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Actinomyceten in Feuchteschaden

C. Trautmann, Umweltmykologie GbR Berlin

Einleitung

Als Actinomyceten wurden urspringlich Gram-positive Bakterien bezeichnet, die verzweigte Filamen-
te und haufig ein feines Luftmyzel bilden kénnen. Urspringlich wurden in diese auf morphologischen
Merkmalen basierende Gruppe auch Thermoactinomyceten eingeschlossen, aber Gram-positive ein-
zellige Kokken, Kurzstdbchen sowie Bacillusarten ausgeschlossen. Inzwischen wei man allerdings,
dass die Actinomyceten nur eine Formengruppe sind und keinen phylogenetisch sehr eng miteinan-
der verwandten Artenzweig darstellen. Durch molekularbiologische Methoden konnten inzwischen
die phylogenetischen Verwandtschaftsverhalinisse vieler Actinomyceten genauer geklart werden,
und es wurde deutlich, dass z.B. die als Thermoactinomyceten bezeichneten Arten enger mit Ba-
cillusarten als mit den Ubrigen Actinomyceten verwandt sind. Nach Stackebrand et al. [8] gehdéren
die Actinomyceten in unterschiedliche Familien bzw. Gattungen der Actinomycetales, zu denen die
Thermoactinomyceten und Bacillusarten nicht mehr gehéren. Die Actinomycetales zeichnen sich vor
allem durch eine Gram-positive Zellwand und einen hohen GC-Gehalt in ihrer DNA aus. Zusatzlich
zu substrat- und luftmyzelbildenden Arten enthalten die Actinomycetales auch einzellige wachsende
Arten.

Auch wenn die Entwicklung vieler Arten vergleichsweise langsam erfolgt, kdnnen diese erndhrungs-
physiologisch dennoch sehr vielseitig sein. Zu ihren vielseitigen Stoffwechselleistungen gehért auch
die Bildung medizinischer Wirkstoffe wie Antibiotika (z.B. Streptomycin), Toxine (Neomycin) und vie-
ler weiterer pharmakologisch nutzbarer Substanzen, wodurch diese Arten auch fur die Naturstoff-
forschung interessant sind.

Innerhalb der Actinomycetales gibt es einige bekannte Krankheitserreger wie z.B. die Erreger der
Tuberkulose (Mycobacterium tuberculosis), Lepra (Mycobacterium leprae) oder Diphterie (Coryne-
bacterium diphtheriae). Die Lebensweise der meisten in unserer Umwelt auftretenden Actinomyceten
ist aerob, saprophytisch, d.h. sie erndhren sich von abgestorbener organischer Substanz. Einzelne
dieser Arten kbénnen, wenn sie z.B. Uber Wunden oder mit der Atmung in den menschlichen Korper
gelangen, eine Infektion auslésen. In diesem Zusammenhang sind flr Deutschland einzelne Vertreter
der Gattung Nocardia relevant, die vor allem in Erdbodenproben festgestellt werden. Nocardien kon-
nen als opportunistische Infektionserreger vor allem Personen mit geschwachtem Immunsystem in-
fizieren. Nach Schaal [7] konnten mehrere Infektionen in einem Krankenhaus mit Abbrucharbeiten in
einem dem Patiententrakt gegenulberliegenden Gebaude in Zusammenhang gebracht werden. Hier-
bei wurde festgestellt, dass fast alle Infektionen auf den gleichen Erregerstamm (Nocardia farcinica)
zuruckzufuhren waren. Allergische Erkrankungen wie die Alveolitis bzw. Hypersensitivitdtspneumonie
wurden bei hohen Thermoactinomycetenkonzentrationen beschrieben, wie sie z.B. in der Landwirt-
schaft oder in Abfallsortieranlagen auftreten kdnnen. Im Innenraum treten sie vor allem bei schlecht

gewarteten Befeuchteranlagen in hohen Konzentrationen in der Atemluft auf.
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Welche Bedeutung haben Actinomyceten bei der Beurteilung von Feuchteschaden?

Eine wissenschaftlich fundierte Bewertung der Auswirkungen von Mikroorganismen aus bzw. in Feuch-
teschaden auf die Gesundheit von Bewohnern ist bisher nicht mdglich, obwohl epidemiologische Stu-
dien belegen, dass ein Zusammenhang zwischen Feuchteschaden in Innenrdumen und gesundheit-
lichen Beschwerden der Bewohner bzw. Raumnutzer besteht [6]. Es ist davon auszugehen, dass die
beobachteten gesundheitlichen Beschwerden in einem ursachlichen Zusammenhang zur Mikroorga-
nismenflora stehen, die sich am feuchten Material entwickelt hat; trotzdem wurde bisher keine enge
Korrelation zwischen den gesundheitlichen Beschwerden der Raumnutzer und den ermittelten Spo-
renkonzentrationen festgestellt. Zur Aufklarung dieser Zusammenhénge wurden allerdings bisher vor
allem Luftkeimuntersuchungen durchgefuhrt, weil Schimmelpilze eine Vielzahl von Sporen bilden, die
leicht an die Umgebungsluft abgegeben werden und so tber die Atemluft in den Respirationstrakt der
Raumnutzer gelangen kdénnen. Der Bakterienflora in Feuchteschaden wurde in diesem Zusammenhang
bisher nur wenig Beachtung geschenkt, da sich die meisten Bakterien in schleimigen Biofilmen am
Material entwickeln und daher kaum an die Raumluft abgegeben werden. Die Bildung von verzweigten
Filamenten und insbesondere die Bildung von Luftmyzel ist fir Bakterien ungewdhnlich. Hierdurch wird
zum einen die Uberbriickung kleiner Distanzen und dadurch eine verbesserte Entwicklung im Liicken-
geflge des Bodens oder auch in Wandputzen sowie anderen Innenraummaterialien ermdglicht. Weiter-
hin ist ein Wachstum zumindest Uber geringe Distanzen in Richtung glinstigerer Lebensbedingungen
mdglich.

Durch die Ausbildung von Luftmyzelien kénnen Myzelstlicke bzw. Sporen vom Material abgehoben und
so besser an die Luft abgegeben und verbreitet werden. Dadurch wird priméar die Verbreitung der Arten
ermdglicht; allerdings wird auch die Menge des Zellmaterials in der Atemluft erhéht, so dass sensib-
le Personen ggf. gesundheitliche Probleme bekommen kdénnen. Weiterhin kann davon ausgegangen
werden, dass von den Actinomyceten in Feuchteschaden eine Vielzahl von Stoffwechselverbindungen
freigesetzt werden, die sich ebenfalls negativ auf die Raumnutzer auswirken kénnen. Untersuchungen
zu Toxinen von Actinomyceten in feuchten Innenrdumen wurden zum Beispiel von Andersson et al.
[1] durchgefuhrt. Hierbei wurde das Mitochondrien schadigende Toxin Valinomycin in der Luft und im
Staub festgestellt.

Die Erfassung von Actinomyceten und deren Stoffwechselprodukten ist daher eine sinnvolle Erganzung

zu den bisher durchgefiuhrten Schimmelpilzuntersuchungen bei Feuchteschaden.

Erfassung von Actinomyceten in Feuchteschaden

Das Vorkommen von Actinomyceten in Feuchteschaden ist bisher nur Itickenhaft untersucht. In den we-
nigen Untersuchungen, in denen Actinomyceten in feuchten Baumaterialien und im Hausstaub analysiert
wurden, konnten haufig bisher unbekannte Arten festgestellt werden [2] [3] [4]. Die Analyse von Actino-
myceten gehért bisher nicht zur Routine von Umweltlabors und wird nur von wenigen Labors angebo-
ten.

Prinzipiell kbnnte die Actinomycetenzusammensetzung einer Probe mit der Klonierungsmethode analy-
siert werden. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die Gewinnung der Actinomyceten-DNA ohne
Kultivierungsschritt direkt aus der Probe erfolgt. Andererseits ist die Methode sehr aufwandig, und die mit
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der Methode gewonnenen Sequenzierungsdaten kdénnen nicht auf ihre Plausibilitat Gberpruft werden, da
keine Kulturen vorliegen.

Mit kultivierungstechnischen Methoden werden nur wachstumsfahige Actinomyceten erfasst. Diese stehen
dann aber flr molekularbiologische und biochemische Untersuchungen zur Verfligung, so dass auch eine
Plausibilitatsprifung der gewonnenen Ergebnisse mdglich ist.

Far Untersuchungen von Actinomyceten in feuchten Baumaterialien wird daher ein polyphasischer Ansatz emp-
fohlen, bei dem mit kultivierungstechnischen Methoden Isolate gewonnen werden, die sowohl morphologisch
bewertet werden als auch flr biochemische und molekularbiologische Untersuchungen verwendet werden.
Der Einsatz géngiger Methoden wurde in einem vom Umweltbundesamt geférderten Forschungs- und Ent-
wicklungsvorhaben [3] an Materialproben aus Feuchteschaden untersucht. Hierbei wurden mehrere Kulti-
vierungsmedien fUr die Ersterfassung der Actinomyceten in Materialproben verwendet, um die unterschied-
lichen Lebensanspriche der Arten abzudecken. Dabei zeigte sich, dass die parallele Verwendung eines
proteinreichen (z.B. HBI-Agar) und eines glucose- bzw. kohlehydratreichen (z.B. Gauzeagar) Nahragars
wichtig ist, um ein mdglichst breites Artenspektrum zu bekommen. Innerhalb der Studie wurden sowohl
Klonierungsverfahren als auch Fettsdureanalysen eingesetzt. Beide Methoden sind zu aufwandig, so dass
sie in der nachfolgend vorgeschlagenen Untersuchungsstrategie zur Analyse von Actinomyceten im Routi-
nelabor nicht bertcksichtigt wurden.

Analyse von Actinomyceten in Materialproben

1. Im ersten Schritt werden die Actinomyceten mit der Suspensionsmethode quantifiziert und Referenz-
stimme der verschiedenen Isolate gereinigt und fur weitere Untersuchungen aufbewahrt.

2. Im nachsten Schritt werden die unterschiedlichen Referenzstamme einer Probe morphologisch beschrie-
ben.

3. Zusétzlich wird die Diaminopimelinsdure (DAP) aus den Zellwanden der Isolate nach der Methode
von Hasegawa et al. [5] bestimmt. Der Nachweis von DAP ist hilfreich flr eine Vorcharakterisierung
und der Zuordnung der Isolate zu bestimmten Gattungen. Es existieren Gattungen mit LL-, meso-
und ohne DAP.

4. Von den gereinigten Referenzstdmmen werden mit Primersystemen die 16S rRNA vervielféltigt und se-
quenziert. Die erhaltenen Sequenzen werden mit Sequenzen von Vergleichsstdmmen verglichen und flr

die Berechnung von Dendrogrammen genutzt.

Bei diesen Untersuchungen wurden in den untersuchten Proben Actinomycetenkonzentrationen zwischen
1,8 x 10* KBE/g und 1,5 x 107 KBE/g festgestellt und insgesamt 282 Referenzstdmme aus 35 verschiedenen
Gattungen der Ordnung Actinomycetales gewonnen und konserviert. In der Studie wurden neben coccoid
und coryneform wachsenden Arten vor allem myzelartig wachsende Arten festgestellt. Unter diesen Isolaten
wurden am haufigsten Vertreter der Gattungen Amycolatopsis, Nocardiopsis, Nocardia, Pseudonocardia,
Saccharopolyspora, Promicromonospora und Streptomyces festgestellt. Trotz der im Vergleich zu anderen
Bakteriengruppen deutlich stéarkeren morphologischen Differenzierung dieser Isolate war eine Artenbestim-
mung anhand der morphologischen Merkmale nicht méglich. Durch die Kulturmorphologie, die Mikromor-
phologie und die DAP-Bestimmung konnte in vielen Fallen allerdings eine Gattungszuordnung erfolgen.
Weiterhin konnte durch die erhobenen Daten (Kulturmorphologie, DAP und Mikromorphologie) eine Vor-
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selektierung der Referenzstdmme erfolgen, so dass die molekularbiologischen Analysen nur noch mit einer
reduzierten Isolatanzahl durchgefihrt werden mussten.

Die myzelbildenden oder sporenbildenden Actinomyceten benétigen fir eine gute Auspragung wichtiger
Merkmale in der Regel eine Entwicklungszeit von ca. 2 — 3 Wochen. Bei der Kulturbeschreibung sollten die
Farbe, Form und Oberflachenbeschaffenheit der Kultur, die Bildung von Substrat- und Luftmyzel sowie die
Konsistenz der Kultur ermittelt werden. AuBerdem kann die Abgabe von Exsudat oder |16slichen Pigmenten
festgestellt werden. Unter den mikroskopischen Merkmalen sind vor allem die Zellform, die Bildung und der
Zerfall von Myzelien sowie die Art der Sporenbildung wichtige Merkmale.

Nachfolgend werden die wichtigsten Merkmale der haufig festgestellten Gattungen in der UBA-Studie skiz-
ziert. Die Kulturbilder und Mikroskopbilder sind der UBA-Studie [3] entnommen, ausfihrliche Informationen
kénnen in der Studie nachgelesen werden.

Amycolatopsisarten bilden haufig helle bis gelbe Kolonien mit maBiger bis starker Verzweigung des Sub-
stratmyzels, das im Alter in unregelmaBige Fragmente zerféllt. Abhangig von der Art und den Wachstums-
bedingungen kann das Luftmyzel wenig bis gut entwickelt sein (Bild 1). Nach mehreren Wochen setzt eine
Fragmentierung ein (Bild 2). Die Zellwande enthalten meso-DAP.

! A8

Bild 1: Kolonie von Amycolatopsis sp. Bild 2: Fragmentiertes Myzel von Amycolatopsis sp.

Nocardiaarten bilden héufig relativ langsam wachsende helle, gelb- und orangefarbene Kolonien
(Bild 3). Ihr Substratmyzel ist nur maBig verzweigt, und es erfolgt in alternden Kulturen eine starke Fragmen-
tierung in kurze bis coccoide Fragmente, wodurch die Kulturen bei der Praparation relativ weich erscheinen

(Bild 4). In der Regel wird ein Luftmyzel gebildet und die Zellen enthalten meso-DAP.

Bild 3: Kolonie von Nocardia sp. Bild 4: Zerfallenes Substratmyzel von Nocardia sp.
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Nocardiopsisarten sind in der Regel weiB und zeichnen sich durch ein vergleichsweise schnelles Kolonie-

wachstum aus. Das Substratmyzel ist immer stark entwickelt und besteht aus gestreckten, haufig ver-

zweigten Filamenten. lhr Luftmyzel ist fast immer stark watteartig entwickelt (Bild 5). Beim Zerfall entstehen

typische Zickzack-Filamente (vgl. Bild 6). Die Zellwand enthalt meso-DAP.

Bild 5: Kolonie von Nocardiopsis sp.

Bild 6: Zickzackformiges Luftmyzel von Nocardiopsis sp.

Promicromonosporaarten bilden beigefarbene bis gelbe Kulturen. Sie bilden zu Beginn Filamente, die

bereits nach wenigen Tagen in kleine Einzelzellen zerfallen, so dass die Kulturen schleimig wirken (Bild 7

und Bild 8). lhre Zellwande enthalten kein DAP.

Bild 7: Kolonie von Promicromonospora sp.

Pseudonocardiaarten zeichnen sich durch eine
langsame Entwicklung und beigefarbene bis
braune Kulturen aus. Ihr Substratmyzel ist stark
verzweigt und auch in &lteren Kulturen erfolgt
nur eine maBige Fragmentierung, so dass die
Kulturen bei der Praparation relativ zdh wirken.
Bei zunehmendem Koloniewachstum kommt es
héufig zu einem brichigen Erscheinungsbild der
Kolonieoberflache (Bild 8). Sie bilden Luftmyzel
aus kurzen Filamenten, die spater in kleine Frag-
mente zerfallen kénnen (Bild 9). Die Zellwande
enthalten meso-DAP.
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Bild 9: Kolonie von Pseudonocardia sp.
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Saccharopolysporaarten bilden haufig beigefarbene bis gelbe Kolonien. Das Substratmyzel ist erst maBig
bis starker verzweigt und zerféllt spéter in kurze Fragmente. Ein Luftmyzel wird, wenn Uberhaupt, haufig
erst nach Wochen gebildet (Bild 10). Im Luftmyzel entstehen charakteristische Ketten aus runden bis ova-
len Sporen (Bild 11). Die Zellwande enthalten meso-DAP.

Bild 10: Luftmyzel von Pseudonocardia sp. Bild 11: Kolonie von Saccharopolyspora sp..

Streptomycesarten kdnnen sehr unterschiedliche Koloniefarben haben. Sie bilden ein sehr stark verzweig-
tes Substratmyzel mit geringer Fragmentierung, so dass die Kulturen bei der Praparation einen sehr zdhen
Eindruck machen. Nur wenige Streptomyceten bilden auf den Ublichen Nahrmedien kein Luftmyzel. In der
Regel wird ein tppiges Luftmyzel (Bild 12) mit Sporenketten gebildet, die gerade, gewellt oder helixartig
ausgebildet sein kénnen (Bild 13). Die Zellwande enthalten LL-DAP,

Bild 12: Sporenketten von Saccharopolyspora sp. Bild 13: Kolonie von Streptomyces sp.

Die Erfassung von Actinomyceten in Luftpro-
ben war in der UBA-Studie kein Untersuchungs-
schwerpunkt. Eigene Untersuchungen zeigen,
dass Actinomycetenkonzentrationen in der AuB3en-
luft und in unbelasteten Innenrdumen sehr selten
50 KBE/m?® erreichen. Allerdings wurden bisher
auch in Rdumen mit bekannten Feuchtesché-
den, in denen Actinomyceten in Materialproben
festgestellt wurden, nur in wenigen Féllen hohe
Actinomycetenkonzentrationen in der Luft (> 500
KBE/q) festgestellt.

Bild 14: Sporenketten von Streptomyces sp.
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In den Féllen, in denen Actinomyceten in der Luft festgestellt wurden, handelte es sich meistens um Vertre-
ter aus der sporenbildenden Gattung Streptomyces und seltener um Vertreter der Gattungen Nocardiopsis
und Pseudonocardia. Einschréankend ist zu bedenken, dass die von uns verwendeten Impaktionssammler
fur die Erfassung von Actinomyceten in der Raumluft nicht ideal sind, da einzelne Sporen bzw. Zellfragmen-
te GréBen von ca. 1 um haben und die Austrocknungstoleranz im Vergleich zu der von Schimmelpilzspo-
ren niedriger ist. Es kann daher sein, dass mit den zurzeit Uberwiegend verwendeten Impaktionsmethoden

nur ein geringer Anteil der in der Luft enthaltenen Actinomyceten ermittelt werden kann.

Abschlussbemerkung

Die bisher verfugbaren Ergebnisse Uber Actinomyceten in Feuchteschaden sind noch sehr lickenhaft.
Eine Abschétzung der gesundheitlichen Geféahrdung durch Actinomyceten aus feuchten Innenrdumen ist
bisher nicht méglich. Gesundheitliche Auswirkung von Actinomyceten auf den Menschen sind jedoch zu-
mindest in einem ahnlichen AusmaB wie flr Schimmelpilze zu erwarten (allergene, toxische und infektiése
Wirkung). Auch hier drfte insbesondere die jeweilige immunologische Disposition der Bewohner oder
Nutzer einen entscheidenden Einfluss haben. Weiterhin ist zu bertcksichtigen, dass sich die gesundheit-
lichen Auswirkungen auf die Bewohner, die durch Actinomycten hervorgerufen werden, im Zusammen-
wirken mit anderen Mikroorganismen verstarken kénnen.

Sinnvolle Studien zur Verbreitung einzelner Arten und deren potenzielle sowie tatsachliche gesundheitliche
Auswirkung auf die Raumnutzer kénnen nur in geférderten interdisziplindren Verbundprojekten erarbeitet
werden, da sowohl die Auswahl geeigneter Objekte, die Wahl der Probenahmeverfahren, die Identifizie-
rung der Arten, die Untersuchung von Sekundarmetaboliten sowie die Abschéatzung von gesundheitlichen

Auswirkungen spezielle Kenntnisse auf unterschiedlichen Gebieten voraussetzen.
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