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1 EINLEITUNG

1.1 Schimmelpilzbelastungen in Innenräumen

Schimmelpilze sind eukaryotische Organismen, die sich durch filament�ses Wachstum und 

eine heterotrophe Lebensweise auszeichnen. Das einzelne Filament wird Hyphe genannt 

und das Netzwerk, das von den Hyphen gebildet wird, als Myzel bezeichnet (Brock et al. 

1994). Der Begriff „Schimmelpilz“ ist keine wissenschaftliche Bezeichnung und umrei�t 

eine nicht genau definierte Gruppe von Pilzen (Rei� 1998). L�ngst hat sich dieser Begriff 

aber bei den Wissenschaftlern durchgesetzt, die sich beispielsweise mit den von Schim-

melpilzen verursachten Problemen im Innenraum und in Lebensmitteln besch�ftigen. 

Selbst eine der bekannten Stammsammlungen tr�gt die Bezeichnung im Titel: Centraalbu-

reau voor Schimmelcultures (Utrecht, Niederlande). Pilze vermehren sich sexuell und ase-

xuell, wobei in beiden F�llen Sporen produziert werden. Die ausschlie�lich zur asexuellen 

Vermehrung bef�higten Pilze (Anamorphe) bilden die Abteilung der Fungi imperfecti, zu 

denen viele der als Schimmelpilze bezeichneten Organismen geh�ren (M�ller und L�ffler 

1992). Pilze leben als Parasiten, Symbionten oder Saprophyten. Gerade die Saprophyten 

sind f�r die Natur und die Menschheit von gro�er Bedeutung. Es gibt wahrscheinlich kein 

von der Natur produziertes, organisches Material, das von Pilzen nicht wieder zersetzt wer-

den kann (Deacon 1984). N�tzliche und wichtige Funktionen der Pilze bestehen im Abbau 

des organischen Materials im Zuge des Stoffkreislaufes, in der Nutzung zur Herstellung 

bestimmter Speisen und Getr�nke, in der Funktion als Antibiotikalieferanten und als Quel-

le f�r industriell wichtige Chemikalien wie z. B. Alkohole, Acetone und Enzyme (Bhat 

2010). Die saprophytischen F�higkeiten bereiten allerdings auch gro�en Schaden, da die 

Pilze bei Anwesenheit von Feuchtigkeit z. B. Lebensmittel verderben und organische 

Baumaterialien zerst�ren k�nnen. Neben dem Abbau von organischen Substanzen k�nnen 

Pilze aufgrund mechanischer und physikalischer Prozesse auch anorganische 

(Bau-)Materialien zerst�ren. Gesellschaften von Pilzen und anderen Mikroorganismen 

bilden auf und innerhalb von Gesteinen Biofilme. Diese k�nnen dem Stein z. B. durch S�u-

reangriffe, durch die Sprengkraft von Wasser aufnehmenden Polymeren oder durch ther-

mische Sprengung infolge von Pigmentbildung zusetzen (Krumbein 2004, Gorbushina und 

Krumbein 2006).

Es ist anzunehmen, dass Schimmelpilzbefall in Innenr�umen vorkommt, seit der Mensch 

�berhaupt baut. Bereits in der Bibel wird auf den Umgang mit „Aussatz am Haus“ hinge-



EINLEITUNG

2

wiesen (3. Buch Mose, Kap. 14, Vers 33 – 57). Der r�mische Architekt und Ingenieur 

Marcus Vitruvius Pollio (1. Jhd. v. Chr.) hat in seinen „Zehn B�chern �ber Architektur“ 

empfohlen, dass Schlafzimmer und Bibliotheken gen Osten gerichtet sein sollten, da die 

von S�den und Westen kommenden „feuchten Winde“ Schimmel beg�nstigen. Die Menge 

des im und am Material zur Verf�gung stehenden Wassers – in der Biologie Wasseraktivi-

t�t (aw-Wert) und in der Bauphysik Ausgleichsfeuchte genannt (Sedlbauer und Krus 2003) 

– ist der limitierende Faktor f�r Pilzwachstum im Innenraum (Nielsen 2003). Die Ursachen 

f�r erh�hte Feuchtigkeit im Geb�ude sind sehr vielf�ltig und k�nnen in geb�udebedingte 

(W�rmebr�cken, Leckagen, Baum�ngel) und nutzerbedingte (mangelndes L�ften und Hei-

zen) Ursachen eingeteilt werden. H�ufig ist es aber auch eine Kombination beider Ursa-

chen, die einen Schaden gr��eren Ausma�es entstehen l�sst (Hankammer und Lorenz 

2003). Es existieren nur Sch�tzungen zur Zahl der Wohnungen und Geb�ude mit Pilzbe-

fall. Der Anteil der Geb�ude mit Feuchtesch�den (nicht zwangsl�ufig verbunden mit Pilz-

befall) wird f�r Europa auf 45 % gesch�tzt (Szponar und Larsson 2000). In einer repr�sen-

tativen Untersuchung in Deutschland wurde in 9,3 % von 5.530 Wohnungen Schimmel-

pilzbefall festgestellt (Brasche et al. 2003), wobei der Befall nur durch Inaugenscheinnah-

me erfasst und nicht mikrobiologisch untersucht wurde. Clausnitzer (2006) hat bei der Un-

tersuchung von 920 Mietwohnungen mit einem Baujahr vor 1975 einen Anteil von 25,9 % 

mit Pilzbefall ermittelt. �hnlich schwierig ist zu erfassen, ob der Anteil der pilzbelasteten 

Wohnungen zunimmt. Auf der einen Seite hat sich die Bauweise vor allem in den letzten 

Jahrzehnten sehr stark ver�ndert: seit der Energiekrise der 1970er Jahre nimmt die Dich-

tigkeit der Geb�udeh�lle bei Neubauten und sanierten Geb�uden zu, so dass die innen pro-

duzierte Feuchtigkeit nur noch �ber die aktive L�ftung abgef�hrt werden kann. Auf der 

anderen Seite ist ein Pilzbefall – nicht zuletzt durch die Medien – st�rker als „Problem“ in

das Bewusstsein der Menschen ger�ckt, so dass bereits bei kleineren Befallssituationen 

Beratungsstellen oder Untersuchungslabore aufgesucht werden, was sich in den Statistiken 

niederschl�gt.

Neben dem wirtschaftlichen Schaden, der durch einen Pilzbefall am und im Geb�ude ent-

stehen kann, sind die m�glichen gesundheitlichen Beeintr�chtigungen durch Schimmelpil-

ze im Innenraum nicht au�er Acht zu lassen. Die klassische Einteilung der Erkrankungen 

gliedert sich in Mykosen (Infektionen), mykogene Allergien und Mykotoxikosen (Vergif-

tungserscheinungen) (Rei� 1998). Das Risiko einer Mykose ist bei den in Innenr�umen 

�berwiegend vorkommenden Schimmelpilzarten relativ gering, da die meisten nach der 

Klassifizierung der Technischen Regeln f�r Biologische Arbeitsstoffe (TRBA 460) zur 
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Risikogruppe 1 mit dem geringsten Infektionsrisiko geh�ren (Heinzow 2007). Ferner ist 

eine Immunsuppression bei den Betroffenen Voraussetzung f�r eine Infektion. Die myko-

genen Allergien hingegen kommen h�ufig vor und �u�ern sich in Abh�ngigkeit von dem 

entwickelten Allergietyp z. B. als Rhinokonjunktivitis, Asthma bronchiale oder exogen 

allergische Alveolitis (Heinzow 2007). Im Rahmen des Kinder-Umwelt-Surveys wurde

festgestellt, dass 8,3 % der Kinder in Deutschland eine Sensibilisierung gegen�ber Schim-

melpilzen aufweisen (Szewzyk 2009). Bezogen auf die gesamte Bev�lkerung sollen unge-

f�hr 5 % der Menschen gegen Schimmelpilze sensibilisiert sein (Gabrio et al. 2003). My-

kotoxikosen sind Vergiftungen durch Mykotoxine (toxische Sekund�rmetaboliten von 

Schimmelpilzen), deren Wirkung f�r den oralen Aufnahmepfad von der Lebensmittelfor-

schung detailliert untersucht wurde. �ber die Wirkung und Dosis-Wirkungsbeziehung 

nach inhalativer Aufnahme von luftgetragenen Mykotoxinen in kontaminierten Innenr�u-

men liegen bisher keine gesicherten Erkenntnisse vor (Heinzow 2007). Es gibt aber erste 

Hinweise, dass bereits geringe Mykotoxindosen aufgrund von synergistischen Effekten 

von Mykotoxinen untereinander oder mit strukturellen Verbindungen (z. B. Glucane, Pig-

mente und Proteine) zu gesundheitlichen Beeintr�chtigungen f�hren k�nnen (Fischer und 

Dott 2005). Die strukturellen Verbindungen von Pilzen stehen ebenfalls im Verdacht, auch 

ohne synergistischen Partner, die Gesundheit zu beeintr�chtigen: 1,3--D-Glucan wirkt wie 

die Endotoxine von Bakterien entz�ndungsf�rdernd (Rylander et al. 1998, Chew et al. 

2001) und Melanine k�nnen das Komplementsystem aktivieren (Rosas et al. 2002). Das 

Auftreten von unspezifischen Symptomen (Augenreizungen, Kopfschmerzen, M�digkeit, 

grippe�hnlichen Symptomen usw.) im Zusammenhang mit Pilzbefall wird auf die genann-

ten Substanzen zur�ckgef�hrt (Douwes 2005, Giovannangelo et al. 2007). Die Kommissi-

on „Methoden und Qualit�tssicherung in der Umweltmedizin“ vom Robert-Koch-Institut 

(2007) sieht erh�hten Forschungsbedarf in der Mikrobiologie und Medizin, um die Zu-

sammenh�nge zwischen Symptomen der Raumnutzer und einem Pilzbefall im Innenraum 

st�rker aufzukl�ren. Zuverl�ssige Nachweismethoden f�r das Vorkommen von Schimmel-

pilzen und ihren Metaboliten im Innenraum sind daf�r erforderlich. Die bereits g�ngigen 

Methoden sowie die in der vorliegenden Arbeit durchgef�hrten und erarbeiteten Nach-

weismethoden werden im folgenden Kapitel erl�utert.
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1.2 Schimmelpilze und ihre Metaboliten im Hausstaub – Vorstellung der 

Methoden und Ziel der Arbeit

In der Innenraumanalytik werden zur Erfassung von Schimmelpilzen und ihren Metaboli-

ten überwiegend Luft- und Materialproben untersucht. In der Luft werden routinemäßig die 

Anzahl der keimfähigen Pilzbestandteile (Sporen und Hyphenfragmente), die Gesamtspo-

renzahl sowie (seltener) die von Pilzen gebildeten organischen Verbindungen (MVOC = 

microbial volatile organic compounds) gemessen. Die Untersuchung von Luft erfasst nur

die momentane Situation (einige Minuten bis mehrere Stunden) und das Ergebnis wird von 

dem Ausmaß der Luftverwirbelung während der Messung beeinflusst (Hankammer und 

Lorenz 2003). Die Untersuchung von Materialproben ist sinnvoll, um die Befallsstärke und 

die vorkommenden Pilzarten zu bestimmen oder um einen Befall ausschließen zu können. 

Diese Ergebnisse beschreiben die Situation an der untersuchten Stelle, so dass keine Rück-

schlüsse auf andere Stellen oder auf eine eventuelle Exposition der Raumnutzer gezogen 

werden können. Ferner ist ein Vergleich der Ergebnisse unterschiedlicher Materialien 

(z. B. Dämmmaterial, Putz, Tapete) aufgrund der verschiedenen Gewichte und Oberflä-

chen-Volumen-Verhältnisse kaum möglich (Trautmann 2005). 

Die Analytik in Hausstaub wird in Hinblick auf Schimmelpilze und ihre Metaboliten bis-

lang selten angewendet. Dabei stellt Hausstaub eine Senke für Chemikalien und Schim-

melpilze dar, so dass seine Analyse Langzeitinformationen zu andauernden Kontaminatio-

nen des Innenraums liefern kann (Toepfer und Butte 2009). Dies wird für das Erkennen 

von Innenraumkontaminationen z. B. mit Bioziden genutzt, die sich aufgrund ihrer 

Schwerflüchtigkeit im Hausstaub anreichern können (Butte et al. 2000). Der Nachweis von 

keimfähigen Pilzbestandteilen im Hausstaub wurde bereits in einigen Studien durchgeführt 

und es liegen verschiedene Vorschläge zu Bewertungshilfen vor (Schleibinger et al. 2004

II, Trautmann et al. 2005, Baudisch et al. 2009 I). Die Kultivierung der Schimmelpilze ist 

insofern von Nachteil, dass die Ergebnisse aufgrund der Wachstumszeit erst nach frühes-

tens 5 bis 7 Tagen vorliegen und nur die keimfähigen Sporen und Hyphenfragmente erfasst 

werden. Bei einem alten oder bereits fungizid behandelten Befall ist die Keimfähigkeit 

eingeschränkt oder nicht mehr vorhanden, so dass diese Methode eine solche Befallssitua-

tion nicht erfasst. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit der Nachweis che-

mischer Indikatoren für Schimmelpilze in der Matrix Hausstaub geführt und die Methoden 

auf ihre Anwendbarkeit und Aussagekraft getestet. Als chemische Indikatoren wurden (1) 

Ergosterin aus der Zytoplasmamembran von Pilzen, (2) 1,3--D-Glucan aus der Zellwand 
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und (3) die Aktivität des Enzyms N-Acetyl--D-glucosaminidase (NAGase) ausgewählt, da 

sie unabhängig von der Keimfähigkeit der Sporen und Hyphen erfasst werden. Ferner wur-

de in einem Unterkollektiv die Gesamtsporenzahl ermittelt. Der Nachweis der chemischen 

Indikatoren und der Gesamtsporen kann jeweils an einem Tag erfolgen, so dass innerhalb 

kurzer Zeit ein Ergebnis vorliegt, das die Gesamtheit der im Hausstaub vorkommenden 

Pilze beschreibt. Als vergleichende Größe wurde die Lebendkeimzahl bestimmt und die 

Pilzarten differenziert, da über deren Vorkommen und Hintergrundkonzentrationen die 

meisten Informationen in der Literatur vorliegen (Moriske und Szewzyk 2002, LGA Ba-

den-Württemberg 2004, Trautmann et al. 2005). 

Die Möglichkeit der Kontamination von Innenräumen mit Mykotoxinen wurde bisher 

überwiegend im Zusammenhang mit dem toxigenen Pilz Stachybotrys chartarum unter-

sucht (Brasel et al. 2004, Bloom et al. 2009), aber Studien zeigen, dass auch andere Myko-

toxin-produzierende Pilze und ihre toxischen Metaboliten im Innenraum in erhöhten Kon-

zentrationen nachweisbar sind (Gravesen et al. 1999, Rolle-Kampczyk et al. 2000, Nielsen 

2002). Im Hausstaub von Wohnungen mit starkem Pilzbefall konnten die Mykotoxine Ste-

rigmatocystin (Engelhart et al. 2002) und Ochratoxin A (Kasel et al. 1999) bestimmt wer-

den. Es existieren bisher aber keine Erkenntnisse darüber, ob Mykotoxine auch in Haushal-

ten mit weniger auffälligen oder sogar ohne Pilzschäden vorkommen und in welchen Kon-

zentrationen sie vorliegen können. Diesen Fragen wurde in der vorliegenden Arbeit nach-

gegangen und gleichzeitig konnte durch die Artdifferenzierung der Lebendkeime ein Ver-

gleich zwischen nachweisbaren Mykotoxinproduzenten und messbaren Mykotoxinen er-

folgen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Methoden zum Nachweis von chemischen Indikatoren 

für Schimmelpilze und von Mykotoxinen auf ihre Anwendbarkeit im Hausstaub sowie auf 

ihre Aussagekraft zu überprüfen. Um feststellen zu können, ob erhöhte Konzentrationen 

von Pilzen und/oder Mykotoxinen im Hausstaub mit einem Pilzbefall im Zusammenhang 

stehen oder auch auf andere Quellen zurückzuführen sind, wurden Hausstaubproben aus 

Haushalten mit sichtbarem Pilzbefall (Fälle) und ohne sichtbaren Pilzbefall (Kontrollen)

gesammelt. Außerdem wurden detaillierte Informationen zum Gebäude und zur Nutzung 

der teilnehmenden Haushalte mit Hilfe eines Fragebogens ermittelt. Diese Angaben sollten 

ermöglichen, von einem Pilzbefall unabhängige Einflüsse wie z. B. der Gebäudestruktur, 

der Haustierhaltung oder dem Müllsammelverhalten auf den Pilzgehalt im Staub herauszu-

finden. Mit den Ergebnissen der Kontrollproben sollten vor allem für die chemischen Indi-

katoren zunächst die Hintergrundkonzentrationen festgestellt werden, da Schimmelpilze im 
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Hausstaub grunds�tzlich vorliegen (Trautmann et al. 2005). Der Vergleich zwischen den 

Ergebnissen der Fall- und Kontrollproben sollte Aufschluss geben, ob mit den ausgew�hl-

ten Methoden ein Pilzbefall im Innenraum nachgewiesen werden kann. F�r die Bildung 

von Referenzwerten auf Basis des 95. Perzentils wurde ein Kollektiv von 150 Fall- und 

150 Kontrollproben angestrebt. Das Sammeln des Kollektivs erfolgte im Zeitraum von 

Februar 2007 bis M�rz 2009 und wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut f�r Energie 

und Umwelttechnik (IUTA e. V.) in Duisburg durchgef�hrt. Das gesamte Kollektiv stand 

sowohl f�r die Untersuchungen der vorliegenden Dissertation als auch f�r die Mykotoxin-

Analytik im Rahmen des am IUTA durchgef�hrten Projektes „Aufbau eines Arbeits-

schwerpunktes: Bewertungs- und Analytikbereich zur Problematik der Belastung von In-

nenr�umen mit Mykotoxinen“ zur Verf�gung (gef�rdert vom TIT – Technologie- und In-

novationsprogramm des Landes Nordrhein-Westfalen, F�rderkennzeichen 005-0501-

0009).

Bei der aktiven Probenahme wird Hausstaub durch Wischen oder Saugen gewonnen, wo-

bei zwischen Alt- und Frischstaub differenziert wird (VDI 4300 Blatt 8, 2001). Frischstaub

ist genau 7 Tage alt und wird durch einen Mitarbeiter des Messinstituts gesammelt. Staub 

unbekannten Alters wird als Altstaub bezeichnet, kann von den Bewohnern mit einem han-

dels�blichen Staubsauger selbst gewonnen und mitsamt Staubsaugerbeutel an das Messin-

stitut gegeben werden (Butte et al. 2000). F�r die vorliegende Arbeit wurde Altstaub zur 

Untersuchung ausgew�hlt, weil �ber den l�ngeren Sammelzeitraum eine st�rkere Anreiche-

rung erfolgt, was vor allem in Hinblick auf die wahrscheinlich sehr gering konzentrierten 

Mykotoxine wichtig erschien. Die Untersuchung von Altstaub erfasst au�erdem die Kon-

tamination der gesamten Wohnung. Bei der Gewinnung von Frischstaub wird eine defi-

nierte und begrenzte Fl�che gesaugt, so dass auch nur die Kontamination dieser Fl�che 

bestimmt werden kann (Butte et al. 2000). Die M�glichkeit, den gef�llten Staubsaugerbeu-

tel an ein Messinstitut zu schicken, beschleunigt den Ablauf und ist kosteng�nstig, da die 

Probenahme durch einen geschulten Mitarbeiter entf�llt. Dies ist in Hinblick auf eine zu-

k�nftige Etablierung der Methoden ein wichtiger Aspekt. F�r die vorliegende Arbeit wurde 

durch das Einschicken der Staubsaugerbeutel ein gr��erer Stichprobenumfang erm�glicht. 

Die mit dem langen Sammelzeitraum erzielte Staubmenge erlaubte au�erdem erst die An-

wendung der verschiedenen Methoden in einer Probe.

Im Folgenden werden die untersuchten chemischen Indikatoren sowie Mykotoxine und die 

angewandten Methoden kurz vorgestellt.
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Chemische Indikatoren:

Ergosterin: 

Abb. 1-1: Strukturformel von Ergosterin

Ergosterin (Abb. 1-1) ist das primäre Sterin der Zytoplasmamembran von Pilzen (Weete

und Gandhi 1996) und kommt in allen Zelltypen von Pilzen vor. Einige grüne Mikroalgen 

(Newell et al. 1987) und bestimmte Protozoen (Raederstorff und Rohmer 1987) enthalten 

ebenfalls Ergosterin. Da diese Organismen im Hausstaub gar nicht oder nur (von außen 

eingeschleppt) in geringen Mengen vorliegen, erscheint Ergosterin ein besonders gut ge-

eigneter Indikator für Pilze. Der in dieser Arbeit angewandte Nachweis mit Hilfe der 

Hochdruckflüssigchromatographie und anschließender UV-Detektion wurde zuerst von 

Seitz et al. (1977) für die Bestimmung der Pilz-Biomasse in Getreide durchgeführt. Auf-

grund des konjugierten Paares an Doppelbindungen an C5-C6 und C7-C8 absorbiert Er-

gosterin das UV-Licht zwischen 240 und 300 nm mit einem Maximum bei 282 nm (Seitz 

et al. 1977). Pflanzliche Sterine, die im Hausstaub ebenfalls vorkommen können, verfügen 

hingegen über nur eine Doppelbindung und werden mit dem untersuchten Wellenlängenbe-

reich nicht erfasst. Bei der Untersuchung sehr verschiedener Matrizes, wie z. B. Nah-

rungsmittel, Baumaterialien und Laub, wurden signifikante Korrelationen zwischen der 

Ergosterinkonzentration und der Lebendkeimzahl nachgewiesen (Pasanen et al. 1999, de 

Sio et al. 2000, Volker et al. 2000).

1,3--D-Glucan:

1,3--D-Glucan (Abb. 1-2) ist ein Polymer der -D-Glukose in der Zellwand einer großen 

Zahl von Organismen: Pilze, einige Bakterien, die meisten höheren Pflanzen und einige 

niedere Pflanzen (Giovannangelo et al. 2007). Die Polymere sind untereinander über 1,6--

D-Glukose-Seitenketten und zusätzlich mit Proteinen, Lipiden und anderen Kohlenwasser-

stoffen wie z. B. Chitin verbunden (Klis 1994), so dass ein stabiles Gerüst entsteht, das der 
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Zelle Festigkeit verleiht. Glucane spielen eine Rolle bei gesundheitlichen Beeinträchtigun-

gen (Kap. 1.1), die unabhängig von der Lebensfähigkeit der Pilzzellen sind, so dass ihre 

Erfassung besonders geeignet für Expositionsuntersuchungen ist. Der Nachweis von 1,3--

D-Glucan kann mit dem Limulus-Amöbozyten-Lysat Test (LAL-Test) erfolgen, für den ein 

Lysat aus den Amöbozyten des Pfeilschwanzkrebses Limulus polyphemus eingesetzt wird. 

Die Krebse bilden Blutgerinnsel, um sich gegen Blutverlust und den Eintritt von Mikroor-

ganismen zu schützen. Die Gerinnungsbildung wird durch Endotoxine von gram(-) Bakte-

rien und durch 1,3--D-Glucan ausgelöst, was für den Nachweis beider Substanzen genutzt 

wird (Foto et al. 2004). 1,3--D-Glucan aktiviert den Gerinnungsfaktor G und Endotoxine 

den Faktor C, der für den Glucan-Nachweis aus dem Lysat entfernt wurde. Das Gerin-

nungsenzym ist in der Lage ein künstliches Chromogen-Peptid-Substrat zu spalten. Das 

farbige Produkt p-Nitroanilin kann photometrisch erfasst werden.

Abb. 1-2: Strukturformel von 1,3--D-Glucan

N-Acetyl--D-glucosaminidase:

Das Enzym N-Acetyl--D-glucosaminidase (NAGase) (EC 3.2.1.52) ist eine Glucosami-

nid-Hydrolase, die N-Acetyl--D-glucosaminid durch Spaltung der glykosidische Bindung 

von Glykosiden und Polysacchariden (z. B. Chitin) abtrennt (Reyes et al. 1989). Das En-

zym liegt im periplasmatischen Raum vor (Gooday et al. 1992), kann aber auch als Exoen-

zym an das Medium abgegeben werden (Jones und Kosman 1980). NAGase ist an sehr 

vielfältigen Prozessen beteiligt: Autolyse, Hyphenwachstum, Auflösung von Septen, Spo-

renfreisetzung, Nahrungserschließung, Mykoparasitismus usw. (Gooday et al. 1992, Brun-

ner et al. 2003). NAGase konnte auch im Körper von Insekten, Ratten, Rindern, Menschen 

und anderen Tieren sowie in einigen Pflanzen und Bakterien nachgewiesen werden 

(BRENDA Enzym-Datenbank 2010). Zumindest Insekten, Pflanzen und Bakterien könnten 

im Staub neben den Pilzen eine Quelle für NAGase darstellen. In Bodenproben konnten 
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Miller et al. (1998) eine gute Korrelation zwischen der NAGase Aktivität und der Konzent-

ration chemischer Indikatoren wie Ergosterin und pilzspezifischen Fettsäuren feststellen. 

Darauf basierend wurde ein Test für den Nachweis von Pilzen auf Oberflächen von Bau-

materialien etabliert (MycoMeter-Test), der hier in modifizierter Form eingesetzt wurde. 

Dabei wird die Enzymaktivität nach Zugabe des Substrats 4-Methylumbelliferyl-N-acetyl-

-D-glucosaminid durch das fluoreszierende Produkt 4-Methylumbelliferon (4-MU) mess-

bar (Abb. 1-3).

Abb. 1-3: Spaltung von 4-Methylumbelliferyl-N-acetyl--D-glucosaminid durch das Enzym N-Acetyl--D-

glucosaminidase zum fluoreszierenden 4-Methylumbelliferon

Mykotoxine:

Mykotoxine sind nicht scharf definiert, aber werden als sekundäre Metaboliten von fila-

mentösen Pilzen beschrieben, die in geringer Konzentration eine toxische Wirkung auf 

Wirbeltiere haben (Bennett und Klich 2003). Die meisten dieser Verbindungen sind nicht 

flüchtig und haben ein Molekulargewicht von weniger als 1500 Da (Nielsen 2003). Diese 

Stoffgruppe ist in ihrer chemischen Struktur und toxischen Wirkung extrem heterogen. In 

Abhängigkeit der verwendeten Definition sind bisher ca. 300 bis 400 Mykotoxine als sol-

che erfasst (Bennett und Klich 2003). Nur wenige Mykotoxine kommen nach dem heuti-

gen Kenntnisstand als Innenraumkontaminanten infrage, da ihre Produzenten nicht im Zu-

sammenhang mit Feuchteschäden in Gebäuden vorkommen. Aufgrund des häufigen 

Nachweises von Aspergillus versicolor im Innenraum (Nielsen 2003), wurde für diese Ar-

beit der Schwerpunkt auf das von diesem Pilz produzierte Sterigmatocystin gelegt. Auch 

die potentiellen Produzenten von Ochratoxin A, wie z. B. Aspergillus ochraceus, A. niger

und Penicillium verrucosum, sind auf kontaminiertem Baumaterial nachweisbar.
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Mykotoxine werden mit verschiedenen chromatographischen Methoden und mit Enzy-

mimmunoassays (ELISA) nachgewiesen. Die Vorteile des ELISA liegen in der schnellen 

und einfachen Durchführung mit hohem Probendurchsatz und geringem apparativem Auf-

wand (Krska und Molinelli 2007), was auch in kleinen Laboren für Innenraumanalytik 

realisierbar ist. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher der immunologische 

Nachweis für die Anwendbarkeit im Hausstaub getestet und validiert.

Ochratoxin A:

Abb. 1-4: Strukturformel von Ochratoxin A (OTA)

Ochratoxin A (OTA) war der erste Metabolit aus der Gruppe der Ochratoxine, die 1965 

aus Aspergillus ochraceus isoliert und beschrieben wurden (van der Merwe et al. 1965). 

Bei den Ochratoxinen handelt es sich um zyklische Pentaketide. Ochratoxin A ist ein Deri-

vat von Dihydroisokumarin, das über eine -Amidbindung mit der Aminosäure 

L-Phenylalanin verbunden ist (Abb. 1-4). Ochratoxin A hat ein Molekulargewicht von 

403,81 g/mol und ist aufgrund der phenolischen Hydroxylgruppe im Dihydroisokumarin-

ring und der Carboxylgruppe des Phenylalanins schwach sauer. OTA wirkt akut schädi-

gend auf die Niere, ist teratogen sowie immunsuppressiv und wurde von der Internationa-

len Agentur für Krebsforschung als mögliches Karzinogen klassifiziert (Pitt 2000). Da ver-

schiedene Lebensmittel (Wein, Bier, Kaffee, Getreide usw.) mit OTA kontaminiert sein 

können (Bhat 2010), existieren bereits kommerzielle Testsysteme auf Basis des ELISA, 

deren Anwendbarkeit in der Matrix Hausstaub in der vorliegenden Arbeit untersucht wur-

de. Zum Vergleich wurde der Nachweis von OTA mit Hilfe der Hochdruckflüssigchroma-

tographie und anschließender UV-Detektion durchgeführt.

Sterigmatocystin:

Sterigmatocystin (ST) wurde in den 1950er Jahren scheinbar gleichzeitig von verschiede-

nen Arbeitsgruppen in Großbritannien und Japan isoliert und beschrieben (Birkinshaw und 
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Hammady 1957). Das Mykotoxin kann als Vorstufe von Aflatoxin B1 gebildet werden, 

wobei die Biosynthese von Aflatoxin B1 auch ohne ST erfolgen kann (Lou et al. 1994). 

Andere Pilze, wie z. B. Aspergillus versicolor, produzieren ST, aber keine Aflatoxine. ST 

ist charakterisiert durch einen Xanthon-Rest verbunden mit einem Dihydrodifuran- oder 

einem Tetrahydrofuran-Rest (Sweeney und Dobson 1998) (Abb. 1-5). ST weist keine star-

ke Zytotoxizität auf, aber nach Aktivierung durch die Cytochrom P450 Monooxidase ent-

faltet es in der Leber seine karzinogene Wirkung (McConnell und Garner 1994). Außer-

dem wurde nachgewiesen, dass ST ein starker Inhibitor für die tracheale Ziliarbewegung 

ist (Piecková und Jesenká 1998), was in der Folge zu gehäuft auftretenden Infektions-

krankheiten der Atemwege führen kann. 

Abb. 1-5: Strukturformel von Sterigmatocystin (ST)

ST kommt nur selten in Lebensmitteln vor und wird nicht routinemäßig untersucht. So 

wurden für den Nachweis zwar zahlreiche chromatographische Methoden beschrieben 

(Stack und Rodricks 1971, Abramson und Thorsteinson 1989, Bloom et al. 2007), aber auf 

dem Markt sind keine Antikörper oder gar fertige ELISA-Testsysteme und Immunoaffini-

tätssäulen erhältlich. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit Antikörper mit 

dem Ziel der Entwicklung eines ELISA für den Nachweis von ST im Hausstaub produ-

ziert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Sammlung und Beschreibung des Probenkollektivs

2.1.1 Herkunft der Proben und Probenahme von Hausstaub

Im Zeitraum von Februar 2007 bis M�rz 2009 wurden an der Carl von Ossietzky Universi-

t�t Oldenburg und am Institut f�r Energie und Umwelttechnik (IUTA e. V.) Duisburg ins-

gesamt 354 Hausstaubproben aus 343 Haushalten gesammelt. Der Staub wurde von den 

Bewohnern der teilnehmenden Haushalte mit Hilfe handels�blicher Staubsauger gewon-

nen. Die Probenahme ist in der VDI-Richtlinie 4300, Blatt 8 (VDI 2001) beschrieben. Der 

mindestens zur H�lfte gef�llte Staubsaugerbeutel wurde in einer Kunststofft�te verpackt 

eingeschickt. Bei beutellosen Staubsaugern wurden der grobe Staub aus dem Auffangbe-

h�lter und der feine Staub aus dem Filter direkt in eine Kunststofft�te umgef�llt. Es han-

delt sich per Definition um die aktive Probenahme von Altstaub (Butte et al. 2000). 

Die Auswahl der Teilnehmer und Proben wurde nicht im Sinne einer repr�sentativ epide-

miologischen Studie sondern anlassbezogen vorgenommen. Die Einteilung der Proben in 

Fall- und Kontrollproben erfolgte mit Hilfe der Angabe im begleitenden Fragebogen (Kap. 

2.1.3), ob im Zeitraum der Sammlung sichtbarer Pilzbefall im beprobten Bereich vorlag. In 

150 Haushalten kam sichtbarer Pilzbefall vor und 193 Haushalte haben das Vorkommen 

von Pilzbefall verneint. Aufgrund mehrfacher Beprobungen von einem Fall- und zwei 

Kontrollhaushalten ergab sich ein Stichprobenumfang von 153 Fallproben und 201 Kon-

trollproben.

20,0 % der Haushalte befinden sich im Gro�raum Oldenburg (Oldenburg), 45,6 % im 

Ruhrgebiet (Einzugsgebiet Duisburg) und die �brigen 34,4 % der Proben sind �ber die 

Bundesrepublik Deutschland verteilt. Eine Probe stammt aus Belgien.

2.1.2 Vorbereitung der Hausstaubproben

Zur Homogenisierung der Proben und zur Abtrennung der groben Bestandteile wurde der 

gesamte Inhalt der Staubsaugerbeutel inklusive des Zwischenlagenstaubs durch einen Sieb-

satz bestehend aus einem 2 mm und einem 63 �m Pr�fsieb (20 cm Durchmesser, Fa. 

RESCH, Deutschland) gegeben. Die Siebung erfolgte per Hand nach den Vorgaben der DIN 

66 165 Teil 2 (1987) in einem Digestorium. Die ≤ 63 �m Fraktionen wurden in braunen 
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Weithalsglasflaschen bei Zimmertemperatur gelagert und der Anteil > 63 �m verworfen. 

S�mtliche Analysen wurden in den ≤ 63 �m Fraktionen durchgef�hrt. Die Siebung erfolgte 

innerhalb von 3 Tagen nach Probeneingang und der Ansatz f�r die Bestimmung der Le-

bendkeimzahl innerhalb von 10 Tagen nach Erhalt der Proben, um die Keimf�higkeit der 

Sporen durch Lagerung m�glichst wenig zu beeintr�chtigen.

F�r die Validierung einiger Methoden wurde Poolstaub eingesetzt. Daf�r wurden je 

3,0 � 0,4 g von 171 Kontrollproben abgewogen, gemischt und 2 Stunden durch Rotation in 

einem 2000 ml Igelkolben homogenisiert.

2.1.3 Erstellung der Fragebögen zur Ermittlung von Hintergrundinformationen zu 

den Haushalten

Um Informationen �ber die �rtlichen Gegebenheiten, die Eigenschaften, die Ausstattung 

und Belegung der Wohnungen/Geb�ude, das Nutzerverhalten der Bewohner und das Vor-

kommen von Pilzbefall zu erhalten, wurde ein Fragebogen (s. Anhang) in Anlehnung an 

die Protokolle aus der VDI-Richtlinie 4300 Blatt 10 (VDI 2008) und den Schimmelpilzleit-

faden (Moriske und Szewzyk 2002) sowie nach Angaben von Keller et al. (2004) erstellt.

Sofern pers�nlicher Kontakt zu den Teilnehmern der Studie bestand, wurde der Fragebo-

gen von Christoph Portner (IUTA) oder mir gemeinsam mit den Teilnehmern ausgef�llt. 

Bei Haushalten, die nicht im Gro�raum Oldenburg oder Duisburg lagen, wurden die ausge-

f�llten Frageb�gen zusammen mit den Staubproben von den Teilnehmern eingeschickt. 

Bei Unklarheiten der Angaben im Fragebogen wurden die Teilnehmer telefonisch befragt.

Ziel der Befragung war die Ermittlung von m�glichen Einfl�ssen auf den Schimmelpilzge-

halt im Hausstaub, die im Folgenden aufgez�hlt werden:

 die Jahreszeit, in der der Hausstaub gesammelt wurde

 die unmittelbare Umgebung eines Geb�udes: l�ndlich, st�dtisch oder eine gemischte 

Region

 die Charakteristika eines Geb�udes und die Lage der beprobten Wohnung im Geb�ude: 

Alter des Geb�udes, Anzahl der Wohnungen pro Geb�ude (Ein- bis Mehrfamilienh�u-

ser), Lage der Wohnung im Geb�ude (Geschossigkeit), Beschaffenheit dessen, was 

ober- und unterhalb der Wohnung liegt (Fundament, Keller, andere Wohnung), Um-

bauma�nahmen, Baum�ngel
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 die Belegung und Ausstattung der Wohnung: Personenzahl, Fu�bodenbel�ge, Wand-

verkleidungen

 das Nutzerverhalten: Reinigungsgewohnheiten, M�llsammelverhalten, Haustierhal-

tung, Anzahl der Blument�pfe, L�ft- und Heizverhalten, Luftbefeuchtung

 die Historie von Pilzsch�den: fr�heres Vorkommen von Pilzbefall, Beseitigungsma�-

nahmen eines solchen Befalls, aktuell vorkommender Pilzbefall, Gr��e des Befalls, 

Lokalit�t des Befalls

Die Untersuchungsergebnisse vom Ergosterin- und Lebendkeimgehalt im Staub wurden 

entsprechend den Antworten aus den Frageb�gen sortiert. F�r den Vergleich von zwei Va-

riablen wurde der Rangtest nach Mann und Whitney (U-Test) und von mehreren Variablen 

der nach Kruskal und Wallis (H-Test) durchgef�hrt (Sachs 2004).

2.1.4 Bestimmung des Glühverlustes

In den Staubproben wurde der Anteil organischer Bestandteile mit Hilfe des Gl�hverlustes 

nach DIN 38 409 Teil 1 (1987) bestimmt, um eine Korrelation zum Pilzgehalt zu �berpr�-

fen. Zur Bestimmung der Trockenmasse wurden ca. 100 mg Staub ( 63 �m Fraktion) in 

einen getrockneten (30 min bei 105 � 2 �C) und gewogenen Tiegel gegeben und 1 h bei 

105 � 2 �C in den Trockenschrank gestellt. Nach dem Erkalten im Exsikkator wurde der 

Tiegel mit Staub auf 1 mg gewogen und ein weiteres Mal 30 min getrocknet. Sofern sich 

noch keine Gewichtskonstanz einstellte, wurde der Vorgang wiederholt. Die Trockenmasse 

(mT) ergibt sich aus der Differenz der Masse (mb) des getrockneten Staubs mit Tiegel und 

der Masse (ma) des leeren Tiegels:

mT = mb – ma [mg]

F�r die Bestimmung des Gl�hverlustes wurden die Tiegel mit dem Staub zweimal 60 min 

auf 550 �C im Gl�hofen erhitzt. Bereits nach dem zweiten Gl�hen konnte ein konstantes 

Gewicht erzielt werden. Die Differenz zwischen der Masse des Tiegels vor (ma) und nach 

dem Gl�hen (mc) ergibt die Gl�hmasse (mG):

mG = mc – ma [mg]
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Der Glührückstand (GG) ist der prozentuale Anteil der nicht verglühten Bestandteile des 

Staubs und entspricht dem anorganischen Gehalt des Staubs:

100
T

G
GG m

m
 [%]

Der Glühverlust (GV) beschreibt den prozentualen organischen Anteil des Staubs:

GV = 100 - GG [%]

2.1.5 Nachweis von Pentachlorphenol im Hausstaub

Pentachlorphenol (PCP) ist fungizid wirksam und kommt trotz des Verbotes in einigen 

Haushalten noch in erhöhten Konzentrationen im Hausstaub vor. Ein Einfluss von PCP im 

Hausstaub auf den Gehalt der Lebendkeime ist nicht auszuschließen. In 130 Kontroll- und 

158 Fallproben wurde die Konzentration von PCP bestimmt. Je ca. 50 mg der Proben wur-

de an die Firma EUKOS Umweltanalytik Nord GmbH in Plön geschickt. Die Analyse von 

PCP erfolgte nach pyrolytischer Ethylierung und gaschromatographischer Trennung mit 

einem Elektroneneinfang-Detektor (Walker et al. 1999).
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2.2 Quantifizierung von Schimmelpilzen im Hausstaub

2.2.1 Bestimmung der Lebendkeimzahl

Die Lebendkeimzahlbestimmung wurde durchgeführt, um eine Vergleichsgröße für die 

Konzentrationen der chemischen Indikatoren zu erhalten und das Vorkommen von Myko-

toxinen und toxigenen Pilzen zu vergleichen.

Nährböden und Lösungen:

 Malzextraktagar (ME), pH 5,6  0,2:

Trockennährboden (MERCK AG, Deutschland), Herstellung nach Packungsangabe

Malzextrakt 30,0 g/l
Pepton aus Sojamehl 3,0 g/l
Agar 15,0 g/l

 Dichloran-Glycerin-Agar, 18 % ( DG18), pH 5,6 ± 0,2:

Trockennährboden (OXOID Ltd., Großbritannien), Herstellung nach Packungsangabe

Pepton 5,0 g/l 
Glucose 10,0 g/l
KH2PO4 1,0 g/l 
MgSO4 0,5 g/l
Dichloran 0,002 g/l
Agar 15,0 g/l

Zusatz von 

Chloramphenicol 0,1 g/l
Glycerin 220 g/l

Die Nährböden wurden 10 min bei 121 °C autoklaviert.

 Extraktionslösung:

NaCl 9,0 g/l
Tween 80 0,1 g/l

Die Bestimmung der Lebendkeimzahl an Schimmelpilzen im Hausstaub erfolgte mit Hilfe 

des Verdünnungsverfahrens (Baudisch et al. 2001, Trautmann et al. 2005). 50 mg Staub 

wurden in einem sterilen Reagenzglas mit 5 ml Extraktionslösung suspendiert und 30 min 

geschüttelt (Rundschüttler, 500 U/min). Aus der Suspension wurde eine Verdünnungsreihe 

angesetzt (100, 101, 102 und 103) und je 100 µl jeder Verdünnung auf je zwei Malzextrak-

tagar- und einem DG18-Nährboden mit Hilfe eines sterilen Glasspatels ausplattiert. Die 
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Inkubation je eines Nährbodens erfolgte bei 20 ± 2 °C und die der zusätzlichen Mal-

zextraktagar-Platte bei 37 ± 1 °C. Die koloniebildenden Einheiten (KBE) wurden zwischen 

dem 2. und 14. Tag gezählt und die Spezies morphologisch bestimmt. Die Angabe erfolgte 

in KBE pro Kilogramm Hausstaub.

2.2.2 Nachweis der Gesamtsporenzahl

Die Gesamtsporenzahl wurde ebenfalls als Vergleichsgröße für die chemischen Indikato-

ren bestimmt. Der Nachweis erfolgte in einem Unterkollektiv (n = 29), dessen Proben nach 

aufsteigender Lebendkeimzahl (ermittelt auf DG18) ausgewählt wurden.

50 mg gesiebter Staub wurden in 1 ml 0,9 % NaCl / 0,01 % Tween 80 Lösung suspendiert 

und nach Bedarf 1:2 oder 1:5 verdünnt. Ein Tropfen dieser Verdünnung wurde in eine 

Bürker-Türk-Zählkammer (0,1 mm Höhe, 0,0025 mm² pro Kleinquadrat) gegeben. Es wur-

den 6 Quadrate mit je 16 Kleinquadraten bei 400-facher Vergrößerung im Lichtmikroskop 

ausgezählt. Das Ergebnis wurde über das Volumen auf die Anzahl der Sporen pro Kilo-

gramm Hausstaub hochgerechnet.



MATERIAL UND METHODEN

18

2.3 Chemische Indikatoren für Schimmelpilze im Hausstaub

2.3.1 Quantifizierung von Ergosterin

F�r den Ergosterinnachweis im Hausstaub wurde ein Verfahren modifiziert (Binnberg 

2005), das urspr�nglich f�r den Nachweis von Ergosterin in verrottendem Laub eingesetzt 

wurde (Volker et al. 2000). Der Nachweis erfolgte im gesamten Kollektiv (n = 354).

500 mg der ≤ 63 �m Fraktion wurden mit 5,4 ml 10 % KOH in Methanol (w/v) suspendiert 

und mit 0,6 ml 7-Dehydrocholesterin (50 mg/l in Methanol) als interner Standard dotiert.

Die Hydrolyse von Ergosterin erfolgte 2 Stunden bei 80 �C im Wasserbad auf einem 

Magnetr�hrer. Nach dem Abk�hlen wurde die Suspension zentrifugiert (5 min, 

3.000 U/min) und 4 ml des �berstandes durch eine mit Glaswolle gestopfte Pasteurpipette 

filtriert. Es wurde mit 2 ml destilliertem Wasser gesp�lt, die zu dem Filtrat gegeben wur-

den. Anschlie�end wurde zweimal mit je 2 ml n-Hexan extrahiert. Die vereinten Hexan-

Extrakte wurden auf einem Heizblock (ca. 30 �C) unter Luftzufuhr bis zur Trockne einge-

engt, der R�ckstand in 1 ml Methanol aufgenommen und durch einen 0,45 �m Glasfaser-

filter gegeben. Das Filtrat wurde in 1,5 ml Reaktionsgef��en bei + 4 �C bis zur Messung 

aufbewahrt (maximal 2 Tage). 20 �l des Extraktes wurden mit Hilfe der Hochdruckfl�s-

sigchromatographie (HPLC) aufgetrennt.

Als mobile Phase wurde Methanol/Acetonitril im Verh�ltnis 75:25 verwendet. Die Auf-

trennung erfolgte in einer C18-S�ule (4 x 150 mm, Partikelgr��e 5 �m, PHARMACIA

ODS2) und die UV-Detektion bei einer Wellenl�nge von 282 nm. Die Retentionszeit von

Ergosterin betrug bei einer Flussrate von 1 ml/min ca. 16 min und die von 

7-Dehydrocholesterin ca. 18 min (Abb. 2-1). Zur Kalibration wurden Ergosterin-L�sungen 

in Methanol im Konzentrationsbereich von 1 bis 20 mg/l eingesetzt (Abb. 2-2), die jeweils 

den internen Standard 7-Dehydrocholesterin in einer Konzentration von 20 mg/l enthielten.

Eine Probe wurde f�r die Bestimmung der Wiederholpr�zision am gleichen Tag 16-mal 

und f�r die Bestimmung der Vergleichspr�zision an 16 unterschiedlichen Tagen aufgear-

beitet und gemessen. F�r die Wiederfindungsrate wurde Poolstaub 8-mal aufgearbeitet und 

mit jeweils 20 mg/kg Ergosterin dotiert. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurde 

anhand von vier Kalibriergeraden in jeweils dreifacher Bestimmung berechnet (DIN 

32 654, 1994).
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Abb. 2-1: Chromatogramm des Standards mit 15 mg/l Ergosterin und 20 mg/l 7-Dehydrocholesterin

Ergosterin hatte eine Retentionszeit von ca. 16 min und 7-Dehydrocholesterin von ca. 18 min. 
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Abb. 2-2: Kalibriergerade für den Nachweis von Ergosterin

Auf der Y-Achse wurde das Verhältnis der Peakflächen von Ergosterin (Erg) zum internen Standard 
7-Dehydrocholesterin (7-DHC) aufgetragen.

2.3.2 Nachweis von 1,3--D-Glucan

In einem Unterkollektiv von 29 Proben (s. auch Kap. 2.2.2) wurde die Konzentration von 

1,3--D-Glucan mit Hilfe des Limulus-Amöbozyten-Lysat-(LAL)-Tests (GLUCATELL-Test, 

PYROQUANT) bestimmt (Fogelmark und Rylander 1997).
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Sämtliche eingesetzten Gefäße, Pipettenspitzen, Lösungen usw. mussten glucanfrei sein. 

Glasgefäße wurden hierzu mit Alufolie abgedeckt und 7 h bei 235 °C erhitzt. Glucanfreies 

Wasser, Natronlauge und Salzsäure sowie pyrogenfreie Pipettenspitzen wurden von der Fa. 

PYROQUANT bezogen. Für den Nachweis wurden 50 mg gesiebter Staub mit 2,5 ml 

1 N Natronlauge 3 h geschüttelt (Rundschüttler, 250 U/min). Der mit 5 N Salzsäure neutra-

lisierte Extrakt wurde mit dem im Test enthaltenen Reagenzwasser 1:20.000 verdünnt und 

diese Verdünnung nach Herstellerangaben im Test eingesetzt (Testprinzip Kap. 1.2). Die 

Farbintensität des bei der Reaktion freigesetzten p-Nitroanilins wurde bei 540 nm photo-

metriert. Die Kalibration erfolgte mit den im Test enthaltenen Standards (Abb. 2-3).
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Abb. 2-3: Kalibriergerade für den Nachweis von 1,3--D-Glucan 

Es wurde die Extinktion bei 540 nm im Verhältnis zur Konzentration des 1,3--D-Glucan-Standards aufge-
tragen.

2.3.3 Aktivitätsbestimmung von N-Acetyl--D-glucosaminidase

Für die Bestimmung der Aktivität der N-Acetyl--D-glucosaminidase (NAGase) (Miller et 

al. 1998) wurde der MycoMeter-Test der Fa. MycoMeter ApS (Kopenhagen, Dänemark)

adaptiert. 50 mg gesiebter Staub (n = 29) wurden in 1 ml der mitgelieferten Extraktionslö-

sung suspendiert und 20 min (Rundschüttler, 250 U/min) gemischt. Der Extrakt wurde 

zentrifugiert und der Überstand nach den Angaben der Testanleitung zur Bestimmung der 

Aktivität eingesetzt. Die Detektion des fluoreszierenden Produkts 4-Methylumbelliferon 

(4-MU) erfolgte bei einer Anregungswellenlänge von 377 nm und einer Emissionswellen-
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länge von 446 nm. Der MycoMeter-Test sieht vor, dass die Ergebnisse als Mykometer-

Wert angegeben werden. Aus der Kalibriergeraden (Abb. 2-4) mit 4-MU konnte ausgele-

sen werden, dass 1 µmol/l 4-MU 350 Fluoreszenzeinheiten (U) entspricht. Unter Berück-

sichtigung der Einwaage an Staub, der eingesetzten Volumina der verschiedenen Lösun-

gen, der Inkubationszeit für die Umsetzung sowie der ausgelesenen Fluoreszenzeinheiten 

pro µmol 4-MU ergab sich ein Umrechnungsfaktor von 0,8381, mit dem der Mykometer-

Wert multipliziert wurde, um die entstehende Menge (µmol) von 4-MU pro min Reaktion 

und kg Hausstaub angeben zu können.
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Abb. 2-4: Kalibriergerade für die Aktivitätsbestimmung der N-Acetyl--D-glucosaminidase

Es wurde die Fluoreszenz (Anregung: 377 nm; Emission: 446 nm) im Verhältnis zur Konzentration des 
4-Methylumbelliferon-Standards aufgetragen.
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2.4 Ochratoxin A im Hausstaub

2.4.1 Nachweis von Ochratoxin A mittels Enzymimmunoassay

Der immunologische Nachweis von Ochratoxin A (OTA) wurde mit Hilfe eines für die 

Lebensmitteluntersuchung entwickelten Testkits (RIDASCREEN Ochratoxin A, R-BIO-

PHARM AG, Deutschland) durchgeführt. Die Extraktion erfolgte nach den Herstellervorga-

ben für die Aufarbeitung von Getreide.

Zu 50 mg Hausstaub wurde 1 ml NaHCO3-Puffer (0,13 M, pH 8,1) gegeben, gevortext und 

20 min extrahiert (Rundschüttler, 250 U/min). Die Suspension wurde 10 min bei 

4.000 U/min zentrifugiert und 50 µl des Überstandes für den Test eingesetzt. Die Proben 

wurden einfach aufgearbeitet und für eine doppelte Bestimmung randomisiert auf die An-

tikörper-beschichtete Multititerplatte aufgetragen. Der Test basierte auf dem Prinzip des 

kompetitiven Enzym-gekoppelten Immunoassays (enzyme linked immuno sorbent assay = 

ELISA). Für die Quantifizierung wurde das Chromogen TMB (3,3´,5,5´-Tetramethyl-

benzidin) eingesetzt, das durch Oxidation mit Wasserstoffperoxid (katalysiert durch Meer-

rettichperoxidase) zu einer Blaufärbung führte. Die Reaktion wurde mit 1 M Schwefel-

säure gestoppt und die Extinktion des daraus resultierenden gelben Farbstoffs bei einer 

Wellenlänge von 450 nm photometrisch erfasst. Die Kalibration erfolgte mit den mitgelie-

ferten OTA Standardlösungen (Abb. 2-5).
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Abb. 2-5: Kalibrierkurve für den Nachweis von Ochratoxin A mittels ELISA

Es wurde die Extinktion (%) bei 450 nm im Verhältnis zur Konzentration der Ochratoxin A-Standards aufge-
tragen.
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F�r die Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden 20 Proben nach dem Lotterieverfah-

ren (Sachs 2004) gezogen und pro Probe 4 Partitionen je 50 mg eingewogen. Je zwei Parti-

tionen wurden mit einem OTA Standard zu einer Endkonzentration von 2,4 �g/kg Staub 

dotiert. Jede Partition wurde randomisiert und doppelt auf die Multititerplatte aufgetragen. 

Ferner wurde eine Varianzanalyse f�r die doppelte Aufarbeitung sowie doppelte Bestim-

mung durchgef�hrt.

2.4.2 Nachweis von Ochratoxin A mittels Hochleistungsflüssigchromatographie 

F�r den HPLC-Nachweis von Ochratoxin A (modifiziert nach Richard et al. 1999) wurde 

ein Unterkollektiv von 93 Proben zusammengestellt, die mindestens eins der folgenden 

Kriterien erf�llen mussten:

1. Proben, in denen OTA mit Hilfe der Fl�ssigchromatographie und anschlie�ender 

Tandemmassenspektrometrie am IUTA in Duisburg nachgewiesen wurde

2. Proben, in denen mit Hilfe des ELISA mehr als 10 �g/kg OTA bestimmt wurde 

(Kap. 2.4.1)

3. Proben, in denen Aspergillus ochraceus vorkam

4. Proben mit erh�hten Konzentrationen an Aspergillus niger (> 2 � 107 KBE/kg) und 

Eurotium herbariorum (> 8 � 108 KBE/kg)

Lösungen und Puffer:

 80 Teile HPLC-geeignetes Methanol + 20 Teile 1 % Na2CO3 in bidestilliertem Wasser

 PBS-Puffer (phosphate buffered saline), Stamml�sung 10-fach, pH 7,4:

Na2HPO4 1,33 g/l
NaH2PO4 0,305 g/l
NaCl 8,474 g/l
Tween 20 100 �l/l

Zu 1 g der ≤ 63 �m Fraktion wurden 10 ml der Methanol/Na2CO3-L�sung sowie 5 ml 

n-Hexan gegeben. Die Reagenzgl�ser wurden verschraubt, die Suspension gevortext und 

30 min auf einem �berkopfsch�ttler gut durchmischt. Nach anschlie�ender Zentrifugation 

(10 min bei 4.000 U/min) wurden 8 ml der methanolischen Phase mit einer Pasteurpipette 

abgesaugt und in einen 50 ml Erlenmeyerkolben �berf�hrt. Der Extrakt wurde mit 32 ml 
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PBS-Puffer verdünnt und durch einen 0,2 µm Glasfaser-Spritzenfilter gegeben. Pro Probe 

wurde eine Immunoaffinitätssäule für OTA (OtaCLEAN von LC-TECH GmbH, Deutsch-

land) auf eine Vac-Elut-Einheit gesteckt und der enthaltene Puffer abgelassen. Der Proben-

extrakt wurde auf die Säule gegeben und bei einem Unterdruck von -0,15 bis -0,2 bar lang-

sam durchgezogen. Nach dem Spülen mit 10 ml bidestilliertem Wasser wurde die Säule 

mit 2 ml Methanol eluiert, wobei das Methanol bis zu 5 min einwirken konnte. Das Eluat 

wurde im Blockverdampfer (ca. 30 °C) unter Luftzufuhr bis zur Trockne eingeengt. Im 

trockenen Zustand konnte der Extrakt bei + 4 °C bis zum nächsten Tag gelagert werden. 

Der Rückstand wurde in 150 µl der mobilen Phase aufgenommen, gevortext und 5 min im 

Ultraschallbad gelöst. Der Extrakt wurde durch einen 0,2 µm Spritzenfilter gegeben und 

20 µl in die HPLC injiziert. Es wurden Doppelbestimmungen durchgeführt.

Als mobile Phase wurde Methanol/Wasser/Essigsäure (65:34:1) verwendet. Die Auftren-

nung des Extraktes erfolgte in einer C18-Säule (4 mm x 250 mm, Partikelgröße 5 µm, 

MACHEREY-NAGEL Nucleosil 100-5). OTA wurde mit 333 nm angeregt und die Emission 

bei 460 nm gemessen. Die Retentionszeit betrug bei einer Flussrate von 0,7 ml/min 11 min

(Abb. 2-6). Die Kalibration wurde mit Standardlösungen im Bereich von 5 bis 25 µg/L 

OTA in Methanol durchgeführt (Abb. 2-7).

Abb. 2-6: Chromatogramm des Standards mit 25 µg/L Ochratoxin A

Die Retentionszeit von OTA betrug ca. 11 min.
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Für die Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden 8 Aliquots Poolstaub mit je 1 µg/kg 

OTA dotiert und doppelt bestimmt. Die Wiederholpräzision wurde aus den Ergebnissen 

der doppelten Bestimmung berechnet. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurde an-

hand von vier Kalibriergeraden in jeweils dreifacher Bestimmung berechnet (DIN 32 654, 

1994).
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Abb. 2-7: Kalibriergerade für den Nachweis von Ochratoxin A mittels HPLC-UV

Es wurde die Peakfläche gegen die Konzentration von OTA (µg/L) aufgetragen.



MATERIAL UND METHODEN

26

2.5 Entwicklung eines ELISA für den Nachweis von Sterigmatocystin im 

Hausstaub

2.5.1 Produktion von Sterigmatocystin

Die Produktion von Sterigmatocystin (ST) wurde vorgenommen, da f�r die geplante Anti-

k�rperherstellung und die Methodenvalidierung ca. 1 g der Substanz ben�tigt wurde. Auf-

grund des hohen Preises von ST erschien es den Aufwand der Herstellung wert.

Nährmedien:

 Kartoffel-Glucose-Agar (KG), pH 5,6  0,2:

Trockenn�hrboden (MERCK AG, Deutschland), Herstellung nach Packungsangabe

Kartoffelinfus aus 200 g Kartoffeln 4,0 g/L
Glucose 20,0 g/L
Agar 15,0 g/L

 Hafermehlagar (HM), pH 6,0  0,2:

Trockenn�hrboden (DIFCO, USA), Herstellung nach Packungsangabe

Hafermehl 60,0 g/L
Agar 12,5 g/L

 Maismehlagar (MM), pH 6,0  0,2 (nach Samson et al. 2004):

Maismehl (THEODOR KATTUS GmbH, Deutschland) 60,0 g/L
Agar 15,0 g/L

 Reisextraktagar (RE), pH 5,8  0,2:

Trockenn�hrboden (MERCK AG, Deutschland), Herstellung nach Packungsangabe

Reisextraktkonzentrat 0,7 g/L
Agar 14,3 g/L

Die N�hrmedien wurden 10 min bei 121 �C autoklaviert und in Petrischalen oder als 

Schr�gagarr�hrchen gegossen.

 Kartoffelp�ree-Glucose:

Kartoffelp�reepulver „Das Lockere“
(PFANNI, UNILEVER, Deutschland) 70,0 g/l
Glucose 20,0 g/l

Die Glucose wurde in hei�em Leitungswasser aufgel�st und das P�reepulver darin an-

ger�hrt. Das P�ree wurde in Bechergl�sern 10 min bei 121 �C autoklaviert und an-

schlie�end in hitzesterilisierten und mit Alufolie abgedeckten Kristallisierschalen bzw. 

Backblechen ca. 1 cm dick ausgestrichen.
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 Maiskörner-Pepton (in Abwandlung nach Steyn und Rabie 1975):
Popcorn Mais (SEEBERGER KG, Deutschland) 45 g/Kolben
Pepton aus Soja 2 g/Kolben
Leitungswasser 65 ml/Kolben

Die Maiskörner wurden in 300-ml-Erlenmeyerkolben eingewogen und Pepton sowie 

Leitungswasser zugegeben. Die Kolben wurden mit Wattestopfen verschlossen und au-

toklaviert (121 °C), wobei die Zeit auf 60 min ausgedehnt wurde, damit die Maiskörner 

aufweichen.

Vorversuche zur Auswahl des Stammes und der Anzuchtbedingungen:

Neun Stämme von Aspergillus versicolor, einem der Hauptproduzenten von ST, wurden 

aus Ansätzen verschiedener Innenraumproben (Materialien, Hausstaub und Luft) isoliert 

und morphologisch bestimmt (Klich 2002). Die Stämme wurden flächig auf den Nährbö-

den ME, KG, HM, MM und RE ausgestrichen und 14 Tage bei 29 °C im Dunkeln inku-

biert. Anschließend wurden von jedem Stamm Myzelstücke mit einem Korkbohrer ausge-

stanzt und auf eine Dünnschichtfolie übertragen (Agar-Plug-Methode nach Filtenborg et al. 

1983, Kap. 2.5.7), um die Produktion von ST zu überprüfen.

Entsprechend der Ergebnisse (Kap. 3.4.1) wurden der produktivste Stamm und zwei der 

ertragreichsten Nährböden (KG und MM) ausgewählt. Da Maiskörner im Gegensatz zu 

einem Nährboden aus Maismehl eine größere Oberfläche bieten, wurde die Produktivität 

auf Maiskörnern mit Pepton-Zusatz getestet (Steyn und Rabie 1975). Parallel dazu wurde 

Kartoffelpüree-Pulver mit Glucose-Zusatz als kostengünstige Alternative zum kommer-

ziellen KG-Nährboden angesetzt, das sich als sehr ertragreich und praktikabel herausstell-

te.

Produktion von Sterigmatocystin:

Aspergillus versicolor wurde auf KG-Schrägagarröhrchen aufbewahrt und für das Inoku-

lum flächig auf KG-Petrischalen angezüchtet (7 Tage bei 25 °C). Das Myzel wurde mit 

einer sterilen 0,9 % NaCl / 0,01 % Tween 80 Lösung (Kap. 2.2.1) überschwemmt und die 

Sporen mit einem Glasspatel abgelöst. Das Inokulum wurde auf die Oberfläche des Kartof-

felpüree-Glucose Mediums gegeben und mit dem Glasspatel verteilt. Die Inkubation er-

folgte 14 Tage bei 25 °C im Dunkeln. Nach 7 und 14 Tagen wurden jeweils kleine My-

zelstücke entnommen und mit Hilfe der Agar-Plug-Methode (Kap. 2.5.5) die Bildung von 

ST überprüft. Nach 14 Tagen wurde das Myzel vom Substrat abgenommen, auf Alufolie 
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gelegt und im Trockenschrank bei 40 °C getrocknet. Das Trockengewicht wurde bestimmt 

und das Myzel anschließend mit einem Küchenmixer fein gemahlen.

Die Extraktion von je 20 g pulverisiertem Myzel erfolgte über ca. 22 Stunden in der Soxh-

letapparatur mit 750 ml Chloroform. Der im Rotationsverdampfer eingeengte Extrakt wur-

de mit etwas Kieselgel verrührt, bis er rieselfähig war, und mit Hilfe der Säulenchroma-

tographie aufgereinigt (modifiziert nach Lou et al. 1994). Hierzu wurde eine Säule 

(4 x 40 cm) mit 100 g deaktiviertem Kieselgel 60 (10 % A. dest.) unter Dichlormethan 

gepackt und der Extrakt aufgetragen. Die Säule wurde mit Dichlormethan eluiert und das 

Eluat in 10 ml Fraktionen aufgefangen. Der ST Gehalt der Fraktionen wurde in der Dünn-

schichtchromatographie qualitativ überprüft (Kap. 2.5.7). Die ST enthaltenden Fraktionen 

wurden vereint, eingeengt und mit n-Hexan/Chloroform und Aceton umkristallisiert. Die 

Identität der Substanz und der Grad der Reinheit wurden mit einem 1H- und 13C-NMR-

Spektrum (Kernspinresonanzspektroskopie) bestätigt (Zentrale Analytik der Carl von Os-

sietzky Universität Oldenburg).

2.5.2 Herstellung des Hapten-Protein-Konjugats für die Immunisierung

Sterigmatocystin ist mit 324,29 g/mol ein Hapten (Pitt 2000), so dass eine Immunisierung 

erst nach der Kopplung an ein Protein erfolgen kann. ST wurde für die Immunisierung an 

das Hämocyanin (keyhole limpet hemocyanin = KLH) der Großen Kalifornischen Schlüs-

sellochnapfschnecke (Megathura crenulata) gebunden. Für die Titerbestimmung (Kap. 

2.5.3) und den kompetitiven ELISA (Kap. 2.5.4) erfolgte eine Kopplung von ST an Rin-

derserumalbumin (BSA = bovine serum albumin) und Meerrettichperoxidase (PO). Alle 

Kopplungen wurden nach der Anleitung von Li und Chu (1984) durchgeführt (Hemiace-

talmethode). Das Immunogen wurde über zwei Tage gegen PBS-Puffer dialysiert. Der Puf-

fer wurde 3-mal gewechselt.

Für eine geplante, weitere Immunisierung wurde ST über einen Spacer an das Protein ge-

koppelt. Es wurden zwei Synthesewege für die Herstellung von Sterigmatocystin-

hemisuccinat versucht:

Synthese mit Bernsteinsäurehemitrichlorethylester:

1. Stufe (Abb. 3-29, Kap. 3.4.2):

Zur Herstellung des 2,2,2-Trichlorethylhemisuccinats (2,2,2-Trichlorethylbernsteinsäure-

halbester) wurden 15 g (0,1 mol) Trichlorethanol, 12 g (0,12 mol) Bernsteinsäureanhydrid 
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und 8,7 ml (0,12 mol) Triethylamin in 100 ml Ethylacetat eine Stunde unter R�ckfluss ge-

kocht. Das L�sungsmittel wurde im Rotationsverdampfer abgezogen und der R�ckstand in 

300 ml 5 % NaHCO3-L�sung und 200 ml Diethylether aufgenommen. Die w�ssrige Phase 

wurde noch 2-mal mit je 150 ml Diethylether gewaschen und dann mit Schwefels�ure an-

ges�uert. Die ausgefallenen Kristalle wurden im Vakuum getrocknet und aus Chloro-

form/n-Hexan umkristallisiert. Zur Best�tigung wurde von den Kristallen ein 1H- und 13C-

NMR-Spektrum angefertigt.

2. Stufe (Abb. 3-29, Kap. 3.4.2):

Zur Herstellung des gemischten Esters 2,2,2-Trichlorethylsterigmatocystylsuccinat wurden 

670 mg (2,07 mmol) ST (MG 324), 940 mg (3,76 mmol) 2,2,2-Trichlorethylhemisuccinat 

(MG 249,5) und 10 mg 4-Dimethylaminopyridin in 60 ml Benzol mit 440 mg (2,14 mmol) 

Dicyclohexylcarbodiimid (MG 206,3) �ber 2 Tage ger�hrt. Das Gemisch wurde in 100 ml 

Wasser gegossen und die w�ssrige Phase noch 3-mal mit Benzol extrahiert. Die vereinten 

Benzol-Extrakte wurden eingeengt und der R�ckstand aus Benzol/Methanol umkristalli-

siert. Dieser Schritt hat auch nach Wiederholung mit 5 Tage r�hren nicht das gew�nschte 

Produkt ergeben.

3. Stufe (Abb. 3-29, Kap. 3.4.2):

Ziel dieser Stufe war die Bildung des Sterigmatocystinhemisuccinats durch reduktive Hyd-

rolyse unter Abspaltung des 2,2,2-Trichlorethylester. Da die Synthese des gemischten Es-

ters (Stufe 2) zu keinem Erfolg gef�hrt hat, wurde ein zweiter Syntheseweg versucht.

Synthese mit Bernsteinsäurechloridtrichlorethylester (Abb. 3-30, Kap. 3.4.2):

217,4 mg ST (0,64 mmol) und 7 ml Pyridin wurden unter R�hren in Stickstoffatmosph�re 

auf 0 �C gek�hlt und tropfenweise mit 267,7 mg Bernsteins�urechloridtrichlorethylhal-

bester (1,0 mmol) und einem K�rnchen 4-Dimethylaminopyridin versetzt. Nach 30 min 

wurde auf 60 �C erhitzt und der Ansatz acht Stunden ger�hrt. Der Reaktionsverlauf wurde 

d�nnschichtchromatographisch �berpr�ft (Kieselgel 60, mobile Phase: Petrolether – Ethyl-

acetat = 1:1). Das eingesetzte ST konnte auch nach einer weiteren Verl�ngerung der Reak-

tionszeit sowie einem weiteren Zusatz von Bernsteins�urechloridtrichlorethylhalbester 

(80 mg) nicht quantitativ umgesetzt werden.

Nach einer Reaktionszeit von 8 Stunden wurde ein Aliquot von 2 ml entnommen und das 

Pyridin abgezogen. Die Probe wurde d�nnschichtchromatographisch untersucht und die 



MATERIAL UND METHODEN

30

unter der UV-Lampe sichtbaren Flecken wurden von den Dünnschichtplatten mittels einer 

von Luftmann (2004) entwickelten Apparatur extrahiert und online in das Elektrospray-

Ionisation Massenspektrometer (ESI-MS) transferiert.

Im nächsten Schritt wurde der gemischte Ester durch reduktive Hydrolyse zu Sterigmato-

cystylhemisuccinat umgesetzt. 430 mg Kopplungsprodukt (Rohprodukt) wurden mit 10 ml 

Tetrahydrofuran, 4 ml Essigsäure (100 %) und 0,7 ml A. dest. versetzt und auf 0 °C ge-

kühlt. Dann wurden in Abständen von 30 min jeweils 35 mg Zinkpulver (insgesamt 

175 mg) zugefügt und nach der letzten Zugabe bei Raumtemperatur stark gerührt. An-

schließend wurde filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum abgezogen. Der Synthesean-

satz wurde mit Hilfe der Säulenchromatographie (10 % desaktiviertes Kieselgel 60, mobile 

Phase: Chloroform) in Fraktionen aufgeteilt. Diese wurden mittels Dünnschichtchroma-

tographie (nach Methode in Kap. 2.5.7) und ESI-Massenspektrometrie untersucht.

2.5.3 Antikörperherstellung

Die Immunisierung zur Gewinnung polyklonaler Antikörper wurde bei der DIANOVA

GmbH in Hamburg in zwei Kaninchen (New Zealand White Rabbits) durchgeführt. Pro 

Injektion und Tier wurden 2 mg ST-KLH in 250 µl PBS-Puffer an die DIANOVA GmbH 

geschickt. Nach Entnahme des Präimmunserums erfolgte die Grundimmunisierung. An-

schließend wurden insgesamt 4 Restimulierungen in 4-wöchigen Abständen durchgeführt. 

Je zwei Wochen nach einer Antigen-Injektion wurde den Tieren Blut zur Titerkontrolle 

entnommen. Nach der letzten Blutentnahme erfolgte das Endbluten der Kaninchen zur 

Gewinnung des gesamten Serums.

Die Titerbestimmung wurde ebenfalls von der DIANOVA GmbH mit Hilfe eines ELISA 

durchgeführt. Die Kavitäten der Mikrotiterplatte wurden mit ST-BSA (5 µg/ml in PBS-

Puffer) bzw. BSA (1 %) als Kontrolle belegt. Nach dem Waschen der Kavitäten wurde das 

jeweilige Serum in Verdünnungen bis zu 106 aufgetragen und 1 h bei 37 °C inkubiert. 

Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Inkubation (45 min, 37 °C) mit einem Zie-

gen-Anti-Kaninchen-IgG gekoppelt mit alkalischer Phosphatase (1:5.000) und anschlie-

ßendem Waschen der Kavitäten. Im letzten Schritt wurde das Substrat p-Nitrophe-

nylphosphat (1 mg/ml) zugegeben und nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur das 

gelb gefärbte Produkt p-Nitrophenol bei 405 nm photometrisch erfasst.
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2.5.4 Kompetitiver ELISA zum Nachweis von Sterigmatocystin

Das nach der Immunisierung gewonnene Antiserum wurde in einen kompetitiven ELISA 

eingesetzt, um die Spezifität gegen ungekoppeltes ST zu überprüfen.

Puffer und Lösungen:

 Sterigmatocystin Standard: 50 µg/L

100 µl einer 50 mg/L Standardlösung in Methanol wurden zu 100 ml PBS-Puffer gege-
ben

 Citratpuffer, pH 5,0:

Zitronensäure 7,29 g/L
Na2HPO4 x 2 H2O 14,24 g/L

 TMB-Substrat (3,3,5,5-Trimethylbenzidin):

10 ml Citratpuffer wurden mit 5 µl H2O2 (30 %) versetzt und 1 TMB-Tablette (1 mg) 
darin aufgelöst

Die Kavitäten einer Multititerplatte wurden mit je 150 µl der 1:10.000 mit PBS-Puffer ver-

dünnten Antiseren belegt, über Nacht bei 4 °C inkubiert und anschließend ausgeschüttet. 

Pro Tier wurden 3 Reihen in 6 Spalten verwendet. Zum Absättigen der Oberflächen wur-

den 150 µl 2 % BSA in PBS-Puffer eingefüllt, 2 h bei Raumtemperatur inkubiert und mit 

je 200 µl PBS-Waschpuffer (+ 0,05 % (v/v) Tween 20) 4-mal gewaschen. In alle verwen-

deten Kavitäten wurden 50 µl PBS-Puffer vorgelegt. In die erste Spalte wurden 50 µl des 

50 µg/L ST-Standards zugegeben, mit dem PBS-Puffer vermischt und 50 µl davon in die 

zweite Spalte gefüllt. Aus der zweiten Spalte wurden 50 µl in die dritte Spalte gefüllt und 

gemischt und der Vorgang bis zur fünften Spalte wiederholt. Aus der 5. Spalte wurden 

50 µl entnommen und verworfen. Damit ergab sich folgende Konzentrationsreihe:

Spalte: 1 2 3 4 5 6

Konzentration ST (µg/L): 50 25 12,5 6,25 3,125 0

In jede Kavität wurden außerdem 50 µl der 1:1.000 verdünnten ST-PO-Lösung pipettiert 

und die Platte 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach 4-maligem Waschen erfolgte die Zugabe von 

100 µl TMB-Substrat und eine Inkubation von 30 min im Dunkeln. Die Reaktion wurde 

mit 25 µl 1 M H2SO4 gestoppt und der gelbe Farbstoff bei 450 nm photometrisch erfasst.
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2.5.5 Aufreinigung der Sterigmatocystin-spezifischen Antikörper

Puffer und Lösungen:

 TBS-Puffer (tris-buffered saline), pH 7,5:

1 M Tris-HCl Lösung 20 ml

5 M NaCl Lösung 30 ml
Die beiden Lösungen wurden vor jeder Benutzung gemischt und mit A. dest. auf 

1.000 ml aufgefüllt.

 4-Chlor-1-Naphthol-Lösung, 3,4 mM:

Stammlösung: 3 g 4-Chlor-1-naphthol in 100 ml Ethanol (Aufbewahrung bei -18 °C)

Ansatz: Zu 4,5 ml Ethanol wurden 500 µl Chlornaphthol-Stammlösung gegeben und 

mit A. dest. bis ca. 20 ml aufgefüllt, damit Tris-HCl nicht ausfällt. 1,25 ml 1 M Tris-

HCl (pH 7,5) wurden zugegeben und mit A. dest. auf 25 ml genau aufgefüllt. Kurz vor 

der Anwendung wurden 25 µl 30 % H2O2 zugegeben.

Um die Qualität des Antiserums in Bezug auf die Spezifität für ST zu verbessern, sollte das 

Antiserum durch Immunadsorption aufgereinigt werden (Rhiel et al. 1989). Ein Vorver-

such diente der Überprüfung des Erfolges der Aufreinigung (Schema in Abb. 2-8). Aus 

einer kleinen Menge Antiserum wurden die gegen KLH gebildeten Antikörper präzipitiert. 

Mit dem Locher ausgestanzte Plättchen Nitrocellulose wurden von jeder Seite mit je 

10 µl KLH (~ 5 mg/ml, in PBS) abgesättigt und an der Luft getrocknet. Das Antiserum 

beider Tiere wurde mit TBS-Puffer 1:5 verdünnt und in 500 µl jeder Verdünnung zwei der 

KLH-belegten Nitrocellulose-Plättchen gegeben. Die Immunpräzipitation erfolgte in Mi-

krozentrifugen-Filtereinheiten (Micro Columns) für 1 h auf Eis. Die Micro Columns wur-

den in regelmäßigen Abständen geschwenkt und anschließend 2 min bei 2.600 U/min 

zentrifugiert. Das Eluat wurde 1:20 mit TBS-Puffer verdünnt, so dass die endgültige Ver-

dünnung des derart vorgereinigten Antiserums 1:100 betrug.

ST-BSA (~ 15 mg/ml) wurde auf schmale Streifen Nitrocellulose aufgetragen und an der 

Luft getrocknet. Anschließend wurden einige Streifen 2 h bei Raumtemperatur mit 2 % 

Magermilch abgesättigt, andere blieben ungesättigt. Auf die gleiche Weise wurden Streifen 

ohne ST-BSA behandelt. Anschließend wurden die Streifen in Glaspetrischalen gelegt und 

mit dem vorgereinigten und 1:100 verdünnten Antiserum bedeckt. Die Inkubation erfolgte 

über Nacht bei Raumtemperatur.
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2 x 10 µl KLH auf Nitrocellulose-
Plättchen

über Nacht, RT

Plättchen in 500 µl ST-BSA auf Nitrocellulose-
1:5 Antiserum legen streifen

1 h, auf Eis
2 % Magermilch

zentrifugieren, 2.600 U/min 2 h, RT, Schüttler
2 min 

1:20 verdünnen, TBS

Eluat = vorgereinigtes Antiserum Streifen in 1:100 vorgereinigtes
1:100 verdünnt Antiserum legen

über Nacht, RT

4 x waschen (TBS mit Triton X 100)

Streifen in Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG-MPO

2 h, RT

4 x waschen (TBS mit Triton X 100)

Farbreaktion mit 4-Chlor-1-Naphthol und H2O2

Abb. 2-8: Schema des Vorversuchs für die Überprüfung der Antikörper-Aufreinigung

RT = Raumtemperatur

Die Streifen wurden folgendermaßen belegt:

Ohne Antiserum:

0a) ST-BSA, TBS statt Serum, ungesättigt

0b) ST-BSA, TBS statt Serum, mit Magermilch gesättigt

Antiserum Kaninchen 1:

1a) ST-BSA, Antiserum 1:100, ungesättigt

1b) ST-BSA, Antiserum 1:100, mit Magermilch gesättigt

Antiserum Kaninchen 2:

2a) ST-BSA, Antiserum 1:100, ungesättigt

2b) ST-BSA, Antiserum 1:100, mit Magermilch gesättigt
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Am n�chsten Morgen wurden die Streifen 4-mal in TBS-Puffer mit 0,1 % Triton X 100 

gewaschen und f�r 2 h mit 1:1.000 verd�nntem Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG gekoppelt mit 

Meerrettichperoxidase (MPO) �berdeckt. Nach vier weiteren Waschschritten wurde die 

Antik�rperbindung mit der frisch angesetzten 4-Chlor-1-Naphthol-L�sung visualisiert. An 

den Stellen, an denen Meerrettichperoxidase �ber den zweiten an den ersten Antik�rper 

gebunden werden konnte, erfolgte eine bl�uliche F�rbung (Abb. 3-33, Kap. 3.4.4).

2.5.6 Extraktion und Aufreinigung von Sterigmatocystin aus Hausstaub

Sowohl f�r den Nachweis im ELISA als auch mittels D�nnschichtchromatographie ist ein 

sorgf�ltiges Aufreinigen der Extrakte (Clean-up) notwendig. Hierf�r wurde 1 g der 

≤ 63 �m Fraktion mit 2 ml A. dest. und 3 g aktiviertem Kieselgel 60 verr�hrt, bis die Mi-

schung trocken und rieself�hig war. In eine Chromatographies�ule (15 mm Durchmesser, 

16 cm L�nge) wurden 7,5 g mit 10 % Wasser (w/v) desaktiviertes Kieselgel trocken einge-

f�llt und dar�ber die Staubprobe geschichtet. Die S�ule wurde zun�chst mit 30 ml Dichlor-

methan und anschlie�end mit 100 ml Dichlormethan/Ethylacetat (95:5) eluiert. Die ersten 

30 ml Eluat wurden verworfen und weitere 80 ml Eluat in einem 200 ml Rundkolben auf-

gefangen. Das Eluat wurde bis zur Trockne eingeengt. Der R�ckstand wurde in 600 �l 

Methanol aufgenommen und mit 5,4 ml A. dest. verd�nnt. Eine C18-Festphasens�ule 

(Strata C18 E, PHENOMENEX, 500 mg Packung, 6 ml Volumen) wurde mit 6 ml Methanol 

und anschlie�end mit 6 ml A. dest. konditioniert. Der Probenextrakt wurde aufgetragen 

und die S�ule mit je 6 ml 10, 20, 30, 40, 50 und 60 % Methanol (in Wasser) gesp�lt. An-

schlie�end wurde mit 6 ml 70 % Methanol eluiert und das Eluat bis zur Trockne eingeengt. 

Das L�sungsmittel und Volumen zur Aufnahme des R�ckstandes hing von der D�nn-

schichtchromatographie-Methode ab (Kap. 2.5.7).

2.5.7 Nachweis von Sterigmatocystin mittels Dünnschichtchromatographie

Die D�nnschichtchromatographie (DC) wurde als Methode ausgew�hlt, um einfach und in 

kurzer Zeit die Produktion von ST und das Vorkommen von ST in den Fraktionen der S�u-

lenchromatographie qualitativ zu �berpr�fen (Kap. 2.5.1).

Die D�nnschichtfolien oder -platten (Kieselgel 60, 20 x 20 cm, teils mit Konzentrierungs-

zonen) wurden vor der Verwendung 2 h bei 110 �C aktiviert und gegebenenfalls im Exsik-
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kator aufbewahrt. Die Fraktionen oder Extrakte wurden mit einem Volumen von bis zu 

100 �l punktf�rmig mit einer Kapillare auf der Startlinie (2 cm von unten) aufgetragen.

Bei der Anwendung der Agar-Plug-Methode (Filtenborg et al. 1983) wurde das aus der 

Kolonie ausgestanzte Myzelst�ck (Kap. 2.5.1) mit einem Tropfen Chloroform/Methanol 

(2:1) benetzt und die feuchte Myzeloberseite direkt auf die Startlinie gedr�ckt. 

F�r die qualitative DC wurden – soweit nicht anders angegeben – 20 �l eines ST Standards 

mit einer Konzentration von 10 mg/l (in Chloroform) aufgetragen. Einige Platten wurden 

mit Hilfe eines DC-Scanners (CAMAG II) ausgelesen.

Entwicklung der Dünnschichtfolie und anschließende Derivatisierung mit AlCl3:

Mobile Phase: Toluol/Ethylacetat/90 % Ameisens�ure = 5:4:1

Derivatisierungsmittel: 20 % AlCl3 (w/v) in 96 % Ethanol

Auswertung: unter UV-Licht, 366 nm  gr�ne Fluoreszenz

Der R�ckstand des Hausstaubextraktes (Kap. 2.5.6) wurde in 100 �l Dichlormethan aufge-

nommen und vollst�ndig auf die D�nnschichtfolie aufgetragen. Die D�nnschichtkammer  

war an zwei Seiten mit Filterpapier ausgeschlagen. Die mobile Phase wurde 2 h vor der 

Chromatographie ca. 8 mm hoch in die Kammer gef�llt und das Filterpapier mit mobiler 

Phase benetzt. Nach dem Abtrocknen der Auftragepunkte wurde die D�nnschichtfolie/-

platte in die Kammer eingestellt und bis zu einer Laufmittelfront von ca. 18 cm entwickelt. 

Die Laufmittelfront wurde direkt nach der Entnahme der Folie aus der Kammer markiert. 

Die Platte wurde unter dem Abzug getrocknet, anschlie�end aus ca. 20 cm Entfernung 

gleichm��ig mit der AlCl3-L�sung eingespr�ht und nach erneutem Trocknen 5 min bei 

100 �C im Trockenschrank erhitzt. Die gr�ne Fluoreszenz des ST Derivats ist bei 366 nm 

(UV-Lampe) gut sichtbar. Der Retentionsfaktor betrug Rf = 0,58.

Acetylierung von Sterigmatocystin und Entwicklung der Dünnschichtfolie:

Mobile Phase: Chloroform mit 0,75 % Ethanol (als Stabilisator) und 2 % Methanol

Auswertung: unter UV-Licht, 366 nm  hellblaue Fluoreszenz

Zu dem R�ckstand des Hausstaubextraktes aus Kap. 2.5.6 wurden 1 ml Pyridin und 1 ml 

Essigs�ureanhydrid gegeben und die L�sung sofort in einen auf 110 �C erhitzten Heizblock 

gestellt (Vorster und Purchase 1968). Unter Luftzufuhr wurde das L�sungsmittel innerhalb 
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von 20 min verdunstet. Nach dem Abkühlen des Röhrchens wurden 100 µl Chloroform 

zugegeben. Für die Acetylierung des Standards wurde 1 ml einer 100 mg/l ST Lösung in 

Chloroform bis zur Trockne eingeengt und wie für den Staubextrakt beschrieben behan-

delt. Der acetylierte Standard wurde mit Chloroform entsprechend der Anwendung ver-

dünnt. Acetyliertes ST ist empfindlich gegenüber Tageslicht und nicht lange stabil. Daher 

fand die weitere Bearbeitung am gleichen Tag und in einem leicht abgedunkelten Raum 

statt.

Die Dünnschichtkammer wurde mindestens eine Stunde vor der Nutzung mit der mobilen 

Phase befüllt (ca. 8 mm Füllhöhe) und das darin befindliche Filterpapier mit mobiler Phase 

benetzt. Die DC-Folie wurde bis zu einer Höhe von ca. 18 cm entwickelt und das Lö-

sungsmittel anschließend im Abzug verdunstet. Unter UV-Licht fluoresziert acetyliertes 

ST hellblau. Der Retentionsfaktor betrug Rf = 0,55 (Rf = 0,60 bei Vorster und Purchase, 

1968).
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Quantifizierung von Schimmelpilzen im Hausstaub

3.1.1 Bestimmung der Lebendkeimzahl

In s�mtlichen Proben wurde die Lebendkeimzahl auf den N�hrb�den Malzextrakt- und 

DG18-Agar bestimmt. Alle Verd�nnungsstufen wurden zun�chst betrachtet und f�r die 

quantitative Bestimmung bevorzugt die Verd�nnungsans�tze herangezogen, die zwischen 

10 und 100 Kolonien pro N�hrboden aufwiesen (Trautmann et al. 2005). Die nachweisba-

ren Schimmelpilze wurden – soweit m�glich – bis zur Art differenziert. Mit den Kolonie-

bildenden Einheiten (KBE) werden alle keimf�higen Bestandteile der Pilze erfasst: die 

verschiedenen Sporentypen wie z. B. Asko-, Sporangio-, Basidio- und Konidiosporen so-

wie Hyphenfragmente. Die unterschiedlichen Sporentypen werden im Folgenden meistens 

zusammenfassend als Sporen bezeichnet.  

Die Pr�zisionskontrolle erfolgte in einer Kontrollprobe mit einer mittleren Lebendkeimzahl 

und 10 nachweisbaren Schimmelpilzarten sowie in einer Fallprobe mit einer hohen Le-

bendkeimzahl und 7 nachweisbaren Arten. Die beiden Proben wurden jeweils 16-mal auf-

gearbeitet und angesetzt. F�r die Berechnung wurden die auf DG18-N�hrboden ermittelten 

Keimzahlen eingesetzt. S�mtliche Werte lagen innerhalb oder auf den jeweiligen oberen 

und unteren Warngrenzen ( x  2s) (Abb. 3-1). Bei der Fallprobe ergaben sich Variations-

koeffizienten (relative Standardabweichung) von 14,1 % f�r die Wiederholpr�zision 

( x = 36,8 � 109 KBE/kg = 36,8 KBE/N�hrboden) und von 21,5 % f�r die Vergleichspr�zi-

sion ( x = 36,5 � 109 KBE/kg = 36,5 KBE/N�hrboden). Die Kontrollprobe wies hingegen 

mit 26,6 % f�r die Wiederholpr�zision ( x = 1,1 � 109 KBE/kg = 1,1 KBE/N�hrboden) und 

mit 39,9 % f�r die Vergleichspr�zision ( x = 0,9 � 109 KBE/kg = 0,9 KBE/N�hrboden) 

h�here Variationskoeffizienten auf. Dieses Ergebnis entspricht der Pr�zision, die auch bei 

chemischen Analysen im ppb- bis ppm-Bereich zu erwarten ist (Horwitz 2003). Der zuf�l-

lige Fehler wird mit steigender Koloniezahl pro N�hrboden kleiner. Baudisch et al. 

(2009 II) haben bei weniger als 4 KBE/N�hrboden eine relative Standardabweichung von 

60 bis 100 % und bei mehr als 28 KBE/N�hrboden von 13 % ermittelt.
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Abb. 3-1: Vergleichspr�zision einer Fallprobe mit vergleichsweise hohem Keimgehalt

( x = 36,5 � 109 KBE/kg, s = 7,8 � 109 KBE/kg, n = 16). F�r diese Werte liegt kein Trend vor (Trend-Test 
nach Neumann).

Die Nachweisgrenze der Methode lag bei 1 � 106 KBE/kg. Die Lebendkeimzahlen waren 

nicht „normal-verteilt“ (Kolmogoroff-Smirnoff Test, P < 0,05) und wiesen eine rechts-

schiefe Verteilung auf, wie es h�ufig bei Umweltdaten der Fall ist (Stoyan et al. 1997). 

Daher wurden f�r die weitere Statistik nicht parametrische Tests angewendet. Erst durch 

die Logarithmus-Transformation ergab sich eine Normalverteilung (Abb. 3-2). 
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Abb. 3-2: Verteilung der Lebendkeimzahl der Kontrollproben auf DG18-Agar nach einer Z- und Logarith-

mus-Transformation



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

39

Tab. 3-1: Statistische Kenngrößen der Bestimmung der Lebendkeimzahl in Kontroll- und Fallproben für die 

beiden verwendeten Nährböden

Kontrollen Fälle
(· 106 KBE/kg)

DG18 ME DG18 ME

Anzahl 201 201 153 153

Mittelwert 1.911,6 2.592,0 5.156,3 2.692,5

Median 390,0 961,0 1.120,0 1.130,0

Minimum 5,0 42,0 16,0 50,0

Maximum 88.000,0 39.000,0 164.000,0 35.010,0

95. Perzentil 68.130,0 9.824,0 100.442,0 11.192,6

Die auf Malzextrakt- und DG18-Agar ermittelten Lebendkeimzahlen korrelierten sowohl 

bei den Kontroll- (Abb. 3-3) als auch bei den Fallproben signifikant miteinander (Rangkor-

relation nach Spearman). Der Ertrag war auf DG18-Agar signifikant höher als auf Malzex-

trakt-Agar (U-Test nach Mann-Whitney,  = 0,05) (Tab. 3-1). Der Unterschied zeigte sich 

in den Fallproben deutlicher (P = 2 · 10-5) als in den Kontrollproben (P = 0,027). Verhoeff 

et al. (1994 I) und Koch et al. (2000) konnten in ihren Studien ebenfalls höhere Keimzah-

len auf DG18 als auf einem Vollmedium (V8 oder ME) nachweisen.
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Abb. 3-3: Anzahl der Lebendkeime bestimmt auf Malzextrakt- (ME) und DG18-Agar in den Kontrollproben 
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Im Gegensatz dazu wurde mit Malzextrakt-Agar eine größere Gattungs- und Artenvielfalt 

nachgewiesen. Auf Malzextrakt-Agar wurden 29 bzw. 28 (Kontrollen bzw. Fälle) und auf 

DG18-Agar 22 bzw. 25 Gattungen bestimmt. Innerhalb dieser Gattungen wurden auf 

Malzextrakt-Agar 74 bzw. 73 und auf DG18-Agar 64 bzw. 66 verschiedene Arten diffe-

renziert. 

Abb. 3-4: Ansatz der 101 Verdünnung einer Fallprobe auf Malzextrakt- (links) und DG18-Nährboden 

(rechts)

Abb. 3-5: Ansatz einer Fallprobe auf Malzextrakt- (obere Reihe) und DG18-Agar (untere Reihe) in der 100, 

101 und 102 Verdünnung (von links nach rechts)
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Die bisher dargestellten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass sich mit dieser Methode die 

Lebendkeimzahl im Hausstaub relativ präzise nachweisen lässt. Der Einsatz beider Nähr-

böden hat sich bei der mikrobiologischen Bewertung von Innenräumen durchgesetzt 

(Verhoeff et al. 1990). DG18-Agar enthält Chloramphenicol zur Unterdrückung des Bakte-

rienwachstums sowie Dichloran zur Hemmung des wuchernden Wachstums von Pilzen der 

Ordnung Mucorales und zur Verminderung des Koloniedurchmessers anderer Gattungen 

(Hocking und Pitt 1980) (Abb. 3-4). Aus diesem Grund war die auf DG18-Agar bestimmte 

Lebendkeimzahl höher als die auf Malzextrakt-Agar. Der Zusatz von 18 % (w/w) Glycerin 

führte zu einer reduzierten Wasseraktivität von 0,95 (aw-Wert) zur Erfassung von xerophi-

len Pilzarten. Auf Malzextrakt-Agar wurde hingegen eine höhere Artenvielfalt erlangt und 

es wurden Pilze nachgewiesen, die aufgrund ihrer eher hydrophilen Eigenschaften auf 

DG18-Agar nicht wachsen (Abb. 3-5). Aus diesen Gründen wurden für quantitative Be-

trachtungen die Ergebnisse der Auswertung von DG18-Agar bevorzugt (Trautmann et al. 

2005, Gabrio et al. 2005) und für qualitative Bewertungen die Ergebnisse beider Nährbö-

den hinzugezogen.

Im Folgenden wird die Methode in Hinblick auf ihre Aussagekraft und Trennfähigkeit zwi-

schen Kontroll- und Fall-Haushalten geprüft.
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Abb. 3-6: Relative Häufigkeit (%) der Lebendkeimzahlen (· 106 KBE/kg) in Kontroll- und Fallproben (be-

stimmt auf DG18)
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Die Konzentration der keimf�higen Schimmelpilze ist in den Fallproben signifikant h�her 

als in den Kontrollproben (U-Test nach Mann-Whitney,  = 0,05) (Tab. 3-1). Die Trennef-

fizienz ist bei den auf DG18-Agar ermittelten Keimzahlen st�rker (P = 0,7 � 10-7) als bei 

den auf Malzextrakt-Agar (P = 0,006) bestimmten Werten, was sich durch die bessere 

quantitative Erfassung der Lebendkeimzahl auf DG18 erkl�rt. Dennoch zeigen die Ergeb-

nisse keine ausreichende Trennf�higkeit zwischen Schimmel- und Nichtschimmel-

Haushalten (Abb. 3-6). Bei Umwelt- und Innenraumstudien wird in Anlehnung an das 

Human-Biomonitoring h�ufig das 95. Perzentil als statistisch abgeleiteter Referenzwert 

verwendet (HBM-Kommission 1996). Ein solcher Referenzwert hat keine toxikologische 

oder epidemiologische Bedeutung, sondern signalisiert, wann eine besonders hohe Belas-

tung mit der entsprechenden Substanz vorliegt (Ewers et al. 1999). Die im Rahmen des 

Konfidenzintervalls gerundeten 95. Perzentile betragen f�r die Kontrollproben 4,6 � 109

KBE/kg f�r DG18-Agar und 3,3 � 109 KBE/kg f�r Malzextrakt-Agar. Auf der Grundlage 

dieser Referenzwerte w�ren nur 30 (DG18) bzw. 17 (ME) von 153 Fallproben richtig er-

fasst worden. Auch hier zeigt sich zwar wieder die bessere Trennf�higkeit von den auf 

DG18-Agar ermittelten Ergebnissen, aber die Sensitivit�t der Lebendkeimzahl ist als Be-

wertungsma�stab f�r den Schimmelstatus eines Haushaltes mit 19,6 % (DG18) und 11,1 % 

(ME) extrem gering. Immerhin w�ren 80,4 % (DG18) bzw. 88,9 % (ME) der hier unter-

suchten Fallproben falsch negativ bewertet und als Hintergrundbelastung eingestuft wor-

den. Eine Bewertung des Innenraums im Hinblick auf das Vorhandensein eines Pilzbefalls 

ist mit Hilfe der Gesamtzahl an keimf�higen Pilzsporen im Hausstaub mit der hier ange-

wandten Methode (Altstaub, Fraktion ≤ 63 �m) nicht m�glich.

Im Folgenden wird untersucht, ob die Konzentrationen einzelner Gattungen eine h�here 

Trenneffizienz zwischen Haushalten mit und ohne Pilzbefall haben. 

Pilze der Gattung Penicillium waren sowohl in den Kontroll- (99,5 %, DG18) als auch in 

den Fallproben (98,0 %, DG18) am h�ufigsten vertreten. In mehr als 80 % der Proben ka-

men au�erdem die Gattungen Aspergillus, Cladosporium und Eurotium vor. Die statisti-

schen Kenngr��en der nachweisbaren Konzentrationen und die H�ufigkeiten einiger Gat-

tungen sind in Tab. 3-2 f�r DG18-Agar und in Tab. 3-3 f�r Malzextrakt-Agar aufgef�hrt. 

Eine Tabelle mit den statistischen Kenngr��en s�mtlicher nachgewiesenen Pilzarten befin-

det sich im Anhang (Tab. 8-1).
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Tab. 3-2: Häufigkeiten (%) und statistische Kenngrößen der Konzentrationen (· 106 KBE/kg) einzelner Pilz-

gattungen, bestimmt auf DG18-Agar

Das Minimum beträgt für alle aufgeführten Gattungen 0 KBE/kg. (K = Kontrollen; F = Fälle)

(· 106 KBE/kg)
DG18

Mittelwert Median 95. Perzentil Maximum
Anteil pos. 
Proben (%)

K 882,0 80 1.390 73.000 99,5Penicillium
F 1.689,3 116 4.090 128.000 98,0
K 378,6 38 1.498 18.200 89,6Aspergillus
F 2.355,5 290 19.000 42.501 90,8
K 123,2 20 554 2.100 83,6Cladosporium
F 166,8 30 900 5.000 79,1
K 65,1 10 267 2.300 82,6Eurotium
F 141,1 12 745 3.000 85,6
K 22,3 6 98 500 64,2Mycelium 

sterile F 29,3 4 100 800 56,2
K 349,6 8 1.090 30.000 54,7Wallemia
F 709,7 10 3.150 23.000 66,0
K 42,8 0 100 4.000 37,3Mucor
F 16,8 0 33 1.200 23,5
K 4,4 0 30 100 24,9Fusarium
F 3,0 0 30 60 11,8
K 1,9 0 10 140 10,0Botrytis
F 0,6 0 11 30 5,9

Tab. 3-3: Häufigkeiten (%) und statistische Kenngrößen der Konzentrationen (· 106 KBE/kg) einzelner Pilz-

gattungen, bestimmt auf Malzextrakt-Agar

Das Minimum beträgt für alle aufgeführten Gattungen 0 KBE/kg. (K = Kontrollen; F = Fälle)

(· 106 KBE/kg)
ME Mittelwert Median 95. Perzentil Maximum

Anteil pos. 
Proben (%)

K 671,3 81 1.490 32.000 95,0Penicillium
F 822,9 100 4.090 23.000 93,5
K 256,8 10 870 13.010 64,7Aspergillus
F 671,3 20 3.320 20.000 73,9
K 119,9 8 492 4.000 54,7Cladosporium
F 173,6 10 600 8.000 55,6
K 30,9 3 200 700 53,2Mycelium 

sterile F 55,1 10 200 3.000 61,4
K 15,7 2 68 300 53,2Fusarium
F 17,9 0 43 1.500 39,2
K 35,3 1 95 3.000 51,7Mucor
F 24,6 1 100 2.000 54,9
K 1,9 0 10 100 15,4Botrytis
F 3,5 0 20 100 25,5
K 1,9 0 10 100 11,9Geotrichum
F 1,2 0 10 100 5,2



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

44

Die Gattung Penicillium kommt in den Fall- und Kontrollproben ungef�hr gleich h�ufig 

vor und unterscheidet sich nicht in den nachweisbaren Konzentrationen (U-Test, 

PDG18 = 0,053, PME = 0,413). Die Gattung Aspergillus tritt in den Fallproben zumindest auf 

Malzextrakt-Agar h�ufiger und auf beiden N�hrb�den in signifikant h�heren Konzentrati-

onen auf (PDG18 = 0,4 � 10-9, PME = 0,007). Des Weiteren weisen die Gattungen Eurotium

(P = 0,002) und Wallemia (P = 0,021) auf DG18-N�hrboden sowie Botrytis (P = 0,018) 

und sterile Myzelien (P = 0,032) auf Malzextrakt-Agar signifikant h�here Konzentrationen 

in den Fallproben auf. Im Gegensatz dazu sind die Gattungen Fusarium (PDG18 = 0,004, 

PME = 0,007), Geotrichum (PME = 0,032) und Mucor (PME = 0,008) in Kontrollproben in 

signifikant h�heren Konzentrationen als in Fallproben nachweisbar. Alle anderen Gattun-

gen kommen in den Proben beider Haushaltstypen gleicherma�en vor.

Die f�r die Au�enluft untypischen Gattungen Aspergillus, Eurotium und Wallemia

(Ackermann et al. 1969) scheinen sich bei dem Vorhandensein eines Pilzbefalls im Haus-

staub anzureichern. Im Gegensatz dazu sind die Konzentrationen der au�enlufttypischen 

Gattungen wie Fusarium, Geotrichum und Mucor (Lacey 1962, Ackermann et al. 1969) in 

den Fallproben geringer als in den Kontrollen. Trotz dieser zun�chst vielversprechenden 

Feststellung sind die Gattungen Aspergillus, Eurotium und Wallemia nicht geeignet als 

Indikatororganismen f�r den Nachweis eines Pilzbefalls mit Hilfe der Matrix Hausstaub. 

Nach Bildung der Referenzwerte aus dem 95. Perzentil der Kontrollproben (DG18) zeigt 

sich wie bei der Gesamtzahl der Lebendkeime eine schlechte Trennf�higkeit dieser Para-

meter (Tab. 3-4 und Abb. 3-7). Die Lebendkeimzahl von Aspergillus spp. weist mit 22,9 % 

die h�chste Sensitivit�t der m�glichen Indikator-Organismen auf, aber dieser Wert ist f�r 

eine zuverl�ssige Bewertung des Innenraums mit Hilfe von Hausstaubproben (Altstaub, 

≤ 63 �m) dennoch nicht ausreichend.

Tab. 3-4: Referenzwerte aus dem gerundeten 95. Perzentil (DG18) der Kontrollproben (n = 201) f�r ausge-

w�hlte Gattungen sowie die Anzahl der richtig erfassten Fallproben aus n = 153

richtig erfasste FallprobenGattung Referenzwert
(� 106 KBE/kg) Anzahl Sensitivit�t (%)

Aspergillus 1.500 35 22,9

Eurotium 270 15 9,8

Wallemia 1.100 14 9,2
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Abb. 3-7: Gesamt-Lebendkeimzahl sowie Lebendkeimzahlen von Aspergillus spp., Eurotium spp. und Wal-

lemia sebi in Kontroll- (K) und Fallproben (F)

Die oberen und unteren Balken umfassen die Spannweite und die Boxen den Interquartilsbereich. Der mittle-
re Strich kennzeichnet den Median.

Die auf DG18-Agar am häufigsten nachweisbaren Pilzarten sind Aspergillus versicolor, 

Eurotium herbariorum, Penicillium chrysogenum und Wallemia sebi (Tab. 3-5 und 

Tab. 8-1 im Anhang). Da Wallemia eine monotypische Gattung ist (Domsch et al. 1980), 

gelten die für die Gattung Wallemia bereits dargestellten Werte auch für Wallemia sebi. 

A. versicolor (P = 0,046) und E. herbariorum (P = 0,002) sind in Fallproben in statistisch 

signifikant höheren Konzentrationen nachweisbar als in Kontrollproben (U-Test,  = 0,05). 

Für P. chrysogenum ist kein Unterschied zwischen Kontroll- und Fallproben festzustellen 

(P = 0,714).

Tab. 3-5: Häufigkeiten (%) und statistische Kenngrößen der Konzentrationen (· 106 KBE/kg) einzelner Pilz-

arten (bestimmt auf DG18)

Das Minimum beträgt für alle aufgeführten Arten 0 KBE/kg (K = Kontrollen; F = Fälle).

(· 106 KBE/kg)
DG18 Mittelwert Median 95. Perzentil Maximum

Anteil pos. 
Proben (%)

K 145,1 9 690 8.000 64,2Aspergillus 
versicolor F 569,5 10 2.830 26.000 65,4

K 41,7 3 100 2.100 61,7Eurotium. 
herbariorum F 126,3 10 560 3.000 69,3

K 305,4 20 500 26.000 76,1Penicillium
chrysogenum F 622,1 20 800 56.000 69,9
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Abb. 3-8: Relative Häufigkeit (%) der Lebendkeimzahl (· 106 KBE/kg) von Aspergillus versicolor in Kon-

troll- und Fallproben (bestimmt auf DG18)

Zwei Kontrollhaushalte wurden mehrfach beprobt. Die Proben beider Haushalte zeigen 

eine hohe Variabilität sowohl in der Gesamtzahl der lebensfähigen Pilzsporen als auch in 

der Verteilung der Gattungen (Abb. 3-9 und Tab. 3-6) und Arten. Beide Haushalte sind gut 

bekannt und ein Pilzbefall im Innenraum kann nahezu ausgeschlossen werden. Diese 

Schwankungen zeigen, dass selbst die Proben aus demselben Haushalt kaum zu verglei-

chen sind und neben dem Vorhandensein eines Pilzbefalls auch andere Einflüsse stark auf 

den Pilzgehalt des Hausstaubs wirken, die in Kapitel 4.1 aufgezeigt und diskutiert werden.
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Abb. 3-9: Lebendkeimzahlen (KBE/kg) und die Verteilung der überwiegend vorkommenden Gattungen in 

5 Proben aus Kontrollhaushalt I



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

47

Tab. 3-6: statistische Angaben zur Variabilit�t der Lebendkeimzahl in zwei mehrfach beprobten Kontroll-

haushalten

N�hrboden Mittelwert
(� 106 KBE/kg)

Variations-
koeffizient (%)

Spannweite
(� 106 KBE/kg)

DG18 2.061,8 82,7 4.171Kontrolle I
(n = 5) ME 913,6 59,2 1.213

DG18 1.014,8 33,8 728Kontrolle II
(n = 4) ME 527,3 55,3 601

Ein Vergleich mit anderen Studien ist nur eingeschr�nkt m�glich, da sowohl die Probe-

nahmen als auch die Methoden der Aufarbeitung sehr unterschiedlich sind. Die analyti-

schen Ergebnisse sind extrem von der Art der Probenahme und der Fraktion, die f�r die 

Analyse eingesetzt wird, abh�ngig (Butte und Heinzow 2002). In vielen Studien wurde 

Frischstaub von einer definierten Fl�chengr��e und bevorzugt von Teppichb�den auf Plan-

filter gesammelt (Koch et al. 2000, Baudisch et al. 2001, Schleibinger et al. 2004 II, Traut-

mann et al. 2005), was zu sehr geringen Staubmengen f�hrt. Schleibinger et al. (2004 II) 

haben in Abh�ngigkeit vom Bodenbelag 0,002 bis 2,9 g/m� Staub gewonnen. Je nach be-

probter Fl�chengr��e ist diese Probenmenge zu gering, um gesiebt zu werden und mehrere 

Nachweismethoden darin durchzuf�hren. Das Sieben f�hrt allerdings zu einer Homogeni-

sierung der Proben (Butte et al. 2000) und f�rdert somit die Vergleichbarkeit der Ergebnis-

se zwischen verschiedenen Proben. In der Literatur ist eine Vielzahl von Methoden be-

schrieben. Gravesen (1978) und Wickmann et al. (1992) haben nach dem Entfernen sehr 

grober Bestandteile Aliquots der ungesiebten Probe direkt auf die N�hrb�den aufgestreut. 

Dadurch werden Agglomerate von Pilzsporen nicht voneinander getrennt und es werden 

niedrigere Konzentrationen erzielt als nach einer Suspendierung unter Zusatz eines Deter-

genz (CEC 1993). Schleibinger et al. (2004 II) haben ungesiebten Staub suspendiert und in 

Verd�nnungen auf die N�hrb�den ausplatiert. In weiteren Studien wurden Fraktionen von 

2,5 mm (M�lhave et al. 2000), 500 �m (Koch et al. 2000), 425 �m (Chew et al. 2003, Wi-

ckens et al. 2004), 250 �m (Franke et al. 1997), 125 �m (LGA Baden-W�rttemberg 2004) 

bis zu 63 �m (Baudisch et al. 2001, Trautmann et al. 2005, Baudisch et al. 2009 I) verwen-

det. Im Allgemeinen steigt die Konzentration eines Analyten im Hausstaub mit sinkender 

Partikelgr��e aufgrund der steigenden spezifischen Oberfl�che (Butte und Heinzow 2002). 

Die Verwendung der ≤ 63 �m Fraktion hat den entscheidenden Vorteil, dass auch Sand 

entfernt wird, dessen Anteil im Staub je nach Herkunft stark variieren kann (Butte et al. 
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2000) und der das Verh�ltnis der Keimzahl zum Gewicht der Probe stark beeintr�chtigt. 

Mit der ≤ 63 �m Fraktion wird die �berwiegende Zahl der Pilzsporen erfasst, die meistens 

zwischen 2 und 20 �m gro� sind. Auch die mehrzelligen Konidiosporen von Alternaria 

spp. und Ulocladium spp. mit bis zu 40 �m und die Makrokonidien von Fusarium spp. mit 

bis zu 90 �m L�nge (Samson et al. 2004) sind im Zweifelsfall aufgrund ihres geringen 

Durchmessers in der Fraktion enthalten. Sogar Hyphenfragmente und abgerissene Konidi-

ophore z. B. von Penicillium sp. konnten im gesiebten Staub beobachtet werden 

(Abb. 3-11, Kap. 3.1.2).

Im Rahmen des Ringversuches zur „Differenzierung von Innenraum- und Lebensmittel-

relevanten Schimmelpilzen“, der seit 2001 vom Landesgesundheitsamt Baden-W�rttem-

berg im Regierungspr�sidium Stuttgart veranstaltet wird, wurden dreimal Staubproben 

(Fraktion ≤ 63 �m) versandt, die von den teilnehmenden Laboren (zwischen 44 und 77 

Labore) und den sieben Referenzlaboren angesetzt (Verd�nnungsverfahren nach Gabrio et 

al. 2005) und ausgewertet wurden. Die enormen Diskrepanzen der Ergebnisse sowohl zwi-

schen den Teilnehmern als auch zwischen den Referenzlaboren zeigen, dass auch in der 

≤ 63 �m Fraktion noch mit Inhomogenit�ten zu rechnen ist und die Verwendung von 

N�hrb�den unterschiedlicher Hersteller Einfluss auf die Ergebnisse haben kann (Seidl 

2009).

In einigen Studien kommen die Autoren zu dem Schluss, dass eine Bewertung des Innen-

raums anhand der Lebendkeimbestimmung im Hausstaub m�glich ist und geben Refe-

renzwerte f�r die Beurteilung an (Schleibinger et al. 2004 II, Trautmann et al. 2005, Bau-

disch et al. 2009 I). Schleibinger et al. 2004 II erreichten mit der Untersuchung von Frisch-

staub einer definierten Fl�che, der auf Planfiltern gesammelt und ungesiebt angesetzt wur-

de, eine Sensitivit�t von 93 % (DG18) bzw. 95 % (ME). Im Gegensatz dazu weisen die im 

Altstaub ermittelten Keimzahlen einen hohen �berlappungsgrad der Verteilungen von 

Kontroll- und Fallproben auf (Abb. 3-6 gesamt und Abb. 3-8 A. versicolor). Im Folgenden 

werden die methodischen Unterschiede zwischen der hier vorliegenden Untersuchung und 

den zitierten Studien diskutiert, w�hrend in Kap. 4.1 die Referenzwerte vorgestellt und ihre 

Aussagekraft er�rtert werden.

Der offensichtliche methodische Unterschied zwischen den Studien mit Bewertungssche-

ma und der vorliegenden Arbeit mit einer ungen�genden Trenneffizienz der Lebendkeim-

zahl liegt in der Art der Probenahme und der Verwendung von Altstaub. Jede Probe wurde 

von einem anderen Probenehmer (= Bewohner) genommen und ist somit bereits durch in-



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

49

dividuelle Reinigungsgewohnheiten (Häufigkeit, Gründlichkeit) und durch unterschiedli-

che Staubsaugerfabrikate beeinflusst. Es ist außerdem nicht auszuschließen, dass die Be-

wohner aufgrund der Teilnahme an der Studie ihr übliches Saugverhalten verändert und 

z. B. besonders gründlich oder auch in sehr versteckten Ecken gesaugt haben. Ob aus-

schließlich im Innenraum gesaugt wurde, wurde im Fragebogen abgeklärt und bei der 

Auswertung der Daten berücksichtigt. In den zitierten Studien erfolgte die Probenahme 

durch einen geschulten Mitarbeiter und es wurden definierte Flächen mit (meistens) Tep-

pichboden beprobt. Teppichböden liefern größere Staubmengen als wischbare Fußböden 

(Schleibinger et al. 2004 II) und es wird Staub aus tieferen Schichten aufgenommen. Die 

Menge dieses sehr alten Staubs hängt von der Saugleistung, der Geschwindigkeit beim 

Saugen und der Beschaffenheit des Belags ab (Seifert 1998). Die Saugleistung, der Sam-

melzeitraum pro Flächeneinheit und die Auswahl der beprobten Fläche wurde bei den ge-

nannten Studien weitestgehend standardisiert. Bei dem Vorliegen eines Pilzbefalls in der 

Wohnung wurde die beprobte Fläche in dem betroffenen Raum angelegt. Bei der Samm-

lung von Altstaub hingegen wurde die gesamte Wohnung gesaugt. Eventuell mit Pilzen 

angereicherter Staub aus einem Zimmer mit Befall wurde auf diese Weise durch den Staub 

der anderen Räume verdünnt.

Die Proben wurden in unterschiedlichen Staubsaugerbeutelfabrikaten gesammelt. Der be-

sonders feine Staub, zu dem auch Pilzsporen mit wenigen µm Durchmesser (z. B. Asper-

gillus und Penicillium) gehören, fand sich in den Zwischenlagen des Staubsaugerbeutels. 

Bei Papierbeuteln konnten diese Lagen noch relativ leicht voneinander getrennt und der 

Staub daraus gewonnen werden. Bei den dreilagigen Vliesbeuteln waren die Verluste die-

ses feinen Staubs relativ hoch. Zudem variierte der Abscheidegrad der unterschiedlichen 

Staubsaugerbeutel in Abhängigkeit von Material und Ausführung (Schleibinger et al. 

2004 II). Der Minderbefund der Fraktion < 10 µm ist nach VDI 4300 Blatt 8 (2001) aller-

dings vernachlässigbar, wenn der Staubsaugerbeutel mindestens zu einem Drittel gefüllt 

ist. Die Bedingung zur Teilnahme an der Studie war ein mindestens zur Hälfte gefüllter

Staubsaugerbeutel.

Die Dauer des Staubsammelns reichte in den untersuchten Proben von wenigen Tagen bis 

zu einem Jahr mit einem Median von 40 Tagen. Die Gesamtzahl der Kolonie-bildenden 

Einheiten zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen unterschiedlich langen Sam-

melzeiten (H-Test nach Kruskal-Wallis, PDG18 = 0,685), wohl aber die Lebendkeimzahl 

von Cladosporium spp. (PDG18 = 0,007). Durch den Vergleich verschiedener Zeiträume 

konnte ein signifikanter Unterschied in der Cladosporium-Konzentration für Sammelzeit-
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r�ume bis zu 30 Tagen und mehr als 30 Tagen festgestellt werden (U-Test nach Mann-

Whitney, PDG18 = 0,0002). Koch et al. (2002) haben festgestellt, dass bei der Aufbewah-

rung von Staubproben bei Raumtemperatur bereits nach 14 Tagen mit einem R�ckgang der 

Keimf�higkeit besonders bei Cladosporium spp. zu rechnen ist. Um den Verlust unter 

10 % zu halten, empfehlen sie, Staubproben nicht l�nger als sieben Tage bei Raumtempe-

ratur zu lagern. Ein Grund f�r das Absterben einiger Sporen ist u. U. im osmotischen Stress 

zu sehen, der durch die sinkende Wasseraktivit�t des Staubs im Sauger begr�ndet ist (Mor-

ris 1995). Neben dem Zeitfaktor durch die „Lagerung“ der Probe im Staubsaugerbeutel ist 

der Verlust der Keimf�higkeit auch auf mechanische Besch�digung durch den Schub und 

den Aufprall auf dem Sammelmedium zur�ckzuf�hren (Saldanha et al. 2008). Betrachtet 

man die Anzahl der nachgewiesenen Cladosporium-Sporen im Verh�ltnis zur Gesamtzahl 

der keimf�higen Sporen, stellt man bei den hier untersuchten Proben einen deutlich gerin-

geren Anteil von Cladosporium-Sporen als bei Trautmann et al. (2005) fest (Tab. 3-7). 

Gleichzeitig werden im Altstaub h�here Gesamtkonzentrationen nachgewiesen als im 

Frischstaub, da es �ber die l�ngere Sammeldauer zu einer st�rkeren Anreicherung kommt. 

Baudisch et al. (2009 II) haben nach dreiw�chiger Aufbewahrung von Staubproben bei 

Raumtemperatur keinen R�ckgang der Lebendkeimzahl von Aspergillus spp., Eurotium 

spp. und Penicillium spp. festgestellt. Durch die Dauer des Sammelns und die H�ufigkeit 

bzw. Dauer der Staubsaugernutzung werden somit vermutlich Arten selektiert, deren Spo-

ren besonders widerstandsf�hig sind. Auf diese Weise wird das tats�chlich vorhandene 

Art-/Gattungsspektrum verzerrt und es kann zu Fehlinterpretationen kommen (Schleibinger 

et al. 2004 I).

Tab. 3-7: Vergleich der Lebendkeimzahlen von Cladosporium spp. mit der Gesamtlebendkeimzahl zwischen 

der hier vorliegenden Studie und der von Trautmann et al. (2005)

Um die Vergleichbarkeit zu gew�hren, wurden die Daten f�r Winter und Sommer berechnet.

Winter Sommer
(� 106 KBE/kg)

Median 95. Perzentil Median 95. Perzentil

Cladosporium 20 64 25,5 545eigene 
Studie gesamt 392 23.919 378 3.110

Cladosporium 16,5 101 260 1.264,5Trautmann et 
al. (2005) gesamt 67,5 607 1.315 3.120 
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Die extra- und intramuralen Einfl�sse, die neben einem Pilzbefall im Innenraum die Pilz-

konzentration im Staub beeinflussen k�nnen, werden in Kapitel 4.1 diskutiert.

3.1.2 Bestimmung der Gesamtsporenzahl

In einem Unterkollektiv von 29 Proben wurde die Gesamtsporenzahl mit Hilfe einer B�r-

ker-T�rk-Z�hlkammer bestimmt. Die Werte waren nicht „normal-verteilt“ (Kolmogoroff-

Smirnoff Test, P < 0,05). Die Nachweisgrenze lag aufgrund der starken Verd�nnung bei 

1,7 � 109 Sporen pro kg Hausstaub. Es handelt sich also um eine relativ unempfindliche 

Methode. Die Verd�nnung ist aufgrund der im Staub enthaltenen sonstigen Partikel erfor-

derlich. Durch Hautschuppen, gr��ere Fasern und andere Partikel kommt es zu �berlage-

rungen, die die Auswertung bei einer geringeren Verd�nnung nicht mehr m�glich machen. 

Bereits bei der hier gew�hlten Verd�nnung ist nicht auszuschlie�en, dass gro�e Partikel 

einige Pilzsporen verdeckt haben, so dass diese nicht erfasst wurden (Abb. 3-10). Die 

meisten Sporen k�nnen bei 400-facher Vergr��erung gut erkannt werden (Abb. 3-11). Um 

sehr kleine Pilzsporen, wie z. B. von Acremonium spp. oder Verticillium spp., von anderen 

Kleinstpartikeln, wie z. B. mineralischen Bestandteilen, unterscheiden zu k�nnen, ist eine 

Betrachtung bei 1.000-facher Vergr��erung erforderlich. Aber auch dann erfordert die 

Auswertung viel Erfahrung und Sachverstand. Fehlidentifizierungen und �berlagerungsef-

fekte k�nnen zu Minder- oder Falschbefunden f�hren. Eduard et al. (2001) haben zwei 

erfahrene Experten dieselben Proben auswerten lassen. F�r das Ausz�hlen ergaben sich 

relative Standardabweichungen von 2 bis 12 %. F�r die Zuordnung der gez�hlten Sporen 

zu Gattungen oder Sporentypen lag die relative Standardabweichung bei 9 %.

Tab. 3-8: Statistische Kenngr��en der Bestimmung der Gesamtsporenzahl in 21 Kontroll- und 8 Fallproben

Gesamtsporenzahl
(� 109 Sporen/kg)

Anzahl 29

Mittelwert 48,9

Median 25

Minimum 6,7

Maximum 578,3

95. Perzentil 328,3
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Abb. 3-10: Aufnahmen der mit einer Staubsuspension ausgestatteten Bürker-Türk-Zählkammer bei 100-

(links) und 400-facher Vergrößerung (rechts)

Im linken Bild ist das Raster mit den 16 Kleinquadraten im Hintergrund zu sehen. Beide Bilder zeigen deut-
lich, dass einige große Partikel die Hälfte und mehr der Fläche eines Kleinquadrates verdecken können.

Abb. 3-11: Aufnahmen von zwei Fallproben bei 400-facher Vergrößerung

Die Zusammensetzung der Proben varriierte stark. Einige Bestandteile von Pilzen konnten Gattungen zuge-
ordnet werden, wie ein abgerissener Konidiophor von Penicillium sp. oder Konidien von Cladosporium sp.

Für die Zählung von Bakteriensuspensionen gilt, dass Zählkammern mit der hier verwen-

deten Größe bei einer Konzentration geringer als 2 · 106 Zellen/ml ungenau werden (Süß-

muth et al. 1987). Dies entspricht einer Gesamtsporenzahl im Staub von 4 · 1011 Sporen/kg. 

Die hier ermittelten Gesamtsporenzahlen liegen in einem Bereich von 6,7 bis 578,3 · 109

Sporen/kg (Tab. 3-8) und nur eine Probe befindet sich oberhalb des empfohlenen Wertes. 

Aufgrund der Probleme mit Überlagerungen durch größere Partikel konnte nicht mehr 

Staub pro Zählkammervolumen eingesetzt werden. Eine weitere Fraktionierung des Staubs 

z. B. durch Filtration der Suspension stellt keine sinnvolle Alternative dar. Es würden ne-

ben störenden Partikeln auch große Pilzsporen (z. B. von Alternaria spp. und Fusarium 

spp.) entfernt werden und weitere Verluste durch Anhaftung von Sporen am Filtermaterial 

entstehen. Die hier ermittelten Gesamtsporenzahlen müssen als ungenau betrachtet werden 
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und können nur bedingt in die Vergleiche einfließen. Der Vergleich zur Lebendkeimzahl 

wird in Kapitel 3.1.3 und der Vergleich zu den chemischen Indikatoren im Kapitel 4.2 dis-

kutiert.

3.1.3 Vergleich der Methoden – Lebendkeimzahl vs. Gesamtsporenzahl

Die Gesamtsporenzahl korrelierte signifikant mit der Lebendkeimzahl auf DG18-Agar 

(Rangkorrelation nach Spearman, P = 0,014), aber nur schwach mit der auf Malzextrakt-

Agar nachgewiesenen Lebendkeimzahl (P = 0,057). Dies erklärt sich bereits durch die Tat-

sache, dass auf DG18-Agar tendenziell höhere Lebendkeimzahlen als auf Malzextrakt-

Agar nachgewiesen wurden. Während die 29 Proben aufgrund der Auswahl des Kollektivs 

eine ansteigende Lebendkeimzahl (DG18) aufweisen, zeigt die Gesamtsporenzahl keinen 

ansteigenden Trend (Abb. 3-12). Der Anteil der Lebendkeime (DG18) an der zugehörigen 

Gesamtsporenzahl reicht von 0,04 bis 90,0 %. Diese große Spannweite zeigt, dass das Ver-

hältnis von Lebendkeimzahl zu Gesamtsporenzahl sehr stark variieren kann und die Kon-

zentrationen somit scheinbar nicht den gleichen Einflüssen unterliegen.
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Abb. 3-12: Vergleich der Lebendkeimzahl (bestimmt auf DG18) mit der Gesamtsporenzahl in 29 ausgewähl-

ten Staubproben

Die beiden Methoden liefern sehr unterschiedliche Informationen über den Pilzgehalt von 

Hausstaub. Während mit der Lebendkeimzahl nur die keimfähigen und von den verwende-

ten Nährböden unterstützten Sporen und Hyphenfragmente nachweisbar sind, erfasst die 
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Gesamtsporenzahl auch die abgestorbenen oder nicht mehr keimfähigen Sporen. Der Ver-

lust der Keimfähigkeit kann durch Desinfektionsmaßnahmen, den Einsatz von fungiziden 

Mitteln, durch Alterungsprozesse oder durch hohe UV-Einstrahlung (z. B. bereits in der 

Außenluft) erfolgen (Trautmann 2006). Die Anfälligkeit gegenüber diesen Einflussfakto-

ren ist gattungs- oder artspezifisch, so dass beim alleinigen Nachweis der Lebendkeimzahl 

die widerstandsfähigsten Gattungen/Arten selektiert werden (Näsman et al. 1999). Ein Zu-

sammenhang zwischen einem sehr geringen Anteil an Lebendkeimen von der Gesamtspo-

renzahl und dem Vorkommen des fungiziden Wirkstoffs Pentachlorphenol (PCP) ist nicht 

zu erkennen (s. auch Kap. 4.1). In 14 Proben liegt die PCP-Konzentration unterhalb der 

Nachweisgrenze und in den übrigen Proben ist die Konzentration sehr gering (0,2 -

0,76 mg/kg).

Außer diesen äußeren Einflüssen sind auch analytische Fehler für die Diskrepanzen zwi-

schen Lebendkeimzahl und Gesamtsporenzahl verantwortlich. Beide Bestimmungen wur-

den mit derselben Suspension (10 mg gesiebter Staub pro ml) durchgeführt. Bei der Le-

bendkeimzahlbestimmung wird je nach Verdünnung 1 µg bis 1 mg Staub pro Nährboden 

aufgetragen und ausgewertet. Aufgrund der geringen Größe der Zählkammer und der er-

forderlichen Verdünnung erfolgt die Zählung der Gesamtsporen in 120 ng Hausstaub. Die-

se extrem geringe Menge ist trotz guter Homogenisierung der Suspension u. U. nicht mehr 

repräsentativ für die Gesamtprobe. Hinzu kommen die Unsicherheiten bei der Bestimmung 

der Gesamtsporenzahl, die bereits unter 3.1.2 geschildert wurden. Zu diesem Schluss 

kommen auch Durand et al. (2002), die zwar mit Luftproben gearbeitet haben, aber eben-

falls starke Variationen im Verhältnis der beiden Messparameter von Ort zu Ort nachwie-

sen. Es gibt bisher keine Untersuchungen darüber, in welchem Maße die extranalytischen 

und analytischen Einflüsse auf die Gesamtsporenzahl und das Verhältnis der Lebendkeim-

zur Gesamtsporenzahl wirken. Somit kann mit der Bestimmung eines Parameters keine 

Vorhersage zur Konzentration des jeweils anderen Parameters erfolgen (Eduard und Hee-

derick 1998).

Für die Untersuchung des Pilzgehaltes in der Innenraumluft hat sich sowohl die Lebend-

keimzahl- als auch die Gesamtsporenzahl-Bestimmung durchgesetzt. Welche Methode 

zum Einsatz kommt oder ob beide Methoden angewendet werden, hängt von der Fragestel-

lung ab. Derjenige, der die Ergebnisse und in der Folge den Innenraum bewertet, muss 

berücksichtigen, welche Informationen die eingesetzte Methode liefern kann und wo die 

Grenzen sind. Da auch nicht mehr keimfähige Sporen und Hyphen gesundheitliche Beein-

trächtigungen in Form von Allergien usw. verursachen können, ist die Gesamtsporenzahl 



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

55

besser für Expositionsabschätzungen geeignet (Eduard und Heederik 1998). Sinnvoll ist 

die Bestimmung der Gesamtsporenzahl auch dann, wenn eine Sanierung mit Desinfekti-

onsmaßnahmen kontrolliert oder ein Altschaden beurteilt werden soll (Trautmann 2006). 

Der aufgrund seiner potentiellen toxischen Wirkung für die Innenraum-Bewertung wichti-

ge Pilz Stachybotrys chartarum ist nur schwer kultivierbar. Daher wird der Pilz bei der 

Lebendkeimbestimmung in Luft und Hausstaub häufig nicht nachgewiesen. Aufgrund sei-

ner charakteristischen Sporen kann er mikroskopisch gut zugeordnet werden und wird bei 

der Gesamtsporenbestimmung eher erkannt (Portnoy et al. 2001). Im Gegensatz dazu kön-

nen viele Sporen aufgrund ihres ähnlichen Aussehens bei der Mikroskopie nur grob ihren 

Gattungen oder Gruppen zugeordnet werden. So müssen z. B. Sporen der Gattungen 

Aspergillus und Penicillium zusammen erfasst werden (Godish und Godish 2007). Der 

entscheidende Vorteil der Lebendkeimbestimmung ist die Möglichkeit, die vorkommenden 

Pilze bis zur Art zu differenzieren. Allerdings liegen die Ergebnisse aufgrund der Wachs-

tumszeit erst nach bis zu 10 Tagen vor, wohingegen die Gesamtsporenzahl am gleichen 

Tag der Probenahme bestimmt werden kann.

Tab. 3-9: Vergleich der Lebendkeimzahl und Gesamtsporenzahl in einer Fallprobe

Lebendkeimzahl (· 106 KBE/kg)Gesamtsporenzahl
(· 106 Sporen/kg) DG18 ME

Anzahl 578.333 164.000 500

Beobachtungen reichlich Sporen Typ 
Aspergillus/Penicillium,
zahlreiche Sporen von 
Scopulariopsis sp., ver-
einzelt Chaetomium sp. 
(Abb. 3-13)

massenhaft Aspergillus 
spp., Eurotium spp., 
Penicillium spp. und 
Wallemia sebi, kein 
Rhizopus stolonifer
nachweisbar

alle Verdünnungen voll-
ständig von Rhizopus 
stolonifer überwuchert

Am Beispiel einer Fallprobe werden die unterschiedlichen Ergebnisse, die mit beiden Me-

thoden erzielt wurden, deutlich (Tab. 3-9). Die mikroskopisch erfassten Sporen von Scopu-

lariopsis sp. und Chaetomium sp. (Abb. 3-13) wurden mit der Lebendkeimzahlbestimmung 

nicht nachgewiesen, da die Malzextrakt-Nährböden, auf denen beide Arten bevorzugt bzw. 

ausschließlich wachsen, in allen Verdünnungen vollständig mit Rhizopus stolonifer über-

wuchert waren. Auf der anderen Seite konnte bei der Mikroskopie nicht unterschieden 

werden, zu welcher Gattung oder Art die Sporen gehören, die als Typ Aspergil-

lus/Penicillium erfasst wurden.
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Abb. 3-13: Aufnahme einer Fallprobe (Tab. 3-9) bei 400-facher Vergrößerung
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3.2 Chemische Indikatoren im Hausstaub

3.2.1 Quantifizierung von Ergosterin

Die Analyse von Ergosterin wurde im gesamten Probenkollektiv (n = 354) durchgeführt. 

Die Nachweisgrenze lag bei 1,27 mg/kg und die Bestimmungsgrenze bei 5,04 mg/kg. Alle 

Werte, die unterhalb der Nachweisgrenze lagen, wurden als halbe Nachweisgrenze, also 

0,6 mg/kg, gerechnet (Becker et al. 2003). Ein typisches Chromatogramm ist in Abb. 3-15 

dargestellt.

Die Präzisionskontrolle wurde an einer Kontrollprobe mit einem mittleren Ergosteringehalt 

durchgeführt. Die relative Standardabweichung (Variationskoeffizient) betrug für die Wie-

derholpräzision 4,07 % (Abb. 3-14) und für die Vergleichspräzision 7,08 % 

( x = 6,52 mg/kg). Für die Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde dotierter Poolstaub 

16-mal aufgearbeitet und jeweils doppelt bestimmt. Bei einer Dotierung von 20 mg Er-

gosterin pro g Staub ergab sich eine Wiederfindungsrate von 63,1 %. Die Methode ist prä-

zise, zeigt aber keine optimale Wiederfindung.
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Abb. 3-14: Wiederholpräzision einer Kontrollprobe mit einer mittleren Ergosterin-Konzentration

( x = 5,63 mg/kg, s = 0,23 mg/kg, n = 16). Für diese Werte liegt kein Trend vor (Trend-Test nach Neumann).
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Abb. 3-15: Chromatogramm einer Kontrollprobe mit 11,12 mg/kg Ergosterin

Die Retentionszeit f�r Ergosterin (ERG) betrug 16,18 min und die f�r 7-Dihydrocholesterin (7-DHC) 17,79 
min.

Die Daten waren nicht „normal-verteilt“ (Kolmogoroff-Smirnoff Test, P < 0,05) und wie-

sen eine rechts-schiefe Verteilung auf. Im Gegensatz zur Lebendkeimzahl hat auch die 

Logarithmus-Transformation f�r die Ergosterin-Konzentration im Hausstaub keine Nor-

mal-Verteilung ergeben. Aus diesem Grund wurden nicht parametrische Tests f�r weitere 

Berechnungen angewendet.

Tab. 3-10: Statistische Kenngr��en der Ergosterin-Konzentration in Kontroll- und Fallproben

(mg/kg) Kontrollen Fälle

Anzahl 201 153

Mittelwert 6,07 6,99

Median 4,91 4,69

Minimum 0,60 0,60

Maximum 25,14 63,16

95. Perzentil 16,46 24,65
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Die Konzentration von Ergosterin ist in den Fallproben nicht signifikant h�her als in den 

Kontrollproben (U-Test nach Mann-Whitney, P = 0,368) (Tab. 3-10). Wie f�r die Lebend-

keimzahl wurde aus dem sinnvoll gerundeten 95. Perzentil der Kontrollproben ein Refe-

renzwert abgeleitet, der bei 16,5 mg/kg lag. Mit diesem Wert w�ren 12 Fallproben richtig 

erfasst worden, was einer Sensitivit�t von 7,8 % entspricht. Bereits die relative H�ufig-

keitsverteilung zeigt (Abb. 3-16), dass sich die Konzentrationsbereiche der Fall- und Kon-

trollproben nahezu vollst�ndig �berlappen. Mit Hilfe der Bestimmung von Ergosterin im 

Hausstaub kann somit nicht zwischen Haushalten mit und ohne Pilzbefall unterschieden 

werden. Die Methode selbst ist relativ pr�zise und empfindlich, so dass die Gr�nde f�r die 

schlechte Trenneffizienz eher extraanalytischen Einfl�ssen unterliegen (Kap. 4.1 und 4.2). 

Ein Abbau von Ergosterin w�hrend der Lagerung der Staubproben bis zur Analyse kann 

ausgeschlossen werden, da die Proben in braunen Glasflaschen in einem Schrank aufbe-

wahrt wurden. Ergosterin wird durch UV-Strahlung photochemisch abgebaut, aber bleibt 

im Dunkeln lange stabil (Mille-Lindblom et al. 2004).
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Abb. 3-16: Relative H�ufigkeit (%) der Ergosterin-Konzentration (mg/kg) in Kontroll- und Fallproben

Der Ergosterin-Nachweis im Hausstaub mit Hilfe der HPLC und UV-Detektion wurde 

bisher selten angewendet. Dharmage et al. (1999) haben Hausstaubproben aus 447 Woh-

nungen auf den Gehalt an Ergosterin untersucht. Dazu wurde Frischstaub mit einem Hand-

staubsauger gesammelt, der mit einem 25 �m Nylonfilter ausgestattet war. Die Extraktion 

von Ergosterin erfolgte in der ≤ 25 �m Fraktion mit eiskaltem Ethanol ohne alkalische 
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Hydrolyse. Auf diese Weise wurde nur das freie Ergosterin aus den Zellen herausgel�st 

und nicht das mit Fetts�uren veresterte Ergosterin. Letzteres wird erst durch die alkalische 

Hydrolyse, wie sie hier durchgef�hrt wurde, mit erfasst. Der Anteil des freien Ergosterins 

an der Biomasse schwankt zwischen verschiedenen Pilzarten st�rker als die Konzentration 

des gesamten Ergosterins (Newell 1994), was bei Proben mit variierender Artenzusam-

mensetzung zu einer st�rkeren Streuung der Ergosterin-Konzentrationen und einer schlech-

teren Beschreibung der Pilz-Biomasse f�hrt. Trotz der methodischen Unterschiede bei der 

Probenahme, der Aufarbeitung und der Extraktion stimmen die Ergebnisse beider Studien 

gut �berein (Tab. 3-11). Im Gegensatz zu der hier angewendeten Analyse von Ergosterin 

im Altstaub konnten Dharmage et al. (1999) mit der Bestimmung von Ergosterin im 

Frischstaub signifikant (P < 0,05) h�here Konzentrationen in Haushalten mit sichtbarem 

Pilzbefall und Feuchteflecken als in Haushalten ohne diese Auff�lligkeiten nachweisen. 

Wie beim Nachweis der Lebendkeimzahl (Kap. 3.1.1) scheint auch in Bezug auf Ergoste-

rin die Untersuchung von Frischstaub besser geeignet zu sein, um die Anwesenheit eines 

intramuralen Pilzbefalls zu erkennen. Die weitere Diskussion zu diesem Thema erfolgt in 

den Kapiteln 4.1 und 4.2.

Tab. 3-11: Vergleich der hier vorgestellten Ergebnisse der Ergosterin-Konzentration im Hausstaub zur Stu-

die von Dhamarge et al. (1999)

NWG = Nachweisgrenze

Probenzahl Proben < NWG
(%)

Median
(mg/kg)

Spannweite
(mg/kg)

Eigene Studie 354 7,9 4,81 0,6 – 63,1

Dhamarge et al. 1999 447 10 3,8 0 – 61,5

In anderen Arbeiten wurde das gesamte Ergosterin – ebenfalls nach alkalischer Hydrolyse 

– mit Hilfe der Gaschromatographie mit anschlie�ender Tandem-Massenspektrometrie in 

Hausstaub nachgewiesen (Saraf et al. 1997 und 1999, Sebastian und Larsson 2003, Park et 

al. 2008). Die genannten Autoren haben allerdings Frischstaub mit einem Staubsauger auf 

Filtern gesammelt und die Analyse in der ≤ 400 �m Fraktion durchgef�hrt, was die Ver-

gleichbarkeit zu den vorliegenden Ergebnissen stark einschr�nkt. Die zitierten Autoren 

sind sich einig, dass Ergosterin ein geeigneter Indikator zu Beschreibung der Pilzbiomasse 

im Staub darstellt. Allerdings wurde in keiner dieser Arbeiten die Aussagekraft der Er-

gosterinkonzentration der Staubproben in bezug auf das Vorliegen eines Pilzbefalls unter-
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sucht. Park et al. (2008) haben hingegen eine Assoziation des Ergosteringehalts in Haus-

staubproben (n = 323) aus einem wassergesch�digten B�rogeb�ude mit erworbenem 

Asthma bei den Angestellten nachweisen k�nnen.

In den aufgef�hrten Studien anderer Autoren wurden keine Validierungsversuche f�r den 

Nachweis von Ergosterin im Hausstaub beschrieben. Somit ist der Vergleich nur mit der 

Bestimmung von Ergosterin in anderen Matrizes, wie z. B. Lebensmitteln und Bodenpro-

ben m�glich. Die Extraktionseffizienz wird von Seitz et al. (1977) f�r Getreide mit 93 %

und von Grant und West (1986) f�r Boden mit 88 – 96 % angegeben. Die hier ermittelte 

Wiederfindungsrate von 63,1 % erscheint im Vergleich zu diesen Angaben und zur hohen 

Pr�zision der Methode relativ gering. Sowohl die zitierten als auch die eigene Wiederfin-

dungsrate wurde durch Zugabe von Ergosterinstandard zur Matrix ermittelt, was nur die 

Verlustrate w�hrend der Extraktion, aber nicht die Ausbeute des Analyten aus der eigentli-

chen Matrix pr�ft (Davis und Lamar 1992). Die hohen Wiederfindungsraten von Seitz et 

al. (1977) und Grant und West (1986) sprechen daf�r, dass die angewendete Extraktions-

methode keine hohen Verlustraten birgt. In den zitierten Studien wurde die Matrix zu-

n�chst mit Methanol extrahiert, die Matrix abfiltriert und nur der methanolische Extrakt 

alkalisch hydrolysiert. Die alkalische Hydrolyse der Hausstaubproben hingegen erfolgte in 

Anwesenheit der Matrix. Davis und Lamar (1992) haben festgestellt, dass die Wiederfin-

dungsrate von Ergosterin in Bodenproben h�her ist, wenn die Pilzzellen w�hrend der alka-

lischen Hydrolyse noch vorhanden sind. Sie haben eine Wiederfindungsrate von 96 % er-

mittelt, nachdem sie zu den Bodenproben Pilzgewebe mit bekanntem Ergosteringehalt ge-

geben haben. Bei der Dotierung der Bodenproben mit Ergosterinstandard ergab sich eine 

Wiederfindungsrate von nur 76 %. Diese Untersuchungen sprechen daf�r, dass die Wieder-

findungsrate bei der hier gew�hlten Extraktionsmethode h�her sein m�sste. Die relativ 

niedrige Wiederfindungsrate kann daher nur noch mit Fehlern in der Dotierung und Aufar-

beitung erkl�rt werden.

3.2.2 Nachweis von 1,3--D-Glucan

In dem gleichen Unterkollektiv (n = 29), in dem die Gesamtsporenzahl bestimmt wurde 

(Kap. 3.1.2), wurde 1,3--D-Glucan mit Hilfe des Limulus-Am�bocyten-Lysat-Tests 

(LAL-Test) nachgewiesen. Die Daten waren „normal-verteilt“ (Kolmogoroff-Smirnoff 

Test, P = 0,724). Die statistischen Kenngr��en zur Bestimmung von 1,3--D-Glucan sowie 

der Bereich der Messwerte (Minimum, Maximum) sind Tab. 3-12 zu entnehmen. Die 
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Nachweisgrenze wurde bei 0,1 mg/kg Hausstaub angesetzt. Für die Bestimmung der Wie-

derfindungsrate wurde Poolstaub sechsfach aufgearbeitet und doppelt bestimmt. Bei einer 

Dotierung mit 40 mg Glucan-Standard pro kg gesiebtem Staub wurde eine Wiederfin-

dungsrate von 71,7 % erzielt. Die Wiederholpräzision wurde in einer Kontrollprobe mit 

einer relativ hohen Konzentration an 1,3--D-Glucan ermittelt (Abb. 3-17). Alle Ansätze 

und Parallelen wurden auf dieselbe Multititerplatte aufgetragen. Der Variationskoeffizient 

lag bei 8,23 %, so dass die Methode an sich als relativ präzise und empfindlich beschrieben 

werden kann. Iossifova et al. (2007) geben einen Variationskoeffizienten von 9 % inner-

halb einer Mikrotiterplatte und von 27 % zwischen zwei Platten an.

Ansatz

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

1,
3-
-

D
-G

lu
ca

n
Ko

nz
en

tra
tio

n
(m

g/
kg

)

40

60

80

100

sx 3

sx 3

sx 2

sx 2

x

Abb. 3-17: Wiederholpräzision einer Kontrollprobe mit einem relativ hohen 1,3--D-Glucan-Konzentration

( x = 75,0 mg/kg, s = 6,17 mg/kg, n = 16). Für diese Werte liegt kein Trend vor (Trend-Test nach Neumann).

Tab. 3-12: Statistische Kenngrößen der Bestimmung der Konzentration von 1,3--D-Glucan in 21 Kontroll-

und 8 Fallproben

1,3--D-Glucan
(mg/kg)

Anzahl 29

Mittelwert 49,0

Standardabweichung 3,3

Minimum 16,8

Maximum 96,2

95. Perzentil 88,7
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Es gibt nur wenige Studien �ber den Nachweis von 1,3-�-D-Glucan im Hausstaub und 

meistens erfolgte die Bestimmung mit Hilfe eines Enzymimmunoassays (Douwes et al. 

1996, Chew et al. 2001, Gehring et al. 2001, Schram-Bijkerk et al. 2006, Giovannangelo et 

al. 2007). Zwischen diesen Studien ist ein Vergleich der Ergebnisse kaum m�glich, da die 

Vorgehensweise bei der Probenahme, der Aufarbeitung des Staubs und der Extraktion 

stark voneinander abweichen. Der Nachweis mit Hilfe des LAL-Tests wurde im Hausstaub 

sehr selten angewendet, obwohl der Test wesentlich empfindlicher als die Enzymimmuno-

assays ist (Douwes 2005). Iossifova et al. (2007) haben 1,3-�-D-Glucan in der ≤ 335 �m 

Fraktion von Frischstaub aus Kinderzimmern (n = 574) nachgewiesen. Trotz der anderen 

Fraktion und der Verwendung von Frischstaub sind die Ergebnisse mit den hier vorliegen-

den Daten vergleichbar (Tab. 3-13). Theoretisch sind im Altstaub (Anreicherung) und in 

der kleineren Fraktion (Aufkonzentrierung) h�here Konzentrationen zu erwarten. Ein Ab-

bau oder Zerfall von 1,3-�-D-Glucan w�hrend der Zeit im Staubsaugerbeutel bzw. w�hrend 

der Lagerung des gesiebten Staubs ist als Grund auszuschlie�en, da 1,3-�-D-Glucan eine 

relativ stabile Substanz ist (Fogelmark und Rylander 1997).

Iossifova et al. (2007) konnten keinen Zusammenhang zwischen der Konzentration von 

1,3-�-D-Glucan im Hausstaub und dem Vorhandensein von Pilzbefall im beprobten Zim-

mer nachweisen. Mit den Werten aus der hier vorliegenden Untersuchung war ebenfalls 

keine Trennung zwischen Kontroll- und Fallproben m�glich (Abb. 3-18), was allerdings 

auch am geringen Probenumfang (8 F�lle, 21 Kontrollen) liegen kann. Eine weitere Dis-

kussion erfolgt im Vergleich mit den anderen Methoden in Kapitel 4.2.

Tab. 3-13: Vergleich der hier vorgestellten Ergebnisse der 1,3-�-D-Glucan-Konzentration im Hausstaub zur 

Studie von Iossifova et al. (2007)

Probenzahl Mittelwert
(mg/kg)

Standard-
abweichung

(mg/kg)

Interquartils-
bereich
(mg/kg)

Eigene Studie 29 49,0 3,3 34,0 – 56,3

Iossifova et al. 2007 574 55,1 3,7 21,9 – 133,5
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Abb. 3-18: Konzentration von 1,3-�-D-Glucan (mg/kg) in 21 Kontroll- und 8 Fallproben

3.2.3 Aktivitätsbestimmung von N-Acetyl--D-glucosaminidase

Die Aktivit�tsbestimmung von N-Acetyl--D-glucosaminidase wurde in demselben Unter-

kollektiv (n = 29) durchgef�hrt wie der Nachweis der Gesamtsporenzahl (Kap. 3.1.2) und 

von 1,3--D-Glucan (Kap. 3.2.2). Die Daten waren „normal-verteilt“ (Kolmogoroff-

Smirnoff Test, P = 0,923). Die Nachweisgrenze wurde nicht bestimmt. Im Handbuch des 

MycoMeter-Tests wird angegeben, dass Mykometer-Werte ≤ 25 einer Hintergrundbelas-

tung an Schimmelpilzen entsprechen. Legt man die Nachweisgrenze willk�rlich auf einen 

Mykometer-Wert von 10 fest, ergibt sich nach dem hier ermittelten Umrechnungsfaktor 

(Kap. 2.3.3) eine Nachweisgrenze von 8,4 �mol/min�kg. Die im Handbuch angegebenen 

Bewertungskriterien beziehen sich auf den Abstrich einer Oberfl�che von 9 cm� und k�n-

nen daher nicht f�r die Beurteilung der Hausstaubproben angewendet werden. Die statisti-

schen Kenngr��en der Messwerte befinden sich in Tab. 3-14.

Die graphische Darstellung (Abb. 3-19) l�sst bereits erkennen, dass mit der Bestimmung 

der NAGase-Aktivit�t nicht zwischen Kontroll- und Fallproben unterschieden werden 

kann. Aufgrund der geringen Probenzahl ist dies keine allgemeing�ltige Aussage. Auff�llig 

ist allerdings, dass 5 Fallproben die geringste Enzymaktivit�t aller Proben aufweisen. Es ist 

nicht auszuschlie�en, dass im Hausstaub Substanzen enthalten sind, die hemmend auf die 

Enzymaktivit�t wirken oder Quenching-Effekte verursachen. Nach Kenntnis der Autorin 
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wurden bisher keine Aktivitätsbestimmungen von NAGase in Hausstaub durchgeführt, so 

dass ein Vergleich mit anderen Studien entfällt.

Tab. 3-14: Statistische Kenngrößen der Aktivitätsbestimmung von N-Acetyl--D-glucosaminidase in 21 

Kontroll- und 8 Fallproben

Die Aktivität wurde berechnet als Menge (µmol) des entstehenden Produkts 4-Methylumbelliferon (4-MU) 
pro Minute und kg Hausstaub.

NAGase-Aktivität 
( µmol/min·kg)

Anzahl 29

Mittelwert 297,1

Standardabweichung 30,1

Minimum 55,1

Maximum 576,9

95. Perzentil 576,2
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Abb. 3-19: Aktivität von N-Acetyl--D-glucosaminidase (µmol/min·kg) in 21 Kontroll- und 8 Fallproben

Der MycoMeter-Test wird überwiegend für den Nachweis von Schimmelpilzwachstum 

auf Oberflächen von Baumaterialien eingesetzt. Dafür wird ein Abstrich von einer definier-

ten Fläche genommen, so dass kaum störende Substanzen in das Testsystem gelangen. 

Madsen (2003) hat die NAGase-Aktivität in luftgetragenem Staub untersucht, der bei 
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staubintensiven Arbeiten z. B. im Anlieferungsbereich von Biogasanlagen entsteht. Eine 

Lagerung der Proben über einen Zeitraum von 40 Tagen bei Raumtemperatur führte nur zu 

einem geringen und statistisch nicht signifikanten Rückgang der Enzymaktivität. Aller-

dings konnte Madsen (2003) nachweisen, dass der Zeitraum, in dem der Staub auf Filter 

gesammelt wird, einen Einfluss auf die NAGase Aktivität hat. Proben, die über zweimal

4 Stunden gesammelt wurden, enthielten höhere Aktivitäten als Proben, die einmal 8 Stun-

den gesammelt wurden. Somit hat also weniger die Lagerung des Hausstaubs im Staubsau-

gerbeutel und im Labor als die Häufigkeit und Länge des Staubsaugerbetriebs einen redu-

zierenden Einfluss auf die Enzymaktivität.

Der Vergleich mit den anderen Methoden und die Aussagekraft der Methode werden in 

Kap. 4.2 diskutiert.
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3.3 Ochratoxin A im Hausstaub

3.3.1 Nachweis von Ochratoxin A mittels Enzymimmunoassay 

In einem Kollektiv von 157 Kontrollen und 123 Fallproben wurde Ochratoxin A (OTA) 

mit Hilfe eines f�r die Lebensmitteluntersuchung bestimmten Enzymimmunoassays be-

stimmt. Die Nachweisgrenze wurde im abknickenden Bereich der Kalibrierkurve auf 

20 ng/L festgelegt, was einer Ochratoxin A Konzentration im Hausstaub von 0,4 �g/kg 

entspricht.

Tab. 3-15: statistische Kenngr��en der Varianzanalyse der Pr�zision f�r die doppelte Bestimmung und Auf-

arbeitung beim Nachweis von Ochratoxin A mittels ELISA

Die Dotierung betrug 2,4 �g/kg.

doppelte Bestimmung doppelte Aufarbeitung

nicht dotiert

Spannweite 0,74 – 5,95

Mittelwert (�g/kg) 1,86 1,86

Standardabweichung (�g/kg) 0,19 0,26

Variationskoeffiezient (%) 10,4 13,9

Anzahl 40 20

dotiert

Mittelwert (�g/kg) 4,63 4,63

Standardabweichung (�g/kg) 0,53 0,28

Variationskoeffiezient (%) 11,3 6,0

Anzahl 39 19

Die Pr�zisionskontrolle und die Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden anhand von 

20 Proben durchgef�hrt. Unter den Werten der dotierten Proben befand sich ein Ausrei�er 

(Test nach Grubbs), der von der weiteren Berechnung ausgeschlossen wurde. Die Variati-

onskoeffizienten lassen einzeln betrachtet auf eine relativ pr�zise Methode schlie�en 

(Tab. 3-15). Eine etwas st�rkere Variation bei der doppelten Aufarbeitung im Gegensatz 

zur doppelten Bestimmung ist zu erwarten und hat sich bei den Proben ohne Dotierung 

best�tigt. Bei den dotierten Proben ist das Verh�ltnis der Variationskoeffizienten allerdings 

umgekehrt, was auf Pipettierfehler bei der Dotierung oder eine unterschiedlich effiziente 
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Extraktion des dotierten Standards aus der Probe schlie�en l�sst. Die OTA-Standardl�sung 

wurde einmalig einem gr��eren Volumen des NaHCO3-Puffers zugesetzt, mit dem an-

schlie�end die entsprechenden Staubpartitionen extrahiert wurden.

Der Mittelwert der Wiederfindungsrate betrug 115,1 % und die Spannweite reichte von 

45,8 bis 239,6 %. Im Vergleich dazu haben Giray et al. (2009) in Maisproben unter Ver-

wendung des gleichen Testkits (R-BIOPHARM AG) eine Wiederfindungsrate von 

65  1,5 % ermittelt. Die extremen Schwankungen mit Wiederfindungsraten weit �ber 

100 % lassen auf Kreuzreaktionen des Antik�rpers mit anderen Staubinhaltsstoffen, auf 

Matrixeffekte und/oder den Einfluss anderweitiger St�rsubstanzen auf die Immunreaktion 

schlie�en, so dass falsch-positive Ergebnisse oder �berbefunde entstehen. Diese St�reffek-

te basieren auf nieder- und mittelaffinen Bindungen zwischen unterschiedlichen Bestand-

teilen der Probe, der Reagenzien und der Antik�rper (Rauch 2005). Mit einer Aufreinigung 

der Extrakte h�tten zumindest die Einfl�sse anderer Staubbestandteile minimiert werden 

k�nnen. Hausstaub weist von Haushalt zu Haushalt extreme Variationen in der Zusammen-

setzung auf, was wiederum zu starken Variationen in den St�reinfl�ssen f�hren kann. Im 

Vergleich dazu kann man Getreideproben eine gewisse Homogenit�t unterstellen.

Die OTA-Werte des Kollektivs waren nicht „normal-verteilt“ (Kolmogoroff-Smirnoff 

Test, P < 0,05). Von allen Proben lag nur eine Fallprobe unterhalb der Nachweisgrenze. 

Weit �ber 80 % der Proben enthielten zwischen 2 und 7 �g/kg OTA (Abb. 3-20). Es ist 

nicht davon auszugehen, dass in s�mtlichen untersuchten St�uben OTA vorkommt. Es ist 

eher wahrscheinlich, dass st�rende Staubbestandteile zu falsch-positiven Werten f�hren, 

wie es bereits bei der Bestimmung der Wiederfindungsrate festgestellt wurde. Im Ver-

gleich dazu lagen bei Giray et al. (2009) 43 % der Getreideproben unterhalb der Nach-

weisgrenze.

Der Vergleich der statistischen Kenngr��en (Tab. 3-16) sowie der Verteilung (Abb. 3-20) 

der Konzentrationen zwischen den Fall- und Kontrollproben zeigt nur geringe Unterschie-

de in den Ergebnissen. Der statistische Test best�tigt dies (U-Test, P = 0,07). Auf Basis des 

95. Perzentils der Kontrollen kann der Referenzwert f�r OTA im Hausstaub auf 8,0 �g/kg 

festgelegt werden. Daraus ergeben sich 7 Kontroll- und 5 Fallproben mit einer erh�hten 

Konzentration an OTA. Bei dem Nachweis von OTA im Hausstaub geht es nicht wie bei 

der Lebendkeimzahl oder den chemischen Indikatoren darum, Haushalte mit Pilzbefall von 

Haushalten ohne Pilzbefall zu unterscheiden. Aus diesem Grund erwartet man von diesem 

Nachweis keine Trennf�higkeit zwischen Fall- und Kontrollproben. Es geht vielmehr dar-
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um, mit OTA belastete Haushalte zu ermitteln. Nach Kenntnis der Autorin wurde OTA 

bisher nicht mit Hilfe des ELISA im Hausstaub nachgewiesen, so dass hier keine Verglei-

che zu anderen Studien gezogen werden können. Die Eignung der Methode wird im Ver-

gleich zum Nachweis mit Hilfe der Hochdruckflüssigkeitschromatographie mit anschlie-

ßender UV-Detektion in Kap. 3.3.3 diskutiert. Eine Gegenüberstellung der gemessenen 

Mykotoxin-Konzentrationen zu dem Vorkommen der potentiellen Produzenten erfolgt in 

Kap. 4.3.

Tab. 3-16: Statistische Kenngrößen der Konzentration von Ochratoxin A in Kontroll- und Fallproben

(ELISA)

(µg/kg) Kontrollen Fälle

Anzahl 157 123

Mittelwert 4,89 4,51

Median 3,33 3,65

Minimum 1,19 0,40

Maximum 78,0 51,0

95. Perzentil 7,75 7,18
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Abb. 3-20: Relative Häufigkeit (%) der Konzentration von Ochratoxin A (µg/kg) in Kontroll- und Fallpro-

ben, analysiert mit dem ELISA
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3.3.2 Nachweis von Ochratoxin A mittels Hochdruckflüssigchromatographie

In einem Unterkollektiv von 93 Proben (Auswahlkriterien in Kap. 2.4.2), bestehend aus 50 

Kontrollen und 43 F�llen, wurde Ochratoxin A mit Hilfe der Hochdruckfl�ssigchroma-

tographie (HPLC) und anschlie�ender UV-Detektion bestimmt. Ein typisches Chroma-

togramm ist in Abb. 3-21 dargestellt. Die Nachweisgrenze lag bei 0,23 �g/kg und die Be-

stimmungsgrenze bei 0,87 �g/kg. Aufgrund des hohen Preises der Immunoaffinit�tss�ulen 

wurde lediglich die Vergleichspr�zision aus der doppelten Bestimmung von 16 Proben 

ermittelt. Der Variationskoeffizient betrug 5,85 % bei einem Mittelwert von 6,70 �g/kg 

und einer Standardabweichung von 0,39 �g/kg. Au�erdem wurde eine Wiederfindungsrate 

von 78,4 % ermittelt. Die Dotierung betrug 1 �g/kg und der Variationskoeffizient 28,3 % 

bei einem Mittelwert von 0,78 �g/kg und einer Standardabweichung von 0,28 �g/kg. Die 

Wiederfindungsrate wurde in 8 verschiedenen Staubproben bestimmt und die Aufreinigung 

der Extrakte erfolgte in Immunoaffinit�tss�ulen. Es ist davon auszugehen, dass die Anti-

k�rper in den S�ulen �hnlich wie beim ELISA den variierenden St�reinfl�ssen aufgrund 

der unterschiedlichen Staubzusammensetzung unterliegen (Kap. 3.3.1). Der Variationsko-

effizient f�r die doppelte Bestimmung l�sst in erster Linie eine Aussage �ber die Qualit�t 

der Auftrennung in der HPLC und der Detektion zu und ist – wie zu erwarten – relativ ge-

ring. Der Variationskoeffizient der Wiederfindungsrate spiegelt auch die Qualit�t der Ex-

traktion und Aufreinigung von unterschiedlich zusammengesetzten Staubproben wieder. 

Im Vergleich dazu haben Richard et al. (1999), deren Methode hier adaptiert wurde, eine 

Wiederfindungsrate von �ber 90 % ermittelt, die aber auf der Messung von nur zwei do-

tierten Proben beruht.
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Abb. 3-21: Chromatogramm einer Fallprobe mit 8,44 �g/kg OTA und einer Retentionszeit von 11,49 min

Tab. 3-17: Statistische Kenngr��en der Konzentration von Ochratoxin A in Kontroll- und Fallproben

(HPLC-UV)

NWG = Nachweisgrenze

(�g/kg) Kontrollen Fälle

Anzahl 50 43

Mittelwert 1,03 1,31

Median = NWG 0,23 0,23

Minimum = NWG 0,23 0,23

Maximum 23,92 14,57

95. Perzentil 7,22 12,13

Anzahl positive Proben 5 8

Spannweite positiver Proben 0,66 – 23,92 0,55 – 14,57

Auch die mit der HPLC und anschlie�ender UV-Detektion ermittelten OTA Werte waren 

nicht „normal-verteilt“ (Kolmogoroff-Smirnoff Test, P < 0,05). Im Gegensatz zum Nach-

weis mit Hilfe des ELISA, bei dem nur ein Wert unterhalb der Nachweisgrenze lag, war 

bei der Bestimmung mit der HPLC nur in wenigen Proben OTA messbar (Tab. 3-17). Der 

vom 95. Perzentil der Kontrollproben abgeleitete Referenzwert lag bei 7,0 �g/kg. Von den 
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insgesamt 13 positiven Proben lagen 2 Kontroll- und 4 Fallproben oberhalb des Referenz-

wertes. Kasel et al. (1999) haben ebenfalls Hausstaub auf OTA untersucht. Sie haben 

14 Tage alten Staub gesiebt (≤ 250 �m), mit Immunoaffinit�tss�ulen aufgereinigt und die 

Bestimmung ebenfalls mit der HPLC und UV-Detektion durchgef�hrt. Der Median lag bei 

0,1 �g/kg (entsprach der Nachweisgrenze), das 95. Perzentil bei 3,81 �g/kg und das Ma-

ximum bei 5,1 �g/kg (n = 50). Die Werte waren insgesamt niedriger als die hier vorgestell-

ten Ergebnisse, da es in dem relativ frischen Staub zu einer geringeren Anreicherung von 

OTA kam und durch die Verwendung einer gr�beren Fraktion OTA weniger aufkonzent-

riert wurde. Kasel et al. (1999) gehen davon aus, dass die erh�hten Konzentrationen von 

OTA auf das Wachstum von Schimmelpilzen im Innenraum zur�ckzuf�hren sind. Aber sie 

sehen auch weiteren Forschungsbedarf, um m�gliche Sekund�rquellen f�r Mykotoxine im 

Innenraum nachzuweisen oder auszuschlie�en. Einige Lebensmittel wie Brot und Gew�rze 

enthalten OTA, aber kommen als Sekund�rquelle f�r OTA im Staub nicht in Frage, da es 

sehr unwahrscheinlich ist, dass entsprechend gro�e Mengen solcher Lebensmittel aufge-

saugt werden. In einigen stark kontaminierten Gew�rzen konnten Maxima von 42 �g/kg 

f�r Chilipulver und 19 �g/kg f�r Pfeffer nachgewiesen werden (Scheuer und Gareis 2001).

Richard et al. (1999) haben in abgelagertem Staub aus Heizungs-Luftsch�chten teilweise 

erhebliche Konzentrationen an OTA nachweisen k�nnen. Der Staub wurde mit dem be-

handschuhten Finger aufgewischt und vollst�ndig zur Analyse eingesetzt. In einem korro-

dierten Schacht enthielt der Staub 1.581,8 �g/kg OTA. Dies zeigt, dass es zu erheblichen 

Belastungen mit OTA im Innenraum kommen kann.

Ein Vergleich der mit dem ELISA und der HPLC erzielten Ergebnisse erfolgt in Kap. 3.3.3 

und die Gegen�berstellung der potentiellen Produzenten in diesen Proben in Kapitel 4.3.

3.3.3 Vergleich der Methoden

Die Ergebnisse aller Proben (n = 93), in denen OTA mit beiden Methoden (HPLC und 

ELISA) bestimmt wurde, korrelieren signifikant miteinander (Rangkorrelation nach 

Spearman, rs = 0,215, P = 0,02). Die mit dem ELISA erzielten Ergebnisse sind deutlich 

h�her als die mit der HPLC gewonnenen (U-Test, P < 10-3), wie auch der Vergleich der 

statistischen Kenngr��en beider Messreihen zeigt (Tab. 3-18). Dieses Ph�nomen wurde 

auch in einem Ringversuch des Verbandes deutscher landwirtschaftlicher Untersuchungs-

und Forschungsanstalten, Fachgruppe Futtermittel, bei der Bestimmung der Mykotoxine 

Zearalenon und Deoxynivalenol beobachtet (L�nder�bergreifende Zusammenarbeit 2005). 
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Dort lagen die ELISA-Ergebnisse bis zu 600 % �ber denen mit der HPLC gewonnenen. 

Als Grund f�r die h�heren Werte wurden die Kreuzreaktivit�t der Antik�rper bzw. Matrix-

effekte angef�hrt.

Tab. 3-18: Vergleich der statistischen Kenngr��en der mittels ELISA und HPLC ermittelten Konzentratio-

nen von Ochratoxin A (n = 93)

(�g/kg) ELISA HPLC

Mittelwert 7,40 1,16

Median 4,25 0,23

Minimum 1,19 0,23

Maximum 78,0 23,92

95. Perzentil 29,09 10,64

Anzahl positive Proben 92 13

Spannweite positiver Proben 1,19 – 78,0 0,28 – 23,92

Bei der Betrachtung allein der positiven Proben f�llt auf, dass die Ergebnisse beider Me-

thoden nicht mehr korrelieren (Rangkorrelation nach Spearman, rs = -0,084, P = 0,360, 

n = 21). In acht Proben wurden mittels ELISA Konzentrationen oberhalb des Referenzwer-

tes nachgewiesen, wohingegen die mit der HPLC gewonnenen Ergebnisse unterhalb der 

Nachweisgrenze lagen. In zwei Proben wurden mit der HPLC Konzentrationen oberhalb 

und mit dem ELISA Konzentrationen unterhalb des jeweiligen Referenzwertes ermittelt. In 

nur elf Proben zeigten die Ergebnisse beider Methoden den gleichen Trend im Sinne von 

ober- oder unterhalb des Referenzwertes (Abb. 3-22). Zu �hnlich schlechten Korrelationen 

zwischen ELISA und chromatographischen Methoden (in dem Fall Gaschromatographie 

mit Massenspektrometrie oder Elektroneneinfangdetektion) kommen auch Chuang et al. 

(1998). Sie haben verschiedene polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe mit beiden 

Methoden im Hausstaub nachgewiesen und ebenfalls starke Schwankungen in den Ergeb-

nissen festgestellt. Die Tendenzen dieser Schwankungen unterschieden sich teilweise auch 

in Abh�ngigkeit des Analyten. Die Zahl und Menge der strukturverwandten Substanzen, 

die Kreuzreaktionen mit dem Antik�rper verursachen, h�ngt neben der Zusammensetzung 

der Matrix auch von der Struktur des Antigens ab. Chuang et al. (1998) bewerten den ELI-

SA als nicht geeignet f�r den quantitativen Nachweis von Analyten im Hausstaub.
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Abb. 3-22: Vergleich der Ochratoxin A Konzentrationen (µg/kg), die mit Hilfe des ELISA und der HPLC 

ermittelt wurden

Die Darstellung umfasst die Proben, in denen OTA mittels HPLC nachgewiesen werden konnte (n = 13). 
Zusätzlich wurden die Proben ergänzt, in denen mit dem ELISA Konzentrationen oberhalb des Referenzwer-
tes (> 8,0 µg/kg), aber mit der HPLC Werte < Nachweisgrenze ermittelt wurden (n = 8).

Grundsätzlich liegen die Vorteile von Enzymimmunoassays in der hohen Geschwindigkeit 

und Einfachheit der Durchführung sowie dem geringen apparativen Aufwand (Krska und 

Molinelli 2007), so dass diese Methode ein ideales Screening-Verfahren mit hohem Pro-

bendurchsatz darstellt. Wie jede andere standardisierte Methode auch, wurden die auf dem 

Markt erhältlichen ELISA Testkits für bestimmte Matrizes entwickelt und können nur mit 

Abwandlungen für eine andere Matrix eingesetzt werden. Umweltproben weisen im Ge-

gensatz zu Lebensmittelproben häufig einen hohen Grad an Verschmutzungen auf (Jarvis 

2003). Für die stark variierende Matrix Staub ist ein ELISA zum Nachweis von Mykotoxi-

nen nur dann denkbar, wenn die Extraktion und die Aufreinigung der Proben optimiert 

werden. Köller et al. (2003) haben OTA-freien Hausstaub dotiert und den Erfolg verschie-

dener Extraktionsmittel ausgetestet. Der Nachweis von OTA erfolgte mit Hilfe der Kapil-

larzonen-Elektrophorese gekoppelt mit Laser-induzierter Fluoreszenz. Dabei haben sie 

festgestellt, dass der Anteil störender Matrixkomponenten mit dem Anteil an Wasser im 

Extraktionsmittel zunahm. Für den hier angewandten ELISA wurden die Staubproben mit 

einem wässrigen NaHCO3-Puffer extrahiert. Für den Nachweis mit der HPLC wurde Me-

thanol/1 % Na2CO3 (80:20) eingesetzt, so dass im Extrakt vermutlich weniger Störsubstan-

zen aus der Matrix vorlagen, die eine Antigen-Antikörper-Reaktion beeinträchtigen könn-
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ten. An dieser Stelle besteht ein Ansatz zur Optimierung der Extraktion vor einem ELISA. 

Trotz der weitestgehenden Vermeidung von Störsubstanzen aus der Matrix sollten im 

ELISA getestete, positive Proben zusätzlich mit einer zuverlässigen chromatographischen 

Methode überprüft werden. Bei dieser Vorgehensweise ist zu bedenken, dass eine aufwen-

dige Extraktion und Aufreinigung die Vorteile des ELISA (Schnelligkeit, hoher Proben-

durchsatz) wieder zunichte machen kann.
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3.4 Entwicklung eines ELISA für den Nachweis von Sterigmatocystin

3.4.1 Produktion von Sterigmatocystin

Aus verschiedenen Innenraumproben (Luft, Staub und Material) wurden insgesamt neun 

Stämme von Aspergillus versicolor isoliert und auf ihre Fähigkeit, Sterigmatocystin (ST) 

zu produzieren, überprüft. Die Stämme wurden zunächst auf die Nährböden Malzextrakt-

(ME), Kartoffel-Glucose- (KG), Hafermehl- (HM), Maismehl- (MM) und Reismehl-Agar 

(RM) ausgestrichen und die Produktion von Sterigmatocystin nach 14 Tagen Inkubation 

bei 29 °C mit Hilfe des Agar-Plug-Tests überprüft. Die Auswertung erfolgte semiquantita-

tiv durch augenscheinliche Abschätzung der Intensität und Größe der Banden. Die Ergeb-

nisse sind in Tab. 3-19 dargestellt. Aufgrund der starken Produktion von ST wurden der 

Stamm 9 und die Substrate Mais-Pepton sowie Kartoffel-Glucose für weitere Vorversuche 

ausgewählt. Der Ansatz von Maiskörnern mit Peptonzusatz im Erlenmeyerkolben erwies 

sich in Hinblick auf die ST-Produktion als weitaus weniger ertragreich als der Ansatz auf 

Kartoffelpüree mit Glucosezusatz. Außerdem stellte sich die Ernte des Myzels vom Kartof-

felpüree-Glucose-Substrat als sehr praktikabel heraus. Das Pilzmyzel wuchs überwiegend 

auf der Oberfläche des Kartoffelpürees (Abb. 3-23) und ließ sich nach 14 Tagen Inkubati-

on als Matte von dem Substrat abheben (Abb. 3-24). Dadurch befand sich sehr wenig Sub-

strat in dem zu extrahierenden Material, der Trocknungsprozess war entsprechend kurz und 

die trockenen Myzelmatten ließen sich gut mahlen. Die Maiskörner hätten hingegen voll-

ständig mit extrahiert werden müssen und wären schlechter zu zerkleinern gewesen. 

Tab. 3-19: Vergleich der Produktion von Sterigmatocystin von 9 Stämmen Aspergillus versicolor auf 5 ver-

schiedenen Nährböden nach 14 Tagen Inkubation bei 29 °C im Dunkeln

Aspergillus versicolor StämmeNähr-
boden 1 2 3 4 5 6 7 8 9

ME +++ + - (+) (+) ++ - - +++

KG +++ +++ (+) +++ + ++ + - +++

HM - +++ (+) + ++ + ++ ++ ++

MM ++ ++ - ++ +++ - ++ ++ +++

RM ++ + (+) + - ++ - + +++
Legende: - keine Produktion von Sterigmatocystin

(+) schwache Produktion
+ Produktion
++ mittlere Produktion
+++ starke Produktion
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Abb. 3-23: Kartoffelpüree-Glucose direkt nach dem Animpfen mit einer Sporensuspension von A. versicolor

(links) und nach 7 Tagen Inkubation (rechts)

Abb. 3-24: Ansatz auf Kartoffelpüree-Glucose aus Abb. 3-23 nach 14 Tagen Inkubation

Die Myzelmatte wurde für die Ernte in Kunststoffdosen überführt und darin getrocknet (rechte Abb.).

Insgesamt konnten 337 g getrocknetes und ST-haltiges Myzel geerntet werden. Die Auf-

reinigung mit Hilfe der Säulenchromatographie (Abb. 3-25) führte bereits zu relativ mat-

rixarmen Lösungen (Dichlormethan) mit einem hohen Gehalt an ST (Abb. 3-26). Nach der 

Umkristallisation mit n-Hexan/Chloroform und Aceton konnten insgesamt 1,25 g ST ge-

wonnen werden. Eine anschließend durchgeführte Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

(1H, 13C) hat einen Reinheitsgrad der hellgelben Kristallnadeln von mehr als 95 % ergeben 

(Abb. 3-27).
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Abb. 3-25: Säulenchromatographie des Myzelextraktes nach 10, 70, 150, 390 und 525 min

Abb. 3-26: Dünnschichtchromatographie der Fraktionen 18 bis 71 (340 bis 970 ml Dichlormethan) aus der 

Säulenchromatographie

Die unter UV-Licht grün fluoreszierenden Banden sind auf Sterigmatocystin zurückzuführen. Die Pfeile 
markieren die Standardlösung mit 0,6 µg ST pro Auftragepunkt.

Der Ertrag von Sterigmatocystin betrug 5,0 g pro kg Kartoffelpüreepulver bzw. 3,7 g pro 

kg getrocknetem Myzel. Die in anderen Studien erzielten Erträge liegen mit 0,6 g ST pro 

kg Reis (Rao und George 2000) deutlich darunter und mit 8 g ST pro kg Mais (Rabie et al. 

1976) deutlich darüber, was durch unterschiedliche Inkubationsbedingungen und Substrat-

zusammensetzungen erklärt werden kann. Die in der Literatur angegebenen optimalen Be-

dingungen für einen hohen Ertrag variieren stark: Maiskörner mit Sojapepton, 27 °C, 22 

Tage (Rabie et al. 1976), Maiskörner mit Sojaextrakt, 28 °C, 30 Tage (Lou et al. 1994), 

Reiskörner, 37 °C, 24 Tage (Rao und George 2000), Brotkrümel, 27 °C, 15 Tage (Bennett 

et al. 1989) u. v. m. Das Temperaturoptimum für die ST-Synthese scheint wie die optimale

Wachstumstemperatur von A. versicolor im Bereich von 25 bis 30 °C zu liegen (Reiß 

1998).
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Abb. 3-27: Das 500 MHz 13C NMR Spektrum des gereinigten Sterigmatocystins in DCCl3 Lösung

Nach der Umkristallisation mit n-Hexan/Chloroform und Aceton bildete ST hellgelbe, dünne Nadeln (oben 
rechts).

Der Einsatz von Lebensmitteln als Substrat ist kostengünstig und führt zu höheren Erträgen 

als synthetische Flüssigkulturen (Bennett et al. 1989). Letztere werden z. B. eingesetzt, um 

durch Zusatz von 14C-Acetat als einzige Kohlenstoffquelle radioaktiv markiertes ST für die 

Forschung herzustellen. Im Gegensatz zur natürlichen Umgebung steht unter Laborbedin-

gungen ausreichend Wasser in den Nährmedien zur Verfügung, so dass die Toxinprodukti-

on dadurch nicht limitiert wird. A. versicolor produziert ST erst bei einem aw-Wert nahe 

einem Wert von 1 (Nielsen 2003). Neben den physikalischen und chemischen Faktoren 

wird die Toxinproduktion durch die genetische Variabilität der Stämme stark beeinflusst 

(Lepom und Kloss 1988). Lou et al. (1994) haben für 19 ST-produzierende Stämme von 

A. versicolor eine Ertragsspannweite von 4,2 bis 1.160,8 mg/kg Substrat ermittelt. Daher 

ist es für die Produktion von ST oder auch anderen Mykotoxinen wichtig, eine Vielzahl 

von Stämmen zur Verfügung zu haben, um den effektivsten Stamm ausfindig zu machen. 

A. versicolor kann bis zu 1 % seiner Biomasse an ST produzieren (Nielsen 2003), was die 

Herstellung von ST vereinfacht und ökonomisch macht. Außerdem wird dadurch deutlich, 
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dass auch im Innenraum unter optimalen Bedingungen hohe Konzentrationen von ST an 

schimmelnden Bauteilen vorliegen können.

3.4.2 Herstellung des Hapten-Protein-Konjugats für die Immunisierung

Mykotoxine sind zu klein, um eine Antikörperbildung im Säugetier zu provozieren, und 

werden daher für die Immunisierung an ein Protein gekoppelt (Bhat 2010). Damit wird 

außerdem verhindert, dass das Säugetier beim Injizieren des Mykotoxins Vergiftungser-

scheinungen erleidet oder sogar stirbt. Die Herstellung eines Hemiacetals wurde bereits 

1968 mit dem strukturnahen Aflatoxin B1 von Pohland et al. durchgeführt. Die deutliche 

Fluoreszenz der Hemiacetale im Vergleich zu den ursprünglichen Aflatoxinen oder Ste-

rigmatocystin wird genutzt, um diese Mykotoxine mit hoher Empfindlichkeit in verschie-

denen Matrizes nachzuweisen (Orti et al. 1989, Jaimez et al. 2000). Das Hemiacetal von 

Sterigmatocystin wurde außerdem wie in der vorliegenden Arbeit eingesetzt, um es für 

eine Immunisierung an Proteine zu koppeln (Li und Chu 1984, Morgan et al. 1986).

Da mit dem über die Hemiacetalmethode gekoppelten Immunogen im vorliegenden Fall 

keine spezifischen Antikörper produziert werden konnten (Kap. 3.4.4), sollte im zweiten 

Ansatz ein Hapten-Protein-Konjugat mit Hilfe der Hemisuccinatmethode synthetisiert 

werden (Abb. 3-28). Das an die phenolische OH-Gruppe (C7) von Sterigmatocystin ge-

koppelte Bersteinsäureanhydrid fungiert als Abstandhalter (Spacer) vom Protein, so dass 

der Kontakt zwischen dem ST-Molekül und den Rezeptoren der Lymphozyten verbessert 

wird, und liefert eine Carboxylgruppe, mit der die Synthese an das Protein über eine Pep-

tidbindung leicht zu bewerkstelligen ist.

Abb. 3-28: Strukturformel des Sterigmatocystin-hemisuccinats
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Abb. 3-29: Syntheseweg f�r die Herstellung von Sterigmatocystin-hemisuccinat durch Kopplung von ST und 

Bernsteins�ure-hemitrichlorethylester unter Umsetzung mit Dicyclohexylcarbodiimid

Nach der Reaktion der ersten Stufe (Abb. 3-29) wurden 21,0 g 2,2,2-Trichlorethylhemi-

succinat gewonnen. Die Substanz lag in Form wei�er, gl�nzender Kristalle vor und hatte 

einen Schmelzpunkt von 91 �C. Im Vergleich dazu haben Okabayashi et al. (1977) eine 

Ausbeute von 19,2 g erzielt und einen Schmelzpunkt von 88 bis 89 �C bestimmt. Die Rich-

tigkeit der Substanz konnte au�erdem mit einem 1H- und 13C-NMR-Spektrum best�tigt 

werden. Die Syntheseschritte zur Herstellung des gemischten Esters (2. und 3. Stufe, 

Abb. 3-29) wurden zu �bungszwecken zun�chst mit Cholesterin als „alkoholischen Part-

ner“ erfolgreich durchgef�hrt. Im doppelten Ansatz wurden 950 mg 2,2,2-Trichlorethyl-

cholesterylsuccinat (Stufe 2) in Form wei�er Kristallnadeln mit einem Schmelzpunkt von 
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132,5 bis 133,5 °C produziert. Somit war die Ausbeute etwas geringer als bei Drasar et al. 

(1984), die im einfachen Ansatz 532 mg Substanz mit einem Schmelzpunkt von 132,0 bis 

133,5 °C gewinnen konnten. Die in der 3. Stufe durchgeführte Abspaltung des 2,2,2-Tri-

chlorethylesters durch reduktive Hydrolyse führte zur Bildung des Cholesterylhemisucci-

nats (weiße, krümelige Kristalle). Der Schmelzpunkt entsprach mit 174,0 bis 177,0 °C den 

von Drasar et al. (1984) angegebenen 177,0 °C. Eine zusätzliche Bestätigung der Produkte 

der 2. und 3. Stufe lieferte je ein 1H- und 13C-NMR-Spektrum.

Während diese Synthese mit Cholesterin erfolgreich reproduziert werden konnte, scheiterte 

bei Einsatz von ST die Herstellung des gemischten Esters 2,2,2-Trichlorethylsterigmato-

cystylsuccinat. Das von Drasar et al. (1984) als günstig angegebene Verhältnis von 2 Mol 

Säure, 1 Mol Steroid (= Alkohol) und 1,1 Mol Dicyclohexylcarbodiimid wurde auf die 

Synthese mit ST übertragen. Eine Versuchswiederholung mit einer von 2 auf 5 Tage ver-

längerten Reaktionszeit führte auch nicht zum Erfolg. Nach der Umkristallisation entstand 

wieder das Ausgangsprodukt ST in Form von gelben Kristallnadeln. Es ist zu vermuten, 

dass die alkoholische OH-Gruppe von Cholesterin besser für die Umsetzung mit Dicyclo-

hexylcarbodiimid geeignet ist als die leicht saure, phenolische OH-Gruppe von ST.

Aus diesem Grund wurde ein alternativer Syntheseplan erstellt und durchgeführt. Statt der 

Kopplung mit Bernsteinsäure-hemitrichlorethylester unter Umsetzung mit Dicyclohexyl-

carbodiimid wurde für die 2. Stufe Bernsteinsäurechlorid-trichlorethylester unter Umset-

zung mit Pyridin verwendet (Abb. 3-30) (Davies et al. 1960). Das ESI-Spektrum des 

Kopplungsprodukts zeigte das mit Natrium kationisierte Molekülion bei m/z 577 [M.Na]+

und zusätzlich das Dimer bei m/z 1131 [2M.Na]+. Daraufhin wurde der gemischte Ester als 

Rohprodukt der reduktiven Hydrolyse zugeführt. Das gewünschte Produkt Sterigmato-

cystylhemisuccinat konnte weder mit der Dünnschichtchromatographie noch mit der ESI-

Massepektrometrie nachgewiesen werden. Weitere Syntheseversuche wurden daher einge-

stellt.
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Abb. 3-30: Syntheseweg für die Herstellung von Sterigmatocystin-hemisuccinat durch Kopplung von ST und 

Bernsteinsäurechlorid-trichlorethylester unter Umsetzung mit Pyridin

3.4.3 Antikörperherstellung

Die ersten Sterigmatocystin-Antikörper konnten nach der 2. Restimulierung nach insge-

samt 10 Wochen nach der Grundimmunisierung nachgewiesen werden. In Folge der 

4. Restimulierung ergab sich für die Seren beider Kaninchen ein Titer von 1:100.000

(Tab. 3-20). 

Tab. 3-20: Ergebnisse der Titerbestimmung nach der 5. Blutung (durchgeführt bei der DIANOVA GmbH)

Es sind die Absorptionswerte der verschiedenen Verdünnungen der Seren beider Kaninchen bei 405 nm 
angegeben. Die maximal mögliche Verdünnung im Vergleich zur BSA-Kontrolle ist hervorgehoben.

Kaninchen 1 Kaninchen 2

Beschichtung 
der Vertiefung:

Sterigmatocystin
(OD405 nm)

BSA
(OD405 nm)

Sterigmatocystin
(OD405 nm)

BSA
(OD405 nm)

1:1.000 0,832 0,325 1,051 0,352

1:5.000 0,356 0,259 0,380 0,192

1:10.000 0,326 0,193 0,219 0,175

1:50.000 0,234 0,111 0,126 0,114

1:100.000 0,165 0,117 0,112 0,098

1:500.000 0,092 0,094 0,077 0,070

1:1.000.000 0,079 0,078 0,084 0,060
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Der Titer von Kaninchen 1 war mit 1:1.000.000 bereits nach der 3. Restimulierung am 

höchsten und sank trotz einer weiteren Immunogen-Applikation ab. Daher wurde nach der 

4. Restimulierung die Endblutung durchgeführt, um ein weiteres Abfallen der Antikörper-

Konzentration zu verhindern. Die von anderen Autoren gegen ST-Hemiacetal-Konjugat 

erzielten Antikörpertiter lagen ebenfalls bei 1:100.000 (Morgan et al. 1980) und erreichten 

sogar 1:512.000 (Li und Chu 1984). Die Intensität der Antikörperproduktion hängt stark 

von dem eingesetzten Konjugat und von der individuellen Disposition des Tiers ab 

(Crowther 1995).

3.4.4 Aufreinigung des Antikörpers

Der kompetitive ELISA mit Sterigmatocystin-Standard und Peroxidase-gekoppeltem ST 

hat keinerlei Signal ergeben. Bei der Titerbestimmung durch die DIANOVA GmbH wurde 

ein ELISA mit unterschiedlichen Beschichtungen der Kavitäten durchgeführt: KLH, BSA, 

ST und Ovalbumin. Bereits nach der insgesamt zweiten Immunogen-Applikation lag im 

Serum ein hoher Titer an anti-KLH-Antikörpern vor (Abb. 3-31). 

Verdünnung Antiserum (* 1.000)
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Abb. 3-31: Verdünnungen des Antiserums von Kaninchen 1 nach der ersten Restimulierung im ELISA mit 

unterschiedlich beschichteten Kavitäten: KLH, BSA, ST, OVA (Ovalbumin)

Die anti-KLH-Antikörper im Antiserum der Endblutung konnten (zumindest qualitativ) auf 

Nitrocellulosestreifen, die mit ST-KLH beschichtet waren, sichtbar gemacht werden. 

Daneben können weitere unspezifische Antikörper und andere Serumproteine das Antise-
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rum verunreinigen, obwohl das Serum bei der DIANOVA GmbH bereits durch Präzipitation 

vorgereinigt wurde. Unter Umständen kommt es aufgrund der Vielzahl von Antikörpern 

und anderer Proteine im Serum zu sterischen Behinderungen bei der Antigen-Antikörper-

Bindung. Ein weiterer Grund für das Ausbleiben von einem Signal im ELISA kann aller-

dings auch darin liegen, dass keine spezifischen Antikörper gebildet wurden, die ungekop-

peltes ST binden.

Aus diesem Grund wurde eine Aufreinigung und Selektion der ST-spezifischen Antikörper 

durchgeführt. Pro Nitrocellulosestreifen wurden zwei Punkte ST-BSA aufgetragen, die 

sich bei den ungesättigten Streifen nach dem Färben abzeichnen (Abb. 3-32), da die Anti-

körper aus dem Kaninchenserum außerhalb dieser Punkte unspezifisch an die Nitrocellulo-

se binden. Dieser Versuchsaufbau war mit ungekoppeltem ST nicht durchführbar, da ST 

aufgrund der geringen Molekülgröße bei der Absättigung von den Magermilch-Proteinen 

überlagert wurde. Grundsätzlich konnte beobachtet werden, dass keine spezifischen Anti-

körper gegen ST-BSA gebunden haben, so dass die mit ST-BSA belegten Bereiche der 

Nitrocellulose ungefärbt blieben (Abb. 3-32). 

Ohne Antiserum:

0a) ST-BSA, ungesättigt

0b) ST-BSA, gesättigt

Antiserum Kaninchen 1, 1:100:

1a) ST-BSA, ungesättigt

1b) ST-BSA, gesättigt

Antiserum Kaninchen 2, 1:100:

2a) ST-BSA, ungesättigt

2b) ST-BSA, gesättigt

Abb. 3-32: Nitrocellulosestreifen mit und ohne Antiseren bzw. gesättigt und ungesättigt
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Es ist davon auszugehen, dass die Kaninchen keine ST-spezifischen Antikörper gebildet 

haben. Bei der hier durchgeführten Kopplung nach der Hemiacetalmethode befanden sich 

die ST-Moleküle sehr dicht am Protein, so dass unter Umständen nicht nur das angekop-

pelte ST-Hemiacetal, sondern auch umliegende Strukturen des KLH-Moleküls den Epitop-

bereich gebildet haben. Damit kann es zur Bildung strukturdiffuser und unspezifischer An-

tikörper kommen (Willenborg 2001). Durch den Einbau eines Spacers, wie er für den 

zweiten Immunisierungsansatz geplant war, könnte dieser Effekt minimiert oder ausge-

schaltet werden. Neben den unspezifischen Antikörpern, die direkt gegen das ST-Konjugat 

produziert werden, können auch Antikörper gegen frei in der Immunogen-Lösung vorlie-

gende Verunreinigungen (Reste der Synthese) gebildet werden. Im schlechtesten Fall ist 

eine solche Verunreinigung immunogener als das Antigen bzw. der Hapten-Protein-

Komplex selbst (Luttmann et al. 2004). Diesem Effekt wurde durch eine gründliche Dialy-

se des Immunogens im Anschluss an die Synthese entgegengewirkt. Über die Gründe für 

die Tatsache, dass zwar im ELISA für die Titerbestimmung ein deutliches Signal zu mes-

sen ist, aber auf den Nitrocellulosestreifen kein Nachweis einer Antigen-Antikörper-

Bindung erfolgt, kann nur spekuliert wurde. Für beide Testsysteme wurde das mit der glei-

chen Kopplungsmethode hergestellte ST-BSA eingesetzt, allerdings aus unterschiedlichen 

Chargen.

Li und Chu (1984) haben in ihrer Studie einen spezifischen Antikörper gegen das 

ST-Hemiacetal nachweisen können und schlagen den Einsatz des Hemiacetals im ELISA 

als Standardsubstanz vor, da ST selbst in Wasser unlöslich ist. Allerdings gehen sie nicht 

mehr darauf ein, wie das nachzuweisende ST aus der Probe in Lösung gebracht werden 

soll und ob die gewonnenen Antikörper gegen nicht derivatisiertes ST spezifisch sind. 

Morgan et al. (1986) haben ebenfalls erfolgreich Antikörper gegen ST-Hemiacetal produ-

ziert. Um das Problem der Wasserunlöslichkeit von ST zu umgehen, haben sie das in der 

Probe vorliegende ST zu hydroxyliertem ST derivatisiert, für das die Antikörper ebenfalls 

spezifisch waren. Chung et al. (1989) haben ihren anti-ST-Hemiacetal-Antikörper auch 

direkt gegen ST spezifisch einsetzen können. ST wurde, wie in der vorliegenden Arbeit, 

zunächst in einem Lösungsmittel aufgenommen und anschließend mit Puffer verdünnt. 

Grundsätzlich scheint das Prinzip der Antikörper-Produktion mit einem ST-Hemiacetal-

Protein-Konjugat zu funktionieren. Daher bleibt die Frage nach der genauen Ursache für 

das Missglücken in der vorliegenden Arbeit offen. Es stellt sich allerdings auch die Frage, 

warum keiner der spezifischen Antikörper oder ein ELISA-Fertigtest vermarktet wurde.
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3.4.5 Aufreinigung der Staubextrakte und dünnschichtchromatographischer Nach-

weis von Sterigmatocystin

Wie f�r die bisher beschriebenen Methoden besteht auch beim Nachweis von Sterigmato-

cystin im Hausstaub – unabh�ngig von der Art des Nachweises – das Problem der stark 

variierenden Staubzusammensetzung und des Vorliegens von St�rsubstanzen. Da ST nur 

am Rande des Interesses der Lebensmitteluntersuchung steht (Dasko et al. 2002), existie-

ren keine Immunoaffinit�tss�ulen auf dem Markt, die eine spezifische Aufreinigung wie 

beim Ochratoxin A erm�glichen. Daher wurde f�r den Nachweis von ST mit Hilfe sowohl 

der DC als auch der HPLC eine optimiertes Clean-up erarbeitet. Der Erfolg der verschie-

denen, getesteten Aufreinigungsmethoden wurde mit Hilfe der DC �berpr�ft.

ST erscheint im langwelligen UV-Licht als ziegelroter Fleck, der ab einer Konzentration 

von ca. 5 �g pro Auftragung sichtbar ist (Engel 1977). Durch eine Derivatisierung von ST 

intensiviert sich die Fluoreszenz und die Nachweisgrenze sinkt deutlich ab. Eine g�ngige 

Methode ist das Einspr�hen der DC-Platten mit 20 % AlCl3 in Ethanol und anschlie�endes

Erhitzen (100 �C, 5 min), was zu einer deutlichen gr�nen Fluoreszenz unter UV-Licht f�hrt 

(Stoloff et al. 1971) (Abb. 3-33). Dabei entsteht ein Aluminiumkomplex mit der Keto- und 

der Hydroxygruppe von ST (Thurm 1979). Mit dieser Methode konnte eine Nachweisgren-

ze von 7 ng und eine Bestimmungsgrenze von 25 ng pro Auftragung ermittelt werden 

( = 0,05). Geht man davon aus, dass der gesamte Extrakt aus 1 g Hausstaub auf die DC-

Platte aufgetragen wird, entspricht das einer Nachweisgrenze von 7 �g/kg und einer Be-

stimmungsgrenze von 25 �g/kg. Eine Alternative stellt die vor der DC durchgef�hrte Um-

setzung von ST mit Essigs�ureanhydrid und Pyridin zu ST-Monoacetat dar, das bei 366 nm 

hellblau fluoresziert (Vorster und Purchase 1968). Die Fluoreszenz des ST-Monoacetats 

war etwas schw�cher als die des ST-Aluminium-Komplexes, so dass die Nachweisgrenze 

bei 18 ng/Auftragung (= 18 �g/kg) und die Bestimmungsgrenze bei 33 ng/Auftragung 

(= 33 �g/kg) lag.
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Abb. 3-33: Kalibriergerade für den Nachweis von Sterigmatocystin nach Derivatisierung mit AlCl3

Die DC-Platte wurde mit einem DC-Scanner ausgewertet (Anregung: 366 nm; Emission: 440 nm). Für die 
Kalibriergerade wurde die Peakhöhe gegen die Konzentration von ST (ng/Auftragung) aufgetragen. Der ST-
Aluminium-Komplex fluoresziert grün (366 nm).

Erste Versuche einer flüssig-flüssig-Extraktion von ST mit n-Hexan und Aceto-

nitril/Wasser führten zu Extrakten mit unzähligen Störsubstanzen. Die Festphasenextrakti-

on lieferte hingegen deutlich bessere Ergebnisse. Die Vorreinigung mit einer Chroma-

tographiesäule unter Elution von Dichlormethan mit 5 % Ethylacetat entfernte zunächst die 

Partikel und die Inhaltsstoffe, die wesentlich polarer oder unpolarer als ST sind. Allerdings 

entstand dadurch ein Extrakt mit immer noch zahlreichen Substanzen mit relativ ähnlichen 

chemischen Eigenschaften. Die beste Auftrennung dieser Substanzen wurde durch das 

schrittweise Eluieren einer reverse-phase C18 Festphasensäule (C18-SPE) mit einem auf-

steigenden Gradienten von Methanol in Wasser erzielt. In Abb. 3-34 ist deutlich erkennbar, 

dass der Staubextrakt noch starkeVerunreinigungen enthält. ST löste sich mit 70 % wässri-

gem Methanol von der Säule (Abb. 3-35). Allerdings konnte die ST-Bande vom DC-

Scanner nur ungenügend erfasst werden. Das Hintergrundrauschen war nach wie vor sehr 

hoch und führte zu breiten, unklaren Peaks mit einer hohen Basislinie (Abb. 3-35). Bei 

einigen Proben waren die Banden der unterschiedlichen Substanzen trotz der einheitlichen 

Aufreinigung weder mit dem unbewaffneten Auge noch für den DC-Scanner getrennt er-

kennbar. Der Nachweis von ST mit Hilfe der DC ist somit für die Anwendung in Haus-

staub nicht geeignet. Dies ist insofern bedauerlich, als dass es sich um eine einfach durch-

führbare und wenig geräteintensive Methode handelt. Für ein erstes Screening von Haus-

staubproben wäre eine solche Methode wünschenswert.
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Abb. 3-34: Dünnschichtchromatographie der Fraktionen nach der C18-SPE-Säule mit aufsteigender Metha-

nol-Konzentration

(ST: ST-Standard mit 250 ng; DC-Platte mit Konzentrierungszonen). In der 70 % Methanol-Fraktion ist 
dotiertes Sterigmatocystin (2 µg) enthalten.

Abb. 3-35: DC (mit Konzentrierungszonen) des C18-SPE-Eluats (70 % Methanol) von 2 dotierten Pool-

staubproben (50 µg/kg) sowie das Chromatogramm der linken Bahn im Bereich von 90 bis 120 mm

Chromatogramm aufgenommen mit einem DC-Scanner (Anregung: 366 nm; Emission: 440 nm), ST-Peak 
bei ca. 105 mm.
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Der Nachweis von Mykotoxinen mit Hilfe der HPLC ist empfindlicher und weist eine bes-

sere Trennfähigkeit der Substanzen auf als der Nachweis mit der DC (Smoragiewicz et al. 

1993). Daher kann man davon ausgehen, dass die beschriebene Aufreinigung als Vorberei-

tung für den Nachweis mit der HPLC und Fluoreszenzdetektion geeignet ist und den 

Nachweis von ST in Hausstaub ermöglicht. Leider stand zum Ende der Projektphase kein 

Fluoreszenzdetektor mehr zur Verfügung, so dass die HPLC-Methode nicht mehr ange-

wendet werden konnte. Geplant war der Nachweis des ST-Monoacetats, wie es für die 

Anwendung bei der DC beschrieben wurde. Diese Methode erfordert keine Nachsäulen-

Derivatisierung wie der Nachweis des mit AlCl3 erzeugten ST-Komplexes. Engelhart et al. 

(2002) haben ST im Hausstaub mit der HPLC und Elektrospray-Ionisation und Tandem-

massenspektrometrie (HPLC-ESI-MS/MS) nachgewiesen. Die Proben wurden lediglich 

mit Acetonitril extrahiert und filtriert, aber die Extrakte nicht weiter aufgereinigt. Die Er-

fahrungen mit der DC zeigen, dass die Extrakte bei der Anwendung der Fluoreszenzdetek-

tion möglichst frei von überlagernden Substanzen sein müssen, was ein gutes Clean-up

erfordert. 

Der Projektpartner am IUTA hat ST in sechs Hausstaubproben des hier untersuchten Kol-

lektivs mit Hilfe der Flüssigchromatographie und anschließender Tandemmassenspektro-

metrie (Portner et al. 2008) nachweisen können (Kap. 4.3). Das Vorkommen von ST im 

Hausstaub zusammen mit der Tatsache, dass der Hauptproduzent Aspergillus versicolor

häufig und in hohen Konzentrationen im Zusammenhang mit Pilzbefall im Innenraum vor-

kommt (Nielsen 2002), macht deutlich, dass ein zuverlässiges Nachweisverfahren für ST 

im Hausstaub sinnvoll und erforderlich ist.
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4 VERGLEICH UND AUSSAGEKRAFT DER UNTERSUCHUNGSMETHODEN

4.1 Extraanalytische Einflüsse auf den Schimmelpilzgehalt im Hausstaub

Mit Hilfe der Antworten aus dem fünfseitigen Fragebogen wurden Einflüsse auf den Ge-

halt an Schimmelpilzen im Hausstaub ermittelt. Die möglichen Einflussfaktoren wurden 

sowohl im Hinblick auf die Lebendkeimzahl (auf ME und DG18) als auch auf die Kon-

zentration von Ergosterin untersucht.

Für die Außenluft und lüftungsbedingt für die Innenraumluft sind starke, von der Jahreszeit 

abhängige Konzentrationsschwankungen der Lebendkeimzahlen bekannt (Ackermann et 

al. 1969, Reiß 1998), die sich durch Sedimentationsprozesse scheinbar auch auf den Staub 

auswirken (Koch et al. 2000, Trautmann et al. 2005). In den hier untersuchten Kontroll-

proben konnte kein signifikanter Unterschied der Gesamtlebendkeimzahlen zwischen den 

einzelnen Monaten (H-Test nach Kruskal-Wallis, PDG18 = 0,068; PME = 0,257) und zwi-

schen Sommer und Winter (U-Test nach Mann-Whitney, PDG18 = 0,383; PME = 0,574) 

nachgewiesen werden. In anderen Studien (Koch et al. 2000, Baudisch et al. 2001, Schlei-

binger et al. 2004 II, Trautmann et al. 2005) wurden deutliche Sommerspitzen für außen-

lufttypische Gattungen wie z. B. Cladosporium spp. und Alternaria spp. festgestellt. Die

Konzentrationen außenluftuntypischer Gattungen wie z. B. Aspergillus spp. und Penicilli-

um spp. zeigten hingegen nur eine sehr geringe bis gar keine Abhängigkeit von der Jahres-

zeit. Im Gegensatz dazu ergaben sich in den hier vorgestellten Ergebnissen für Cla-

dosporium spp. und andere außenlufttyische Gattungen weder zwischen den Monaten 

(H-Test nach Kruskal-Wallis, PDG18 = 0,358; PME = 0,566) noch zwischen Sommer und 

Winter (U-Test nach Mann-Whitney, PDG18 = 0,169; PME = 0,763) signifikante Unterschie-

de in den Konzentrationen (Abb. 4-1).

Gründe für die von anderen Studien abweichenden Ergebnisse liegen wahrscheinlich im 

Alter des Staubs und in der Dauer des Staubsammelns, was zu einer Selektion besonders 

robuster Gattungen und einer Verzerrung des Gattungs-/Artenspektrums gegenüber Unter-

suchungen in Frischstaub führt (Kap. 3.1). Für den jahreszeitlichen Vergleich wurde das 

Abgabedatum des Staubsaugerbeutels berücksichtigt. Dabei muss bedacht werden, dass die 

Sammlung des Staubs bis zu mehreren Monaten vor der Abgabe erfolgte und somit unter 

Umständen über zwei Jahreszeiten hinweg durchgeführt wurde. In den Studien von Koch 

et al. (2000) und Trautmann et al. (2005) wurden dieselben Wohnungen einmal im Winter 

und einmal im Sommer beprobt. Im Gegensatz dazu stammen die hier vorliegenden Som-
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mer- und Winterproben aus unterschiedlichen Haushalten, so dass neben der Jahreszeit 

auch noch mit Einflüssen durch die Umgebung, das Gebäude und die Nutzer zu rechnen 

ist. Allerdings sind in den beiden mehrfach beprobten Kontrollhaushalten nicht alle Som-

merproben höher konzentriert als die entsprechenden Winterproben, so dass der Jahreszei-

ten-Einfluss auch hier nicht beobachtet werden konnte (Abb. 3-9 in Kap. 3.1.1).

Die Jahreszeiten zeigen außerdem keinen Einfluss auf die Konzentration von Ergosterin im 

Hausstaub (P = 0,169 Sommer vs. Winter).
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Abb. 4-1: Lebendkeimzahl (KBE/kg, log) sämtlicher Gattungen und von Cladosporium spp. im Winter und

Sommer (bestimmt auf DG18)

Die oberen und unteren Balken markieren die Spannweite und die Boxen den Interquartilsbereich. Der mitt-
lere Strich beschreibt den Median.

Die Proben wurden nach der Beschaffenheit der unmittelbaren Umgebung der Haushalte in 

drei Gruppen eingeteilt: geschlossene Bebauung, Mischgebiet und ländliches Gebiet. 

Mischgebiet konnte z. B. ein städtisches Umfeld mit der Nähe zu einem großen Park oder 

Friedhof bedeuten. In Bezug auf die Gesamtlebendkeimzahl konnte kein signifikanter Un-

terschied in der Konzentration nachgewiesen werden (P > 0,05). Wallemia sebi wies hin-

gegen Unterschiede in der Konzentration auf (H-Test nach Kruskal-Wallis, PDG18 = 0,037) 

mit der niedrigsten Konzentration im Bereich geschlossener Bebauung. Zwischen ländli-

cher Umgebung und Mischgebiet war kein Unterschied erkennbar. Cladosporium spp. 

kommen in ländlicher Umgebung in signifikant höheren Konzentrationen als im Bereich 

geschlossener Bebauung vor (U-Test nach Mann-Whitney, P = 0,022). Ergosterin wurde in 

Haushalten mit ländlichem Umfeld in signifikant höheren Konzentrationen als in Haus-
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halten im Bereich geschlossener Bebauung nachgewiesen (U-Test nach Mann-Whitney, 

P = 0,006).

Neben den Einflüssen von Außen sind gebäudebedingte Auswirkungen auf die Pilzkon-

zentration im Hausstaub denkbar. Folgendes konnte durch die statistische Analyse festge-

stellt werden:

 Die Ergosterin-Konzentration ist in Ein- und Zweifamilienhäusern signifikant höher als 

in Reihenhäusern (P = 0,011) und in Mehrfamilienhäusern (P = 0,0007). Für die Le-

bendkeimzahl (gesamt und einzelne Gattungen) konnte keine Abhängigkeit der Kon-

zentration zum Gebäudetyp nachgewiesen werden.

 Das Alter des Gebäudes zeigt keinen Einfluss auf die getesteten Parameter.

 Die Geschossigkeit der beprobten Wohnung beeinflusst die Konzentrationen von Er-

gosterin (P = 0,001) und der Lebendkeimzahl auf DG18 (P = 0,0005). Die mit Malz-

extrakt-Agar ermittelte Lebendkeimzahl zeigt keine Unterschiede über die Geschosse 

(P = 0,182). Souterrain- und Erdgeschosswohnungen weisen im Vergleich zu oberen 

Geschossen signifikant höhere Konzentrationen an Ergosterin (P = 3 · 10-5, Abb. 4-2) 

und Lebendkeimen (PDG18 = 8 · 10-6) auf. Die Unterschiede gelten allerdings nicht für 

alle nachweisbaren Gattungen. Während die Konzentrationen von Aspergillus spp.

(P = 0,007) und Wallemia sebi (P = 1 · 10-6) wie die Gesamtkeimzahl Abhängigkeiten 

von der Lage der Wohnung im Gebäude zeigen, ist dieser Einfluss für Penicillium spp. 

und Eurotium spp. nicht signifikant nachweisbar. 

 Die Beschaffenheit dessen, was sich unterhalb der beprobten Wohnung befindet, beein-

flusst ebenfalls signifikant die Konzentration von Ergosterin (P = 0,0002) und der auf 

DG18-Agar bestimmten Lebendkeimzahl (P = 9 · 10-5). Sofern sich eine weitere Woh-

nung darunter befand, war kein Unterschied zwischen bewohnter und unbewohnter 

Wohnung erkennbar. Wohnungen oberhalb von Souterrain-/Kellergeschossen wiesen 

höhere Ergosterin- (P = 0,003) und Lebendkeimkonzentrationen (P = 0,005) als ober-

halb von anderen Wohnungen auf. In Erdgeschosswohnungen, unter denen sich direkt 

ein Fundament oder gestampfte Erde befand, wurden höhere Ergosterinkonzentrationen 

(P = 0,048) als in Wohnungen oberhalb von Kellern und Souterrains nachgewiesen. Für 

die Gesamtlebendkeimzahl war hier kein Unterschied mehr feststellbar. Bei der Be-

trachtung einzelner Gattungen ist Folgendes erkennbar: für Aspergillus spp. ist wie für 

Ergosterin die Konzentration in der Folge Fundament/Erde > Souterrain/Keller > 

Wohnung unterscheidbar. Eurotium spp. und Wallemia sebi zeigen die gleichen Ab-



VERGLEICH UND AUSSAGEKRAFT DER UNTERSUCHUNGSMETHODEN

94

hängigkeiten wie die Gesamtlebendkeimzahl. Die Konzentrationen von Penicil-

lium spp. werden durch das, was sich unterhalb einer Wohnung befindet, nicht beein-

flusst (P = 0,810).

 Die Tatsache, ob sich oberhalb der beprobten Wohnung direkt das Dach, ein Dachbo-

den oder eine Wohnung befindet, hat keinen nachweisbaren Einfluss auf die Konzent-

ration von Ergosterin oder der Lebendkeime.
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Abb. 4-2: Abhängigkeit der Ergosterin-Konzentration von der Geschossigkeit der beprobten Wohnung

Die oberen und unteren Balken markieren die Spannweite und die Box den Interquartilsbereich. Der mittlere 
Strich beschreibt den Median.

Die Innenausstattung, wie z. B. Art der Bodenbeläge und der Wandverkleidung, wurden im 

Fragebogen zwar abgefragt, aber da jeweils die gesamte Wohnung gesaugt wurde, kamen 

meist viele, verschiedene Oberflächen vor. Es gab nur wenige Wohnungen, die z. B. ganz-

flächig einen einheitlichen Bodenbelag enthielten. Eine statistische Analyse dieser Anga-

ben war aufgrund der zu geringen Stichprobenumfänge daher nicht sinnvoll.

Im Folgenden werden die nutzungsbedingten Einflussfaktoren aufgezeigt:

 Die Anzahl der Raumnutzer pro Wohnung hat keinen Einfluss auf die Pilzkonzentra-

tion im Hausstaub.

 Die Haltung von Haustieren (abgesehen von Fischen) führt zu einer erhöhten Konzen-

tration von Ergosterin (P = 2 · 10-7) und der auf DG18 bestimmten Lebendkeimzahl 

(P = 0,044). Für die auf Malzextrakt bestimmte Lebendkeimzahl konnte kein Unter-
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schied nachgewiesen werden. Für die Konzentrationsunterschiede der Lebendkeime 

auf DG18-Agar sind die Gattungen Cladosporium spp. (P = 0,004), Fusarium spp. 

(P = 0,022) und Mucor spp. (P = 0,004) verantwortlich.

 In Haushalten, in denen Biomüll gesammelt wird, ist die Ergosterinkonzentration 

(P = 3 · 10-6) und die auf beiden Nährböden ermittelte Lebendkeimzahl (PDG18 = 0,002; 

PME = 0,011) signifikant höher als in Haushalten, die Biomüll nicht separat sammeln

(Abb. 4-3). Durch den Biomüll wird die Konzentration von Botrytis spp. (P = 0,015), 

Cladosporium spp. (P = 4 · 10-8) und Penicillium spp. (P = 0,005) signifikant beein-

flusst.

 Die Sammlung von Restmüll und Wertstoffmüll (gelber Sack) wirkt sich weder auf die 

Ergosterinkonzentration noch auf die Lebendkeimzahlen aus (P > 0,05) (Abb. 4-3).

 Die Anzahl der Topfpflanzen pro Haushalt hat keinen nachweisbaren Einfluss auf den 

Pilzgehalt im Hausstaub.

 Das Heizverhalten, die Lüftungsgewohnheiten und die aktive oder passive Luftbe-

feuchtung zeigen keine Auswirkungen auf den Pilzgehalt im Hausstaub. Bezüglich des 

Heiz- und Lüftungsverhaltens entstand allerdings der Eindruck, dass die Angaben im 

Fragebogen nicht immer der Realität entsprachen.
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Abb. 4-3: Einfluss der Müllsammlung auf die Lebendkeimzahl im Hausstaub (KBE/kg, log) (bestimmt auf 

DG18)

Die oberen und unteren Balken markieren die Spannweite und die Box den Interquartilsbereich. Der mittlere 
Strich beschreibt den Median.
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Die Abhängigkeit der Pilzbelastung im Hausstaub von größeren Umbaumaßnahmen des 

Gebäudes konnte nicht eindeutig geprüft werden. Die Antworten waren zu verschieden und 

nicht alle angegebenen Umbauten (z. B. erneuerte Elektrik) sind als Einflussfaktoren auf 

die Schimmelpilzkonzentration im Hausstaub naheliegend. Das Vorhandensein von Bau-

mängeln im Sinne von defekter Regenableitung, Putzrissen oder feuchten Stellen hat nach 

den hier ermittelten Antworten keinen Einfluss auf den Pilzgehalt im Hausstaub. Aller-

dings konnte aus den Antworten nicht abgelesen werden, ob sich die Baumängel auch im 

direkten Einflussbereich der beprobten Wohnung befanden. 

Um die Auswirkungen eines zeitlich zurückliegenden und beseitigten Pilzbefalls auf den 

Schimmelpilzgehalt im Staub zu beurteilen, wurden nur die Kontrollproben herangezogen. 

Ergosterin kommt in Haushalten mit einem früheren Pilzbefall in höheren Konzentrationen 

vor als in Haushalten ohne Befallsgeschichte (P = 0,005). Die Gesamtlebendkeimzahl zeigt 

hingegen keine Unterschiede (P > 0,05). Sofern der Pilzbefall in diesen Haushalten mit 

Fungiziden behandelt wurde, sind im Staub niedrigere Konzentrationen an Ergosterin 

(P = 0,032) und auf Malzextrakt-Agar bestimmten Lebendkeimen (P = 0,025) nachweisbar 

als in Haushalten ohne Fungizid-Einsatz. Für die Lebendkeimzahl auf DG18-Agar konnte 

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (P = 0,091). Für die Schimmelpilzbe-

kämpfung im Innenraum stehen auf dem Markt zahlreiche Produkte zur Verfügung, die 

z. B. auf Alkoholen (Ethanol, Isopropanol), Wasserstoffperoxid oder chlorhaltigen Verbin-

dungen basieren und hier zu den Fungiziden gezählt wurden. In vielen deutschen Haus-

halten sind nach wie vor hohe Konzentrationen von Pentachlorphenol (PCP) nachweisbar, 

das in den 1970er Jahren als Fungizid im Holzschutz eingesetzt und aufgrund seiner karzi-

nogenen Wirkung 1989 verboten wurde (Walker et al. 1999). Die Konzentration von PCP 

wurde in 288 Proben bestimmt und mit den Lebendkeimzahlen im Staub verglichen. Es 

konnte kein Einfluss der PCP-Konzentration auf die Konzentration der Schimmelpilze im 

Hausstaub nachgewiesen werden (Rangkorrelation nach Spearman).

In Haushalten, in denen ein muffiger Geruch wahrnehmbar ist, ist die Lebendkeimzahl, 

nachgewiesen auf DG18-Agar, signifikant höher als in Haushalten ohne Geruchsauffällig-

keiten (P = 0,0025). Es sind folgende Gattungen in erhöhten Konzentrationen nachweisbar: 

Aspergillus spp. (P = 0,003), Fusarium spp. (P = 0,033) und Wallemia sebi (P = 0,032). 

Für die Ergosterinkonzentration und die Lebendkeimzahl, bestimmt auf Malzextrakt-Agar, 

bestätigt sich dieses Ergebnis nicht (P > 0,05).
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Die Befallsgr��e zeigt in den Fallproben keine Auswirkungen auf den Pilzgehalt im Haus-

staub. Dagegen ist ein deutlicher Unterschied erkennbar, ob der Befall zum Raum hin of-

fen vorliegt oder hinter M�beln versteckt ist. Allerdings sind die Konzentrationen nicht –

wie man erwarten w�rde – bei einem Befall an freier Wandfl�che h�her, sondern dann, 

wenn der Befall hinter M�beln vorliegt. Dieser Effekt zeigt sich bei der Ergosterinkon-

zentration (P = 0,014) und der auf DG18 bestimmten Lebendkeimzahl (P = 0,032). Ver-

mutlich wird ein hinter M�beln versteckter Befall nicht so schnell entdeckt, so dass es �ber 

einen l�ngeren Zeitraum zu einer Anreicherung von Pilzbestandteilen im Staub kommt. 

Au�erdem wird ein offensichtlicher Missstand wahrscheinlich eher beseitigt als ein ver-

stecktes Problem.

Tab. 4-1: Zusammenstellung der von einem Pilzbefall unabh�ngigen Faktoren, die zu einer erh�hten Kon-

zentration von Ergosterin und Lebendkeimen im Hausstaub f�hren

Einflussfaktor Ergosterin Lebendkeime (DG18) Abk�rzung

Umgebung L > M > B L > B L: l�ndl. Umgebung
Cladosporium B: geschloss. Bebauung
M > B M: Mischgebiet
Wallemia

Geb�udetyp E/ZFH > RH - E/ZFH: Ein-/Zwei-
> MFH familienhaus

RH: Reihenhaus
MFH: Mehrfamilienhaus

Geschossigkeit S/EG > OG S/EG > OG S: Souterrain
gesamt, Aspergillus, EG: Erdgeschoss
Wallemia OG: Obergeschoss

Unterhalb der F/E > K/S > W F/E und K/S > W F/E: Fundament/Erde
Wohnung gesamt, Eurotium, Wallemia K/S: Keller/Souterrain

F/E > K/S > W W: Wohnung
Aspergillus

Haustiere ja > nein ja > nein
gesamt, Cladosporium, 
Fusarium, Mucor

Biom�ll ja > nein ja > nein ME: Malzextrakt-Agar
gesamt (auch ME), Botrytis,
Cladosporium, Penicillium

Muffiger ja > nein
Geruch gesamt, Aspergillus, 

Fusarium, Wallemia
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Diese Ausführungen zeigen, dass der Pilzgehalt im Hausstaub von weit mehr Einflussfak-

toren als nur dem Vorhandensein eines Pilzbefalls im Innenraum abhängt. Die Faktoren 

sind in Tab. 4-1 zusammengestellt.

Neben den Jahreszeiten beeinflussen Luftfeuchtigkeit, Temperatur, Windgeschwindigkeit, 

die Ökologie einer Umgebung, die Vegetation und Mikroklimate entscheidend die Menge 

und Zusammensetzung der Lebendkeime in der Außenluft (Flannigan et al. 1991). Lacey 

(1962) beobachtete an einer geschützten Stelle in Flussnähe das 2,6-fache an keimfähigen 

Sporen als auf einer offenen Anhöhe, die nur 450 m entfernt war. Der variierende Pilzge-

halt der Luft in Abhängigkeit der unmittelbaren Umgebung scheint sich stärker auf den 

Pilzgehalt im Hausstaub auszuwirken als die jahreszeitlichen Schwankungen, was in erster 

Linie an der Ergosterinkonzentration abgelesen werden konnte (Tab. 4-1), die die gesamte 

Menge an Pilzbestandteilen im Staub beschreibt. Dies lässt den Schluss zu, dass im ländli-

chen Bereich höhere Pilzmassen im Hausstaub vorkommen, die sich über die keimfähigen 

Bestandteile nicht vollständig beschreiben lassen. Nur an einzelnen Gattungen lässt sich 

der Einfluss der Umgebung ablesen. Ein Zusammenhang zwischen ländlicher Umgebung 

und der Konzentration von Cladosporium spp. ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass 

einige Vertreter dieser Gattung pflanzenpathogen sein können und andere saprophytisch 

leben (Samson et al. 2004) und somit in Umgebungen mit hohem pflanzlichen Anteil ver-

stärkt vorkommen. Die signifikant höhere Konzentration von Wallemia sebi in Mischge-

bieten ist nicht zu erklären, da die hier ausgewiesenen Mischgebiete nicht klar definiert 

sind und somit keine charakteristischen Eigenschaften aufweisen. Wallemia sebi ist ein 

upiquitär vorkommender und xerophiler Pilz, der auf relativ trockenen Lebensmitteln, im 

Boden, in Heu und im Innenraum nachweisbar ist (Samson et al. 2004).

Die unterschiedlichen Konzentrationen von Ergosterin und teils auch der Lebendkeimzahl 

in Abhängigkeit vom Gebäudetyp, der Geschossigkeit und dem, was sich unterhalb der be-

probten Wohnung befindet, sind teilweise auf die gleichen Gründe zurückzuführen. Der 

Eintrag von Schimmelpilzen über verschmutztes Schuhwerk der Nutzer ist ein nicht zu 

vernachlässigender Faktor (Trautmann et al. 2005). Freistehende Ein- und Zweifamilien-

häuser haben neben der Haustür noch eine Gartentür und vielleicht einen weiteren Neben-

eingang zum Autostellplatz, so dass durch den verstärkten Laufverkehr zwischen Innen

und Außen auch mehr Eintrag von Schimmelpilzen mit dem Schuhwerk erfolgt. Auch Jo-

vanovic et al. (2001) haben festgestellt, dass der Hausstaub in Ein- und Zweifamilienhäu-

sern mehr Pilze enthält als der anderer Haushalte. Von den hier beprobten Haushalten in 

Mehrfamilienhäusern liegen zwar 35 % im Souterrain oder Erdgeschoss, aber vermutlich 
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ohne weiteren Ein-/Ausgang zum Garten. In Mehrfamilienhäusern sind die Wohnungstüren 

meistens nicht identisch mit der Haustür, so dass die Bewohner und Besucher einige Meter 

durch den Hausflur gehen und somit ersten Schmutz vom Schuhwerk ablaufen. Dieser Ef-

fekt wird stärker, je höher die Wohnung im Gebäude liegt, so dass die oberen Geschosse 

geringere Konzentrationen von Ergosterin sowie der Gesamtlebendkeimzahl aufweisen. 

Jovanovic et al. (2001) haben neben der abnehmenden Keimzahl im Hausstaub auch eine 

geringere Staubmenge pro m² Bodenfläche mit steigender Geschosszahl nachgewiesen. 

Die Tatsache, dass dieser Konzentrationsunterschied auch für die Gattungen Aspergillus

und Wallemia nachweisbar ist, legt die Vermutung nahe, dass das Schuhwerk ein wichtiger 

Eintragsweg für diese Gattungen ist.

Der Einfluss dessen, was sich unterhalb der beprobten Wohnung befindet, ist auf die glei-

chen Ursachen zurückzuführen. Wohnungen oberhalb von Souterrains oder Kellern liegen 

(offensichtlich) im Erdgeschoss und Haushalte oberhalb anderer Wohnungen mindestens 

im 1. Obergeschoss. Allerdings zeigt die statistische Analyse signifikant höhere Konzent-

rationen von Ergosterin und Vertretern der Gattung Aspergillus in Wohnungen direkt über 

einem Fundament oder gestampfter Erde als über einem Keller oder Souterrain. Da die 

meisten Gebäude über eine Fußbodenkonstruktion bestehend aus einer Bodenplatte mit 

Feuchtigkeitssperre, Dämmschicht und Estrichplatte verfügen, ist das darunter befindliche 

Erdreich als Quelle unwahrscheinlich. Unter Umständen sind diese Fußbodenkonstruktio-

nen aufgrund mangelnder thermischer und hygrischer Abdichtung anfälliger für Pilzbefall 

als Konstruktionen oberhalb von Kellern. Solange es nicht zu geruchlichen Auffälligkeiten 

kommt, wird ein solcher Befall nicht entdeckt. In diesem Lebensraum sind häufig xe-

rophile Arten wie Wallemia sebi und sich an xerophile Verhältnisse anpassende Arten wie 

z. B. Aspergillus versicolor anzutreffen (Hankammer und Lorenz 2003, Sedlbauer und 

Krus 2003).

Unter den nutzerbedingten Einflussfaktoren führen die Sammlung von Biomüll und die

Haltung von Haustieren (abgesehen von Fischen) zu den deutlichsten Konzentrationsunter-

schieden im Pilzgehalt des Hausstaubs. Die Haltung von Haustieren ist mit Hygienemän-

geln assoziiert und wurde von Brasche et al. (2003) als Risikofaktor für Schimmelpilz-

schäden eingestuft. Außerdem führen Haustiere zu nachweislich höheren Konzentrationen 

von Milbenallergenen (Gross et al. 2000) und von Endotoxinen im Hausstaub (Bischof et 

al. 2002). Jovanovic et al. (2001) haben bei ihren Untersuchungen in Haushalten mit Tie-

ren höhere Staubmengen nachgewiesen. In den hier untersuchten Proben scheint die 

Haustierhaltung mit erhöhten Ergosterin- und Lebendkeimkonzentrationen verbunden zu 
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sein. Der Eintrag erfolgt zum einen �hnlich wie beim Schuhwerk durch Pfoten und Fell 

von z. B. Hunden und Katzen und zum anderen �ber die verwendete Streu (Heu, Stroh, 

S�gesp�ne u. a.) bei K�fighaltung. Gerade f�r die erh�hte Konzentration von Fusarium 

spp. ist das Streumaterial eine sehr wahrscheinliche Quelle, da viele Fusarium-Arten 

pflanzenpathogen sind und z. B. Getreide besiedeln (Samson et al. 2004). Mucor spp. 

wachsen oft auf Dung, verrottendem Pflanzenmaterial und oberfl�chlich im Boden 

(Domsch et al. 1980), so dass – wie bei Cladosporium spp. (s. o.) – vor allem der Eintrag 

�ber Tiere, die sich auch drau�en aufhalten, denkbar ist. Da die Sporangiosporen von Mu-

cor spp. die Darmpassage von Kaninchen �berleben k�nnen (Domsch et al. 1980), k�nnen

keimf�hige Sporen nach dem Verzehr von kontaminiertem Heu im Kot enthalten sein. Die 

Staubsaugerbeutel aus Haushalten mit Kaninchen und anderen Nagetieren enthielten h�u-

fig massenhaft Heu, Stroh und Kot. Mucor spp. und Fusarium spp. wachsen auf Malzex-

trakt-Agar sehr schnell und wuchernd, so dass die Kolonien h�ufig quantitativ nicht zu 

erfassen sind. Daher ist der Einfluss der Tierhaltung auf diesem N�hrboden im Gegensatz 

zu DG18-Agar nicht nachweisbar, obwohl diese eher hydrophilen Gattungen Malzextrakt-

Agar bevorzugen. 

Die Sammlung von Biom�ll ist der einzige Faktor, der auch die auf Malzextrakt-Agar be-

stimmte Lebendkeimzahl beeinflusst. Neben einer erh�hten Ergosterin- und Gesamtkeim-

Konzentration sind die Gattungen Botrytis, Cladosporium und Penicillium in signifikant 

h�heren Konzentrationen im Hausstaub nachweisbar. Botrytis spp. sind h�ufig als Sch�d-

ling (bekannt als Grauschimmel) auf Beeren- und Kernobst  sowie auf zahlreichen Gem�-

sesorten anzutreffen (Samson et al. 2004). Einige Penicillium spp. werden gezielt zur Her-

stellung von Lebensmitteln wie z. B. K�se eingesetzt, viele bereiten aber auch gro�e Prob-

leme als Verderber von Lebensmitteln (Samson et al. 2004), so dass ihr h�ufiges Vorkom-

men in Biom�ll naheliegend ist. Die Auswirkung der H�ufigkeit der Leerung des M�lls 

konnte hier nicht untersucht werden, da die Frage nur unzureichend beantwortet wurde. 

Wouters et al. (2000) haben im Hausstaub von Haushalten mit Biom�llsammlung (mehr 

als 1 Woche Sammlung) die 3,2-fache Menge an Endotoxinen, die 7,6-fache Konzentration 

an extrazellul�ren Polysacchariden (von Aspergillus spp. und Penicillium spp.) sowie den 

4,6-fachen Gehalt an 1,3--D-Glucan als in Haushalten ohne Biom�ll-Trennung nachge-

wiesen. In Haushalten, in denen der Biom�ll wenigstens einmal pro Woche geleert wurde, 

wurde dieser Effekt nur noch bei den Endotoxinen (2,6-fach) und extrazellul�ren Polysac-

chariden (2,1-fach) beobachtet. F�r 1,3--D-Glucan ergab sich kein Unterschied mehr. Um 

auszuschlie�en, dass diese erh�hten Werte auf andere unhygienische Zust�nde als die 
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Biom�ll-Sammlung zur�ckzuf�hren sind, wurden auch Katzen- und Milben-Allergene in 

den Staubproben untersucht. Die Werte waren nicht assoziiert mit Haushalten mit Biom�ll-

Sammlung.

Der Einfluss der Bewohner, ihrer Gewohnheiten und auch der Umgebung auf die Zusam-

mensetzung des Staubs zeigte sich bereits beim ersten �ffnen der Staubsaugerbeutel: im 

Dezember und Januar waren h�ufig massenhaft Tannennadeln zu sehen, im Herbst fanden 

sich viele Bl�tter. Bei Haltung von Nagetieren enthielten die Staubsaugerbeutel viel Stroh 

und Kot und in Haushalten mit Kleinkindern oftmals Spielzeugteile (Abb. 4-4). Daher ist 

es naheliegend, dass sich diese Schwankungen auch auf die Fraktionen ≤ 63 �m auswir-

ken.

Abb. 4-4: Aufnahmen von ungesiebten Staubproben verschiedener Haushalte, in denen die Variationsbreite 

der Zusammensetzung deutlich wird

Ein weiterer Anhaltspunkt f�r die Variationsbreite der Staubzusammensetzung ist der Ge-

halt an organischen Bestandteilen, der durch den Gl�hverlust bestimmt wurde. Der Gl�h-

verlust variierte in den Proben von 15,3 bis 95,5 % bei einem Mittelwert von 54,0 %. Zwi-
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schen Kontroll- und Fallproben ist kein signifikanter Unterschied im organischen Anteil 

messbar (U-Test nach Mann-Whitney). Eine Korrelation des organischen Anteils zum Pilz-

gehalt im Hausstaub konnte nicht festgestellt werden.

Zusammenfassend l�sst sich feststellen, dass der Nachweis von Schimmelpilzen oder che-

mischen Indikatoren f�r Schimmelpilze im Altstaub (≤ 63 �m) nicht geeignet ist, um einen 

Pilzbefall im Innenraum nachzuweisen oder auszuschlie�en, da sowohl die Konzentration 

als auch die Artenzusammensetzung multifaktoriell bedingt sind. Diskussionsw�rdig er-

scheint vor diesem Hintergrund, ob diese Einfl�sse auf 7 Tage alten Staub (= Frischstaub) 

wirklich so gering sind, dass erh�hte Lebendkeimzahlen im Hausstaub eindeutig auf einen 

Pilzbefall im Innenraum zur�ckzuf�hren sind.

Schleibinger et al. (2004 II) haben einen signifikanten Unterschied in den H�ufigkeiten 

und Konzentrationen zwischen Schimmel- und Nichtschimmel-Wohnungen nur f�r Vertre-

ter der Gattungen Aspergillus und Penicillium nachweisen k�nnen. Sie haben Frischstaub 

von einer definierten Fl�che auf einen Planfilter gesammelt und ungesiebt angesetzt. F�r 

die Summenkonzentration beider Gattungen haben sie cut-off-Werte ermittelt und mit de-

ren Hilfe Schimmel- und Nichtschimmel-Wohnungen mit einer Sensitivit�t von 93 % 

(DG18) bzw. 95 % (ME) richtig klassifizieren k�nnen. Diese Vorgehensweise konnte mit 

den hier vorliegenden Ergebnissen nicht nachvollzogen werden, da sich weder die Kon-

zentration noch die H�ufigkeit von Penicillium spp. zwischen F�llen und Kontrollen signi-

fikant unterscheidet. Die h�chste, aber f�r eine Bewertung unzureichende Sensitivit�t be-

trug 22,9 % und wurde mit der Summenkonzentration von Aspergillus spp. auf DG18 er-

zielt (Tab. 3-4, Kap. 3.1.1). Die Beurteilung eines Innenraums anhand von ein oder zwei 

Gattungen hat den entscheidenden Nachteil, dass Befallssituationen mit anderen Gattungen 

nicht erfasst und falsch negativ bewertet werden. Neben Aspergillus spp. und Penicilli-

um spp. sind auch Gattungen wie Acremonium, Cladosporium, Eurotium, Scopulariopsis, 

Wallemia u. a. auf befallenem Baumaterial und durchaus gro�fl�chig nachweisbar (Hank-

ammer und Lorenz 2003).

Aus diesem Grund haben Trautmann et al. (2005) Bewertungshilfen f�r h�ufig im Innen-

raum vorkommende Pilzarten/-gattungen und Feuchteindikator-Organismen vorgeschla-

gen. Die zugrundeliegenden Daten wurden in Haushalten ohne sichtbaren Pilzbefall erho-

ben. Es wurde Frischstaub von einer definierten Teppichfl�che auf Planfilter gesaugt und 

Verd�nnungen der ≤ 63 �m Fraktion auf Malzextrakt- und DG18-Agar ausplatiert. Um den 
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starken Schwankungen der Lebendkeimzahlen z. B. aufgrund von Jahreszeiten und ande-

ren Einfl�ssen gerecht zu werden, wurden zwei Beurteilungswerte ermittelt (im Folgenden 

Zwei-Stufen-Bewertung genannt). Der erste Wert ist das sinnvoll gerundete 95. Perzentil 

der f�r die entsprechende Art/Gattung nachgewiesenen Konzentration (n = 159 Kontroll-

proben) bzw. mindestens 10 � 106 KBE/kg und entspricht der oberen Grenze der Hinter-

grundkonzentration. Der zweite Beurteilungswert entspricht dem dreifachen ersten Wert. 

Trautmann et al. (2005) gehen davon aus, dass Konzentrationen oberhalb des zweiten Be-

urteilungswertes nur von belasteten Proben �berschritten werden. Zus�tzlich wird eine 

Gruppierung der Pilze nach ihrer h�ufigsten Quelle vorgenommen: 1. Feuchteschaden, 

2. Feuchteschaden und andere Innenraumquellen (M�llsammlung, verschimmelte Lebens-

mittel u. a.), 3. Au�enluft. Dies zeigt dem Anwender des Beurteilungsschemas, dass er 

auch nach anderen Quellen au�er Feuchtesch�den suchen muss. Aspergillus spp. und Peni-

cillium spp. werden von Trautmann et al. (2005) in Gruppe 2 und Eurotium spp. in Grup-

pe 1 eingestuft – mit dem Hinweis auf Tierhaltung als m�gliche Quelle. Im Gegensatz da-

zu bringen Baudisch et al. (2009 I) erh�hte Konzentrationen der Gattungen Aspergillus, 

Eurotium und Penicillium ausschlie�lich mit Feuchtesch�den in Verbindung.

Baudisch et al. (2009 I) haben 14 Fallproben mit ihrem eigenen Bewertungsschema und 

mit dem von Trautmann et al. (2005) beurteilt und verglichen. Die Probenahme und die 

Aufarbeitung sind in beiden Studien identisch. Im Gegensatz zu der Zwei-Stufen-

Bewertung von Trautmann et al. (2005) mit der Ber�cksichtigung der verschiedenen Pilz-

gattungen/-arten haben Baudisch et al. (2009 I) die Leitgattungen Aspergillus/Eurotium

und Penicillium herangezogen, die im Verh�ltnis zur Gesamtzahl bewertet werden. Bei 

einer Gesamtzahl der Kolonie-bildenden Einheiten von 5 � 108 KBE/kg betr�gt der Schwel-

lenwert f�r Aspergillus/Eurotium 2 � 108 KBE/kg und f�r Penicillium 3 � 108 KBE/kg. Bei 

einer Gesamtzahl zwischen 5 und 20 � 108 KBE/kg liegt die Schwelle der Leitgattungen bei 

je 20 % der Gesamtzahl und bei mehr als 20 � 108 KBE/kg entsprechen die Schwellenwerte 

dem jeweils 2. Beurteilungswert von Trautmann et al. (2005), n�mlich 4,2 � 108 KBE/kg 

f�r Aspergillus/Eurotium und 4,5 � 108 KBE/kg f�r Penicillium. Diese Bewertung f�hrt zu 

einer Spezifit�t von 98,7 % und die Zwei-Stufen-Bewertung von Trautmann et al. (2005) 

lediglich zu einer Spezifit�t von 74 %. Allerdings wird bei der Darstellung der beprobten 

Haushalte nicht erl�utert, ob ein Pilzbefall zus�tzlich z. B. durch Materialbeprobung be-

wiesen wurde. F�r einige Haushalte ist zwar ein Feuchteschaden angegeben, aber kein

sichtbarer Pilzbefall. Daher stellt sich die Frage, ob die im Hausstaub nachweisbaren er-
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h�hten Konzentrationen der Leitgattungen tats�chlich auf einen Pilzbefall oder auf andere 

Quellen zur�ckzuf�hren sind.

Die Standardisierung der Probenahme und der Aufarbeitung des Hausstaubs verringert 

zwar die methodischen Schwankungen, aber es bleibt dennoch die Unsicherheit, welches 

die Quellen f�r die in erh�hter Konzentration vorkommenden Pilze sind. Bei der Bewer-

tung von Lebendkeimzahlen im Hausstaub m�ssten Einflussfaktoren, wie z. B. die 

Haustierhaltung, die Biom�llsammlung und Geschossigkeit, ber�cksichtigt werden, was 

die Bewertung stark verkompliziert. Um diese Einfl�sse zumindest ann�hernd bewerten zu 

k�nnen, ist eine Ortsbegehung unabdingbar. Beim Einschicken der Staubsaugerbeutel ist 

der Bewertende auf die Angaben der Bewohner angewiesen, die mittels Fragebogen oder 

telefonisch abgefragt werden k�nnen. Dies birgt weitere Unsicherheiten.

Weiterhin m�ssen f�r jede Gattung die Flugf�higkeit ihrer Sporen und das Ausma� der 

Sporenabl�sung vom Myzel in die H�he des Referenzwertes einflie�en. W�hrend Asper-

gillus spp. und Penicillium spp. Sporen mit guter Flugf�higkeit bilden und die Sporen sich 

leicht und massenhaft vom Myzel abl�sen, werden die Sporen von Stachybotrys chartarum

von einer Schleimschicht umgeben, die das Abl�sen und die Flugf�higkeit negativ beein-

tr�chtigt (Hankammer und Lorenz 2003). Die Abl�sebereitschaft der Sporen und das Aus-

ma� der Sporenproduktion sind auch vom Wassergehalt des Substrats abh�ngig (Rei� 

1998). Dementsprechend kann die Menge der Sporen, die sich aufgrund eines Pilzbefalls 

im Hausstaub anreichert, stark schwanken.

Trautmann et al. (2005) werden diesen Einfl�ssen mit ihren Gattungs- oder Pilzgruppen-

spezifischen Beurteilungswerten und der Zwei-Stufen-Bewertung am st�rksten gerecht.

Koch et al. (2000) fordern sogar f�r jahreszeitlich schwankende Gattungen entsprechend 

an Jahreszeiten angepasste Schwellenwerte.

Bei der Frischstaubprobenahme wird das Ergebnis durch die Lage und Beschaffenheit der 

Probefl�che stark beeinflusst. Das Gewicht und die Zusammensetzung des Staubs sind von 

der Beschaffenheit des Untergrundes – Teppich oder glatter Belag – (Verhoeff et al. 1994 

II) und beim Teppich von dessen Art und Alter abh�ngig (Trautmann et al. 2005). Auch 

die Frequenz des Belaufens der beprobten Fl�che hat einen starken Einfluss auf die Le-

bendkeimzahl, wie Gabrio et al. (2005) zeigen konnten. Die Auswahl der Fl�che l�sst sich 

nur schwer standardisieren, da der Probenehmer mit den �rtlichen Gegebenheiten zurecht-

kommen muss.
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Bei einem sichtbaren Pilzbefall ist die Lebendkeimbestimmung im Staub �berfl�ssig, da 

das Ergebnis keinen zus�tzlichen Informationsgewinn liefert. F�r die Einsch�tzung des 

Gef�hrdungspotentials durch die dort wachsenden Pilze ist eine direkte Materialuntersu-

chung ausreichend, auch wenn damit keine Expositionsabsch�tzungen m�glich sind. In

Hinblick auf das Erkennen eines versteckten Pilzbefalls erschien die Methode der Lebend-

keim- oder Ergosterinbestimmung im Hausstaub vielversprechend. Ob sich allerdings ein 

verdeckter Pilzbefall messbar auf den Schimmelpilzgehalt im Staub auswirkt, konnte durch 

die bisher durchgef�hrten Studien nicht gekl�rt werden. Die geschilderten Einfl�sse, die 

unabh�ngig von einem Pilzbefall zu einer Anreicherung von Pilzbestandteilen im Haus-

staub f�hren, lassen daran Zweifel entstehen – selbst wenn die scheinbar aussagekr�ftigere 

Methode der Untersuchung von Frischstaubs gew�hlt wird.

Die m�glichen Gr�nde f�r die unterschiedlichen Auswirkungen der geschilderten Einfl�sse 

auf den Lebendkeimgehalt und die Konzentration von Ergosterin werden im folgenden 

Kapitel 4.2 diskutiert. 
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4.2 Schimmelpilze und chemische Indikatoren (Methodenvergleich)

Die Gesamtsporenzahl sowie die chemischen Indikatoren 1,3--D-Glucan und N-Acetyl--

D-glucosaminidase wurden in einem Unterkollektiv von 29 Proben bestimmt. Die Ergeb-

nisse sind der Tab. 8-2 im Anhang zu entnehmen. Der Nachweis von Ergosterin erfolgte 

hingegen im gesamten Kollektiv. Die Ergebnisse der Rangkorrelationsanalyse nach 

Spearman sind in Tab. 4-2 dargestellt. Im Anschluss folgt die Diskussion zu den einzelnen 

Methoden.

Tab. 4-2: Ergebnisse der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman (rs)

In den 3 Zeilen pro Korrelationspaar sind der Rangkorrelationskoeffizient (rs), die Anzahl der Proben und die 
einseitige Signifikanz angegeben (Irrtumswahrscheinlichkeit < 5 %). Bei einer Signifikanz kleiner als die 
Irrtumswahrscheinlichkeit wird die Nullhypothese abgelehnt und es liegt eine Korrelation vor (Felder grau 
unterlegt).

KBE -
DG18

KBE - ME Gesamt-
sporen

Ergosterin 1,3--D-
Glucan

rs 0,745
Anzahl 354KBE -

ME
eins. Sign. 5,3 · 10-64

rs 0,410 0,438
Anzahl 29 29Gesamt-

sporen
eins. Sign. 0,014 0,009

rs 0,399 0,371 0,298
Anzahl 354 354 29Ergosterin

eins. Sign. 3,0 · 10-15 3,1 · 10-13 0,058
rs 0,215 0,251 -0,041 0,171

Anzahl 29 29 29 291,3--D-
Glucan

eins. Sign. 0,131 0,094 0,417 0,188
rs 0,242 0,178 0,369 0,311 0,037

Anzahl 29 29 29 29 29NAGase
eins. Sign. 0,103 0,177 0,025 0,050 0,425

Ergosterin vs. Lebendkeimzahl:

Die Konzentration von Ergosterin korreliert signifikant mit der Lebendkeimzahl auf 

DG18-Agar (rs = 0,399, einseitige Signifikanz = 3,0 · 10-15) (Abb. 4-5) und auf Malzex-

trakt-Agar (rs = 0,371, einseitige Signifikanz = 3,1 · 10-13). Im Gegensatz zur Lebendkeim-

zahl erfasst die Bestimmung von Ergosterin auch nicht keimfähige und abgestorbene Pilz-

bestandteile, so dass davon auszugehen ist, dass die Ergosterinkonzentration die gesamte 

vorkommende Pilzmasse beschreibt.
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Abb. 4-5: Lebendkeimzahl (KBE, DG18-Agar) und Konzentration von Ergosterin (mg/kg) in den Haus-

staubproben (n = 354)

Die Assoziation der koloniebildenden Einheiten zum Ergosteringehalt wurde in der Litera-

tur f�r verschiedene Matrizes wie Hausstaub (Saraf et al. 1997), Luft (Robine et al. 2005), 

Laborkulturen (Schn�rer 1993) und Getreide (Seitz et al. 1977) ermittelt. Pasanen et al. 

(1999) haben hingegen bei der Untersuchung von kontaminierten Baumaterialien unter-

schiedlich gute Korrelationen zwischen der Lebendkeimzahl und der Ergosterinkonzentra-

tion festgestellt, die auf das Baumaterial (Glaswolle, Gipskarton, Holzsp�ne), die variie-

rende Pilzflora und die bisherigen Wachstumsbedingungen (Feuchtegehalt usw.) im einge-

bauten Zustand zur�ckgef�hrt wurden. Die chemische Zusammensetzung des Substrats 

beeinflusst den Ergosteringehalt der Pilze und f�hrt somit zu unterschiedlichen Ergosterin-

konzentrationen pro Trockenmasse des Pilzmyzels (Gessner und Chauvet 1993). Newell et 

al. (1987) haben nachgewiesen, dass Pilzisolate aus einem Salzmarschland auf einem La-

bormedium (Glukose – Hefeextrakt) viermal weniger Ergosterin als auf einem mit Blattex-

trakten angereichertem Vollmedium enthielten. Verschiedene Pilzarten scheinen au�erdem 

unterschiedliche Mengen an Ergosterin zu produzieren. Der Ergosteringehalt pro Spore 

bzw. Zelle von neun untersuchten Pilzarten war bei Aspergillus versicolor und Stachy-

botrys chartarum am h�chsten und bei Rhodotorula spp. am geringsten (Pasanen et al. 

1999). Bei der Berechnung von Messparametern pro Spore oder Zelle liegt allerdings eine 

gro�e Unsicherheit in der richtigen Erfassung der genauen Sporenzahl (Madsen 2003). 

�hnliche Zweifel haben Ruzicka et al. (2000), die Ergosterin nur bedingt f�r einen guten 

Indikator der Pilzmasse halten, da alle vergleichenden Methoden wie z. B. die Bestimmung 
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der Lebendkeime, der Biomasse oder der Gesamtsporen ebenfalls stark fehlerbehaftet sind. 

Somit wird nicht klar, wie gut Ergosterin die tats�chlich vorhandene Pilzmasse beschreibt.

Die Lebendkeimzahl und die Ergosterinkonzentration zeigten unterschiedliche Abh�ngig-

keiten von extraanalytischen Einfl�ssen (Tab. 4-1, Kap. 4.1). An dieser Stelle kann nicht 

unterschieden werden, ob die Ursache in der Erfassung der gesamten Pilzmenge durch 

Ergosterin (im Gegensatz zur Lebendkeimzahl) oder in den variierenden Ergosteringehal-

ten in Abh�ngigkeit der Pilzart und den Wachstumsbedingungen zu sehen ist. Grunds�tz-

lich zeichnet die signifikante Korrelation zwischen Lebendkeimzahl und Ergosterinkon-

zentration Ergosterin als einen geeigneten chemischen Indikator f�r Pilze aus.

Ergosterin vs. Gesamtsporenzahl:

Obwohl Ergosterin auch in nicht keimf�higen Sporen enthalten ist, korrelierte die Ge-

samtsporenzahl nicht signifikant mit der Ergosterinkonzentration (rs = 0,298, einseitige 

Signifikanz = 0,058). Dieses Ergebnis ist vermutlich in erster Linie auf die in Kap. 3.1.2 

beschriebenen methodischen Probleme bei der Bestimmung der Gesamtsporenzahl zur�ck-

zuf�hren. Weitere Gr�nde sind in den unterschiedlichen Ergosteringehalten der Sporen zu 

sehen, wie sie oben beschrieben wurden.

1,3--D-Glucan:

Die Konzentration von 1,3--D-Glucan korrelierte mit keiner der anderen untersuchten 

Messgr��en. Iossifova et al. (2007 und 2008) haben beim Vergleich der Konzentrationen 

von 1,3--D-Glucan, bestimmt mit Hilfe des LAL-Tests, und von Pilzen im Hausstaub,

nachgewiesen �ber die quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), ebenfalls keine 

Assoziation festgestellt (maximaler Korrelationskoeffizient r = 0,14). Im Gegensatz dazu 

stehen die Arbeiten, in denen 1,3--D-Glucan mit einem Enzymimmunoassay im Haus-

staub bestimmt wurde. Chew et al. (2001) konnten eine signifikante Korrelation zwischen 

der Konzentration von 1,3--D-Glucan und der Lebendkeimzahl im Hausstaub nachweisen 

(Frischstaub auf Planfiltern, ≤ 425 �m Fraktion). Mit diesem Verfahren konnten auch Geh-

ring et al. (2001) im Hausstaub eine gute Korrelation zwischen diesen beiden Messgr��en 

herstellen, obwohl sie 1,3--D-Glucan in einer ungesiebten und die Lebendkeimzahl in 

einer ≤ 500 �m Fraktion derselben Probe bestimmt haben. Es ist naheliegend, dass diese 

unterschiedlichen Ergebnisse auf den Einsatz verschiedener Nachweismethoden (LAL vs.



VERGLEICH UND AUSSAGEKRAFT DER UNTERSUCHUNGSMETHODEN

109

ELISA) und verschiedener Staubarten (Alt- und Frischstaub) zurückzuführen sind. Chun et 

al. (2000) zweifeln die Reproduzierbarkeit und Spezifität des LAL-Tests an, da sie in ei-

nem Ringversuch zur Bestimmung von Endotoxinen in Baumwollstaub hohe Variationen 

in den Ergebnissen zwischen den Laboren ermittelt haben. Ein Grund für die stark variie-

renden Ergebnisse wurde in der Verwendung unterschiedlicher Chargen des LAL-Tests 

vermutet. Saraf et al. (1997) nehmen aufgrund ihrer Untersuchungen im Hausstaub an, 

dass das LAL-System anfällig für Kreuzreaktionen und Hemmungen der Enzym-Kaskade 

durch andere Umwelt-Kontaminanten ist. Daher ist fraglich, ob der Nachweis von 1,3-ß-D-

Glucan im Hausstaub mit dem LAL-Test geeignet ist, um einen Pilzbefall im Haushalt zu 

erkennen.

1,3--D-Glucan kommt außer in Pilzen auch in einigen Bakterien sowie niederen und hö-

heren Pflanzen vor (Giovannangelo et al. 2007). Bakterien, Pollen und andere pflanzliche 

Bestandteile sind im Hausstaub teilweise in beträchtlichem Maße enthalten und werden 

über den Glucan-Nachweis mit erfasst. Dadurch wird die Korrelation zwischen 1,3--D-

Glucan und Pilzen negativ beeinflusst. 1,3--D-Glucan ist somit ein wenig geeigneter Indi-

kator für die Menge an Pilzen im Hausstaub. 

N-Acetyl--D-glucosaminidase:

Die Aktivität von N-Acetyl--D-glucosaminidase korrelierte signifikant mit der Ge-

samtsporenzahl (rs = 0,369, einseitige Signifikanz = 0,025) und schwach mit der Ergoste-

rinkonzentration (rs = 0,311, einseitige Signifikanz = 0,050), allerdings nicht mit der Le-

bendkeimzahl. Dieses Ergebnis ist nicht plausibel. Die Korrelation zur Gesamtsporenzahl 

muss vorsichtig bewertet werden, da die Auszählung der Gesamtsporen aufgrund der me-

thodischen Probleme keine verlässlichen Werte produzierte (Kap. 3.1.2). Madsen (2003) 

hat die Aktivität von NAGase in luftgetragenem Staub untersucht, der im Anlieferungsbe-

reich von Biogasanlagen und in holzverarbeitenden Betrieben generiert wurde. In dieser 

Untersuchung korrelierte die Enzymaktivität signifikant mit der Lebendkeim- und Ge-

samtsporenzahl. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete MycoMeter-Test wurde für 

die Bestimmung der NAGase-Aktivität von Pilzen auf Bauteiloberflächen entwickelt und 

optimiert. Im Handbuch wird darauf hingewiesen, dass die Enzymaktivität mit dem Alter 

eines Schimmelrasens abnimmt und die Sensitivität des Tests bei einem älteren Befall re-

duziert ist. Daher scheint der Test eher geeignet zu sein, die Zu- oder Abnahme der Aktivi-

tät eines Befalls auf einer Oberfläche zu überprüfen, als die eigentliche Pilzmasse zu be-
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schreiben. Hausstaub ist meistens und vor allem dann, wenn er bereits aufgesaugt wurde, 

sehr trocken, so dass darin kein Pilzwachstum stattfinden kann. Die Sporen befinden sich 

zur �berdauerung schlechter Lebensbedingungen im Ruhezustand und haben einen redu-

zierten Stoffwechsel (Deacon 1984). Diese Gr�nde w�rden zu insgesamt niedrigeren Akti-

vit�tswerten f�hren. Daher ist die – wenn auch schwache – Korrelation zu Ergosterin, das 

die gesamte Menge an Pilzen beschreibt, und die nicht vorhandene Korrelation zur Le-

bendkeimzahl nicht nachvollziehbar. Es ist nicht auszuschlie�en, dass im Staub Substanzen 

vorkommen, die die Enzymreaktion negativ beeinflussen. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Ergosterin von den untersuchten chemi-

schen Indikatoren die Menge der Pilze im Hausstaub am besten beschreibt. Die mangelnde 

Trennf�higkeit zwischen Haushalten mit und ohne Pilzbefall ist nicht methodisch bedingt, 

sondern scheint zum einen an der Verwendung von Altstaub und an den externen Faktoren 

zu liegen, die neben einem Pilzbefall Einfluss auf den Pilzgehalt im Staub haben 

(Kap. 4.1). Zum anderen k�nnen unterschiedliche Konzentrationen an Ergosterin durch 

Variationen in der Artenzusammensetzung und substratbedingt entstehen. Im Gegensatz 

dazu spiegeln die chemischen Indikatoren 1,3--D-Glucan und NAGase-Aktivit�t den Pilz-

gehalt im Altstaub mit den hier angewandten Methoden nur ungen�gend wieder.

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es nicht m�glich ist, eine erh�hte Lebend-

keimzahl oder Ergosterinkonzentration im Altstaub eindeutig mit einem Pilzbefall in der 

Wohnung in Zusammenhang zu bringen. Somit ist die Anwendung der Methoden nur dann 

geeignet, wenn z. B. im Rahmen von epidemiologischen Studien die H�he einer Pilzbelas-

tung im Hausstaub im Zusammenhang mit gesundheitlichen Beeintr�chtigungen bei den 

Bewohnern untersucht werden soll. F�r diese Erhebungen sind die m�glichen Quellen der 

Pilze im Staub zun�chst irrelevant. Eine weitere Anwendungsm�glichkeit ist eine Vorher-

Nachher-Untersuchung f�r die �berpr�fung von Ma�nahmen (Entfernen eines alten Tep-

pichbodens, �nderungen des Reinigungsverhaltens o. �.) zur Beseitigung von hygienischen 

M�ngeln in Haushalten, in denen die Bewohner unter unspezifischen Symptomen leiden.
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4.3 Mykotoxine und toxigene Schimmelpilze

Im Folgenden werden die gemessenen Konzentrationen von Ochratoxin A und Sterigmato-

cystin mit dem Vorkommen der potentiellen Produzenten in den Staubproben verglichen. 

Das gr��te Problem bei der Gegen�berstellung sind die zum Teil widerspr�chlichen Anga-

ben in der Literatur, welche Pilze diese Mykotoxine produzieren k�nnen. Nielsen et al. 

(1999) merken an, dass die Literatur voll von falschen Berichten �ber die Mykotoxinpro-

duktion verschiedener Pilzarten ist. Die Gr�nde f�r die vermeintlich falschen Ergebnisse 

liegen zum einen in der Pilzdiagnostik und zum anderen in der Mykotoxinanalytik. Die 

Pilze m�ssen sicher und zuverl�ssig bis zum Artniveau bestimmt werden, was angesichts 

der hohen Variabilit�t der ph�notypischen Merkmale bereits innerhalb einer Art h�ufig 

sehr schwer ist und hohe Anforderungen an die F�higkeiten der Beobachtungsgabe und an 

die Mikroskopie stellen (Samson 2001). Bei den Ringversuchen zur Bestimmung von „In-

nenraumrelevanten Schimmelpilzen“ schlie�en in Abh�ngigkeit des Schwierigkeitsgrades 

der zu bestimmenden Pilzarten teilweise nur 46 %, aber auch bis zu 98 % der teilnehmen-

den Laboratorien erfolgreich ab (Seidl et al. 2005). Bei der chemischen Analytik der My-

kotoxine kann es aufgrund von �berlagerungen mit chemisch �hnlichen Substanzen zu 

falsch-positiven Resultaten kommen (Nielsen 2003). Daher ist die Anwendung von min-

destens zwei zuverl�ssigen Methoden empfehlenswert.

Als innenraumrelevante Produzenten von Ochratoxin A kommen relativ sicher Aspergillus 

ochraceus (van der Merwe et al. 1965, Frisvad und Thrane 2004), A. niger (Abarca et al. 

1994), A. carbonarius (T�ren et al. 1996) und Penicillium verrucosum (Pitt 1987) in Frage. 

Bei vielen St�mmen, die als Aspergillus ochraceus differenziert wurden, handelt es sich 

eigentlich um die neue Spezies A. westerdijkiae, die relativ gro�e Mengen Ochratoxin A 

produzieren kann. Auch der originale OTA-produzierende Stamm (NRRL 3174) von van 

der Merwe et al. (1965) wurde inzwischen genetisch als A. westerdijkiae identifiziert (Fris-

vad et al. 2004). Da diese beiden St�mme morphologisch kaum zu unterscheiden sind, be-

steht die M�glichkeit, dass es sich bei den in der vorliegenden Arbeit als A. ochraceus be-

nannten Pilzen eigentlich um A. westerdijkiae handelt. Da beide Arten zur Produktion von 

OTA bef�higt sind, ist diese m�gliche Fehldifferenzierung zumindest f�r die Mykotoxin-

diskussion nicht entscheidend.

Sehr umstritten ist das Potential zur OTA-Produktion bei Eurotium herbariorum. Chel-

kowski et al. (1987) haben f�r zwei St�mme von E. herbariorum die Produktion von Och-

ratoxin A nachgewiesen. Die St�mme wurden sp�ter von Frisvad und Nielsen (2010, per-
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s�nliche Mitteilung) �berpr�ft. Es konnte kein OTA nachgewiesen werden, aber Anthra-

chinone (z. B. Asperthecin), die bei der Fluoreszenz-Detektion falsch-positive Resultate 

f�r OTA geben k�nnen. Weitere Hinweise auf eine OTA-Produktion durch 

E. herbariorium befinden sich hingegen bei El-Kady et al. (1994), O�Callaghan und Dob-

son (2005) sowie bei Bennett und Klich (2003). Auch bei den Spezies der Gattung Penicil-

lium gibt es widerspr�chliche Angaben. W�hrend Pitt (1987) Penicillium verrucosum f�r 

die einzige Spezies der Gattung h�lt, die OTA produzieren kann, haben Vega et al. (2006) 

in Isolaten von P. brevicompactum, P. crustosum, P. olsonii und P. oxalicum OTA nach-

gewiesen.

Bei den m�glichen Produzenten von Sterigmatocystin sieht es �hnlich aus. Der neben Pe-

nicillium chrysogenum im Innenraum am h�ufigsten vorkommende Pilz ist Aspergillus

versicolor (Nielsen 2003), der – wie hier gezeigt wurde – gro�e Mengen ST produzieren 

kann. Das Potential zur Produktion von ST gilt au�erdem als relativ gesichert f�r Emericel-

la nidulans (Holzapfel et al. 1966, Samson und Hoekstra 2004) und einige Chaetomi-

um spp. (Nielsen 2002). Chaetomium globosum, der h�ufig auf feuchten Baumaterialien 

vorkommt und in den untersuchten Staubproben nachgewiesen wurde, ist allerdings nicht 

in der Lage, ST zu produzieren (Frisvad und Thrane 2004). Widerspr�chlich sind die An-

gaben f�r A. ustus. Rei� (1998) und Davis (1981) listen diese Pilzart als ST-Produzenten, 

wohingegen Frisvad und Thrane (2004) ihm diese F�higkeit absprechen. Schr�der und 

Kelton (1975) sowie Karo und Hadlok (1982) berichten von der ST-Produktion durch ver-

schiedene Eurotium spp., was aber sp�ter nie wiederholt und best�tigt werden konnte 

(Samson et al. 1996).

Die Liste der m�glichen Produzenten von OTA und ST ist l�nger, aber in dieser Diskussi-

on wurde der Schwerpunkt auf die Pilzarten gelegt, die in den hier untersuchten Haus-

staubproben nachgewiesen wurden. In den Tab. 4-3 und 4-4 sind die nachweisbaren Myko-

toxinproduzentren vorbehaltlich aufgef�hrt, f�r die die F�higkeit zur Produktion in der 

Literatur mehrfach beschrieben wurde.
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Tab. 4-3: Vergleich der Konzentration von Ochratoxin A, gemessen mit dem ELISA und der HPLC, sowie 

die Lebendkeimkonzentration potentieller OTA-produzierender Pilze

(ohne Anspruch auf Vollständigkeit und unter Vorbehalt der oben aufgeführten widersprüchlichen Angaben)

Konzentration OTA
ELISA (µg/kg)

Konzentration OTA
HPLC (µg/kg)

OTA-produzierende Pilze 
(· 106 KBE/kg)

Kontrollproben
78,00 nicht messbar1) 2

100
A. ochraceus
E. herbariorum

60,00 12,68 10
110

A. niger
A. ochraceus

51,00 23,92 1
260

30

A. niger
A. ochraceus
E. herbariorum

19,20 < NWG 30 E. herbariorum
14,40 < NWG 100

10
A. niger
A. ochraceus

11,10 < NWG 200
10

A. niger
E. herbariorum

10,00 < NWG 3 E. herbariorum
6,05 0,66 20

40
A. ochraceus
E. herbariorum

4,20 1,03 200 A. niger
4,13 2,75 9 A. ochraceus

Fallproben
51,00 9,77 1

300
A. niger
E. herbariorum

19,70 < NWG 2.000 E. herbariorum
13,00 14,57 200

10
A. ochraceus
E. herbariorum

11,30 nicht messbar2) 10 E. herbariorum
8,40 < NWG 10

1
1

A. niger
A. ochraceus
E. herbariorum

6,33 0,85 10
10

A. niger
A. ochraceus

5,58 8,44 1
200

20

A. niger
A. ochraceus
E. herbariorum

4,68 12,72 2.000 E. herbariorum
4,10 1,22 1

1
10

A. niger
A. ochraceus
E. herbariorum

3,77 0,55 3
1

A. niger
A. ochraceus

3,03 0,28 1
3.000

A. niger
E. herbariorum

1) Extrakt rot gefärbt
2) Extrakt braun gefärbt
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Tab. 4-4: Gegen�berstellung der Konzentration von Sterigmatocystin, gemessen mit Hilfe der LC-MS/MS, 

mit der Lebendkeimkonzentration potentieller ST-produzierender Pilze

Mykotoxinanalyse durch Christoph Portner am IUTA in Duisburg (Portner et al. 2008)

Konzentration ST
LC-MS/MS (�g/kg)

ST-produzierende Pilze 
(� 106 KBE/kg)

Kontrollproben
46,5 100 A. versicolor
34,3 0
13,2 0

Fallproben
113,0 6.000 A. versicolor
32,2 2.800 A. versicolor
18,2 6.000 A. versicolor

F�r die nachgewiesenen Mykotoxine Sterigmatocystin und Ochratoxin A kann festgestellt 

werden, dass hohe Konzentrationen von potentiellen Produzenten (erfasst als Lebendkei-

me) nicht zwangsl�ufig mit nachweisbaren Mykotoxinkonzentrationen und umgekehrt ein-

hergehen. Engelhart et al. (2002) haben den Frischstaub (≤ 355 �m) aus acht Haushalten

auf den Gehalt an Lebendkeimen und Sterigmatocystin untersucht (HPLC mit Elektro-

spray-Ionisation und Tandemmassenspektrometrie, HPLC-ESI-MS/MS). In allen Proben 

wurde A. versicolor und in zwei Proben ST nachgewiesen. Die Konzentrationen von ST 

lagen bei 3,8/2,0 und 3,4/3,8 �g/kg (doppelt aufgearbeitet) und somit deutlich unter den in 

der vorliegenden Studie ermittelten Werten (Tab. 4-4). In anderen Studien wurden die My-

kotoxine und Lebendkeime direkt in kontaminierten Baumaterialien untersucht. Tuomi et 

al. (2000) haben in 13 von 68 Materialproben ST (HPLC-ESI-MS/MS) und A. versicolor

nachweisen k�nnen. In 14 weiteren Proben wurde A. versicolor, aber kein ST gefunden, 

und in 3 Proben war zwar ST, aber kein ST-Produzent nachweisbar. �hnlich erging es 

Nielsen et al. (1999), die das ST in den Proben ohne nachweislichen Produzenten auf die 

Anwesenheit von A. versicolor zur�ckf�hrten, der sich aufgrund von �berwucherung 

durch Penicillium chrysogenum nicht kultivieren lie�. 

Die Schw�chen der Bestimmung der Lebendkeimzahl wurden bereits in Kap. 3.1.3 disku-

tiert. Der mangelnde Nachweis der Produzenten in Proben mit Mykotoxinen kann auf den 

Verlust der Keimf�higkeit, die erschwerte Kultivierbarkeit aufgrund von Konkurrenzorga-

nismen oder auf suboptimale Kultivierungsbedingungen f�r den jeweiligen Pilz zur�ckzu-

f�hren sein. Mykotoxine k�nnen im Material lange weiter bestehen nachdem der Pilz seine 

Lebensf�higkeit verloren hat (Pitt et al. 2000).
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Die Anwesenheit eines potentiellen Mykotoxinproduzenten bedeutet nicht zwangsläufig 

das Vorkommen der entsprechenden Mykotoxine. Die Produktion der Sekundärmetaboli-

ten hängt stark von den Lebensbedingungen ab: von der Art und dem Feuchtegehalt des 

Substrats, dem Nährstoffangebot, der Temperatur, der Feuchtigkeit der unmittelbaren Um-

gebung, der Reife der Pilzkolonie, der Koexistenz von anderen Pilzen, der physikalischen 

Beschädigung des Substrats durch Insektenaktivität und von anderen Stressfaktoren (Bhat 

2010). Die meisten Mykotoxine werden erst ab einer Wasseraktivität von mehr als 0,95 

produziert (Nielsen 2003). Die optimale Temperatur für die Mykotoxinsynthese weicht 

teilweise sehr stark von der optimalen Wachstumstemperatur ab und kann z. B. bei einigen 

Fusarium spp. nahe dem Gefrierpunkt liegen (Bhat 2010). Valero et al. (2006) haben einen 

OTA-produzierenden Stamm von Aspergillus carbonarius mit verschiedenen anderen Pilz-

arten paarweise angeimpft und das Ausmaß der OTA-Produktion unter diesen Konkur-

renzbedingungen untersucht. Dabei konnte beobachtet werden, dass Eurotium amstelodami

und Candida albicans einen stimulierenden Effekt auf die OTA-Synthese von 

A. carbonarius haben. Die Anwesenheit von Trichoderma harzianum und Penicillium de-

cumbens hingegen führte zu geringeren OTA-Konzentrationen. Sowohl die Stimulation als 

auch die Hemmung der OTA-Produktion durch die Begleitflora waren abhängig von der 

Temperatur und der Wasseraktivität. Die Gründe für eine verminderte OTA-Synthese wur-

den (1) in einer Limitierung des Wachstums von A. carbonarius, (2) in der Verwertung 

von Nährstoffen, die für die OTA-Synthese wichtig sind, durch die antagonistischen Pilze 

und (3) im Abbau von OTA durch andere Pilze vermutet (Valero et al. 2006). Die Fähig-

keit zum Abbau von OTA konnte z. B. für Alternaria alternata gezeigt werden (Abrunhosa 

et al. 2002). Ferner sind nicht alle Stämme einer toxigenen Pilzart zur Produktion des My-

kotoxins befähigt. OTA wird nur von wenigen Stämmen von Aspergillus niger produziert 

(Abarca et al. 2004), aber von relativ vielen Stämmen von A. carbonarius (Samson et al. 

2004). Auch die Mykotoxinmenge, zu deren Produktion ein Pilz befähigt ist, schwankt von 

Art zu Art. Verglichen mit A. versicolor produziert Emericella nidulans nur relativ wenig 

Sterigmatocystin im Verhältnis zur Biomasse (Chung et al. 1989). Diese Ausführungen 

zeigen, dass es für Expositionsabschätzungen wenig sinnvoll ist, die Fähigkeit zur Myko-

toxinproduktion an Isolaten aus Hausstaub oder von Baumaterialien durchzuführen. Die 

Mykotoxinsynthese unter Laborbedingungen ist noch kein Beweis für die Anwesenheit der 

Toxine im Innenraum.

Neben diesen biologischen Gründen für die Abwesenheit von Mykotoxinen sind auch 

falsch-negative Ergebnisse beim Nachweis eine mögliche Erklärung. Einige Mykotoxine 
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liegen „maskiert“ vor, z. B. als Acetat-Derivate, und werden so in Abh�ngigkeit der Detek-

tionsmethode u. U. nicht erfasst (Nielsen 2003).

Die Proben mit nachweisbaren Mykotoxinen verteilen sich gleicherma�en auf die Fall- und 

Kontrollproben. Zwei der Kontrollhaushalte, in denen ST nachweisbar ist, sind gut be-

kannt, da es sich um Einfamilienh�user aus dem kollegialen Umfeld handelt. In beiden 

H�usern lagen zum Zeitpunkt der Untersuchungen und auch in der Vergangenheit keine 

Feuchtigkeitssch�den vor. Vor dem Hintergrund, dass ST erst bei einer Wasseraktivit�t 

nahe 1 produziert wird, stellt sich die Frage, aus welcher Quelle das ST stammt. Ein Ein-

trag von au�en erscheint hier wahrscheinlich. Die meisten Berichte �ber nachweisbare 

Mengen von ST in Baumaterialien stehen im Zusammenhang mit sehr auff�lligen und 

gro�fl�chigen Befallssituationen (Bloom et al. 2007, Tuomi et al. 2000), so dass nach dem 

momentanen Kenntnisstand zu vermuten ist, dass ein Pilzschaden mit relativ hoher ST-

Konzentration nicht �bersehen werden kann. Die Angaben in den Frageb�gen zu den to-

xinhaltigen Staubproben gaben keinen eindeutigen Aufschluss �ber m�gliche Quellen f�r 

die Mykotoxine, da die Anzahl der positiven Proben zu gering war.

An dieser Stelle soll nur kurz auf das Expositionspotential durch Mykotoxine im Innen-

raum eingegangen werden. Dabei wird h�ufig vor allem der inhalative Aufnahmepfad be-

dacht (Fischer et al. 2004), bei dem wenig �ber die Wirkung und die Dosis-Wirkungs-

Beziehung der Mykotoxine bekannt ist. Mykotoxine stehen im Fokus der Lebensmittelun-

tersuchung und die Forschung betrachtet vornehmlich den digestiven Aufnahmepfad. 

Hausstaub kann inhalativ, dermal und oral aufgenommen werden, wobei sich die aufge-

nommene Menge jeweils nur grob absch�tzen l�sst und vom individuellen Verhalten der 

Raumnutzer abh�ngig ist (Butte et al. 2000). Kleinkinder, die auf dem Boden spielen und 

vieles in den Mund stecken, nehmen t�glich ca. 100 mg, im schlechtesten Fall bis zu 500 

mg Hausstaub �ber den Mund auf (Lewis et al. 1994). In den Haushalten mit der jeweils 

hier gemessenen h�chsten Mykotoxinkonzentration w�rde ein Kleinkind mit 10 kg K�r-

pergewicht demnach t�glich 1,13/5,65 ng ST (mit 100/500 mg Hausstaub) bzw. 

0,24/1,2 ng OTA pro kg K�rpergewicht digestiv aufnehmen. Die von der EU-Kommission 

f�r Lebensmittel herausgegebene maximal tolerierbare Aufnahmemenge (TDI = tolerable 

daily intake) betr�gt f�r OTA 5 ng/kg K�rpergewicht (SCF 1996), w�hrend f�r ST kein 

TDI-Wert existiert. Der TDI-Wert f�r OTA wird zwar noch deutlich unterschritten, aber 

die berechnete Aufnahmemenge ber�cksichtigt nur den digestiven Aufnahmepfad. Zus�tz-

lich werden Staubpartikel eingeatmet und Stoffe aus dem Staub �ber die Haut absorbiert. 
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Ferner sind einige Lebensmittel (Getreideprodukte, Gewürze, Kaffee u. a.) mit OTA kon-

taminiert, so dass eine Innenraumkontamination nicht die einzige Quelle für das Mykoto-

xin darstellt. Ertl et al. (2007) haben für die drei Expositionspfade inhalative, dermale und 

digestive Aufnahme die Konzentration von OTA im Hausstaub berechnet, die den TDI-

Wert allein über den jeweiligen Pfad vollständig ausschöpft. Die kleinste der drei Konzent-

rationen wurde als Richtwert definiert. Diese Berechnungen wurden für die drei Expositi-

onsgruppen Kleinkinder bis 2 Jahre, Grundschulkinder mit 6 Jahren und Erwachsene 

durchgeführt, da sich die Aufnahmemengen pro Expositionspfad mit dem Alter verändern. 

Daraus ergaben sich für das Vorkommen von OTA im Hausstaub Richtwerte von 10 µg/kg 

(Kleinkinder) bis 30 µg/kg (Erwachsene) (Ertl et al. 2007). Vier der 13 OTA-haltigen Pro-

ben lagen oberhalb des Richtwertes für Kleinkinder. Es handelt sich hier um sehr theoreti-

sche Berechnungen, die nicht alle Aspekte berücksichtigen und sich der tatsächlich aufge-

nommenen Menge nur grob nähern können. Es macht aber deutlich, dass einige Mykotoxi-

ne im Innenraum in Konzentrationsbereichen vorkommen können, für die eine gesundheit-

liche Beeinträchtigung nicht auszuschließen ist. Daher sind zuverlässige Methoden für den 

Nachweis von innenraumrelevanten Mykotoxinen, wie ST und OTA, im Hausstaub wich-

tig für Expositionsabschätzungen oder für ein erstes Screening bei dem Verdacht einer 

Kontamination im Innenraum.

Abschließend kann festgestellt werden, dass Ochratoxin A im Hausstaub mit Hilfe der 

HPLC im Anschluss an eine spezifische Aufreinigung zuverlässig bestimmt werden kann. 

Im Gegensatz dazu ist der Einsatz des ELISA zum Nachweis von Mykotoxinen im Haus-

staub aufgrund von Kreuzreaktionen nicht zu empfehlen. Die Verwendung von Altstaub 

als Untersuchungsmatrix erscheint sinnvoll, da sich die Mykotoxine über einen langen 

Zeitraum im Hausstaub anreichern können und mit den Ergebnissen erste Aussagen zur 

Exposition der Raumnutzer möglich sind.



ZUSAMMENFASSUNG

118

5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Anwendbarkeit und Aussagekraft des 

Nachweises von chemischen Indikatoren f�r Schimmelpilze im Hausstaub (Altstaub, 

≤ 63 �m Fraktion) untersucht. Hintergrund dieser Studie war die Suche nach einer Metho-

de, mit der innerhalb von ein bis zwei Tagen und ohne die Notwendigkeit einer Probenah-

me durch geschultes Personal ein Pilzbefall in einem Haushalt best�tigt oder ausschlossen 

werden kann. Aufgrund des wachsenden Interesses am Vorkommen von Mykotoxinen 

(toxischen Sekund�rmetaboliten von Pilzen) im Innenraum und der damit verbundenen, 

m�glichen Gesundheitsgef�hrdung, wurden die Hausstaubproben auch auf ausgew�hlte 

Mykotoxine untersucht. Es wurde Hausstaub, im besonderen Altstaub, als Matrix ausge-

w�hlt, da er eine Senke f�r schwerfl�chtige und partikul�re Kontaminanten des Innen-

raums darstellt und von den Bewohnern selbst gesammelt werden kann. Als chemische 

Indikatoren wurden (1) Ergosterin aus der Zytoplasmamembran von Pilzen, (2) 1,3--D-

Glucan aus der Zellwand und (3) die Aktivit�t des Enzyms N-Acetyl--D-glucosaminidase 

(NAGase) ausgew�hlt. Als Vergleichsgr��en wurden die Lebendkeim- und Gesamtsporen-

zahl im Hausstaub bestimmt. Der Nachweis erfolgte in 201 Hausstaubproben aus Haushal-

ten ohne sichtbaren Pilzbefall (Kontrollen) und 153 Proben aus Haushalten mit sichtbarem 

Pilzbefall (F�lle) bzw. in ausgew�hlten Unterkollektiven. Ergosterin, das fast ausschlie�-

lich in Pilzen vorkommt, beschreibt von den drei untersuchten Indikatoren am besten die 

Menge der im Staub vorkommenden Pilze. Die Werte korrelierten signifikant mit der Le-

bendkeimzahl und der Nachweis mit Hilfe der Hochdruckfl�ssigchromatographie (HPLC) 

und UV-Detektion erwies sich als eine pr�zise Methode. Im Gegensatz dazu korrelierte die 

Konzentration von 1,3--D-Glucan, nachgewiesen mit dem Limulus-Am�bocyten-Lysat-

(LAL)-Test, mit keinem der anderen Parameter. Scheinbar kommt es zu Kreuzreaktionen 

und Hemmungen der dem LAL-Test zugrunde liegenden Enzym-Kaskade durch andere 

Staubbestandteile. Obwohl die Aktivit�t der NAGase mit der Ergosterinkonzentration und 

mit der Gesamtsporenzahl korrelierte, erschien dieses Ergebnis nicht plausibel. Stattdessen 

wurde eine Korrelation zur Lebendkeimzahl erwartet, da die Enzymaktivit�t in den lebens-

f�higen Sporen und Hyphen am h�chsten sein sollte.

F�r die Lebendkeimzahl und die Ergosterinkonzentration wurden Referenzwerte ermittelt, 

um die F�higkeit der Methoden zur Unterscheidung von F�llen und Kontrollen zu �berpr�-

fen. F�r die Gesamtlebendkeimzahl betrug der Referenzwert 4,6 � 109 KBE/kg (DG18-

Agar), mit dem nur 19,6 % der Fallproben richtig erfasst werden konnten. Eine Bewertung 
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der Schimmelpilzbelastung anhand einzelner Gattungen als Indikatororganismen war eben-

falls nicht geeignet. Aspergillus spp. wies mit 22,9 % die höchste, aber nicht ausreichende 

Sensitivität auf. Die Trennfähigkeit der Ergosterinkonzentration zwischen Fall- und Kon-

trollproben erwies sich mit einer Sensitivität von 7,8 % als noch schlechter (Referenzwert 

16,5 mg/kg). 

Mit Hilfe der Angaben aus den Fragebögen, die zu jeder Probe erhoben wurden, konnten 

abgesehen von einem Pilzbefall im Innenraum weitere Quellen für Pilze und ihre Bestand-

teile im Hausstaub ermittelt werden. Die Sammlung von Biomüll und Haustierhaltung 

führten zu signifikant höheren Ergosterin- und Lebendkeimkonzentrationen. Ferner wur-

den Einflüsse durch die Umgebung (ländlich, städtisch), den Gebäudetyp, die Geschossig-

keit und durch die Struktur dessen, was sich unterhalb der beprobten Wohnung befand 

(Fundament, Keller, weitere Wohnung), auf die Konzentrationen von Ergosterin und den 

Lebendkeimen im Hausstaub nachgewiesen. In Bezug auf die keimfähigen Pilzbestandteile 

zeigten sich die Unterschiede nicht immer in der Gesamtlebendkeimzahl, sondern teilweise 

nur für einzelne Gattungen. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mit dem 

Nachweis von Ergosterin oder der Lebendkeimzahl im Hausstaub (Altstaub) nicht eindeu-

tig zwischen Haushalten mit und ohne sichtbaren Pilzbefall unterschieden werden kann.

Während mit der Bestimmung des Pilzgehaltes im Hausstaub Rückschlüsse auf einen 

eventuellen Pilzbefall gezogen werden sollten, sollte der Nachweis von Mykotoxinen im 

Hausstaub der Erfassung einer möglichen Exposition der Bewohner mit diesen toxischen 

Metaboliten dienen. Die beiden Mykotoxine Ochratoxin A (OTA) und Sterigmatocystin 

(ST) wurden ausgewählt, da ihre potentiellen Produzenten häufig und in großen Konzent-

rationen in Haushalten mit Pilzbefall vorkommen können. OTA wurde mit Hilfe der HPLC 

und anschließender Fluoreszenzdetektion sowie mit einem kommerziellen Enzymimmuno-

assay (ELISA) bestimmt. Dem ELISA zufolge enthielten 279 von 280 Proben OTA, was 

unwahrscheinlich erschien. Ferner schwankte die Wiederfindungsrate beim ELISA zwi-

schen 45,8 und 239,6 %. Es ist davon auszugehen, dass Matrixeffekte und Kreuzreaktionen 

zu falsch-positiven Ergebnissen führten, so dass der ELISA keine zuverlässige Nachweis-

methode für OTA im Hausstaub darstellt. Im Gegensatz dazu wurde OTA mit der HPLC in 

nur 13 Proben (n = 93) in einem Konzentrationsbereich von 0,28 - 23,92 µg/kg nachgewie-

sen. Dieses Ergebnis erschien realistischer. Für den Nachweis von Sterigmatocystin (ST) 

sind keine Antikörper auf dem Markt erhältlich. Daher wurden polyklonale Antikörper in 

zwei Kaninchen produziert, um darauf aufbauend einen ELISA zu entwickeln. Allerdings 

erwiesen sich die Antikörper als unspezifisch gegenüber ST. Ein Nachweis von ST in 
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Hausstaub mit Hilfe der Dünnschichtchromatographie war trotz sorgfältiger Aufreinigung 

der Extrakte aufgrund von Überlagerungen der Banden nicht möglich. Das in der vorlie-

genden Arbeit untersuchte Probenkollektiv wurde von dem Kooperationspartner am Insti-

tut für Energie- und Umwelttechnik (IUTA e. V.) in Duisburg mit einer dort entwickelten 

Multitoxinmethode auf Basis der HPLC mit anschließender Tandemmassenspektrometrie 

analysiert. ST wurde in 6 von 354 Proben in einem Konzentrationsbereich von 13,2 -

113,0 µg/kg nachgewiesen. Die für OTA und ST positiven Proben verteilten sich glei-

chermaßen auf Kontrollen und Fälle. Der Nachweis von Mykotoxinen im Hausstaub von 

Kontrollhaushalten lässt den Schluss zu, dass neben einem Pilzbefall auch andere Quellen 

für Mykotoxine infrage kommen. An dieser Stelle besteht noch Forschungsbedarf. Grund-

sätzlich konnte gezeigt werden, dass OTA und ST im Hausstaub in erhöhter Konzentration 

vorkommen können. Es empfiehlt sich der Nachweis mittels HPLC im Anschluss an eine 

spezifische Aufreinigung. Die Anwendung der ELISA-Technik ist aufgrund von Kreuzre-

aktionen und anderen Störeinflüssen durch die Matrix nicht zuverlässig.

Während die Verwendung von Altstaub für den Nachweis von Mykotoxinen gerade auf-

grund der langfristigen Anreicherungsmöglichkeit sehr gut geeignet scheint, ist der Nach-

weis von Schimmelpilzen oder chemischen Indikatoren für Schimmelpilze im Altstaub 

nicht empfehlenswert, wenn basierend auf den Ergebnissen ein Pilzbefall im Haushalt bes-

tätigt oder ausgeschlossen werden soll. Es konnte gezeigt werden, dass sich Pilze und ihre 

Bestandteile aus zahlreichen intra- und extramuralen Quellen im Hausstaub anreichern und 

ein Rückschluss auf einen möglichen Pilzbefall in der Wohnung nicht möglich ist. Da Er-

gosterin von den drei ausgewählten chemischen Indikatoren die Menge der Pilze im Haus-

staub am besten beschreibt, könnte sein Nachweis allerdings für Expositionsuntersuchun-

gen nützlich sein, bei denen die gesamte Pilzkonzentration im Hausstaub unabhängig von 

der Quelle erfasst werden soll.
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6 SUMMARY

The present dissertation investigates the possibility of using chemical indicators to describe 

the quantity of fungi in house dust (dust of unknown age, ≤ 63 �m particle size). The study 

was inspired by the search for a method which allows to confirm or to exclude a mould 

infestation in a household within one or two days, and without the need of trained person-

nel to take samples on site. Due to the growing interest in the occurrence of mycotoxins 

(toxic secondary metabolites of fungi) in indoor environments and their potential health 

hazard the house dust was also analysed for selected mycotoxins. House dust was chosen 

as matrix for this study, as it is a repository for semivolatile organic compounds as well as 

particulate matter, and can easily be sampled by the residents themselves. Three com-

pounds were chosen as possible chemical indicators for fungi: (1) ergosterol from the fun-

gal cytoplasmic membrane, (2) 1,3--D-glucan, a component of the cell wall, and (3) the 

activity of the enzyme N-acetyl--D-glucosaminidase (NAGase). At the same time, the 

concentration of viable fungi and total spore count were determined, in order to compare 

with the chemical indicators. In total, 201 house dust samples from households without 

mould infestation (controls), and 153 samples from households with visible mould infesta-

tion (cases) were used in this study. Of the three potential indicators, ergosterol, which 

occurs almost exclusively in fungi, describes the amount of fungi in house dust in the most 

consistent way. The concentration of ergosterol correlated significantly with the amount of 

culturable fungi and its determination by high pressure liquid chromatography (HPLC) and 

UV-detection was shown to be a very reliable method. By contrast, the concentration of 

1,3--D-glucan, determined with the limulus amebocyte lysate (LAL) test, showed no asso-

ciation with any of the other parameters. The LAL-test seems to be hampered by crossreac-

tions and inhibition of the enzyme cascade, on which the test is based, by other compo-

nents of the dust. Although the activity of NAGase correlated with the concentration of 

ergosterol and with the total spore count, this result seems counter-intuitive. Instead, an 

association of NAGase activity with the amount of culturable fungi would have been ex-

pected, since enzyme activity should be highest in viable spores and hyphae. 

In order to verify the suitability of the methods to differentiate between controls and cases, 

reference values for viable fungi and ergosterol concentration were determined. For the 

viable fungi a reference value of 4.6 � 109 cfu/kg was obtained on DG18-agar, which exhib-

ited a sensitivity of only 19.6 % to correctly identify cases. An assessment of the level of 

mould infestation of a household by means of single genera as indicator organisms was not 
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possible either. With 22.9 %, Aspergillus spp. showed the highest sensitivity, but not suffi-

cient to be a reliable indicator. The sensitivity of ergosterol concentration in house dust 

was even worse, with only 7.8 % (reference value: 16.5 mg/kg). 

Apart from visible mould infestation, other sources for fungi and their constituents in 

house dust could be identified with the aid of detailed questionnaires, which were filled in 

by the residents. The indoor collection of organic waste and keeping pets lead to signifi-

cantly higher concentration of viable fungi and ergosterol. In addition, the surroundings 

(countryside or city) and the type of building, the structural level, and the structure lying

underneath the sampled household (foundation, cellar, another flat) influence both concen-

trations. However, not all these environmental factors influenced the total count of viable 

fungi, but rather the concentration of single genera. In summary, neither the concentration 

of viable fungi nor ergosterol in house dust (of unknown age) was found to be a reliable 

general indicator to distinguish between households with and without visible mould infes-

tation. 

While the determination of the mould concentration in housedust was supposed to allow 

the conclusion to a possible mould infestation, the analysis of mycotoxins in house dust 

was supposed to detect a possible exposition of the residents to these toxic metabolites. 

The two mycotoxins which were analysed were Ochratoxin A (OTA) and Sterigmatocystin 

(ST), since their potential producers can occur often and in high concentration in mould 

infested homes. OTA was determined by HPLC with fluorescence detection, and with a 

commercial enzyme immunoassay (ELISA). According to the ELISA results, 279 out of 

280 analysed samples contained OTA, which appeared unlikely. The recovery rate of OTA 

by the ELISA varied from 45.8 to 239.6 %. These two results were taken as an indication 

of matrix effects and crossreactivity, and showed that ELISA is not a reliable method to 

determine OTA concentrations in house dust. By contrast, using HPLC OTA was detected 

in only 13 out of 93 tested sub-samples, in a range of 0.28 – 23.92 �g/kg. This result ap-

pears to be more realistic. For the determination of ST no antibodies are commercially 

available. Polyclonal antibodies were produced in two rabbits in order to develop an 

ELISA test. Unfortunately, the antibodies turned out to be unspecific for ST. Despite a 

careful clean-up of the samples, the detection of ST in house dust by thin layer chromatog-

raphy was also not possible, due to overlapping of bands. In parallel with this study, all 

investigated samples were also analysed by a cooperation partner (Institute of Energy and 

Environmental Technology - IUTA e. V., Duisburg). They developed a multitoxin method 

based upon HPLC followed by tandem mass spectrometry. By that method, ST was de-
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tected in a range of 13.2 – 113.0 �g/kg in 6 out of the 354 samples. The fact that OTA and 

ST containing samples came both from control was well as case households, suggests that 

there are other sources for mycotoxins apart from mould infestation. At this stage, further 

research revealing sources of mycotoxins in house dust is clearly needed. It was shown that 

mycotoxins like OTA and ST do occur in house dust. Analysis by HPLC after a specific 

clean-up is recommended, while ELISA techniques should not be used with house dust as 

a matrix since results turn out to be unreliable because of crossreactivity and other interfer-

ence by house dust components. 

Summarizing the results, this study shows that the use of old house dust seems to be rea-

sonable for the analysis of mycotoxins due to the longterm accumulation, while the deter-

mination of viable fungi or chemical indicators for fungi in old house dust is not recom-

mended as a method to confirm or exclude an indoor mould infestation. It could be shown 

that fungi and their constituents accumulate in house dust from various indoor and outdoor 

sources, thus detection of high concentrations allows no conclusion to a mould infestation. 

Since ergosterol describes the biomass of fungi in the most consistent way, its detection in 

old house dust could be useful for the investigation of total fungi exposure in a household, 

irrespective of the source and type of the fungi. 
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8 ANHANG

8.1 Geräteliste

Prüfsiebe mit Siebschale und Deckel, 63 µm und 2 mm Retsch

Binokulares Lichtmikroskop (Durchlicht) Carl Zeiss

Binokulare Stereolupe Carl Zeiss

Analysenwaage A 120 S Sartorius Analytic

Schnellwaage L 310 Sartorius Laboratory

Trockenschrank mit 105 ± 2 °C Heraeus

Brutschrank mit 37 ± 1 °C Heraeus

Glühofen mit 550 °C Nabertherm

Zentrifuge: Minifuge GL Heraeus Christ

Zentrifuge: Biofuge A Heraeus Christ

Autoklav H + P Varioklav

Magnetrührer IKA-Combimag Ret IKA Janke & Kunkel

Vortex Rüttler IKA Janke & Kunkel

Rundschüttler Rotamax 120 Heidolph

Überkopfschüttler 3020 GFL

Heizverdampfer Reacti-Therm mit Reacti-Vap Pierce

Fluorometer LS5 Perkin-Elmer

Quarzküvetten QS Suprasil (B 12,5 mm, H 45 mm) Roth

Ultraschallbad Sonorex RK 255 Bandelin

Rotationsverdampfer Jürgens, IKA-Werke

Soxhletapparatur Glasgeräte

Vac-Elut-Einheit und Membranpumpe Analytichem international

Küchenmixer MagicMaxx ds-Produkte

Kolbenhubpipetten, variabel, 100 und 1000 µl Eppendorf

8- und 12-Kanalpipetten, 100 und 300 µl Eppendorf

HPLC:
LC-Gradientenpumpe 2249 LKB

Säulenofen: LKB 2155 Pharmacia

Fluroreszenz-Detektor RF 535 Shimadzu

Absorptions-Detektor: Spectroflow 757 Kratos analytical
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Integrator SP 4270 Spectra Physics

Nucleosil 100-5-C18-S�ule, 125 mm * 3 mm, 5 �m (OTA) Macherey-Nagel

ODS2 C18-S�ule, 150 mm * 4 mm, 5 �m (Ergosterin) Pharmacia

DC:
DC-Kammer: 10 x 25 x 25, Glas, geschlossen Camag

DC-Scanner II, Cats Software Camag

DC-Spr�hger�t Merck

UV-Handlampe UVGL 58, 366 nm UVP

DC-Platten 20 x 20 cm:

Kieselgel 60 auf Alufolie oder Glas Merck

Kieselgel 60 mit Konzentrierungszonen auf Alufolie Merck

Exsikkator Glasger�t

ELISA:
Platten-Photometer Multiskan Titertek

Multititerplatten (Polystyrol) Greiner

Verbrauchsmaterialien und Gefäße:

Petrischalen, Durchmesser 90 mm, Kunststoff Greiner

Spritzenfilter 0,45 �m, Glasfaser Phenomenex

Spritzenfilter, 0,2 �m Glasfaser Phenomenex

Strata C18 E, Festphasens�ule Phenomenex

Immunoaffinit�tss�ulen f�r Ochratoxin A: OtaCLEAN LC-Tech

Micro Columns ProbeQuant™ G-50, 0,45 �m GE Healthcare

Probengef��e mit konischem Boden, 3 ml, mit Verschraubkappe Pierce

Reaktionsgef��e, PP, 1500 und 2000 �l Eppendorf

Pipettenspitzen, 100 und 1000 �l Eppendorf

Pipettenspitzen, glucanfrei, 100 und 1000 �l Pyroquant

Testkits:

GLUCATELL-Test Pyroquant

MycoMeter-Test MycoMeter ApS

RIDASCREEN Ochratoxin A R-Biopharm
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8.2 Chemikalienliste

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, in p. a. Qualität eingesetzt

Acetonitril Scharlau

Agar-Agar Carl Roth

Ameisensäure Riedel de Haen

Benzol Fluka

Bernsteinsäureanhydrid Merck

Bernsteinsäurechloridtrichlorethylhalbester Merck

Chloramphenicol Sigma

Chloroform Merck

Zitronensäure Merck

7-Dehydrocholesterin Sigma

Dichlormethan Merck

Dicyclohexylcarbodiimid Sigma

Diethylether Fluka

4-Dimethylaminopyridin Aldrich

Essigsäure Riedel de Haen

Essigsäureanhydrid Merck

Ethylacetat Promochem

-D(+)-Glucose Acros Organics

Glycerin Carl Roth

n-Hexan Scharlau

Kaliumhydroxid Riedel de Haen

Kieselgel 60 Merck

Methanol Scharlau

Natriumchlorid VWR

Natriumcarbonat Merck

Natriumhydrogencarbonat Merck

di-Natriumhydrogenphosphat Merck

Natriumdihydrogenphosphat Fluka

Natronlauge (1 mol/l), glucanfrei Pyroquant

Pepton aus Soja Merck
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Petrolether Merck

Pyridin Fluka

Salzsäure (5 mol/l), glucanfrei Pyroquant

Schwefelsäure Merck

Tetrahydrofuran Fluka

TMB-Substrat (3,3,5,5-Trimethylbenzidin), Tabletten Sigma

Trichlorethanol Merck

Triethylamin Fluka

Triton X 100 Merck

Tween 20 Merck

Tween 80 Merck

Wasser, glucanfrei Pyroquant

Wasserstoffperoxid Merck
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8.3 Tabellen

Tab. 8-1: Statistische Kenngrößen der Lebendkeimzahlen der im Hausstaub nachweisbaren Schimmelpilzarten, 

sowie deren Häufigkeit

Die Werte wurden mit Hilfe der auf DG18-Agar nachgewiesenen Keimzahlen ermittelt. Die grau unterlegten 
Werte wurden auf Malzextrakt-Agar ermittelt.

Kontrollen Fälle
(· 106 KBE/kg) (%) (· 106 KBE/kg) (%)

Median 95. Perz. Max.
pos. 

Proben Median 95. Perz. Max.
pos. 

Proben
Absidia corymbifera 0 0 30 0,5 0 0 1 0,7
Acremonium butyri 0 29 1.000 13,4 0 100 3.000 13,7
Acremonium charticola 0 10 200 6,5 0 51 2.700 10,5
Acremonium murorum 0 0 10 0,5 0 0 100 1,3
Acremonium strictum 0 29 300 10,4 0 43 1.000 8,5
Acremonium Summe 0 100 1.000 28,9 0 230 3.000 30,7
Alternaria alternata 0 19 50 22,9 0 13 100 18,3
Apiospora montagnei 0 0 10 1,0 0 0 70 0,7
Aspergillus candidus 0 30 150 24,9 0 86 12.000 17,6
Aspergillus clavatus 0 0 0 0,0 0 0 10 0,7
Aspergillus flavus 0 1 10 5,5 0 0 80 3,9
Aspergillus fumigatus 0 0 0 0,0 0 0 10 0,7
Aspergillus lentulus 0 0 10 0,5 0 0 2.800 0,7
Aspergillus melleus 0 0 400 0,5 0 0 200 0,7
Aspergillus nidulans 0 0 10 1,0 0 0 220 2,0
Aspergillus niger 0 19 200 40,8 0 10 600 35,3
Aspergillus niveus 0 0 20 0,5 0 0 0 0,0
Aspergillus ochraceus 0 10 400 15,4 0 79 300 19,6
Aspergillus oryzae 0 0 1 1,0 0 0 10 1,3
Aspergillus penicillioides 0 408 3.000 13,9 0 2.390 42.000 26,1
Aspergillus restrictus 0 290 16.000 14,4 0 5.320 31.000 25,5
Aspergillus sydowii 0 10 240 6,5 0 2 330 5,9
Aspergillus tamarii 0 0 2 0,5 0 0 1 0,7
Aspergillus terreus 0 0 4 1,0 0 0 70 2,0
Aspergillus unguis 0 0 20 0,5 0 3 3.000 4,6
Aspergillus ustus 0 0 300 1,0 0 0 0 0,0
Aspergillus versicolor 9 690 8.000 64,2 10 2.830 26.000 65,4
Aspergillus Summe 38 1.498 18.200 89,6 290 19.000 42.501 90,8
Aureobasidium pullulans 0 10 80 14,9 0 23 100 15,0
Botryosporium pulchrum 0 0 1 0,5 0 0 10 1,3
Botrytis cinerea 0 10 140 10,0 0 1 30 5,9
Chaetomium globosum 0 0 10 4,5 0 10 200 7,2
Chrysonilia sitophila 0 0 10 4,0 0 0 30 2,0
Cladosporium cladospo-
roides 0 118 600 22,4 0 330 1.900 28,8
Cladosporium herbarum 0 210 2.100 40,8 0 165 3.000 39,2
Cladosporium macrocar-
pum 0 138 1.000 16,4 0 10 500 7,2
Cladosporium sphae-
rospermum 0 200 700 17,9 0 300 2.000 17,6
Cladosporium Summe 20 554 2.100 83,6 30 900 5.000 79,1
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Fortsetzung Tab. 8-1

Kontrollen Fälle
(· 106 KBE/kg) (%) (· 106 KBE/kg) (%)

Median 95. Perz. Max.
pos. 

Proben Median 95. Perz. Max.
pos. 

Proben
Curvularia geniculata 0 0 70 3,5 0 0 10 1,3
Engyodontium album 0 0 10 1,0 0 0 300 1,3
Epicoccum nigrum 0 0 10 3,5 0 6 200 13,1
Eurotium amstelodami 0 19 1.200 24,4 0 50 200 17,0
Eurotium chevalieri 0 10 1.000 10,4 0 10 1.100 10,5
Eurotium herbariorum 3 100 2.100 61,7 10 560 3.000 69,3
Eurotium Summe 10 267 2.300 82,6 12 745 3.000 85,6
Fusarium sp. 0 30 100 24,9 0 30 60 11,8
Geomyces pannorum 0 0 2 0,5 0 0 10 2,0
Geotrichum candidum 0 10 100 11,9 0 10 100 5,2
Moniliella acetoabutens 0 0 10 1,0 0 0 0 0,0
Mucor hiemalis 0 20 200 16,9 0 10 1.200 7,8
Mucor plumbeus 0 4 100 9,0 0 10 400 9,2
Mucor racemosus 0 29 4.000 12,9 0 6 230 7,8
Mucor Summe 0 100 4.000 37,3 0 32 1.200 23,5
Mycelium sterile 6 98 500 64,2 4 100 800 56,2
Nectria inventa 0 0 100 1,5 0 0 1 0,7
Paecilomyces lilacinus 0 0 100 1,5 0 0 100 0,7
Paecilomyces variotii 0 0 10 2,0 0 0 200 2,0
Paecilomyces Summe 0 0 100 3,5 0 0 200 2,6
Penicillium aurantiogri-
seum 0 89 2.600 32,3 0 300 9.000 28,8
Penicillium brevicompac-
tum 0 99 3.000 22,4 0 200 61.000 28,1
Penicillium chrysogenum 20 500 26.000 76,1 20 800 56.000 69,9
Penicillium citrinum 0 29 23.000 6,5 0 0 60 2,0
Penicillium corylophilum 0 136 15.000 30,8 0 200 2.000 28,8
Penicillium crustosum 0 10 5.000 8,5 0 16 2.000 5,9
Penicillium digitatum 0 19 1.000 8,0 0 23 1.000 9,8
Penicillium echinulatum 0 0 500 1,0 0 0 18.000 3,3
Penicillium expansum 0 59 26.000 18,9 0 113 2.000 20,3
Penicillium funiculosum 0 0 100 4,0 0 10 1.400 6,5
Penicillium glabrum 0 80 3.000 27,9 0 200 800 21,6
Penicillium griseofulvum 0 0 10 0,5 0 0 0 0,0
Penicillium italicum 0 0 10 0,5 0 0 0 0,0
Penicillium nalgiovense 0 8 50 6,0 0 20 600 7,2
Penicillium neoechinula-
tum 0 0 40 1,5 0 0 600 1,3
Penicillium olsonii 1 109 6.000 56,2 0 100 18.000 45,8
Penicillium roquefortii 0 0 0 0,0 0 0 300 0,7
Penicillium rugulosum 0 0 20 1,0 0 0 0 0,0
Penicillium variabile 0 0 60 0,5 0 0 7.000 1,3
Penicillium verrucosum 0 0 20 1,0 0 13 500 5,9
Penicillium Summe 80 1.390 73.000 99,5 116 4.090 128.000 98,0
Phoma glomerata 0 1 60 5,5 0 3 30 5,9
Phoma macrostoma 0 0 20 0,5 0 0 0 0,0
Phoma Summe 0 2 60 6,0 0 3 30 5,9
Pithomyces chartarum 0 0 6 1,0 0 0 100 0,7
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Fortsetzung Tab. 8-1

Kontrollen Fälle
(· 106 KBE/kg) (%) (· 106 KBE/kg) (%)

Median 95. Perz. Max.
pos. 

Proben Median 95. Perz. Max.
pos. 

Proben
Rhizopus oligosporus 0 0 0 0,0 0 0 50 1,3
Rhizopus oryzae 0 2 3.000 5,0 0 0 300 2,6
Rhizopus stolonifer 0 8 600 7,0 0 0 60 4,6
Rhizopus Summe 0 10 3.000 11,9 0 4 300 8,5
Scopulariopsis brevicaulis 0 0 130 2,0 0 0 150 2,0
Scopulariopsis candida 0 0 20 1,0 0 0 2.200 2,0
Scopulariopsis fusca 0 0 40 4,5 0 0 20 0,7
Scopulariopsis Summe 0 10 130 7,0 0 3 2.200 4,6
Stachybotrys chartarum 0 0 10 0,5 0 0 0 0,0
Trichoderma harzianum 0 10 2.000 27,4 0 10 100 19,6
Trichothecium roseum 0 0 0 0,0 0 0 500 0,7
Ulocladium chartarum 0 30 600 24,4 0 30 60 22,2
Wallemia sebi 8 1.090 30.000 54,7 10 3.150 23.000 66,0
Hefen/Bakterien 380 5.000 28.000 90,0 300 3.660 6.400 81,7
Schimmelpilze 388 4.559 88.000 100,0 1.120 28.896 164.000 100,0
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Tab. 8-2: Ergebnisse der chemischen Indikatoren und der Lebendkeim- sowie Gesamtsporenzahl in einem Un-

terkollektiv (n = 29)

Lebendkeimzahl
(·106 KBE/kg)Probe

DG18 ME

Ergosterin
(mg/kg)

1,3--D-
Glucan
(mg/kg)

NAGase
(U/kg)

Gesamtsporen
(·106 Sporen/kg)

1 13   8   3,1 47,3 562,6 25.000
2 14   9   2,9 37,5 113,6 31.667
3 42   81   0,6 56,6 164,2 33.333
4 57   53   0,6 29,5 401,2 23.333
5 65   174   1,8 46,5 122,0 16.667
6 83   41   3,3 26,7 55,1 10.000
7 128   62   2,4 19,9 473,9 16.667
8 130   3.162   4,6 71,9 472,9 40.000
9 259   122   3,7 16,8 257,3 15.000
10 269   361   5,0 32,2 224,1 25.000
11 350   412   3,5 53,2 58,4 23.333
12 373   77   6,9 59,7 132,7 6.667
13 436   149   2,50 54,8 199,5 23.333
14 524   230   3,6 63,1 326,4 18.333
15 610   400   7,5 42,3 318,2 21.875
16 670   61   11,5 72,5 319,1 21.667
17 901   270   7,2 47,4 575,4 55.000
18 1.050   1.471   6,3 53,0 273,6 38.333
19 1.703   1.800   4,1 96,2 245,8 8.333
20 2.110   635   2,1 56,0 335,2 60.000
21 2.515   1.500   8,4 53,3 522,2 16.667
22 2.900   2.000   13,5 81,2 264,8 13.333
23 4.185   480   6,6 48,5 63,0 31.667
24 8.200   8.370   9,7 33,6 113,6 40.000
25 12.720   13.520   23,1 55,0 348,6 78.333
26 18.910   11.451   25,1 29,7 502,2 68.333
27 25.500   25.320   4,8 34,4 246,9 28.333
28 69.000   39.000   20,3 53,8 345,6 48.333
29 164.000   500   63,2 47,6 576,9 578.333
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8.4 Fragebogen 

Fragebogen zur Erhebung von Informationen zum Gebäude und zur Nutzung (5 Seiten). Die 

erste Seite mit den persönlichen Angaben wurde getrennt aufbewahrt. Die übrigen Angaben 

wurden über eine Probenummer anonymisiert ausgewertet.

Forschungsstudie zu 
Schimmelpilzgiften im Hausstaub

Institut f�r Energie- und Umwelttechnik e. V. (IUTA)

Kontakt:
Universit�t Oldenburg

Ilka Toepfer
Carl-von-Ossietzky-Str. 9-11

26129 Oldenburg
Tel.: 0441 – 798-5635

ilka.toepfer@mail.uni-oldenburg.de

Datum: ____________ Probenehmer: ______________ Probe-Nr. _________

1 Allgemeine Angaben

Name: ___________________________________________________________________________

Objektanschrift: ____________________________________________________________________

Telefon: __________________________________________________________________________

Email: ____________________________________________________________________________
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1.1 Probenahmestelle:

 Wohnhaus     Mietwohnung   Öffentliches Gebäude/ Firma

Bemerkung: _________________________________________________________________

1.2 Welches Stockwerk?  Souterrain, Keller  Erdgeschoss  ___ Obergeschoss

1.3 Befinden sich in unmittelbarer Umgebung des Gebäudes (bis max. 500 m):

 Geschlossene Bebauung  Landwirtschaftliche Nutzflächen  Komposthaufen

 Mülltonnen  Park  Friedhof   Kompostierwerk oder Mülldeponie

Genaue Beschreibung:________________________________________________________

1.2 ___________________________________________________________________________

1.4 Um was für einen Typ Haus handelt es sich?

 Ein- oder Zweifamilienhaus, freistehend  Reihenhaus

 Mehrfamilienhaus bis 5 Etagen  Mehrfamilienhaus mit mehr als 5 Etagen

 Öffentliches Gebäude/ Firma

 Anderes:  Bitte  Beschreibung_________________________________________________

2. Schimmelvorkommen allgemein

2.1 Trat schon einmal Schimmelbefall auf?  ja  nein

 Wenn ja, wann und wo: ______________________________________________________

___________________________________________________________________________

2.2 Wurde schon einmal Schimmelbefall bekämpft?  ja  nein

 Wenn ja, wann, wie und durch wen: ____________________________________________

___________________________________________________________________________

2.3 Wurden fungizide Farben, Sprays etc. benutzt?  ja  nein

 Wenn ja, wann, wie und durch wen: ____________________________________________

___________________________________________________________________________

3 Angaben Räume/ Gebäude 
3.1 Gebäude allgemein
3.1.1 In welchem Jahr wurde das Gebäude erbaut? Jahreszahl (ungefähre Angabe)   |_|_|_|_|

3.1.2 Zeitpunkt des Einzuges in die Wohnung: Monat   |_|_| Jahr   |_|_|_|_|

3.1.3 Wurden umfangreiche bauliche Veränderungen vorgenommen (z. B. Innen-/Außen-

dämmung)?  Wenn ja, wann und welche: ______________________________________

___________________________________________________________________________

3.2 Weist das Haus eine der folgenden baulichen Besonderheiten auf?

 Energiesparhaus/ Niedrigenergiehaus  Öko-Haus (z.B. Holzhaus)

 Flachdachhaus  Fertighaus

 Bauernhaus mit direkt angebautem Stallgebäude, in dem Tiere gehalten werden

 Bauernhaus (mit Stallgebäude), mit früherer Tierhaltung

 Anderes:  Bitte  Beschreibung _________________________________________________

___________________________________________________________________________
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3.3 Lage der Räume im Gebäude

3.3.1 Ist das Haus unterkellert?  ja  nein 

Wenn ja:  voll unterkellert  teilweise unterkellert

Bemerkungen: ______________________________________________________________

3.3.2 Was befindet sich unter der Wohnung?

 Bewohnte Wohnung  unbewohnte Wohnung   Souterrain, Keller

 Fundament, Erde Bemerkungen:____________________________________________

3.3.3 Was befindet sich oberhalb der Decke der Wohnung?

 Bewohnte Wohnung  unbewohnte Wohnung  Dachboden  Flachdach

 Dachschrägen Bemerkungen:____________________________________________

3.4 Bauwerksmängel:

 Risse im Putz  mangelhafte Verfugung  Salzausblühungen

 defekte Regenrinne / -fallrohre bzw. Dachziegel  feuchte Stellen 

 Anderes:  Bitte Beschreibung__________________________________________________

3.5 Art der Fenster:

 Einscheibenfenster  Kastendoppel- / 2-Rahmenfenster

 Isolierverglasung, Thermofenster, Schallschutzfenster

Bemerkungen: ______________________________________________________________

3.6 Womit ist der Fußboden in der Wohnung belegt? Bei Pilzbefall im betroffenen Raum:

 Stein, Fliesen, Estrich

 Parkett, Kork, Stirnholz, Laminat Fugenbreite: ______mm Versiegelt mit: 

______ 

 Linolium, PVC, etc.  kurzfloriger Teppichboden  hochfloriger Teppichboden

 lose Teppiche  ( m2 )  _____

 Anders: Bitte Beschreibung: __________________________________________________

3.7 Material der Wände? Bei Pilzbefall im betroffenen Raum?

 Raufaser  Vinyl  Putz  Tapete  Holz  Gipskarton

 Anders: Bitte Beschreibung ___________________________________________________

4 Raumnutzung allgemein
4.1 Wohnungsnutzer und ihre Aktivitäten:
4.1.1 Personenzahl: ____ davon Raucher, die im Innenraum rauchen: ____

4.1.2 Geruchswahrnehmung (modrig, muffig):  ja   nein

Bemerkungen:_____________________________________________________________

4.2 Boden- und Wandbündigkeit von Möbeln an Außenwänden des betroffenen Raumes

4.2.1 Sind Einbauschränke vorhanden?  ja  nein

4.2.2 Ist ein Abstand von mindestens 5 cm zwischen Außenwänden und Möbelstück(en)?

 ja    nein
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4.3 Haustiere

4.3.1 Gibt es Haustiere in der Wohnung?  ja  nein

Wenn ja, welche? ____________________________________________________________

4.3.2 Gab es in der Vergangenheit Haustiere in der Wohnung?  ja  nein

Wenn ja, welche? ____________________________________________________________

4.4 Wird h�ufig Obst und Gem�se in der Wohnung gelagert?  ja   nein

Wenn ja, wo und wieviel: ______________________________________________________

4.5 Wird  in der Wohnung gekocht?  ja  nein

5. Reinigungsgewohnheiten / Müllentsorgung

5.1 Wird Biom�ll in der Wohnung gesammelt?  ja  nein

5.2 Wird Wertstoffm�ll z.B. „gelber Sack“-M�ll in der Wohnung gesammelt?  ja  nein

5.3 Wird Restm�ll in der Wohnung gesammelt?  ja  nein

5.4 Falls ja, wie lange befindet sich der Sammelbeh�lter gew�hnlich in der Wohnung?

Biomüll Wertstoffmüll Restmüll

5.4.1 weniger als 1 Woche   

5.4.2 1 - 2 Wochen   

5.4.3 mehr als 2 Wochen   

5.4.5 Wie häufig wird gesaugt/ geputzt (pro Woche/ Monat)? ____________________________

Bemerkungen: _______________________________________________________________

6. Angaben zu Heizung und Lüftung
6.1 Heizung

6.1.1 Sind alle Räume beheizbar?  ja    nein

6.1.2 Werden alle Räume beheizt?  ja    nein

Wenn nein, wird der von Schimmelpilzen befallene Raum beheizt?      ja    nein

Wenn nein, Türe gewöhnlich:  offen   zu

6.2.1 Wird ein passiver Luftbefeuchter (mit Wasser gefüllte Gefäße, oder ein Zimmerbrunnen) 

verwendet?  ja    nein

6.2.2 Wird ein aktiver Luftbefeuchter (Verdunster, Vernebler) verwendet?  ja    nein

Wenn ja, wie häufig wird er benutzt?  Anzahl der Stunden pro Tag: |_|_|

Anzahl der Tage pro Woche: |_|

6.3 Wie l�ften Sie im Winter?

 selten, nie  einmal täglich für kurze Zeit durch öffnen mehrerer Fenster

 mehrmals täglich für kurze Zeit durch öffnen mehrerer Fenster

 über mehrere Stunden das/ die Fenster ganz öffnen

 Das / die Fenster über mehrere Stunden gekippt

 Bemerkungen : ____________________________________________________________
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7. Topfpflanzen
7.1 Wie viele Topfpflanzen befinden sich in der Wohnung?

Hydrokultur, Anzahl |_|_| Erdkultur, Anzahl |_|_|

8. Schimmelbefall
8.1 Ist aktuell Schimmelbefall sichtbar?

 ja    nein

8.2 Wenn ja, wie groß ist die befallene Fläche?

 ca. Postkartengröße  ca. DIN A4-Größe  ca. 1 m2  größer: ca. ____ m2

8.3 In welchen Räumen ist der Schimmel aufgetreten?

Möglichst genaue Beschreibung der betroffenen Räume:

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

8.4 Wo ist der Schimmel aufgetreten?

 Hinter Möbeln  Freie Wandfläche  Sonstiges

Möglichst genaue Beschreibung:_________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

8.5 Sind Fotos des Schimmelschadens vorhanden?  ja  nein

Wenn ja, genaue Beschreibung: _________________________________________________

___________________________________________________________________________

9. Alter des Hausstaubes :
9.1 Bei Abgabe des eigenen Staubbeutels: ungefährer Zeitraum der Nutzung des Beutels in 

Tagen: _____

9.2 Bei Probenahme vom IUTA: Zeitpunkt der letzten Grundreinigung in Tagen: ________

9.3 Anzahl und Art aller Proben. Bitte genau beschreiben:

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

9.4 Art des Staubsauger-Beutels:  Papier  Vlies

 Vlies mit hygienischer Ausstattung  Vlies mit integriertem HEPA-Filter

 Bemerkungen :_____________________________________________________________

9.5 Wurde der Staubsauger ausschließlich im Innenraum benutzt?  ja  nein

Wenn nein, wo wurde noch gesaugt (z. B. Auto, Balkon, Terrasse):______________________

___________________________________________________________________________

10. Sonstige Informationen, Bemerkungen

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________
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