Mikrobiologie

Vorkommen von Actinomyceten in Innenraumen

J. Schafer, C. Trautmann, I. Dill, G. Fischer, T. &orio, I. Groth, U. Jackel, W. Lorenz, K. Martin, T Miljanic,

R. Szewzyk, U. Weidner, P. Kampfer

ZusammenfassungBei Feuchteschaden in Innenraumen kénnen aulBer
Schimmelpilzen oftmals auch Actinomyceten nachgewiesen werden.
Einige Actinomycetenarten der GattungerStreptomyces,Saccharo-
polyspora, Nocardia oder Mycobacterium sind in der Lage, Infektionen
oder allergische Reaktionen auszulésen. Bisher liegen nur wenige Daten
dazu vor, welche Actinomyceten bei Feuchteschaden auftreten und ob
von ihnen gesundheitliche Wirkungen ausgehen. Daher wurde im Rah-
men eines vom Umweltbundesamt geforderten Forschungs- und Ent-
wicklungsvorhabens ermittelt, welche Gattungen bzw. Arten fiir einen
Befall im Innenraum charakteristisch sind. Diese Erhebung wurde anhand
der Untersuchung von verschiedenen Materialproben (Putz, Styropor,
Mineralwolle, Tapete) aus 16 Wohnungen mit Feuchteschaden durch-
geflihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass Baumaterialien je nach Feuchte-
schaden ein diverses Spektrum an Actinomyceten in unterschiedlich
hohen Konzentrationen — von 1,8 104 bis7,6 - 107 KBE/g — enthalten
koénnen. Am haufigsten wurden Vertreter der GattungenStreptomyces
Amycolatopsis, Nocardiopsis Nocardia, Pseudonocardia Saccharo-
polyspora und Promicromonosporanachgewiesen. Da diese Gattungen
in den meisten Proben nachweisbar waren, ist zu vermuten, dass ihr Auf-
treten typisch fiir feuchtegeschadigte Materialien aus Innenraumen ist.
Erste orientierende toxikologische Untersuchungen an humanen Zell-
kulturen zeigten toxische und immunmodulatorische Effekte der gewon-
nenen Actinomyceten-Isolate.

1 Problemstellung

Epidemiologische Studien zeigen einen Zusammenhang
zwischen Feuchteschaden/Schimmelpilzbefall im Innen-

M. Sc. Jenny Schéfer, Prof. Dr. Peter Kampfer,

Justus-Liebig-Universitéat GieRen, Institut fir Angewandte
Mikrobiologie.

Dr. Ingrid Dill, Dr. Christoph Trautmann,
Umweltmykologie Dr. Dill und Dr. Trautmann GbR, Berlin.
Prof. Dr. Guido Fischer,

Rheinisch-Westféalische Technische Hochschule (RWTH)
Aachen, Universitatsklinikum, Institut fur Hygiene und
Umweltmedizin.

Dr. Thomas Gabrio, Tina Miljanic, Ursula Weidner,

Landesgesundheitsamt Baden-Wurttemberg im Regierungs-
prasidium Stuttgart.

Ingrid Groth, Karin Martin,

Leibniz-Institut fir Naturstoff-Forschung und Infektionskologie
e. V. — Hans-Knéll-Institut, Jena.

Dr. Udo Jackel,

Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin, Berlin
Dr. Wolfgang Lorenz,

Dr. Lorenz — Institut fiir Innenraumdiagnostik, Diisseldorf.
Dr. Regine Szewzyk,

Umweltbundesamt, Dienstsitz Berlin.

Actinomycetes in indoor environments

Abstract Beside filamentous fungi, also actinobacteria can be detected in
moisture damages in indoor environments. Some members of the genera
Streptomyces SaccharopolysporaNocardia or Mycobacterium are

known as biological agents causing infections or allergic reactions.
However, details about the compositions of the actinobacterial commu-
nities in water damaged materials and their health impact are not known
in detail. Therefore, the Federal Environment Agency in Germany sup-
ported a research project with the aim to detect the most characteristic
actinobacteria from water damaged building materials. These investiga-
tions were carried out on different material types (plaster, styrofoam,
mineral wool, wallpaper) from 16 indoor environments with water dama-
ges. These materials contained different actinobacterial communities at
high concentrations — range from 1.8- 10* to 7.6 - 107 CFU/g. Represen-
tatives of the generaStreptomyces Amycolatopsis, Nocardiopsis Nocar-
dia, Pseudonocardia Saccharopolysporaand Promicromonosporawere
detected most frequently. These genera can be regarded as typical colo-
nisers of water damaged materials in indoor environments. Preliminary
studies with human cell cultures showed toxic and immunomodulatory
effects of some actinobacterial isolates.

raum und gesundheitlichen Beschwerden. Es konnten aller -
dings bislang keine kausalen Zusammenhange zwischen
dem Vorkommen von Schimmelpilzen und den Krankheits-
symptomen nachgewiesen werden. Auf den feuchten Mate -
rialien im Innenraum wachsen nicht nur Schimmelpilze,
sondern auch andere Mikroorganismen wie Bakterien, ins-
besondere Vertreter der Klasse Actinobacteria [1 bis 3], sowie
Protozoen. Actinobacteria gehoren innerhalb der Doméane
Eubacteria zur phylogenetischen Gruppe der grampositiven
Bakterien mit einem hohen Guanin-Cytosin-Gehalt (> 55 %)

[4 bis 6]. Arten, die ein Substratmycel ausbilden koénnen,
werden umgangssprachlich auch als ,Actinomyceten“ be-

zeichnet. Aufgrund der Mycelbildung war friher die irref Uh-
rende Bezeichnung ,Strahlenpilze weit verbreitet. Bei d en
Actinobacteria handelt es sich um eine kolonie- und zellmor-
phologisch sehr heterogene Gruppe von Bakterienarten. Die
morphologische Vielfalt reicht von Kokken, kokkoiden Zel-

len Uber unregelmaRig geformte Stabchen bis hin zu kom-
plexen mycelialen Strukturen [5 bis 8]. Die morphologis chen
Unterschiede, die zudem stark von den Kultivierungsbed in-
gungen beeinflusst werden, kénnen bestenfalls fur eine
erste Gruppierung genutzt werden und sind in der Regel far

eine weitergehende Differenzierung nicht ausreichend.

Eine weitere wichtige Eigenschaft vieler Actinomyceten ist

die Fahigkeit, biologisch aktive Sekundarmetabolite, wie
Chloramphenicol, Makrolide, Tetracycline oder Amino-
glycoside, zu produzieren. Streptomyceten zéhlen zu den
bekanntesten Produzenten von antibiotischen und/oder
toxischen Wirkstoffen [9]. Einige Actinomyceten besitze n
ahnlich wie Schimmelpilze ein allergenes, toxisches und in-

fektioses Potenzial. So zeigten z. B. Untersuchungen v on
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Parameter der untersuchten BaumaterialprobenkG = Kellergeschoss, UG = Untergeschoss, OG = Obergeschoss, £6rdgeschoss

Objekt- | Alter Schadensstelle/-ursache/-alter Temperatur Feuchtigkeit Material
Nr. (Baujahr) in!C
vermutet gemessen vermutet gemessen
01 1900 KG, Aulenwand/Abdichtung/ <17 9,9 dauerhaft 100 % Putz
viele Jahre (Keller) hoch
02 1982 UG, Aulienwand/vermutlich <17 13 bis 15 schwankend, |40 bis 60 % |D"mmwolle
hygrothermische Effekte/ (Schaden auf vor allem im
jInger als zwei Jahre (Einbau der kalten Sommer hoch
raumseitiger D"mmung) Seite der
D"mmung)
03 1980 UG, Schlafzimmer/Rohrschaden/ |< 17 16,9 dauerhaft Styropor
j'nger als zwei Jahre (Fulboden) hoch seit
Rohrschaden/
95,2 %
04 1954 Kinderzimmer, 1. OG/ mindestens |16,8 schwankend | 59,7 % D"mmwolle
hygrothermische Effekte/ zeitweise
vermutlich alt > 17
05 1971 EG, Bad/Rohrschaden/alt >17 20,4 ehemals hoch 65,5 % Min.
Schlttung
06 1971 EG K!che/Schaden im Bad/Alt > 17 21,9 ehemals hochl 88,3 % Putz
07 Unbe- Klche, 1. OG, AuGenwand/ > 17 211 schwankend | 99,7 % Putz
kannt, Fassadenrisse/vermutlich alt
Altbau
08 1991 DG, Flur/undichte Stelle im >17 19,0 dauerhaft 97,9 % Putz
Duschbereich/vermutlich jinger hoch
als zwei Jahre
09 1920 EG, Schlafzimmer-Aulenwand/ <17 14,7 niedrig oder |72,1 % Putz
aufsteigende Feuchte oder hygro- schwankend
thermisch/sehr alt (viele Jahre)
10 vor 1800 | EG, Bad/aufsteigend oder >17 18,8 dauerhaft 82,9 % Lehmputz
Schornstein/sehr alt (viele Jahre) hoch
11 1960er Kinderzimmer + Innenwand/ >17 21,2 eher niedrig | 66,8 % Putz
Jahre vermutlich Ab ussschaden/
vermutlich jinger als zwei Jahre
12 1934 1.0G, Kinderzimmer, Aulienwand/ | zeitweise 24,3 bis 24,8 | schwankend | 93,7 bis Putz
Fassadenschaden/j!inger als zwei |> 17 (Sommer) 96,7 %
Jahre
13 2005 EG, Blros, Fullboden/Abdichtung/ | < 17 (unter 20,1 bis 21,1 | anfangs hoch| anfangs 93%/| Styropor
Neubau D"mmung) sp“ter 39%
*%
14 1960 UG, W"schekeller/Abdichtung/ <17 22,1 dauerhaft 95,9 % Tapete
"Iter als zwei Jahre hoch
15 1900 UG, Kellerraum/Abdichtung/ <17 15,7 dauerhaft 90,2 % Putz
sehr alt hoch
16 ca. 1900 | UG, Keller, AuGenwand/ <17 15 bis 17 dauerhaft >90 % Putz
Abdichtung/sehr alt hoch

Kagen et al. [10], Lacey und Crook [11] sowie Minder und
Nicod [12], dass Streptomyces albus, Saccharopolyspora recti-
virgula und Mycobacterium immunogenum u. a. eine Exogen
Allergische Alveolitis ausldsen kdnnen. Weiterhin wurden

von Mc Neil und Brown (1994) [13] verschiedene Nocardi a
species, z. B. N. asteroides, als gesundheitlich relevant einge-
stuft, da sie sowohl im tierischen als auch im menschlich en
Organismus Infektionen hervorrufen konnen.

Da die Kenntnisse Uber das Vorkommen von Actinomyceten

in Innenraumen bisher sehr gering sind, wurde in dem vo m
Umweltbundesamt gefdrderten Forschungs- und Entwick-

lungsvorhaben ,Untersuchungen zum Vorkommen und zur
gesundheitlichen Relevanz von Bakterien in Innenraumen*
[14] zun&chst untersucht, welche Actinomyceten in Inn
raumen am haufigsten vorkommen. Anhand der Ermittlung
der bei unterschiedlichen Feuchtesch&den in Innenrdumen
auftretenden charakteristischen Actinomyceten und er
orientierender Untersuchungen zur toxischen Wirkung der
isolierten Actinomyceten sollte abgeschéatzt werden, welche
gesundheitliche Bedeutung den Actinomyceten in Innenréu-
men zukommt. Da eine potenzielle Exposition gegeniiber
Actinomyceten im Innenraum vor allem von befallenen Bau -

en-

ster
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materialien ausgeht, konzentrierten sich die Untersuchu n-
gen auf die Isolierung und ldentifizierung der Actinomyce -
ten aus Baumaterialien, die aus Wohnungen mit unter-
schiedlichen Feuchteschaden stammten.

2 Material und Methode

In 16 Wohnungen mit unterschiedlichen Feuchteschaden
wurden mikrobiologisch befallene Baumaterialien entnom-

men. Das Alter des Objekts, die Schadensstelle, die Scha -
densursache, das Schadensalter, die Art des Materials ~ sowie
die am Bauteil vorliegende Temperatur und Feuchtigkeit
wurden dokumentiert (sieche  Tabelle ). Nach Homogenisie-
rung wurden aus den Proben Actinomyceten isoliert. Als Iso-
lierungsmedien  wurden  Actinomyceten-Isolationsagar
(Difco), Mineral-Agar nach ~ Gauze et al. [15], Brain Heart In-
fusion Agar (BHI-Agar), Casein-Mineral-Agar (CM-Agar),
sowie Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar (CASO-Agar)
verwendet. FUr die Aufarbeitung der Probe wurde das Mate-
rial zerkleinert, mit dem zehnfachen des Gewichts einer

0,9 %NaCl/0,01%TWEEN-80-L6sung versetzt und 15 min
mit einem Rundschittler mit 500 U/min geschiittelt. Von d er
Ausgangssuspension wurden Verdiinnungen bis1:10  ~Sher-
gestellt und jeweils 100 m von jeder Verdinnungsstufe in
drei Parallelen pro Nahrmedium und Verdinnungsstufe auf

den zur Isolierung genannten Nahrmedien ausgespatelt.

In vier Wohnungen wurden in den Raumen, in denen die
Materialproben entnommen wurden, Luftproben unter-
sucht. Diese Messungen — 100 bzw. 200 | —wurden mite  inem
Impaktor der Fa. Merck (MAS 100) unter Verwendung f ol-
gender Nahrmedien durchgefuhrt: Isolationsagar (Difco),
Mineral-Agar nach  Gauze et al. [15] und Brain Heart Infusion
Agar (BHI-Agar). Zur Hemmung des Schimmelpilzwachs-
tums wurde den Néhrmedien 0,1 g/l Natamycin-Konzentrat
(AddFood) zugesetzt. Die Bebriitung der Kulturen erfolg te
im Brutschrank bei 28 + 2 °C mit einer Bebritungsdauer von
zehn Tagen bis drei Wochen. AnschlieRend wurden die un-
terschiedlichen Actinomycetentypen auf Subkultivierungs-
medien Hafermehlagar (ISP-3-Agar), Medium 79 (M-79-
Agar), BHI-Agar und Glucose-Yeast-Malt-Agar (ISP-2-A  gar)
Uberimpft und ebenfalls bei 28 + 2 °C zehn Tage bis dre i
Wochen bebrtet.

Neben einer makroskopischen und mikroskopischen Be-
schreibung der Isolate wurde von der Mehrzahl eine diu nn-
schichtchromatografische Bestimmung der Isomere der
Diaminopimelinsaure (LL-DAP und meso-DAP) [16] und
eine Bestimmung weiterer chemotaxonomischer Merkmale
(Fettsauren, Mycolsaure, Menachinone) [17] durchgefiih rt.
Fir jedes Isolat wurde ein speziell erarbeitetes Formblat t
JIsolatbeschreibung” angelegt, in dem alle erfassten
Merkmale zusammen mit Fotos von Kolonien und Zellen
dokumentiert wurden. Die so charakterisierten Isolate wu r-
den anschlieBend auf der Basis der 16S rRNA-Gen-
Sequenz-Analyse bis auf die Gattungsebene identifiziert [1 8].
Die erste Einordnung der 16S rRNA-Gensequenzen erfolgte
mithilfe einer BLAST ®-Suche (Basic Local Alignment Search
Tool, Vergleich einer unbekannten Sequenz mit bekannte n
Sequenzen in einer Datenbank), mit der die nachst verwa nd-
ten Spezies bzw. die Zugehorigkeit zu einer Gattung ermi t-
telt wurde.

Die kultivierungsunabhéangige Bestimmung der Actinomy-
ceten wurde mit einem kommerziell erhaltlichen Klonie-
rungskit (Promega pGEM-T  © Vector Systems, Maison, USA)

unter Verwendung 16S rRNA-Gen-spezifischer Primer
[19; 20] durchgefuhrt. Bei der Klonierung folgte man der An-
leitung des Herstellers, anschlie3end wurden von jeder P ro-
be 100 Klonkolonien weiter untersucht.

Neben Actinomyceten wurden in den Materialproben auch
Schimmelpilze auf DG-18-Agar in Kombination mit Malz-
extrakt-Agar [21; 22] quantitativ bestimmt. Zur Ident ifizie-
rung wurden die einzelnen Arten je nach Gattungszuge-
horigkeit auf Medien Uberimpft, die in der internationalen
Literatur und den jeweiligen Monografien als Standard an-
gegeben werden [21; 22].

In ersten orientierenden Untersuchungen zur gesundheit -
lichen Wirkung der Actinomyceten wurden ein MTT-Zyto-
toxizitatstest sowie ein Test zur Bestimmung der immun-
modulatorischen Wirkung durchgefiihrt. Der MTT-Test wir d
als Bioassay zur Untersuchung der Wirkung von Reinsub-
stanzen, z. B. Mykotoxine [23 bis 25], eingesetzt, wu rde je-
doch u. a. auch zur Untersuchung der Wirkung von Sch im-
melpilz- [26 bis 28] und Bakterienkulturen [29] sowie von
Umweltproben (Baumaterialien, Filterproben, Stdube) au f
Zellkulturen verwendet [30 bis 32].

Die Zellkulturtests zur Immunmodulation wurden mit
Makrophagenzellen (RAW 264.7) durchgefuihrt. MessgrofRe
zur Bestimmung der immunmodulatorischen Eigenschaften

der biogenen Noxen (Konidien-Suspensionen von Schim-
melpilzen und Sporensuspensionen von Actinomyceten)
war die Freisetzung von TNF- a [33; 34].

3 Ergebnisse

3.1 Diversitat von Actinomyceten und Schimmelpilzen in
Baumaterialien

Aus den 16 Wohnungen wurden 17 Materialproben und vie r
Luftproben untersucht.

Die Konzentration an kultivierbaren Actinomyceten in den
Luftproben betrug 4,7 bis 8,5 -102 KBEY/m?3 und in den
Materialproben 1,8 - 10%bis 7,6 - 107 KBE/g. Insgesamt wur-
den aus diesen 21 Proben 407 Isolate gewonnen. Diesew  ur-
den aufgrund ihrer morphologischen Merkmale voneinan-

der unterschieden, wobei dhnliche Typen zusammengefass t
wurden. Von den so verbleibenden 325 sog. ,Referenzi  so-
laten wurden aus 318 Isolaten die 16S rRNA-Gensequenze n
bzw. Teilsequenzen analysiert. 283 dieser Isolate wurden der
Klasse der Actinobacteria zugeordnet und 17 Isolate der
Klasse Alphaproteobacteria und dem Phylum Firmicutes .
Die 283 Isolate wurden 35 verschiedenen Gattungen inn er-
halb der Klasse der Actinobacteria zugeordnet, wobei Vertre-
ter der Gattungen Amycolatopsis (n = 20), Nocardiopsis
(n=18), Nocardia (n=15), Pseudonocardia (n= 19), Saccha-
ropolyspora (n= 13), Promicromonospora (n=16)und Strep-
tomyces (n = 84) am haufigsten nachgewiesen wurden 2.
Die Auspragung der Koloniemorphologie der einzelnen
Actinomyceten war von der Gattung/Art und dem verwen de-
ten Nahrmedium in starkem MafRe abhangig (Beispiel in

Bild 1 ). Auch innerhalb einer Gattung war die Koloniemor-
phologie der verschiedenen Isolate, abhéngig vom verwe n-
deten Nahrmedium, sehr variabel (Beispiele in den Bildern
2 und 3). Bei den kultivierungsunabhangigen molekularbio-

1) KBE: Kolonie bildende Einheiten

2) Eine entsprechende Tabelle ist im Internet unter ww.gefahrstoffe.de, Rubrik:
Anlagen zu Beitrdgen im Heft zu finden.
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Bild 2. Kolonien (von der Oberseite aufgenommen) van 16 ,Referenzisolaten”
der Gattung Pseudonocardia (CASO-Agar).

logischen Klonierungsuntersuchungen der 16S rRNA-Gen-
sequenzen wurden 694 Klon-Inserts erhalten, die mithilfe
einer BLAST ®-Analyse 52 Gattungen der Klasse Actinobacte-
ria zugeordnet wurden. Vertreter der Gattungen Amycola-
topsis (120), Arthrobacter (44), Jiangella (23), Nocardioides
(33), Promicromonospora  (52), Pseudonocardia (105),
Saccharopolyspora (77) und Streptomyces (81) wurden hier-
bei am haufigsten nachgewiesen.

In den untersuchten Materialproben wurden die Schimme I-
pilze Acremonium sp., Aspergillus penicillioides, Aspergillus
versicolor, Emericella nidulans, Eurotium herbarior um, Peni-
cillium chrysogenum und Penicillium islandicum  identifi-
ziert. Das Spektrum der nachgewiesenen Arten und die K on-
zentrationen (10 2bis 10°KBE/g) variierten bei den einzelnen
Proben erheblich.

Bild 1. Kolonie-
morphologie verschiedener
Actinomyceten auf unter-
schiedlichen Nahrmedien.

Bild 3. Details der Kolonien von 16 Referenzisolaten der Gattung Pseudo-
nocardia (CASO-Agar).

3.2 Toxikologische Untersuchungen

Mit dem MTT-Zytotoxizitatstest wurden bei der direkten
Prifung in zwei der 16 Materialproben eine toxische und in
funf Proben eine geringe toxische Wirkung festgestellt. Die
Untersuchung von 22 Isolaten aus zwei Materialien ergab

bei finf Isolaten eine zytotoxische Wirkung. Zwei weitere
Isolate ( Streptomyces sp.) zeigten starke Wirkung. Im Wie-
derholungsversuch nach dem Einfrieren zeigten diese Isola -
te keine vergleichbaren Wirkungen. Die orientierenden Un -
tersuchungen zur Freisetzung von TNF-  a aus Makrophagen
ergaben, dass die Actinomyceten (10 3 bis 108 Sporen/ml)
ahnlich wie die Schimmelpilze (10 2 bis 108 Sporen/ml) ab-
hangig von der Art und der Konzentration TNF- a freisetzten.
Allerdings zeigten die Actinomyceten in Wiederholungsve r-
suchen sehr uneinheitliche Ergebnisse.

Gefahrstoffe - Reinhaltung der Luft
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4 Diskussion

4.1 Diversitat Actinomyceten

Die Ergebnisse der Untersuchung zeigen eine hohe Diver-
sitdt von Actinomyceten in Baumaterialien nach Feuchte-
schéden. Insgesamt wurden 59 verschiedene Gattungen der
Klasse Actinobacteria in den 16 Materialproben nachgewie-
sen. Dabei wurden die Gattungen der mycelbildenden Actin-
obacteria Streptomyces , Amycolatopsis , Nocardiopsis , Nocar-
dia, Pseudonocardia, Saccharopolyspora und Promicro-
monospora am haufigsten nachgewiesen. Die Gattung  Strep-
tomyces wurde mit Abstand am haufigsten erfasst. Aufgrund
des haufigen Vorkommens der genannten Gattungen ist zZu
vermuten, dass in den untersuchten Innenraummaterialie n
fur die Vertreter dieser Gattungen ideale Wachstumsbe din-
gungen vorhanden sind und sie somit als ,typische” Orga nis-
men flr wassergeschadigte Baumaterialien anzusehen sind.
Insgesamt ist jedoch zu beriicksichtigen, dass nicht alle P ro-
ben in gleichem MaRe durch alle Gattungen besiedelt wur-
den; so konnten z. B. in einer Probe (Lehmputz) keine der
0. g. Gattungen nachgewiesen werden.

Ein Zusammenhang zwischen auftretenden Gattungen/
Arten und bestimmten Materialien wurde nicht gefunden.
Allerdings ist die Probenanzahl in der Untersuchung zu
gering, um statistisch signifikante Unterschiede zwischen

den verschiedenen Materialien sicher feststellen oder aus -
schlieRen zu kénnen.

4.2 Methoden

Mit beiden Methoden, kultivierungsabhangig (Isolierung)

und kultivierungsunabhangig (Klonierung), wurden ins-
gesamt 59 verschiedene Gattungen innerhalb der Klassed  er
Actinobacteria nachgewiesen. Davon wurden zehn Gattun-
gen (17 %) nur mittels Isolierung und 27 Gattungen (4 6 %)
nur mittels Klonierung erfasst. 17 Gattungen ( ca. 30 %) wur-
den mit beiden Analyseverfahren in derselben Probe nach-
gewiesen. Insgesamt wurden durch die molekularbiologi-
schen Analysen weit mehr Gattungen aus der Klasse  Actino-
bacteria erfasst. Da einige der Gattungen jedoch nur tber
kultivierungsabhéangige Methoden nachgewiesen wurden,
sollten, um die Diversitat der Actinomyceten in feuchte -
geschadigten Materialien moglichst vollstéandig zu erfassen ,
kultivierungsabhangige und kultivierungsunabhéngige
Methoden parallel Anwendung finden.

Die Ergebnisse der kultivierungsabhangigen Analysen zeig-

ten, dass Baumaterialien nach Feuchteschaden ein divers ~ es
Spektrum verschiedener Actinomyceten in hohen Konzen-
trationen — von 1,8 - 10%bis 7,6 - 107 KBE/g — enthalten kon-
nen. Diese Diversitéat erschwert den Nachweis von Actino-
myceten aus feuchten Baumaterialien. Um eine effiziente
Bearbeitung mit kultivierungsabhéngigen Methoden zu ge-
wabhrleisten, sind umfassende Kenntnisse zu den unter-
schiedlichen morphologischen Eigenschaften dieser Orga-
nismengruppe notwendig. Insbesondere die typischen kolo-
niemorphologischen Unterschiede haufig auftretender | So-
late, die auf verschiedenen Isolationsmedien durchaus var i-
ieren kdnnen, missen bekannt sein. Erst dadurchistes mog-
lich, die unterschiedlichen Typen einer Probe bereits au fden
Priméarplatten zu gruppieren und ,Referenzisolate fur
einen bestimmten Typ in Kultur zu nehmen. Da bei der Ku I-
tivierung der verschiedenen Actinomyceten deren unter-
schiedliche Wachstumsbedingungen zu berlicksichtigen
sind, ist es nicht moglich, die Isolierung der Actinomycet en

mit einem ,Universalmedium® durchzufthren. Fir die Er-
fassung der Actinomyceten ist eine Kombination unter-
schiedlicher Medien wie Casein-Mineralagar (CMA), Brain-
Heart-Infusion-Agar (BHI), Caseinpepton-Sojamehlpepton -
Agar (CASO) und Mineralagar nach  Gauze [15] notwendig.
Zur Hemmung des Schimmelpilzwachstums muss diesen
Néahrmedien 0,1 g/l Natamycin-Konzentrat (AddFood) zuge-
setzt werden. Fur die Subkultivierung luftmyzelbildender
Actinomyceten sind ISP2- und ISP3-Agar geeignet, fir A cti-
nomyceten, die kein Luftmyzel bilden, werden BHI-Agar und
Medium 79 empfohlen.

Da die Auspragungen der kolonie- und zellmorphologischen
Merkmale der verschiedenen Actinomyceten auf den ver-
schiedenen Nahrmedien sehr unterschiedlich sein kénnen,
lassen sich Actinomyceten nicht allein anhand koloniemor-
phologischer Merkmale identifizieren. Grundsatzlich kdn-

nen mikroskopische und chemotaxonomische Bestimmun-

gen unterstitzend zur ldentifizierung der Actinomycet en
eingesetzt werden. Da der Aufwand fur die chemotaxono -
mischen Methoden mit Ausnahme der Diaminopimelin-
saure in der Zellwand (DAP-Bestimmung) sehr hoch ist,
empfiehlt es sich, zur Zuordnung der Actinomyceten bis auf
Gattungsebene molekularbiologische Methoden einzuset-
zen. Vergleichende 16S rRNA-Gen-Sequenzanalysen der
vergangenen 25 Jahre zeigen, dass Klassifizierungssystem e,
die auf der Morphologie und Physiologie beruhen, nicht im-

mer die natlrlichen Verwandtschaftsverhaltnisse der Act i-
nomyceten reprasentieren [35] und dass im Vergleich zur
morphologischen und chemotaxonomischen Identifizierung
Untersuchungen der 16S rRNA-Gensequenz eine schnelle
Zuordnung gewonnener Isolate auf Gattungs- bzw. Grup -
penebene ermoglichen. Allerdings sind flr eine Artzuord-
nung unbekannter Isolate zusatzliche morphologische un d
chemotaxonomische, z. T. auch weitere umfassende Unt er-
suchungen, einschlie3lich DNA-DNA-Hybridisierungen,
notwendig, da die Auflésungsgrenze der 16S rRNA-Gen-
sequenzanalyse auf der Gattungsebene liegt [36].

Die Ergebnisse des Projekts zeigen, dass selbst die Zuor  d-
nung der Actinomyceten zu einer Gattung den meisten La-
boratorien in der Routine nicht mdglich ist. Ohne molekular -
biologische Untersuchungen, hier: Sequenzierung und Ana-

lyse der 16S rRNA Gene, und/oder Nutzung sehr spezifisch  er
chemotaxonomischer Verfahren ist eine eindeutige taxon o-
mische Zuordnung gewonnener Isolate nicht moglich. Da-

her ist es zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht méglich, ei ne
einfache und leicht durchzufihrende Routinemethode zur
Bestimmung der Actinomyceten zu empfehlen.

Da es fir gewisse Fragestellungen in der Innenraumdiag-
nostik wichtig ist, Angaben dariiber zu machen, ob be ieinem
Feuchteschaden ein Actinomycetenbefall vorliegt, wird
empfohlen, die myzelbildenden Actinomyceten auf Mineral-

agar nach Gauze zu isolieren, das erhaltene Ergebnis als
KBE myzelbildende Actinomyceten anzugeben und bei der

Interpretation darauf hinzuweisen, dass mit dieser Unte r-
suchung nur ein Teil der Actinomyceten, insbesondere d ie
Gattungen  Streptomyces, Amycolatopsis, Nocardiopsis ,

Nocardia und Pseudonocardia, erfasst wird.

4.3 Toxizitatstests

Durch die exemplarisch durchgefuhrten Untersuchungen
konnten erste Ergebnisse fir Baumaterialien aus Feucht e-
schaden und daraus isolierten Actinomyceten an Zellkultu-

ren gezeigt werden. So konnte in sieben der 16 unters  uchten
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Eluate von Baumaterialien eine geringe zytotoxische Wir-
kung anhand des MTT-Tests nachgewiesen werden. Bei de n
Untersuchungen der Actinomycetenisolate stellte sich he -
raus, dass insbesondere zwei Streptomyces-Stamme eine
deutliche zytotoxische Wirkung zeigten. Eine zytotoxische
Wirkung von Streptomyceten wurde auch in anderen Unter-
suchungen nachgewiesen [9; 37]. Allerdings sind weitere
umfangreiche Untersuchungen notwendig, um die Relevanz
solcher Effekte in der Praxis zu erforschen.
Sporensuspensionen  bestimmter  Actinomyceten und
Schimmelpilze riefen bei In-vitro-Versuchen proinflamma-
torische Reaktionen bei Makrophagen hervor (TNF- a-Frei-
setzung, Immunmodulation). Die Screening-Untersuchun-

gen zeigen, dass verschiedene Arten von Mikroorganismen
unterschiedlich starke immunmodulatorische Wirkungen
(TNF- a-Freisetzung) haben, die teilweise schon bei nied-
rigen Konzentrationen von 10 2 bis 104 Sporen/ml Testansatz
nachweisbar war.
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DIN I1SO 16000 Teil 25 (Entwurf): Innenraumluftver-
unreinigungen — Teil 25: Bestimmung der Emission von
schwerfliichtigen organischen Verbindungen aus
Bauprodukten — Mikroprifkammerverfahren. Juli 2009.
Einspruche bis 30. September 200%. 93,80.

Das Phanomen der schwarzen Wohnungen wird in Fach-
kreisen auch ,Fogging“ oder ,Magic Dust* genannt. Viele
Hersteller von Bauprodukten setzen vermehrt schwerfliic h-
tige Stoffe (SVOC) anstelle leicht fliichtiger organischer Ver-
bindungen (VOC) als Losemittel oder Additive ein. Nach Be-
ginn der Heizperiode entweichen die Stoffe und verbinden

sich mit den Schwebstaubpartikeln in der Raumluft. Die
neue Norm beschreibt die Bestimmung der Emission von
schwerfllichtigen organischen Verbindungen aus Baupro-
dukten oder Einrichtungsgegenstanden unter definierten
klimatischen Bedingungen mit dem Mikroprufkammerver-
fahren. Bei der Prifung wird die flachenspezifische Emis-
sionsrate der SVOC bestimmt, die von der Oberflache ein  es
Prifsticks emittiert wird. Das Verfahren kann im Prinzi p
auch fur gealterte Produkte eingesetzt werden. Das M ess-
verfahren ist fur Produkte/Materialien anwendbar, wie be i-
spielsweise Plattenwerkstoffe, Tapeten, FuBbodenmateria-
lien, Isolationsmaterialien, Klebstoffe, Farben sowie Pr o-
dukte als Kombinationen aus den genannten. Die Norm stellt
Herstellern, Bauherren und Endverbrauchern Emissionsd a-

Hrsg.: KRdL im VDI und DIN — Normenausschuss, Disseldo

Aus der Arbeit der KRdL

ten zur Verfligung, die fur die Bewertung des Einflusse s der
Bauprodukte auf die Innenraumluft niitzlich sind. Damit is t
es den Herstellern von Bauprodukten moglich, verbessert e
Produkte zu entwickeln. Die Probenahme, der Transport So-
wie die Lagerung der zu prifenden Materialien und die Vo r-
bereitung der Prifstiicke werden in DIN EN ISO 16000-11
behandelt. Die Luftprobenahme und die analytischen Ver-
fahren zur Bestimmung der SVOC sind in DIN ISO 16000-6
und DIN EN I1SO 16017-1 beschrieben.

DIN ISO 16000 Teil 18 (Entwurf): Innenraumluftver-
unreinigungen — Teil 18: Nachweis und Zahlung von
Schimmelpilzen — Probenahme durch ImpaktionJuli
2009. Einspriiche bis 30. September 2009. 81,10.

Standardisierte Verfahren fur Probenahme, Nachweis und
Z&hlung von Schimmelpilzen sowie fir die Probenahme-

strategie sind wichtig fuir eine vergleichende Bewertung v on
Schimmelpilzschaden in Innenrdumen. Die neue Norm be-
schreibt, wie eine aktive Kurzzeitprobenahme (1 bis 10 m in)

durchzuftihren ist. Dabei wird eine definierte Luftmenge in
den Impaktor gesaugt. Wahlweise kdnnen Schlitz- oder

rf, Vertrieb: Beuth Verlag, 10772 Berlin
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