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1 Einleitung 
1.1 Projekt/Projektpartner 
Das Forschungs- und Entwicklungsvorhaben Förderkennzeichen 205 62 236 

„Untersuchungen zum Vorkommen und zur gesundheitlichen Relevanz von Bakterien 

in Innenräumen“ wurde vom Umweltbundesamt vom 01.12.2005 bis zum 31.05.2008 

in Höhe von 219 923,27 € gefördert. Kostenneutral wurde dieses Projekt bis 

30.09.2008 verlängert. 

Von nachstehenden Verbundpartnern wurden folgende Teilaufgaben 

schwerpunktmäßig bearbeitet: 

 

Justus Liebig-Universität, Institut für Angewandte Mikrobiologie, Gießen 

Prof. Dr. Dr.-Ing. Peter Kämpfer 

Dr. Udo Jäckel 

Jenny Schäfer 

• Validierung einer molekularbiologischen Methode zum Nachweis der 

Actinomyceten 

• Vergleich der Ergebnisse der morphologischen und molekularbiologischen 

Differenzierung 

• Optimierung des Verfahrens zur Konservierung der Actinomyceten und 

Aufbau einer Stammsammlung 

• Untersuchung von Wohnungen mit Feuchteschäden auf Actinomyceten 

(Isolierung der Actinomyceten, morphologische Beschreibung und 

Bilddokumentation der Proben: 1-2) 

• Organisation und Durchführung des 3. Workshop – Molekularbiologische 

Identifizierung von Actinomyceten  

 

Leibniz-Institut für Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie e.V., Hans-Knöll-

Institut, Jena  

Dr. Ingrid Groth 

Karin Martin 

• Optimierung der Nährmedien für die Isolierung der Actinomyceten 

• Optimierung der Nährmedien für die Differenzierung der Actinomyceten 

• Biochemische Untersuchungen zur Differenzierung der Actinomyceten 
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• Festlegung der morphologischen Merkmale, die zur Identifizierung der 

Actinomyceten genutzt werden sollen 

• Erarbeitung einer Vorlage zum Aufbau einer Arbeitsdokumentation für die 

Actinomyceten  

• Optimierung des Verfahrens zur Konservierung der Actinomyceten und 

Aufbau einer Stammsammlung 

• Vergleich der Ergebnisse der morphologischen und molekularbiologischen 

Differenzierung 

• Untersuchung von Materialproben aus Wohnungen mit Feuchteschäden auf 

Actinomyceten (Isolierung der Actinomyceten, morphologische Beschreibung 

und Bilddokumentation der Proben: 1-4, 11 und 15; Zusammenführung der 

Isolate der Proben: 1-7) 

• 1. Workshop – Statuskolloquium: Isolierung und morphologische 

Identifizierung von Actinomyceten  

 

Dr. Lorenz – Institut, Innenraumdiagnostik, Düsseldorf 

Dr. Wolfgang Lorenz 

• Auswahl der 16 Wohnungen mit Feuchte- und Schimmelpilzbefall sowie 

Probenahme in allen Wohnungen 

• Orientierende Untersuchungen über den Zusammenhang von vorliegenden 

Actinomyceten-Belastungen und gesundheitlichen Beschwerden 

 

Regierungspräsidium Stuttgart, Landesgesundheitsamt, Stuttgart 

Dr. Thomas Gabrio 

Ursula Weidner 

Tina Miljanic 

• Optimierung der Nährmedien für die Isolierung der Actinomyceten 

• Optimierung der Nährmedien für die Differenzierung der Actinomyceten 

• Bereitstellung der Nährmedien zur Isolierung und Differenzierung der 

Actinomyceten für alle Projektteilnehmer 

• Untersuchung von Materialproben aus Wohnungen mit Feuchteschäden auf 

Actinomyceten (Isolierung der Actinomyceten, morphologische Beschreibung 

und Bilddokumentation der Proben: 1-8, 10, 13 und 16). Untersuchung der 

Luftproben, die in den Objekten zu den Materialproben 1-4 erhoben wurden 
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• 2. Workshop – Actinomyceten-Exposition und toxische Effekte  

• Koordinierung des Projektes und der Erstellung des Abschlußberichtes 

 

RWTH Universitätsklinikum Aachen, Institut für Hygiene und Umweltmedizin – 

Klinikum, Aachen 

Prof. Dr. Guido Fischer 

• Isolierung und Differenzierung der Schimmelpilze in den Materialproben aus 

den 15 Wohnungen mit Feuchteschäden (Probe: 1-15) 

• Orientierende Untersuchungen über den Zusammenhang von vorliegenden 

Actinomyceten-Belastungen und gesundheitlichen Beschwerden 

 

Umweltmykologie Dr. Dill und Dr. Trautmann, Berlin 

Dr. Christoph Trautmann 

Dr. Ingrid Dill 

• Festlegung der morphologischen Merkmale, die zur Identifizierung der 

Actinomyceten genutzt werden sollen 

• Definition der Typen von Actinomyceten im Innenraumbereich  

• Optimierung der Nährmedien für die Isolierung der Actinomyceten 

• Optimierung der Nährmedien für die Differenzierung der Actinomyceten 

• Erarbeitung einer Vorlage zum Aufbau einer Arbeitsdokumentation für die 

Actinomyceten 

• Vergleich der Ergebnisse der morphologischen und molekularbiologischen 

Differenzierung 

• Untersuchung von Materialproben aus Wohnungen mit Feuchteschäden auf 

Actinomyceten (Isolierung der Actinomyceten, morphologische Beschreibung 

und Bilddokumentation der Proben: 5-7, 9, 12 a und b sowie 14) 

• Koordinierung und Erstellung einer Bilddokumentation der isolierten 

Actinomyceten 

 

Während der Bearbeitungszeit wurden 14 Arbeitsgruppenbesprechungen 

durchgeführt. 

 

Die verantwortliche Leitung des Projektes lag bei Herrn Dr. Gabrio, 

Regierungspräsidium Stuttgart, Landesgesundheitsamt. 
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Seitens des Umweltbundesamtes wurde das Projekt von Frau Dr. Szewzyk 

wissenschaftlich begleitet. 

 

1.2 Actinomyceten/Actinobacteria  
Actinobacteria gehören innerhalb der Domäne Eubacteria zur phylogenetischen 

Gruppe der Gram-positiven Prokaryonten mit einem hohen Guanin-Cytosin-Gehalt (> 

55%) im Genom (Madigan, 2001; Goodfellow, 1989, Ensign, 1992). Die Klasse 

Actinobacteria wurde 1997 von Stackebrandt et al. vorgeschlagen, um der großen 

morphologischen Diversität der bis zu diesem Zeitpunkt auch als „Actinomyceten“ 

bezeichneten Bakteriengruppe Rechnung zu tragen. In diesem Bericht wird der 

Begriff „Actinomyceten“ auf alle Bakterien angewendet, die der taxonomischen 

Klasse Actinobacteria angehören.  

Actinomyceten sind heterotrophe, überwiegend aerobe Bakterien, die in ihren 

morphologischen, physiologischen und cytochemischen Eigenschaften stark 

variieren. Zur Klasse der Actinobacteria werden die fünf morphologisch und 

physiologisch sehr heterogenen Ordnungen Acidimicrobiales, Rubrobacterales, 

Coriobacterales, Bifidobacteriales und Actinomycetales gezählt. Die Ordnung der 

Actinomycetales setzt sich bereits aus mehr als 150 verschiedenen Gattungen, wie 

Streptomyces, Nocardia und Mycobacterium zusammen (um nur wenige 

ausgewählte Beispiele zu nennen), die zum Teil sehr unterschiedliche Ausprägungen 

koloniemorphologischer Merkmale aufweisen. Innerhalb der Klasse der 

Actinobacteria reicht die morphologische Diversität von Kokken bzw. kokkoiden 

Zellen bis hin zu komplexen mycelialen Strukturen. Viele Actinomyceten sind in der 

Lage, ein Substratmycel auszubilden, dessen verzweigte Hyphen während des 

Wachstums die Agaroberfläche erreichen können und feste, ledrig erscheinende 

Kolonien bilden (Ensign, 1992, Madigan, 2001; Albrecht und Kämpfer, 2000; Jäckel 

und Kämpfer, 2003). Aufgrund der Ausbildung eines fädig verzweigten Geflechts von 

Filamenten bzw. Pseudohyphen (Mycel, Pseudomycel, Ø 0,5-2,0 µm, undefinierter 

Länge) entstand die frühere Bezeichnung „Strahlenpilze“. Diese wird auch heute 

noch fälschlicherweise genutzt und führt damit zur Verwechslung von 

mycelbildenden Actinomyceten mit Schimmelpilzen. Bei einigen Arten erheben sich 

freie Mycelstränge aus den Oberflächenkolonien in den Luftraum (Luftmycel), 

wodurch ihr häufig charakteristisches pulvriges bzw. samtiges 

koloniemorphologisches Bild in Erscheinung tritt. Viele Actinomyceten vermehren 
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sich durch die Ausbildung und Verbreitung von Sporen. Dabei wachsen zunächst die 

vegetativen Hyphen zu langen Filamenten aus, die zu Sporophoren (Sporenträger) 

umgebildet werden. An diesen Sporophoren reifen durch Differenzierung der 

Fragmente Sporen, die an die Luft freigesetzt werden. Zur Identifizierung der 

Actinomyceten dienten noch bis vor einigen Jahren koloniemorphologische 

Merkmale, wie das dichte, verschiedengestaltige und farbige Luft- und 

Substratmycel, sowie die Form und Stellung der Sporen (Ensign, 1992; Cross,1989).  

Eine große Rolle bei der Unterscheidung von Actinomyceten spielen cytochemische 

Merkmale, die oft auch als „chemotaxonomische Eigenschaften“ bezeichnet werden. 

Die Gattungen innerhalb der Actinomyceten werden aufgrund ihrer Zell/ 

Zellwandbestandteile in vier Gruppen unterteilt. Die Hauptunterscheidungskriterien 

sind einerseits das Vorkommen der Diaminopimelinsäure (LL-isomer, meso-, ohne 

DAP) in der Zellwand, und andererseits das Vorhandensein bestimmter 

Zellwandzuckermoleküle (Xylose, Arabinose, Madurose, Galactose, Rhamnose) 

(Lechevalier, 1989).  

Zu den weiteren wichtigen Eigenschaften vieler Actinomyceten zählt deren Fähigkeit, 

Sekundärmetabolite zu produzieren. Einzelne Vertreter dieser Klasse produzieren 

zum Beispiel Chloramphenicol, Polyene, Makrolide, Tetrazykline oder 

Aminoglycoside wie Streptomycin und Neomycin (Kämpfer, 2006). Weiterhin ist seit 

langem bekannt, dass einige Actinomyceten Toxine als Stoffwechselprodukte 

produzieren. Streptomyceten zählen zu den bekanntesten potentiellen Produzenten 

von antibiotischen und/oder toxischen Wirkstoffen (Puder, 1998). In Bezug auf die 

Bildung toxischer Stoffe sowie pathogenen Eigenschaften benennt die Kommission 

für Arbeitsschutz und Normung (Danneberg und Driesel, 1999) die Gattungen 

Actinomyces, Mycobacterium, Frankia, Dermatophillus, Nocardia, Rhodococcus, 

Streptomyces, Micromonospora, Gordona, Tsukamurella und Actinomadura als 

gesundheitlich relevant. Einige Arten der Gattungen Streptomyces oder 

Saccharopolyspora können chronische Infektionssyndrome und allergische 

Reaktionen hervorrufen. Untersuchungen von Kagen et al. (1981) sowie Lacey und 

Crook (1988) zeigten, dass Streptomyces albus, Saccharopolyspora rectivirgula u.a. 

eine Exogen Allergische Alveolitis (EAA; Hypersensitivitätspneumonitis; 

immunologisch vermittelte, entzündliche Lungenparenchymerkrankung; 

Farmerlunge) auslösen können. Ebenso beschreiben Minder und Nicod (2005) eine 

mögliche Hypersensitivitätspneumonitis durch wiederholte Inhalation von 
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Mikroorganismen, wie z.B. Saccharopolyspora rectivirgula und Mycobacterium 

immunogenum. Weiterhin wurden von Mc Neil und Brown (1994) verschiedene 

Nocardia Spezies, z.B. N. asteroides als gesundheitlich relevant eingestuft. Diese 

können sowohl im tierischen als auch im menschlichen Organismus Infektionen 

hervorrufen.  

Actinomyceten sind ubiquitär verbreitet und leben zumeist saprophytisch, d.h. sie 

ernähren sich von totem Material und kommen überall dort vor, wo organisches 

Material abgebaut wird. Die Produktion vieler extrazellulärer Enzyme (Cellulasen, 

Hemicellulasen, Chitinasen, Amylasen und Proteasen) ermöglicht ihnen, 

Makromoleküle wie Lignin, Cellulose, Pektin, Keratin, Chitin, Stärke und aromatische 

Verbindungen abzubauen (Fritsche, 1998; Korn-Wendisch und Kutzner, 1992; 

Ensign, 1992). Die hohe Toleranz gegenüber Temperatur und pH-Wert, die Fähigkeit 

bei hohen Salzkonzentrationen zu wachsen, sowie eine große Vielseitigkeit bei der 

Nutzung unterschiedlicher Substrate ermöglicht z.B. Spezies der Gattungen 

Streptomyces und Nocardiopsis, sich in nährstoffarmen Baumaterialien mit 

wechselndem Feuchtigkeitsgrad zu vermehren (Peltola, 2001a). Ebenso stellen 

Rintala et al. (2002) fest, dass Spezies der Gattung Streptomyces auf totem 

Pflanzenmaterial, Müll, Wurzeln aber auch auf toten Pilzhyphen wachsen. Daher ist 

es plausibel, dass z.B. Streptomyces Spezies in der Lage sind, auf der Oberfläche 

von Baumaterialien zu wachsen. Sie können direkt aus dem Material stammende 

Nährstoffe, den organischen Staub auf dem Material und andere Mikroorganismen 

(Pilze), die dieses Material besiedeln, verwerten. Bei ausreichendem 

Substratangebot, Feuchtigkeit und Wärme (zum Teil durch die mikrobielle Aktivität 

erzeugt), kommt es zu einem starken Wachstum der Mikroorganismen und einer 

reichen Sporenbildung (Kutzner und Kempf, 1996). Aufgrund der hohen Toleranz 

gegenüber Trockenheit und Wärme können die Sporen vieler Spezies über die Luft 

verbreitet werden (Danneberg und Driesel, 1999). Die Fähigkeit vieler Actinomyceten 

austrocknungsresistente Sporen zu bilden, lässt darauf schließen, dass es unter 

entsprechenden Bedingungen zu einer Freisetzung von Sporen aus kontaminiertem 

Baumaterial z.B. in die Innenraumluft kommt. 
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1.2.1 Actinobacteria in Baumaterialien/Innenräumen mit Feuchteschäden mit 
potentieller gesundheitlicher Relevanz 

Ausgehend von der ubiquitären Verbreitung, der Sporenbildung bei vielen Vertretern, 

sowie der potentiellen Fähigkeit toxische Stoffe zu produzieren, tritt die Erforschung 

der bakteriellen Diversität in Baumaterialien, sowie in Innenräumen mit 

Feuchteschäden verstärkt in den Vordergrund wissenschaftlicher Untersuchungen. 

Bisherige Studien bei Feuchteschäden beschränkten sich weitestgehend auf die 

Erforschung vorliegender Schimmelpilzbelastungen, wobei zunächst eine 

Gefährdung durch mit Schimmelpilzen vergesellschaftete Mikroorganismen 

unberücksichtigt blieb. Jedoch konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass mit 

Schimmelpilzen befallene Materialproben auch Bakterien - sehr häufig 

Actinomyceten - enthielten (Lorenz et al., 2003a, Lorenz und Kroppenstedt, 2003b, 

Hyvärinen et al., 2002, Peltola, 2001a). 

 

Bereits im Jahr 1970 deuten Untersuchungen von Schaal (1970) darauf hin, dass 

den Actinomyceten im Zusammenhang mit Baumaterialien und einer möglichen 

gesundheitlichen Relevanz eine besondere Bedeutung zukommt. So berichtete 

Schaal über Nocardia-Infektionen bei Patienten eines Krankenhauses und dem 

Auftreten von Nocardia farcinica im Abrissstaub des Nachbargebäudes. Im Jahr 

1991 beschrieb Schaal Infektionen mit Nocardia farcinica in einer Klinik. Dieser 

Bakterienstamm wurde im Vorraum zum OP nachgewiesen, ohne dass die 

tatsächliche Quelle ermittelt werden konnte. 

Toxikologische Untersuchungen mit Maus-Makrophagen (in-vitro), sowie im 

Mausmodell (in-vivo) ergaben, dass Bakterien wie Streptomyces californicus, 

Streptomyces anulatus und Mycobacterium terrae, isoliert aus Baumaterialien bzw. 

aus Innenraumluft nach Feuchteschäden, Entzündungsreaktionen und zytotoxische 

Effekte hervorrufen können (Jussila et al., 2001, 2002, Roponen et al., 2001 und 

Hirvonen et al., 1997, 2005). Untersuchungen mit Streptomyces californicus und 

Mycobacterium terrae an menschlichen Makrophagen- und Lungenzelllinien konnten 

diese Ergebnisse bestätigen (Jussila et al., 1999, Huttunen et al., 2001, 2003). In 

einer weiteren Studie wurden in 23 % der Proben aus Baumaterialien nach 

Feuchteschäden Mycobakterien, die prinzipiell die Fähigkeit besitzen, 

Entzündungsreaktionen hervorzurufen, nachgewiesen (Torvinen et al. 2006). 
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Weiterhin wurde im Staub einer Kindertagesstätte die toxische Verbindung 

Valinomycin nachgewiesen. Als Produzent konnte ein aus diesem Gebäude isolierter 

Streptomyces griseus Stamm identifiziert werden (Andersson et al., 1998). Ebenso 

konnten Mehrer et al. (2003) bei fünf Actinomyceten-Stämmen aus Baumaterialien 

die Bildung von Substanzen mit signifikanter zelltoxischer Wirkung auf 

Schweinenierenzellen nachweisen. 

 

1.3 Zielstellung 
Epidemiologische Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen 

Feuchteschäden/Schimmelpilzbefall im Innenraum und gesundheitlichen 

Beschwerden. Es konnten allerdings bislang keine kausalen Zusammenhänge 

zwischen dem Vorkommen von Schimmelpilzen und den Krankheitssymptomen 

nachgewiesen werden. Auf den feuchten Materialien im Innenraum wachsen aber 

nicht nur Schimmelpilze sondern auch andere Mikroorganismen wie Bakterien und 

Protozoen. Insbesondere Actinomyceten – Bakterien, die teilweise wie 

Schimmelpilze in Fäden wachsen und Sporen bilden – wurden immer wieder 

nachgewiesen.  

 

Da viele Actinomyceten als Toxinproduzenten bekannt sind (siehe 1.2), sollte 

untersucht werden, wie häufig Actinomyceten in Innenräumen vorkommen und ob 

bestimmte Arten besonders dominieren. Eine Exposition durch Actinomyceten im 

Innenraum kann auf einem Befall von Baumaterialien oder 

Einrichtungsgegenständen mit Actinomyceten beruhen. Durch die Isolierung und 

Differenzierung der in den unterschiedlichen Feuchteschadensfällen (16 

Wohnungen) auftretenden Actinomyceten sollten die für Innenraumschäden 

charakteristischen Actinomyceten ermittelt werden.  

 

Darüber hinaus sollten erste Untersuchungen zur gesundheitlichen Relevanz der 

häufigsten Actinomyceten (anhand toxikologischer Zelltests) durchgeführt werden. 

Dabei sollten sowohl die aus den Materialproben isolierten Actinomyceten als auch 

die Eluate der Materialproben getestet werden. Das toxische Potenzial der Eluate 

aus den Materialproben wurde an Schweinenierenzellen (SK-Zellen) getestet. Die 

immuno-toxische Wirkung der Actinomyceten wurde in vitro an Bronchialepithelzellen 

(A 549) und an Immunzellen (Makrophagen, RAW 264.7) untersucht. 
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Geprüft werden sollte bei ausgewählten Objekten auch, ob und in welchem Maße die 

in der befallenen Materialprobe dominant vorliegenden Actinomyceten auch in der 

Luft nachgewiesen werden können. Außerdem war von Interesse, ob eine 

Korrelation von Feuchteschäden und den assoziierten Actinomyceten-Arten sowie 

den parallel auftretenden Schimmelpilzen vorliegt.  

 

Für die Praxis war es von besonderer Bedeutung, ein robustes Verfahren zur 

Isolierung und anschließenden Differenzierung von Actinomyceten aus Material- und 

Luftproben zu entwickeln und zu validieren. Vorrangige Aufgabe dabei war, 

einerseits die Nährmedien zu ermitteln, mit denen möglichst alle in der Probe 

vorliegenden Actinomyceten-Arten isoliert werden können. Andererseits sollten die 

Nährmedien ausgewählt werden, auf denen sich die morphologischen Merkmale der 

Actinomyceten am besten ausprägen. Bei der Auswahl der Nährmedien war ein 

Kompromiss zu finden zwischen einer Vielzahl von Nährmedien, mit denen sehr viele 

verschiedene Actinomyceten-Arten mit unterschiedlichen morphologischen 

Merkmalen erfasst werden können und der Notwendigkeit, sich für die Praxis auf 

eine überschaubare Anzahl von Nährmedien zu beschränken, um eine 

Vergleichbarkeit zwischen den Laboren sicherzustellen. Um die Auswahl der für die 

Kultivierung zu verwendenden Medien zu unterstützen, wurde die Diversität der 

Actinomyceten auf den unterschiedlichen Nährmedien molekularbiologisch mit Hilfe 

eines SSCP – Fingerprints („Single Strand Conformation Polymorphism“) untersucht.  

 

Die Auswahl der Nährmedien schloss die Festlegung der Kultivierungsbedingungen 

und des Hemmstoffes zur Unterdrückung des Schimmelpilzwachstums mit ein. Der 

auszuwählende Hemmstoff sollte das Wachstum von Schimmelpilzen möglichst 

unterdrücken, das Wachstum der Actinomyceten und die Ausprägung ihrer typischen 

morphologischen Merkmale aber nicht beeinträchtigen. Da die Ausprägung der 

morphologischen Merkmale von der Zusammensetzung und der Zubereitungsart der 

Nährmedien abhängig ist, war zu prüfen, wie die Gleichwertigkeit der Nährmedien für 

alle Verbundpartner sichergestellt werden kann. Die Beschreibung der 

morphologischen Merkmale der Actinomyceten beruht oft auf subjektiven 

Wahrnehmungen und ist von den konkreten Wachstumsbedingungen sowie vom 

Wachstumszustand abhängig. Durch die Erstellung eines Dokumentationsblattes und 
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eines gemeinsamen Trainings wurde sichergestellt, dass eine hohe Vergleichbarkeit 

bei der Beschreibung der morphologischen Merkmale der Actinomyceten durch die 

einzelnen Verbundpartner gegeben war.  

 

Für die Differenzierung der isolierten Actinomyceten war zu prüfen, welche 

biochemischen Untersuchungsverfahren (Bestimmung der Diaminopimelinsäure, des 

Fettsäurespektrums usw.) bezüglich ihrer Aussagekraft und ihrer Praktikabilität zur 

weiteren Charakterisierung der Actinomyceten am geeignetsten sind. Diese 

Verfahren sollten möglichst auch in Routineuntersuchungen anderer Labore 

anwendbar sein.  

 

Es war davon auszugehen, dass eine eindeutige Identifizierung der Actinomyceten 

auf der Basis morphologischer Merkmale und biochemischer 

Untersuchungsmethoden nicht möglich ist. Folglich waren molekularbiologische 

Analysen der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der isolierten Actinomyceten notwendig, 

um zumindest eine eindeutige Identifizierung auf der Gattungsebene zu ermöglichen.  

 

Vergleichend zu den kultivierungsbasierten Nachweismethoden sollte durch 

kultivierungsunabhängige Verfahren untersucht werden, ob sich in den 

Materialproben Actinomyceten befinden, die nicht kultivierbar sind und damit bei der 

Verwendung von kultivierungsbasierten Methoden nicht nachgewiesen werden 

können. Dazu sollte eine Klonierung zur Untersuchung der Diversität der 

Actinomyceten in den Materialproben durchgeführt werden. Hierbei war die Auswahl 

geeigneter Primersysteme entscheidend, einerseits zur Erstellung einer 

Klonbibliothek und andererseits für ein Screening der Klon-Kolonien auf die 

Zugehörigkeit zu den Actinomyceten. Die Analyse der vorkommenden 

Actinomyceten-Gattungen sollte auf der Basis der 16S rRNA-Gen-Sequenzen 

erfolgen.  

 

Nach Etablierung der Analysenverfahren sollten in mindestens 15 Innenräumen von 

Actinomyceten befallene Baumaterialien untersucht werden, um die bei 

Innenraumschäden vorliegenden wichtigsten Actinomyceten-Gattungen bzw. -arten 

zu bestimmen.  
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1.4 Planung und Ablauf des Vorhabens 
Das Projekt „Untersuchungen zum Vorkommen und zur gesundheitlichen Relevanz 

von Bakterien in Innenräumen“ wurde als Verbundprojekt von 6 Partnern bearbeitet. 

Die Planung des Projektes erfolgte in einer 2004 etablierten informellen 

Arbeitsgruppe „Actinomyceten im Innenraum“. An dieser Arbeitsgruppe beteiligten 

sich neben den Verbundpartnern noch Herr Dr. Degen (Bayerisches Institut für 

Angewandte Umweltforschung und -technik GmbH (BIfA), Augsburg), Herr Prof. Dr. 

Kroppenstedt (DSMZ Braunschweig), Frau Dr. Tesseraux (UMEG Karlsruhe) und 

Herr Prof. Dr. Zeeck (Universität Göttingen).  

 

Die Ziele des Projektes wurden gemeinsam in dieser Arbeitsgruppe abgestimmt und 

formuliert. Mit einem Statuskolloquium „Isolierung und morphologische Identifizierung 

von Actinomyceten“ vom 26.01 bis 28.01.2005 im Leibniz-Institut für Naturstoff-

Forschung und Infektionsbiologie e.V., Hans-Knöll-Institut in Jena wurde nach 

Bewilligung des Vorhabens durch den Projektträger die Arbeit an dem Vorhaben 

begonnen. Dieses Kolloquium diente dazu, den Stand des Wissens auf dem Gebiet 

des morphologischen und biochemischen Nachweises der Actinomyceten 

zusammenzufassen und die Arbeit zwischen den einzelnen Verbundpartnern 

aufzuteilen. An diesem Kolloquium nahmen als wissenschaftliche Berater Frau Dr. 

Rintala, National Public Health Institute, Kuopio, Finnland und Herr Dr. Wink, Sanofi-

Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt teil. 

 

Es wurde festgelegt, dass die Probennahme und deren Dokumentation vom Institut 

Dr. Lorenz – Institut Innenraumdiagnostik, Düsseldorf vorgenommen wird. Die 

Isolierung der Actinomyceten und deren morphologischer und biochemischer 

Nachweis sollte durch das Hans-Knöll-Institut, Jena, das LGA, Stuttgart und die 

Umweltmykologie, Berlin erfolgen. Die Form der Aufarbeitung der Proben sowie ein 

Formblatt zur Dokumentation der Isolate wurden abgestimmt. Außerdem wurde 

festgelegt, in welcher Form die isolierten Actinomyceten zu konservieren sind. Die 

Partner einigten sich darauf, dass in der Anfangsphase die Isolierung der 

Actinomyceten parallel von allen Verbundpartnern durchgeführt wird und dass das 

Hans-Knöll-Institut, Jena aufgrund seiner langjährigen Erfahrung die von den 

verschiedenen Partnern isolierten und beschriebenen Actinomyceten zusammenführt 

und jeweils einen Stamm für die weitere molekularbiologische Differenzierung 
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auswählt. In der Vorphase (bis zur 4. Probe) sollte die Isolierung der Actinomyceten 

auf Actinomyceten-Agar, Gauze-Agar, BHI-Agar (bei 28 °C und 37 °C) und CM-Agar 

erfolgen und die Identifizierung auf ISP-3-Agar, ISP-2-Agar, M 79-Agar und BHI-

Agar. Nach Abschluss der Vorphase einigte man sich darauf, die Isolierung der 

Actinomyceten auf Gauze-Agar, BHI-Agar, CM-Agar und die Identifizierung der 

Myzelbildner auf ISP-3-Agar und der nicht-myzelbildenden Actinomyceten auf BHI-

Agar vorzunehmen (s. 2 .3.1). Den Projektteilnehmern wurde es freigestellt, 

zusätzlich weitere Nährmedien zur Isolierung und Identifizierung der Actinomyceten 

zu nutzen.  

Die Bereitstellung der Nährmedien erfolgte durch das LGA, Stuttgart.  

 

Die molekularbiologischen Untersuchungen sollten von der Universität Gießen in 

Zusammenarbeit mit dem Umweltbundesamt erfolgen. Die Universität Aachen 

übernahm die Aufgabe, die Schimmelpilze in den Materialproben zu bestimmen. 

Außerdem wurde die Universität Aachen und das Institut Dr. Lorenz – Institut 

Innenraumdiagnostik damit beauftragt, erste orientierende Untersuchungen zur 

gesundheitlichen Wirkung von Actinomyceten an ausgewählten Zelllinien 

vorzunehmen.  

 

Vom 30.06. bis 01.07.2006 fand ein zweiter Workshop „Actinomyceten-Exposition 

und toxische Effekte“ im LGA statt. Ziel des Workshops war es, gemeinsam mit 

renommierten Wissenschaftlern aus Deutschland den Stand des Wissens auf diesem 

Gebiet zu erarbeiten und eine Strategie für die Durchführung der vorgesehenen 

toxikologischen Untersuchungen abzustimmen. Zuerst stellten Herr Prof. Dr. Zeeck, 

Herr Prof. Dr. Fiedler (Universität Tübingen) und Frau Dr. Sattler (HKI Jena) den 

Wissensstand zum Thema „Toxische Wirkung von Actinomyceten aus der Sicht der 

Naturstoffforschung“ vor. Danach trug Herr Prof. Schaal (Institut für Medizinische 

Mikrobiologie und Immunologie der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität 

Bonn) die „Pathogene Wirkung von Actinomyceten“ vor. Erste Erfahrungen über „in-

vitro-Modellversuche zur Untersuchung der gesundheitlichen Wirkung von 

Actinomyceten“ wurden von Herrn Prof. Dr. Gareis (Max-Rubner-Institut, Institut für 

Mikrobiologie und Toxikologie, Kulmbach), Herrn Dr. Prof. Shakibaei (LMU 

München), Herrn Dr. Lorenz und Herrn Prof. Dr. Fischer dargestellt. Frau Dr. Grummt 

(Umweltbundesamt), Frau Prof. Dr. Hornberg (Fakultät für 
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Gesundheitswissenschaften, Universität Bielefeld) und Herr Dr. Wiesmüller (Institut 

für Hygiene und Umweltmedizin des Universitätsklinikums Aachen) erläuterten aus 

toxikologischer und umweltmedizinischer Sicht daraufhin „Mögliche Modelle zur In-

vitro-Untersuchung der gesundheitlichen Wirkung von Actinomyceten und sinnvolle 

Endpunkte für diese Untersuchungen unter dem Aspekt der Exposition über den 

Innenraum“. Anschließend berichtete Frau Dr. Rintala über die „Untersuchungen zur 

gesundheitlichen Wirkung von Actinomyceten in Finnland“. „Analytische Aspekte 

bezüglich der Abschätzung der Exposition durch Actinomyceten, deren 

Stoffwechselprodukte und Zellbestandteile“ wurden von Herrn Dr. Wink vorgestellt. In 

der Abschlussdiskussion wurde gemeinsam versucht zu klären, welche in-vitro-

Modelle für die orientierenden Versuche zur Untersuchung der gesundheitlichen 

Wirkung von Actinomyceten in dem Verbundprojekt genutzt werden sollten. Die 

Beiträge der teilnehmenden Experten wurden in einem Tagungsband 

zusammengefasst.  

 

Während des Workshops stimmten sich die Verbundpartner auch endgültig 

dahingehend ab, künftig den Actinomyceten-Agar (28 °C), den Gauze-Agar (28 °C) 

und den BHI-Agar (bei 28 °C und 37 °C) mit Zusatz von Natamycin als Nährmedien 

zur Isolierung der Actinomyceten zu verwenden. Für die morphologische 

Differenzierung wurden folgende Nährmedien ohne Fungizidzusatz ausgewählt: ISP-

2-Agar, ISP-3-Agar, M 79-Agar und BHI-Agar.  

 

Ein dritter Workshop vom 24.11. bis 25.11.2006 an der Universität Gießen stand 

unter dem Thema „Molekularbiologische Identifizierung von Actinomyceten“.  

Zur Fokussierung der Arbeiten wurde anlässlich dieses Treffens beschlossen, dass 

nach der Aufarbeitung der 6. Probe die Isolierung und deren morphologische 

Beschreibung nur noch von einem Partner vorgenommen wird. Dies war möglich, da 

die bisherigen Versuche in den unterschiedlichen Laboratorien grundsätzlich 

vergleichbare Ergebnisse erbracht hatten. Der Schlüssel der künftigen 

Probenverteilung wurde festgelegt. 

 

Die Verbundpartner trafen sich in regelmäßigen Abständen, um sich gegenseitig 

über den Bearbeitungsstand des Projektes zu informieren und den Fortgang der 

weiteren Arbeiten abzustimmen. In Vorträgen informierten einzelne Projektmitglieder 
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auf wissenschaftlichen Tagungen über methodische Aspekte bei der Isolierung und 

Bestimmung von Actinomyceten. 

 

Aufgrund des hohen Arbeitsaufwandes, insbesondere bei der molekularbiologischen 

Identifizierung der Actinomyceten, war es erforderlich, das Projekt kostenneutral vom 

01.05.08 bis zum 30.09.2008 zu verlängern. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Auswahl von Objekten und Probenahmestellen 

Ziel des Projektes war es, u.a. einen möglichst breiten Überblick darüber zu erhalten, 

welche Actinomyceten im Zusammenhang mit relevanten Feuchtigkeitsschäden  

Innenräumen auftreten können. Um diesem Ziel möglichst nahe zu kommen, wurde 

versucht, die vermutlich einflussreichsten Parameter in einer möglichst umfassenden 

Bandbreite zu erfassen. 

 

Einfluss auf das Wachstum bestimmter Actinomyceten in Innenräumen haben 

insbesondere die Temperatur, die Feuchtigkeitsverhältnisse, der pH-Wert, das 

Schadensalter, das Probenmaterial und auch die Organismenquelle (z.B. 

Gebäudeteile mit oder ohne Kontakt zum Erdreich). Bei den entnommenen 18 

Proben aus 16 Gebäuden war es nicht möglich, statistisch abgesicherte Ergebnisse 

zu allen Parametern zu erhalten. Es wurde jedoch angestrebt, Aussagen darüber 

machen zu können, ob die Materialien, Temperatur und Feuchte einen Einfluss auf 

die Zusammensetzung der Actinomycetenpopulation haben. 

 

Zu Beginn des Projektes wurden folgende Parameter-Kombinationen (= PK) definiert 

(Tab.1), mit dem Ziel, zu jeder PK mindestens ein passendes Objekt zu finden. 

 

Tab. 1: Definiten der Parameterkombination 

Temperatur Feuchtigkeit Schadensalter Parameterkombination 

sehr alt (viele Jahre) PK1 
dauerhaft hoch 

jünger als 1 Jahr PK2 

sehr alt (viele Jahre) PK3 

Gering  
(Kellertemperatur)
< 17 °C schwankend oder 

niedrig jünger als 1 Jahr PK4 

sehr alt (viele Jahre) PK5 
dauerhaft hoch 

jünger als 1 Jahr PK6 

sehr alt (viele Jahre) PK7 

„Hoch“ 
(Raumtemperatur) 
oder schwankend schwankend oder 

niedrig jünger als 1 Jahr PK8 
 

Der Parameter pH-Wert wurde bei der Vorauswahl nicht berücksichtigt, sondern erst 

nach der Probenahme ermittelt. 
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Die Auswahl der Parameter entspricht in der Praxis folgenden Schadensarten: 

PK1: Altbau-Keller mit Durchfeuchtung von außen. 

PK2: Neubau-Keller mit mangelhafter Gebäudeabdichtung. 

PK3: Altbau-Keller mit funktionierender Gebäudeabdichtung, aber 

Kondensationseffekten im Sommer. 

PK4: „Neubau“-Keller mit raumseitiger Wärmedämmung und Kondensationseffekten 

im Sommer. 

PK5: Alter Schaden in den oberen Etagen, z.B. im Bereich der Sanitäranlagen. 

PK6: Junger Schaden in den oberen Etagen. 

PK7: Alter Kondensationsschaden in den oberen Etagen. 

PK8: Junger Kondensationsschaden oder Schaden mit geringer oder schwankender 

Freisetzung von Feuchtigkeit in den oberen Etagen. 

 

Es wurden im Rahmen der Projektlaufzeit folgende Objekte zur Probenahme 

ausgewählt (Tab. 2). 

 

Tab. 2: Charakterisierung der Objekte 
 

Ob-
jekt 
-Nr. 

Alter 
(Bau-
jahr) 

Schadensstelle /  
-ursache /  
-alter 

Temperatur Feuchtigkeit PK
* 

   Vermutet gemessen vermutet gemessen  

01 1900 
KG, Außenwand / 
Abdichtung / 
Viele Jahre 

< 17 °C 
(Keller) 9,9 °C dauerhaft 

hoch 100 % 1 

02 1982 

UG, Außenwand/ 
vermutlich 
hygrothermische 
Effekte /  
jünger als 2 Jahre 
(Einbau raumseitiger 
Dämmung) 

< 17 °C 
(Schaden 
auf der 
kalten 
Seite der 
Dämmung) 

13-15 °C 

schwankend, 
vor allem im 
Sommer 
hoch  

40 – 60 % 4 

03 1980 
UG, Schlafzimmer / 
Rohrschaden /  
jünger als 2 Jahre 

< 17 °C 
(Fußboden 
im UG) 
 

16,9 °C  

dauerhaft 
hoch seit 
Rohrschad
en / 
95,2 % 

2 

04 1954 

Kinderzimmer, 1. OG/ 
hygrothermische 
Effekte / 
vermutlich alt 

mindestens 
zeitweise > 
17 °C  

16,8 °C schwankend 
 59,7 % 7 

05 1971 
EG, Bad / 
Rohrschaden /  
alt 

> 17 °C 20,4 °C ehemals 
hoch 65,5 % 5 

06 1971 

EG Küche / Schaden 
im Bad /  
Alt 
 

> 17 °C 21,9 °C ehemals 
hoch 88,3 % 5 
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Ob-
jekt 
-Nr. 

Alter 
(Bau-
jahr) 

Schadensstelle /  
-ursache /  
-alter 

Temperatur Feuchtigkeit PK
* 

   Vermutet gemessen vermutet gemessen  

07 
Unbe-
kannt, 
Altbau 

Küche, 1. OG, 
Außenwand / 
Fassadenrisse / 
vermutlich alt 

> 17 °C  21,1 °C schwankend 99,7% 7 

08 1991  

DG, Flur / 
undichte Stelle im 
Duschbereich / 
vermutlich jünger als 
2 Jahre 

> 17 °C 
 19,0 °C dauerhaft 

hoch 97,9%  6 

09 1920 

EG, Schlafzimmer-
Außenwand / 
aufsteigende Feuchte 
oder hygrothermisch / 
sehr alt (viele Jahre) 

< 17 °C 14,7 °C niedrig oder 
schwankend 72,1 % 3 

10 vor 
1800 

EG, Bad, / 
aufsteigend oder 
Schornstein /  
sehr alt (viele Jahre) 

> 17 °C 
 18,8 °C dauerhaft 

hoch 82,9 % 5 

11 60er 
Jahre 

Kinderzimmer – 
Innenwand / vermutl. 
Abflussschaden / 
vermutlich jünger als 
2 Jahre 

> 17 °C 21,2 °C eher niedrig 66,8%  8 

12 1934 

1.OG, Kinderzimmer, 
Außenwand, / 
Fassadenschaden /  
jünger als 2 Jahre  

zeitweise 
 > 17 °C 

24,3 – 24,8 
°C 
(Sommer) 

schwankend  93,7 - 96,7 
% 8 

13 2005  
EG, Büros, 
Fußboden / 
Abdichtung/Neubau 

< 17 °C 
(unter 
Dämmung) 

20,1-21,1 
°C anfangs hoch 

Anfangs 
93% später 
39% ** 

6 

14 1960 
UG, Wäschekeller / 
Abdichtung /  
älter als 2 Jahre 

< 17 °C 22,1 °C 
dauerhaft 
hoch 
 

95,9 % 5 

15 1900 
UG, Kellerraum / 
Abdichtung /  
sehr alt 

< 17 °C 15,7 °C dauerhaft 
hoch 

90,2 % 
 5 

16 ca. 
1900 

UG, Keller, 
Außenwand / 
Abdichtung / 
sehr alt 

< 17 °C 15-17 dauerhaft 
hoch > 90 % 1 

 
* Die Einstufung erfolgte nicht allein aufgrund der Vermutungen, sondern unter Berücksichtigung der 
Messwerte und der Schadensursache und evtl. auch unter Berücksichtigung des Schadensverlaufes, 
soweit dies bekannt ist. 
** Es handelt sich um einen Schaden mit sehr hohen Mengen an Feuchtigkeit während der 
Schadensentwicklung. Bei der Probenahme für dieses Projekt war zwischenzeitlich bereits die 
Ursache beseitigt und eine technische Trocknung durchgeführt. Zur Schadensbeschreibung wurde 
deshalb der Zustand vor Ursachenbeseitigung zu Grunde gelegt. 
PK = Parameterkombination  
 

Für jede Parameter-Kombination wurde somit mindestens ein Objekt bzw. eine 

Schadensart gefunden. 
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2.2 Beschreibung der Probenahmestellen  
Für jedes Objekt wurde ein Probenahmedatenblatt mit Angaben zur 

Objektbeschreibung, zu gesundheitlichen Problemen der Bewohner, zur 

Probenahme und zum Probenversand sowie zu den Ergebnissen der Feuchtigkeits- 

und Temperaturmessungen erstellt (siehe Anhang). 

 

2.2.1 Probenahme, Transport und Lagerung der Materialproben 
In den ausgewählten Objekten bzw. Schadensbereichen wurden Materialproben, 

sowie in den ersten Objekten Luftkeimmessungen und dort, wo es gestattet wurde, 

Luftpartikelsammlungen durchgeführt. 

Durchgeführte Luftkeimmessungen sind den Objektdatenblättern zu entnehmen 

(siehe Anhang). 

Die Materialproben wurden mit gereinigtem Werkzeug (Wischdesinfektion) aus dem 

jeweiligen Bauteil entnommen. Die Proben wurden sofort in dichte Behältnisse 

verpackt. Schüttmaterial wurde in jeweils neuen unbenutzten Glasbehältern verpackt, 

die komplett gefüllt wurden. KMF-Dämmmaterial oder Styropor wurde in Aluminium-

Folie verpackt. Soweit händisch gearbeitet werden musste, wurden Nitrilkautschuk-

Einweghandschuhe getragen. 

Am Tag der Probenahme wurden die Proben über Nacht im Laborkühlschrank 

aufbewahrt. 

Jeweils am Tag nach den Probenahme wurden die Materialien zerkleinert. Putz 

wurde zerstoßen und Styropor oder Dämmwolle mit einem Messer in kleine Teile 

zerschnitten. Danach wurden die zerkleinerten Materialien in einem Glasbehälter 

durch 10minütiges Schütteln vermischt. 

Das zerkleinerte und vermischte Material wurde mit der Laborwaage gewogen und je 

nach Gesamtmenge gleiche Teile für alle Projektpartner, die vom jeweiligen Material 

Proben erhalten sollten, abgewogen.  

Die abgewogenen Teilproben wurden in Aluminiumfolie und diese wiederum in einer 

beschrifteten Kunststofftüte verpackt und noch am gleichen Tag an die 

Projektpartner verschickt. 

Rückstellmaterial wurde im Laborkühlschrank aufbewahrt. 
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2.2.2 Probenahme, Transport und Lagerung der Luftproben  
Die Luftkeimessungen wurden mit einem Impaktor der Fa. Merck (MAS 100) 

durchgeführt. Es wurden zur Sammlung Nährmedien eingesetzt, die im LGA 

hergestellt und dem Institut für Innenraumdiagnostik zugeschickt wurden. 

Im 1. und 2. Objekt wurden jeweils 2 x 4 Nährböden mit jeweils 100 l beaufschlagt. 

im 3. und 4. Objekt zusätzlich jeweils 2 x 4 Nährböden mit 200 l. 

Die Luftprobenahmen erfolgten in den gleichen Räumen, in denen die 

Materialproben entnommen wurden. 

 

Zur Sammlung luftgetragener Partikel mittels Filtration wurde eine 

Probenahmepumpe der Fa. Holbach eingesetzt. An diese Pumpe wurde ein mit 

Polycabonatfiltern bestückter Probenhalter angeschlossen. Die Pumpe und der 

Probenhalter wurden vom LGA zur Verfügung gestellt.  

Zwischen Filterhalter und Pumpe wurde ein Gaszähler zur Ermittlung der 

angesaugten Luftmenge installiert. 

Wegen der starken Geräuschentwicklung waren Langzeitmessungen nicht in jedem 

Objekt möglich. Auch wurde in Einzelfällen eine Langzeitmessung von den 

Bewohnern nicht gewünscht, u.a. auch weil es keine Möglichkeit gab, zum 

gewünschten Zeitpunkt die Geräte abzuholen. 

 

Die Laufzeit der Pumpen war aus logistischen Gründen, aber auch wegen der zum 

Teil durch die Bewohner vorgegebenen Zeitbegrenzung der Probenahme 

unterschiedlich, was zur Folge hatte, dass das gesammelte Luftvolumen zwischen 

4,85 m3 bis 46,4 m³ schwankte. 

 

2.2.3 Messungen im Zusammenhang mit der Probenahme 
Es wurde sowohl elektronisch wie auch mit Indikatorpaper der pH-Wert der 

Materialien im Labor gemessen. 

 

Vor Ort wurden mittels hygroskopischer Messung die Temperatur und die relative 

Feuchtigkeit im Bauteil an der Stelle, an der die Materialprobe entnommen wurde, 

ermittelt. Es wurde hierbei ein Messgerät der Fa. Ahlborn mit einem Temperatur- 

Feuchtefühler eingesetzt. 
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Es sollten auch mittels Datenloggern Langzeit-Raumklimamessungen durchgeführt 

werden. Dies war jedoch nur in den Objekten 1 und 2 möglich, da in anderen 

Objekten die Sanierung bereits erfolgt war, ein Auszug bevorstand oder es andere 

Hindernisse gab. Deshalb wurde schließlich auf diese Messungen verzichtet. 

In den Objekten 1 und 2 erfolgten die Langzeitmessungen mittels Datenlogger von 

Gann. 

 

In Objekt 1 ergab die hygrothermische Messung einen Feuchtewert von 100%. Aus 

diesem Grund wurde ergänzend eine gravimetrische Messung durchgeführt. Hierbei 

wird das Material unmittelbar nach der Probenahme gewogen und anschließend bei 

15 °C so lange getrocknet bis kein Gewichtsverlust mehr auftritt. Der Gewichtsverlust 

wird auf das Gewicht der Trockensubstanz bezogen und als Materialfeuchte in % 

angegeben. 

 

2.3 Kultivierungsabhängige Analysen 
Die Proben wurden von folgenden Verbundpartnern aufgearbeitet, quantifiziert und 
so weit als möglich identifiziert:  
 

Probe Bearbeitet durch 

01 Putz LGA, Umweltmykologie, Hans-Knöll-Institut, 
Universität-Gießen, RWTH Aachen  

01 Luft LGA, Universität-Gießen 

02 Dämmwolle LGA, Umweltmykologie, Hans-Knöll-Institut, 
RWTH Aachen 

02 Luft  LGA 

03 Styropor LGA, Umweltmykologie, Hans-Knöll-Institut, 
RWTH Aachen 

03 Luft LGA  

04 Dämmwolle LGA, Umweltmykologie, Hans-Knöll-Institut, 
RWTH Aachen 

04 Luft  LGA 

05 mineralische Schütte LGA, Umweltmykologie, Hans-Knöll-Institut 

06 Wandputz LGA, Umweltmykologie, Hans-Knöll-Institut 

07 Wandputz LGA 

08 Putz LGA  

09 Putz Umweltmykologie 
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3.1.2.5.2 Micromonospora 
Aus der Gattung Micromonospora wurden insgesamt fünf Isolate aus drei Materialproben 

(02, 11 und 12A) gewonnen, die sich vor allem durch ihr orangefarbenes Substratmyzel 

ähnelten. Nur zwei der fünf Isolate bilden ein Cluster (12A-Be-011 und 12A-Be-019), 

während die übrigen Isolate weit verstreut zwischen den Referenzstämmen liegen. In  

Abb. 12 sind die Koloniemorphologien von 14 Tage alten Kolonien auf CASO-, M79- und 

Gauze-Agar dargestellt. Die Kulturen waren zu Beginn orange gefärbt und wurden im Alter 

schwarz. Die Sporen wurden einzeln auf kurzen Stielen gebildet (vergl. Abb. 13 und 14). 

 

 
Abb. 12: Koloniemorphologien von 14 Tage alten Kolonien auf CASO-, M79- und Gauze-
Agar 
 

 
Abb. 13: Abb. 14: 
Micromonospora-Kolonie (12A-Be-001) Myzel mit Einzelsporen (M79) 
(M79) 
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3.1.2.5.3 Nocardia 
Alle untersuchten Nocardia-Isolate bildeten Luftmyzel. Die Luftmyzelbildung wurde im 

Vergleich zu anderen Actinomyceten-Gattungen weniger durch das verwendete 

Nährmedium beeinflusst. Eine schwache Luftmyzelbildung wurde jedoch für Isolate aus 

der Verwandtschaft von Nocardia carnea bei der Verwendung von Actinomyceten-Agar 

festgestellt (vergl. unter Einfluss von Nährmedien 3.1.2.3). Insgesamt wurde ein gutes 

Koloniewachstum und eine gute Luftmyzelbildung auf CASO- und M79-Agar festgestellt. 

Das radiale Koloniewachstum auf Gauze-Agar war dagegen reduziert, aber auch auf 

diesem Nähragar wurde eine Luftmyzelbildung beobachtet (Abb. 15). 10 Referenzisolate 

wurden durch die molekularbiologische Differenzierung der Art Nocardia carnea 

zugeordnet. Dabei fällt auf, dass die Referenzisolate in zwei Subcluster aufgeteilt wurden. 

In der Abb. 16 sind jeweils drei CASO-Agar-Petrischalen dieser Isolate dargestellt. In der 

Abb. 15 (Isolat 03-St-014 bzw. 11-Je-002) und auch im Kulturenvergleich in Abb. 16 wird 

deutlich, dass die Kulturen des einen Subclusters (07-Be-006, 08-St-007, 03-St-022, 03-

St-014, 14-Be-019 und 05-St-015) heller sind als die leicht gelblichen Kulturen des 

anderen Subclusters (11-Je-002, 12-Be-002, 06-Be-019 und 12A-Be-004).  

Von den 15 Isolaten, die zur Stammbaumberechnung verwendet wurden, lagen 10 Isolate 

sehr dicht an der Vergleichskultur Nocardia carnea. Alle 10 Isolate stimmen darüber 

hinaus mit typischen morphologischen Merkmalen von Nocardia carnea überein. Die 

Isolate von N. carnea bilden eine vergleichsweise langsam wachsende Kultur mit weißem 

Luftmyzel. Im Luftmyzel bildeten sich viele Sporenketten durch Fragmentation und das 

Substratmyzel war mäßig weich (vergl. Abb. 17 und 18). Die übrigen 5 Isolate gehören in 

unterschiedliche Verwandtschaftscluster und wiesen Kolonieunterschiede auf (vergl.  

Abb. 15, Referenzisolate 01-Gi-010 und 01-Gi-008 ).  
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Abb. 15: Koloniemorphologien von 14 Tage alten Nocardia-Kolonien auf CASO-, M79- und 

Gauze-Agar 

 

 
Abb. 16: Petrischalen von 14 Tage alten Nocardia-Isolaten auf CASO-Agar 
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Abb.: 17 Abb. 18 
Nocardia carnea (12A-Be-005) (M79) Myzel mit Sporenketten (M79) 
 

3.1.2.5.4 Nocardioides 
Für die Mehrzahl der festgestellten Isolate der Gattung Nocardioides wurde keine 

Myzelbildung beschrieben. Die Luftmyzelbildung ist stark vom Nährmedium abhängig 

(vergl. unter Einfluss von Nährmedien 3.1.2.3). Es wurden unterschiedliche Kolonietypen, 

die beigefarbene bis gelbliche Farbtöne aufweisen, festgestellt. Typisch für die Kulturen 

war eine weiche Konsistenz und eine starke Fragmentierung des Substratmyzels (siehe 

Abb. 19 und 20). 

 

 
Abb. 19: Abb. 20: 
Nocardioides-Kolonie (M79) Zerfallenes Substratmyzel (M79) 
 

Aufgrund der makroskopischen Koloniecharakteristika könnten Verwechslungen mit 

„nackten“ Streptomyceten, Lentzea, Amycolalotopsis oder Promicromonospora auftreten. 

Allerdings können Streptomyceten aufgrund ihres Substratmyzelwachstums und 

Amycolalotopsis, Lentzea sowie Promicromonospora zumindest aufgrund des 

Zellwandbestandteils LL-DAP von Nocardioides abgegrenzt werden. 
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3.1.2.5.5 Nocardiopsis 
Die Mehrzahl der erfassten Nocardiopsis-Isolate bildeten auf den verwendeten 

Nährmedien ein üppiges Luftmyzel, dessen Bildung nur wenig durch das verwendete 

Nährmedium beeinflusst wurde (vergl. Einfluss von Nährmedien 3.1.2.3).  

Typische Merkmale von Nocardiopsis-Kolonien sind ein üppiges, leicht watteartiges, im 

Zentrum etwas bauschiges Luftmyzel sowie ein relativ dichtes Substratmyzel, das häufig 

nur zum Teil vom Luftmyzel überwachsen wird, sodass ein Substratmyzelhof um die 

Kolonie entsteht. Ein typisches mikroskopisches Merkmal ist die „Zick-Zack“- Form von 

Myzelien, bevor diese in Einzelzellen fragmentieren (vergl. Abb. 21 und 22). 

 

 
Abb. 21: Abb. 22: 
Nocardiopsis-Kolonie (09-Be-001) (M79) Nocardiopsis-Kolonie; “Zick-Zack”-Myzel (M79) 
 

Von 19 für die Stammbaumberechnung verwendeten Isolaten bilden 3 ein Cluster mit 

einer näheren Verwandtschaft zu N. tropica (Abb.23), 5 mit einer näheren Verwandtschaft 

zu N. dassonvillei subsp. albirubida bzw. zu N. dassonvillei subsp dassonvillei (Abb. 24), 

und 6 Isolate mit einem nahen Verwandtschaftsverhältnis zum Referenzstamm N. 

synnematoformans (Abb. 25). Die Abb. 23, 24 und 25 verdeutlichen, dass eine gute 

kolonietypische Unterscheidung zwischen den Referenzisolaten der verschiedenen 

Cluster nicht möglich ist und dass sowohl Übereinstimmungen als auch Unterschiede 

zwischen den Referenzisolaten eines Clusters bestehen. Weiterhin war auch das 

mikroskopische Bild dieser Referenzisolate ähnlich. Neben den Referenzisolaten in den 

beschriebenen Clustern traten weitere Isolate auf, die anders als bei den meisten anderen 

Gattungen, zerstreut zwischen den übrigen Referenzstämmen liegen. Einzelne dieser 

Isolate haben besondere Auffälligkeiten wie z.B. die Bildung von rotem Substratmyzel und 

Exsudat (Isolate 09-Be-005 Abb. 23). Andere Einzelfunde (z.B. 02-Gi-014) bilden ein 

feineres Substratmyzel, aber auf den verwendeten Nährmedien kein Luftmyzel. Insgesamt 



 97 

kann die Gattung Nocardiopsis bei typischem Erscheinungsbild relativ gut gegenüber 

anderen Gattungen und insbesondere auch gegen Streptomyces abgegrenzt werden. 

Schwierigkeiten ergaben sich vor allem bei Isolaten mit geringem Luftmyzel. Bei derartigen 

Isolaten konnte in vielen Fällen allerdings auch die typische Zick-Zack-Fragmentierung im 

Substratmyzel beobachtet werden. Darüber hinaus konnte aufgrund des 

Zellwandbestandteils meso-DAP zumindest gegenüber der Gattung Streptomyces eine 

klare Abgrenzung erfolgen.  

 
Abb. 23: 21 Tage alte Referenzisolate. 09-Be-005 mit Ähnlichkeiten zum Referenzstamm 
N. umidischolae und die übrigen drei Isolate 05-Be-061, 06-St-002 und 06-Be-005 mit 
Assoziation zu N. tropica auf CASO-, M79- und Gauze-Agar 

 
Abb. 24: 21 Tage alte Petrischalen der Referenzisolate 06-St-023 und 07-St-010 mit 
Assoziation zum Referenzstamm N. dassonvillei subsp. dassonvillei bzw. der Isolate 05-
St-001 und 05-Be-009 zu N. dassonvillei subsp. albirubida auf CASO-, M79- und Gauze-
Agar 
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Abb. 25: 21 Tage alte Referenzisolate mit Assoziation  zu dem Referenzstamm 
Nocardiopsis synnemataformans auf CASO-, M79- und Gauze-Agar 
 

 
3.1.2.5.6 Promicromonospora  
Die in den Materialien aus Feuchteschäden festgestellten Isolate der Gattung 

Promicromonospora zeichneten sich dadurch aus, dass sie auf den in der Untersuchung 

verwendeten Nährmedien kein Luftmyzel bildeten (vergl. Einfluss von Nährmedien 

3.1.2.3), die Kolonieoberfläche in der Regel in Falten geworfen ist und das Substratmyzel 

bereits nach kurzer Zeit in kleine Zellen zu fragmentieren beginnt (vergl. Abb. 26 und 27). 

Die für die Stammbaumberechnung verwendeten Isolate zeigten Unterschiede in ihrer 

Färbung und zum Teil in ihrer Wachstumsgeschwindigkeit. Es konnten jedoch keine 

typischen „Morphotypen“ erkannt werden. 

Andererseits sind die morphologischen Eigenschaften und das Fehlen der DAP-

Komponenten für eine grobe Abgrenzung von Promicromonospora-Isolaten gegenüber 

anderen Actinomyceten relativ gut geeignet und konnten auch in der vorliegenden Studie 

in vielen Fällen richtig durchgeführt werden.  
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Abb. 26: Abb. 27: 
Promicromonospora-Kolonie(12B-Be-004) Promicromonospora-Kolonie (M79) 
Substratmyzel (M79) zerfallenes Substratmyzel 
 

3.1.2.5.7 Pseudonocardia 
Das Koloniewachstum der Pseudonocardia-Isolate wird im Vergleich zu vielen anderen 

Actinomycetengattungen nur mäßig durch das Kultivierungsmedium beeinflusst (vergl. 

unter Einfluss von Nährmedien 3.1.2.3). Unter den verwendeten Nährmedien wurden die 

charakteristischsten Kulturen auf CASO-Agar beobachtet. Auf diesem Nährmedium 

können die in der Untersuchung isolierten Pseudonocardia-Kulturen aufgrund ihres 

Koloniewachstums und ihrer Färbung bereits gut makroskopisch erkannt und gegenüber 

anderen Isolaten abgegrenzt werden.  

Typische Merkmale der erfassten Pseudonocardia-Arten sind: 

- relativ langsames Wachstum (2-4 mm in 3 Wochen) 

- Kulturoberfläche weiß-grau-rosa 

- Rückseite braun 

- auf Primärplatten haben die Kolonien sehr häufig eine dreieckige bis vieleckige 

Form/Umgrenzung (vergl. Abb. 28). 

Zusätzlich können mikroskopische Merkmale herangezogen werden: 

- häufige Bildung von verdickten Zellen (Sporen) im Substrat- und Luftmyzel (vergl. 

Abb. 29) 

- das Luftmyzel fragmentiert häufig in Sporenketten 
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Abb. 28: Abb. 29: 
Kleine Kulturen von Pseudonocardia Verdickte Zellen (Sporen) im 
mit Begleitflora (CASO) Substratmyzel (CASO) 
 

Die Stammbaumberechnung mit den festgestellten Pseudonocardia-Isolaten ergab drei 

Cluster, bei denen die Isolate auf gleichem Niveau liegen (vergl. Anhang 

Stammbaumberechnung Pseudonocardia).  

Cluster 1 enthält die vier Referenzisolate 02-Gi-001, 13A-St-013, 02-Gi-013 und 13A-St-

005. 

Cluster 2 enthält die vier Referenzisolate 03-St-010, 14-Be-001, 12B-Be-005 sowie 06-St-

015 und  

Cluster 3 enthält die zwei Referenzisolate 07-Be-018 und 12A-Be-017. 

Im Umfeld des Clusters 3 sind noch weitere Referenzisolate angeordnet, die allerdings 

kein Cluster darstellen: 02-Je-014, 02-Gi-015, 09-Be-008, 04-St-002, 14 –Be-003 und 15-

Je-008. 

Die Merkmalsausprägungen der verschiedenen Cluster unterscheiden sich in  

- der Bildung von Pigmenten 

- der Oberflächenstruktur der Kolonien 

- der Bildung von Sporen im Luftmyzel 

In den Abb. 30 und. 31 sind die Ober- und Unterseiten von 16 Referenzisolaten, die auch 

für eine Stammbaumberechnung herangezogen wurden, zusammengestellt. 

In den Abb. 34 und 35 sind die Kolonieoberflächen und die Luftmyzelien von 16 

Referenzisolaten im Detail dargestellt. 
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Abb. 30: Kolonien (von der Oberseite aufgenommen) von 16 Referenzisolaten der Gattung 

Pseudonocardia (CASO-Agar) 
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Abb. 31: Kolonien (von unten aufgenommen) von 16 Referenzisolaten der Gattung 

Pseudonocardia (CASO-Agar) 

 



 103

 
Abb. 32: Details der Kolonien von 16 Referenzisolaten der Gattung Pseudonocardia 
(CASO-Agar) 
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Abb. 33: Abbildung der Luftmyzelien von 16 Referenzisolaten der Gattung 

Pseudonocardia (CASO-Agar) 
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Abb. 34: Sporen im Luftmyzel von Referenzisolat 13A-St-013  (CASO-Agar) 

 

 
Abb. 35: Auffällige Sporen bzw. Sporenketten im Luftmyzel von Referenzisolat 02-Je-014  
(CASO-Agar) 
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3.1.2.5.8 Saccharopolyspora 
Die Mehrzahl der festgestellten Isolate bildete kein oder ein sehr spärliches Luftmyzel aus.  

Von den 13 Isolaten, die zur Stammbaumberechnung verwendet wurden, bildeten 11 

Isolate ein Cluster. Die Isolate dieser Gattung bilden innerhalb von 2 Wochen in der Regel 

kein Luftmyzel. In Abb. 36 sind aus diesem Cluster zwei Referenzisolate (06-St-012 und 

12A-Be-006) sowie zwei weitere, weit außerhalb des Clusters angeordnete 

Referenzisolate (02-Je-011 und 02-Gi-003) auf verschiedenen Nährmedien dargestellt. 

Die Abbildung verdeutlicht, dass die Kulturen der verschiedenen Referenzisolate zwar 

Unterschiede aufweisen, aber eine Unterscheidung in diesem frühen Stadium schwierig 

ist. In älteren Kulturen kann es zur Bildung von Luftmyzel kommen, allerdings tritt die 

Luftmyzelbildung nicht immer auf und kann auch zwischen den Kulturen eines Clusters 

sehr unterschiedlich sein. In Abb. 37 ist das Referenzisolat 06-St-012 nach der Isolierung 

dargestellt. Es ist zu erkennen, dass unter den gegebenen Bedingungen ein üppiges 

Luftmyzel gebildet wurde  

 

Abb 36: 14 Tage alte Referenzisolate 06-St-012 und 12A-Be-006 sowie 02-Je-011 und 02-
Gi-003 auf CASO-, M79- und Gauze-Agar 
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Abb. 37:Saccharopolyspora mit Luftmyzelbildung (06-St-012) (BHI-Agar) 

 

Entsprechend der geringeren Luftmyzelbildung vieler Isolate konnte nur für wenige Isolate 

die typische Sporenbildung im Myzel beobachtet werden (siehe Abb. 38). 

 

 
Abb. 38: Sporenkette von Saccharopolyspora (BHI-Agar) 

 

Die morphologische Zuordnung der Isolate war nicht möglich, da Isolate ohne Luftmyzel 

denen anderer Gattungen sehr ähnlich waren. Gegenüber „nackten“ Streptomyceten 

sowie Promicromonospora konnten die Isolate aufgrund des Zellwandbestandteils meso-

DAP abgegrenzt werden. Isolate, die Luftmyzel bildeten, waren denen von Nocardiopsis 

und Nocardia ähnlich. 

 

3.1.2.5.9 Streptomyces 
Typisch ist eine Kolonie mit starker Luftmyzelbildung und Sporenbildung in den Farbtönen 

weiß, grau, gelbgrün (siehe Abb. 39). Im mikroskopischen Bild sind gerade oder spiralige 

Sporenketten erkennbar (siehe Abb. 40). 
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Abb. 39:  Abb. 40:  
Streptomycetes-Kolonie Sporenketten von Streptomycetes (M79) 
(09-Be-010) (M79) 
 

Unter den festgestellten Streptomycetenisolaten waren neben solchen mit üppigem 

Luftmyzel auch solche, die praktisch kein Luftmyzel und Sporenketten auf den 

verwendeten Nährmedien bildeten. Die Intensität der Luftmyzelbildung konnte bei typisch 

wachsenden Isolaten nur wenig durch das eingesetzte Nährmedium beeinflusst (vergl. 

Nährmediumvergleich 3.1.2.3) werden. Allerdings konnte auch bei den so genannten 

„nackten“ Streptomyceten durch die Verwendung unterschiedlicher Nährmedien keine 

wesentliche Luftmyzelbildung induziert werden.  

Weniger typische Streptomyceten-Isolate mit geringer Luftmyzelbildung können 

makroskopisch den Kulturen von Pseudonocardia sp. (Abb.41) und solche mit intensiver 

weißer Luftmyzelbildung denen von Nocardiopsis sp. ähnlich sehen (Abb. 42). In 

derartigen Fällen konnten erste Zuordnungen anhand des mikroskopischen Bildes erreicht 

werden, wenn z. B. Sporenketten gebildet wurden. 

 

 
Abb. 41: Streptomyces mit ungewöhnlich begrenztem Wachstum und wenig Luftmyzel auf 
M79-Agar (morphologische Ähnlichkeit zu Pseudonocardia-Isolaten)  
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Abb. 42: Streptomyces  mit viel Luftmyzel auf M79-Agar (morphologische Ähnlichkeit zu 
Nocardiopsis-Isolaten)  
 

Bei der makroskopischen Zuordnung der Isolate traten insbesondere dann Probleme  

auf, wenn die Isolate kein Luftmyzel, aber ein gelbes Substratmyzel bildeten und daher 

zumindest makroskopische Ähnlichkeiten zu Nocardia sp. vorhanden waren (siehe  

Abb. 43). Auch andere Isolate ohne Luftmyzel mit unregelmäßiger Oberfläche und 

gelblichen Farbtönen konnten makroskopisch gegenüber anderen Gattungen nicht 

differenziert werden (vergleiche Medienvergleich 3.1.2.3). 

 

 
Abb. 43: Streptomyces ohne Luftmycel auf M79-Agar (03-St-001-Luft) 

 

Typisch für derartige Streptomyceten ist eine matte Kolonieoberfläche in beige bis gelben 

Farbtönen. Die Kolonie wird aus einem dichten Substratmyzel gebildet, das häufig 

rechtwinklige Verzweigungen aufweist. In älteren Kolonien kommt es aufgrund eines 

verstärken Oberflächenwachstums zu Erhebungen in radialer Ausrichtung, die später 

aufbrechen können, sodass die oberen Zelllagen etwas aufblättern.  
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Eine sichere Bestimmung auf der Primärplatte ist allerdings nicht möglich, da z.T. 

untypische Amycolatopsis-, Nocardia- oder Nocardiopsis-Arten ein ähnliches 

makroskopisches Bild zeigen können. Wichtige Merkmalskombinationen der 

Streptomyceten zur Abgrenzung gegenüber diesen Gattungen ist die relativ zähe 

Koloniekonsistenz und der Zellwandbestandteil LL-DAP. 

Aufgrund der generellen Unsicherheit bei der morphologischen Zuordnung und einer 

fehlenden Überprüfbarkeit durch eine weitergehende molekularbiologische Differenzierung 

wurde auf eine Darstellung der unterschiedlichen Streptomycetentypen verzichtet. 

 

3.1.2.5.10 Isolate weiterer Gattungen  
Weitere Isolate wurden den Gattungen Rhodococcus, Brevibacterium, Mycobacterium, 

Micrococcus, Arthrobacter und Kocuria zugeordnet. Insgesamt wurden je Gattung weniger 

als 8 Referenzisolate festgestellt. Die Isolate dieser sechs Gattungen bilden mehr oder 

weniger runde Kolonien mit glatter Oberfläche in den Farben beige bis rot und bilden in 

älteren Kulturen stäbchenförmige oder coccoide Einzelzellen. Isolate der Gattung 

Rhodococcus bilden häufig eine leicht matte Oberfläche, einen etwas ausgefransten 

Kolonierand und ein geringes Myzelwachstum und können beim Auftreten dieser 

Merkmale gegenüber Vertretern der übrigen Gattungen unterschieden werden. Eine 

Differenzierung von Vertretern der Gattungen Rhodococcus, Brevibacterium und 

Mycobacterium gegenüber denen der Gattungen Micrococcus, Arthrobacter und Kocuria 

ist vor allem durch den Zellwandbestandteil meso-DAP möglich. Eine darüber 

hinausgehende Unterscheidung ist nur mit cytochemischen und molekularbiologischen 

Methoden möglich. 

 

3.1.2.6 Vergleich der detektierten Gattungen in den Materialproben (1-4) mit denen 
aus Luftproben (1-4)  

Die Luftproben (1-4) wurden mittels Impaktion in den jeweiligen Innenräumen gesammelt 

in denen die Materialproben (1-4) genommen wurden (siehe Anhang). Die Gewinnung der 

Isolate erfolgte wie in Abschnitt 2.3 beschrieben. Die hier dargestellte Zuordnung der 

Isolate auf Gattungsebene erfolgte einerseits anhand der 16S rRNA-Gen Sequenz (aus 

Materialproben und teilweise aus Luftproben), andererseits aufgrund morphologischer und 

biochemischer Parameter (Isolate aus Luftproben). In Tab. 17 sind die jeweils detektierten 

Gattungen aus den Material- sowie aus den Luftproben aufgeführt.  

 



 111

Tab. 17: Darstellung der detektierten Gattungen in Material- und Luftproben, sowie der 

übereinstimmenden Detektion  

nur in Materialproben 
detektierte Gattungen 

nur in den Luftproben 
detektierte Gattungen  

sowohl in Material- als auch 
in den Luftproben detektierte 
Gattungen 

Citricoccus Actinomadura Arthrobacter  
Mycobacterium Arsenicicoccus Amycolatopsis  
Corynebacterium Janibacter Brevibacterium  
Isoptericola Kytococcus Kocuria  
Jiangella  Micrococcus  
Nocardioides  Nocardia 
Kribbella  Nocardiopsis  
Ornithinicoccus  Pseudonocardia  
Microbacterium  Rhodococcus 
Promicromonospora  Saccharopolyspora 
Micromonospora  Streptomyces  
Tsukamurella   
 

In der Tabelle 17 (Spalte 3) sind zunächst nur die detektierten Gattungen, die in 

Materialproben und in Luftproben ermittelt wurden, aufgeführt. Bei dem Vergleich der 

detektierten Gattungen in den Material- und Luftproben muss jedoch beachtet werden, ob 

die ermittelte Gattung in der Material- und der dazugehörigen Luftprobe detektiert wurde 

oder in „nicht-korrespondierenden“ Proben. Dabei konnten in ca. 37% der Fälle die jeweils 

detektierten Gattungen sowohl in den Materialproben als auch in den dazugehörigen 

Luftproben nachgewiesen werden.  

Bei den 16S rRNA-Gensequenzen der vergleichbaren Isolaten konnte jedoch keine hohe 

Übereinstimmung detektiert werden, d.h. dass die isolierten Kulturen aus den 

Baumaterialien anhand der phylogenetischen Baumberechnungen der 16S rRNA-

Gensequenzen nicht mit denen aus den Luftproben übereinstimmen. Hierbei ist jedoch 

eine Verallgemeinerung problematisch, da für die detektierten Gattungen einerseits nicht 

alle Isolate (besonders die Isolate aus den Luftproben) bezgl. ihrer 16S rRNA Sequenz 

untersucht wurden und andererseits jeweils nur ein Referenzisolat eines 

koloniemorphologischen Typs analysiert wurde. 

 

3.1.3 Ergebnisse der „phylogenetischen“ Baumberechnung 
Die Ergebnisse der Berechnung der verschiedenen „phylogenetischen“ Bäume befinden 

sich im Anhang. 
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3.1.4 Chemotaxonomische Untersuchungen 
Chemotaxonomische Analysen wurden am HKI nur mit den Stämmen durchgeführt, die in 

Jena isoliert wurden. Ziel war zu prüfen, ob chemotaxonomische Untersuchungen für eine 

robuste und zuverlässige Identifizierung in Routineuntersuchungen anwendbar sind. 

Durch die Detektion der Isomere der Diaminopimelinsäure (LL- bzw. meso-DAP) wurden 

unbekannte Isolate zunächst in drei große Gruppen eingeteilt: In die Gruppe der 

Gattungen mit LL-DAP, mit meso-DAP und ohne DAP. 

 

Isolate mit LL-DAP  
Zu den myzelbildenden Actinomyceten mit LL-DAP in der Zellwand gehören die Gattungen 

der Familien Nocardioidaceae und Sporychthiaceae sowie die Familie Streptomycetaceae 

mit den Gattungen Streptomyces und Kitasatospora. Stämme der letztgenannten Gattung 

weisen sowohl LL- als auch meso-DAP auf. Vertreter dieser Gattungen besitzen 

vorwiegend die Menachinone MK-9(H6), MK-9(H8), MK-9(H4). Eine weitere Differenzierung 

zwischen diesen Gattungen ist nur unter Einbeziehung weiterer Merkmale wie z.B. der 

Phagensensibilität (Streptomyces – Kitasatospora) oder durch molekularbiologische 

Analytik möglich.  

Von den 31 Isolaten mit LL-DAP wurden 27 auf Grund der Morphologie und der 

chemotaxonomischen Analysen als Streptomyces sp. identifiziert. Bei 15 dieser 

Streptomyces-Isolate wurde eine Analyse des 16S rRNA-Gens durchgeführt und diese 

Zuordnung bestätigt, bei den übrigen 12 Isolaten wurde auf diese Analyse verzichtet. Auch 

die Fettsäureanalytik der 27 Streptomyces-Isolate bestätigte die Zuordnung zur Gattung 

Streptomyces (Tab. 18).  

Vier Isolate mit LL-DAP gehörten nicht zu den Streptomyceten: Das Isolat 03-Je-020 

wurde morphologisch und chemotaxonomisch als Nocardioides identifiziert, das Isolat 03-

Je-023 als Jiangella. Beide Zuordnungen wurden molekularbiologisch bestätigt. Bei Isolat 

15-Je-017 wurde das vermutete Taxon Kribella molekularbiologisch nicht bestätigt, dieser 

Stamm gehört ebenfalls zur Gattung Jiangella. Beide Gattungen wiesen das dominierende 

Menachinon MK-9(H4) auf, im Unterschied zu Kribella findet man bei Jiangella LL-DAP 

und Spuren meso-DAP in der Zellwand. In der MIDI-Datenbank sind beide Gattungen 

nicht vertreten, sodass die Fettsäureanalytik keine Identifizierung ermöglichte. Ein Isolat 

(03-Je-004) wurde nicht identifiziert, da die morphologischen und chemotaxonomischen 

Daten (LL-DAP, MK-8, MK-8(H2), Fettsäuremuster A, I, T) sowie die Untersuchung des 
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16S rRNA-Gens - aufgrund von Sequenzdaten geringer Qualität- keine Zuordnung 

erlaubten. 

 
Isolate mit meso-DAP ohne LL-DAP 
Vertreter mycelbildender Gattungen mit meso-DAP in der Zellwand weisen 

Menachinonmuster mit sowohl neun Isoprenoideinheiten [MK-9, MK-9(H2), MK-9(H4), MK-

9(H6) und MK-9(H8) in verschiedenen Verhältnissen], mit vorwiegend zehn 

Isoprenoideinheiten [MK-10(H4), MK-10(H6), MK-10(H2)], sowie auch Menachinonmuster 

mit unterschiedlicher Anzahl Isoprenoide mit gleichem Sättigungsgrad [MK-8(H4), MK-

9(H4), MK-10(H4) oder MK-8(H2), MK-9(H2)] auf. Zu ersterer Gruppe gehören die Vertreter 

der Gattungen Amycolatopsis, Prauserella, Lentzea sowie alle Gattungen der Familien 

Streptosporangiaceae und Thermomonosporaceae. Zur zweiten Gruppe gehören 

Micromonospora, Glycomyces und allen Gattungen der Familie Nocardiopsaceae, und zu 

letzterer gehören z.B. die Gattungen der Familie Pseudonocardiaceae. Wenige Gattungen 

sind eindeutig durch die Menachinonmuster zu erkennen, wie z.B. die Gattungen Nocardia 

bzw. Skermania, die das zyklische Menachinone MK-8(H4)cyclo aufweisen. Eine 

Unterscheidung zwischen diesen beiden Gattungen erfolgt unter Berücksichtigung aller 

morphologischen, chemotaxonomischen Daten und eindeutig auf molekularbiologischem 

Wege (Chun et al., 1997).  

 

Bei nicht mycelbildenden Isolaten mit meso-DAP ist die Analyse der Mycolsäuren wichtig 

für die Identifizierung. Das Vorkommen von Mycolsäuren ist ausschließlich bei den 

Gattungen mit meso-DAP von Bedeutung. Die Gattungen Corynebacterium, 

Mycobacterium, Rhodococcus können anhand der Kettenlänge der Mycolsäuren 

unterschieden werden (Collins et al., 1982) , andererseits besitzen Brachybacterium, 

Brevibacterium und Janibacter keine Mycolsäuren, können aber anhand der Menachinone 

[Brachybacterium MK-7, Brevibacterium MK-8(H2) MK-7(H2), Janibacter MK-8(H4)] 

unterschieden werden. 

 

Von den 26 Isolaten dieser Gruppe konnten aufgrund der chemotaxonomischen 

Ergebnisse 21 einer Gattung zugeordnet werden, die anderen 5 Isolate konnten dagegen 

nur einer Gruppe von Gattungen zugeordnet werden, da bei diesen Gattungen die 

untersuchten chemotaxonomischen Merkmale gleich sind (Tab. 19). Durch die 

Fettsäureanalytik mit Hilfe des MIDI-Systems konnten nur 4 Isolate identifiziert werden. 
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Die Identifizierung eines dieser 4 Isolate wurde durch die Analyse des 16S rRNA-Gens 

bestätigt. Ursache dafür sind fehlende Referenzeinträge in der MIDI-Datenbank. 20 Isolate 

dieser Gruppe wurden auf der Basis des 16S rRNA-Gens Gattungen zugeordnet, bei 14 

Isolaten stimmte die morphologisch-chemotaxonomische Zuordnung mit der 

molekularbiologischen überein.  

Micromonospora-Isolate wie z.B. 11-Je-005 sind oft allein anhand ihrer auffälligen 

Morphologie schon erkennbar (siehe 3.1.2.5.2). Andere Gattungen sind 

chemotaxonomisch allein nicht klar abgrenzbar, wie im Falle der Gattungen 

Brachybacterium, Brevibacterium, und Dermabacter (Isolate 11-Je-010, 15-Je-003, 15-Je-

013). Ebenso schwierig sind Isolate der Gattungen Saccharothrix, Amycolatopsis und 

Saccharopolyspora zu identifizieren. Eine eindeutige Zuordnung kann hier nur auf der 

Basis der Analyse der 16S rRNA-Gene erfolgen. Die Übereinstimmung der Zuordnungen 

zu Taxa aufgrund der morphologischen und chemotaxonomischen Daten verglichen mit 

den molekularbiologischen Daten war in dieser Gruppe schlechter als bei den Gattungen 

mit LL-DAP. 

 

Isolate ohne DAP 
Zu dieser Gruppe gehören hauptsächlich die asporogenen Gattungen mit pleomorph 

wachsenden Stäbchen bzw. Kokken. Es kommen vielfältige Variationen sowohl bei den 

Menachinonmustern als auch bei der diagnostischen Diaminosäure der Zellwand vor. Da 

die in Frage kommenden Diaminosäuren L-Lysin, L-Ornithin oder L-Diaminobuttersäure 

auch als Bestandteile von Peptiden des Zytoplasmas vorkommen, muss die Diaminosäure 

im Tetrapeptid des Peptidoglycans durch eine aufwändige Präparation der Zellwände 

nachgewiesen werden. 

Von allen analysierten Isolaten hatten 16 keine Diaminopimelinsäure in der Zellwand  

(Tab. 20). In dieser Gruppe war die Übereinstimmung zwischen der 

morphologischen/chemotaxonomischen und der molekularbiologischen Identifizierung 

ebenfalls eingeschränkter als bei der Gruppe mit LL-DAP. So stimmte die Identifizierung 

anhand der Fettsäuremuster und der Analyse des 16S rRNA-Gens bei keinem der Isolate 

überein. Das Isolat 02-Je-010, chemotaxonomisch als Arthrobacter sp. identifiziert, wurde 

durch die Fettsäureanalyse als Arthrobacter agilis identifiziert, die Untersuchung des 16S 

rRNA-Gens ergab eine Zugehörigkeit zu Citricoccus. Bei sieben Isolaten stimmte die 

morphologisch-chemotaxonomische Zuordnung mit der molekularbiologischen 

Identifizierung überein (Isolate der Gattungen Promicromonospora, Arthrobacter, 
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Microbacterium und Micrococcus). Innerhalb dieser Gruppe sind besonders die Gattungen 

Oerskovia, Cellulomonas, Isoptericola und Promicromonospora schwer zu unterscheiden, 

da sie sehr ähnliche Merkmale aufweisen. Das Isolat 11-Je-009 besitzt eine 

ungewöhnliche Kombination von Merkmalen: Lysin als Diaminosäure des Peptidoglycans, 

die Menachinone MK-9(H6), MK-9(H4), MK-8(H4) und myceliales Wachstum. Aufgrund des 

geringeren Wachstums konnten bisher weder ausreichend DNA für die Sequenzierung 

erhalten werden noch eine Gattungsdiagnose erfolgen. Die Isolate 04-Je-002 und 02-Je-

012 erwiesen sich als Staphylococcus-Isolate, die nicht zu den Actinomyceten gehören. 
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Tab18: Chemotaxonomische Merkmale der Isolate mit LL-DAP in der Zellwand 

Stamm-
nummer Koloniebeschreibung  Menachinone Fett-

säuren vermutetes Taxon*  Taxon MIDI** Taxon 16S r RNA-Gen*** 

01-Je-007 Mycel, RF MK-9(H6), MK-9(H4) I, A Streptomyces sp. (Typ 2) Streptomyces sp. ND 

01-Je-011 Mycel, RF MK-9(H6), MK-
9(H4), MK-9(H8) I, A, S Streptomyces sp. (Typ 2) Streptomyces griseus ND 

01-Je-012 Mycel, RF, lang MK-9(H4), MK-9(H6) A, S, I Streptomyces sp. (Typ 3) Streptomyces olivaceus ND 

01-Je-015 Mycel, RF, lang MK-9(H6), MK-9(H4) A, S, I Streptomyces sp. (Typ 3) Streptomyces scabiei ND 

01-Je-016 Mycel, S, RA MK-9(H6), MK-9(H8) A, I Streptomyces sp. (Typ 3) Streptomyces griseus ND 

01-Je-018 Mycel, RF MK-9(H6), MK-9(H4) A, I Streptomyces sp. (Typ 2) Streptomyces griseus ND 

01-Je-019 Mycel, RF MK-9(H4), MK-9(H6) I, A Streptomyces sp. (Typ 2) Streptomyces griseus ND 

01-Je-024 Mycel, S, RA MK-9(H6), MK-9(H4) A, I Streptomyces sp. (Typ 3) Streptomyces griseus ND 

01-Je-026 Mycel MK-9(H4), MK-
8(H2), MK-9(H6) A, S, I Streptomyces sp. Streptomyces scabiei Streptomyces 

03-Je-004 Kokken MK-8(H2), MK-8 I, A, T, 
OH-FS unbekannter Actinomycet no match ND 

03-Je-012 Mycel, RF MK-9(H6), MK-9(H4) A, I Streptomyces sp. (Typ 2) Streptomyces annulatus Streptomyces microflavus 

03-Je-015 Mycel, S, RA MK-9(H6), MK-
9(H4), MK-9(H8) A, I Streptomyces sp. (Typ 1) Streptomyces rochei ND 

03-Je-016 Mycel, S MK-9(H6) A, I Streptomyces sp. (Typ 1) Streptomyces (violaceusniger) Streptomyces sannanensis 

03-Je-017 Mycel, S MK-9(H6), MK-9(H8) A, I Streptomyces sp. (Typ 1) Streptomyces (violaceusniger) ND 

03-Je-020 unregelmäßige Filamente MK-8(H4) I, U Nocardioides albus no match Nocardioides albus 

03-Je-022 Mycel MK-9(H6), MK-9(H8) I, A Streptomyces sp. Streptomyces (violaceusniger) Streptomyces aculeolatus 
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Stamm-
nummer Koloniebeschreibung  Menachinone Fett-

säuren vermutetes Taxon*  Taxon MIDI** Taxon 16S r RNA-Gen*** 

03-Je-023 
fragmentierendes Mycel in 
unregelmäßige Stäbchen, 
Cluster 

MK-9(H4) A, I Jiangella sp. no match Jiangella ginsengisola 

04-Je-005 Mycel MK -9(H6), MK-
9(H8) I, A, S Streptomyces sp. Streptomyces sp. (cyaneus) Streptomyces sp. 

04-Je-006 Mycel, RA, RF MK-9(H6), MK-9(H8) A, I Streptomyces sp. (Typ 1) Streptomyces rochei Streptomyces sp. 

04-Je-007 Mycel, RA, RF MK-9(H6), MK-9(H4) A, I Streptomyces sp. (Typ 1) Streptomyces sp. (rochei) ND 

04-Je-008 Mycel, RA, RF MK-9(H6), MK-9(H8) A, I Streptomyces sp. (Typ 1) Streptomyces sp. (rochei) ND 

11-Je-003 Mycel MK-9(H6), MK-
9(H8), MK-9(H4) I, A, S Streptomyces sp. Streptomyces sp. (halstedii) Streptomyces  

11-Je-006 Mycel, lang MK-9(H8), MK-9(H6) I, A, T Streptomyces sp. Streptomyces (violaceusniger) Streptomyces 

15-Je-007 kräftiges Mycel mit einigen 
Verzweigungen MK-9(H6), MK-9(H4) I, A Streptomyces sp. Streptomyces (violaceusniger) Streptomyces 

15-Je-017 fragmentiertes Mycel MK-9(H4) A, I Kribella?? no match Jiangella  

15-Je-018 langes Mycel, fast 
unverzweigt MK-9(H4), MK-9(H6) A, I, S Streptomyces sp. Streptomyces sp. (halstedii) Streptomyces 

15-Je-019 verzweigtes Mycel MK-9(H6), MK-
9(H4), MK-10(H6) A, I Streptomyces sp. Streptomyces sp. (rochei) Streptomyces  

15-Je-021 dickes Mycel, etwas verzweigt MK-9(H6), MK-
10(H6) A, I Streptomyces sp. Streptomyces violaceusniger Streptomyces  

15-Je-022 langes glattes Mycel, fast 
keine Verzweigungen MK-9(H4), MK9(H6) A, I Streptomyces sp. Streptomyces rochei Streptomyces  

15-Je-033 verzweigendes Mycel, wellig, 
gekrümmt 

MK-9(H6), MK-
10(H6), MK-9(H4) A, I Streptomyces sp. Streptomyces violaceusniger Streptomyces  

15-Je-035 Mycel, lang, glatt, keine 
Verzweigung 

MK-9(H6), MK-
10(H6) A, S, I Streptomyces sp. Streptomyces sp. (halstedii) Streptomyces  

*Zuordnung nach morphologischen und chemotaxonomischen Markern, ** Identifizierung durch MIDI-Software, no match – keine Zuordnung zu Taxa, Taxa in Klammern 
– der Ähnlichkeitswert lag unter 0,3, *** Identifizierung anhand des 16S rRNA-Gens, ND – nicht untersucht, RA - Sporenketten retinaculum apertum, RF- Sporenketten 
rectiflexibiles, S- Sporenketten spiralig (Shirling and Gottlieb, 1966), Abkürzungen Fettsäuren: S - gradkettig, gesättigt, U – einfach ungesättigt, A - anteiso-methyl-
verzweigt, I - iso-methyl-verzweigt, T - 10-methyl-verzweigt (Tuberculostearinsäure), 2OH - 2 hydroxyliert  
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Tab. 19: Chemotaxonomische Merkmale der Isolate mit meso-DAP in der Zellwand 
Stamm-   
nummer Koloniebeschreibung  Menachinone Mycol-

säuren* 
Fett-

säuren vermutetes Taxon*  Taxon MIDI*** Taxon 16S r RNA-Gen**** 

11-Je-001 fragmentiertes Mycel MK-9(H4) - I, U, 2OH Amycolatopsis no match Amycolatopsis palatopharyngis 

11-Je-004 Mycel, relativ kompakt, z.T. 
Fragmente MK-9(H4) - I, S, U Amycolatopsis no match Amycolatopsis palatopharyngis 

03-Je-007 Mycel und Fragmente MK-9(H4),   
MK-8(H4) - I, U, S, T Amycolatopsis no match Amycolatopsis palatopharyngis, TS 

03-Je-013 Mycel und Fragmente MK-9(H4) - I, S, U Nocardiopsis sp. no match Amycolatopsis orientalis 

11-Je-010 Kokken MK-7, MK-8 - A Brachy-, Brevibacterium, 
Dermabacter? no match Brachybacterium 

15-Je-003 Kokkoide, groß,  MK-7, MK-8 - A, I, T Dermabacter no match Brachybacterium paraconglomeratum  

15-Je-013 Stäbchen, Kokken MK-7 - I, A, U Brachy-, Brevibacterium, 
Dermabacter? no match Brachybacteium paraconglomeratum 

01-Je-003 Stäbchen, Kokken MK-8(H2) - A Brevibacterium sp. Brevibacterium 
casei Brevibacterium 

02-Je-004 Stäbchen, Kokken MK-8(H2) - A Brevibacterium sp. Brevibacterium 
casei ND 

03-Je-002 Stäbchen, Kokken MK-8(H2) - A, I Brevibacterium sp. no match Brevibacterium antiquum 

11-Je-005 kompaktes Mycel MK-10(H6),   
MK-9(H4) - I Micromonospora no match  Micromonospora  

15-Je-009 Kurzstäbchen MK-9(H2) + S, U Mycobacterium no match Mycobacterium 

15-Je-005 Kurzstäbchen MK-9(H2) + U, S Mycobacterium no match 
(Gordona) Mycobacterium  

03-Je-019 unregelmäßige Stäbchen 
und Kokken MK-9(H2) + S, U Mycobacterium sp. no match Mycobacterium neglectum 

01-Je-025 fragmentiertes Mycel MK-8(H4) cyclo + S, U Nocardia sp. no match 
(Nocardia nova) Nocardia devorans 

11-Je-002 fragmentiertes Mycel MK-8(H4) cyclo + S, T Nocardia?/Skermania? no match Nocardia carnea 
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Stamm- 
nummer Koloniebeschreibung  Menachinone Mycol-

säuren* 
Fett-

säuren vermutetes Taxon**  Taxon MIDI*** Taxon 16S rRNA-Gen**** 

15-Je-015 fragmentiertes Mycel MK-8(H4) cyclo + S, T Nocardia sp. no match Nocardia cummidelens 

01-Je-021 fragmentiertes Mycel MK-8(H4) cyclo + S, T Nocardia sp. no match ND 

01-Je-023 fragmentiertes Mycel MK-8(H4) cyclo + S, U Nocardia sp. no match 
(Nocardia) ND 

02-Je-014 Mycel, dicke Fragmente MK-8(H4) - I Pseudonocardia sp. no match 
(Amycolata) Pseudonocardia 

15-Je-008 unregelmäßiges Mycel, 
Konglomerate MK-8(H4) - I Pseudonocardia  no match Pseudonocardia  

15-Je-001 unregelmäßige Stäbchen, 
Kokken MK-8(H2) + S, U Rhodococcus sp. no match Rhodococcus  

01-Je-005 unregelmäßige Stäbchen, 
Kokken MK-8(H2) + S, U Rhodococcus sp. Rhodococcus 

opacus ND 

01-Je-006 unregelmäßige Stäbchen, 
Kokken MK-8(H2) + S, U Rhodococcus sp. Rhodococcus 

opacus ND 

02-Je-011 Mycel, Fragmente MK-9(H4) - I, A, U no match Saccharopolyspora 

02-Je-013 Mycel, Fragmente MK-9(H4) - I, A, U 

Saccharothrix/Amycolatopsis/ 
Saccharopolyspora 

no match ND 

* + Mycolsäuren vorhanden, – keine Mycolsäuren vorhanden, **Zuordnung nach morphologischen und chemotaxonomischen Markern, *** Identifizierung durch 
MIDI-Software, no match – keine Zuordnung zu Taxa, no match mit Taxa in Klammern – der Ähnlichkeitswert lag unter 0,3, **** Identifizierung anhand des 16S 
rRNA-Gens, ND – nicht untersucht, Abkürzungen Fettsäuren: S - gradkettig, gesättigt, U – einfach ungesättigt, A - anteiso-methyl-verzweigt, I - iso-methyl-
verzweigt, T - 10-methyl-verzweigt (Tuberculostearinsäure), 2OH - 2 hydroxyliert 
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Tab. 20: Chemotaxonomische Merkmale der Isolate ohne DAP in der Zellwand 
Stamm- 
nummer Koloniebeschreibung Menachinone Fett-

säuren vermutetes Taxon*  Taxon MIDI** Taxon 16S r RNA-Gen*** 

01-Je-001 Stäbchen, Kokken MK-9(H2) A, I Arthrobacter sp. no match (Micrococcus) Arthrobacter sp. 

02-Je-010 Kokken MK-9(H2), MK-8(H2) A, I Arthrobacter / Micrococcus Arthrobacter agilis Citricoccus  

11-Je-011 Kokken MK-7, MK-8 A Arthrobacter sp., (nicotianae group) no match schlechte/fehlende 
Sequenz 

02-Je-008 Kokken, Tetraden, Cluster MK-8(H2), MK-7(H4) A, I coryneformer Actinomycet no match (Micrococcus) Micrococcus luteus 

04-Je-003 unregelmäßige Kokken, 
Cluster MK -8(H2), MK-7(H4) A, I Micrococcus sp. no match Micrococcus luteus 

03-Je-003 Kokkoide Stäbchen MK-13, MK-12 A, I Microbacterium sp. no match Microbacterium 
phyllosphaeraceae 

15-Je-027 kokkoid, 
kurzstäbchenförmig MK-11, MK-12 A, I Microbacterium no match Microbacterium  

15-Je-002 Kokkoide Kurzstäbchen MK-12, MK-13 A, I Microbacterium sp. no match Microbacterium  

03-Je-006 unregelmäßige Stäbchen 
und Kokken MK-9(H4) A, I Oerskovia sp. ? (Cellulomonas/ 

Promicromonospora/Isoptericola) no match Isoptericola variabilis 

15-Je-004 coryneforme Stäbchen, 
haufenförmig MK-9(H2), MK-9(H4), MK-8(H2) A ?? no match Isoptericola  

03-Je-001 Mycel unregelmäßige 
Fragmente MK-9(H4), MK-9(H6) A, I Promicromonospora no match Promicromonospora citrea 

15-Je-029 fragmentierende Hyphen, 
bis stäbchenförmig MK-9(H4), MK-9(H6) A, I Promicromonospora no match Promicromonospora  

15-Je-026 Kurzstäbchen bis 
fragmentiertes Mycel MK-9(H4) A, I Oerskovia, Cellulomonas  no match 

(Streptomyces) Oerskovia  

11-Je-009 kurze Stäbchen bis kurze 
Filamente MK-9(H6), MK-9(H4), MK-8(H4) I, A ??? no analysis schlechte/fehlende 

Sequenz 

04-Je-002 Kokken, einzeln, kurze 
Ketten, Cluster MK-7, MK-8 A, I, S Staphylococcus sp. no match ND 

02-Je-012 Kokken, Paare, Cluster MK-7, MK-8 A Staphylococcus sp. no match 
(Staphylococcus) ND 

Erläuterung siehe Tab 18 
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3.1.5. Bestimmung von Enzymmustern mit dem API-ZYM System 
Zu Beginn des Projektes wurden 33 Isolate mit den API-ZYM-Teststreifen mit dem 

Ziel untersucht, ob das Nährmedium, von denen die Stämme isoliert wurden, einen 

Einfluss auf die enzymatischen Leistungen der Stämme hat. Es wurden Isolate der 

Gattungen Amycolatopsis (3), Pseudonocardia (3) und Streptomyces (26) untersucht 

(s. Anhang). Besonders die Streptomyceten wiesen ein vielfältiges Enzymspektrum 

auf. Nur 10 Streptomyces-Isolate wiesen vier verschiedene Enzymspektren auf. Drei 

Isolate waren identisch in ihrer Esteraseaktivität, drei in ihrer α-

Galactosidaseaktivität, zwei in ihrer α- und β-Galactosidaseaktivität und zwei Isolate 

in ihrer Esterase- und Lipaseaktivität.  

Die drei Amycolatopsis- Isolate wurden von Gauze-Agar (2) bzw. Actinomyceten-

Agar isoliert. Die beiden Isolate vom Gauze-Agar unterschieden sich in 3 Enzymen. 

Alle bildeten die Enzyme Esterase, Lipase und Valine arylamidase, waren aber 

unterschiedlich bezüglich der Bildung der Esterase, β-Glucosidase und β-

Glucuronidase. 

Die drei untersuchten Pseudonocardia-Isolate waren in ihrer Enzymaktivität sehr 

ähnlich. Der von CM-Agar isolierte Stamm unterschied sich von den zwei von Gauze-

Agar isolierten in der fehlenden Bildung von β-Glucosidase.  

Da die Isolate sehr unterschiedliche Enzymmuster aufwiesen, die weder 

Rückschlüsse auf das Nährmedium zuließen noch eine eindeutige Gruppierung 

aufgrund des Taxons erlaubten, wurden diese Tests nicht weitergeführt.  

 

3.2 Kultivierungsunabhängige Untersuchungen 
3.2.1 Klonierung 
Die Bearbeitung der Klone erfolgte wie in Abschnitt 2.4.4 beschrieben.  

Von insgesamt 1600 generierten Klonen aus 16 Proben konnten 694 16S rRNA Gen-

Inserts (45%) in die Klasse der Actinobacteria eingeordnet werden. Anhand der 

BLAST®-Suche wurden die analysierten Klonsequenzen 52 Gattungen der Klasse 

der Actinobacteria zugeordnet (Tab. 21). Eine weitere Einordnung der 16S rRNA-

Gen-Inserts war aufgrund der geringen Länge der Sequenzen nicht möglich.  
Insgesamt wurden jedoch Vertreter der Gattungen Amycolatopsis, Arthrobacter, 

Jiangella, Nocardioides, Promicromonospora, Pseudonocardia, Saccharopolyspora 

und Streptomyces am häufigsten detektiert. Bei 17 von 52 ermittelten Gattungen 

konnte jeweils nur ein Vertreter detektiert werden (Tetrasphaera, Stackebrandtia, 
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Saccharothrix, Propionibacterium, Patulibacter, Prauserella, Prauseria, 

Crustibacterium, Conexibacter, Agromyces, Aeromonas, Actinomyces, Kineococcus, 

Kocuria, Kribella, Georgenia, Goodfellowia). In Abb. 44 sind die in den Proben 

festgestellten Gattungen in der Reihenfolge der Proben aufsummiert dargestellt. 

Diese Darstellung verdeutlicht die gesteigerte Detektion verschiedener Gattungen 

durch eine erhöhte Anzahl untersuchter Proben.  
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Abb. 44: Darstellung der kumulativ aufsummierten Anzahl, der mittels Klonierung 
erfassten Gattungen in den untersuchten Materialproben  
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Tab. 21: Zuordnung der Klonsequenzen (ca. 400 bp des 16S rRNA-Genes) zu den verschiedenen Gattungen innerhalb der Klasse der 
Actinobacteria 

Taxon Probe 
1

Probe 
2

Probe 
3

Probe 
4

Probe 
5

Probe 
6

Probe 
7

Probe 
8

Probe 
9

Probe 
10

Probe 
11

Probe 
12A

Probe 
12B

Probe 
13A

Probe 
14

Probe 
15

total

1 Actinomyces 1 1
2 Actinopolymorpha 4 1 5
3 Aeromicrobium 1 1 1 3
4 Aeromonas 1 1
5 Agrococcus 1 1 2
6 Agromyces 1 1
7 Amycolatopsis 8 24 2 39 28 11 8 120
8 Arthrobacter 8 1 3 1 1 1 6 20 3 44
9 Blastococcus 3 3

10 Brachybacterium 1 4 5
11 Brevibacterium 2 1 6 1 1 11
12 Conexibacter 1 1
13 Crocebacterium 1 1 2
14 Crossiella 3 3
15 Crustibacterium 1 1
16 Cryocola 1 1 2
17 Georgenia 1 1
18 Goodfellowia 1 1
19 Jiangella 1 1 2 2 8 9 23
20 Kineococcus 1 1
21 Kocuria 1 1
22 Kribella 1 1
23 Leifsonia 1 2 3
24 Lentzea 1 3 1 5
25 Microbacterium 1 4 1 1 7
26 Microcella 2 2
27 Microlunatus 2 2
28 Micromonospora 1 1 2
29 Modestobacter 1 2 3
30 Mycobacterium 1 1 2
31 Nesterenkonia 33 33
32 Nocardia 1 1 2 1 5
33 Nocardioides 5 1 1 5 11 23
34 Nocardiopsis 2 9 1 12
35 Parkia 4 1 5
36 Patulibacter 1 1
37 Prauserella 1 1
38 Prauseria 1 1
39 Promicromonospora 1 1 12 2 7 14 7 8 52
40 Propionibacterium 1 1
41 Pseudonocardia 1 22 1 3 18 14 1 7 3 2 14 12 1 1 5 105
42 Rathayibacter 1 4 1 6
43 Rhodococcus 2 2
44 Saccharomonospora 2 2 5 9
45 Saccharopolyspora 17 3 8 33 1 10 2 3 77
46 Saccharothrix 1 1
47 Sanguibacter 3 3
48 Solirubrobacter 1 1 2
49 Stackebrandtia 1 1
50 Streptomyces 1 2 10 2 18 11 17 20 81
51 Tetrasphaera 1 1
52 Yania 8 8
53 Uncultured Rubrobacteridae 1 1
54 uncultured Actinobacterium 1 1
55 Candidatus Microthrix 3 3

total 12 47 12 55 55 82 34 86 39 6 77 68 62 14 30 15 694  
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3.2.2  SSCP (Singel Strand Conformation Polymorphism) 
Die SSCP-Fingerprintmethode wurde einerseits verwendet, um die Diversität der 

Actinomycetenkolonien auf den unterschiedlichen Nährmedien zu untersuchen, 

andererseits um die in den verschiedenen Proben vorkommenden 

Actinomycetenpopulationen miteinander zu vergleichen.  

 

3.2.2.1 SSCP-Analyse der abgeschwemmten Nähragarplatten unter 
Verwendung Actinomyceten spezifischer Primer  

Die SSCP Analyse der aus den kultivierten Actinomyceten-Spezies generierten 

Bandenmuster (siehe Abschnitt 2.4.3) zeigte sowohl in Abhängigkeit der 

verwendeten Medien als auch in Abhängigkeit der Verdünnungsstufen deutliche 

Unterschiede in den „Fingerprintmustern“. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

die Diversität der kultivierbaren Actinomyceten bei paralleler Verwendung 

verschiedener Nährmedien und dem Einsatz unterschiedlicher Verdünnungsstufen 

ansteigt.  

 

Abb. 45: SSCP-PA-Gelbild nach elektrophoretischer Auftrennung der aus den 
abgeschwemmten Nährmedienplatten generierten SSCP-PCR-Produkte. Die PCR 
wurde unter Verwendung spezifischer Actinomyceten-Primer durchgeführt. 
Aufgetragen wurden ein Standardgemisch aus Reinkulturen (Std G), SSCP-PCR-
Produkte (650 ng), die auf unterschiedlichen Nährmedien gewachsenen 
Kulturengemische (CMA, Difco, BHI, Gauze und G/A) unterschiedliche 
Verdünnungsstufen, (100-10-3) Ein Bandenmuster beruht jeweils auf den PCR-
Produkten, deren molekularer Aufarbeitung und anschließender SSCP-Analyse. 

BHI  G/A  Std G       Gauze        G/A        CMA Difco          BHI 28 °C         Std G 
37 °C unverd.  
 100     100         100    10-1    10-2     10-3    100    10-1     10-2    10-3     100    10-1    10-2     10-3    100     10-1    10-2    10-3     100    10-1    10-2    10-3 
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3.2.2.2  SSCP-Analyse der verschiedenen Baumaterialien unter Verwendung 
Actinomyceten-spezifischer Primer  

Mit Hilfe der SSCP-Fingerprinttechnik unter Verwendung von Actinomyceten-

spezifischen Primern, sollte festgestellt werden, ob sich die 

Actinomycetenpopulationen in den unterschiedlichen Materialproben unterscheiden. 

Beim Vergleich der aus unterschiedlichen Proben generierten Bandenmuster 

konnten visuell deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Materialproben 

festgestellt werden (Abb. 46). Dies bestätigt und ergänzt die Kultivierungsergebnisse, 

die ebenfalls zeigten, dass die Actinomycetengemeinschaft in den verschiedenen 

Proben stark variiert. 

 
Materialproben  

Std. 1  2   3   4  5   6   7  8   9  10  11 12  12 13 14 15  15  15 16 Std 
          A  B         A  B  C  

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Abb. 46: SSCP-PA-Gelbild nach elektrophoretischer Auftrennung der aus 
Baumaterialienproben generierten SSCP-PCR-Produkte. Die PCR wurde unter 
Verwendung spezifischer Actinomyceten-Primer durchgeführt. Aufgetragen wurden 
ein Standardgemisch aus Reinkulturen (Std), SSCP-PCR-Produkte (650 ng) der 
unterschiedlichen Baumaterialienproben. Ein Bandenmuster beruht jeweils auf einem 
PCR-Produkt und dessen molekulare Aufarbeitung und anschließender SSCP-
Analyse 

 

Da rein visuell bei den „PCR-SSCP-Fingerprint -Bandenmustern“ keine Zuordnung 

der verschiedenen Materialproben (Putz, Styropor, Dämmwolle, Tapete) zu einem 

bestimmten Bandenmuster vorgenommen werden konnte, sollte eine mögliche 
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Korrelation mit Hilfe einer Clusteranalyse (Gel Compare II, siehe Abb. 47) überprüft 

werden.  

 

Dice (Opt:0.50%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
SSCP

10
0

908070605040

57.1

62.5

55.2

43.3

76.5

82.4

68.5

61

66.7

58.6

65.2

52.6

63.2

51.2

46.9

45.6

41

36.1

SSCP

P 15A Putz (Keller, AW)

P 15C Putz (Keller, AW)

P 01 Putz (Keller, AW )

P 13A Styropor (Bürofussboden, IW)

P 14 Tapete (Keller, AW)

P 06 Putz (Küche, IW)

P 07 Putz (Küche, AW)

P 02 Mineralwolle (Schlafzi, AW)

P 04 Dämmmaterial (Kizi, IW) 

P 05 mineralische Schütte (Bad, AW)

P 09 Putz (Schlafzi, IW) 

P 12A Putz (Kizi, AW)

P 03 Styropor (Schlafzi, IW)

P 16 Putz

P 12B Putz (Kizi, AW)

P 15B Putz (Keller, AW)

P 11 Putz (Kizi, IW)

P 08 Putz (Flur, IW)

P 10 Lehmputz (Bad, IW)

 

Abb. 47: Graphische Darstellung (Dendrogramm) des Bandenmustervergleiches 
(Clusteranalyse, Gel Compare II) eines normalisierten SSCP-PA-Gels der 
Materialproben unter Verwendung von Actinomyceten-spezifischen-Primern (siehe 
2.4.2). Die DNA wurde direkt aus den Materialproben extrahiert und als „Template“ in 
die PCR-SSCP eingesetzt. Die angegebene Skala zeigt die prozentualen 
Unterschiede der Bandenmuster der jeweiligen Proben zueinander. Als Cluster-
Methode wurde „UPGMA“ und als Ähnlichkeitsmaß „Dice“ gewählt. (AW= 
Außenwand, IW= Innenwand) 

Anhand der Clusteranalyse konnte keine Korrelation zwischen den verschiedenen 

Materialproben und den erstellten Bandenmustern, d.h. der 

Actinomycetengemeinschaft detektiert werden. Das Bandenmuster der 

Lehmputzprobe (Probe 10) zeigte die größte Distanz zu allen anderen Proben. Dies 

unterstützt wiederum die Ergebnisse der kultivierungsabhängigen Untersuchungen. 

Im nächsten Schritt wurde überprüft, ob die SSCP-Profile der unterschiedlichen 

Proben im Zusammenhang mit den ermittelten Parametern (Temperatur, 

Luftfeuchtigkeit und pH-Wert) der untersuchten Proben stehen. Hierzu wurde 

zunächst eine Clusteranalyse der Parameter durchgeführt (siehe Abb. 48).  
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Abb. 48: Dendrogramm der Clusteranalyse der gemessenen Parameter (Temperatur, 
Luftfeuchtigkeit, pH-Wert) der verschiedenen Baumaterialienproben (ohne Probe 16) 
Die Analyse fand mit der Statistik Software WinSTAT für Microsoft® EXCEL unter 
Verwendung des WARD Algorithmus statt. Die jeweils gleichen Baumaterialien sind 
farblich gekennzeichnet (Putz: gelb, Dämmmaterial/mineralische Schüttung: grün, 
Tapete: orange, Lehmputz: braun, Styropor: hellgrün) 
 

Vergleicht man die Proben, die über das Parameter - Cluster zusammengeführt 

wurden (z.B. 01, 03, 15A und 09) mit der Clusterbildung der Bandenmuster im 

„SSCP-Fingerprint“ erkennt man auch hier keine Zusammenhänge. 

 

3.3 Toxizitätstests 
Es wurden MTT-Zytotoxizitätstest direkt mit den Materialproben (3.3.1) sowie mit aus 

den Materialproben isolierten Reinkulturen (3.3.2) durchgeführt. Außerdem wurden 

Tests zur Immunmodulation (3.3.3) durchgeführt. 
 
3.3.1 MTT-Zytotoxizitätstests mit Materialproben 
Als Referenzproben wurden mikrobiell unbelastete Materialien mit den in Tab. 22 

genannten Konzentrationen eingesetzt.  
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Tab. 22: Referenzkonzentrationen von mikrobiell unbelasteten Materialien 

Probe Material Referenzkonzetration 
IC50 

R01 Wandputz > 1000 mg/ml 

R02 Mineralwolle 1000 mg/ml 

R03 Polystyrol 62,5 mg/ml 

R04 gestrichene 
Raufasertapeten * 1000-31,25 mg/ml 

* Referenzproben von gestrichenen Raufasertapeten ergaben Werte von 1000-
31,25 mg/ml. Deshalb wäre eine Referenzprobe von derselben Tapete, die mit 
derselben Farbe gestrichen wurde, zur Beurteilung heranzuziehen. Eine 
entsprechende Referenzprobe lag jedoch nicht vor. 
 
Im Vergleich mit diesen Konzentrationen wurde die Zytotoxizität der mit 

Actinomyceten bewachsenen Proben 1-16 beurteilt (Tab.23). 

Tab. 23: Ergebnisse der Zytotoxizitätsanalysen mit den Materialproben 1-16 

Objekt/Proben Material  IC50* Bewertung 
01 Wandputz 1000 mg/ml keine Toxizität 
02 Mineralwolle 1000 mg/ml keine Toxizität 
03 Polystyrol 125 mg/ml keine Toxizität 
04 Mineralwolle 31,25 mg/ml toxisch 

05 Mineral. 
Schüttung 1000 mg/ml keine Toxizität 

06 Wandputz 1000 mg/ml keine Toxizität 
07 Wandputz 1000 mg/ml keine Toxizität 
08 Wandputz > 1000 mg/ml keine Toxizität 
09 Wandputz > 1000 mg/ml keine Toxizität 
10 Lehmputz 125 mg/ml Siehe Anmerkung ** 
11 Wandputz 500 mg/ml gering toxisch 
12A Wandputz 250 mg/ml gering toxisch 
12B Wandputz 62,50 mg/ml toxisch 
13A Polystyrol 31,25 mg/ml gering toxisch 
13B Polystyrol 62,50 mg/ml keine Toxizität 

14 Tapete 125 mg/ml keine bis geringe 
Toxizität*** 

15 Wandputz 500 mg/ml gering toxisch 
16 Wandputz 500 mg/ml gering toxisch 
* IC50 (inhibitory concentration 50%): niedrigste Konzentration, die die MTT-
Spaltungsaktivität auf 50% reduziert. 
** Es gab zum Lehmputz keine Referenzwerte. Auch war es nicht möglich Lehmputz 
im Objekt zu entnehmen, der mit Sicherheit nicht mikrobiell belastet ist. Der Wert 
wäre im Vergleich zu mineralischem Putz als toxisch einzustufen. 
*** Referenzproben von gestrichenen Raufasertapten ergaben Werte von 1000-
31,25 mg/ml. Deshalb wäre eine Referenzprobe von derselben Tapete, die mit 
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derselben Farbe gestrichen wurde, zur Beurteilung heranzuziehen. Eine 
entsprechende Referenzprobe lag jedoch nicht vor. 
 

Von den 10 Wandputz-Proben lagen 5 in etwa im Bereich der unbelasteten 

Referenzprobe (1000 mg/ml). Bei drei Proben (Objekt 11, 15, 16) war ein geringer 

Effekt zu erkennen, so dass man diese Proben als gering toxisch einstufen kann. 

Eine Probe erreichte bei einer weiteren Verdünnungsstufe 250 mg/ml (Probe 12A 06-

07/01). Dies wird ebenfalls als schwach toxische Reaktion interpretiert. Eine Probe 

(Probe 12B 06-07/02) erreicht erst bei der nächsten Verdünnungsstufe (62,5 mg/ml) 

den IC50-Wert. Diese Probe wird eindeutig als toxisch eingestuft. 

Die mineralische Schüttung (Probe 05 09-06/01) wies eindeutig keine Toxizität auf. 

Referenzmaterial ist zum Vergleich nicht erforderlich, da auch bei der höchsten 

Konzentration kein Effekt beobachtet wurde. 

Von den drei Polystyrol-Proben war nur bei einer Probe im Vergleich zur 

Referenzprobe ein schwacher Effekt festzustellen (Probe 13A 06-07/02). 

 

Von den beiden Mineralwolle-Proben war bei einer Probe kein Effekt feststellbar 

(Probe 02 02-06/01). Die zweite Probe (Probe 04 04-06/03) zeigte einen deutlichen 

Effekt, denn es waren insgesamt 5 Verdünnungsstufen erforderlich, um den IC50 –

Wert zu erreichen. 

 

Die Ergebnisse zum Lehmputz und zur Tapete deuten auf einen toxischen Effekt hin, 

denn es waren jeweils 3 Verdünnungen erforderlich um den IC50 –Wert zu erreichen. 

Allerdings fehlen Referenzwerte zu diesen Materialien, so dass man die Bewertung 

nicht mit hinreichender Sicherheit vornehmen kann. 

 

Ausgewählt für weitere Untersuchungen wurden die Proben 04 04-06/03 und 12B 06-

07/02, mit deutlich zytotoxischem Effekt. Aus diesen Proben wurden neben den 

Materialproben auch die isolierten Actinomycetenkulturen mit dem MTT-

Zytotoxizitätstest untersucht (siehe 3.3.2). 

 
3.3.2  MTT-Zytotoxizitätstests mit Referenzisolaten 
Von den für weitere Untersuchungen ausgewählten Proben 04 04-06/03 und 12 06-

07/02 wurden die aus den Materialien gewonnenen Referenzisolate auf Toxizität 

analysiert. Als Referenzkonzentration für die Reinkulturen wurde 62,5 cm²/ml 
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angenommen (das gesamte Wachstum auf einer Agarplatte, siehe 2.5). Im Vergleich 

mit dieser Konzentration wurde die Zytotoxizität der 27 Actinomyceten-Reinkulturen 

beurteilt (Tab. 24). 

Tab. 24: Ergebnisse der Zytotoxizitätsanalysen mit den 27 Reinkulturen 

IC50 Proben-Nr. Beschreibung Medium  
Verdünnungsstufe cm²/ml 

Bewertung 

R04 Referenz CASO- 
Agar <1 > 62,5 Matrix 

04-Je-002 Isolat 04 04-06/03 CASO- 
Agar 1 62,5 keine Toxizität 

04-Je-003 Isolat 04 04-06/03 CASO- 
Agar 1 62,5 keine Toxizität 

04-Je-004 Isolat 04 04-06/03 CASO- 
Agar <1 > 62,5 keine Toxizität 

04-Je-005 Isolat 04 04-06/03 CASO- 
Agar 3 15,62 zytotoxisch 

04-Je-006 Isolat 04 04-06/03 CASO- 
Agar 2 31,25 zytotoxisch 

04-Je-007 Isolat 04 04-06/03 CASO- 
Agar 4 7,81 zytotoxisch 

04-Je-02 Tiefgefroren aus ST CASO- 
Agar 1 62,5 keine Toxizität 

04-Je-03 Tiefgefroren aus ST CASO- 
Agar 1 62,5 keine Toxizität 

04-Je-05 Tiefgefroren aus 
ST 

CASO- 
Agar < 1 > 62,5 keine 

Toxizität 

04-Je-06 Tiefgefroren aus 
ST 

CASO- 
Agar 1 62,5 keine 

Toxizität 

04-Je-07 Tiefgefroren aus 
ST 

CASO- 
Agar 1 62,5 keine 

Toxizität 

04-Je-08 Tiefgefroren aus ST CASO- 
Agar 1 62,5 keine Toxizität 

04-St-01 Tiefgefroren aus ST CASO- 
Agar 1 62,5 keine Toxizität 

04-St-02 Tiefgefroren aus ST CASO- 
Agar < 1 > 62,5 keine Toxizität 

12A-Be-01 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar < 1 > 62,5 keine Toxizität 

12A-Be-02 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar < 1 > 62,5 keine Toxizität 

12A-Be-03 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar < 1 > 62,5 keine Toxizität 

12A-Be-04 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar < 1 > 62,5 keine Toxizität 

12A-Be-06 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar < 1 > 62,5 keine Toxizität 

12A-Be-07 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar < 1 > 62,5 keine Toxizität 

12A-Be-08 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar 1 62,5 keine Toxizität 

12A-Be-10 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar 1 62,5 keine Toxizität 
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12A-Be-12 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar < 1 > 62,5 keine Toxizität 

12A-Be-13 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar 1 62,5 keine Toxizität 

12A-Be-14 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar 3 15,62 zytotoxisch 

12A-Be-17 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar 1 62,5 keine Toxizität 

12A-Be-22 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar < 1 > 62,5 keine Toxizität 

12A-Be-14 Isolat 12 06-07/02 CASO- 
Agar 3 15,62 zytotoxisch 

 

Drei der insgesamt 14 aus Probe 04 04-06/02 isolierten Stämme zeigten eine 

zytotoxische Wirkung, wobei mindestens zwei eine sehr deutliche bis starke Wirkung 

aufwiesen, nämlich 04-Je-005 (Streptomyces roseocinereus), (3. Verdünnungsstufe 

für IC50) und 04-Je-007 (Streptomyces sp.), (4. Verdünnungsstufe für IC50). Jedoch 

konnten für diese Isolate (04-Je-005, 04-Je-007) im Wiederholungsversuch nach 

dem Einfrieren keine vergleichbaren Wirkungen detektiert werden. 

Von den insgesamt 13 aus Probe 12A 06-07/02 isolierten Stämmen war bei einem 

Stamm eine deutliche zytotoxische Wirkung feststellbar (3. Verdünnungsstufe IC50), 

nämlich bei Probe 12A-Be-14 (Lentzea sp.). Alle anderen 12 Stämme waren 

unauffällig. 

 

3.3.3 Tests zur Immunmodulation  
Die Zellkulturtests zur Charakterisierung der immunmodulatorischen Eigenschaften 

wurden als Screening mit Gemischen von Actinomyceten (Abschwemmung aus 

Isolationsplatten) aus den jeweiligen Materialproben durchgeführt. Im Verlauf des 

Projekts sollten auch die dominanten Referenzisolate der Actinomyceten einzeln 

untersucht werden. Weil die qualitative Auswertung der Proben und die 

anschließende Identifizierung der Actinomyceten sich als äußerst komplex und 

zeitaufwändig erwies, war dies leider nicht möglich.  

Zum Vergleich wurden auch die aus den Materialproben isolierten Schimmelpilze 

sowie Reinkulturen (und Sterigmatocystin) in die Versuche einbezogen.  

 

3.3.3.1 Vorversuche zur Freisetzung von TNF-α aus A-549 Zellen 

Versuche mit Sterigmatocystin-positiven und –negativen Stämmen von Aspergillus 

versicolor und Emericella nidulans brachten kein auswertbares Ergebnis. Es konnte 

in keinem der Versuchsansätze eine immunmodulatorische Wirkung (= veränderte 
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Freisetzung von TNF-α in Abhängigkeit von der Sporen-Konzentration) bei A-549 

Zellen (Bronchialepithelzellen, Krebszelllinie) nachgewiesen werden. In diesen 

Versuchen wurde die Freisetzung des Zytokins TNF-α nach 5-stündiger Exposition 

gegenüber Sporensuspensionen der Pilze untersucht. Es wurden verschieden 

konzentrierte Sporensuspensionen in Konzentrationen von 102 bis 106 Sporen je ml 

getestet. 

 

Ein weiterer Test mit verschiedenen Fadenpilz-Arten zeigte keine relevante 

Freisetzung von TNF-α, ebenso nicht die Verwendung einer neuen Charge der A 

549-Zellen. Daraus kann man schlussfolgern, dass die A-549 Zellen kein bzw. nur 

sehr wenig TNF-α freisetzen, weshalb diese Zelllinie für den Versuch ungeeignet ist. 

Die kritische Durchsicht der Literatur, in der über eine TNF-α-Freisetzung aus A-549 

Zellen berichtet wurde, waren widersprüchlich. Alternativ wurde daher die 

Freisetzung von IL-6 aus den A-549 Zellen untersucht (siehe 3.3.3.2). 

 
3.3.3.2 Freisetzung von IL-6 aus Bronchialepithel-Zellen (A-549) 
Die IL-6 Freisetzung nach Exposition mit Sporensuspensionen war bei den S. 

chartarum Stämmen tendenziell konzentrationsabhängig, bei P. chrysogenum 

zeigten die niedrigsten Sporenkonzentrationen die stärkste IL-6 -Ausschüttung, bei 

A. versicolor und Chaetomium globosum waren die Ergebnisse uneinheitlich. 

Die ELISA-Ergebnisse der Konzentrationsmessung von IL-6 waren jedoch nicht 

verlässlich genug. Bei den Kalibrationskurven waren häufig zwei von sechs Werten 

Ausreißer und konnten nicht berücksichtigt werden. Aus diesem Grund wurde dieser 

Versuchsansatz nicht weitergeführt. Die Variabilität der Ergebnisse scheint im 

Testansatz begründet zu sein. 

Insgesamt zeigen sich in der Tendenz dennoch relativ geringe IL-6 Ausschüttungen 

bei den meisten pilzlichen Noxen im Vergleich zu einer Suspension von 108 Zellen 

von E. coli. Interessant ist hier auch die schwache Reaktion bei reinem LPS (15 

mg/ml) und Sterigmatocystin als Reinsubstanz. 

Aus diesem Grund wurden mit den Bronchialepithel-Zellen (A-549) keine weiteren 

Versuche durchgeführt. Alternativ wurden Versuche mit Maus-Makrophagen der 

Zelllinie RAW 264.7 durchgeführt (siehe 3.3.3.3) 
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IL-6 Freisetzung aus Bronchialepithel-Zellen (A 549)
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Abb. 49: IL-6 Freisetzung aus Bronchialepithelzellen nach Exposition mit 
Sporensuspensionen verschiedener Pilzarten. Positivkontrolle war eine E. coli 
Suspension (108 Zellen/ml), Negativkontrolle war das Kulturmedium (nach 24 h) für 
die Anzucht der Zellen. Legende: e4 = 104 Sporen je ml Suspension der 
entsprechenden Pilzart, entsprechend e6 und e7 = 106 bzw. 107 Sporen je ml 
Suspension. 
 

3.3.3.3 Freisetzung von TNF-α aus Makrophagen 

Die Ergebnisse der im Folgenden dargestellten Messungen wurden durch die 

Negativkontrolle (Zellkulturmedium) bereinigt, d.h. das Messergebnis der 

Negativkontrolle wurde vom jeweiligen Messwert abgezogen. Ergaben sich dadurch 

negative Werte (was aufgrund der Schwankungsbreite der Messergebnisse dieses 

biologischen Testsystems möglich ist), wurden diese gleich Null gesetzt. Die TNF-α 

Konzentration der Negativkontrolle ist daher definitionsgemäß immer = 0. Dieser 

Ansatz wurde gewählt, weil zunächst nur eine Erhöhung der Freisetzung von TNF-α 

untersucht werden sollte. 

Die Exposition der Zellen gegenüber der Positivkontrolle mit LPS zeigte immer eine 

sehr starke Ausschüttung von TNF-α (zwischen 1.000 und 2.000 pg/ml).  

In einem orientierenden Versuch wurden zunächst Suspensionen unterschiedlicher 

Sporenkonzentrationen von Sammlungsstämmen relevanter Schimmelpilzarten 

(IHUA, RWTH Aachen) getestet. Mit steigender Sporenkonzentration konnte eine 

Zunahme der Freisetzung von TNF-α bei den typischen Innenraum-Arten A. 

versicolor und P. chrysogenum beobachtet werden (Abb. 50). Bei S. chartarum 

zeigte sich kein Unterschied in der Freisetzung von TNF-α bei 106 und 107 Sporen je 
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ml. Dies deutet an, dass die Interleukin-Ausschüttung ihr Maximum erreicht hat oder 

durch eine zytotoxische Wirkung der ganze Zellinhalt freigesetzt worden war. 

TNF-a Freisetzung nach Exposition gegenüber unterschiedlichen Sporenkonzentrationen
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Abb. 50: Freisetzung von TNF-α bei Makrophagen nach Exposition mit 
Sporensuspensionen verschiedener Pilzarten. Positivkontrolle war eine E. coli -
Suspension (108 Zellen/ml), Negativkontrolle war das Kulturmedium für die Anzucht 
der Zellen. Legende: e4 = 104 Sporen je ml Suspension der entsprechenden Pilzart, 
entsprechend e6 und e7 = 106 bzw. 107 Sporen je ml Suspension; S = 
Sporensuspension, A = Aufschluss der Sporensuspension, Med. = Medium, NaCl = 
physiologische Kochsalzlösung 
 

Die ersten Versuche mit Actinomyceten-Gemischen aus den Proben 3, 6, 7 und 14 

zeigten, dass bei Sporenkonzentrationen der Actinomyceten von 106 je ml bereits 

eine TNF-α Freisetzung in der Größenordnung der Positivkontrolle LPS auftrat. Bei 

niedrigeren Sporenkonzentrationen von 103 je ml war bereits eine deutliche 

Abnahme von TNF-α zu verzeichnen (Ausnahme Actinomyceten der Probe 7) – die 

Konzentrationen betrugen 50 -75% der Positivkontrolle. Aufgrund dieser Ergebnisse 

wurden für die folgenden Experimente Sporenkonzentrationen von 102 und 103 

Sporen je ml für Actinomyceten gewählt. Bei Konzentrationen > 104 Sporen je ml 

musste mit einer sehr starken Reaktion gerechnet werden, die evtl. synergistische 

Wirkungen mit anderen Arten von Actinomyceten und Schimmelpilzen kaschiert. 

Außerdem ist in der Innenraumluft auch nicht mit sehr hohen Sporenkonzentrationen 

zu rechnen. 
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TNF-alpha Freisetzung aus RAW 264.7-Zellen nach Exposition mit Aktinomyzeten und 
Schimmelpilzen
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Abb. 51: Freisetzung von TNF-α bei Makrophagen nach Exposition mit 
Sporensuspensionen von Actinomyceten und Schimmelpilzen. Positivkontrolle ist 
LPS (15 µg/ml), Negativkontrolle ist das Kulturmedium für die Anzucht der Zellen 
nach 24 h Inkubation (frisches Medium hatte eine höhere Freisetzung zur Folge!). 
Legende: e3 = 103 Sporen je ml Suspension, entsprechend e5 und e6 = 105 bzw. 106 
Sporen je ml Suspension. Cl = Cladosporium 
 
Die zum Vergleich getesteten innenraumrelevanten Schimmelpilze zeigten geringere 

Reaktionen als die Actinomyceten.  

Bei den Schimmelpilzen zeigten Cladosporium cladosporioides, A. penicillioides und 

A. ustus in Sporenkonzentrationen von 106/ml eine starke Freisetzung von TNF-α , 

die jedoch noch unterhalb der Positivkontrolle (LPS 15 µg/ml) lag. 

Vor dem Hintergrund realer Konzentrationen von luftgetragenen Schimmelpilzen im 

Falle von Innenraumkontaminationen wurden für die Schimmelpilze in den weiteren 

Versuchen Sporensuspensionen in der Größenordnung von 103 und 105 Sporen je 

ml eingesetzt. 

Die Schimmelpilze aus dem Objekt 4, für das der Rohextrakt eine starke Toxizität 

ergab, zeigten nur einen geringen Einfluss auf die TNF-α Freisetzung (Abb. 52). Die 

Konzentrationen lagen im Bereich von 100 pg/ml bei 105 Sporen/ml, wobei die LPS- 

Positivkontrolle um den Faktor 20 höher lag. Die Stämme von Eurotium herbariorum 

und E. rubrum hatten also nur eine geringe immunmodulatorische Wirkung zu haben. 

Dieses Ergebnis ist umso interessanter, als der Rohextrakt der Probe aus Objekt 4 

eine sehr starke zytotoxische Wirkung auf Sk-Zellen zeigte. Die Actinomyceten aus 
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dieser Probe wurden nicht untersucht, weil die qualitative Auswertung der Proben 

und die anschließende Identifizierung der Actinomyceten sich als äußerst komplex 

und zeitaufwändig erwies und die Testisolate daher nicht rechtzeitig vorlagen. 

Erhöhung der TNF-alpha Freisetzung aus Makrophagen (RAW 264.7) 
in Abhängigkeit von den biogenen Noxen (Objekt 4)
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Abb. 52: Freisetzung von TNF-α bei Makrophagen nach Exposition mit biogenen 
Noxen aus dem Objekt 4. Positivkontrolle war aufgereinigtes LPS, Negativkontrolle 
war das Kulturmedium für die Anzucht der Zellen (24 h). Legende: e2 = 102 Sporen 
je ml Suspension der entsprechenden Pilzart, entsprechend e3 und e5 = 103 bzw. 
105 Sporen je ml Suspension, indet. = bislang noch nicht identifizierter Stamm 
 

Die Exposition gegenüber A. versicolor und P. chrysogenum aus dem Objekt 6 führte 

zu einer deutlich stärkeren Freisetzung von TNF-α. Bei A. versicolor ergaben sich 

Werte um 400 pg/ml, für P. chrysogenum konnten vergleichbare Konzentrationen im 

Wiederholungsversuch nicht reproduziert werden (Abb. 53). Die hier getesteten 

Actinomyceten aus der Probe 6 (Suspension einer Mischkukltur = Actinom. 6, da 

noch keine Testisolate vorlagen) verursachten eine relativ geringe Ausschüttung von 

TNF-α (ca. 200 pg/ml). Beim Test von Aspergillus versicolor in Kombination mit den 

Actinomyceten ergab sich eine Erhöhung der TNF-α Konzentration, was eine 

additive Wirkung nahe legt. Beim „Pilzmix“ in Kombination mit den Actinomyceten 

wurde dagegen keine additive Wirkung festgestellt. 
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Erhöhung der TNF-alpha Freisetzung aus Makrophagen (RAW 264.7)
in Abhängigkeit von den biogenen Noxen (Objekt 6)
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Abb. 53: TNF-α Freisetzung bei Makrophagen nach Exposition mit biogenen Noxen 
aus dem Objekt 6. Positivkontrolle war aufgereinigtes LPS, Negativkontrolle war das 
Kulturmedium für die Anzucht der Zellen (24 h). Legende: e2 = 102 Sporen je ml 
Suspension der entsprechenden Pilzart, entsprechend e3 und e5 = 103 bzw. 105 
Sporen je ml Suspension Pilzmix = P. chrysogenum und A. versicolor 
 

Die Schimmelpilze aus dem Objekt 7 zeigten in den Wiederholungsversuchen 

uneinheitlichere Ergebnisse, obschon es sich um dieselben Arten wie in Objekt 6 

handelte. A. versicolor und P. chrysogenum verursachten eine Erhöhung der TNF-α -

Freisetzung um 100 bis 300 pg/ml, in einem Fall wurde für P. chrysogenum ein Wert 

von ca. 600 pg/ml erreicht, was mehr als 50% der LPS-Kontrolle (Positivkontrolle) 

ausmachte. Bei Exposition gegenüber dem Pilz-Mix sowie dem Pilz-Mix in 

Kombination mit den Actinomyceten zeigte sich in diesem Fall keine additive 

Wirkung. Allerdings ergaben sich auch für das Actinomyceten-Gemisch aus Probe 7 

sehr uneinheitliche Ergebnisse (3 Parallelansätze). Der dritte Ansatz ergab bei 

beiden Sporen-Konzentrationen eine Freisetzung von 600 pg/ml TNF-α, das 

entspricht ca. 45% des Mittelwertes der LPS-Kontrolle (Positivkontrolle). 
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Erhöhung der TNF-alpha Freisetzung aus Makrophagen (RAW 264.7)
in Abhängigkeit von den biogenen Noxen (Objekt 7)
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Abb. 54: TNF-α Freisetzung bei Makrophagen nach Exposition mit biogenen Noxen 
aus dem Objekt 7. Positivkontrolle war aufgereinigtes LPS, Negativkontrolle war das 
Kulturmedium für die Anzucht der Zelle (24 h). Legende: e2 = 102 Sporen je ml 
Suspension der entsprechenden Actinomyceten oder Pilzart, entsprechend e3 und 
e5 = 103 bzw. 105 Sporen je ml 
 

Erhöhung der TNF-alpha Freisetzung aus Makrophagen (RAW 264.7)
in Abhängigkeit von den biogenen Noxen (Objekt 12) 
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Abb. 55: TNF-α Freisetzung bei Makrophagen nach Exposition mit biogenen Noxen 
aus dem Objekt 12. Positivkontrolle war aufgereinigtes LPS, Negativkontrolle war 
das Kulturmedium für die Anzucht der Zellen (24 h). Legende: e2 = 102 Sporen je ml 
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Suspension der entsprechenden Pilzart, entsprechend e3 und e5 = 103 bzw. 105 
Sporen je ml Suspension 
 

Auch bei den Schimmelpilzen des Objektes 12 waren die Ergebnisse der beiden 

Wiederholungen recht uneinheitlich. Chaetomium globosum verursachte nur in der 

Sporen-Konzentration von 105 Sporen eine deutlich stärkere Freisetzung von TNF-α, 

für A. versicolor und P. chrysogenum ergab sich dies nur je in einem einzelnen Test 

und war nicht reproduzierbar (Abb. 55). Die Actinomyceten in dieser Probe wurden 

nicht untersucht, weil zum Zeitpunkt der Untersuchung keine Rückstellprobe des 

Materials mehr vorhanden war, um die Actinomyceten zu isolieren. 

 

Insgesamt verursachten unter den Schimmelpilzen die Eurotium-Arten die geringste 

Ausschüttung von TNF-α, gefolgt von P. chrysogenum und A. versicolor. Die stärkste 

Reaktion wurde bei Chaetomium globosum beobachtet, konnte aber im 

Wiederholungs-Ansatz nicht reproduziert werden. Diese Reihung der Schimmelpilze 

in ihrer immunmodulatorischen Wirkung entspricht tendenziell der in der Literatur 

beschriebenen Stärke der toxinogenen Wirkung. Von Eurotium-Arten wurden bisher 

keine Mykotoxine beschrieben und in ihrer Struktur aufgeklärt. Sterigmatocystin von 

A. versicolor ist allgemein toxischer als die Sekundärmetabolite von Penicillium 

chrysogenum. Die Chaetoglobosine von Chaetomium globosum gelten als sehr 

wirksam, sind aber in ihrer Struktur und Vielfalt bisher nicht aufgeklärt. 

 

Die Actinomyceten zeigten sehr uneinheitliche Ergebnisse in den 

Wiederholungsversuchen. In den Vorversuchen wurden sehr starke Wirkungen der 

Actinomycetenmischkulturen aus den Objekten 3,6,7 und 14 beobachtet. Dieser 

Effekt konnte in den folgenden Untersuchungen nicht reproduziert werden. Bei den 

meisten Untersuchungen ergaben sich nur geringe TNF-α Freisetzungen. Nur für das 

Gemisch der Actinomyceten aus der Probe 6 ergab sich eine mit den 

Sporensuspensionen von A. versicolor und P. chrysogenum vergleichbare TNF-α 

Freisetzung, allerdings schon bei Actinomycetengehalten von 102 und 103 KBE/ml. 

Bei der Testung von Actinomyceten-Schimmelpilz-Gemischen zeigte sich kein 

additiver Effekt. 
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4 Diskussion  

4.1  Ergebnisse und Schadensbild/Schadensart 
Die Untersuchungsobjekte waren so gewählt worden, dass möglichst viele typische 

Schäden erfasst wurden. Die Schäden wurden nach den Parametern Schadensalter, 

Temperatur und Höhe der Feuchtigkeit in sog. Parameterklassen = PK 

zusammengefasst und die Objekte wurden diesen Parameterklassen zugeordnet 

(siehe 2.1). 

 

Die Ergebnisse der Actinomycetenbestimmungen wurden dahingehend ausgewertet, 

ob die nachgewiesenen Mikroorganismen und der Schadenstyp eine gewisse 

Korrelation zeigen. Sollte sich in allen Objekten eine vergleichbare Besiedlung mit 

nur relativ wenigen verschiedenen Arten ergaben, dann wäre zu folgern, dass die 

Besiedlung nicht durch die vorherrschenden Parameter bestimmt wird, sondern in 

erster Linie durch die vorhandenen Organismen. Bei sehr unterschiedlicher 

Besiedlung zwischen den Objekten, wäre eine Selektion der Arten durch die 

vorherrschenden Bedingungen möglich und es muss dann eine vergleichende 

Betrachtung der Objekte mit derselben Parameterkombination erfolgen. Schließlich 

ist zu betrachten, ob es einen erkennbaren Materialeinfluss gibt, d.h. ob gleiche 

Materialien mit ähnlichen Arten besiedelt werden. 

Die Auswertung der Ergebnisse in Bezug auf die Fragestellungen ergab keine 

erkennbaren Zusammenhänge. Arten derselben Gattung waren in den 

verschiedensten Schadensbereichen nachweisbar. 

 

Die Gattung Brachybacterium trat nur bei geringen Temperaturen auf, alle anderen 

Gattungen waren sowohl bei Temperaturen unter 17 °C als auch bei Temperaturen 

über 17 °C nachweisbar. Aufgrund der geringen Stichprobenzahl ist jedoch ein 

zufälliges Ergebnis im Hinblick auf Brachybacterium genauso möglich, wie ein 

Parametereinfluss. 

 

Prauserella wurde in zwei Proben gefunden, die der gleichen Parameterkategorie 

angehörten, allerdings befanden sich beide Schäden im gleichen Objekt. Auch dies 

erlaubt keinerlei weitere Schlussfolgerungen. 
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4.2 Isolierung von Actinomyceten 

Die Isolierung der Actinomyceten von feuchten Materialien aus Innenräumen ist eine 

komplexe Aufgabe, weil die Gruppe der Actinomyceten sehr unterschiedliche 

Organismen mit sehr unterschiedlichen Wachstumsansprüchen enthält. Außerdem 

stellen die zu untersuchenden Materialien (z.B. Wandputz) keine homogenen 

Lebensbedingungen dar, sondern eine Vielzahl von Mikrohabitaten. Die Besiedlung 

dieser Mikrohabitate durch spezifisch angepasste Mikroorganismen ist darüber 

hinaus sehr stark von den Bedingungen vor Ort (insbesondere Feuchtigkeit und 

Temperatur) abhängig. Um die unterschiedlichen Wachstumsansprüche der 

Actinomyceten zu berücksichtigen, müssen unterschiedliche Nährmedien verwendet 

werden.  

Die Schwierigkeit dieses Projektes bestand darin, eine Einschätzung des zu 

erwartenden Artenspektrums zu geben und gleichzeitig die Isolierungsstrategie zu 

optimieren. Um den Stellenwert der Actinomyceten in den Proben erfassen zu 

können, war außerdem neben einer qualitativen auch eine quantitative Erfassung 

notwendig. Die vorgestellten Ergebnisse durch kultivierungsabhängige Methoden 

(vergleiche Abb. 4 und 5) verdeutlichen, dass eine ausreichende Erfassung der 

Actinomyceten nur durch umfangreiche Erfahrung und einen hohen Arbeitsaufwand 

möglich ist. Neben dem hohen Arbeitsaufwand hat die Verwendung von 

kultivierungsabhängigen Methoden weitere Nachteile. Insbesondere muss die 

Auswertung der Ansätze innerhalb eines engen Zeitrahmens erfolgen und kann nicht 

z.B. durch Einfrieren der Proben unterbrochen werden. Da Actinomyceten im 

allgemeinen relativ langsam wachsen, besteht grundsätzlich die Gefahr, dass 

Kulturen von der Begleitflora überwachsen oder unterdrückt werden. Um dieser 

Beeinflussung entgegen zu wirken, wurden die Nährmedien mit dem Hemmstoff 

Natamycin versetzt, der insbesondere Schimmelpilze stark hemmt, der aber ggf. 

auch einen partiellen Einfluss auf die Entwicklung der Actinomyceten haben kann. 

 

Mit den kultivierungsabhängigen Methoden wurde je nach Probe auf 

unterschiedlichen Isolationsmedien jeweils die größte Ausbeute von morphologisch 

verschiedenen Referenzisolaten festgestellt. Dabei war zu beachten, dass ein 

Isolationsmedium, auf dem die höchste koloniemorphologische Vielfalt festgestellt 

wurde, nicht gleichzeitig auch das Medium war, auf dem die höchsten 

Gesamtkonzentrationen festgestellt wurden. Weiterhin wurde bei der weiteren 
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Anzüchtung einzelner Isolate auf verschiedenen Differenzierungsmedien deutlich, 

dass einige Actinomyceten auf Nährmedien, die für viele Isolate besonders 

geeignetet waren, wie Gauze-Agar oder CM-Agar, nicht anwuchsen. Für die 

Isolierung von Actinomyceten sollten daher mindestens zwei, bzw. drei (oder 

mehrere) unterschiedliche Nährmedien parallel verwendet werden. Hierzu sollten ein 

proteinhaltiges Vollmedium wie BHI-Agar oder CASO-Agar verwendet werden sowie 

ein kohlenhydrathaltiges Nährmedium, z.B. Gauze-Agar und/oder CM-Agar. Trotz 

der Verwendung sehr unterschiedlicher Nährmedien ist es denkbar, dass die 

Wachstumsbedingungen einzelner Actinomyceten nicht ausreichend berücksichtigt 

werden und dass die einzelnen Vertreter mit dieser Vorgehensweise nicht erfasst 

werden. 

Nach einer Inkubationszeit von bis zu 14 Tagen sollten Referenzisolate von den 

verschiedenen Isolationsmedien abgeimpft und gereinigt werden. Auf den 

verschiedenen Isolationsmedien können gleiche Actinomyceten-Arten 

unterschiedlich aussehen. Es muss daher in einem zweiten Schritt überprüft werden, 

ob abgeimpfte Referenzisolate von verschiedenen Isolationsmedien gleich sind. Für 

diesen Arbeitsschritt hat sich die parallele Verwendung von BHI-Agar bzw. CASO-

Agar sowie M 79-Agar und Gauze-Agar als sinnvoll herausgestellt. Für eine 

morphologische Differenzierung ist darüber hinaus häufig Hafermehl-Agar eine 

ideale Ergänzung.  

Die parallele Anzüchtung der Referenzisolate auf verschiedenen Nährmedien 

ermöglicht zumindest bei myzelbildenden Actinomyceten die Erkennung von 

identischen Isolaten aufgrund der Koloniemorphologie und der mikroskopischern 

Eigenschaften. In der Regel kann bereits nach einer zweiwöchigen Inkubation die 

Überprüfung der Referenzisolate erfolgen. Die gewachsenen Kulturen, insbesondere 

die Kulturen vom M 79-Agar, können direkt für eine DAP-Bestimmung verwendet 

werden.  

Ein wichtiges Ergebnis dieser Untersuchung ist der Nachweis für das häufige und 

teilweise dominante Vorkommen von Vertretern der Gattungen Amycolatopsis, 

Nocardia, Nocardioides, Nocardiopsis, Promicromonospora, Pseudonocardia, 

Saccharopolyspora und Streptomyces. Andere Gattungen wurden seltener und 

häufig nur in relativ geringen Konzentrationen nachgewiesen. Insgesamt ist 

allerdings zu erwarten, dass die identifizierten Actinomyceten (284 Referenzisolate 

aus 28 Gattungen) nur einen ersten Eindruck über die Vielfalt an Gattungen bzw. 
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Arten in feuchten Materialien aus Innenräumen darstellen. In den Abb. 4 und 5, in 

denen die in den Wandputz-Proben festgestellten Gattungen aufsummiert sind, 

konnte ein kontinuierlicher Anstieg der Gattungen dargestellt werden und es konnte 

gezeigt werden, dass noch in Probe 15 eine neue Gattung festgestellt wurde, die 

darüber hinaus in dieser Probe einen Anteil von über 20% erreichte. Überträgt man 

dieses Ergebnis auf die in den Gattungen zusammengefassten Arten, ist mit einer 

deutlichen Steigung sowie dem Auffinden vieler weiterer Arten in weiteren 

zusätzlichen Proben zu rechnen.  

Weiterhin ist herauszustellen, dass gleiche oder zumindest sehr ähnliche 

Materialtypen eine abweichende Actinomyceten-Zusammensetzung aufweisen 

können. Z.B. wurden nur wenige Gattungen übereinstimmend in den untersuchten 

mineralischen Materialproben festgestellt (Abb. 3). Diese Ergebnisse konnten durch 

den SSCP-Fingerprint der abgeschwemmten Nährmedienplatten bestätigt werden 

(siehe Abschnitt 3.2.2.1). 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die kultivierungsabhängige 

Erfassung von Actinomyceten sehr arbeitsaufwändig ist und dass mit dieser Methode 

nur ein Teil der vorhandenen Actinomyceten erfasst werden kann. Weiterhin ist zu 

erwarten, dass neben den hier erfassten Vertretern aus 28 Gattungen durch die 

Einbeziehung weiterer Proben sowie anderer Materialtypen zusätzliche 

Actinomyceten auftreten. Darüber hinaus muss damit gerechnet werden, dass in 

Materialtypen, die in dieser Untersuchung unterrepräsentiert waren (z.B. Gips, 

Styropor, Holzwerkstoffe) andere Actinomyceten dominant auftreten können. 

 
4.3 Vergleich der morphologischen, chemotaxonomischen und 

molekularbiologischen Identifizierung der Referenzisolate 
Die Art-Identifizierung von Actinomyceten innerhalb einer Gattung ist aufgrund der 

vergleichsweise geringen morphologischen Unterschiede und der ständig 

anwachsenden Artenzahl mit morphologischen sowie mit biochemischen Methoden 

nur begrenzt möglich. Häufig können Actinomycetenisolate auch durch die 

Kombination von morphologischen und biochemischen Methoden nicht sicher bis auf 

das Artniveau und in einigen Fällen auch nur unsicher auf Gattungsniveau 

identifiziert werden. Mit molekularbiologischen Methoden können 

Actinomycetenisolate relativ effizient zumindest auf Gattungsniveau differenziert 

werden. Leider ist nach dem heutigen Wissensstand eine Artdiffenzierung mit 
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molekularbiologischen Methoden für Vertreter einzelner Actinomyceten-Gattungen 

und insbesondere die der Gattung Streptomyces nicht möglich. Um die 

Unzulänglichkeiten der einzelnen Methoden zu überbrücken und die Ergebnisse mit 

alternativen Methoden zu überprüfen, wird häufig ein polyphasischer 

Differenzierungsansatz verfolgt, der eine molekularbiologische, cytochemische und 

morphologische Untersuchung der Isolate einbezieht. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde die morphologische Differenzierung im 

Wesentlichen zur Erkennung von Referenzisolaten eingesetzt, um die Anzahl der 

Isolate, die anhand von biochemischen und molekularbiologischen Methoden 

charakterisiert werden sollten, möglichst gering zu halten. Die Anwendung 

biochemischer Methoden erhöhte die Sicherheit der Vorselektion. Zusätzlich 

ergänzte und bestätigte die Bestimmung des DAP-Typs in der Zellwand in vielen 

Fällen die Gattungszuordnung und ermöglichte dadurch eine bessere Vorselektion 

der Isolate für eine molekularbiologische Bestimmung. 

Durch die Sequenzanalysen der 16S rRNA Gene konnte ein großer Teil der 

Referenzisolate auf Gattungsniveau bzw. Artniveau identifiziert werden. Hierbei 

wurden einige häufig auftretende Gattungen und Arten in verschiedenen Proben 

festgestellt. Das häufige Auftreten von Gattungen bzw. einzelnen Arten sowie ihre 

breite Verteilung in den verschiedenen Proben und insbesondere in 

unterschiedlichen Materialtypen gibt einen Hinweis darauf, dass diese Gattungen, 

bzw. Arten für die untersuchten Proben als typisch gelten können. 

Aus den durchgeführten Analysen zur Gattungs- und Artenverteilung in den Proben 

kann festgehalten werden, dass in feuchten Materialien aus Innenräumen neben 

Streptomyceten Vertreter aus den Gattungen Amycolatopsis, Arthrobacter, 

Brevibacterium, Kocuria, Lentzea, Microbacterum, Micrococcus, Nocardia, 

Nocardioides, Nocardiopsis, Promicromonospora, Pseudonocardia, 

Saccharopolyspora erwartet werden können. 

Weiterhin können Actinomyceten-Arten mit hoher Ähnlichkeit zu den Arten 

• Amycolatopsis palatopharyngis,  

• Nocardia carnea, 

• Nocardioides albus, 

• Nocardiopsis synnemataformans und N. dassonvillei, 

• Promicromonospora aerolata, P.vinodobonensis und P. sukumoe, 

• Pseudonocardia ammonioxydans, P. alni und P. antartica, 
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• Saccharopolyspora sp. (S. flava)  

als typisch für die untersuchten Proben gelten. 

 

Es existieren nur wenige umfangreiche Untersuchungen zu Actinomyceten aus 

Innenräumen. In mehreren Arbeiten werden allerdings einzelne Actinomyceten 

aufgelistet oder neu entdeckte Arten beschrieben.  

Dass Actinomyceten eine relevante Organismengruppe in feuchten Materialien aus 

Innenräumen darstellen, wurde von Lorenz et al. (2003a) beschrieben.  

Die Autoren fanden bei einer statistischen Auswertung von über 600 Materialproben, 

in mehr als 80 % der Proben neben Pilzen auch Bakterien. In einigen Proben 

dominierte die Bakterienpopulation sogar eindeutig. Sehr häufig handelte es sich bei 

diesen Bakterien um Vertreter der Ordnung Actinomycetales. Übereinstimmend mit 

den eigenen Ergebnissen wurden unter den häufig festgestellten Kolonietypen 

Vertreter der Gattungen Nocardia, Nocardiopsis, Promicromonospora, 

Pseudonocardia und Streptomyces nachgewiesen, darunter sogar bisher 

unbekannte Arten (Lorenz et al., 2003b). Ebenso detektierten Hyvärinen et al. (2002) 

Actinobacteria in 18-48% der untersuchten Proben verschiedener Baumaterialien, 

wie Holz, Putz, Keramik, Dämmwolle und Tapete. Untersuchungen von Anderson et 

al. (1997, 1999) zeigten das Vorkommen verschiedener Actinomycetenarten in 

wassergeschädigten Baumaterialien, sowie im Staub in Schulen und 

Kindertagesstätten mit bekanntem Feuchteschaden. Dabei konnten Vertreter der 

Gattungen Mycobacterium, Steptomyces, Arthrobacter, Corynebacterium, 

Rhodococcus, Gordonia, Nocardiopsis und Micrococcus isoliert werden. Später 

beschrieb Peltola (2001a) weitere Gattungen innerhalb der Klasse der 

Actinobacteria, die bisher in Innenräumen detektiert werden konnten, wie 

Brevibacterium, Cellulomonas, Clavibacter, Dietzia, Microbacterium, Nocardia, 

Spirillospora, Streptosporangia und Thermomonospora. Rintala et al. (2008) zeigten 

unter Verwendung kultivierungsunabhängiger Analysen, dass die bakterielle Flora in 

Staub aus Innenräumen sehr komplex und von Grampositiven Spezies dominiert ist. 

Aus acht Klonbibliotheken wurden 74% der untersuchten Klone über die 16S rRNA-

Gene den Actinomyceten und den Firmicutes (Grampositiven Bakterien mit geringem 

G+C Gehalt in der DNA) zugeordnet. Dabei konnten, wie schon zuvor in 

kultivierungsabhängigen Untersuchungen, Actinobacteria der Familien 

Corynebacteriaceae, Propionibacteriaceae, Microbacteriaceae, Micrococcaceae und 



 146

Nocardioidaceae detektiert werden. In einer weiteren Untersuchung von Grigorevski-

Lima et al. (2006) wurden Streptomyceten und nocardioforme Bakterien in Gebäuden 

mit Feuchteschäden und Schimmelpilzproblemen festgestellt.  

Vertreter der Gattung Streptomyces, die in der vorliegenden Untersuchung die 

höchsten Konzentrationen und Anteile in mehreren Proben ergaben, wurden auch 

von anderen Autoren beschrieben. Neben Andersson et al. (1999), die Streptomyces 

griseus im Hausstaub und in der Luft feststellten, wurde auch von Roponen et al. 

(2001) Streptomyces anulatus aus Gipskartonmaterial beschrieben.  

Darüber hinaus existieren weitere Veröffentlichungen zu einzelnen Gattungen, die in 

der vorliegenden Untersuchung häufig festgestellt wurden. 

Lorenz et al. (2002) beschreiben Nocardia carnea und Promicromonospora spp. aus 

Tapete und Nocardiopsis spp. aus Wandputz. Andersson et al. (2001) beschreiben 

Nocardiopsis alba und Dietzia spp. aus Gipskarton. Weiterhin wurden von Peltola et 

al. (2001b) Nocardiopsis exhalans aus der Raumluft und Nocardiopsis umidischolae 

aus Hausstaub isoliert und Vuorio et al. (1999) beschreiben Mycobacterium murale 

nov. aus Gipskarton. 

Der Vergleich der Literaturdaten mit denen der vorliegenden Untersuchung zeigt, 

dass die Arten- und Gattungszusammensetzung in Materialien aus Innenräumen 

bisher nur wenig systematisch analysiert wurde und dementsprechend viele der in 

der vorliegenden Untersuchung festgestellten Arten bisher nicht von Proben aus 

Innenräumen bekannt sind. Es ist daher verständlich, dass viele der in dieser 

Untersuchung nur vereinzelt festgestellten Gattungen bzw. Arten in der Literatur 

bisher nicht aufgeführt werden. Andererseits fällt auf, dass selbst Vertreter der 

Gattungen Amycolatopsis und Saccharopolyspora, die in der vorliegenden 

Untersuchung häufig festgestellt wurden, bisher noch nicht aus Proben aus 

Innenräumen beschrieben wurden.  

Die unzureichende Erforschung der Actinomyceten-Zusammensetzung von 

Innenraumproben wird auch in dem Ergebnis der Clusteranalyse der Sequenzdaten 

deutlich, bei der viele Isolate eine mehr oder weniger große Ähnlichkeit mit 

bestimmten Referenzstämmen aufweisen, aber mit diesen nicht exakt 

übereinstimmen. Hieraus wird deutlich, dass das Artenspektrum von Actinomyceten 

aus Innenräumen noch sehr lückenhaft beschrieben ist und es noch großer 

Bemühungen bedarf, um diese Lücke zu schließen.  
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Die vorliegende Untersuchung stellt somit eine erste umfassende Bestandsaufnahme 

dar, in der nur eine grobe Einschätzung der tatsächlichen Vielfalt der im Innenraum 

vorkommenden Actinomyceten gegeben werden kann 

Der Vergleich der morphologischen und molekularbiologischen Differenzierung zeigt, 

dass die Clusterung der Referenzisolate anhand der Sequenzdaten in den meisten 

Fällen durch die kultivierungsabhängigen und mikroskopischen Untersuchungen 

bestätigt werden kann. Die insgesamt gute Übereinstimmung der parallel an 

mehreren Referenzisolaten einer Art durchgeführten molekularbiologischen Analyse 

(z.B. Amycolatopsis palatopharyngis, Nocardia carnea, Nocardioides sp. ( N. albus), 

Nocardiopsis synnemataformans und Saccharopolyspora sp.) mit den 

kulturmorphologischen und mikroskopischen Ergebnissen dieser Referenzisolate 

bestätigt die Zuverlässigkeit der molekularbiologischen Methode. Weiterhin ist 

anzunehmen, dass in den wenigen Fällen, in denen die morphologischen Ergebnisse 

nicht ideal mit denen der molekularbiologischen Analyse zur Deckung gebracht 

werden konnten, Störungen in kultivierungstechnischen Verfahren vorlagen.  

In der vorliegenden Untersuchung konnten durch den Vergleich mit der 

molekularbiologischen Differenzierung Koloniemerkmale und mikroskopische 

Merkmale herausgearbeitet werden, die eine bessere Unterscheidung der myzelartig 

wachsenden Actinomyceten in zukünftigen Untersuchungen ermöglichen.  

Im Vergleich zur morphologischen und chemotaxonomischen Identifizierung scheint 

für eine schnelle Identifizierung die vergleichende Analyse der 16S rRNA-Gene der 

Mikroorganismen die Methode der Wahl zu sein. Die rRNA-Gene sind aufgrund ihrer 

zentralen Funktion in der Proteinbiosynthese stark konserviert und sind deshalb als 

phylogenetische Markermoleküle besonders gut geeignet. Hinzu kommt, dass die 

Sequenziertechniken ständig optimiert werden und die exponentiell steigende Zahl 

von 16S rRNA-Gensequenzen in den Datenbanken eine schnelle und 

„automatisierte“ Identifizierung unbekannter Isolate (Woese, 1987, Stackebrandt und 

Göbel, 1994, Ludwig und Klenk, 2001) ermöglicht. 

Trotz allem ist die Analyse der morphologischen und chemotaxonomischen 

Merkmale unverzichtbar, insbesondere für die Neubeschreibung von Gattungen und 

Arten.  
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4.3.1 Molekularbiologische Identifizierung 
Vergleichende 16S rRNA-Gen Sequenzanalysen der vergangenen 25 Jahre haben 

gezeigt, dass Klassifizierungssysteme, die auf der Morphologie und Physiologie 

beruhen, nicht immer die natürlichen Verwandtschaftsverhältnisse der Actinomyceten 

repräsentieren (Stackebrandt und Schumann, 2006). Die molekularbiologische 

Identifizierung unbekannter Isolate beruht zunächst auf dem Vergleich der 16S 

rRNA-Gensequenzen der unbekannten Arten mit in Datenbanken hinterlegten 16S 

rRNA-Gensequenzen bekannter Arten (BLAST®-Search). Hierbei erfolgt eine erste 

Zuordnung der Isolate aufgrund der Ähnlichkeit der Sequenzen zu einer bekannten 

Art. Anhand dieser Sequenzvergleiche kann zunächst nur die Zuordnung auf dem 

Gattungs-, nicht auf dem Artniveau erfolgen. Daher wurden anschließend die 

16S rRNA-Gensequenzen der unbekannten Isolate mit bekannten Sequenzen aller 

beschriebenen Arten der zuvor ermittelten Gattung verglichen und in einem Cluster 

(„phylogenetischer“ Stammbaum) dargestellt. Die phylogenetische 

Stammbaumberechnung ermöglicht eine Zuordnung des unbekannten Isolates in 

bestimmte Cluster, d.h. die Isolate werden in eine Gruppe beschriebener Arten 

eingerechnet. Die Grenze der Methode liegt jedoch in der Auflösungsbeschränkung 

der 16S rRNA-Gensequenz auf der Artebene (Fox et al.,1992). Die Zuordnung auf 

Artniveau ist deshalb nur in Einzelfällen möglich. Dies wird z.B. besonders deutlich 

innerhalb der Gattung Streptomyces. Innerhalb dieser Gattung sind die Sequenzen 

des 16S rRNA-Gens der einzelnen Arten zu ähnlich, um mit dieser Methode noch 

zwischen den Arten unterscheiden zu können. D.h. für eine Artzuordnung 

unbekannter Isolate werden die morphologischen, chemotaxonomischen und weitere 

Parameter (hier DNA-DNA-Hybridisierungen) benötigt. 

Dennoch stellt die molekularbiologische Identifizierung auf der Basis des 16S rRNA 

Gens einen guten Ansatz für eine relativ einfache und schnelle Zuordnung 

gewonnener Isolate auf Gattungs- bzw. Gruppenebene dar. Diese Methode tritt 

besonders bei Gattungen, bei denen keine morphologische Zuordnung möglich ist, in 

den Vordergrund. Hierbei können Gattungen ohne typische morphologische und 

chemotaxonomische Charakteristika relativ leicht und schnell auf Gattungs- bzw. 

Gruppenebene zugeordnet werden.  
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Neue Arten (z.B. aus Umweltproben, wie den hier untersuchten Baumaterialien) 

können aufgrund der Cluster-Gruppenbildung innerhalb einer phylogenetischen 

Stammbaumberechnung einer Gattung schneller detektiert werden.  

Wie bereits dargestellt, war aufgrund der großen Anzahl der Isolate und Vielseitigkeit 

der Klasse der Actinobacteria, bzw. den verschiedenen morphologischen 

Ausprägungen innerhalb der Gattungen eine morphologische 

Vordifferenzierung/Identifizierung oft nicht möglich. Daher wurden ab der fünften 

Probe mehrere Referenzisolate eines bestimmten Typs erst molekularbiologisch 

identifiziert, bzw. die nächst verwandten Spezies ermittelt und dann anhand 

morphologischer Merkmale überprüft.  

Wird die molekularbiologische Identifizierung vorangestellt, erhält man zunächst eine 

schnellere Gattungszuordnung der einzelnen Isolate und kann diese nach 

morphologischen Kriterien dann miteinander vergleichen. Dies führt jedoch zu 

wiederholten Sequenzierungen gleicher Isolate und damit einem doppelten Arbeits- 

und finanziellen Aufwand. Der Vorteil dieses Vorgehens ist aber, dass Fehlerquellen 

durch eine selektive Isolierung verringert werden.  

 
4.3.2 Morphologische Identifizierung 
Um die unterschiedlichen Actinomyceten effizient vorselektieren zu können, ist eine 

umfangreiche Erfahrung mit Actinomyceten-Isolaten, wie z.B. deren Wachstum auf 

unterschiedlichen Nährmedien und deren Veränderungen mit dem Kulturalter, 

notwendig. Außerdem ist für die praktische Arbeit eine intensive Einarbeitung in die 

Methoden der morphologischen Bestimmung erforderlich.  

Hierbei ist es wichtig, dass neben der Beobachtung von typischen Isolatmerkmalen 

auch das Wachstum auf Isolationsplatten mit einer ggf. störenden Begleitflora 

beachtet wird.  

Bei der Vielzahl der Isolate musste auch berücksichtigt werden, dass 

Kontaminationen auftreten können, insbesondere wenn Referenzisolate auf 

Differenzierungsmedien ohne Hemmstoffe gegen Schimmelpilze inkubiert werden. 

Ohne derartige Vorkenntnisse und ohne die exakte Festlegung, welche 

Eigenschaften der Isolate mindestens ermittelt werden müssen und zu welcher Zeit 

die verschiedenen Kultureigenschaften möglichst objektiv beschrieben werden, ist 

eine effiziente Nachbearbeitung der Proben nicht möglich. 
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In der vorliegenden Studie wurden nicht immer alle Kolonien eines Actinomyceten-

Typs einer Probe als identisch erkannt und deshalb wurden einzelne Typen mit 

mehreren Referenzisolaten belegt. Bei der nachfolgenden Differenzierung wurden 

Isolate, die sich als identisch herausstellten, zu einem Referenztyp vereint und auch 

die korrespondierenden Koloniekonzentrationen zusammengeführt. Derartige 

Mehrarbeit kann bei entsprechender Routine vermindert, aber nie ganz 

ausgeschlossen werden, da die Kulturen auf den Isolationsplatten von der 

Begleitflora beeinflusst werden. Die Übertragung der Referenzisolate auf spezielle 

Differenzierungsmedien und deren Inkubation unter Standardbedingungen ohne 

Begleitflora ist eine wichtige Voraussetzung für die Erkennung von ähnlichen 

Isolaten.  

In der vorliegenden Studie wurden die meisten Untersuchungen an den jeweils am 

besten entwickelten Kulturen durchgeführt. Bei der Vordifferenzierung wurden häufig 

mehrere Isolattypen festgestellt, die zum Teil eindeutig einer Gattung zugeordnet 

werden konnten. Mehrere Kolonietypen konnten aufgrund ihres charakteristischen 

Koloniewachstums sowie typischer mikroskopischer Strukturen in unterschiedlichen 

Proben wiedererkannt werden. Die molekularbiologische Auswertung dieser 

Kolonietypen ergab allerdings, dass diese Kolonietypen zwar zu einer Gattung 

gehörten, aber nicht immer zu einer Art.  

Charakteristische Kolonien konnten oft bereits mit morphologischen Methoden und 

mit Hilfe der DAP-Bestimmung einer Gattung zugeordnet werden. Hierzu gehörten 

Referenzisolate der myzelbildenden Actinomyceten, die häufig festgestellt wurden 

(Amycolatopsis, Micromonospora, Nocardia, Promicromonospora, Pseudonocardia, 

Saccharopolyspora, Streptomyces) oder besonders typische Merkmale aufwiesen 

(Micromonospora). Seltenere Kolonietypen konnten erst nach mehrmaligem 

Auftreten im Laufe des Projektes anhand ihrer Koloniemorphologie erkannt werden 

(Lentzea, Nocardioides). 

Andererseits traten auch viele myzelartig wachsende uncharakteristische Kolonien 

auf, die auch nach einer Inkubation auf den Differenzierungsmedien nicht sicher 

zugeordnet werden konnten. 

Eine nur sehr unsichere Vordifferenzierung konnte auch für mehr oder weniger 

typisch schleimige Bakterien-Kolonien durchgeführt werden. Prinzipiell können auch 

hier einige Isolate aufgrund geringer Myzelbildungen (z.B. Vertreter der Gattung 

Rhodococcus) sowie des Vorkommens von meso-DAP (z.B. Vertreter der Gattungen 
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Rhodococcus, Brevibacterium, Mycobacterium) gegenüber Vertretern von Gattungen 

ohne diese Eigenschaften (z.B. Micrococcus, Arthrobacter, Kocuria) differenziert 

werden. Allerdings sind diese Differenzierungsmöglichkeiten in vielen Fällen 

unzureichend, um gleiche von nur morphologisch ähnlichen Isolaten sicher zu 

unterscheiden, sodass nur in wenigen Fällen eine sinnvolle Vordifferenzierung 

möglich war. 

Die zum Teil erheblichen Schwierigkeiten der koloniemorphologischen Zuordnung 

bereits auf Gattungsebene verdeutlichen den Stellenwert der molekulabiologischen 

Differenzierung. 

Für die morphologische Gattungszuordnung sind Merkmale wichtig, die allerdings 

nicht immer in typischer Weise ausgebildet werden. Neben einer charakteristischen 

Koloniemorphologie, die bei vielen typischen Kolonien bereits auf den 

Isolationsmedien erkannt werden konnte, waren die Bildung von Luftmyzel und ggf. 

ein charakteristischer Zerfall des Myzels bei Kulturalterung sowie die Bildung von 

Sporenketten bzw. Einzelsporen und die Koloniekonsistenz sehr wichtige Merkmale 

für eine Zuordnung der Kolonien. 

Bei Isolaten mit einem zähen Substratmyzel kommen vor allem die Gattungen 

Streptomyces und abgestuft (geringere Zähigkeit) auch die Gattungen 

Amycolatopsis, Micromonospora und Nocardiopsis in Frage.  

Bei Isolaten mit einem vergleichsweise weichen Substratmyzel kommen die 

Gattungen Nocardioides, Nocardia, Saccharopolyspora und Promicromonospora in 

Frage. Eine Unterscheidung der Gattungen kann anhand ihrer DAP-Eigenschaft 

getroffen werden, da Vertreter der Gattung Nocardioides LL-DAP, Vertreter der 

Gattungen Nocardia und Saccharopolyspora meso-DAP und Vertreter der Gattung 

Promicromonospora keine DAP-Komponete enthalten (siehe auch 4.3.3).  

In der vorliegenden Untersuchung bildeten alle Vertreter der Gattung 

Pseudonocardia eine typische Koloniemorphologie, die eine relativ sichere 

Zuordnung zur Gattung bereits auf den Selektionsplatten ermöglichte. Die 

molekularbiologische Differenzierung der festgestellten Referenzisolate zeigte jedoch 

eine unerwartete Artenvielfalt.  

Vertreter der Gattung Micromonospora konnten oft aufgrund ihrer orangefarbenen 

bis schwarzen Kolonien sowie durch Substratmyzel mit der Bildung von Einzelsporen 

sehr gut von anderen Gattungen abgegrenzt werden.  




