbial cells
are no longer infectious agents, but they may still
cause allergic reactions. Other microbial compo-
nents, e.g. toxic metabolites or cell components like
endotoxins or mycotoxins, may induce additional
adverse health effects. This refers as well to biolog-
ical agents assigned to Risk Group . It has fre-
quently been shown that, for example, inhalation
of members of the genera Thermoactinomyces and
Saccharopolyspora is associated with extrinsic aller-
gic alveolitis of workers at agricultural working pla-
ces (summarized in Sennekamp, 2004). This complex
situation demonstrates the difficulties in bioaerosol
investigation, and consequently, further sophisti-
cated techniques are required in addition to the cul-
tivation-based approaches. Microscopic methods
like DAPI (4’, 6-Diamidino-2-phenylindole) or Live
Dead staining offer the opportunity of quantification
but without identification. Polymerase chain reac-
tion (PCR)-based techniques may provide the ad-
vance of quantification and identification in one
step, independently of viability or cultivability. As
those methods find more and more application
within environmental studies today, they were not
often engaged for occupational exposure studies.
But even for these DNA-based methods, bias has
been shown (Chandler, 1998; Polz and Cavanaugh,
1998; Acinas ef al., 2005). Application of both ap-
proaches may deliver a higher resolution of abun-
dant bacteria. Therefore, in this study, bioaerosols
sampled in turkey houses were investigated by cul-
tivation-based and molecular methods in parallel to
determine the concentration and the composition of
the bacterial communities.

K. Fallschissel et al.

MATERIAL AND METHODS

Sampling site

Samples were taken in a conventional farmed turkey
fattening facility (2 x 7000 animals) in Germany at the
end of March 2007. The complex consisted of three
equally constructed houses. Temperature and ventilation
were regulated by inflow of ambient air through auto-
matically controlled roller blinds. Turkeys were sepa-
rated by male (n = 6526) and female (7 = 3500) birds
and had an age of 7 weeks at the time of aerosol sam-
pling. The birds were allowed to move freely on the lit-
ter. consisting of straw, which was renewed once a week.

Bioaerosol sampling

Airborne microorganisms were sampled using fil-
tration devices (MDS8 aluminium stacks; Sartorius,
Gottingen, Germany) and all-glass impingers (AGI-
30:; Ace Glass Inc., Vineland, NJ. USA) in parallel.
An air volume of 0.6 m> (MP2-39; Umweltanalytik
Holbach, Wadern, Germany) was collected by filtra-
tion within 20 min (28.1 1 min~') through polycar-
bonate membrane filters (Millipore, Isopore™ ATTP
0.8-um pore size). For impingement, a mean air
volume of 0.342 m® (GSA 50-1; GSM GmbH,
Neuss-Norf, Germany) was collected within 30 min
(1141 min~ ') through impingers filled with ~32 ml
sterile filtered 0.9% (w/v) NaCl solution. The sampled
air volume was monitored by calibrated gas meters
(Remus4; GSM GmbH, Neuss-Norf, Germany and
Gallus 2000; Actaris. Karlsruhe, Germany). For each
measurement, the filtration devices (vent downside)
and impingers were mounted on a tripod (1.5 m
height) in the middle of the houses. For each method.
two samples were taken consecutively at the same
daytime in both houses. Additionally, for each sam-
pling method, one control sample was generated as
described above but without air sampling.

Preparation of bioaerosol samples for cultivation
and molecular methods

Cells collected on polycarbonate filters were de-
tached into isotonic NaCl using a Stomacher 80
(Biomaster, Seward, UK). Impingement suspensions
were used directly for analysis. For isolation and
quantification of culturable bacteria, Tryptone Soy
Agar (TSA; Roth, Karlsruhe, Germany ), MacConkey
Agar (McC; Merck KG, Darmstadt, Germany). and
Actinomycete Isolation Agar (AIM; Difco, Detroit.
MI. USA) were used. Bioaerosol sample liquids were
serially diluted and aliquots of (). 1 ml plated onto me-
dia plates in triplicates. Visible colonies were counted
after an incubation time of 3 days (McC), 7 days
(TSA), and 14 days (AIM) at 37°C. respectively.
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Recovery of isolates from bioaerosol samples and
phylogenetic affiliation

After quantification of colony-forming units
(CFUs). colonies were randomly chosen on the basis
of different colony morphology and pure cultures
were obtained by sub-cultivation on the correspond-
ing media. Purity was checked by microscopy, Gram
staining, and finally by 16S rRNA gene sequence
analysis. Isolates of similar colony and cell morphol-
ogy were studied by Restriction Fragment Length
Polymorphism (Saiki et al., 1985) and isolates of
equivalent patterns were grouped together.

For genomic DNA extraction, a loop of bacterial
cells was transferred and mixed with 1.0 g Zirconium
beads (Biospec Products, Bartlesville, OK, USA) in
a reaction tube. Afterwards, cells were mechanically
disrupted by vortexing (Vortex-Genie2; Carl Roth,
Karlsruhe, Germany) this mixture for 1 minute. Sub-
sequent DNA extraction steps were performed using
the GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit
(Sigma Aldrich, Miinchen, Germany) following the
manufacturers’ instructions. For identification, the
16S rRNA gene of one isolate representing one of each
group was amplified by PCR using universal bacterial
16S tRNA gene primers (Weisburg et al., 1991). The
PCR was performed (iQ5 cycler; BioRad, Miinchen,
Germany) using the following thermal programme:
initial denaturation at 95°C for 3 min, followed by
32 cycles of denaturation at 95°C for 45 s, annealing
at 57.3°C for 45 s, and extension at 72°C for 1 min.
The reaction was stopped after a final extension
of 15 min at 72°C by cooling to 4°C. Assays were
performed in a total volume of 50 pl containing
27.8 ul RNAse/DNAse-free water (Carl Roth,
Karlsruhe, Germany), 5 pl 10x “Taq’ buffer [contain-
ing (NH,)»SO4]. 10 ul MgCl, (25 mM), 5 ul dNTP’s
(2 mM) (Fermentas, St. Leon-Rot, Germany). 1 pl
of each primer (10 pmol pl_]) (Eurofins MWG Op-
eron, Ebersberg, Germany), 0.2 ul Taq (5 U ul*')
(Fermentas, St. Leon-Rot, Germany). and 2 pl of
genomic DNA. Amplicons were visualized after gel
electrophoresis by ethidium bromide staining (0.05
g ml™ ") for verification of product specificity.
Specific PCR products were purified using the QIA-
quick PCR purification kit (Qiagen, Hilden, Germany)
according to the instructions of the manufacturer.
Subsequent sequencing analyses were performed as
remittance work (Agowa GmbH, Berlin, Germany).
Sequence analysis was conducted using MEGA Ver-
sion 4.0 software (Tamura et al., 2007). The 16S
rRNA gene sequences of ~1300 bp length were
compared to available sequences in Genbank using
Basic local alignment search tool (BLAST) provided
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by the National Center for Biotechnology Informa-
tion. Subsequently, all available 16S rRNA gene se-
quences of currently described type strains [ List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature’
by I. P. Euzeby (http://www.bacterio.cict.fr/)] of the
closest BLAST match were aligned by ClustalW in-
cluded in MEGA 4.0. Evolutionary distances between
the sequence pairs were calculated using the Kimura 2
parameter model. Phylogenetic trees were calculated
by the neighbour-joining method. Stability of the tree
branches was assessed with the bootstrap method using
1000 replicates.

Extraction of total community DNA from bioaerosol
samples and determination of total cell count

Extraction of total community DNA directly from
bioaerosol samples for the molecular approach and total
cell counts (TCCs) by DAPI staining were conducted as
described previously (Fallschissel et al., 2009).

Cloning analyses, sequencing, and assignment of
operational taxonomic units to known genera

DNA extracted directly from filtration samples
of both turkey houses and from the impingement
sample of House 2 was used for amplification of
the bacterial 16S rRNA gene by the primers fDI
and rP1 (Weisburg et al., 1991). These amplicons
were employed to generate three independent
Escherichia coli clone libraries (pGEM®T vector
system kit; Promega, Madison, WI, USA); whereby
gene inserts of 58 (Filtration House 1), 56 (Filtration
House 2), and 51 (Impingement House 2) randomly
picked clones were sequenced (~900 bp).

Comparative analysis was conducted using the
MEGA programme Version 4.0 (Tamura et al.,
2007) as described above for affiliation of the se-
quences obtained from the isolates. A sequence sim-
ilarity of >98% between the clone sequences was
defined as the level for operational taxonomic unit
(OTU) separation.

Diversity of the clone libraries was further investi-
gated by rarefaction analysis. Calculations were carried
out using the windows-based freeware programme An-
alytic Rarefaction by Steven Holland (Version 1.3;
www.uga.edu/~strata/software/, April 2009).

RESULTS
Concentrations of airborne microorganisms (CFU
and TCC)

Concentrations of overall cultivable bacteria (on
TSA) ranged between 9 x 10* and 7 % 10° CFU m™
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air. The corresponding TCCs were up to two magni-
tudes higher (data not shown). Concentrations of cultiva-
ble airbome bacteria, sampled by the impingement
device, were generally below those obtained for the fil-
tration samples. This was found for the cultivation-de-
pendent and for the cultivation-independent TCC
approaches. The concentration of airbome bacteria
quantified by selective media McC and AIM varied be-
tween 3 » 107 and 3 x 10°m ™ airand 3 x 10" and 3 x
10° CFU m ™, respectively.

Identification of isolates

By cultivation-based techniques, overall 28 iso-
lates, mostly Gram-positive organisms (23 of 28 iso-
lates, 82.1%), were obtained. Sequencing of the 16S
rRNA genes of all isolates revealed sequence assign-
ment to the three phyla Firmicutes (n = 8). Actino-
bacteria (7 = 15), and Proteobacteria (n = 5). Most
sequences could be allocated to the phylum Actino-
bacteria, and of these, most of them were closely re-
lated to the genera Nocardiopsis (n = 4, 14.3%) and
Brevibacterium stationis (n = 3, 10.7%, Table 1).
Four isolates belong to the genus Bacillus (n = 4,
14.3%). Five isolates were found to be most closely
related to species Aerococcus viridans, Acineio-
bacter johnsonii (n = 2), Pantoea agglomerans.
and Shigella flexneri. An overview of the identified
species by cultivation is given in Table 1.

16S rRNA gene clone library

In general, within the investigated clone libraries,
which were generated from DNA extracted directly
from bioaerosol samples, mostly sequences closely re-
lated to Gram-positive organisms were found. Abundant
OTU were most closely related to sequences of species
of the genera Lactobacillus, Aerococcus, Megamonas,
Staphylococcus. and Weissella. The relative propor-
tions of those genera varied only slightly within the
samples of both houses. A high amount of clone se-
quences next related (sequence similarity >99.5%)
to Risk Group 2 assigned species A. viridans, Olse-
nella uli, and Staphylococcus saprophyticus subs.
saprophyticus were found (bold marked in Fig. ).
Overall, the proportion of assigned sequences to
not yet cultured species was higher within the clone
library obtained from the impingement bioaerosol
samples of Poultry House 2 (>10%) than within
the clone libraries from both filtration samples.

Rarefaction analysis evaluated  statistically
whether screening of these clones was sufficient to
estimate the total diversity within each sample. Here,
for clone libraries of all three samples, the analysis
of 51, 56, and 57 clones, respectively, were sufficient
to detect the majority of species (Fig. 2).

K. Fallschissel er al.

DISCUSSION

Concentrations of bacteria in the investigated tur-
key house air samples of this study (between 9 x 10*
and 7 x 10° CFU m™>, TSA) were similar to those
found in earlier investigations (Zucker er al., 2000;
Saleh er al., 2003; Venter et al., 2004). In relation
to the background level of airborne microorganisms
with an average of ~100 CFU m~ air (Bovallius
et al., 1978), these concentrations are notably high
and exceeded the suggested occupational exposure
level of 10° CFU m suggested by Dutkiewicz
et al. (2000). The total cell numbers observed di-
rectly by fluorescence microscopy were even up to
two magnitudes higher underlining the high Work-
Related-Microbial-Exposure-Level (WoRMEL) in
investigated turkey houses. In contrast, Eduard and
Heederik (1998) suggest a no-etfect-level for respi-
ratory disorders and fever of 10°~10% spores m*
air in highly contaminated working environments
by a systematic review. To date, there have been
no specifications regarding the exposure level from
which breathing protection must be worn. In view
of increasing respiratory disorders related to dust-
laden environments, however, the recommendation
has been formulated that respirators should be worn
during activities in dust-laden atmospheres, even for
activities of short duration (TRBA 230).

Comparison of quantification results showed dif-
ferences in concentrations depending on the used
sampling method. Both, TCCs as well as concentra-
tion of cultivable bacteria determined after impinger
sampling were generally below those obtained by fil-
ter sampling. This can be explained by the lower
physical sampling efficiency of the impingement de-
vice. An accumulation of particles e.g. at the bend of
the impinger inlet tubes has been observed after
sampling, which has been described as one effect
lowering the sampling efficiency (Grinshpun et al.,
1994: Albrecht et al., 2005; Girtner ef al., 2008;
Fallschissel ef al.. 2009).

The significant differences in concentrations ob-
served between the used detection methods can gen-
erally be attributed to the limited detection capability
of cultivation-based approaches in general and in
particular for bioaerosol monitoring (e.g. Oppliger
et al., 2008; Fallschissel et al., 2009). Such differen-
ces are particularly very pronounced if a high per-
centage of dead microorganisms is present and/or
the abundant microorganisms feature a high meta-
bolic diversity. Basically, the air is considered as
an extreme environment for microorganisms. Beside
the VBNC (Heidelberg er al., 1997), a high percent-
age of dead microorganisms can be expected. which



Anhang A

Detection of airborne bacteria in a German turkey house

5 of 10

Table 1. Details for the isolates. Parameters shown are sampling location, nomenclature, incubation temperature, next related
type species with corresponding accession number, and calculated 16S rRNA gene sequence similarity, as well as the risk group
of the next related type species

Source Isolate No. Temperature  Most closely related taxon Accession Sequence Risk Groupb
(°C) number similarity (%)*
House 1 MPA-34 37 Aerococcus viridans M58797 100 2, TA
MPA-31 37 Bacillus sp. n.d.
MPA-23 37 Brachybacterium AJ415377 100 1
paraconglomeratum
MPA-26 37 Staphylococcus cohnii D83361 99.83 1,
subsp. cohnii
MPA-35 37 Staphylococcus equorum AF527483 92:92 1
subsp. linens
House 2 MPA-16B 26 Acinetobacter johnsonii X81663 99.77 2
MPA-06C 26 A. johnsonii X81663 99.77 2
MPA-13A 26 Bacillus sp. n.d.
MPA-29 37 Bacillus sp. n.d.
MPA-28 50 Bacillus sp. n.d.
MPA-11 26 Brevibacterium stationis AJ620367 100 1
MPA-08 26 B. stationis AJ620367 100 1
MPA-27 37 B. stationis AJ620367 100 1
MPA-32 37 Corvnebacterium glutamicum 46753/X80629 100 1
MPA-18 26 Glycomyces arizonensis AY462042 97.06 n.a.
MPA-33 37 Jeotgalicoccus psychrophilus AY028926 98.40 1
MPA-09 26 Methvlobacterium adhaesiviin -~ AM040156 99.10 n.a.
MPA-03 26 Microbacterium indicum AM158907 98.00 n.a
MPA-12 26 Nocardiopsis alba X97883 100 1
MPA-07 26 N. alba X97883 99.77 1
MPA-14A 26 Nocardiopsis prasina X97884 99.77 1
MPA-06A1 26 N. prasina X97884 99.77 1
MPA-20B 37 Pantoea agglomerans AF130953 99.54 2
MPA-17 26 Rathayibacter festucae AF159365 99.91 1
MPA-02 26 Rhodococcus fascians X79186/X81930 100 1
MPA-22A2 37 Shigella flexneri X96963 99.57 2
MPA-05 26 Streptomyces sp. n.d.
MPA-30 3t Streptomyces sp. n.d.

n.a. = Not assigned within German TRBA (TRBA 466): n.d. = Genera are, based on 16S rRNA gene sequence analysis alone,

not certainly distinguishable on species level.

“Calculation is based on multiple alignment of ~1300 bp of the 16S rRNA gene.

P According to the German TRBA 466.

will explain the differences. Overall, by both meth-
odological approaches, members of 28 different bac-
terial genera were detected. The variety of different
genera that have been observed reflects the high di-
versity and indicates the presence of bacteria origi-
nating from different microbial habitats.

The animals seem to be the most important sour-
ces of airborne microorganisms in the investigated
turkey houses. Lactobacilli, which we detected in
confinements air by the molecular cloning approach
e.g. have been detected as dominant colonizer in tur-

key faeces (Lu and Domingo, 2008). Furthermore,
the molecular assay revealed sequences most closely
related to the family Enterobacteriaceae and to yet
uncultured species which were nearly all obtained
as poultry intestinal microbiota (Bjerrum et al.,
2006; Bull e al., 2006; Gill et al., 2006; Scupham,
2007a.,b; Dethlefsen er al., 2008; Lu and Domingo,
2008; Scupham et al., 2008; Turnbaugh er al.,
2009). Staphylococcus spp., which we found as
one dominant group in 16S rRNA gene clone librar-
ies, have commonly been found in the air of poultry
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Fig. 1. Allocation of 16S rRNA gene sequences obtained from clone libraries of bioaerosol samples of two turkey house
compartments sampled by filtration and impingement, respectively, and frequency of their appearance as percentage of the total
number of analysed clones. Bold marked genus names indicate clone sequences, which were found to be next related (sequence

similarity >99.5%) to Risk Group 2 assigned species (16S rRNA gene, results based on ~900 bp).
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Fig. 2. Rarefaction curves indicating bacterial 16S rRNA gene richness within clone libraries derived from turkey house
bioaerosol samples obtained by filtration and impingement. OTUs were defined as groups of sequences differing by <2% at the
DNA level. (Inset) Complete raretaction curve for 164 sequences from bioaerosol clone library.

houses or poultry slaughtering plants by ditferent ap-
proaches (Ellerbroek, 1997; Seedorf er al., 2005;
Hartung and Schulz, 2007: Oppliger et al., 2008).
These bacteria are generally expected as normal in-
habitants of the human or animal skin. Staphylococ-
cus epidermidis was detected as one frequent
bacterium in the air of a poultry slaughterhouse, poul-
try feed plants, and eyes from newly hatched and

young domestic ducklings (Chalmers and Kewley.
1985; Haas et al.. 2005; Ghasemkhani et al.. 2006;
Martin et al., 2010). In this study, 16S rRNA gene se-
quences most closely related to Staphylococcus cohnii
and Staphyvlococcus equorum were obtained.

To our knowledge. this study represents the first
analysis of bacterial exposure quality in turkey
houses by generation of 165 rRNA gene clone
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libraries together with cultivation-based approaches.
The taxonomic classification (and identification) of
prokaryotes at genus level is currently based on se-
quence analysis of the 16S rRNA gene. Because
these molecules are involved in essential cellular
functions (e. g. protein biosynthesis), this gene can
be found in all prokaryotes. This gene is functionally
stable: wherefore, it meets all the requirements for
use as phylogenetic marker. The 16S rRNA gene
has a length of ~1500 nucleotides. It comprises
highly conserved sequence regions, which are the
same in all prokaryotic genomes (Ludwig and Klenk.
2001). In contrast, the hypervariable sequence re-
gions can be used to distinguish bacteria.

The composition of detected genera in investigated
bioaerosol samples differed, depending on the ap-
plied analytical approaches (Fig. 1, Table 1). In total.
species of 28 different genera were detected. Only six
genera, Aerococcus, Bacillus. Brevibacterium, Jeot-
galicoccus. Microbacterium, and Staphylococcus.
were detected by both methods. Each method re-
vealed 11 further genera, which were not detected
by the second method. This can be explained by the
different objectives of both methods. Cultivation is
always selective and only living and cultivable mi-
croorganisms are detected. Molecular techniques do
not discriminate between living and dead microor-
ganisms. However, molecular techniques show other
obstacles, e.g. the efficiency restrictions of DNA ex-
traction or the sequence selective PCR amplification
(Wilson. 1997; Polz and Cavanaugh, 1998: Acinas
et al., 2005). By the applied cloning analyses, the
composition of bacterial 16S rRNA gene sequences
in the genomic DNA, which has been directly ex-
tracted from the bioaerosol can be derived after an
initial gene amplification by PCR. Depending on
the number of analysed clones, following the proba-
bility law (sampling without replacement), only the
dominating 16S rRNA gene sequences can be de-
tected. Therefore, multiple 16S rRNA gene operons
in a bacterial genome or a sequence selective ampli-
fication can overestimate its proportion in a clone li-
brary so that results do not allow quantification. In
total, however, results of the rarefaction analysis
showed that the majority of the dominant species
has been comprehended in our examination (Fig. 3)
and compositions of the bacterial communities de-
tected in the houses were very similar at the genus
level (Fig. 1). Dominating sequences in each of the
three clone libraries were most closely related to spe-
cies of the genera Lactobacillus, Aerococcus, Mega-
monas, and Staphylococcus.

The majority of isolated bacteria were most
closely related to bacterial species of the Risk
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Group . Nevertheless, some isolates, based on
16S rRNA gene comparison, were most closely re-
lated to members of the Risk Group 2 (Table 1),
which means one that can cause human disease
and might be a hazard to workers; it is unlikely to
spread to the community; there is usually effective
prophylaxis or treatment available. Independent of
the applied analytical approach, the community
analyses revealed species most closely related to
A. viridans, A. johnsonii, P. agglomerans, and
S. flexneri, which are known as bacteria of poten-
tial health risk, the first three species especially
as causatives of different pulmonary disorders.
P. agglomerans is shown to act as a causative agent
for allergies and lung diseases in workers of agri-
cultural work environments (Milanowski et al.,
1998: Van Rostenberghe et al. 2006). Martin
et al. (2010), for example, described a clear cyto-
toxic effect of one strain of P. agglomerans on the
cell lung cancer cell line A549. Furthermore,
Dutkiewicz (1997) has shown that in particular,
P. agglomerans causes hypersensitive alveolitis.
P. agglomerans has been shown to produce a strong
endotoxin, which is suspected to be a main cause
for acute byssinosis symptoms (Rylander, 1981,
1987) and allergens, which may be cause of allergic
alveolitis (Dutkiewicz er al., 1985; Milanowski
et al., 1998). These results together with our findings
of P. agglomerans independently of the applied ap-
proach underline the health risk for employees. An-
other Gram-negative genus common in organic dusts
and constituting a potential hazard to exposed work-
ers is Acinetobacter (Haglind et al., 1981; Skorska
et al., 2007). Acinetobacter spp. have previously
been reported as nosocomial pathogens since many
years, whereas the human respiratory tract is the
most common site for infections (Forster and
Daschner, 1998). The high desiccation resistance
together with the increasing resistance of Acineto-
bacter species against antibiotics (Towner, 1996,
2006). which are frequently used in poultry produc-
tion, may lead to an increasing health hazard for em-
ployees at this working places by these species.

In addition, A. viridans was detected by isolation
as well as by the molecular approach to a high extent
(Fig. 3). Species of the genus Aerococcus are Gram-
positive cocci that are commonly found in the air of
occupied places and in dust (Williams et al., 1953).
It has frequently been found in poultry houses
(Nielsen and Breum, 1995; Haas er al.., 2005). The
clinical significance of A. viridans has clearly been
shown as it has been associated with different human
infections (Facklam and Elliott, 1995; Gopalachar
et al., 2004; Popescu et al., 2005).
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Fig. 3. Dendrogram illustrating the phylogenetic position of 16S rRNA gene fragments (765 bp) from 1 isolate and 32 clone
sequences within the group of validly described Aerococcus species. Accession numbers are given in brackets. Multiple
alignments, distance calculations (distance options according to the Kimura-2 model), and clustering were performed by the
neighbour-joining method. Bootstrap values based on 1000 replications are indicated as percentages at the branching points. The
scale bar corresponds to (.05 nucleotide substitutions per 100 base pairs.

Further sequences most closely related to genera,
which harbour Risk Group 2-related species are
highlighted in Fig. 1 by bold letters. In contrast,
Campylobacter and Salmonella were not detected.
although both have frequently been found by other
research groups in poultry houses (Berrang et al.,
1995; Berndtson et al., 1996; Albrecht et al., 2003;
Venter et al.. 2004; Bull er al., 2006; Harbaugh
et al., 2006; Lues et al., 2007; Chinivasagam er al.,
2009; Fallschissel et al., 2009; Olsen et al.. 2009)
and livestock-related bioaerosols (Wathes er al..
1988; Whyte et al., 2001; Haas et al., 2005). By these
techniques, a better insight into abundant and domi-
nating microorganisms in bioaerosols can be obtained.
However, there have to be more measurements for
validation and data acquisition. With knowledge of
occurring organisms, genus- or species-specific quan-
titative real-time PCR may be a high-potential method
for future workplace exposure measurements. These
results can subsequently be applied in epidemio-
logical surveys and quantitative exposure studies
(e. g. Fallschissel et al., 2009).

CONCLUSIONS

Results of the molecular approach showed clearly its
applicability for qualitative exposure measurements.
With both cultivation-based and molecular methods
high concentrations as well as species of potential health
risk (A. johnsonii, A. viridans, P. agglomerans, and
S. flexneri) were detected. The results of the presented
study underline the necessity of an adequate breathing
protection during work in poultry houses. After tfurther
validation, these techniques may lead to group-specific
quantitative real-time PCR measurements, useful in
new epidemiological and quantitative exposure studies.
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A SYBR® Green real-time quantitative polymerase chain reaction (qPCR) assay for specific
detection and quantification of airborne Salmonella cells in livestock housings is presented.
A set of specific primers was tested and validated for specific detection and quantification of
Salmonella-specific invA genes of DNA extracted from bioaerosol samples. Application of the
method to poultry house bioaerosol samples showed concentrations ranging from 2.2 X 10"
to 3 x 10° Salmonella targets m™* of air. Salmonella were also detected by a cultivation-based
approach in some samples, but concentrations were two to three magnitudes lower than the
concentrations detected by molecular biological results. Specificity of results was demonstrated
by cloning analyses of PCR products, which were exclusively assigned to the genus Salmonella.
However, by molecular methods, microorganisms are detected independently of their viability
status, leading to an overestimation of concentration. Hence, the survival rate of Salmonella
cells was measured on filter surfaces during filtration samplings where 82% of the cells died
within 20 min of filtration. The results clearly show the specificity and practicability of the es-
tablished qPCR assay for analysis and quantification of salmonellae in bioaerosols. The results
demonstrate airborne Salmonella workplace concentrations in poultry production of up to
3.3% of 4',6-Diamidino-2-phenylindole-counted total cell numbers.

Keywords: bioaerosol; DNA extraction efficiency; livestock stables; poultry; real-time PCR; Salmonella; sampling
efficiency; SYBR Green

INTRODUCTION et al. 2002). Staphylococcus and Streptococcus have
been described as the predominant bacterial genera
in these agricultural environments (Nielsen and Breum
1995; Seedorf and Hartung 2002; Haas et al. 2005),
whereas sensitizing, toxin-producing, or infection-
causing bacteria like Listeria  monocytogenes,

Employees in modern agriculture environments are
exposed to many different agents such as organic
and inorganic dusts containing, e.g. endotoxins, bacte-
ria, fungi, gases, and chemicals (Clark et al. 1983; Car-
lile 1984; Radon er al. 2002; Roy et al. 2003). These
substances mainly affect the respiratory system and
can lead to, e.g. asthma, asthma-like syndrome, mu-
cous membrane irritation or chronic bronchitis. and

hypersensitivity pneumonitis (Rylander 1986; Heeder- : :
ik et al. 1991; Eduard et al. 2004; Licbers et al. 2006).  @5) have been found as well (Cormier ef al. 1990;

Wathes 1995). Nevertheless, airborne microbial com-

Mycobacterium avium, Mycobacterium tuberculosis,
Mycoplasma hyopneumoniae, Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium var., and Pan-
toea agglomerans (formerly Enterobacter agglomer-

In densely stocked and enclosed animal production

buildings, bioaerosols mainly consist of microorgan- ~ Munities found at agricultural working places are
isms as well as their metabolic products and microbial rarely characterized in detail.
cell constituents. Exposure assessment shows that the Usually, microbial communities are analyzed by

concentration of airborne microorganisms in livestock ~ cultivation-based methods. Here, exposure levels
i =g a4t A 2 “Hve aoar T .
stable air can reach values up to 10" cells m—* (Radon ~ are examined on low selective agar media. By these
approaches, only viable microorganisms that are able
to grow at the selected nutrient and cultivation condi-

*Author to whom correspondence should be addressed.

Tel: 149 3051548-4788: fax: 149 3051548-4171: tions (medium, pH, temperature, humidity etc.) are
e-mail: jaeckel.udo@baua.bund.de detectable. For this reason, cultivation-based
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methods are unsuitable for the detection of dead or
slow-growing microorganisms and for viable but
non-cultivable (VBNC) microbes. In addition, selec-
tive media may not restrict growth of undesired
organisms (Albrecht and Kiampfer 2006). It is also
widely accepted that the vast majority of naturally
occurring microorganisms cannot be cultivated using
standard cultivation techniques (Parkes and Taylor
1985; Amann et al. 1995).

An air sampling by personal carried devices during
a whole working day, which is a basic requirement for
an ideal exposure measurement, is also not feasible in
cultivation-based approaches because many bacteria
are not resistant to desiccation and sampling stress
(Marthi er al. 1990; Potts 1994: Durand er al. 2002).

Molecular biological methods like polymerase
chain reaction (PCR) may offer the advantage of
a more sensitive and specific detection method.
These methods, which target the DNA, have already
been applied successfully to investigate microorgan-
isms in difterent environmental samples (Stach er al.
2001; Stubner 2002:; Kolb er al. 2005). Real-time
quantitative PCR (qPCR) is a potential method
for species- or genus-specific quantification. While
this method has rarely been applied to bioaerosols
(Makino et al. 2001; Makino and Cheun 2003; Zeng
et al. 2006; Cayer et al. 2007; Dutil et al. 2007,
Oppliger et al. 2008), it has not been standardized
for occupational exposure measurements. Therefore,
the purposes of this study were (i) to develop a fast
and reliable method to determine concentrations of
airborne bacteria in animal houses by application
of a real-time qPCR, (i) to determine possible losses
during DNA extraction and air sampling. and (iii) to
evaluate the methods for suitability of rapid exposure
measurements in the air of livestock stables.

The genus Salmonella was chosen as a model organ-
ism because the genus has been frequently reported in
livestock stable aerosols especially in poultry confine-
ments (Hoover et al. 1997; Venter er al. 2004; Lues
et al. 2007).

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions
Bacterial strains used for inclusivity testing of the
invA gene-specific real-time PCR assay are listed in

Table I. Bacterial strains used in this study

K. Fallschissel. P. Kimpfer and U. Jickel

Table 1. Additionally, Escherichia coli ATCC 295227
was used as a negative control. All Salmonella strains
and E. coli were grown in Tryptic Soy Broth (Difco)
at 37°C with shaking (Innova4000: New Brunswick
Scientific, 110 rpm). Bacterial growth was monitored
by determination of optical density at 600 nm.

Because for all Salmonella strains specific PCR
products were detected (data not shown), all follow-
ing experiments and preparation of quantification
standards for real-time PCR were carried out using
the strain Salmonella enterica subps. enterica sero-
var Typhimurium CIP 60.62".

Determination of total cell count by fluorescence
staining and microscopy

For quantification of total cell count (TCC), 4'.6-
Diamidino-2-phenylindole (DAPI) fluorescence stain-
ing (Porter and Feig 1980) was applied to pure cultures
and bioaerosol samples. Cells were washed two times
with x 1 phosphate-buffered saline, followed by para-
formaldehyde fixation (Amann et al. 1990). Aliquots
of the cell extract were mixed with 50 ul of DAPI
solution (10 uM) and incubated in the dark for 20
min. Subsequently. cells were filtered onto a black
polycarbonate filter (Nucleopore, 0.2-um pore size;
Whatman, Kent, UK) using a vacuum filtration unit
(Schleicher and Schiill, Dassel, Germany). The air-
dried filters were immersed in Citifluor (AF1 Citifluor
Ltd, London, UK) on a glass slide.

Analysis of the filters was carried out microscopi-
cally with an epifluorescence microscope (Axiophot,
1000-fold magnification; Zeiss. Germany). Blue
fluorescent cells of 20 randomly chosen microscopic
fields on the filter were counted manually using
a counting ocular (Zeiss). By taking into account
the effective filter surface, the dilution, and the sam-
pled air volume, the cell concentration was calcu-
lated m > of air.

Sampling resistance of Salmonella cells during

Jiltration by live/dead staining

To study the effect of the filtration sampling, cells
were added onto a sterile polycarbonate filter
(Isopore™ ATTP 0.8-um pore size, @ 80 mm;
Millipore), followed by sampling of increasing vol-
umes of cell-free air (0, 362, and 724 1). The cells
were then detached and homogenized in 10 ml NaCl

Species

Strain no. Specific PCR

product®

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
Salmonella enterica subsp. arizonae

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis

Escherichia coli

CIP 60.62", CCUG 420607 |
CCUG 1743 |
CCUG 32352, ATCC 25928 |
CIP 58.57. CCUG 49677, ATCC 13312 |
ATCC 259227 =

“DNA of the species showed specific PCR products after amplification with the 139/141 primer system.
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0.9% (w/v) using a stomacher (Stomacher 80 lab sys-
tems; Seward, London, UK) for 60 s. The proportions
of ‘living/dead’ (intact/damaged cell membranes)
cells were determined using the BacLight™ Live/
Dead Kit for quantitative assays (Invitrogen Corp.,
USA) according to the manufacturer’s instructions.
A 1:10 dilution with 0.9% NaCl (w/v) of both dyes
was used for staining. Stained samples were analyzed
immediately but at least within 24 h as described for
TCC by fluorescence microscopy.

Sampling site

Samples were taken at different working places in
a conventional farmed duck fattening facility and
two broiler chicken houses (each accommodated with
a flock of 26 000 animals) in Germany between
January and September 200)7. The birds were allowed
to move freely on the litter, which consisted of sawdust.

The broiler chicken confinement plant consisted of
two equally constructed compartments. In one of the
compartments, an aerocleaner system (LH Agrar-
technik, Germany) was installed, spraying an emul-
sion of water and essential oils into the air every 15
min to reduce dust and microorganisms. Air inlets
were located at the gable wall and air outlets at the
ceiling and were both automatically controlled.

The bioaerosols in a duck teeding facility (anony-
mous) were collected by personal carried sample devi-
ces at different working locations and during different
activities of the employees during the entire work shift
on different days—(i) in the duck stables: (a) during
egg collecting and (b) during general stable work
(straw dispersing, cleaning); (ii) in the slaughterhouse:
during shackling/hanging; (iii) in the duck hatchery:
during packaging of ducklings: (iv) outdoor
(upwind direction); and (v) in the office: at desk work.
Locations (i—v) were spatially separated, so that a
direct exchange of bioaerosols could be excluded.

Bioaerosol sampling

In the broiler chicken house, airborne microorgan-
isms were sampled using filtration devices (MD8 alu-
minum stacks; Sartorius, Germany). An air volume
of 0.50-0.55 m® (MP2/39; Umweltanalytik Holbach,
Germany) was collected by filtration through
polycarbonate membrane filters (Isopore™ ATTP
0.8-um pore size; Millipore) within 20 min (27.2
1 min~'). The exact sampled volume was monitored
by calibrated gas meters (Remus4; GSA. Germany.
and Gallus 2000; Actaris). For each measurement,
the downside facing filtration devices were mounted
on a tripod (1.5-m height) in the middle of the
stables. One blank field sample was taken in the same
way for each sampling method (samplers were not
operated in these cases).

In the duck fattening facility, personal air samplers
(PGP/GSP-3.5: BIA, Germany) in combination with
specitic pumps SG-10 (GSA) were used. The sampling
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system collected the inhalable dust fraction as defined
by EN481 (Deutsches Institut fiir Normung 1993) at
a sampling rate of 3.5 1 min ' during the entire work
shift with working activities as given previously. Here.
bioaerosols were collected on polycarbonate filters
(0.8-um pore size, ) 3.7 cm: Whatman), which were
fixed onto the filter cassette of the PGP system.

Preparation of bioaerosol samples for cultivation
and molecular methods

Collected cells were detached and homogenized
as described previously. For selective detection of
Salmonella cells, resuspended cells were serially
diluted. Bismuth sulfite agar plates [Difco; colony-
forming units (cfu) Salmonella] were inoculated with
0.1-ml aliquots of each dilution in triplicates. Char-
acteristic colonies were counted after an incubation
of 24 h at 37°C. Concentrations were calculated as
cfu per volume of sampled air (cfu m.

For DNA extraction and TCC determination.
4.5-ml cell suspension was concentrated by centrifu-
gation at 17 400 g for 10 min.

Extraction of total community DNA from
bioaerosol samples

Extraction of total genomic DNA was performed
according to Pitcher er al. (1989). Total extracted
DNA was resuspended in a final volume of 75 pul
TE buffer (10 mM Tris, | mM ethylenediaminetetra-
acetic acid, pH 8). Only DNAse-, RNAse-, and DNA-
free solutions and consumables were used.

Determination of DNA extraction efficiency

To analyze the DNA extraction efficiency. varying
cell numbers between 1.5 x 10* and 1.1 x 10" cells
of Salmonella (of the stationary growth phase) were
used for a DNA extraction assay. Cell numbers at this
point of time were determined by the DAPI staining
method as described previously. DNA extraction was
done as previously described and total DNA concen-
tration was determined by ultraviolet photometric as
well as by fluorometric measurements. Salmonella
cell equivalents were calculated based on the genome
size of 49 x 10° kb and a GC content of 53%
(McClelland et al. 2001) according to the following
equation: genome weight W = (% GC x genome
length) x 615.4/100 + (100 — % GC x genome
length) x 616.4/100 + 61. Genome copies per nano-
gram of DNA were calculated as follows: ng DNA =
(NL/W x 1077), where NL is the Avogadro constant
(6.02 % 10> molecules m()l_'). Extraction efficien-
cies (%) were calculated by the quotient of determined
and assumed DNA concentrations multiplied by 100.

Real-time ¢PCR

Real-time PCR was performed using the Rotor-
Gene 3000 (Corbett Research, UK). Primers 139/
141 were those described by Rahn er al. (1992) and

M
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purchased from MWG Biotech (Germany). Assays
were performed in a total volume of 10 pl mixing
| ul of DNA with 5 ul SYBR® Green Mix (ABGene
Absolute QPCR SYBR® Green Mix), 3.6 pl molecu-
lar grade water, and 0.2 pl of each primer. All sam-
ples and standards were analyzed in quadruplicates.
The following thermal program was used for ampli-
fication: 15 min initial denaturation at 95°C. fol-
lowed by 40 cycles of denaturation (95°C, 1 min),
annealing (54°C, 15 s). elongation (72°C, 20 s, first
acquisition), and a second acquisition step at 80°C
for 20 s to identify primer dimers. After cycling.
a melt curve, ranging from 60 to 95°C at 0.5°C steps.
was added. with fluorescence acquisition at each
temperature rising.

Development of a real-time PCR standard
curve for Salmonella quantification

For preparation of quantification standards, geno-
mic DNA from a Salmonella culture was extracted
and later quantified by fluorometric measurement.
The DNA concentration in the real-time PCR assay
was adjusted to gene target numbers between | and
107 targets pul ' under the assumption of one invA
gene per genome (Fey and Eichler 2004). For each
concentration, the cycle threshold (Cy) value was
plotted against the log value of corresponding Salmo-
nella invA genes. The calibration curve was gener-
ated by the RotorGene software version 6.0.16.
Consequently, initial target copy numbers in the sam-
ples were computed by the slope of the resulting lin-
ear equation (1). Then, the slope of each calibration
curve was used (equation 2) to determine the reaction
efficiency (perfect exponential amplification has an
efficiency of 1).

Log concentration = m x logCt + b (1)

Efficiency = 10~ /™" — 1, (2)

where m is the slope and b the intercept.

Recovery rate of Salmonella by real-time PCR

To examine possible inhibitory effects, the follow-
ing experiments were conducted to analyze the re-
covery of real-time PCR Salmonella detection.

To study inhibition by non-target DNA. 10° E. coli
cells were supplemented with declining Salmonella
cell numbers between 10* and 10 cells. Assuming a to-
tal cell count of 10%-10” cells m ™ of air. this would
correspond to a theoretical proportion of 0.01-100%
Salmonella cells covering a wide proportion range.
From these mixtures, DNA was extracted and invA
gene copy number determined by real-time PCR.

To analyze the recovery of Salmonella cells from
bioaerosol samples, bioaerosol samples from a turkey
stable were spiked with 1.1 x 10® £ 3.1 x 10" and
4.2 x 10" £ 1.6 x 107 Salmonella cells.

K. Fallschissel, P. Kampfer and U. Jackel

Construction of an invA gene clone library and
sequencing of the plasmid inserts

Specificity of PCR products was tested by cloning
analyses of amplicons obtained from bioaerosol sam-
ples collected in the broiler houses. The PCR prod-
ucts retrieved with the 139/141 primer system were
cloned into E. coli using the pGEM®T Vector System
Kit (Promega Corp., USA) according to the manufac-
turer’s instructions. Ten clones were randomly cho-
sen from the library. Cultures were grown overnight
in liquid Lysogeny broth medium at 37°C and cells
harvested by centrifugation. Pellets were used for
plasmid extraction by alkaline lysis (Sambrook and
Russel 2001). Plasmid inserts were sequenced
(remittance work by the Institute of Microbiology,
Justus-Liebig University of Giessen) using the M13
primers (Invitrogen Corp.).

Sequence data were analyzed using MEGA version
4 (Tamura et al. 2007). First. a BLAST search
(www.ncbi.nlm.nih.gov) was carried out to ensure
the correct placement of the obtained partial invA
gene sequences. Subsequently, the closest BLAST
matches were aligned with ClustalW (Higgins er al.
1994) provided by MEGA4. Distances between
sequence pairs were calculated and trees were con-
structed with the neighbor-joining method included
in MEGAA4. Stability of branches was assessed with
the bootstrap method using 1000 replicates.

RESULTS

DNA extraction efficiency

A decreasing DNA extraction efficiency was found
with increasing applied cell concentrations (Fig. 1).
The efficiency rate ranged between 58 and 1%.

Standard curve for quantification by real-time PCR

For molecular detection of salmonellae, the primer
system described in DIN 10135 (Deutsches Institut
fiir Normung 1999) was optimized for real-time

70
60 o
50 t
40+
30+
20+ o
10t FCa s A
0 . L A A A
107 108 10° 10'° 10" 10™
Salmonella cell concentration (cells assay ™)

DNA extraction efficiency (%)

Fig. 1. DNA extraction efficiency (%) as a function of total
applied Salmonella cell number. Extraction efficiency was
calculated based on photometric (L) and fluorometric (A )

DNA quantification.
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qPCR. These primers induce the amplification of
a fragment of the invA gene, specific for the genus
Salmonella. A linear correlation of Cp value and tar-
get concentrations (:r*2 = ().99) was found for concen-
trations between 10” and 107 targets p]_' (Fig. 2).
The initial number of equivalent Salmonella in envi-
ronmental samples was calculated using this calibra-
tion curve.

Recovery rate of Salmonella by real-time PCR

In a first set of experiments, defined cell numbers
of Salmonella were mixed with constant E. coli num-
bers. Here. a clear linear correlation of applied cell
number and quantified target number was found
(rF = 0.99). The recovery rate for this approach
ranged between 15 and 28%.

In the second assay, defined numbers of S. enterica
cells were added to bioaerosol samples collected by
impingement or filtration in poultry houses. Depend-
ing on the sampling method, the recovery rate varied
between 26 and 66%.

30,
r2=099

25

20

Cr

15

10

¥

5 . . . . . i
100 101 102 108 104 108 108 107

invA genes (targets pl-")

Fig. 2. Linear correlation of Salmonella invA gene
concentrations from 10° to 107 targets pl L amplified by real-
time qPCR and Ct values. Values are means of n = 4 =
standard deviation.
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Application of the developed real-time PCR
detection system to common bioaerosol samples

For testing the established analytical PCR proto-
col, bioaerosol samples of a broiler chicken house
with prior salmonellosis finding of the animals were
analyzed. A cultivation-based approach was carried
out in parallel.

In the samples collected by filtration, Salmonella
were detected both by cultivation and by real-time
gPCR. Concentrations found with the cultivation-
based approach were 3.3 x 10 + 1.2 x 10* cfu Sal-
monella m™ of air and for the molecular approach
28 x 10° £ 1.9 10° invA gene targets m—> of air
(Fig. 3). Salmonella were not found in bioaerosol
samples of the reference house (without salmonello-
sis finding), neither by the cultivation-based ap-
proach nor by the real-time qPCR.

With the established protocol, specific invA gene
PCR products were obtained by real-time PCR in
16% ot 83 bioaerosol samples from different work-
ing places in the duck fattening industry. Depending
on the examined working area, concentrations
ranged between 2.5 x 10" and 3 x 10° targets m~’
of air (Fig. 4).

Testing of primer specificity by cloning analyses
The 139/141 primer pair originally described by
Rahn er al. (1992) was used in real-time PCR reac-
tions containing SYBR Green as fluorescent marker.
Results from gel electrophoresis confirmed the cor-
rect molecular size of the amplicon (~250 bp). indi-
cating primer specificity (data not shown). PCR
products from the Salmonella-containing bioaerosols
were used for construction of an invA clone library.
Sequence analyses of the library showed sequence
similarities between 98.9 and 99.6% to invA gene

2,8x10°

33x10?

Fig. 3. Total cell count m™ - of air (7)) determined after DAPI staining for bioaerosol samples obtained by filtration of a broiler
3 1 T t : @ i = £
chicken house. Furthermore, Salmonella concentrations m™~ of air determined by real-time gPCR (&) and cultivation (@) are shown.
Values are means of three bioaerosol samples + standard error.
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sequences of Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium (EU348365: Fig. 5).

Biological sampling efficiency

For investigating the pathogenic potential of bio-
aerosol microorganisms, the biological sampling
efficiency of different sampling systems is of high
importance. This was studied for filtration by the
use of live/dead staining. Results showed differences
in the effect of Salmonella cells correlated to sam-
pling method and sampled air volume. More than

K. Fallschissel, P. Kiampfer and U. Jickel

40% and >80% of the cells were detected ‘dead’
after 10 and 20 min, respectively.

DISCUSSION

Compared with background exposure levels, culti-
vable and dead microorganisms as well as their by-
products like endotoxins and mycotoxins can be
detected in very high concentrations at working pla-
ces in agriculture (Clark et al. 1983; Cormier et al.
1990; Nielsen and Breum 1995; Ellerbroek 1997,
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Fig. 4. Frequency of exposure to Salmonella (%) and mean airborne Salmonella concentration (cells m 3 subject to the working

areas in a duck feeding industry. Concentrations were determined by real-time qPCR using the primer system described by Rahn

et al. (1992). Bioaerosol samples were obtained by personal air samplers during a whole working day. Values are means =+ standard
deviation. n.d., not detectable.

Kf08_pca1M_54
" kf08_pca1M_32
I kf08_pca1M_43
I kf08_pcalM_40

33| Kf0B_pca1M_52
kf08_pca1M_53
531 «f08_pcatM_55

P
005

BB{ kf08_pca1M_58
kfOB_pcal1M_44

Salmonella enterica
— kfO8_pcal1M_51
Saimoneila enterica serovar Senftenberg (EU348369)
Escherichia coli (AY627076)

Salmonella enterica serovar Gallinarum (EU348366)

serovar Typhimurium CVCC541 (EU348365)

Fig. 5. Neighbor-joining tree of sequences (295 bp) of the operational taxonomic units obtained from bioaerosol samples of the

broiler houses after cloning analysis. Distances were calculated and the tree was constructed in MEGA4 after BLAST search to

ensure correct placement of the obtained partial invA gene sequences. Stability of the tree branches was assessed with the bootstrap
method using 1000 replicates. Bar, 0.05 nucleotide substitutions per nucleotide position.
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Zucker et al. 2000; Radon er al. 2002; Venter et al.
2004; Lee et al. 2006). The organic dusts at these
working places are known as causative agents for var-
ious pulmonary health effects, e.g. allergic reactions
such as occupational asthma or allergic alveolitis.
Therefore, bioaerosol monitoring should be carried
out for risk assessment at these working places.

Many different sampling systems can be used for
bioaerosol collection. The most common systems
are based on impaction, filtration, and impingement.
Because of the differences of these systems in bio-
logical and physical sampling efficiency, the results
cannot be compared directly.

One major problem for exposure measurements is
the lack of a standardized methodology measuring
total bacterial burden. Up to now, bioaerosol moni-
toring assays at workplaces are carried out by analyz-
ing sum parameters like endotoxins, inhalable dust,
and total cultivable bacteria or fungi without consid-
eration of the composition of the microbial commu-
nities. However, from a microbiological point of
view, a species-specific exposure—response relation-
ship can be assumed (Thurston er al. 1979; Baseler
et al. 1983: Fogelmark er al. 1991; Dutkiewicz
1997; Milanowski et al. 1998). For this reason,
a species-specific detection is highly desirable. At
present, standardized guidelines, e.g. in Germany
for analysis of airborne microorganisms, are based
on a cultivation-based approach (Kommission
Reinhaltung der Luft im VDI und DIN 2004a.b.c.d).
Because of the known methodological limitation of
cultivation-based approaches, molecular methods
may present an attractive alternative for both quanti-
fication and ditferentiation of microorganisms. In this
study. the genus Salmonella was chosen as a model
organism group to prove the applicability of real-time
gPCR for a species-specific bioaerosol monitoring at
working places.

As a first step, DNA has to be extracted quantita-
tively from investigated samples. For qualitative
analysis, a preferably high DNA extraction efficiency
is desirable. For standardization, a reproducible pro-
tocol with known extraction efficiency is needed.
The variation of biochemical components in different
samples, the different extraction protocols used, and
also the presence of different organisms usually lead
to variable efficiencies of DNA extraction methods.
To our knowledge, DNA extraction efficiency has
not been evaluated consistently for microorganisms.
Einen et al. (2008) showed a DNA extraction effi-
ciency of ~1.6% for E. coli by application of the
BiolOl Kit (Qbiogen) to pure cultures. Another
study showed DNA extraction efficiencies of overall
undetectable to 43.3%, depending on the protocol
used (Mumy and Findlay 2004). It must be stressed
that not only the overall efficiency varied but also
that the extraction efficiency was found to be species
dependent. Krsk and Wellington (1999) found, e.g.
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differences in denaturing gradient gel electrophoresis
fingerprint patterns depending on the DNA extraction
method used. In our study, basic examinations were
conducted concerning DNA extraction efficiency
for Salmonella. An inverse proportionality of ad-
justed cell number and extraction efficiency was de-
tected (Fig. 1). The DNA extraction efficiencies
varied between 10.1 and 58.5%. if cell numbers were
<107 cells per extraction assay. Lower extraction et-
ficiencies were obtained for cell numbers >10" cells
per assay. This can be due to the limitations imposed
by chemicals and enzymes. For estimation of the ini-
tial exposure, the loss of DNA by extraction has to be
considered as aforementioned. The actual exposure
may be higher by a multiple.

Basically, selectivity and specificity of PCR de-
pend on the primer system and amplification condi-
tions used. The primers used in this study target the
Salmonella invA gene, which is assumed to be genus
specific (Galan and Ginocchio 1992) with one copy
per genome (Fey and Eichler 2004). The calibration
curve needed for quantification has been carried out
for 1-107 targets pl~' of DNA extracted from a pure
culture (i = 0.99: Fig. 2). In contrast, environmental
samples may contain inhibitory substances. For bio-
aerosol samples from animal stables, this may be as-
sociated with animal dander. feces, feathers, pollen,
or dust particles from feeding stuff or straw. The
qualitative and quantitative chemical composition
can vary highly and may be affected by animal spe-
cies, season, stable climate, or architecture. The
different chemicals are co-extracted and may cause
inhibitory effects.

In our experiments for inhibition analysis, defined
amounts of Salmonella cells were mixed both with
constant numbers of E. celi cells and with bioaerosol
samples of a turkey stable. The recovery was deter-
mined by real-time qPCR. The recovery of Salmo-
nella in the mixed assays of E. coli and Salmonella
ranged between 15 and 28%, and 26 and 66% in
the supplemented bioaerosol samples. The loss of
DNA is most probably due to an inefficient DNA ex-
traction because the obtained recovery rates corre-
spond to those in the pure culture experiments.

Bioaerosol samples from a poultry confinement
with prior Salmonella findings of the animals were
investigated to validate the implemented system. Sal-
monella were found by both the cultivation-based ap-
proach and the real-time PCR. In contrast to the
cultivation-based quantification, the counts of air-
borne microorganisms by real-time PCR were be-
tween 4- and 100-fold higher. Concentrations were
3.3 x 10° £ 1.2 10° cfu m™ of air and 2.8 x 10° +
1.9 x 10° cells m™ of air, respectively (Fig. 3).
For estimation of the initial exposure, the loss of
DNA by extraction has to be considered as aforemen-
tioned. Therefore, the actual exposure is expected to
be 5-fold higher.
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The clear difterences of detected Salmonella con-
centrations by cultivation-based and molecular meth-
ods can basically be explained by the limitation of
the determination method. On the one hand, cell
agglomerates, particle-bound microorganisms, dead
cells, and VBNC microbes lead to an underestimation
of the total cell concentration by the non-equivalent
number of cfu. On the other hand, molecular methods
ideally determine all cells, without differentiation
between cultivable and non-culturable organisms
(dead cells and VBNC cells). In this context, our re-
sults show that 40% of Salmonella cells placed on
a filter were stained by the ‘dead’ dye from the live/
dead staining kit after a 10-min sampling period.
These results indicate membrane damages to Salmo-
nella cells due to the sampling procedure, which
may result in a loss of cultivability. To alleviate those
stress effects, a resuscitation step could be very help-
ful (Crozier-Dodson and Fung 2002).

Bioaerosol samples may contain a lot of unknown
organisms with genes never analyzed before. There-
fore, for evaluation of a new PCR system, it has to be
ensured that the gene fragments amplified from envi-
ronmental origin (e.g. soil or organic matter) belong
to the targeted species. In this study, a clone library of
PCR products gained from the Salmonella-positive
broiler chicken houses was generated. All sequences
analyzed showed high similarities (>98.9) to se-
quences from Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium (EU348365), indicating a high
specificity of the PCR protocol used.

With the implemented and validated PCR proto-
col, a total of 62 bioaerosol samples collected at
six different working environments in a duck fatten-
ing industry during the entire working day by per-
sonal aerosol samplers were analyzed. Exposure to
Salmonella was determined in samples collected dur-
ing three working activities: egg collection, general
work in the duck stables, and during shackling of
birds before slaughter. The incidence of airborne bac-
teria as well as the exposure levels showed the high-
est values in the samples collected during shackling
of ducks. Here, in 66% of air samples, Salmonella
were detected at a mean concentration of ~10° cells
m° of air (Fig. 4).

Despite frequently observed workers’ respiratory
disorders, till now there are no general accepted oc-
cupational exposure limits at agricultural working
places. On the one hand. this fact can be drawn back
to the mentioned lack of generally accepted standard-
ized quantification methods. On the other hand, by
insufficient knowledge about dose-response relation-
ships that highly depend on the individual disposition
of occupants.

Dutkiewicz (2000) and Gorny and Dutkiewicz
(2002) proposed a maximum load of 10° cfu bacteria
(total cultivable bacteria) m ~ of air. As shown previ-
ously, these exposure levels are exceeded in the duck

K. Fallschissel, P. Kimpfer and U. Jickel

fattening industry even by the potential pathogenic
Salmonella serotypes at duck shackling activity.

In particular for mice, calves, and chicken, an air-
borne transmission of Salmonella has already been
shown; the infection dose via respiration was assumed
to be even lower than for the oral route of infection
(Darlow ef al. 1961: Wathes ef al. 1988; Lever and
Williams 1996). Workers at duck shackling are pre-
sumably exposed during the entire work shift to air-
borne Salmonella. The risk for infection at these
working places therefore seems quite probable.

In future, next to technical and organizational
measures, an adequate breathing protection is recom-
mended for protection of workers at these working
environments (Ausschuss fiir Biologische Arbeits-
stoffe 2007).
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