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1 Einleitung 

Pilze sind eukaryotische Lebewesen, die als Mikro- (z.B. Hefen, Schimmelpilze) und 

Makromyzeten (z.B. Speisepilze) ubiquitär auf der Welt verbreitet sind. Mutmaßlich 

gibt es über eine Million verschiedene Arten, wovon bislang allerdings nur etwa 

150.000 identifiziert wurden. Durch die intensive Anwendung molekulargenetischer 

Verfahren steigt die Anzahl identifizierter Arten allerdings fortlaufend an (HAASE, 

2009A). Der Fokus dieser Studie lag auf den artifiziellen Gruppen „Hefen“ und 

„Schimmelpilze“; artifiziell aus dem Grund, da die Bezeichnungen keine Artdefini-

tionen im herkömmlichen Sinn darstellen, sondern morphologisch ähnliche Pilze, mit 

jedoch zum Teil deutlich unterschiedlicher Phylogenie, beschreiben. Vertreter dieser 

Gruppen werden häufig in der biotechnologischen und pharmazeutischen Industrie 

zur Herstellung von Genuss- und Arzneimitteln eingesetzt; allerdings gelten viele 

auch als obligate oder opportunistische Krankheitserreger beim Menschen (HAASE, 

2009A UND B; KÜCK ET AL., 2009). Zum einen können sie dermale und toxische Er-

krankungen verursachen; zum anderen sind sie für die Entstehung von Krankheiten 

des respiratorischen Systems wie die chronisch obstruktive pulmonäre Erkrankung 

(engl. chronic obstructive pulmonary disease, COPD) und Heuschnupfen verant-

wortlich (DAY UND ELLIS, 2001; LINNACKER UND SMEDLEY, 2002; RADON ET AL., 2004; 

SINGH UND SCHWARTZ, 2005; RADON ET AL., 2006). Da Pilzwachstum im Haus zudem 

in der Regel mit Feuchtigkeit assoziiert ist, kann die dadurch bedingte starke Exposi-

tion mit Pilzsporen und Mykotoxinen zur Entwicklung von allergischem Asthma bei-

tragen (MENDELL ET AL., 2011).  

Der Nachweis der Pilzexposition erfolgt häufig auf kultureller Basis. Generell wird 

jedoch geschätzt, dass lediglich < 1 bis 79 % der mikrobiellen Biomasse mit kultur-

basierten Methoden nachgewiesen werden können (TOIVOLA ET AL., 2004; NIEMEIER 

ET AL., 2006). Die kulturelle Bestimmung ist auf diejenigen Genera/Spezies be-

schränkt, die anzüchtbar sind (AMANN ET AL., 1995; THORN, 1997; DOUWES ET AL., 

1999; VAN ELSAS ET AL., 2000; MEKLIN ET AL., 2004; LIGNELL ET AL., 2008). Darüber hin-

aus können meist nur diejenigen Pilze in hoch-diversen Proben wie zum Beispiel 

Staub identifiziert werden, die sich aufgrund hoher Wachstumsraten und dominantem 

Vorkommen in der Probe gegenüber ihren Konkurrenten durchsetzen können (DIX 

UND WEBSTER, 1995; MACNEIL ET AL., 1995; HUGENHOLTZ UND PACE, 1996). Damit wird 

die Ermittlung der tatsächlichen Pilzdiversität erschwert sowie die Wahrscheinlichkeit 
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erhöht, dass potenzielle Pathogene in einer Probe unentdeckt bleiben (HIRVONEN ET 

AL., 1997; KAUFFMAN UND VAN DER HEIDE, 2003). 

Im Rahmen dieser Studie sollte deshalb die Pilzdiversität im ländlichen Umfeld sowie 

die Pilzexposition der dort lebenden Personen mit Hilfe kulturunabhängiger Verfah-

ren, welche auch eine Identifizierung von nur schwer oder bisher nicht-kultivierbaren 

Vertretern zulassen (KIRK ET AL., 2004; YAMAMOTO ET AL., 2011; SHENDELL ET AL., 

2012), ermittelt werden. Die dabei angewandten Methoden zeigten sich bereits in 

vorherigen Studien als geeignet (KORTHALS ET AL., 2008B; KORTHALS, 2009; EGE ET 

AL., 2011; PITKÄRANTA ET AL., 2011; NONNENMANN ET AL., 2012). Das Probenmaterial 

Staub ist ein Reservoir für Pilzsporen (VAN BRONSWIJK, 1981) und der Transfer von 

Sporen durch den Menschen aus dem Stall ins Haus konnte nachgewiesen werden 

(VOGEL ET AL., 2008). Aus diesem Grund wurde es für die vorliegende Studie ausge-

wählt. 

Zur Erfassung der Diversität von Pilzgemeinschaften in der Matrix Staub wurde zu-

nächst die Optimierung, Evaluierung und Validierung der beiden kulturunabhängigen 

Methoden PCR-SSCP (PCR-Single Strand Conformation Polymorphismus) und 

Parallelsequenzierung (454 Pyrosequenzierung) durchgeführt. Die etablierten Ver-

fahren sollten im Anschluss beispielhaft Anwendung bei der Diversitätsbestimmung 

in Stall- und Hausstaubproben finden. Darüber hinaus sollte eine molekular-

epidemiologische Untersuchung zur Erfassung potenziell asthma- und atopiepräven-

tiver Pilze im bäuerlichen Milieu erfolgen. Hierbei sollte festgestellt werden, ob Bau-

ernhof- und Landkinder (Kinder aus derselben ländlichen Region ohne Bauernhof-

kontakt), jeweils mit und ohne ärztlich diagnostiziertem, allergischem Asthma, einer 

unterschiedlichen Pilzexposition ausgesetzt waren. Die Feststellung dieser Unter-

schiede wurde durch den Vergleich der PCR-SSCP-Bandenprofile von 844 Matrat-

zenstaubproben und der signifikant mit Asthma assoziierten Sequenzen bei 60 da-

von ausgewählten Proben bei der Parallelsequenzierung erreicht. 
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2 Literaturübersicht 

2.1 Pilze 

2.1.1 Biologie und systematische Klassifizierung 

Das Reich der Pilze (lat. fungus) ist eigenständig innerhalb der Eukaryonten, deren 

Zellen jeweils Mitochondrien und ein Zytoskelett enthalten, und umfasst sowohl Ein-

zeller (Hefen; z.B. Abteilung Ascomycota, Unterabteilung Saccharomycotina) als 

auch Vielzeller. Diese sind in weiteren Unterabteilungen der Ascomycota (Schlauch-

pilze, z.B. Unterabteilung Pezizomycotina) als auch bei den Basidiomycota (Ständer-

pilze) sowie bei außerhalb der Dikarya stehenden Unterabteilungen wie z.B. den 

Mucormycotina vertreten (Tabelle 1). Die Abspaltung der Pilze von den weiteren 

Eukarya – Pflanzen und Tiere – erfolgte vor ca. 1 Milliarde Jahre. Aufgrund ihres 

Speicherstoffs Glykogen sind sie phylogenetisch näher mit den Tieren als mit den 

Pflanzen (Speicherstoff: Stärke) verwandt (HAASE, 2009A). Pilze sind generell hete-

rotroph und leben dabei entweder saprophytisch oder parasitisch. Die Vermehrung 

erfolgt entweder geschlechtlich (sexuell) durch Gametenkonjugation mit nachfolgen-

der Meiose (teleomorphe Lebensformen) oder vegetativ über Mitosporen (anamor-

phe Lebensformen), was in den meisten Fällen den größeren Teil des Lebenszyklus 

betrifft. Vor allem die mikrobiologisch-klinisch relevanten Spezies – sowohl Hefen als 

auch Schimmelpilze aus den oben genannten Gattungen der vielzelligen Pilze – 

vermehren sich hauptsächlich ungeschlechtlich. Zahlreiche Arten sind bisher als 

Verursacher von Mykoallergosen (allergische Reaktionen auf inhalierte oder inge-

rierte Pilzbestandteile), Mykotoxikosen (chronische Schädigungen durch Kontakt mit 

Mykotoxinen) und Mykosen (Ausbildung von Pilzmyzel im Wirt mit zum Teil syste-

misch verlaufenden Erkrankungen) bekannt. Zudem gelten weitere 300 Arten als op-

portunistische Erreger bei immunoinkompetenten Patienten. Auf der anderen Seite 

finden Mikromyzeten eine weitverbreitete Anwendung bei der biotechnologischen 

Herstellung von Vitaminen wie Hefeextrakte und pharmakologisch wirksamen Stoffen 

wie Penicillin. Außerdem kommen sie in der Lebensmittelindustrie, wie Saccharo-

myces cerevisae bei der alkoholischen Gärung, Botrytis cinerea bei der Trocken-

beerenauslese der Weinherstellung oder verschiedene Penicillium spp. als Edel-

schimmelpilze bei der Käseherstellung, zum Einsatz (HAASE, 2009A UND 2009B; KÜCK 

ET AL., 2009). 
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Die systematische Klassifizierung der Pilze ist ein anhaltender Prozess und wurde 

mit dem Beginn der Analyse der ribosomalen RNA-Gene Anfang der 1990er Jahre 

revolutioniert und vereinfacht (WHITE ET AL., 1990). Durch den methodischen Fort-

schritt, v.a. hinsichtlich neuer und schnellerer Sequenzierungstechnologien, erhöhte 

sich die Publikationsrate phylogenetischer Studien, sodass allein in den Jahren 2002 

bis 2006 weit über 360 Artikel diesbezüglich veröffentlich wurden. Damit waren in 

kürzester Zeit kurz zuvor erschienene Veröffentlichungen wie „Ainsworth & Bisby’s 

Dictionary of the Fungi“ (KIRK ET AL., 2001) und „The Mycota VII“ (MCLAUGHLIN ET AL., 

2001A UND 2001B) bereits nicht mehr aktuell. Allein in diesen fünf Jahren wurden 

außerdem ca. 80 % der bis 2007 in den Datenbanken vorhandenen rRNA-Gen-

sequenzen der Pilze hinterlegt (HIBBETT ET AL., 2007). Dieser schnelle Zuwachs an 

Informationen führte jedoch zu Schwierigkeiten hinsichtlich einer einheitlichen Be-

nennung der systematischen Gruppen. Während die neunte Version des „Ainsworth 

& Bisby’s Dictionary of the Fungi“ (KIRK ET AL., 2001) Basidiomyceten als Klasse der 

Abteilung Basidiomycota ausgab, wurden diese in der Genbank von NCBI als 

Hymenomyceten bezeichnet. Ebenso wurden Ascomyceten in Myconet als 

Pezizomycotina geführt. (HIBBETT ET AL., 2007). Aus diesem Grund erarbeiteten 67 

Wissenschaftler im Rahmen des Projekts „Assembling the Fungal Tree of Life“ eine 

neue und in Zukunft anzuwendende Einteilung aller Pilztaxa bis auf Ordnungsebene, 

die diese uneinheitlichen Bezeichnungen beseitigte (HIBBETT ET AL., 2007). Tabelle 1 

zeigt diese systematische Klassifizierung mit Hauptaugenmerk auf diejenigen Ord-

nungen der Mikromyzeten, die in dieser Studie eine Rolle spielten. Eine tiefer-

gehende Einteilung auf Familien- bzw. Speziesebene war zu diesem Zeitpunkt auf-

grund des, bis dahin vorgegebenen „Internationalen Codes der botanischen Nomen-

klatur (ICBN)“ (MCNEILL ET AL., 2006), nicht möglich. Häufig ist ein und derselbe Pilz 

hinsichtlich seiner anamorphen und teleomorphen Lebensform unterschiedlich be-

nannt, wie z.B. Eurotium spp., welche die Hauptfruchtformen (sexuell) der sich 

vegetativ vermehrenden Formen der Aspergillus glaucus Gruppe darstellen. 

HAWKSWORTH ET AL. (2011) gaben schließlich eine Erklärung für die Nomenklatur der 

Pilze ab, welche einem Pilz einen Namen zuteilte. So soll eine Pilzspezies im ICBN, 

unabhängig von der Vermehrungsart, hinsichtlich des zuerst veröffentlichten Namens 

oder, in Ausnahmefällen, mit dem gebräuchlicheren Namen benannt werden. 
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Tabelle 1: Systematische Klassifizierung der Pilze nach HIBBETT ET AL. (2007) unter besonderer 

Berücksichtigung der, für diese Studie wichtigen, Mikromyzeten im Unterreich der Dikarya 

Unter-
reich 

Abteilung Unterabteilung Klasse Ordnung 

Dikarya Ascomycota Saccharomycotina Saccharomycetes Saccharomycetales, z.B. 
Saccharomyces, Candida, 
Galactomyces, Pichia  

  Pezizomycotina Dothideomycetes UK: Dothideomycetidae 

Capnodiales, z.B. Mycosphaerella, 
Septoria, Cladosporium, 
Pseudotaeniolina 

Dothideales, z.B. Aureobasidium, 
Sydowia  

    UK: Pleosporomycetidae 

Pleosporales, z.B. Alternaria, 
Didymella, Leptosphaeria, 
Epicoccum Leptosphaerulina, 
Phoma  

   Eurotiomycetes UK: Chaethothyriomycetidae 

Chaetothyirales, z.B. Exophiala 

Verrucariales, z.B. Verrucaria  

UK: Eurotiomycetidae 

Eurotiales; z.B. Penicillium, 
Aspergillus, Eurotium 

   Lecanaromycetes incertae sedis; Candelariales, z.B. 
Candelaria 

   Leotiomycetes Helotiales, z.B. Botrytis 

   Sodariomycetes UK: Hypocreomycetidae 

Hypocreales, z.B. Acremonium, 
Fusarium, Stachybotrys 

    UK: Xylariamycetidae 

Xylariales, z.B. Microdochium 

 Basidiomycota Agaricomycotina Tremellomycetes Tremellales, z.B. Cryptococcus, 
Trichosporon 

  incertae sedis Wallemiomycetes Wallemiales, z.B. Wallemia 

 - incertae sedis Mucormycotina  Mucorales, z.B. Mucor, Rhizopus 

UK: Unterklasse; incertae sedis: nicht genau zugeordnet; beispielhafte Spezies fett gedruckt 

 

Der Fokus dieser Studie lag auf der Untersuchung der Diversität an Hefen und 

Schimmelpilzen in Stall- und Hausstaubproben. Aus diesem Grund sollen diese Teil-

gruppen des Reichs Pilze im Weiteren hinsichtlich ihrer Verbreitung und medizini-

schen Bedeutung näher beleuchtet werden. Die im Sprachgebrauch weit verbreiteten 

Gruppennamen „Hefen“ und „Schimmelpilze“ stellen hierbei allerdings keine Begriffe 



6  LITERATURÜBERSICHT 

im klassischen Sinne einer Artdefinition dar, sondern werden lediglich artifiziell für 

morphologisch ähnliche Pilze, mit jedoch zum Teil deutlich unterschiedlicher Phy-

logenie verwendet. Der Begriff „Schimmelpilz“ umfasst dabei eine Gruppe von Pilzen, 

v.a. Ascomycota, die folgende Kriterien erfüllen: Bildung asexueller Sporen, sapro-

phytische Lebensweise, ubiquitäres Vorkommen, filamentöse Myzelien, artspezi-

fische Sekundärmetabolismen und hohe Wachstumsgeschwindigkeiten ihrer v.a. 

vegetativ gebildeten Myzelien (KÜCK ET AL., 2009). Auch die Hefen stellen eine sehr 

heterogene Gruppe dar, die alle nicht-melanisierten, einzelligen Pilze mit einem 

Durchmesser von 3-5 µm umfasst. Man unterscheidet insgesamt fünf Gruppen an 

Pilzen, bei denen hefeartig wachsende Vertreter vorkommen (s.a. Tabelle 1; HAASE, 

2009C): (a) askomyzetale Hefen (z.B. Candida, Saccharomyces), die teilweise eine 

Pseudomyzel ausbilden, (b) Endomycetales (z.B. Geotrichum), die häufig aus Milch-

produkten und dem Respirationstrakt isoliert werden können und sich durch Arthro-

konidienbildung vermehren, (c) Pneumocystis (z.B. Schizosaccharomyces) mit medi-

aner Spaltung oder nur polarem Wachstum (sehr isolierte Gruppe), (d) Phaeo-

hyphomyzeten („schwarze Hefen“); vornehmlich aus den Klassen Dothideomyzeten 

(z.B. Aureobasidium, Cladosporium) und Eurotiomyzeten (z.B. Exophiala), aufgrund 

der Ausbildung eines Luftmyzels mit Konidiophoren keine direkte Zuordnung zu den 

Hefen, (e) Basidiomyzeten (z.B. Cryptococcus, Trichosporon), die neben Arthrokoni-

dien auch Blastokonidien bilden können.  

2.1.2  Pilze in der Umwelt 

Schimmelpilze und Hefen kommen auf allen Kontinenten und dabei auch an extre-

men Standorten wie der Antarktis, z.B. Cryptococcus victoriae (MONTES ET AL., 1999), 

vor. Die Diversität scheint dabei jedoch in gemäßigten Klimazonen höher zu sein als 

in tropischen (AMEND ET AL., 2010B); Aspergillus-Arten scheinen wärmere Gebiete zu 

bevorzugen als Penicillium und Fusarium (KÜCK ET AL., 2009). Die Verbreitung erfolgt 

bei sporenbildenden Arten in der Regel über den Luftweg, wobei die Parameter 

Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Sonneneinstrahlung und Luftbewegung hierfür ent-

scheidend sind (KÜCK ET AL., 2009). Nachzuweisen sind Pilze dabei u.a. in Luftpro-

ben, in Staubproben, im Erdboden, im Wasser, auf verwitterndem Holz, verdorbenen 

Lebensmitteln sowie auf diversen Materialien im Haus in Verbindung mit Feuchtigkeit 

(BEGUIN, 1995; BEGUIN UND NOLARD, 1996; FLANNIGAN UND MILLER, 2001; WANG ET AL., 

2001; HAASE ET AL., 2009A; KÜCK ET AL., 2009; AMEND ET AL., 2010B; PITKÄRANTA ET AL., 
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2011; BIEDUNKWIEWICZ UND SCHULZ, 2012; RINTALA ET AL., 2012). Zudem spielen sie 

eine entscheidende Rolle als Pflanzenpathogene und verursachen dabei Quantitäts- 

und Qualitätsverluste (PAUL, 1983; SMILEY ET AL., 1992; LEROUX ET AL., 1999; SIMPSON 

ET AL., 2000; TÓTH ET AL., 2007). Die häufigsten Genera in der Außen- und Innen-

raumluft sowie in abgesetzten Staubproben (z.B. Teppich, Matratze) sind in abstei-

gender Reihenfolge Cladosporium, Epicoccum, Alternaria, Botrytis, Aspergillus, 

Penicillium, Aureobasidium und Leptosphaeria (BEGUIN, 1994; BEGUIN UND NOLARD, 

1996; LI UND HSU, 1997; FLANNIGAN, 2001; MULLINS, 2001). Die vier Erstgenannten 

machen dabei in etwa 90 % (FISCHER UND DOTT, 2003), Aspergillus/Penicillium 2-

10 % der Sporen in der Außenluft aus (LACEY, 1996; MULLINS, 2001). Im Innenraum 

dominieren in der Regel Aspergillus und Penicillium (BEGUIN, 1994; BEGUIN UND 

NOLARD, 1996; KAARAKAINEN ET AL., 2009; PITKÄRANTA ET AL., 2011; NONNENMANN ET 

AL., 2012; RINTALA ET AL., 2012). Aufgrund saisonaler Schwankungen kann hier aller-

dings auch Cladosporium dominant vorliegen, da dieses Genus zusammen mit Alter-

naria in den Sommermonaten während der Erntezeit die höchsten Konzentrationen 

aufweist (REN ET AL., 1999; FLANNIGAN, 2001). Die Sporenkonzentrationen von 

Aspergillus und Penicillium unterliegen keinen saisonalen Schwankungen 

(ANDERSON, 1985). Im Innenraum sind die höchsten Konzentrationen im Bereich des 

Schlafzimmers und in Teppichen sowie auch in Kleidungsstücken, verrotteten Mö-

beln und bei Zimmerpflanzen zu finden (KÜCK ET AL., 2009). Im Vergleich verschie-

dener Häuser variiert die messbare Konzentration an Pilzsporen jedoch stark und 

liegt zwischen 100 und 108 CFU/g bei verschiedenen Gebäudematerialien 

(HYVÄRINEN ET AL., 2002) sowie im Mittel bei ca. 105 CFU/g in Staubproben (MILLER ET 

AL., 1988). In der vorliegenden Studie wurde abgesetzter Staub untersucht, deshalb 

sind in Tabelle 2 die am häufigsten in dieser Matrix enthaltenen Pilzspezies nach 

BEGUIN (1995), BEGUIN UND NOLARD (1996) sowie FLANNIGAN UND MILLER (2001) auf-

gelistet. 

 

 

 

 



8  LITERATURÜBERSICHT 

Tabelle 2: Liste der am häufigsten in abgesetztem Staub nachweisbaren Pilzspezies unter 

besonderer Berücksichtigung der häufigsten Vertreter in Matratzenstaub (BEGUIN, 1995; BEGUIN 

UND NOLARD, 1996; FLANNIGAN UND MILLER, 2001) 

Gewöhnlich vorkommend Häufig vorkommend Gering vorkommend 

Alternaria alternata Acremonium spp. Absidia corymbifera 

Aspergillus fumigatus Aspergillus penicilloides Aspergillus candidus 

Aspergillus niger Aspergillus restrictus Aspergillus flavus 

Aspergillus versicolor Aspergillus sydowii Aspergillus ochraceus 

Aureobasidium pullulans Botrytis cinerea Aspergillus tamarii 

Cladosporium cladosporioides Chaetomium spp. Candida parapsilosis 

Cladosporium sphaerospermum Epicoccum purpurascens Cryptococcus laurentii 

Epicoccum nigrum Fusarium spp. Debaromyces hansenii 

Eurotium herbarorium Leptosphaerulina chartarum Emericella nidulans 

Eurotium repens Paecilomyces variotii Eurotium amstelodami 

Mucor spp. Penicillium griseofulvum Eurotium chevalieri 

Penicillium spp. Penicillium citreonigrum Exophiala jeanselmei 

Penicillium brevicompactum Scopulariopsis brevicaulis Fusarium solani 

Penicillium chrysogenum Stachybotrys chartarum Geotrichum candidum 

Penicillium commune Ulocladium botrytis Mucor circinelloides 

Penicillium expansum Ulocladium chartarum Penicillium aurantiogriseum 

Penicillium spinulosum  Penicillium crustosum 

Phoma spp.  Penicillium echinulatum 

Phoma herbarum  Trichosporon cutaneum 

Rhizopus stolonifer  Verticillium dahliae 

Trichoderma spp.   

Wallemia sebi   
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2.1.3 Pilze als Humanpathogene 

2.1.3.1  Mykosen 

Als obligat pathogen wirkende Pilze gelten die sogenannten Dermatophyten („Haut-

pilze“; z.B. Trichophyton rubrum), die oberflächlich Fuß- und Nagelpilzerkrankungen 

wie Tinea pedis verursachen. Darüber hinaus sind jedoch auch zahlreiche Hefen und 

Schimmelpilze als fakultative Pathogene bekannt. Bei immunsupprimierten Patienten 

können sie jedoch zu schwerwiegenden, systemischen Mykosen führen, wobei durch 

die nasale Aufnahme der Sporen v.a. das Atemsystem der primäre Infektionsherd ist. 

Von dort kann sich die Infektion auf das Blut und/oder Lymphsystem ausbreiten und 

weitere innere Organe befallen. Als bekannteste Mykose gilt die, v.a. durch Asper-

gillus fumigatus ausgelöste, Aspergillose, an der bereits innerhalb der ersten drei 

Monate 65-70 % der Patienten versterben, nachdem nahezu alle lebenswichtigen 

Organe befallen werden. Weitere häufig auftretende Mykosen, ausgelöst durch 

Schimmelpilze, sind die Chromoblastomykose (Bildung warzenartiger, pigmentierter 

Läsionen der Haut) durch Phialophora verrucosa, aber auch Exophiala spp. 

(MATSUMOTO, 2006), die Phaeohyphomykose (geschwürartige, knotige Hautverände-

rungen mit folgender Infektion verschiedenster Organe und Sepsis) durch Alternaria 

spp., Curvularia spp. und Exophiala spp. (MATSUMOTO, 2006), die Hyalohypho-

mykose (Infektion verschiedenster Organe wie Lunge, Haut und Augen) u.a. durch 

Fusarium spp. und Paecilomyces spp., sowie Phykomykosen, ausgelöst durch ver-

schiedenste Vertreter der Mucormycotina, die die Nasennebenhöhlen, das Gehirn, 

den Gastrointestinaltrakt, die Lunge und die Haut besiedeln und zu Embolien und 

Thrombosen führen können (KÜCK ET AL., 2009). Die häufigsten, durch Hefen ausge-

lösten, Mykosen sind die Candidose und Kryptokokkose. Bei 80 % der Menschen ist 

die Spezies Candida albicans v.a. im Gastrointestinaltrakt nachweisbar, welche 

fakultativ zu Mundsoor oder einer Vaginalmykose führen kann. Cryptococcus neo-

formans verursacht eine zunächst unbemerkte Lungeninfektion mit nachfolgender, 

systemischer Ausbreitung auf Haut, Prostata, Auge und Knochen sowie Entstehung 

einer Meningoenzephalitis. Die Therapie mykotischer Erkrankungen erfolgt in der 

Regel durch Gabe von Antimykotika, welche fungizid (abtötend) und/oder fungi-

statisch (vermehrungshemmend) wirken können und topisch oder systemisch ange-

wandt werden (AKTORIES ET AL., 2004; HAASE, 2009C). 
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2.1.3.2 Mykotoxikosen 

Als Mykotoxikosen werden in der Regel akute oder chronische Schädigungen durch 

Kontakt mit Mykotoxinen bezeichnet, welche durch den Verzehr von verschimmelten 

Lebensmitteln und dem damit verbundenen ingerierten, dermalen oder inhalierten 

Kontakt mit hohen Konzentrationen an Mykotoxinen verursacht werden. Mykotoxine 

sind Sekundärmetabolite von Pilzen unterschiedlichster, chemischer Stoffgruppen, 

die ein potentielles Gesundheitsrisiko für Mensch und Tier darstellen (BENNETT UND 

KLICH, 2003; JARVIS UND MILLER, 2004; KÜCK ET AL., 2009). Sie können bereits in 

geringen Konzentrationen toxische Wirkungen entfalten und werden aufgrund ihres 

geringen Molekulargewichts von unter 1 kDa oft nicht direkt durch das Immunsystem 

erkannt. Die Wirkungen reichen u.a. von Zytotoxizität, Dermatotoxizität, 

Hepatotoxizität, Immunotoxizität, Kanzerogenität, Kardiotoxizität, Mutagenität, 

Nephro- und Neurotoxizität bis hin zur Hämorrhagie (KÜCK ET AL., 2009). Die bedeu-

tendsten Mykotoxine im landwirtschaftlichen Umfeld stellen die Aflatoxine dar, welche 

durch Aspergillus flavus und A. parasiticus gebildet werden. Weitere wichtige 

Mykotoxine sind Ochratoxin A (Vorkommen: viele Kulturpflanzen; Produzenten: ver-

schiedene Aspergillus spp. und Penicillium spp.), Fumonisine (Vorkommen: Mais, 

Cornflakes, Produzenten: verschiedene Fusarium spp.), Deoxynivalenol (Vorkom-

men: Gerste, Hafer, Mais, Roggen; Produzenten: verschiedene Fusarium spp.) und 

Zearalenon (Vorkommen: Heu, Gerste, Roggen, Weizen, Hafer, Hirse uvm.; Produ-

zenten: Fusarium spp.) (MILLER, 1999; KÜCK ET AL., 2009). Diese Metabolite sind in 

erster Linie mit der Gefahr hinsichtlich der Entstehung einer Mykotoxikose, nach 

oraler Aufnahme kontaminierter Lebensmittel, verbunden. Allergische Hypersensi-

tivitätsreaktionen dagegen werden v.a. durch Pilze und deren 

Sekundärmetabolite/Bestandteile ausgelöst, die entweder in der Außenluft oder im 

Innenraum zu finden sind (Tabelle 3; JARVIS UND MILLER, 2004).  
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Tabelle 3: Sekundärmetabolite häufiger Innenraum-assoziierter Schimmelpilze nach JARVIS UND 

MILLER (2004) 

Pilz Mykotoxine / Metabolite 

Aspergillus sydowii Aspermutarubrol, Sydowinin, Sydowsäure,  

A. unguis Sterigmatocystin 

A. ustus Austamid, Austdiol, Austin, Austocystin, Kotanin 

A. versicolor Sterigmatocystin, Versicolorin 

Eurotium herbarorium Echinulin, Neoechinulin, Flavoglaucin, Auroglaucin 

Talaromyces flavus Penicilline, Altenusin, Talaroflavone, Funiculolsäure, Mitorubrin, 

Mitorubrinol, Mitorubrinolacetat, Mitorubrinolsäure, Alternariol, 

Vermicellin, Purpactin, Vermilutin, Vermiculinsäure 

Paecilomyces variotii Viriditoxin 

Penicillium citrinum Kojisäure, Citrinin, Tanzawa-Säure 

P. aurantiogriseum Auranthine, Penicillinsäure, Verrucosidin, Nephrotoxine 

P. brevicompactum Mycophenolsäure, Brevanamide A und B 

P. chrysogenum Roquefortin, Meleagrin, Chrysogin 

P. commune Roquefortin, Cyclopiazonsäure 

P. corylophilum Citreoisocoumarinol 

P. decumbens Brefeldin A 

P. fellutanum Citrinin, Citreoviridin 

P. glabrum Trypacidin, Citromycetin, Astersäure 

Cladosporium cladosporioides Asperentin, Cladosporinsäure 

Chaetomium globosum Chaetoglobosine, Chaetomin 

Memnoniella echinata Trichodermol, Trichodermin, Dechlorogriseofulvin, 

Memnobotrin A und B, Memnoconol, Memnoconon 

Stachybotrys chartarum Makrozyklische Trichothecene, Atranone, Dolabellane, 

Stachybotrylactone, Laktame 

Trichoderma harzianum Alamethicine, Emodin, Suzukacillin, Trichodermin 

Wallemia sebi Walleminol A und B 
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2.1.3.3 Mykoallergosen 

Bei den Mykoallergosen handelt es sich meist um inflammatorische Hypersensitivi-

tätsreaktionen des respiratorischen Systems durch Inhalation von allergenen Pilz-

bestandteilen – beta-1,3-Glucan und EPS der Sporen und Myzelien sowie Enzyme 

wie z.B. Enolasen und Katalasen von Aspergillus spp. und mikrobielle, volatile, orga-

nische Komponenten (MVOCs) wie Dimethylsulfid, 2-Methyl-1 Butanol, 1-Okten-3-ol 

und Isobotylether (DAY UND ELLIS, 2001; FISCHER UND DOTT, 2003; KÜCK ET AL., 2009). 

MVOCs wirken hierbei allerdings weniger als selbständiges Allergen, sondern haben 

eher eine unterstützende Wirkung bei der Manifestierung des Krankheitsbildes 

(BURGE, 2004). Der Kontakt mit Pilzsporen spielt v.a. eine Rolle bei Erkrankungen in 

Abhängigkeit des beruflichen Umfelds wie bei allergischer Alveolitis/hypersensitiver 

Pneumonie (HODGSON UND FLANNIGAN, 2001), bei der Farmerlunge (REBOUX ET AL., 

2001) oder dem Organic Dust Toxic Syndrome (ODTS) (SORENSON ET AL., 2001). 

Außerdem zeigte sich eine Assoziation bezüglich der Manifestation von Rhinitis (LI 

UND HSU, 1997). Innenraum-assoziiertes Pilzwachstum, vor allem in Verbindung mit 

Feuchtigkeit, wurde hauptsächlich mit der Entstehung von allergischem Asthma in 

Verbindung gebracht (FISCHER UND DOTT, 2003; JARVIS UND MILLER, 2004; NATIONAL 

ACADEMY OF SCIENCES, 2004; HEALTH CANADA, 2004; MENDELL ET AL., 2011). Schim-

melpilze besiedeln u.a. Wände, Tapeten, Textilien, Holz und Leder und geben eine 

hohe Anzahl an Sporen mit einer immensen Anzahl an Antigenen – Glyko- und Lipo-

proteine der Pilzsporen sowie verschiedenste Enzyme (SIMON-NOBBE ET AL., 2007) – 

und Metabolite (Tabelle 3; JARVIS UND MILLER, 2004) in die Innenraumluft ab. Haupt-

vertreter sind hierbei Aspergillus und Penicillium (Primärbesiedler; aw < 0,8), Alterna-

ria, Aureobasidium, Cladosporium und Mucor (Sekundärbesiedler; aw 0,8-0,9) sowie 

Chaetomium, Rhizopus und Stachybotrys (Tertiärbesiedler; aw > 0,9) (FLANNIGAN UND 

MILLER, 2001; KÜCK ET AL., 2009).  

Der Begriff Asthma wurde bereits im Altertum durch Hippokrates, Aretaeus und Ga-

len geprägt. Er wurde jedoch damals noch mit allen Formen der Atemnot in Verbin-

dung gebracht (SAKULA, 1984). Erst im Laufe des späten 17. und frühen 18. Jahrhun-

derts gelang dem britischen Arzt Sir John Floyer, selbst Asthmatiker, in seinen Ab-

handlungen über Asthma („A Treatise of the Asthma“, 1. Ausgabe 1698) erstmals 

eine Abgrenzung gegenüber anderen pulmonären Erkrankungen. Dabei beobachtete 

er u.a. asthmatische Reaktionen eines Patienten nach Besuch eines Weinkellers 

aufgrund von Feuchtigkeit und Pilzexposition (SAKULA, 1984; DAY UND ELLIS, 2001). 



LITERATURÜBERSICHT   13 

Mittlerweile nimmt man an, dass die Exposition mit Feuchtigkeit und Schimmelpilzen 

das Risiko einer Lungenerkrankung um 30-50 % erhöht (FISK ET AL., 2007). Über 100 

Arten sind als Allergie-auslösend beschrieben (HORNER ET AL., 1995; KÜCK ET AL., 

2009). V.a. die Gattungen Alternaria und Cladosporium sowie Aspergillus und Peni-

cillium sind hierbei zu nennen (MORROW UND LOWE, 1943; HORNER ET AL., 1995; 

SENKPIEL ET AL., 1996; BUSH UND PORTNEY, 2001; DOWNS ET AL., 2001; JACOB ET AL., 

2002; HARRIES ET AL., 2004; SIMON-NOBBE ET AL., 2008). Allgemein äußert sich eine 

Schimmelpilzallergie mit ähnlichen Symptomen wie eine Pollen- oder Hausstaub-

allergie mit Schleimhautentzündungen, Rhinitis, allergischem Asthma oder Alveolitis, 

kann jedoch auch über die Mundschleimhaut im Gastrointestinaltrakt zu Sodbrennen, 

Brechreiz oder Darmfunktionsstörungen führen (KÜCK ET AL., 2009). 6-24 % der Be-

völkerung und 44 % der Atopiker zeigen eine Sensibilisierung gegenüber Schimmel-

pilzen sowie 80 % der Asthmatiker eine dadurch verursachte allergische Reaktion 

(SIMON-NOBBE ET AL., 2008). Innerhalb der Asthmatiker variiert der Anteil sensibili-

sierter Patienten von 45 % bei asthmatischen Kindern und 70 % bei Erwachsenen 

(HSIEH UND SHEN, 1988). Zudem zeigen diese häufig auch eine spezifische IgE-

Reaktivität gegenüber einer ganzen Reihe von Schimmelpilzen sowie gegenüber 

Pollen und Lebensmittelallergenen (BURGE, 1985; HORST ET AL., 1990). Die zugrunde-

liegenden Hypersensitivitätsreaktionen lassen sich in vier Gruppen einteilen: (a) IgE-

induziert („klassische Allergie“), (b) zytotoxisch, IgG-/IgM-vermittelt, (c) Immun-

komplex-induziert (Antigen-Antikörper-Komplex) und (d) Zell-mediiert über T-

Lymphozyten (GELL UND COOMBS, 1963). Allergisches Asthma und Heuschnupfen 

(allergische Rhinitis) zählen zu den Allergien des Typ I. Hypersensitive Pneumo-

nie/allergische Alveolitis und allergische Sinusitis sind Mischvarianten von Typ III und 

IV bzw. von Typ I, III und IV (SIMON-NOBBE ET AL., 2008).  

Als Asthma wird generell eine reversible Obstruktion der Atemwege bezeichnet; cha-

rakterisiert durch eine chronische Entzündung der bronchialen Mukosa und Empfind-

lichkeit der bronchialen Muskulatur sowie durch merkliche Änderungen der Aus-

atemleistung. Asthmatische Reaktionen können unmittelbar über eine Typ I-Hyper-

sensitivitätsreaktion (IgE), später über eine IgG-vermittelte Reaktion oder dual, d.h. 

beide Typen in Kombination, auftreten. Diese verursachen in der Regel Atemnot, 

einhergehend mit beträchtlichem Keuchen und Husten (DAY UND ELLIS, 2001; MASOLI 

ET AL., 2004). Neben dem oben genannten allergischen (extrinsischen) Asthma gibt 

es auch nicht-allergisches (intrinsisches) Asthma, bedingt durch virale Infektionen, 
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Medikamentenunverträglichkeiten und Reinigungsmittel. Beide Formen weisen 

pathogenetische Übereinstimmungen auf (ROMANET-MANENT ET AL., 2002; ZOCK ET 

AL., 2007). Allergische Reaktionen treten normalerweise in Verbindung mit einem 

Kontakt mit Allergenen auf. Kleinere Sporen mit < 10 µm (z.B. Alternaria, Aureo-

basidium und Cladosporium) oder sogar < 5 µm (z.B. Aspergillus, Penicillium und 

Verticillium) können tief in die Lunge vordringen und dort allergische Reaktionen, die 

sich in Asthma manifestieren können, auslösen (PEPYS, 1965; DANKAART ET AL., 1991; 

ABDEL HAMEED ET AL., 2004). Partikel mit einer Größe von über 10 µm wie Pollen und 

größere Sporen (z.B. bei Epicoccum nigrum; 17,2 µm; ABDEL HAMEED ET AL., 2004) 

können zwar nur in den oberen Bereich des respiratorischen Systems wie den 

Nasopharynx vordringen; können aber neben der Entstehung von nasalen oder 

okularen Symptomen, wie bei Heuschnupfen (LUO, 1991), auch zu Asthmaanfällen 

und chronischem Asthma führen (SUPHIOGLU ET AL., 1992). 

Das Krankheitsbild Asthma ist global verbreitet; Schätzungen zufolge sind ca. 300 

Millionen Menschen weltweit und etwa 30 Millionen allein in Europa davon betroffen. 

Die Anzahl an Erkrankten soll zudem bis 2025 um weitere 100 Millionen ansteigen 

(ERS UND ELF, 2003; MASOLI ET AL., 2004). Jährlich sterben etwa 180.000 Patienten 

an den Folgen von Asthma (WHO, 2004), wobei hauptsächlich Personen in einem 

Alter von über 45 Jahren betroffen sind (BURR ET AL., 1999). Europaweit gesehen, 

weisen Griechenland die geringsten und Irland, Luxemburg, Westdeutschland, Bel-

gien, Frankreich sowie England und Wales die höchsten Mortalitätsraten auf 

(EUROPEAN LUNG WHITE BOOK, 2003). MASOLI ET AL. (2004) berichteten von einer all-

gemeinen Asthmaprävalenz von 10 % in den entwickelten Ländern, mit den höchsten 

Werten im Vereinigten Königreich (15-18 %), Neuseeland (15,1 %), Australien 

(14,7 %), Irland (14,6 %), Kanada (14,1 %), USA (10,9 %), Deutschland und Frank-

reich (7,0 %). Aktuelle Studien im Rahmen der Weltgesundheitsüberprüfung (World 

Health Survey, WHS) zeigten eine allgemeine weltweite klinische Asthmaprävalenz 

von 4,5 %, mit den höchsten Werten in Australien (21,5 %), Schweden (20,2 %), im 

Vereinigten Königreich (18,2 %), in den Niederlanden (15,3 %) und in Brasilien 

(13,0 %; TO ET AL., 2012). In Deutschland und Frankreich wurden Prävalenzen von 

7,5 % bzw. 10,6 % ermittelt. Die stärksten Unterschiede zwischen ländlichen (3,7 %) 

und städtischen (5,1 %) Regionen wurden bei der amerikanischen Population fest-

gestellt (TO ET AL., 2012). In englischsprachigen Gebieten erreicht das Asthmarisiko 

speziell bei Kindern teilweise Werte > 30 % und tritt häufiger bei Jungen als bei Mäd-
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chen auf (KAY, 2001; MOSALI ET AL., 2004). Während die Erkrankung bei den meisten 

Kindern mild verläuft und bei 30-50 % bis zum Eintritt in das Erwachsenenalter wie-

der verschwindet, treten die Symptome bei manchen jedoch später wieder auf. 5-

10 % der Kinder bleiben ihr Leben lang schwere Asthmatiker (MARTIN ET AL., 1982; 

GERRITSEN ET AL., 1989; PATON, 2007). Die Behandlungskosten erreichen in den 

westlichen Ländern 1-2 % des gesamten Budgets des Gesundheitswesens und 

übersteigen diejenigen für Tuberkulose und HIV in Kombination (MASOLI ET AL., 2004; 

WHO, 2004). Im Schnitt werden 300 bis 1.300 Dollar pro Patient und Jahr und insge-

samt etwa 17 Milliarden Dollar in den USA sowie 21,9 Milliarden Dollar (ca. 17,7 Mil-

liarden Euro) in Europa ausgegeben (SULLIVAN ET AL., 1996; ERS UND ELF, 2003; 

MUDARRI UND FISK, 2007). Etwa 50 % hiervon entstehen durch sogenannte indirekte, 

therapieunabhängige Kosten aufgrund von Arbeitskraftverlust, bedingt durch Krank-

heitstage des Patienten direkt oder von dessen Angehörigen sowie durch Frühpen-

sionierungen oder frühzeitigem Ableben (BARNES ET AL., 1995; EFAADPA, 2005). 10-

20 % der Patienten verursachen 50 % der Kosten; hierbei stehen die schwer an 

Asthma Erkrankten im Vordergrund (SERRA-BATLLES ET AL., 1998; BEASLEY, 2002; 

GODARD ET AL., 2002; ANTONICELLI ET AL., 2004). Asthma wird zu 60 % vererbt (DUFFY 

ET AL., 1990); mehrere genetische Faktoren sind mittlerweile identifiziert (MOFFATT ET 

AL., 2010). Der Anstieg der weltweiten Asthmaprävalenz liegt aber auch an sich ver-

ändernden Umwelteinflüssen in der industrialisierten Welt, wie Kontakt zu Mikroorga-

nismen, Luftverschmutzung, Allergenexposition innen und außen und Ernährungs-

verhalten (BRAMAM, 2006). MUDARRI UND FISK (2007) schätzten, dass etwa 21 % der 

mit Asthma verbundenen Kosten mit Feuchtigkeit und Schimmelbefall im Haus asso-

ziiert sind. Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass sich die Asthmaprävalen-

zen in den ostdeutschen Regionen nach dem Mauerfall im Zuge steigender Indus-

trialisierung erhöhten, während sie im westdeutschen Raum auf dem Niveau vor der 

Wende blieben (HEINRICH ET AL., 1998). Dieser Effekt scheint jedoch Kohorten-spezi-

fisch in Abhängigkeit der Lebensbedingungen in der Kindheit zu sein und damit nicht 

generell zu gelten (WICHMANN, 1995). 

2.1.4  Zusammenhänge zwischen Pilzexposition und Asthmaprävalenz 

Die umweltbedingte Exposition mit Mikroorganismen ist einerseits positiv assoziiert 

mit respiratorischen Erkrankungen wie allergischem Asthma, Rhinitis oder COPD (s. 

Punkt 2.1.3.2.2; LINNACKER UND SMEDLEY, 2002; RADON ET AL., 2004; SINGH UND 
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SCHWARTZ, 2004; RADON ET AL., 2006). Auf der anderen Seite beschreiben zahlreiche 

Studien einen möglicherweise protektiven Effekt gegenüber der Manifestierung von 

Lungenerkrankungen, v.a. von Asthma, in Bezug auf den intensiven Kontakt mit 

Mikroorganismen im Kindesalter (RIEDLER ET AL., 2001; VON MUTIUS ET AL., 2001; 

BRAUN-FAHRLÄNDER ET AL., 2002; LAUENER ET AL., 2002; BRAUN-FAHRLÄNDER UND 

LAUENER, 2003; VAN STRIEN ET AL., 2004; KABESCH UND LAUENER, 2004; EGE ET AL., 

2006; PERKIN UND STRACHAN, 2006; EGE ET AL., 2007; DEBARRY ET AL., 2007; EGE ET 

AL., 2011; EGE ET AL., 2012). Der Effekt einer niedrigeren Asthmaprävalenz bei Schul-

kindern tritt signifikant stärker in ländlichen als in städtischen Gebieten auf (VON 

EHRENSTEIN ET AL., 2000; VON MUTIUS UND RADON, 2008) und intensiviert sich, je höher 

die mikrobielle Exposition ist (VARTIAINEN ET AL., 2002). EGE ET AL. (2011) konnten 

zeigen, dass Aufwachsen auf einem Bauernhof mit einer höheren Diversität mikro-

bieller Exposition assoziiert war und gleichzeitig die Diversität der mikrobiellen Expo-

sition mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit eines Erkrankens an Asthma verbun-

den war. Zudem ist dies auch im Vergleich von Bauernkindern und Kindern aus dem-

selben Wohnort, jedoch ohne Bauernhofkontakt, zu beobachten. Diesem sogenann-

ten „Bauernhofeffekt“ (VON MUTIUS UND VERCELLI, 2010) liegt die „Hygienehypothese“ 

zugrunde, die vor allem auf Beobachtungen von STRACHAN (1989) beruht. Heute ver-

steht man unter der Hygienehypothese, dass seltenere Infektionen im Kindesalter, 

v.a. in Industrienationen, bedingt durch eine bessere Hygiene, einen besseren 

Impfstatus und den Einsatz von Antibiotika, zu einer Veränderung des Immunsys-

tems und einer damit verbundenen Reaktion auf bisher unschädliche Substanzen 

führen. Eine wesentliche Rolle spielt hierbei das normalerweise vorherrschende 

Gleichgewicht zwischen der Typ 1 (TH1; zellulär; bei bakterieller oder viraler Infektion 

und Autoimmunerkrankungen) und Typ 2 (TH2; humoral; bei allergischen Reaktionen 

und parasitären Infektionen) Immunantwort. Geringer Kontakt mit mikrobiellen oder 

viralen Pathogenen im Kindesalter, v.a. während der Entwicklung des Immunsystems 

(BRAUN-FAHRLÄNDER ET AL., 2002), scheint daher bei einem späteren Kontakt zu einer 

ungenügenden Induktion der TH1-Antwort zu führen, die daraufhin eine überschie-

ßende TH2-Antwort nicht mehr ausgleichen kann und dies in einer Prädisposition für 

Allergien resultiert (VON MUTIUS UND VERCELLI, 2010). Je früher und intensiver ein 

Kind mit Mikroorganismen auf dem Bauernhof (im Stall oder durch den Konsum von 

frischer Kuhmilch) in Kontakt kommt, desto besser ist der „Schutz“ vor allergischem 

Asthma gewährleistet (RIEDLER ET AL., 2001; VON BERG ET AL., 2003; WASER ET AL., 
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2006), sodass dieser auch bis ins Erwachsenenalter anhalten kann (LEYNAERT ET AL., 

2006; RADON ET AL., 2006). Zudem konnten EGE ET AL. (2006) bzw. DOUWES ET AL. 

(2008) zeigen, dass sogar eine pränatale Exposition durch die Arbeit der Mutter im 

Stall mit einer niedrigeren Prävalenz gegenüber atopischer Sensibilisierung bzw. 

Asthmaprävalenz beim Kind verbunden ist. Die zugrundeliegenden Daten basieren 

hauptsächlich auf epidemiologischen Studien zur Messung von Pilzkomponenten wie 

beta-1,3-Glucan und EPS (SCHRAM-BIJKERK ET AL., 2005; EGE ET AL., 2007; GEHRING 

ET AL., 2007), die in allen Fällen eine inverse Assoziation von Aufwachsen auf einem 

Bauernhof mit Asthma zeigten, jedoch keine Aussage bezüglich spezifischer Pilz-

gattungen zuließen. EGE ET AL. (2011) konnten zwar im Zuge der GABRIEL-Studie 

(Multidisziplinäre Studie zur Identifikation der genetischen und umweltbeeinflussten 

Ursachen für Asthma in der Europäischen Gemeinschaft; GENUNEIT ET AL., 2011) bei 

den Bauernhofkindern eine signifikant höhere Exposition durch Penicillium spp., Cla-

dosporium sphaerospermum, Aspergillus fumigatus, A. versicolor, Eurotium amstelo-

dami sowie Eurotium spp., Wallemia sebi und weißen Hefen nachweisen. Bei den 

signifikant mit Asthma invers assoziierten Kandidaten Penicillium und Eurotium war 

jedoch nur eine Genus-spezifische Aussage möglich. Diese beiden Genera wurden 

zwar auch mit der Induktion von Asthma in Verbindung gebracht (SAHAKIAN ET AL., 

2008), jedoch waren generische Marker der beiden Genera in einer vorherigen Stu-

die als signifikant invers assoziiert gefunden worden (EGE ET AL., 2007).  

 

2.2 Qualitativer und quantitativer Nachweis von Pilzen 

2.2.1 Direktmikroskopie 

Als Schnellmethode zur Identifizierung von vorhandenen Pilzen im Probenmaterial 

dient die direkte mikroskopische Beurteilung. Hierbei werden Tesafilmabklatsche von 

organischen beziehungsweise Abstriche, Punktate oder Bioptate von huma-

nen/tierischen Materialien genommen. Diese werden mit Methylenblau oder Lacto-

phenolblau auf dem Objektträger eines Mikroskops eingefärbt, um die Sichtbarkeit 

von Sporen und Hyphen zu erhöhen (BAUER UND SCHWAIGER, 2011). Für die mikros-

kopische Bestimmung von Pilzspezies ist allerdings ein hohes Maß an Erfahrung 

notwendig (UIJTHOF, 1996; YAMAMOTO ET AL., 2011). 
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2.2.2 Kulturelle Nachweisverfahren 

Der Nachweis und die Bestimmung klinisch relevanter Hefen und Schimmelpilze 

werden häufig kulturell, d.h. über Aufbringung der Proben auf geeignete Nährmedien 

und nachfolgender, mehrtägiger Inkubation bei Raumtemperatur, durchgeführt. Als 

universelle Nährmedien werden z.B. Sabouraud-Agar (SABOURAUD, 1892; ODDS, 

1991) und DG18-Agar (HOCKING UND PITT, 1980) eingesetzt. Die Menge an Pilzen in 

einer Probe wird in „Kolonie-bildenden Einheiten (KbE)“ (= Colony-forming Units, 

CFU) quantifiziert und in Relation der Menge an Probenmaterial, z.B. CFU/g Staub, 

gesetzt (BREED UND DOTTERER, 1916). Die kulturelle Bestimmung von Pilzspezies ist 

jedoch nicht nur zeitaufwendig, sondern bedarf einer großen Erfahrung und Expertise 

(UIJTHOF, 1996; YAMAMOTO ET AL., 2011). Limitierende Faktoren sind zudem die Aus-

wahl des Kulturmediums (TAKAHASHI, 1997), die Nicht- oder nur Schwer-Kultivierbar-

keit vieler, v.a. filamentöser, Schimmelpilze, aber auch Hefen wie Exophiala spp., 

und die Begrenzung auf lebensfähige Sporen und Hyphen (AMANN ET AL., 1995; 

THORN, 1997; DOUWES ET AL., 1999; VAN ELSAS ET AL., 2000; MEKLIN ET AL., 2004; 

LIGNELL ET AL., 2008; VICENTE ET AL., 2008). Zusätzlich werden bei der Kultivierung 

Pilze mit hohen Wachstumsraten und vielen Sporen in der Probe bevorzugt, was 

eine quantitative Aussage erschwert (DIX UND WEBSTER, 1995; MACNEIL ET AL., 1995; 

HUGENHOLTZ UND PACE, 1996). Bei Alternaria spp. und Fusarium spp. überwiegt der 

Hyphen-, bei Aspergillus spp., Penicillium spp. und Rhizopus spp. der Sporenanteil 

(SCHNÜRER, 1993; KARAKOUSIS ET AL., 2006). Die Bestimmung der Pilzquantität erfolgt 

in der Regel über die Sporenkonzentration. Sporen machen jedoch nur ca. 3-5 % der 

gesamten Pilzbiomasse aus, sodass die Quantifizierung in CFU/g keine verlässliche 

Aussage über die tatsächliche Biomasse zulässt (SCHNÜRER, 1993). Schätzungen 

zufolge können an sich nur < 1 bis 79 % der mikrobiellen Biomasse mit kulturellen 

Methoden nachgewiesen werden (TOIVOLA ET AL., 2004; NIEMEIER ET AL., 2006). 

2.2.3 Kulturunabhängige Nachweisverfahren 

Aufgrund der vielen limitierenden Faktoren der kulturellen Bestimmung der Pilzdiver-

sität und -quantität in komplexen Matrizes wie Staub (s. Punkt 2.2.1) wurde vermehrt 

dazu übergegangen, kulturunabhängige Verfahren anzuwenden, um die traditionelle 

Identifikation und die Detektion von bisher nicht oder nur schwer kultivierbaren Pilzen 

zu erweitern (KIRK ET AL., 2004; YAMAMOTO ET AL., 2011; SHENDELL ET AL., 2012). Zahl-

reiche, bereits bekannte, molekularbiologische Techniken wurden für die Unter-
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suchung von mikrobiellen Gemeinschaften in den letzten Jahrzehnten optimiert. Je-

des dieser Verfahren weist aber wiederum für sich spezielle Vor- und Nachteile auf 

(PRICE, 1972; REED ET AL., 2003; KIRK ET AL., 2004). 

2.2.3.1 Serologie 

Der serologische bzw. immunomykologische Nachweis von Pilzen erfolgt über die 

Detektion spezifischer, Pathogen-assoziierter Antikörper oder Antigene im Serum 

von Patienten. Mögliche Varianten sind einerseits die Anwendung des Immuno-

diffusionstests (COLEMAN UND KAUFMAN, 1972; MERZ ET AL., 1977) und der Serum-

Komplement-Fixierung (BAUMAN UND SMITH, 1975; KAUFMAN UND CLARK, 1974) zur 

Detektion der Immunantwort gegenüber Pilzantigenen. Diese sind jedoch auf einen 

immunokompetenten Patienten, der eine Antikörperbildung zeigt, angewiesen und 

lassen keine morphologische Identifikation von Pilzen in infiziertem Gewebe zu 

(REED ET AL., 1993). Des Weiteren können sie zu falsch-positiven Ergebnissen 

(HOLDER ET AL., 1977) und zu Kreuzreaktivitäten zwischen verschiedenen Pilzen füh-

ren (CAMPBELL UND BINKLEY, 1953). Auf der anderen Seite gibt es zytochemische 

Testverfahren unter Einsatz von Antiseren (REED ET AL., 1993). Hierbei werden Anti-

körper zum Nachweis speziesspezifischer Antigene in der Blutprobe eingesetzt. 

Vorteil hierbei ist, dass keine vorgeschaltete Immunreaktion durch den Patienten 

vorgelegen haben muss, da die spezifischen Antikörper von außen zugegeben wer-

den. Die getesteten Antiseren zeigen starke Reaktivitäten gegenüber ihren „Ziel-

pilzen“, jedoch ebenfalls zum Teil deutliche Kreuzreaktivitäten zwischen verschie-

denen Pilzen. Dies verhindert eine spezifische Detektion (REED ET AL., 1993). Außer-

dem sind Genus- oder Spezies-spezifische Antikörper oder Antigene nicht für den 

Einsatz in Gemeinschaftsanalysen geeignet.  

2.2.3.2 DNA-basierte Verfahren 

Methoden zum Nachweis Pilz-spezifischer DNA basieren auf dem Einsatz der Poly-

merase-Ketten-Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR), sodass auch geringste 

DNA-Mengen durch deren Vervielfältigung detektiert werden können. Während ein 

Erregernachweis durch Verwendung Spezies-spezifischer Primer direkt über die 

PCR im Einzel- oder Multiplexansatz erfolgen kann, sind für Gemeinschaftsanalysen 

weitere Verfahren zur Bestimmung der Diversität notwendig. Diese werden im Fol-

genden näher erläutert. 
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2.2.3.2.1 Extraktion von Pilz-DNA 

Pilze besitzen eine hochkomplexe, mechanisch stabile Zellwand, deren Aufbau ein-

facher als bei Pflanzen, jedoch komplexer als bei Bakterien ist (SORENSON, 2001; 

HAASE, 2009B). Sie besteht hauptsächlich aus Polysacchariden (ca. 80 % der Tro-

ckenmasse) und Proteinen (3-20 %; Abbildung 1). Zwei funktionelle Gruppen lassen 

sich hierbei unterscheiden: (a) strukturelle Komponenten wie Chitin (0,6-9 %), beta-

1,3- und beta-1,6-Glukane (40-60 %) und Mannoproteine; (b) stabilisierende Kompo-

nenten wie alpha-Glukane, beta-Glukane, Chitosane, Polyuronide, Lipide, anorga-

nische Salze und Pigmente. Der häufigste Zucker ist Glucose (RUIZ-HERRERA, 1992). 

Die Zellmembran besteht vorwiegend aus Ergosterol (HAASE, 2009B).  

 

 

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Pilzzellwand (HAASE, 2009B) 

 

Aufgrund dieser Komplexität und Robustheit ist die Zellwand häufig resistent gegen-

über vielen DNA-Extraktionsansätzen (VAN BURIK ET AL., 1997), sodass bisher auch 

keine universelle, für alle Pilzarten geeignete Variante gefunden werden konnte 

(KARAKOUSIS, 2006). Damit ist jedes Mal die Evaluierung und Validierung einer Ex-

traktionsmethode in Abhängigkeit von Probenmatrix und Pilzen notwendig. Die Effi-

zienz der Zelllyse kann zwischen verschiedenen Pilzzelltypen variieren. Sporen las-
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sen sich dabei anders lysieren als Myzelien, und auch Myzelien verschiedenen Alters 

können unterschiedliche Lysiseigenschaften besitzen (PROSSER, 2002). Aus diesem 

Grund wird mittlerweile meist eine mechanische Destabilisierung mit Glass Beads 

vorangestellt. Dieser Zusatzschritt erwies sich bereits als zielführend (MÜLLER ET AL., 

1998) und resultierte in höheren DNA-Ausbeuten sowie geringeren Inhibitor-

konzentrationen (ROOSE-AMSALEG ET AL., 2001; LAKAY ET AL., 2007). Weitere Ansätze 

verwenden Mörserzerkleinerung (KARAKOUSIS, 2006), tiefes Einfrieren mit sofortigem 

Auftauen (HAUGLAND ET AL., 1999; LEINBERGER ET AL., 2005), Hitze- und alkalische 

Behandlung (LÖFFLER ET AL., 1997), Säurebehandlung (KARAKOUSIS, 2006), Ultra-

schallbehandlung (HAUGLAND ET AL., 1999; KARAKOUSIS, 2006) oder die enzymatische 

Behandlung mit dem Enzym Lyticase (LEINBERGER ET AL., 2005; KARAKOUSIS, 2006; 

FREDLUND ET AL., 2008; DORN-IN, 2012). Dennoch kann die DNA-Isolierung oder die 

Befreiung der Proben von Inhibitoren wie Nukleasen, Polysacchariden und Pigmen-

ten fehlschlagen und damit einen Nachweis über PCR-Amplifikation im Folgenden 

verhindern (MÜLLER ET AL., 1998; SMIT ET AL., 1999). Zudem zeigte sich, dass die 

DNA-Extraktion umso schwieriger ist, je geringer die Pilzmenge in der jeweiligen 

Probe ist (KARAKOUSIS, 2006).  

2.2.3.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Primerwahl 

Mittlerweile sind PCR-basierte Verfahren bei taxonomischen Untersuchungen und 

Diversitätsanalysen am verbreitetsten (KIRK ET AL., 2004). Die PCR-Methode wurde 

1983 von dem amerikanischen Biochemiker Kary Mullis entwickelt und 1985 erstmals 

veröffentlicht (SAIKI ET AL., 1985). Die PCR ist ein zyklisches Verfahren aus Denatu-

rierung der doppelsträngigen DNA, Anlagerung (Annealing) von sequenzspezifischen 

Oligonukleotiden an die DNA-Einzelstränge und nachfolgender, enzymatischer Ver-

längerung dieser sogenannten Primersequenzen zum Komplementärstrang der Aus-

gangsmatrize. Damit können in kürzester Zeit geringste DNA-Mengen in einer Probe 

so stark vermehrt werden, dass ein visueller Nachweis im Agarosegel möglich wird. 

Neben dieser „klassischen“, qualitativen PCR wurde zudem die sogenannte quantita-

tive PCR (qPCR) entwickelt, die, unter Verwendung von DNA-interkalierenden Fluo-

reszenzfarbstoffen (z.B. SYBR-Green) oder sequenzspezifischen Hybridisierungs-

sonden, in Echtzeit („real-time“) eine Quantifizierung der amplifizierten DNA-Menge 

zulässt (ABBOTT ET AL., 1988; HEID ET AL., 1996). Obwohl zunächst auch als End-

punkt-Analysemethode konzipiert und für eine Aussage hinsichtlich absoluter Quan-
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tität eingesetzt, wird diese mittlerweile häufig für Genexpressionsanalysen (relative 

Quantifizierung) angewendet (VAN GUILDER ET AL., 2008). Sie zeigt hierbei zudem eine 

deutlich höhere Sensitivität als die qualitative PCR (BLACK, 2009). Zur Bestimmung 

der Schimmelpilzexposition entwickelte HAUGLAND UND VESPER (2002) Spezies-spezi-

fische Primerpaare und Hybridisierungssonden für die qualitative und quantitative 

PCR (Mold-specific qPCR; MSQPCR), welche inzwischen in vielen Studien Anwen-

dung finden (MEKLIN ET AL., 2004; KESWANI ET AL., 2005; PIETARINEN ET AL., 2008; 

YAMAMOTO ET AL., 2011). Zudem etablierte VESPER ET AL. (2007B) einen darauf basie-

renden nationalen Index zur Beurteilung des Schimmelbefalls in amerikanischen 

Wohnhäusern (Environmental Relative Moldiness Index; ERMI).  

Für die Untersuchung von Pilzgemeinschaften sind universelle Primerpaare, die 

möglichst alle, jedoch zumindest die meisten Genera und Spezies amplifizieren kön-

nen, notwendig. Analog zur 16S rDNA der Bakterien werden auch bei den Pilzen die 

Abschnitte der ribosomalen DNA (rDNA) als phylogenetische Marker angewendet 

(WOESE ET AL., 1990; STACKEBRANDT UND GOEBEL, 1994; HUGENHOLTZ UND PACE, 

1996; BEGEROW ET AL., 2010; SCHOCH ET AL., 2012). Ein Grund für die präferierte Ver-

wendung der Teilabschnitte der rDNA-Region für Diversitätsanalysen ist die hohe 

Anzahl an Kopien pro haploidem Genom. Diese variiert von 60-90 bei Coprinus 

cinereus („Struppiger Tintling“; CASSIDY ET AL., 1984) von bis zu 251 bei Thanatepho-

rus praticola, anamorph Rhizoctonia solani, ein Pflanzenpathogen bei Zuckerrüben 

und Kartoffeln (VILGALYS UND GONZALEZ, 1990). Dies ist v.a. bei Proben mit geringer 

DNA-Konzentration von Vorteil und wird damit der Vision einer DNA-Barcode-Region 

gerecht (O’BRIEN ET AL., 2005). Die rDNA-Region der Pilze umfasst die Internal 

Transcribed Spacer (ITS)-Region, bestehend aus den Teilregionen ITS1 und ITS2, 

welche durch das 5,8S rRNA Gen voneinander getrennt und von der kleinen riboso-

malen Untereinheit (SSU) der 18S rDNA und von der großen ribosomalen Unterein-

heit (LSU) der 28S rDNA flankiert werden. Die ITS-Region ist hierbei zur Zeit dieje-

nige DNA-Sequenz mit der höchsten Präferenz für die Anwendung zur Identifikation 

sowohl von einzelnen Taxa als auch von Pilzgemeinschaften (HORTON UND BRUNS, 

2001; BRUNS UND SHEFFERSON, 2004; BELLEMAIN ET AL., 2010) und wird mittlerweile, 

analog zu 16S rDNA der Bakterien (STACKEBRANDT UND GOEBEL, 1994), als univer-

seller DNA-Barcode für Pilze postuliert (SCHOCH ET AL., 2012). Ein Grund hierfür ist 

v.a. die hohe Variabilität der ITS1-Region sowie die Variabilität bis Semi-Konserviert-

heit der ITS2-Region (HILLIS UND DIXON, 1991; HERSHKOVITZ UND LEWIS, 1996) gegen-
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über den vergleichsweise konservierten Regionen der 18S und 28S rDNA und der 

stark konservierten 5,8S rDNA. Für phylogenetische Studien wird zwar auch die 18S 

rDNA häufig untersucht, sie weist aber weniger hypervariable Regionen als ihr Ho-

molog 16S rDNA sowie die ITS-Region auf. Die Konserviertheit der Strukturen er-

leichtert allerdings wiederum das Primerdesign für die Amplifikation der ITS-Region. 

Abbildung 2 zeigt die Lage der Zielregion der in dieser Studie eingesetzten Primer. 

Neben den genannten Strukturen gibt es im Bereich der rDNA-Region der Pilze auch 

noch den sogenannten „Intergenic Spacer“ (IGS), der häufig für tRNAs codiert 

(FISHER UND TRIPLETT, 1999), eine hohe innerartliche Sequenzvariabilität aufweist und 

damit vorzugsweise für die Spezies-spezifische Unterscheidung innerhalb eines Ge-

nus Anwendung findet (GUIDOT ET AL., 1999; MARTIN ET AL., 1999).  

 

 

Abbildung 2: Darstellung der ribosomalen DNA der Pilze mit den Zielregionen der eingesetzten 
Primer 

 

Ein nicht zu vernachlässigender Nachteil PCR-basierter Anwendung in der Gemein-

schaftsanalyse ist jedoch die Bevorzugung dominanter Spezies in der Probe 

(MACNAUGHTON ET AL., 1999; KIRK ET AL., 2004). 

2.2.3.2.3 Gelbasierte Nachweisverfahren 

Gelbasierte Nachweisverfahren zur Bestimmung der Pilzdiversität stellen eine 

Sequenz-spezifische, elektrophoretische Auftrennung der negativ-geladenen DNA im 

elektrischen Feld nach vorheriger PCR-Amplifikation dar. Zu den üblicherweise ein-

gesetzten Methoden gehören DGGE/TGGE (MUYZER ET AL., 1993), (T-) RFLP (LIU ET 

AL., 1997; TIEDJE ET AL., 1999) (A)RISA (FISHER UND TRIPLETT, 1999) und PCR-SSCP 

(ORITA ET AL., 1989; SCHWIEGER UND TEBBE, 1998). Gemein haben sie, dass hierbei 

mit universellen Barcode-Primern gearbeitet wird, allerdings eine direkte Zuordnung 
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Gelbande/Pilzspezies nicht möglich und damit eine nachfolgende Sequenzierung der 

Gelbanden unabdingbar ist. Dies liegt hauptsächlich daran, dass teilweise eine 

Bande mehrere, unterschiedliche Sequenzen beinhalten, aber auch eine Spezies in 

mehreren Banden repräsentiert sein kann (ORTÍ ET AL., 1997; GELSOMINO ET AL., 1999; 

SUNNUCKS ET AL., 2000; KORTHALS ET AL., 2008A; KORTHALS, 2009).  

DGGE/TGGE 

Die Denaturierende bzw. Temperatur-Gradienten Gelelektrophorese wurde ur-

sprünglich für die Detektion von Punktmutationen entwickelt (MUYZER ET AL., 1993). 

Hierbei können theoretisch DNA-Sequenzen mit einem Unterschied von nur einer 

Base voneinander getrennt werden (MILLER ET AL., 1999), was jedoch in der Praxis, 

v.a. bei hochdiversen Proben, nicht immer gelingt (GELSOMINO ET AL., 1999). Cha-

rakteristisch für die DGGE-Analyse ist eine GC-Klammer am 5‘-Ende der DNA-

Sequenz, die eine Separation der DNA-Sequenz in ihre Einzelstränge bei steigender 

Konzentration der denaturierend wirkenden Chemikalien verhindert (MUYZER ET AL., 

1993). Kritisch zu betrachten ist hier die reproduzierbare Einstellung des chemischen 

bzw. Temperatur-Gradienten im Polyacrylamidgel (LYAUTEY ET AL., 2003; POWELL ET 

AL., 2003; NUNAN ET AL., 2005; HONG ET AL., 2007; SMALLA ET AL., 2007). Zudem ten-

dieren die Banden teilweise zur Unschärfe (HORI ET AL., 2006; KORTHALS, 2009).  

(T-) RFLP 

Die Methode der Analyse des (Terminalen) Restriktionsfragment-Längenpoly-

morphismus verwendet Restriktionsenzyme, welche die DNA-Sequenz in kurze 

Fragmente schneiden. Die daraus resultierenden, unterschiedlichen Fragmentgrößen 

werden im nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel separiert (LIU ET AL., 1997). Wäh-

rend die RFLP-Analyse jedoch nur eine Aussage über strukturelle Veränderungen 

innerhalb der mikrobiellen Gemeinschaft zulässt, ermöglicht die T-RFLP-Analyse zu-

sätzlich eine Bestimmung der Diversität (TIEDJE ET AL., 1999). Dabei wird der reverse 

Primer mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und nur das terminale Restriktions-

fragment weiter analysiert. (LIU ET AL., 1997). Aufgrund der Automatisierbarkeit zeigt 

diese Methode eine hohe Durchsatzrate sowie eine hohe Reproduzierbarkeit 

(OSBORN ET AL., 2000). Nachteilig sind die generellen Fehlerquellen DNA-basierter 

Verfahren wie DNA-Extraktion, PCR-Amplifikation und Primerauswahl, jedoch auch 

die Tatsache, dass unterschiedliche Restriktionsenzyme unterschiedliche genetische 
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Fingerabdrücke erzeugen und unvollständige enzymatische Verdauungen zu einer 

Überschätzung der Diversität führen können (OSBORN ET AL., 1999).  

(A)RISA 

Ähnlich der (T-)RFLP-Analyse werden bei der (Automatisierten) Ribosomalen Inter-

genic Spacer Analyse genetische Fingerabdrücke erstellt, jedoch in Unabhängigkeit 

von Restriktionsenzymen, sondern durch PCR-Amplifikation des „Intergenic Spacer“ 

(IGS; FISHER UND TRIPLETT, 1999). Zudem werden hier denaturierende Polyacryl-

amidgele (RISA) oder eine Kapillarelektrophorese (ARISA) eingesetzt. Die Banden-

detektion erfolgt entweder über Silberfärbung (RISA) oder automatische Sichtbar-

machung des Fluoreszenz-markierten Vorwärtsprimers (ARISA). Diese Methode ist, 

speziell durch die Automatisierbarkeit, sehr gut reproduzierbar (FISHER UND TRIPLETT, 

1999). Das dabei erhaltene Elektropherogramm gibt die unterschiedlichen Sequenz-

längen des IGS wieder, sodass Unterschiede in der Zusammensetzung einer Pilz-

gemeinschaft detektiert werden können. Bei Pilzen weisen allerdings 69 % der IGS-

Sequenzen eine IGS-Länge von 450 bis 550 bp auf, sodass eine Unterscheidung 

spezifischer Pilzspezies schwierig erscheint (RANJARD ET AL., 2001).  

PCR-Single Strand Conformation Polymorphism (PCR-SSCP) 

Die ursprünglich von ORITA ET AL. (1989) für die Untersuchung von DNA-Polymor-

phismen oder -Punktmutationen entwickelte PCR-SSCP Methode stellt eine 

sequenzspezifische Auftrennung denaturierter DNA-Einzelstränge im nicht-denatu-

rierenden Polyacrylamidgel dar. Der Verdau der doppelsträngigen DNA (dsDNA) zu 

einem DNA-Einzelstrang (ssDNA) erfolgt mit Hilfe einer lambda-Exonuklease, deren 

Ansatzpunkt die Phosphorylierung des Reverse-Primers ist. Auch hier werden gene-

tische Fingerabdrücke durch die Verwendung universeller Primer erstellt, indem die 

unterschiedlichen 3D-Strukturgrößen verschiedener Sequenzen unterschiedlich im 

Gel migrieren. Die Färbung erfolgt meist mittels Silbernitrat (BASSAM ET AL., 1991). 

Das Verfahren lieferte bei der Untersuchung von Bakterien- und Pilzgemeinschaften 

in unterschiedlichen Matrizes wie Bodenproben, Hausstaub und Fleischproben 

bereits in vielen Studien aussagekräftige Ergebnisse (KUMEDA UND ASAO, 1996; 

SCHWIEGER UND TEBBE, 1998, PETERS ET AL., 2000; SCHMALENBERGER ET AL., 2001; 

KUMAR UND SHUKLA, 2004; KORTHALS ET AL., 2008A UND B; EGE ET AL., 2011; DORN-IN, 

2012 UND 2013). Mit dieser Methode können große Mengen an Proben gleichzeitig, 

zuverlässig und schnell, basierend auf Unterschieden in ihrer primären DNA-
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Sequenz (LEE ET AL., 1996), analysiert werden (KIRK ET AL., 2004). Ähnlich wie bei der 

DGGE-Analyse repräsentiert theoretisch eine Gelbande eine Pilzspezies. Allerdings 

können die einzelsträngigen DNA-Sequenzen mehrere stabile Konformationen, 

davon eine dominante, einnehmen (ORTÍ ET AL., 1997; SUNNUCKS ET AL., 2000). 

Dadurch kann sowohl eine Sequenz durch mehrere Banden im Polyacrylamidgel 

repräsentiert werden als auch eine Bande mehrere speziesspezifische Sequenzen 

beinhalten und damit in der Praxis eine Bande nicht immer eine Pilzspezies darstel-

len (TIEDJE ET AL., 1999). Zudem kann bereits ein Basenaustausch zu einer völlig 

anderen 3D-Struktur der einzelsträngigen DNA und, damit verbunden, zu einem 

anderen Laufverhalten im Gel führen (ORITA ET AL., 1989). NUNAN ET AL. (2005) und 

HONG ET AL. (2007) wiesen auf schlechte Reproduzierbarkeitswerte dieser Methode 

hin, was sich jedoch in der Studie von KORTHALS (2009) nicht bestätigte. Abbildung 3 

zeigt eine schematische Darstellung des Ablaufs der PCR-SSCP-Analyse von Mat-

ratzenstaubproben der vorliegenden Studie. 

 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der PCR-SSCP-Analyse 

nach KORTHALS (2009) mit Modifikationen 

 

2.2.3.2.4 Parallelsequenzierung 

Der Begriff „Parallelsequenzierung“ beschreibt eine neue Generation von Sequen-

zierungstechnologien mit der Möglichkeit, unterschiedliche Sequenzen gleichzeitig zu 

ermitteln und damit einen hohen Durchsatz bei niedrigen Kosten zu garantieren. Die 

1975/1977 von SANGER entwickelte und später angepasste Methode nach dem Prin-

zip des Dideoxy-Kettenabbruchs wird noch weiterhin angewendet, ist jedoch für eine 

große Probenanzahl sowie de novo Sequenzierungen nicht mehr die Technologie 

der Wahl (RONAGHI, 2001). Zahlreiche weitere Anwendungen wurden seitdem ent-

wickelt, wie Sequenzierung durch Hybridisierung (BAINS UND SMITH, 1988; KHRAPKO 

ET AL., 1989), direkte Abbildung der DNA-Sequenz durch Atomkraftmikroskopie 
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(HANSMA ET AL., 1991), massenspektrometrische Auflösung (KÖSTER ET AL., 1996), 

verschiedene Verfahren basierend auf Ligation und Spaltung (KÖSTER ET AL., 1991; 

NYREN ET AL., 1993; BRENNER ET AL., 2000), Sequenzierung mittels Kapillarelektropho-

rese (WOOLEY UND MATHIES, 1995), Ionenhalbleiter-Sequenzierung (RUSK, 2011) und 

Pyrosequenzierung (RONAGHI ET AL., 1996 und 1998). Die neuesten Technologien 

und kommerziell erhältlichen Plattformen, welche hieraus entstanden sind und eine 

Parallelsequenzierung zulassen, werden unter dem Begriff „Next-Generation Se-

quencing“ zusammengefasst (VOELKERDING ET AL., 2009; RUSK, 2011). Dazu zählen 

die 454 Technologie (Roche/454 Life Sciences; Pyrosequenzierung), der Genome 

Analyzer (Illumina; Sequenzierung durch Ligation und Spaltung), die SOLiDTM Tech-

nologie (Applied Biosystems; Sequenzierung durch Ligation und Spaltung), die 

HeliScopeTM Sequenzierung (Helicos Bioscience; Einzelmolekül-Sequenzierung 

ohne vorherige Amplifikation) und die Ion TorrentTM Technologie (Life Technologies; 

Ionenhalbleiter-Sequenzierung). Unter diesen verschiedenen Anwendungen zeigte 

bisher die 454 Applikation (MARGULIES ET AL., 2005) die besten Ergebnisse hinsicht-

lich der Sequenzqualität und der Leselänge von 500 bis 700 Basen je nach Geräte-

typ (http://454.com/products/index.asp). Dies schien die anfängliche Vermutung zu 

bestätigen, dass der Einbau natürlicher Nukleotide effizienter ist als sich wiederho-

lende Zyklen von Einbau, Detektion und Spaltung (ROTHBERG UND LEAMON, 2008).  

Aus obigen Gründen wurde die Methode für diese Studie ausgewählt. Das Prinzip 

der Pyrosequenzierung geht auf MELAMEDE (1985) und HYMAN (1988) zurück und 

beschreibt die Messung von freiwerdendem Pyrophosphat (PPi) bei Einbau eines 

Nukleotids durch die Polymerase während der DNA-Synthese. Dieses PPi wird durch 

eine Kaskade von Enzymreaktionen (Abbildung 4) in Licht umgewandelt, welches 

proportional zur Anzahl der eingebauten Nukleotide ist. Das emittierte Licht wird mit-

tels einer ladungsgekoppelten Kamera detektiert. Da jedes Nukleotid einzeln hinzu-

gegeben wird, kann das Lichtsignal spezifisch einer Base zugeordnet werden. Bei 

Vorliegen mehrerer, identischer Basen in Folge steigt die Lichtintensität proportional 

an (RONAGHI, 2001).  
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Abbildung 4: Darstellung des Ablaufs der 454 Pyrosequenzierung von spezifischen Amplikons; 
nach MARDIS (2008) mit leichten Modifikationen 

 

Bei der 454 Technologie handelt es sich um eine Festphasen-Pyrosequenzierung mit 

DNA-Einzelsträngen an magnetischen Streptavidin-Beads auf einer PicoTiterPlateTM 

(RONAGHI ET AL., 1996; MARGULIES ET AL., 2005). Es werden zwei verschiedene 

Herangehensweisen – Gesamtgenom- („Shotgun“) und Amplikonansatz (PCR-Pro-

dukt) – unterschieden. Da in dieser Studie nur Amplikons sequenziert wurden, soll im 

Folgenden näher darauf eingegangen werden. Der Ablauf gliedert sich jeweils in drei 

Abschnitte: 1. Herstellung der Probenbibliothek (PCR-Amplifikation mit speziellen 

„Amplicon Fusionprimer“ inklusive spezifischen Adaptoren für die Bead-Fragment-

Kopplung und Aufreinigung), 2. Emulsions-PCR (Ein-Bead-ein-Fragment-Reaktion) 

und 3. Sequenzierung (ROTHBERG UND LEAMON, 2008). Der Ablauf der 454 Pyro-

sequenzierung ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt. Mögliche Fehlerquellen 

sind eine Bindung mehrerer unterschiedlicher Fragmente an ein Bead, sodass durch 

die Kamera kein reines, Fragment-spezifisches Signal detektiert werden kann (HUSE 

ET AL., 2007). Außerdem können in jedem Zyklus leichte Veränderungen in der un-

vollständigen Synthese des Komplementärstrangs auftreten, wenn nicht alle Rea-

genzien nach jedem Zyklus vollständig entfernt werden (MARGULIES ET AL., 2005). Der 

häufigste Fehler ist jedoch eine Über- oder Unterschätzung der Länge von Homo-

polymeren (Abfolge mehrerer, identischer Basen) in Folge des Grenzwerts der 
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Lichtintensität, ab der ein Nukleotideinbau als gegeben angesehen wird. Dies führt 

zu Insertionen oder Deletionen von Basen, wodurch nicht die exakte Anzahl an iden-

tischen Basen durch das System erkannt wird (QUINLAN ET AL., 2008).  

Die 454 Technologie ist momentan die am häufigsten genutzte Methode des „Next-

Generation Sequencing“. Allein zwischen 2005 und 2008 wurde die ursprüngliche 

Beschreibung der Technologie (MARGULIES ET AL., 2005) knapp 600-mal zitiert und 

über 100 begutachtete Publikationen mit unterschiedlichsten Fragestellungen (u.a. 

Humangenetik, Metagenomik, Ökologie und Evolution) wurden veröffentlicht 

(ROTHBERG UND LEAMON, 2008). Vermehrt werden nun auch mikrobielle Diversitäts-

studien publiziert (PITKÄRANTA ET AL., 2011; NONNENMANN ET AL., 2012). Inwieweit eine 

exakte Abbildung der tatsächlichen Diversität hinsichtlich einer quantitativen Aussage 

mit Hilfe der neuen Technologien möglich ist, wird derzeit noch diskutiert (AMEND ET 

AL., 2010A; PITKÄRANTA ET AL., 2011).  
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

Im Folgenden werden die für die Methodenentwicklung und -validierung eingesetzten 

Pilzspezies, das Probenmaterial sowie die verwendeten technischen Geräte, Ver-

brauchsmaterialien, Chemikalien und die Herstellung der Gebrauchslösungen darge-

stellt und erläutert. 

3.1.1 Pilzspezies 

Zur Methodenentwicklung und -validierung wurden 38 Pilzspezies ausgewählt, die 

als häufige Vertreter in der Umwelt allgemein sowie in Staubproben im Speziellen – 

im Haus bzw. im Stall – bekannt sind (LUSTGRAAF, 1978; WASSENAAR, 1988; BEGUIN 

UND NOLARD, 1996; O’CONNOR ET AL., 2004; NORMAND ET AL., 2009; EGE ET AL., 2011; 

RINTALA ET AL., 2012). Die Isolate stammten von der Deutschen Sammlung für Mikro-

organismen und Zellkulturen (DSMZ) oder aus dem internen Stammkorb des Lehr-

stuhls für Tierhygiene der Technischen Universität München. Die verwendeten Spe-

zies und deren Herkunft sind in Tabelle 4 aufgelistet. Die Reinheit und Identität des 

Genus/der Spezies wurden makroskopisch und mikroskopisch kontrolliert. 

 

Tabelle 4: Zur Methodenentwicklung und -validierung eingesetzte Pilzarten 

Pilzart Stammnummer Herkunft / Literatur 

Acremonium strictum DSM 3567 GAMS, 1971 

Alternaria sp. V9 Stammkorb, unbekannt 

Alternaria alternata DSM 1102 SAWAMURA, 1976 

Aspergillus clavatus A1 Stammkorb, Eigenisolat aus Futtermittel 

Aspergillus flavus A2 Stammkorb, unbekannt 

Aspergillus fumigatus A7 Stammkorb, Isolat aus Futtermittel 

Aspergillus glaucus A15 Stammkorb, Isolat aus Futtermittel 

Aspergillus niger A14 Stammkorb, Isolat aus Futtermittel 

Aspergillus versicolor A13 Stammkorb, Isolat aus Futtermittel 

Aspergillus versicolor DSM 1943 WICKLOW ET AL., 1981 
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Fortsetzung Tabelle 4: Zur Methodenentwicklung und –validierung eingesetzte Pilzarten 

Pilzart Stammnummer Herkunft / Literatur 

Aureobasidium pullulans V4 Stammkorb, Isolat von Fensterrahmen 

Aureobasidium pullulans DSM 2404 KLAUSMEIER, 1972 

Chaetomium sp. V19 Stammkorb, Isolat aus Matratzenstaub 

Chrysonilia sp. V11 Stammkorb, Isolat aus Stallstaub 

Cladosporium sp. V8 Stammkorb, unbekannt 

Cladosporium herbarum DSM 63422 Isolat von Holztür, Deutschland 

Epicoccum sp. V18 Stammkorb, unbekannt 

Eurotium sp. A3 Stammkorb, Isolat aus Silage 

Eurotium amstelodami DSM 62629 Isolat von Prunus armeniaca, Spanien 

Eurotium chevalieri DSM 62630 Isolat von Prunus armeniaca, Spanien 

Eurotium rubrum DSM 62631 Isolat von Prunus armeniaca, Spanien 

Fusarium sp. F8 Stammkorb, Isolat aus Futtermittel 

Fusarium culmorum F7 Stammkorb, unbekannt 

Moniliella sp. V10 Stammkorb, Isolat aus Stallstaub 

Mucor spinosus M6 Stammkorb, unbekannt 

Penicillium brevicompactum P12 Stammkorb, unbekannt 

Penicillium chrysogenum P1 Stammkorb, Dissertation Prof. Bauer 

Penicillium chrysogenum DSM 844 RAPER UND THOM, 1949 

Rhizopus peca M3 Stammkorb, unbekannt 

Saccharomyces cerevisae DSM 70451 MEYEN, 1838 (ohne Referenz) 

Stachybotrys sp. Stamm I S5 Stammkorb, Isolat von Tapete 

Stachybotrys sp. Stamm II S6 Stammkorb, Isolat von Rigips 

Stachybotrys chartarum S1114 S7 Stammkorb, unbekannt 

Stachybotrys chartarum S1495 S8 Stammkorb, unbekannt 

Trichoderma sp. V3 Stammkorb, Isolat aus Matratzenstaub 

Trichothecium roseum V6 Stammkorb, Isolat aus Stallluft 

Wallemia sp. W1 Stammkorb, Isolat aus Futtermittel 

Wallemia sebi DSM 5329 Isolat von Papiercontainer, Deutschland 
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3.1.2 Probenmaterial 

Für das Forschungsvorhaben wurden Staubproben (Matratzen- und Stallstaub) als 

Probenmaterial verwendet. Für die Entwicklung und Validierung der Methoden wur-

den Matratzenstaubproben von Erwachsenen aus dem Raum München gesammelt 

und randomisiert gemischt. Je eine Hühnerstall- (Stallboden) und Schweinestallprobe 

(Fenstersims) stammten von der Versuchsstation Thalhausen der Technischen Uni-

versität München (TUM), eine Kuhstall- (Fenstersims) und drei Matratzenstaub-

proben vom Gut Achselschwang der Bayerischen Landesanstalt für Landwirtschaft 

(LfL). Die Probensammlung erfolgte mittels eines sterilen Spatels bei den Stallstaub-

proben und eines handelsüblichen Handstaubsaugers bei den Matratzenstaubproben 

(KORTHALS ET AL., 2008A; EGE ET AL., 2011). 

Zur Bestimmung der Diversität der Pilzexposition bei Bauernhofkindern und zur Iden-

tifizierung von potenziell Asthma-protektiven und -induzierenden Schimmelpilzen 

wurde eine stratifizierte Stichprobe von 844 Matratzenstaubproben von Schulkindern, 

die an der europaweiten GABRIEL-Studie (Phase 3; GENUNEIT ET AL., 2011) teilnah-

men, untersucht. Die Stichprobe stammte aus Bayern, Deutschland. Die Proben ge-

hörten hierbei drei Strata sowie insgesamt sechs Teilgruppen (bezüglich Gesund-

heitsstatus) – davon vier Hauptgruppen – an (Abbildung 5). Der zugrundeliegende 

Gesundheitsstatus und die sozialen Bedingungen der Kinder wurden per Frage-

bogen unter Berücksichtigung ethischer Richtlinien erfasst. Bei der Studie handelte 

es sich um eine Blindstudie; die Herkunft der einzelnen Probe und der Gesundheits-

status des betreffenden Kindes waren bei der Durchführung der Studie unbekannt 

und wurde erst im Rahmen der statistischen Auswertung offengelegt. Die Sammlung 

der Staubproben erfolgte nach einem bewährten Protokoll (SCHRAM-BIJKERK ET AL., 

2005). Der Staub wurde anschließend in 50 und 100 mg Portionen aliquotiert und bei 

-20°C gelagert. 
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Abbildung 5: Übersicht des Hintergrunds der GABRIEL-Matratzenstaubproben bezüglich 
Quelle und Gesundheitsstatus der Schulkinder 

 

 

3.1.3  Technische Geräte 

Folgende Geräte wurden verwendet (Tabelle 5). 

 

Tabelle 5: Übersicht über die verwendeten, technischen Geräte 

Bezeichnung Hersteller, Typ- / Kat.-Nummer 

Abzug, extern belüftet PRUTSCHER LABORATORY SYSTEMS 

Abzug, intern belüftet KENDRO, HS 12 

Analysenwaage SARTORIUS, R200D 

Brutschrank MEMMERT, U40 

Elektrophoresekammer für Agarosegele PEQLAB, 40-1214 

Elektrophoresekammer für 

Polyacrylamidgele 

PEQLAB, 45-2020-i 

Färbewannen HEILAND, 420-575 

Finnpipette (1 – 5 mL) VWR, 613-2520 

Flockeis-Automat SCOTSMAN, AF80 

Homogenisator IKA® Ultra Turrax® Tube Disperser 

QIAGEN, Tissue Lyzer II, 85300 

Proben 844 Matratzenstaubproben

Strata Exponierte 
Bauern

Nicht-
exponierte 

Bauern

Nicht-
exponierte 

Nicht-Bauern

Gesundheits-
status

Mit 
diagnostiziertem 

Asthma

Ohne 
Asthma

Mit 
diagnostiziertem 

Asthma

Ohne 
Asthma
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Fortsetzung Tabelle 5: Übersicht über die verwendeten, technischen Geräte 

Bezeichnung Hersteller, Typ- / Kat.-Nummer 

Kälte-Umwälzthermostat WITEG Labortechnik, Wise Circu 

Laborschüttler CARL ROTH, Probenröhrchen-Rotator 

Labquake, PL27.1 

LightCylcer, 96-well ROCHE, LightCycler® 480 

LightCycler, Glaskapillaren ROCHE, LightCycler® 2.0 

Magnetic Particle Concentrator INVITROGEN, 123-21D 

Magnetrührer, temperierbar HEIDOLPH, MR3001K, 504-10100-00-1 

Mikroskop LEITZ, Aristoplan 

Mikrozentrifuge EPPENDORF MiniSpin 

Mikrowelle BAUKNECHT 

Multipette EPPENDORF, Multipette plus 

Next Generation Sequencer ROCHE, GS JuniorTM 

Pipetten Eppendorf Research  

(0,5–10 µL; 10–100 µL; 100–1000 µL) 

VWR 

(613-3583; 613-3585; 613-3587) 

Scanner AGFA, Arcus 1200 

Schüttler NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC CO., G10 

Gryotory® Shaker 

Software GelCompar® II APPLIED MATHS 

Spannungsgerät für Agarosegele PEQLAB, EV 243 

Spannungsgerät für Polyacrylamidgele PEQLAB, EV 243 

Spektrophotometer PEQLAB, NanoDrop® ND-1000 

Thermocycler BIOMETRA, TRIO ThermoblockTM, 9704043 

                     TRIO Heated Lid, 9703033 

BIOMETRA, T3000 Thermocycler, 2807237 

APPLIED BIOSYSTEMS, ABI 2720 (96-well) 

Thermomixer EPPENDORF, Comfort 535502652 

Tischzentrifuge VWR, Galaxy 16 DH 

HETTICH, Mikro 200 

Vakuumpumpe KURT NEUBERGER KG, NV 25.3 

Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries G-560 E 

Vortexadapter MOBIO, 13000-V1 

Waage OHAUS, ScoutTM PRO SPU402 
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Fortsetzung Tabelle 5: Übersicht über die verwendeten, technischen Geräte 

Bezeichnung Hersteller, Typ- / Kat.-Nummer 

Wasserbad GFL, Typ1013, 10564598 I 

Wellkamm für Agarosegele PEQLAB, 40-1214-20D 

Wellkamm für Polyacrylamidgele eigene Schablone aus PTFE-Folie (0,4 mm); 

Fertigung Universität Duisburg Essen, FB Wonder wedge separation tool NOVODIRECT, SE1514 

Zentrifugen HERMLE, Typ Z383 Nr. 30050017 

HERAEUS, Biofuge 28RS 

 

3.1.4 Verbrauchsmaterial 

In Tabelle 6 sind die Verbrauchsmaterialien alphabetisch aufgelistet. 

 

Tabelle 6: Übersicht über das verwendete Verbrauchsmaterial 

Bezeichnung Hersteller, Kat.-Nummer 

96-well Platten, semi-skirted EPPENDORF, 0030128575 

96-well Platten, weiß, LightCycler® 480 ROCHE, 04729692001 

AMPure XP 5 mL Kit BECKMAN COULTER, A63880 

Cap Stripes PEQLAB, 82-0784-A 

Combitips Plus (5 mL), steril EPPENDORF, 0030069250 

Einmalspritzen (20 mL) VWR, 6120118 

Filterpipettenspitzen 

(10 µL; 100 µL; 1000 µL) 

SARSTEDT, 

70.1115.410; 70.760.412; 70.762.411 

GenEluteTM PCR Clean-up Kit SIGMA, NA1020-1KT 

GenEluteTM Plant Genomic DNA  

Miniprep Kit 

SIGMA, G2N70-1KT 

Glaskapillaren, LightCycler® 2.0 ROCHE, 04929292001 

Glass beads, 212 – 300 µm SIGMA, G9143-500G 

Glasplatte, 20x20 cm Glaserei Kraml, Freising 

Glasplatte, ausgeschnitten, 20x20 cm PEQLAB, 45-2020-20R 

GS JuniorTM emPCR Kit (Lib-L)  ROCHE, 5996481001 

GS JuniorTM Maintenance Wash Kit ROCHE, 5889111001 
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Fortsetzung Tabelle 6: Übersicht über das verwendete Verbrauchsmaterial 

Bezeichnung Hersteller, Kat.-Nummer 

GS JuniorTM Maintenance Wash Kit ROCHE, 5889111001 

GS JuniorTM PicoTiterPlateTM Kit ROCHE, 5996619001 

GS JuniorTM Sequencing Kit ROCHE, 5996554001 

Nitrilhandschuhe GENAXXON, M6140.100M 

Oligonucleotide, NGS MWG OPERON 

Oligonucleotide, PCR METABION 

Petrischalen SARSTEDT, 82.1472 

Pipettenspitzen, (1-5 mL) VWR, 612-1484 

PowerSoilTM DNA Isolation Kit MOBIO Laboratories, Inc., 12888-50 

PP-Teströhrchen (15 mL; 50 mL) GREINER bio-one, 188271; 227261 

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, 28704 

Reaktionsgefäße  

(0,2 mL; 0,5 mL; 1,5 mL; 2,0 mL) 

SARSTEDT, 

72.991.002; 72.735.002; 72.690; 72.695 

Skalpellklingen Henry Schein, 7827702 

Spritzenvorsatzfilter (steril) ZEFA, Z.3210745 

Untersuchungshandschuhe, Gr. M VWR, 112-2361 

Vernichtungsbeutel SARSTEDT, 86.1197 

 

3.1.5 Chemikalien 

Im Folgenden (Tabelle 7) werden die verwendeten Chemikalien aufgeführt. 

 

Tabelle 7: Übersicht über die verwendeten Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller, Kat.-Nummer 

100 bp DNA ladder NEB, N3231L 

Agar-Agar MERCK, 1.01614.1000 

Ammoniumacetat SIGMA, ‚A1542 

APS ICN Biomedicals Inc., 802829 

Bind Silane APPLICHEM, A3797 
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Fortsetzung Tabelle 7: Übersicht über die verwendeten Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller, Kat.-Nummer 

Borsäure APPLICHEM, A3581.1000 

Bromphenolblau MERCK, 1.08122.0025 

Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) SIGMA, C0549-1QT 

Chlortetracyclin-HCl  ICN, 190327 

CTAB APPLICHEM, A6284.0100 

DG18-Agarbasis OXOID, CM729 

dNTP-Mix QIAGEN, 201901 

EDTA MERCK, 1.08454.0250 

Essigsäure VWR, 1.00063.2511 

Ethanol VWR, 1.00983.2511 

Ethidiumbromid SIGMA, E-8751 

FastStart Hifi PCR System ROCHE, 4738292001 

FastStart SYBR Green Master ROCHE, 04673484001 

Ficoll 400 MERCK, 341691-250GM 

Formaldehydlösung SIGMA, F8775 

Formamide MERCK, 344206-L 

GenAgarose LE GENAXXON, M3044.0500 

Glykogen INVITROGEN, 10814-010 

HCl MERCK, 1.00319.1000 

HotStarTaq DNA Polymerase QIAGEN, 203203 

Isopropanol, 100 % VWR, 1.09634.2511 

λ-Exonuklease NEB, M0262S 

LightCycler® FastStart DNA Master 

SYBR Green I 

ROCHE, 03003230001 

Lysozym SIGMA, L-6876 

Magnesiumacetat SIGMA, M5661 

MDE® Gel Solution LONZA, 50620 

NaCl MERCK, 1.06400.1000 

Na2EDTA MERCK, 1.08454.0250 
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Fortsetzung Tabelle 7: Übersicht über die verwendeten Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller, Kat.-Nummer 

Na2CO3 SIGMA, S7795 

NaOH, 10 N FISHER SCIENTIFIC, 10488790 

Natriumthiosulfat SIGMA, F7026 

Nuklease-freies Wasser PROMEGA, P1193 

Penicillin / Streptomycin Sulfate SIGMA, S-6501 

Proteinase K GENAXXON, M3036.0100 

Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay INVITROGEN, P7589 

Repel Silane APPLICHEM, A0818 

Sabouraud-2 % Glucose-Agar MERCK, 1.07315.0500 

SDS SIGMA, L-4390-25G 

Silbernitrat SIGMA, S7276 

TEMED APPLICHEM, A1148.0100 

Tris-Base MERCK, 1.08382.2500 

Triton-X 100 SIGMA, T-9234 

Tween20, 100 %, flüssig FISHER SCIENTIFIC, 10113103 

Xylene Cyanol SIGMA, X4126 

 

3.1.6 Herstellung der Gebrauchsmedien 

Für die Herstellung der Gebrauchsmedien wurden die Chemikalien aus Tabelle 7 

verwendet. Die Zusammensetzung wird im Folgenden näher erläutert. 

3.1.6.1 Nährmedien 

DG18-Agar (Dichloran-Glycerin) 

DG18-Agarbasis 31,5 g OXOID, CM729 

Agar-Agar 2,0 g MERCK, 1.01614.1000 

Glycerin 220,0 g MERCK, 1.04092.2500 

Ad 1 L bidest H2O, autoklavieren   

Zugabe von 10 mL Antibiotikum (200 g Chlortetracyclin-HCl (ICN, 190327), ad 

100 mL bidest. H2O 
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Sabouraud-2 %-Glucose-Agar 

Sabouraud-2 %-Glucose-Agar 47 g MERCK, 1.07315.0500 

Agar-Agar 2 g MERCK, 1.01614.1000 

Ad 1 L bidest. H2O, autoklavieren   

Zugabe von 10 mL Antibiotikum (2,395 g Penicillin G, 0,4 g Streptomycin Sulfate 

(SIGMA, S-6501), ad 100 mL bidest. H2O), sterilfiltriert 

95 mL  

Spezifische Nährmedien der DSMZ (http://www.dsmz.de) 

Haferflockenagar  DSMZ-Medium 189 

Kartoffel-Dextrose-Agar  DSMZ-Medium 129 

Medium für osmophile Pilze  DSMZ-Medium 187 

Tomatensaft-Agar  DSMZ-Medium 310 

Universales Hefemedium  DSMZ-Medium 186 

 

3.1.6.2 Molekularbiologische Gebrauchslösungen 

1x TE-Puffer 

Tris 10 mM MERCK, 1.08382.2500 

EDTA 1 mM MERCK, 1.08454.0250 

HCl (pH 8,0)  MERCK, 1.00319.1000 

Ad 1 L bidest. H2O, autoklavieren   

 

10x TBE für Agarose- und Polyacrylamidgele 

Tris 108 g MERCK, 1.08382.2500 

Borsäure 55 g APPLICHEM, A3581.1000 

EDTA (pH 8,0) [0,5 M] 40 mL MERCK, 1.08454.0250 

Ad 1 L bidest. H2O   
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Bind-Silane-Lösung 

Ethanol (96 %) 10 mL VWR, 1.00983.2511 

Essigsäure (96 %) 100 µL VWR, 1.00063.2511 

Bind Silane 100 µL APPLICHEM, A3797 

(3-Methacryloxypropyltrimethooxysilan)   

 

“Crush and Soak”-Puffer zur Elution der DNA aus dem Polyacrylamidgel 

Ammoniumacetat 0,5 M SIGMA, A1542 

Magnesiumacetat 10 mM SIGMA, M5661 

Na2EDTA 1 mM MERCK, 1.08454.0250 

SDS 0,1 % SIGMA, L-4390-25G 

 

0,2 M CTAB – 0,5 M NaCl für DNA-Extraktion (CTAB-NaCl) 

CTAB 3,6446 g APPLICHEM, A6284.0100 

NaCl 1,461 g MERCK, 1.06400.1000 

Ad 50 mL bidest. H2O   

 

Entwicklerlösung für SSCP-Gele 

Na2CO3 33,75 g SIGMA, S7795 

Formaldehydlösung, 37 % 1,2 mL SIGMA, F8775 

Natriumthiosulfat, 0,2 % 600 µL SIGMA, F7026 

bidest. H2O 600 mL  

 

Färbelösung für SSCP-Gele 

AgNO3 0,5 g SIGMA, S7276 

Formaldehydlösung, 37 % 750 µL SIGMA, F8775 

bidest. H2O 500 mL  
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Ladepuffer für Agarosegele 

Ficoll 400 2,5 g MERCK, 341691-250GM 

Na2EDTA 0,5 mL MERCK, 1.08454.0250 

Bromphenolblau, 4 % 0,25 mL MERCK, 1.08122.0025 

Ad 10 mL bidest. H2O   

 

Ladepuffer für SSCP-Gele 

NaOH 0,04 g MERCK, 1.06498.1000 

Xylene Cyanol 0,25 g SIGMA, X4126 

Bromphenolblau 0,25 g MERCK, 1.08122.0025 

Formamid 95 mL MERCK, 344206-1L 

bidest. H2O 5 mL  

 

SSCP-Polyacrylamidgellösung 

 MDE-Konzentration 

 31,2 % 35,0 % 40,0 % 45,0 % 

bidest. H2O 14,7 mL 13,75 mL 12,5 mL 11,25 mL 

10x TBE 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL 

2x MDE 7,8 mL 8,75 mL 10,0 mL 11,25 mL 

TEMED 24 µL 24 µL 24 µL 24 µL 

40%iges APS 60 µL 60 µL 60 µL 60 µL 

 25 mL 25 mL 25 mL 25 mL 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Allgemeine mikrobiologische Methoden 

3.2.1.1 Anzucht der Pilzstämme 

Alle Stammkorbspezies (Lehrstuhl für Tierhygiene, TUM; Tabelle 4) wurden durch 

Inokulation für mindestens sieben Tage bis zur Sporulation auf Sabouraud-2 % Glu-

cose-Agar (SABOURAUD, 1892; ODDS, 1991) kultiviert. Verschiedene Wallemia spp. 

wurden auf DG18-Agar (HOCKING UND PITT, 1980) angezüchtet; für die DSMZ-

Stämme wurde das empfohlene Medium verwendet. Nach Aufnahme der DSMZ-

Stämme in die Stammsammlung des Lehrstuhls für Tierhygiene (Kultur auf 

Sabouraud-2 % Glucose-Agar) wurden diese wie die Stammkorbspezies behandelt. 

Die Medienzusammensetzung für Sabouraud-2 % Glucose-Agar und DG18-Agar ist 

unter Punkt 3.1.6.1 beschrieben. Für die Referenzstämme DSM 1943 / DSM 2404 / 

DSM 63422 und DSM 844 (für Pilzbezeichnung s. Tabelle 4) wurde Kartoffel-Dex-

trose-Agar (DSMZ-Medium 129), für DSM 70451 Universales Hefemedium (DSMZ-

Medium 186), für DSM 62629 / DSM 62630 / DSM 62631 und DSM 5329 das 

Medium für osmophile Pilze (DSMZ-Medium 187), für DSM 3567 Haferflocken-Agar 

(DSMZ-Medium 189) sowie für DSM 1102 Tomatensaft-Agar (DSMZ-Medium 310) 

verwendet. 

Die Pilze wurden unter Zugabe von 5 mL sterilem Wasser mit Hilfe eines Dri-

galskispatels abgenommen und die, neben Hyphenbestandteilen, überwiegend aus 

Sporen bestehenden Suspensionen bis zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert.  

3.2.1.2 Einstellung der Sporendichte 

Die Sporenkonzentration wurde mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer be-

stimmt und die Sporendichte mittels einer Verdünnungsreihe eingestellt. Hyphen-

bestandteile in der Sporensuspension wurden nicht berücksichtigt. Die genauen 

Sporenkonzentrationen sind in der jeweiligen Versuchsbeschreibung aufgeführt. 
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3.2.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden 

3.2.2.1 Polymerase-Chain-Reaction-Single-Strand-Conformation-Polymor-

phism (PCR-SSCP) Basismethode  

Zur Untersuchung von Pilzgemeinschaften auf Gattungs- bzw. Speziesebene wurde 

das PCR-SSCP-Verfahren angewendet. Dabei wird im Prinzip wie folgt 

vorgegangen: 

1. Extraktion der DNA aus dem Probenmaterial 

2. Amplifikation eines Pilz-spezifischen DNA-Abschnitts (18S rDNA, 28S rDNA, 

ITS Region) mit „Universalprimern“; der Reverse-Primer wird hierbei mit einer 

5‘-Phosphorylierung versehen 

3. Überprüfung der PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese 

4. Aufreinigung der PCR-Produkte 

5. Quantifizierung der DNA-Konzentration 

6. Verdau des Phosphat-markierten DNA-Strangs mit Hilfe einer λ-Exonuklease 

7. Aufreinigung der einzelsträngigen DNA 

8. Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur größenabhängigen Trennung der DNA-

Einzelstrang-Strukturen (nach Denaturierung und Renaturierung der einzel-

strängigen DNA in eine dreidimensionale Struktur) 

9. Färbung der Banden mit Silbernitrat 

10. Auswertung der Bandenprofile mit Hilfe der GelCompar® II Software 

11. Aufreinigung ausgewählter Banden aus dem Polyacrylamidgel („Crush and 

Soak“), Sequenzierung der DNA und Abgleich der Sequenzierergebnisse mit 

Datenbankeinträgen 

 

3.2.2.1.1 DNA-Extraktion 

Zur Extraktion der DNA aus Reinkulturen und der Matrix Staub wurden zwei kom-

merziell erhältliche Kits – der PowerSoilTM DNA Isolation Kit (MOBIO) und der 

GenEluteTM Plant Genomic DNA Miniprep Kit (SIGMA) – sowie parallel dazu das 

CTAB-Extraktionsverfahren (Cetyltrimethylammoniumbromid) vergleichend ange-



MATERIAL UND METHODEN   45 

wendet (Tabelle 8). Für die Methodenentwicklung und -validierung wurden die kom-

merziellen Verfahren dabei gemäß den Herstellerangaben mit 500 µL Sporensus-

pension durchgeführt. Im Vorfeld der GenEluteTM Extraktion wurde die Sporenzell-

wand durch Zugabe von 0,5 g Glass beads (Durchmesser: 212-300 µM; SIGMA) und 

durch Schütteln für 1 min bei 30 Hz (Tissue Lyzer II, QIAGEN) destabilisiert. Die 

CTAB-Methode wurde gemäß KORTHALS ET AL., 2008A, mit wenigen Modifikationen 

angewandt: nach Zentrifugation von 500 µL Sporensuspension bei 10.000 x g für 

10 min wurde das Pellet in 500 µL TE-Puffer (pH 8,0) resuspendiert und im An-

schluss analog zur GenEluteTM Methode die Zellwand vorab mittels Glass beads auf-

geschlossen.  

Im Rahmen der Durchführung der Endmethode mit der Matrix Staub wurden 50 mg 

der jeweiligen Staubprobe für die DNA-Extraktion (s. Punkt 3.2.3.2.3) verwendet. 

Waren bei Matratzenstaubproben der GABRIEL-Studie weniger als 50 mg Proben-

material vorhanden, wurde die gesamte zur Verfügung stehende Menge eingesetzt. 

Die detaillierten Extraktionsprotokolle sind den Flussdiagrammen im Anhang B1 zu 

entnehmen. Die DNA-Extrakte wurden bis zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert. 

 

Tabelle 8: Angewandte DNA-Extraktionsverfahren 

 

Extraktions- 

verfahren 

Anwendung für 

Reinkulturen Methoden-

entwicklung 

Methoden-

validierung 

Durchführung 

Endmethode 

PowerSoilTM DNA 

Isolation Kit 
+ + + + 

GenEluteTM Plant 

Genomic DNA 

Miniprep Kit 

+ + + - 

CTAB-Methode + + + - 

 

3.2.2.1.2 PCR 

Die Amplifikation der DNA-Extrakte erfolgte in zwei Thermocyclern der Firma BIO-

METRA. Die Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes ist in Tabelle 9 dargestellt. Für 

Untersuchungen der Amplifizierbarkeit von Pilzreinkulturen (Einfachansatz) wurde 
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ein Ansatzgesamtvolumen von 25 µL verwendet; für Sequenziervorbereitungen 

sowie PCR-SSCP-Analyse wurde ein Reaktionsgesamtvolumen je Probe von 150 µL 

(50 µL-Dreifachansatz) eingesetzt. Je PCR-Lauf wurden eine Positivkontrolle (DNA-

Extrakt einer Pilzreinkultur) und eine Negativkontrolle (Nuklease-freies Wasser 

anstatt eines DNA-Templates) eingesetzt. Die verwendeten Primer und die exakten 

PCR-Bedingungen sind in den jeweiligen Versuchsbeschreibungen aufgeführt. 

 

Tabelle 9: Reagenzien pro PCR-Ansatz 

Reagenzien Menge [µL]  Menge [µL]  

Nuklease-freies Wasser 20,88 41,75 

10x Puffer inkl. 15 mM MgCl2 2,5 5,0 

dNTPs [je 10 mM] 0,5 1,0 

Primer 1 [50 µM] 0,25 0,5 

Primer 2 [50 µM] 0,25 0,5 

HotStarTaq DNA Polymerase [5 U/µL] 0,125 0,25 

DNA-Template 0,5 1,0 

Gesamtvolumen 25 µL 50 µL 

 

3.2.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese 

Die PCR-Produkte wurden in einem 1%igen Agarosegel in 0,5 x TBE-Puffer und mit 

Hilfe von Ethidiumbromid visualisiert. 

3.2.2.1.4 Aufreinigung der PCR-Produkte 

Zur Entfernung von überschüssigen Primern und Verunreinigungen wurden die Am-

plifikate mittels GenEluteTM PCR Clean-up Kit (SIGMA) nach Herstellerangaben ge-

reinigt. Das Protokoll ist im Anhang B2 dargestellt. Bis zur Weiterverwendung wurden 

die Proben bei -20°C gelagert. 

3.2.2.1.5 Quantifizierung der DNA-Konzentration 

Die Quantifizierung der DNA-Konzentration wurde mit einem NanoDrop® ND-1000 

Spektrophotometer durchgeführt. Die Proben wurden im Anschluss auf eine einheit-
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liche DNA-Menge von 400 ng in 26 µL Gesamtvolumen eingestellt und bis zur Wei-

terverwendung bei -20°C gelagert. 

3.2.2.1.6 λ-Exonuklease-Verdau 

Um DNA-Einzelstränge zu erhalten, wurde der phosphorylierte DNA-Strang mittels 

einer λ-Exonuklease „verdaut“. Die Zusammensetzung des Ansatzes je Probe 

(40 µL) ist Tabelle 10 zu entnehmen. Der Verdau erfolgte bei 37°C für 45 min. 

 

Tabelle 10: Reagenzien für λ-Exonuklease-Verdau pro Ansatz 

Reagenzien Menge [µL] 

Nuklease-freies Wasser 9,5 

λ-Exonuklease-Puffer, 10x 4,0 

λ-Exonuklease [5 U/µL] 0,5 

PCR-Produkt [400 ng] 26,0 

Gesamtvolumen 40 µL 

 

3.2.2.1.7 Aufreinigung der Einzelstrang-DNA 

Zum Abbruch des λ-Exonuklease-Verdaus und zur Entfernung der Exonuklease 

wurde der GenEluteTM PCR Clean-up Kit (SIGMA) nach Herstellerangaben mit 

leichten Modifikationen (DNA-Elution mit 20 µL Elutionspuffer) verwendet. Das Pro-

tokoll ist im Anhang B2 dargestellt. Bis zur Weiterverwendung wurden die Proben bei 

-20°C gelagert. 

3.2.2.1.8 Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Zur sequenzabhängigen Trennung der DNA-Einzelstränge wurde eine vertikale Poly-

acrylamid-Gelelektrophorese in einem PerfectBlue Dual Gel System Twin L 

(PEQLAB) mit 0,4 mm Spacern und Kämmen (20 Zähne) durchgeführt. Die Be-

standteile des nativen (nicht-denaturierenden) Polyacrylamidgels waren bidest. H2O, 

10-fach-konzentrierter TBE-Puffer und 2-fach-konzentrierte Mutation-Detection-En-

hancement-Lösung (MDE). Nach Sterilfiltration der drei Komponenten mit einem 

0,45 µm Sterilfilter wurden anschließend Tetramethylethylendiamin (TEMED) und 

40%iges Ammoniumpersulfat (APS) für die Polymerisation hinzugegeben. Da durch 
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eine Variation der Reagenzien die Trennleistung des Gels beeinflusst wird, sind die 

jeweiligen Mengenangaben in der speziellen Versuchsbeschreibung aufgeführt. Die 

Trennung der DNA-Einzelstränge erfolgte bei einer Spannung von 400 V und einer 

kontrollierten Temperatur von 20°C. Die Dauer der elektrophoretischen Trennung 

wurde während der Methodenentwicklung evaluiert; deshalb sind die Variationen in 

der jeweiligen Versuchsbeschreibung dargestellt.  

Die gereinigten DNA-Einzelstränge (400 ng DNA) wurden gemäß DOHRMANN UND 

TEBBE (2004) und KORTHALS ET AL. (2008A) mit leichten Modifikationen eingesetzt. 

Das 20 µL-Eluat aus der Reinigung (s. Punkt 3.2.2.1.7) wurde mit 9,0 µL SSCP 

Ladungspuffer versetzt, bei 95°C für 5 min denaturiert und anschließend für die Re-

naturierung für 10 min auf Eis gestellt. 8,0 µL wurden schließlich je Geltasche aufge-

tragen. Als Laufweitenkontrolle wurde ein „Speziesstandard“ aus mehreren unter-

schiedlichen Pilzspezies eingesetzt. Die genaue Zusammensetzung des „Spezies-

standards“ wird später in Punkt 3.2.3.3 erklärt. 

3.2.2.1.9 Silbernitrat-Färbung 

Die Färbung des Polyacrylamidgels wurde nach BASSAM ET AL. (1991) mit geringen 

Modifikationen durchgeführt. Das Gel wurde hierfür auf der „Trägerglasplatte“ belas-

sen und nur die „Deckglasplatte“ abgelöst. Das Gel wurde zunächst für 30 min bei 

100 rpm in 500 mL Essigsäure (10 %) geschwenkt und anschließend die Essigsäure 

durch 3-maliges Waschen á 7 min mit bidest. H2O entfernt. Im Anschluss wurde das 

Gel für 30 min in 500 mL Silbernitrat-Färbelösung im Dunkeln inkubiert. Die Silber-

nitrat-Lösung wurde abgeschüttet und die Überreste durch erneutes Spülen mit 

bidest. H2O (ca. 20 s) entfernt. Die Entwicklung wurde mit 600 mL Entwicklerlösung 

vorgenommen; die Färbedauer war abhängig von der Intensität der Banden, betrug 

jedoch in der Regel ca. 2,5 min. Der Färbevorgang wurde durch eine 4-minütige In-

kubation des Gels in 500 mL Essigsäure (10 %) gestoppt. Zur Entfernung der Essig-

säure wurde das Gel anschließend für 30 min in bidest. H2O gelegt und danach für 

24 h bei RT (ca. 22°C) getrocknet. Die gefärbten Gele wurden in luftdichter Plastik-

folie im Dunkeln aufbewahrt. 
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3.2.2.1.10 Digitale Auswertung der Elektropherogramme 

Für die digitale Analyse wurde das SSCP-Elektropherogramm mittels eines Agfa 

Arcus 1200 Scanners digitalisiert. Die Auswertung der Banden erfolgte mit der Soft-

ware GelCompar® II (APPLIED MATHS), MS Excel und anschließender Biostatistik 

mit der Software R 2.14.2. 

Zur Bestimmung von Bandenprofilähnlichkeiten mittels GelCompar® II innerhalb und 

zwischen unterschiedlichen Polyacrylamidgelen wurde der Pearson’sche Korrela-

tionskoeffizient (%) in Clusteranalysen angewendet. Für Gel-zu-Gel-Vergleiche 

(Normalisierung) wurde als Laufweitenkontrolle ein Speziesstandard, bestehend aus 

mehreren Referenzstamm-Reinkultur-Einzelstrang-Sequenzen, eingesetzt. Die Über-

setzung der Bandeninformationen in quantitative Messwerte erfolgte mittels Aus-

lesung von arbiträren, densitometrischen Werten (Dichtewerte) eines jeden SSCP-

Profils sowie durch die automatische Detektion von Banden (Bandmatching) durch 

die Software und Auslesung der Bandenintensitäten. 

Die genauen Auswertungsparameter sind in der jeweiligen Versuchsbeschreibung 

dargestellt. 

3.2.2.1.11 Sanger-Sequenzierung 

Die Sequenzierung von PCR-Produkten und ausgewählten PCR-SSCP-Banden 

wurde bei der SEQUISERVE GmbH (Deutschland) nach dem Prinzip der Sanger-

Sequenzierung (SANGER UND COULSON, 1975; SANGER ET AL., 1977) durchgeführt. Die 

Proben wurden hierfür folgendermaßen vorbereitet: PCR-Produkte wurden mittels 

GenEluteTM PCR Clean-up Kit (SIGMA) direkt oder mit dem QIAquick Gel Extraction 

Kit (QIAGEN) aus einem Agarosegel aufgereinigt, quantifiziert und eingeschickt. 

PCR-SSCP-Banden wurden vorsichtig mit einem DNA-freien Skalpell aus dem Poly-

acrylamidgel ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe der „Crush and Soak“-Methode 

(PETERS ET AL., 2000) zurückgewonnen. Der genaue Ablauf der Methode ist in An-

hang B2 dargestellt. Die DNA wurde daraufhin reamplifiziert, die PCR-Produkte wie 

oben beschrieben gereinigt, quantifiziert und eingeschickt. Bei heterogenen Proben  

der PCR-SSCP-Analyse (verschiedene Sequenzen innerhalb einer Polyacrylamid-

gelbande) wurde durch die SEQUISERVE GmbH die Hauptsequenz je Probe editiert. 

Die Sequenzierergebnisse wurden mit Datenbanken – NCBI-BLAST (http://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/) und CBS-KNAW (http://www.cbs.knaw.nl/) – abgeglichen. Identifi-
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kation auf Speziesebene wurde angenommen, sobald in einer der beiden Daten-

banken eine sichere Bestimmung möglich war. 

3.2.2.2 Parallelsequenzierung Basismethode 

Für die Parallelsequenzierung („Next Generation Sequencing“/„ultra-deep sequen-

cing“/„454 pyrosequencing“) von pilzgemeinschaftlicher DNA aus Staub stand ein GS 

Junior System (ROCHE) zur Verfügung. Die Probenvorbereitung und die Sequen-

zierung folgten der „Amplicon Pipeline“; es wurden zunächst mittels PCR Pilz-spezi-

fische Amplikons generiert und diese schließlich in die Vorbereitung und Sequen-

zierung der Proben übernommen. Die Proben wurden gemäß den Herstelleranlei-

tungen – 454 Sequencing System Guidelines for Amplicon Experimental Design 

(März 2012), Amplicon Library Preparation Manual (März 2012), emPCR 

Amplification Method Manual Lib-L (März 2012) und Sequencing Method Manual 

(März 2012) – mit geringen Modifikationen präpariert. Die Quantifizierung der Pro-

benbibliothek erfolgte in einem LightCycler® 480 (ROCHE) mit Hilfe des Fluores-

zenzfarbstoffs PicoGreen (INVITROGEN). Da hierfür das Maximalvolumen für die 

Fluoreszenzfarbstoff-DNA-Mischung 100 µL betrug, musste der Quantifizierungs-

DNA-Standard angepasst werden. Statt 100 bis 1,56 ng/well wurden 50 bis 

0,78 ng/well DNA-Standard eingesetzt. Zur Entfernung von kurzen Fragmenten (v.a. 

Primerdimere) wurde das Short Fragment Removal Procedure for the Amplicon 

Library Preparation Procedure (TCB-2011-007, Januar 2012) mit einem DNA:Bead-

Verhältnis von 1,8:1 angewendet. Bei Einsatz von Fragmenten mit einer Größe von 

über 500 bp, wurden, gemäß den o.g. Guidelines for Amplicon Experimental Design, 

der Reaktionsmix und das Amplifikationsprotokoll der emPCR für lange Fragmente 

angepasst. Die Barcode-Sequenzen (Multiplex Identifier Sequenzen; MID) wurden 

dem Technischem Bulletin (TCB) Nr. 005-2009 Using Multiplex Identifier (MID) 

Adaptors for the GS FLX Titanium Chemistry – Extended MID Set entnommen. Eine 

ausführliche Beschreibung der Probenvorbereitung ist in Anhang B3 dargestellt. Die 

verwendeten Primer und Anpassungen der Basismethode sind bei der Versuchs-

beschreibung aufgeführt.  

Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit der MS Excel Anwendung ‚Teilergebnis‘, 

um 100%ig übereinstimmende Sequenzen zu clustern, sowie mit den Anwendungen 

QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology, CAPORASO ET AL., 2010) und 

UCLUST (EDGAR, 2010). Das Clustering mit QIIME und UCLUST wurde mit freund-
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licher Unterstützung von Dr. Antje Legatzki, Dr. von Haunersches Kinderspital, Lud-

wig-Maximilians-Universität München, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dr. h.c. Erika von 

Mutius durchgeführt. Hierfür wurden die Sequenzen zunächst gefiltert. Sequenzen 

mit weniger als 200 und mehr als 1000 Nukleotiden (nt) wurden ausgeschlossen. Die 

maximale Anzahl an nicht eindeutigen Basen und die maximale Länge von Homo-

polymeren wurden auf 6 gesetzt sowie keine Fehler in der Primersequenz und maxi-

mal 1,5 Fehler in der Barcodesequenz zugelassen. Anschließend wurden die 

Sequenzen mit der Anwendung UCLUST in QIIME zusammengefasst. Sequenzen 

mit mindestens 97 % Übereinstimmung wurden dabei zu einer sogenannten Opera-

ting Taxonomic Unit (OTUs) zusammengefügt. Die repräsentative, d. h. häufigste, 

Sequenz jeder OTU wurde ausgewählt und mit den Datenbankeinträgen von NCBI-

BLAST und CBS-KNAW verglichen. 
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3.2.3 Adaption der Basismethoden an die Untersuchung von Pilzgemein-

schaften in der Matrix Staub 

3.2.3.1 Evaluierung eines geeigneten Primerpaares 

Zur Ermittlung eines geeigneten Primerpaares für die Untersuchung von Pilzgemein-

schaften in Stall- und Hausstaubproben wurden insgesamt sechs Primerkombina-

tionen miteinander verglichen. Informationen zu den Primern sind in Tabelle 11 

aufgeführt. Sie amplifizieren Teile der konservierten 18S oder 28S rDNA sowie die 

sogenannte hochvariable ITS-Region (internal transcribed spacer) zwischen der 18S 

und 28S rDNA einschließlich der 5,8S rDNA. Die Primerkombinationen wurden be-

reits in bisherigen Studien für Pilzgemeinschaftsanalysen eingesetzt, jedoch hierbei 

in der Regel separat und nicht vergleichend (WHITE ET AL., 1990; GARDES UND BRUNS, 

1993; SANDHU ET AL., 1995; KUMEDA UND ASAO, 1996; BORNEMAN UND HARTIN, 2000; 

WU ET AL., 2002; ANDERSON ET AL., 2003; BRODIE ET AL., 2003; ANDERSON UND 

CAIRNEY, 2004; KUMAR UND SHUKLA, 2005; PITKÄRANTA ET AL., 2008; ZACHOW ET AL., 

2009).  

 

Tabelle 11: Ausgewählte Primerkombinationen 

Nr. Primer Sequenz Ziel-

region 

Produkt-

größe [bp] 

Annealing-

Temp. [°C] 
Referenz 

1 
0817 TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA 

18S 762 56 
BORNEMAN 

UND 

HARTIN, 
2000 

1536 ATTGCAATGCYCTATCCCCA 

2 
NS7 GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC 

18S 377 50 WHITE ET 

AL., 1990 
NS8 TCCGCAGGTTCACCTACGGA 

3 
U1 GTGAAATTGTTGAAAGGGAA 

28S 260 50 SANDHU ET 

AL., 1995 
U2 GACTCCTTGGTCCGTGTT 

4 
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

ITS 570-590 62 WHITE ET 

AL., 1990 
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

5 
ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 

ITS 600-630 60 
GARDES 

UND BRUNS, 
1993 ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

6 
Fun18sf TTGCTCTTCAACGAGGAAT 

ITS 770-800 50 
PITKÄRANTA 

ET AL., 
2008 ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 
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Zur Ermöglichung der Evaluierung der Primerpaare wurden vier verschiedene Ver-

suche durchgeführt und vergleichend ausgewertet: 

1. Amplifikation von Pilz-Reinkulturen (s. Punkt 3.2.3.1.1) 

2. Auftrennung von Reinkultur-Einzelstrang-DNA im Polyacrylamidgel (s. Punkt 

3.2.3.1.2) 

3. Detektion von zusätzlichen Banden im Polyacrylamidgel (s. Punkt 3.2.3.1.3) 

4. Identifikation von Referenzstämmen nach Sanger-Sequenzierung auf 

Speziesebene (s. Punkt 3.2.3.1.4) 

3.2.3.1.1 DNA-Amplifikation von Pilzreinkulturen in Abhängigkeit des Primer-

paares 

38 Pilzspezies (Tabelle 4) wurden jeweils in Reinkultur eingesetzt und die DNA mit 

den drei unter Punkt 3.2.2.1.1 beschriebenen DNA-Extraktionsmethoden isoliert. Die 

Reinkultur-DNA wurde mit den Primern aus Tabelle 11 amplifiziert (PCR-Ansatz: s. 

Punkt 3.2.2.1.2) und anschließend gemäß Punkt 3.2.2.1.3 visualisiert. Die genauen 

PCR-Bedingungen sind in Tabelle 12 dargestellt. 

 

Tabelle 12: PCR-Protokolle für die Amplifikation Pilz-spezifischer DNA 

Primer-

paar* 

Initiale 

Denaturierung 
Denaturierung Annealing Elongation 

Anzahl 

Zyklen 

Terminale 

Elongation 

1 

95°C,  

15 min 

95°C, 45 s 

56°C, 60 s 

72°C, 60 s 

35 

72°C,  

10 min 

2 50°C, 60 s 35 

3 50°C, 60 s 30 

4 62°C, 60 s 36 

5 60°C, 60 s 35 

6 96°C, 30 s 

96°C, 30 s 

50°C, 45 s 

50°C, 45 s 

72°C, 3 min 

72°C, 60 s 

6 

19 

*Für Primerpaar-Nummern siehe Tabelle 11. 
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3.2.3.1.2 Auftrennung von Reinkultur-Einzelstrang-DNA im Polyacrylamidgel in 

Abhängigkeit des gewählten Primerpaares 

Die Proben wurden gemäß 3.2.2.1.1 bis einschließlich 3.2.2.1.7 vorbereitet und die 

PCR-SSCP-Analyse gemäß den Punkten 3.2.2.1.8 und 3.2.2.1.9 durchgeführt. Für 

die Gewinnung der DNA wurde aufgrund der Ergebnisse der Vorversuche (s. Punkt 

4.1.2) ausschließlich der PowerSoilTM DNA Isolation Kit (MOBIO) verwendet. Die 

optimalen SSCP-Bedingungen wurden mit sieben phylogenetisch unterschiedlichen 

Pilzspezies aus der Lehrstuhl-internen Stammsammlung (s.a. Tabelle 4) – Wallemia 

spp., Aureobasidium pullulans, Cladosporium spp., Mucor spinosus, Penicillium 

chrysogenum, Aspergillus fumigatus und Aspergillus glaucus Gruppe – evaluiert und 

die Auftrennung in Abhängigkeit des Primerpaares verglichen. Die ausgewählten 

Spezies sind häufig in Stall- und Matratzenstaubproben anzutreffen (LUSTGRAAF, 

1978; WASSENAAR, 1988; BEGUIN UND NOLARD, 1996; O’CONNOR ET AL., 2004; 

NORMAND ET AL., 2009; EGE ET AL., 2011; RINTALA ET AL., 2012). Die Primer-abhän-

gigen SSCP-Bedingungen sind in Tabelle 13 dargestellt.  

 

Tabelle 13: Amplifikatlänge und SSCP-Bedingungen in Abhängigkeit des Primerpaares 

Primerpaar* PCR-Produkt [bp] MDE-Konzentration [%] Laufzeit [h] 

1 762 31,2 24 

2 377 40,0 24 

3 260 45,0 20 

4 570-590 31,2 24 

5 600-630 31,2 24 

6 770-800 31,2 24 

*Für Primerpaar-Nummern siehe Tabelle 11. 

 

3.2.3.1.3 Zusätzliche Banden im Polyacrylamidgel in Abhängigkeit des 

Primerpaares 

Die Polyacrylamidgele aus Punkt 3.2.3.1.2 wurden hinsichtlich des Auftretens von 

multiplen Banden untersucht. Die zusätzlichen Banden in Abhängigkeit des Primer-

paares wurden makroskopisch ausgezählt. 
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3.2.3.1.4 Möglichkeit der Bestimmung auf Speziesebene in Abhängigkeit des 

Primerpaares 

Fünf Referenzstämme (s. Tabelle 4) – Aspergillus versicolor (DSM 1943), Cladospo-

rium herbarum (DSM 63422), Eurotium amstelodami (DSM 62629), Penicillium 

chrysogenum (DSM 844) und Wallemia sebi (DSM 5329) – wurden für die Evalu-

ierung der Möglichkeit der Identifikation auf Speziesebene nach PCR Amplifikation 

und Sanger-Sequenzierung eingesetzt. Die Probenvorbereitung erfolgte gemäß den 

Punkten 3.2.3.1.1 und 3.2.2.1.11. 

3.2.3.1.5 Evaluierung des geeigneten Primerpaares 

Zur Ermöglichung der objektiven Evaluierung und der Bestimmung des am besten 

geeigneten Primerpaares wurde ein Notensystem (Tabelle 14) entwickelt, welches 

die Ergebnisse aus 3.2.3.1.1 bis 3.2.3.1.4 berücksichtigt. Die einzelnen Versuche 

wurden in Bezug auf deren Bedeutung für das aktuelle Forschungsvorhaben 

gewichtet: Identifikation von Referenzstämmen auf Speziesebene (50 %), zusätzliche 

Banden im Polyacrylamidgel (20 %), Auftrennung von Pilzspezies unterschiedlicher 

phylogenetischer Gruppen im Polyacrylamidgel (20 %) und DNA-Amplifikation ausge-

wählter Pilz-Genera und -Spezies mittels PCR (10 %). Die Benotung richtete sich 

nach dem deutschen Schulnotensystem mit 1,0 als beste und 6,0 als schlechteste 

Note. Für den Sequenzierungsversuch wurden Noten von 1,0 (fünfmalige Identifika-

tion auf Speziesebene möglich) bis 6,0 (keine Identifikation auf Speziesebene mög-

lich) vergeben. Die restlichen Versuche wurden mit 1,0 bis 4,0 bewertet und wie in 

Tabelle 14 dargestellt bestimmt. Die Evaluierung der Amplifikation von Pilz-Reinkul-

turen mittels PCR wurde anhand der Anzahl amplifizierter Pilz-Genera und -Spezies 

ausgewertet. Eine maximale Punktzahl von 114 konnte erreicht werden (38 einge-

setzte Reinkulturen x drei DNA-Extraktionsmethoden; s. Punkt 3.2.2.1.1). Die 

Amplifikation von mindestens 50 % (57) der eingesetzten Proben wurde mit der Note 

4,0 bewertet. Die Vergabe von ganzen und halben Noten zwischen 57 und 114 er-

reichbaren Punkten erfolgte in gleichmäßigen Abständen (Tabelle 14). Gemäß der 

Gewichtung wurde eine Durchschnittsnote je Primerpaar berechnet.  

In einem zweiten Schritt wurden die Ergebnisse aus 3.2.3.1.1 bis 3.2.3.1.4 einem 

Rangfolgetest unterzogen und der (Gesamt-) Rang gemäß o.g. Gewichtung der Ein-

zelergebnisse ermittelt. 
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Das Primerpaar mit der besten Durchschnittsnote und dem niedrigsten Wert beim 

Rangfolgetest wurde für die folgenden Versuche verwendet. 

 

Tabelle 14: Notensystem zur objektiven Evaluierung von universellen Pilz-Primern 

Note Identifikation 
auf Spezies-

ebene  
[50 %] 

Anzahl zusätzlicher 
Banden im Poly-

acrylamidgel  
[20 %] 

Auftrennung im 
Polyacryl-
amidgel         
[20 %] 

Amplifikation 
von Rein-
kulturen  
[10 %] 

1,0 5 von 5 1 bis 20 sehr gut 1,0: 114 - 107;  
1,5: 106 - 99 

2,0 4 von 5 21 bis 40 gut 2,0: 98 - 91; 
2,5: 90 - 83 

3,0 3 von 5 41 bis 60 ungenügend 3,0: 82 - 75; 
3,5: 74 - 67 

4,0 2 von 5 61 bis 80 keine 4,0: 66 - 57; 
4,5: 56 - 50 

5,0 1 von 5 k.N. k.N. k.N. 

6,0 0 von 5 k.N. k.N. k.N. 

[Gewichtung] der einzelnen Versuche in Klammern. k.N.: keine Notenvergabe. 
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3.2.3.2 Auswahl eines DNA-Extraktionsverfahrens 

Zur Ermittlung eines geeigneten DNA-Extraktionsverfahrens wurden, wie unter Punkt 

3.2.2.1.1 beschrieben, drei Methoden miteinander verglichen. Die im Folgenden 

dargestellten Versuche wurden mit Primerpaar ITS1/ITS4 (Bedingungen s. Tabelle 

11, Tabelle 12 und Tabelle 13) durchgeführt.  

Die Auswahl erfolgte anhand von zwei ausgewählten Versuchen: 

1. Amplifikation von Pilzreinkulturen (s. Punkt 3.2.3.2.1) 

2. Bestimmung des Detektionslimits in Abhängigkeit des DNA-Extraktionsverfah-

rens (s. Punkt 3.2.3.2.2) 

3.2.3.2.1 DNA-Amplifikation von Pilzreinkulturen in Abhängigkeit des DNA-

Extraktionsverfahrens 

38 Reinkulturen (Tabelle 4) wurden eingesetzt und die Qualität der DNA-Extraktion in 

Abhängigkeit des verwendeten Verfahrens durch Amplifikation mittels PCR (s. 

Punkte 3.2.2.1.2 und 3.2.2.1.3, Tabelle 11, Tabelle 12 und Tabelle 13) überprüft. 

3.2.3.2.2 Detektionslimit der PCR-SSCP-Analysemethode in Abhängigkeit des 

DNA-Extraktionsverfahrens 

Zur Bestimmung eines geeigneten DNA-Extraktionsverfahrens wurde das Detek-

tionslimit der PCR-SSCP-Methode in Abhängigkeit der DNA-Isolierungsmethoden 

ermittelt. Aliquots von Matratzenstaubproben von Erwachsenen aus dem Raum 

München, Deutschland, wurden mit gamma-Strahlen behandelt (1,0 MGy) und an-

schließend mit einer Sporensuspension mit bekannter Keimzahl von Cladosporium 

herbarum (DSM 63422), Eurotium amstelodami (DSM 62629) und Penicillium 

chrysogenum (DSM 844) artifiziell kontaminiert („gespikt“). Die Ermittlung und Ein-

stellung der Sporenkonzentration erfolgte gemäß Punkt 3.2.1.2. Konzentrationen von 

1x106 bis 1x101 Sporen/50 mg Staub (= 20.000.000 – 200 CFU/g Staub) wurden in 

die Versuchsreihe eingesetzt. Das Detektionslimit wurde im Dreifach-Ansatz je DNA-

Extraktionsverfahren bestimmt. Jeweils zwei Negativkontrollen (bestrahlter, „unge-

spikter“ Staub) wurden als DNA-freie Kontrolle mit analysiert. Zudem wurde die Posi-

tiv- (Reinkulturextrakt) und Negativkontrolle (Nuklease-freies Wasser) der PCR mit-

geführt. 
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3.2.3.2.3 Bestimmung des geeigneten Extraktionsverfahrens 

Zur Bestimmung des am besten geeigneten DNA-Extraktionsverfahrens wurde ein 

Rangfolgetest durchgeführt, welcher die Ergebnisse aus 3.2.3.2.1 und 3.2.3.2.2 

berücksichtigt. Die Teilversuche wurden folgendermaßen gewichtet: DNA-Amplifika-

tion von 38 Pilz-Genera und -Spezies mittels PCR (40 %), Bestimmung des Detek-

tionslimits der PCR-SSCP-Analysemethode (60 %; 20 %-Gewichtung je Einfach-

ansatz; s. Punkt 3.2.3.2.2). Die Festsetzung der einzelnen Beobachtungswerte ist in 

Tabelle 15 dargestellt. 

 

Tabelle 15: Beobachtungswerte des Rangfolgetests zur Bestimmung eines geeigneten DNA-

Extraktionsverfahrens für Pilze aus Staubproben 

DNA-Amplifikation von Reinkulturen (Anzahl) 

[40 %] 

Detektionslimit PCR-SSCP-Methode 

[60 %; 20 % je Einfachansatz] 

38 – 33 200 CFU/g Staub 

32 – 27 2.000 CFU/g Staub 

26 – 20 20.000 CFU/g Staub 

19 – 14 200.000 CFU/g Staub 

13 – 8 2.000.000 CFU/g Staub 

8 – 0 20.000.000 CFU/g Staub 

[Gewichtung] der einzelnen Versuche in Klammern. 

 

Das auf diese Weise ermittelte DNA-Extraktionsverfahren (PowerSoilTM DNA Isola-

tion Kit) wurde zusammen mit dem ausgewähltem Primerpaar (ITS1/ITS4; s. Punkt 

3.2.3.1.5) für die folgenden Versuche verwendet. 
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3.2.3.3 Entwicklung eines PCR-SSCP-Pilz-Speziesstandards („Spec“) 

Zur Vergleichbarkeit mehrerer Polyacrylamidgele untereinander, genauer zur Durch-

führung eines Normalisierungsschritts mittels der Software GelCompar® II, wurde ein 

Speziesstandard (sog. „Spec“) als Laufweitenkontrolle für die PCR-SSCP-Analyse 

entwickelt. Hierfür wurde die Separation von zehn DSMZ-Referenzstamm-Reinkul-

turen mit der eines Gemisches aller zehn Stämme im Polyacrylamidgel verglichen. 

Aufgrund dessen wurden schließlich acht Referenzstämme in den Speziesstandard 

aufgenommen (Anordnung von oben nach unten): Penicillium chrysogenum (DSM 

844), Aureobasidium pullulans (DSM 2404), Aspergillus versicolor (DSM 1943), 

Acremonium strictum (DSM 3567T), Eurotium amstelodami (DSM 62629), Cladospo-

rium herbarum (DSM 63422), Alternaria alternata (DSM 1102), Wallemia sebi (DSM 

5329) (Abbildung 11). 

3.2.3.4 Vorselektion des ITS1/ITS4-PCR Produkts mit einer Fragmentgröße von 

570-590 bp nach Amplifikation von Staub-DNA-Extrakten 

Nach Abschluss der Methodenentwicklung und -validierung (s. Punkte 3.2.3.1 bis 

3.2.3.3) mittels 38 Reinkulturproben (s. Punkt 3.1.1) wurde festgestellt, dass bei der 

Amplifikation von Total-DNA-Extrakten aus ländlichen Staubproben, neben der be-

schriebenen (WHITE ET AL., 1990) und in der eigenen Studie bestätigten Fragment-

größe von 570-590 bp, zusätzlich Fragmente mit Größen von etwa 350 bp sowie 

750 bp im Agarosegel detektiert wurden. Nach Sanger-Sequenzierung (s. Punkt 

3.2.2.1.11) wurden diese als Candida sp. (ca. 350 bp) und pflanzliche DNA (ca. 

750 bp) identifiziert (s.a. Anhang B4). Hierdurch könnten Größeneffekte in der PCR-

SSCP-Analyse sowie bei der Parallelsequenzierung auftreten. Zudem sollte pflanz-

liche DNA so weit wie möglich aus den Untersuchungen der Pilzdiversität in Stall- 

und Hausstaubproben ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wurde die PCR-

SSCP Basismethode (s. Punkt 3.2.2.1) für die Anwendung der Endmethode um drei 

Arbeitsschritte verlängert: 

1. Nach Visualisierung des PCR-Produkts im Agarosegel erfolgte eine Vorselek-

tion des 570-590 bp Fragments durch Ausschneiden mit einem DNA-freien 

Skalpells unter UV-Licht mit anschließender Reinigung der DNA aus dem Aga-

rosegelstück (QIAquick GelExtraction Kit, QIAGEN; nach Herstellerangaben; 

Flussdiagramm s. Anhang B2). 
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2. Zur Erlangung einer ausreichenden DNA-Konzentration für die PCR-SSCP-

Analyse (min. 400 ng) wurde die DNA-Probe erneut mit Primerpaar ITS1/ITS4 

amplifiziert. 

3. Zur Kontrolle wurde das erhaltene PCR-Produkt wieder per Agarose-Gel-

elektrophorese visualisiert. 

Die validierte Endmethode ist in Abbildung 6, Punkt 3.2.4, zusammengefasst.  

 

3.2.3.5 Bestimmung der Reproduzierbarkeit der entwickelten PCR-SSCP-Me-

thode 

Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit der entwickelten PCR-SSCP-Methode 

wurde die Übereinstimmung von Bandenprofilen im Polyacrylamidgel verglichen. Als 

Probenmaterial wurden drei Stall- (Huhn, Kuh und Schwein) und eine Matratzen-

staubprobe eingesetzt (s. Punkt 3.1.2).  

Drei unabhängige Untersuchungen wurden durchgeführt: (1) Fünffacher Auftrag je 

einer Probe pro Staub auf dasselbe Polyacrylamidgel (Intragel-Variation; alle vier 

Staubproben), (2) Fünffacher Auftrag je einer Probe pro Staub auf fünf verschiedene 

Polyacrylamidgele (Intergel-Variation / Gel-zu-Gel-Vergleich; ohne Hühnerstallstaub) 

und (3) Extraktion jeder Staubprobe an fünf verschiedenen Tagen und Auftrag auf 

dasselbe Polyacrylamidgel (Intertag-Variation; nur Hühner- und Schweinestallstaub). 

Die Auswertung der Bandenprofile und die Bestimmung der Ähnlichkeiten erfolgte 

gemäß Punkt 3.2.2.1.10. 

 

3.2.4 PCR-SSCP zur Untersuchung von Pilzgemeinschaften in Staub-

proben (Darstellung der validierten Endmethode) 

Zur Untersuchung von Stall- und Hausstaubproben („Feldproben“) und zur Bestim-

mung der Diversität der darin befindlichen Pilze wurde nach Abschluss der Entwick-

lung und Validierung der PCR-SSCP-Methodik folgender, zusammengefasster Ver-

suchsablauf angewendet (Abbildung 6). Im Anschluss erfolgte die digitale Auswer-

tung der Polyacrylamidgele und Weiterbetrachtung der Ergebnisse gemäß den 

Punkten 3.2.2.1.10 und 3.2.2.1.11. 
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Abbildung 6: Arbeitsschritte der validierten PCR-SSCP-Methode 

Probe (Pilz-Reinkultur / Staubprobe) 

Punkt 3.1.1 / 3.1.2 

 

DNA-Extraktion mit PowerSoilTM DNA Isolation Kit (MOBIO) 

Punkt 3.2.2.1.1 / 3.2.3 

 

PCR Amplifikation mit Primerpaar ITS1/ITS4 (WHITE ET AL., 1990) 

Punkt 3.2.2.1.2 / 3.2.3.1.1 

PCR-Protokoll: 

Initiale Denaturierung: 95°C, 15 min 

Denaturierung: 95°C, 45 s 

Annealing: 62°C, 60 s 

 Elongation: 72°C, 60 s 

Terminale Elongation: 72°C, 10 min 

 

Visualisierung mittels Agarose-Gelelektrophorese (1,0 %) 

Punkt 3.2.2.1.3 

 

Vorselektion des 570 – 590 bp Fragments mit QIAquick GelExtraction Kit (QIAGEN) 

Punkt 3.2.3.4 

 

PCR Amplifikation mit Primerpaar ITS1/ITS4 (WHITE ET AL., 1990) 

s.o. 

 

Visualisierung mittels Agarose-Gelelektrophorese (1,0 %) 

s.o. 

 

PCR Aufreinigung mit GenEluteTM PCR Clean-up Kit (SIGMA) 

Punkt 3.2.2.1.4 

 

DNA-Quantifizierung mittels NanoDrop® ND-1000 (PEQLAB) 

Punkt 3.2.2.1.5 

 

λ-Exonuklease-Verdau (400 ng DNA) 

Punkt 3.2.2.1.6 

 

Einzelstrang-DNA-Aufreinigung mit GenEluteTM PCR Clean-up Kit (SIGMA) 

Punkt 3.2.2.1.7 

 

Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Punkt 3.2.2.1.8 / 3.2.3.1.2 

Bedingungen: 

MDE-Konzentration: 31,2 % 

Temperatur: 20°C 

Laufzeit: 24 h 

 

Silbernitratfärbung (BASSAM ET AL., 1991) 

Punkt 3.2.2.1.9 

36x 



62  MATERIAL UND METHODEN 

3.2.5 Untersuchung der Pilzdiversität in Stall- und Hausstaubproben 

Im Folgenden sollte untersucht werden, inwieweit die entwickelten Methoden für die 

Untersuchung von Stall- und Hausstaubproben in Bezug auf die Bestimmung der 

Pilzdiversitäten anwendbar sind. Als Probenmaterial wurden drei Stall- (je einmal aus 

Hühner-, Kuh- und Schweinestall) und drei Matratzenstaubproben (eine hiervon für 

die PCR-SSCP-Analyse und die kulturelle Untersuchung sowie alle drei für die 

Parallelsequenzierung) der TUM Versuchsstation Thalhausen, Deutschland, und des 

Gut Achselschwang des LfL Bayern, Deutschland, (s. Punkt 3.1.2) ausgewählt.  

3.2.5.1 PCR-SSCP-Analyse 

Die Probenaufbereitung und die Durchführung der PCR-SSCP-Analyse erfolgte wie 

in Abbildung 6 beschrieben. Zehn dominante Banden wurden im Anschluss ausge-

wählt und für die Sanger-Sequenzierung (s.a. Punkt 3.2.2.1.11) vorbereitet und 

ausgewertet: drei Banden stammten vom SSCP Profil der Kuh- und Schweinestall-

staubprobe, zwei Banden von der Hühnerstall- und Matratzenstaubprobe. 

3.2.5.2 Kulturelle Untersuchungen 

Zur Plausibilitätsprüfung der durch die PCR-SSCP-Analyse mit angeschlossener 

Sanger-Sequenzierung erhaltenen Ergebnisse wurden diese mit der kulturellen, 

mykologischen Untersuchung derselben Proben verglichen. Die Bestimmung erfolgte 

auf Genusebene. 100 mg Staub wurde hierfür in 9,9 mL NaCl (pH 7,4) suspendiert 

und 100 µL auf Sabouraud-2 % Glucose-Agar und DG18-Agar (s. Punkt 3.1.6) für 

sieben Tage bei RT kultiviert. Die Identifikation der Pilze erfolgte morphologisch und 

per Lichtmikroskopie. 

3.2.5.3 Parallelsequenzierung 

Die Durchführung der Probenanalyse mittels Parallelsequenzierung folgte der 

Basismethodenbeschreibung (s. Punkt 3.2.2.2). Eine Vergleichsanalyse zwischen 

dem nativen Total-DNA-Extrakt und den Proben mit vorselektiertem 570-590 bp 

Fragment (s.a. Punkt 3.2.3.4) wurde hinsichtlich Sequenzanzahl und Identifikation 

der häufigsten Pilze durchgeführt sowie die Ergebnisse mit denen der PCR-SSCP-

Analyse und der kulturellen Untersuchungen verglichen.  
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3.2.6 Molekularepidemiologische Untersuchungen zur Assoziation zwi-

schen Schimmelpilzexposition und Asthmarisiko bei Schulkindern 

(GABRIEL) 

Das verwendete Probenmaterial sowie dessen Handhabung für die molekularepide-

miologischen Untersuchungen sind unter Punkt 3.1.2 beschrieben. 

3.2.6.1 PCR-SSCP-Analyse von Matratzenstaubproben (GABRIEL) 

Die Untersuchung von 844 Matratzenstaubproben von Kindern aus dem bäuerlichen 

Umfeld im Rahmen der GABRIEL-Studie folgte der PCR-SSCP-Methodenbeschrei-

bung in Abbildung 6 (s. Punkt 3.2.4). Die Polyacrylamidgele wurden bis zur digitalen 

Auswertung in einer luftdichten Plastikfolie im Dunkeln bei RT geschützt gelagert. 

3.2.6.2 Digitale Auswertung der GABRIEL-Polyacrylamidgele mit der Software 

GelCompar® II 

Die 844 SSCP-Bandenprofile auf 54 Polyacrylamidgelen wurden mit Hilfe der Soft-

ware GelCompar® II miteinander verglichen (s. Punkt 3.2.2.1.10) und je Profil 2019 

arbiträre Dichtewerte als Text-Datei (.txt) exportiert. Die dabei ermittelten Banden-

positionen gaben die relative Laufweite im Polyacrylamidgel wieder.  

Zusätzlich wurde die Bandmatching-Anwendung der Software eingesetzt, um auto-

matisch Profilbanden in Bezug auf Nachbarbanden zu bestimmen. Hierbei wurden 

die Banden zu sogenannten Bandenklassen (%) zusammengefasst. Die Banden-

klassen orientierten sich anhand der relativen Laufweite einer jeden Bande im Poly-

acrylamidgel, wobei 0 % den Startpunkt und 100 % den Endpunkt des Gels wieder-

gibt. 14 Varianten der Bandmatching-Analyse wurden hinsichtlich der Anzahl an 

identifizierten Banden je Profil, Fehlklassifikationen von Banden sowie der Ermög-

lichung einer nachfolgenden, biostatistischen Auswertung (möglichst wenig „0“-

Werte) überprüft. Diese sind in Tabelle 16 dargestellt; zwei Varianten mit einer Posi-

tionstoleranz von 1,0 % sind nicht aufgelistet, da diese zu einer vermehrt unsicheren 

Bandenklassifikation führten. 
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Tabelle 16: Liste der überprüften Parameter-Einstellungen für die GelCompar® II Band-

matching-Anwendung 

Var Bandmatching Bandenklassenfilter 

 Opt posT Änderung zu 

Profilende 

minH minS Profiling pro 

Klasse i.D. 

rel. Fläche 

pro Klasse 

minP minF 

1 0.5% 0.5% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 

2 0.5% 0.5% 0% 0% 0% 5% 10% 5% 10% 

3 0.5% 0.5% 0% 0% 0% 10% 10% 10% 10% 

4 0.5% 0.5% 0% 0% 0% 20% 20% 20% 20% 

5 1.0% 0.5% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 

6 1.0% 0.5% 0% 0% 0% 5% 10% 5% 10% 

7 1.0% 0.5% 0% 0% 0% 20% 20% 20% 20% 

8 0.5% 0.5% 0% 2% 2% 5% 10% 5% 10% 

9 0.5% 0.5% 0% 2% 2% 0% 0% 0% 0% 

10 0.5% 0.5% 0% 1% 1% 0% 0% 0% 0% 

11 0.5% 0.5% 0% 1% 1% 5% 10% 5% 10% 

12 0.5% 0.5% 0% 1% 1% 10% 15% 10% 15% 

Var: Variante; Opt: Optimierung; posT: Positionstoleranz; minH: minimale Höhe/Größe; minS: mini-

male Fläche; i.D.: im Durchschnitt; rel.: relativ; minP: minimales Profiling; minF: minimale Fläche 

 

3.2.6.3 Statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse der GABRIEL-

Proben 

Die Analysen wurden mit freundlicher Unterstützung von Dr. Markus Ege, Dr. von 

Haunersches Kinderspital, Ludwig-Maximilians-Universität München, Arbeitsgruppe 

Prof. Dr. Dr. h.c. Erika von Mutius, mit der Software R 2.14.2 durchgeführt. Zwei 

unterschiedliche Annäherungen wurden angewendet: (1) die arbiträren Dichtewerte 

wurden als 2019 unabhängige Expositionsvariablen betrachtet und (2) Bandmatching 

wurde durch die Software GelCompar® II vollzogen und die detektierten Banden-

klassen als unabhängige Expositionsvariablen verwendet. Alle Banden am Rand des 

Polyacrylamidgels (< 200 und > 1800 arbiträre Dichteeinheiten) wurden als Artefakte 

betrachtet und von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Für die qualitative Analyse 

wurden dichotomisierte Variablen mit Cut-off-Werten von 5 und 10 arbiträren Dichte-
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einheiten erzeugt. Für die quantitative Analyse wurden Dichtewerte bzw. Banden-

intensitäten nach Addition von 1 logarithmiert und damit annähernd in eine Normal-

verteilung überführt. Als Ergebnisvariable wurde Asthma als mindestens einmalige 

Diagnose von Asthma oder als mindestens zweimalige Diagnose einer asthma-

tischen Bronchitis definiert. Alle Variablen wurden für Aufwachsen auf einem Bau-

ernhof adjustiert. Die Proben entstammten einer stratifizierten Stichprobe (n = 844) 

aus der GABRIEL-Studie und repräsentierten ca. 11.000 Individuen. Aufgrund des 

Studiendesigns wurden gewichtete, stratifizierte Regressionsmethoden verwendet. 

Die Assoziationen von Asthma mit den jeweiligen Bandenpositionen (Densitometrie) 

und Bandenklassen (Bandmatching) wurden als Kreuzproduktverhältnisse (engl. 

Odds ratios/OR) dargestellt. OR < 1 deuten auf eine negative Assoziation („Asthma-

protektion“), OR > 1 auf eine positive Assoziation („Asthmainduktion“) in Bezug auf 

Asthma/asthmatische Bronchitis hin; OR = 1 bedeutet keine Assoziation. OR > 100 

und < 0,1 wurden als Artefakte betrachtet und deshalb ausgeschlossen. 

3.2.6.4 Bandenauswahl und Sanger-Sequenzierung (GABRIEL) 

Bei der densitometrischen Auswertung wurden Banden(positionen) für die weitere 

Analyse ausgewählt, sofern sie bei zwei der drei unterschiedlichen, statistischen Be-

rechnungen (Cut-off 5 bzw. 10 arbiträre Dichteeinheiten, kontinuierliche Variable) 

erfasst wurden. Nah aneinander liegende Banden (< 0,5 % Positionstoleranz) wur-

den als eine Bande betrachtet. 

Bei der Bandmatching-Auswertung wurden diejenigen Banden(klassen) ausgewählt, 

die eine Signifikanz bzgl. der positiven oder negativen Assoziation zu Asthma/asth-

matischer Bronchitis von < 0,1 aufwiesen. 

Die signifikanten Banden wurden gemäß Punkt 3.2.2.1.11 weiter untersucht. Dies 

wurde jeweils mindestens im Dreifachansatz durchgeführt, indem von mindestens 

drei unterschiedlichen Profilen Banden ausgewählt wurden. Waren die Ergebnisse 

übereinstimmend, wurden die Sequenzen als relevant betrachtet. 
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3.2.6.5 Weiterführende Untersuchungen nach Sanger-Sequenzierung 

(GABRIEL) 

Für die Bandenpositionen der densitometrischen Auswertung 621 (signifikant bei 

Cut-off 5 arbiträre Einheiten und kontinuierliche Verwendung der Variablen) und 627 

(signifikant bei Cut-off 5 und 10 arbiträren Einheiten) wurden weitere Untersuchun-

gen durchgeführt. 

3.2.6.5.1 Veränderung der PCR-SSCP Bedingungen 

Zur Spezifikation der zusammenhängenden oder getrennten Betrachtung der nah 

aneinander liegenden Bandenpositionen wurden die PCR-SSCP-Bedingungen ge-

genüber dem Standardprotokoll (Abbildung 6) für die Ermöglichung einer besseren 

Auftrennung der Banden im Polyacrylamidgel folgendermaßen abgeändert: (1) Erhö-

hung der MDE-Konzentration auf 35,0 % und Verlängerung der Laufzeit auf 28 h; (2) 

wie (1) mit einer Laufzeit von 32 h; und (3) Erhöhung der MDE-Konzentration auf 

40,0 % und Verwendung einer Laufzeit von 32 h. 

Bei den aufgetragenen Proben handelte es sich um die, nach Punkt 3.2.2.1.11, aus 

dem Polyacrylamidgel mittels „Crush and Soak“ Protokoll extrahierten Einzelstrang-

DNA-Sequenzen. Diese wurden mit dem Primerpaar ITS1/ITS4 amplifiziert und für 

die PCR-SSCP-Analyse vorbereitet. 

3.2.6.5.2 Speziesspezifische Untersuchungen 

Um bei den per Sanger-Sequenzierung untersuchten Proben der Bandenpositionen 

621 und 627 eine speziesspezifische Aussage zu ermöglichen, wurden vier spe-

ziesspezifische Primer – PchryF4-1/PchryR8 (Penicillium chrysogenum), PchryF1/ 

PauraR1 (Penicillium crustosum / commune / camembertiii / echinolatum / solitum), 

E1m/E2 (Exophiala jeanselmei), ExdF/ExdR (Exophiala dermatitidis) – aus der Lite-

ratur (s. Tabelle 17) ausgewählt und die „Crush and Soak“ Proben, die Proben mit 

dem vorselektieren 570-590 bp Fragment und das native DNA-Extrakt der jeweiligen 

Probennummer mittels PCR (s. Punkt 3.2.2.1.2) amplifiziert. Die Eigenschaften der 

Primer sind in Tabelle 17, die PCR-Protokolle in Tabelle 18 dargestellt. Als Positiv-

kontrollen für die PCR-Amplifikation dienten Referenzstämme der DSMZ: Penicillium 

chrysogenum (DSM 844) und Exophiala jeanselmei (DSM 1876). Eine Referenz-

kultur von Exophiala dermatitidis konnte nicht erworben werden. Als Negativkontrolle 

wurde Nuklease-freies Wasser eingesetzt. 
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Tabelle 17: Ausgewählte speziesspezifische Primer für Penicillium spp. und Exophiala spp. 

Primer Sequenz Zielregion Produkt-

größe [bp] 

Annealing-

Temp. [°C] 
Referenz 

PchryF4-1 GCCTGTCCGAGCGTCACTT 
ITS 70 57 EPA, USA, 

2009 PchryR8 CCCCCGGGATCGGAG 

PchryF1 CGGGCCCGCCTTAAC 

ITS 121 57 EPA, USA, 
2009 PauraR1 GAAAGTTTTAAATAATTTATA

TTTTCACTCAGAGTT 

E1m TGAGGTGCTACAGTTATTAC Cytochrom 

b (mito.) 
402 50 WANG ET 

AL., 2011 E2 GGTATAGMTCTTAAWATAGC 

ExdF CCGCCTATTCAGGTCC 
ITS 455 60 NAGANO ET 

AL., 2008 
ExdR TCTCTCCCACTCCCGC 

EPA: Environmental Protection Agency; mito.: mitochondrial 

 

Tabelle 18: PCR Bedingungen für speziesspezifische Primer für Penicillium spp. und Exophiala 

spp. 

Primer-

paar 

Initiale Dena-

turierung 
Denaturierung Annealing Elongation 

Anzahl 

Zyklen 

Terminale 

Elongation 

PchryF4-1/ 

PchryR8 

95°C, 

15 min 

95°C, 45 s 57°C, 60 s 72°C, 60 s 40 

72°C,  

10 min 

PchryF1/ 

PauraR1 
95°C, 45 s 57°C, 60 s 72°C, 60 s 40 

E1m / E2 95°C, 60 s 50°C, 60 s 72°C, 120 s 30 

ExdF/ExdR 95°C, 45 s 60°C, 60 s 72°C, 60 s 40 

 

3.2.6.6 Bandenauswahl und Parallelsequenzierung (GABRIEL) 

Die aus den ausgeschnittenen Polyacrylamidgel-Banden zurückgewonnene DNA (s. 

Punkt 3.2.6.4) wurde zusätzlich mittels Parallelsequenzierung untersucht, um Einzel-

sequenzen für die weitere Auswertung hinsichtlich Übereinstimmung mit den Ergeb-

nissen aus der Sanger-Sequenzierung (s. Punkt 3.2.6.4) und der Bestimmung der 

Sequenzdiversität je Probenbande zu ermitteln. Hierfür wurde jede Probe mit einem 

unterschiedlichen Barcode markiert und die Proben nach Herstellerangaben und der 
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Basismethodenbeschreibung (s. Punkt 3.2.2.2) analysiert. Um eine noch stringentere 

Entfernung von kleinen Fragmenten zu ermöglichen, wurde im Vorfeld der Proben-

aufreinigung mittels Short Fragment Removal Procedure for the Amplicon Library 

Preparation Procedure (TCB-2011-007, Januar 2012) das avisierte DNA-Fragment 

aus dem Agarosegel über Gelextraktion (s.a. Punkt 3.2.3.4) selektiert. 

3.2.6.7 Parallelsequenzierung von Matratzenstaubproben (GABRIEL) -        

Pilotversuch 

Neben der PCR-SSCP-Analyse (s. Punkt 3.2.6.1) sollten die Matratzenstaubproben 

der GABRIEL-Studie zusätzlich mit Hilfe der Parallelsequenzierung untersucht wer-

den. Für den Pilotversuch wurden 60 Proben ausgewählt. Jeweils 15 Proben 

stammten aus einer der vier Hauptgruppen der epidemiologischen Untersuchung 

(Abbildung 5). Das ITS1/ITS4-570-590 bp-Fragment wurde mittels Gelextraktion aus 

dem Agarosegel (s.a. Punkt 3.2.3.4) selektiert. Die weitere Probenvorbereitung, die 

Durchführung der Sequenzierung und die Auswertung der erhaltenen Sequenzinfor-

mationen folgten Punkt 3.2.2.2. Die Pilzdiversität in Abhängigkeit der Probengruppe 

wurde anhand der Häufigkeit der einzelnen OTUs bestimmt.  

Die statistische Analyse für die Bestimmung von Assoziationen zwischen Schimmel-

pilzexposition und Asthmarisiko wurde mit der Software R 2.14.2 durchgeführt. Als 

Ergebnisvariable wurde diagnostiziertes Asthma oder asthmatische Bronchitis ver-

wendet. Alle Variablen wurden hinsichtlich Bauernhofzugehörigkeit adjustiert. OTUs, 

die bei weniger als fünf Kindern auftraten, wurden ausgeschlossen. Die Diversität 

wurde als Summationswert dargestellt. Da das Probenmaterial eine stratifizierte 

Stichprobe aus der GABRIEL-Gesamtstudie war, wurden gewichtete, stratifizierte 

Regressionsmethoden eingesetzt und multiples Testen nicht durchgeführt. Die Er-

gebnisse wurden wie bei Punkt 3.2.6.3 in Form von Odds ratios dargestellt.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Adaption der PCR-SSCP Basismethode an die Untersuchung 

von Pilzgemeinschaften in Stall- und Hausstaubproben 

4.1.1 Gezielte Auswahl und Evaluierung eines geeigneten Primerpaares 

4.1.1.1 Amplifikation von Pilzreinkulturen 

Das Primerpaar der Wahl sollte die Detektion einer möglichst großen Anzahl unter-

schiedlicher Pilzarten ermöglichen. Aufgrund der Literaturauswertung wurden daher 

sechs Primerpaare (Tabelle 11) ausgewählt, welche verschiedene Fragmente der 

ribosomalen DNA (rDNA) der Pilze amplifizierten. Dazu gehören die kleine Unter-

einheit 18S rDNA, die große Untereinheit 28S rDNA sowie die gesamte ITS Region 

(ITS 1 und 2) zwischen den beiden Untereinheiten inklusive der 5,8S rDNA. Die ver-

gleichende Untersuchung dieser Primerpaare wurde mit DNA von 38 Pilzspezies 

(Reinkulturen), welche mit drei unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren isoliert 

wurde (s. Punkt 3.2.2.1.1), durchgeführt.  

 

 

Abbildung 7: Darstellung von PCR-Amplifikaten unterschiedlicher Pilzarten; Vergleich von 
sechs universellen, Pilz-spezifischen Primerpaaren 

Primerpaare: A: 0817/1536; B: NS7/NS8; C: U1/U2; D: ITS1/ITS4; E: ITS1F/ITS4; F: Fun18sf/ITS4 

Auftragsreihenfolge: 1: 100 bp DNA ladder; 2: Wallemia sp.; 3: Trichoderma sp.; 4: Aureobasidium 
pullulans; 5: Trichothecium roseum; 6: Cladosporium sp.; 7: Alternaria sp.; 8: Moniliella sp.; 9: 
Chrysonilia sp.; 10: Epicoccum sp.; 11: Chaetomium sp.; 12: Stachybotrys chartarum 
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Während bei den 18S und 28S rDNA Primerpaaren die Fragmentgröße zwischen 

unterschiedlichen Pilzspezies ungefähr gleich war, variierte diese leicht bei den Pri-

mern für die ITS Region (Abbildung 7 und Anhang B4). In fast allen Fällen war eine 

Amplifikation der 38 eingesetzten Pilzspezies mit allen sechs Primerpaaren erfolg-

reich (Tabelle 19). Leichte Unterschiede konnten in Abhängigkeit der genutzten 

DNA-Extraktionsmethode festgestellt werden, da zum Teil der Nachweis von 

Stachybotrys sp. und Mucor spinosus misslang; im Gegensatz zu den CTAB und 

GenEluteTM Verfahren konnte jedoch die PowerSoilTM Methode die Detektion der 

beiden Pilzspezies ermöglichen. 

 

Tabelle 19: Übersicht über die DNA-Amplifikation von 38 Pilzspezies mit sechs universellen, 

Pilz-spezifischen Primerpaaren 

 CTAB PowerSoilTM GenEluteTM 

Pilzspezies 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 

Acremonium strictum DSM 3567 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Alternaria sp. 

 

+ + + + + + s + + + + + + + + + + + 

Alternaria alternata DSM 1102 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Aspergillus clavatus. + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Aspergillus flavus + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Aspergillus fumigatus + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Aspergillus glaucus Group + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Aspergillus niger + s + + + + + + + + + + + + + + + + 

Aspergillus versicolor + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Aspergillus versicolor DSM 1943 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Aureobasidium pullulans + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Aureobasidium pullulans  

DSM 2404 

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Chaetomium sp. + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Chrysonilia sp. + + + + s + + + + s s + + + + + + + 

Cladosporium sp. + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Cladosporium herbarum  

DSM 63422 

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Epicoccum sp. + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
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Fortsetzung Tabelle 19: Übersicht über die Amplifikation von 38 Reinkultur-Pilzspezies mit 

sechs universellen, Pilz-spezifischen Primerpaaren 

 CTAB PowerSoilTM GenEluteTM 

Pilzspezies 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 

Eurotium sp. s + + + - + + + + + + + + + + + + + 

Eurotium amstelodami DSM 62629 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Eurotium chevalierie DSM 62630 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Eurotium rubrum DSM 62631 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Fusarium sp. + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Fusarium culmorum + + + + + + - + + + + + + + + + + + 

Moniliella sp. + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Mucor spinosus - + - - - + + + G G + + + + + + + + 

Penicillium chrysogenum + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Penicillium chrysogenum DSM 844 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Penicillium brevicompactum + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Rhizopus peca - + + + + - + + G G + + + + + + + + 

Saccharomyces cerevisae 

DSM 70451 

+ + + G G G + + + + G G + + + + + + 

Stachybotrys sp. Stamm I + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Stachybotrys sp. Stamm II + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Stachybotrys chartarum S1114 + + + + + + + + + + + + - - - - - - 

Stachybotrys chartarum S1495 - - - - - - + + + + + + + + + + + + 

Trichoderma sp. + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Trichothecium roseum + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Wallemia sp. + + + + + + + + + +

+ 

+ + + + + + + + 

Wallemia sebi DSM 5329 - + + + + + + + + + + + + + + + + + 

H2O - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

+: Amplifikation; -: keine Amplifikation; G: größeres Fragment; s: schwache Bande 

1 – 6: Primerpaarindex, s. Tabelle 11. 
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4.1.1.2 Laufweite der Reinkultur-Einzelstrang-DNA im Polyacrylamidgel 

Zur Bewertung der Auftrennung im Polyacrylamidgel in Abhängigkeit des Primerpaa-

res wurden mit Hilfe der PCR-SSCP-Methode DNA-Einzelstränge von sieben aus-

gewählten Pilzspezies unterschiedlicher, phylogenetischer Gruppen hergestellt und 

im Polyacrylamidgel getrennt (s. Punkt 3.2.3.1.2). Dabei wurden deutliche Unter-

schiede in der Laufweite der Banden in Abhängigkeit des gewählten Primerpaares 

sowie dessen Amplifikationsbereichs festgestellt (Abbildung 8). Sowohl kurze Amplifi-

kate – wie bei den Primerpaaren U1/U2 (260 bp) und NS7/NS8 (377 bp) – als auch 

lange Amplifikate – wie bei den Primerpaaren 0817/1536 (762 bp) und Fun18sf/ITS4 

(770-800 bp) – zeigten sehr ähnliche Laufweiten der Banden über das Gel; trotz 

Variation der Analysebedingungen hinsichtlich MDE-Konzentration und Laufzeit. Der 

Laufweitenunterschied war bei den langen Amplifikaten zwar ausgeprägter als bei 

den kurzen, aber weniger deutlich als bei den Primerpaaren ITS1/ITS4 (570-590 bp) 

und ITS1F/ITS4 (600-630 bp), welche eine Bandenverteilung über die gesamte 

Gellänge ermöglichten (Abbildung 8). Damit erwies sich die höhere Sequenzvariabili-

tät in der ITS-Region als zielführend hinsichtlich einer besseren Laufweitenverteilung 

der PCR-Amplifikate unterschiedlicher Pilzarten im Polyacrylamidgel im Vergleich zu 

den hochkonservierten Bereichen der 18S und 28S rRNA Gene.  

4.1.1.3 Zusätzliche Banden im Polyacrylamidgel in Abhängigkeit des Primer-

paares 

Nach der PCR-SSCP-Analyse von sieben phylogenetisch unterschiedlichen Pilzspe-

zies erschienen trotz der Verwendung von Reinkulturen zum Teil zahlreiche Banden 

je Laufspur im Polyacrylamidgel (Abbildung 8). Generell gab es eine dominante 

Bande und zusätzlich schwächere Banden, wobei das Verhältnis der Intensitäten 

zwischen starker und schwacher Banden konstant war. Die Häufigkeit an zusätz-

lichen Banden unterschied sich sowohl in Summe als auch für eine einzelne Pilzspe-

zies im Vergleich der sechs Primerpaare. Für Primerpaar U1/U2 wurden insgesamt 

19 zusätzliche Banden gezählt, für die drei ITS-Primerpaare jeweils 34 sowie für 

0817/1536 46 und für NS7/NS8 84 Banden. 
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Abbildung 8: PCR-SSCP-Analyse von sieben Pilzarten: Trennung der „Einzelstränge“ im Poly-
acrylamidgel nach Anwendung von sechs universellen, Pilz-spezifischen Primerpaaren 

Primerpaare: A: 0817/1536; B: NS7/NS8; C: U1/U2; D: ITS1/ITS4; E: ITS1F/ITS4; F: Fun18sf/ITS4. 

Auftragsreihenfolge: 1: Wallemia sp.; 2: Aureobasidium pullulans; 3: Cladosporium sp.; 4: Mucor spi-
nosus; 5: Penicillium chrysogenum; 6: Aspergillus fumigatus; 7: Aspergillus glaucus; Gruppe; 8: 
Negativkontrolle der PCR. 

A B C

D E F
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4.1.1.4 Bestimmung auf Speziesebene in Abhängigkeit des Primerpaares 

Ein Ziel des Forschungsvorhabens war es, Pilze auf Speziesebene bestimmen zu 

können. Die Sanger-Sequenzierung von PCR-Produkten und nachfolgende Daten-

bankrecherchen ließen im Vergleich der sechs Primerpaare in allen Fällen eine Be-

stimmung auf Genusebene und in vielen Fällen auf Speziesebene zu. Zudem zeigte 

sich, dass die CBS-KNAW-Datenbank zum Teil eine genauere Bestimmung auf Spe-

ziesebene ermöglichte. Wie auch bei der qualitativen Beurteilung der DNA-Amplifi-

kation von Pilzreinkulturen (s. Punkt 4.1.1.1) zeigte sich auch hier ein Vorteil bei der 

Verwendung der ITS-Primerpaare. So ermöglichten diese häufiger eine Identifi-

zierung auf Speziesebene als die 18S und 28S rDNA Primer. Tabelle 21 fasst die 

Sequenzierergebnisse zusammen. 

4.1.1.5 Evaluierung der angewandten Primerpaare 

Für die Auswahl eines geeigneten Primerpaares wurden vier vergleichende Unter-

suchungen durchgeführt (s. Punkt 3.2.3.1). Gemäß der Bedeutung für das 

Forschungsvorhaben wurden die Ergebnisse der Einzeluntersuchungen unterschied-

lich gewichtet (Tabelle 20). Die Beurteilung der Primerpaare erfolgte anhand einer 

Durchschnittsbenotung dieser Einzelergebnisse und einer Auswertung der Rang-

folgen je Einzeluntersuchung im Vergleich der sechs Primerpaare. Die Berechnun-

gen sind in Tabelle 20 dargestellt. Bei beiden Auswerteverfahren wurde die iden-

tische Gesamtreihenfolge ermittelt. Primerpaar ITS1/ITS4 war das Primerpaar so-

wohl mit der besten Durchschnittsnote als auch mit dem besten (Gesamt-) Rang und 

wurde als Primerpaar der Wahl für die kommenden Versuche betrachtet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ERGEBNISSE   75 

Tabelle 20: Ergebnisse der Evaluierung der angewandten Primerpaare 

 Noten pro Untersuchung 

Primer-
paar 

Identifikation 
auf 

Speziesebene 
[50 %] 

Zusätzliche 
Banden im 

Polyacrylamidgel 
[20 %] 

Auftrennung im 
Polyacryl-    
amidgel            
[20 %] 

Amplifikation 
von 

Reinkulturen    
[10 %] 

Durch-
schnitts-

note  

1 4.0 (2 von 5) 3.0 (46) 2.0 (gut) 1.0 (108 von 114) 3.10 

2 5.0 (1 von 5) 4.0 (84) 2.0 (gut) 1.0 (112 von 114) 3.80 

3 4.0 (2 von 5) 1.0 (19) 3.0 (ungenügend) 1.0 (111 von 114) 2.90 

4 2.0 (4 von 5) 2.0 (34) 1.0 (sehr gut) 1.0 (111 von 114) 1.70 

5 3.0 (3 von 5) 2.0 (34) 1.0 (sehr gut) 1.0 (110 von 114) 2.20 

6 3.0 (3 von 5)  2.0 (34) 3.0 (ungenügend) 1.0 (111 von 114) 2.60 

 Rang pro Untersuchung 

Primer-
paar 

Identifikation 
auf 

Speziesebene 
[50 %] 

Zusätzliche 
Banden im 

Polyacrylamidgel 
[20 %] 

Auftrennung im 
Polyacryl-    
amidgel            
[20 %] 

Amplifikation 
von 

Reinkulturen    
[10 %] 

Gesamt-
rang  

1 4 (2 von 5) 5 (46) 3 (gut) 6 (108 von 114) 5 (42) 

2 6 (1 von 5) 6 (84) 3 (gut) 1 (112 von 114) 6 (49) 

3 4 (2 von 5) 1 (19) 5 (ungenügend) 2 (111 von 114) 4 (34) 

4 1 (4 von 5) 2 (34) 1 (sehr gut) 2 (111 von 114) 1 (13) 

5 2 (3 von 5) 2 (34) 1 (sehr gut) 5 (110 von 114) 2 (21) 

6 2 (3 von 5) 2 (34) 5 (ungenügend) 2 (111 von 114) 3 (26) 

[Gewichtung] und die (Untersuchungsergebnisse) sind in Klammern aufgeführt. Für den Primerpaar-

index siehe Tabelle 11. 
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4.1.2 Auswahl eines geeigneten DNA-Extraktionsverfahrens 

4.1.2.1 Amplifikation von Pilz-Reinkulturen 

Von 38 Pilzspezies (Tabelle 4) wurden jeweils mit drei DNA-Extraktionsmethoden – 

PowerSoilTM DNA Isolation Kit (MOBIO), GenEluteTM Plant Genomic DNA Miniprep 

Kit (SIGMA) und CTAB-Methode – die DNA isoliert und mit Primerpaar ITS1/ITS4 

vervielfältigt. Es zeigten sich nur marginale Unterschiede zwischen den Verfahren 

(Tabelle 19; Primerpaar 4 (ITS1/ITS4)): Bei der DNA-Extraktion mit PowerSoilTM 

konnten alle 38 Pilzspezies amplifiziert werden; bei der GenEluteTM-Methode waren 

37 von 38 amplifizierbar (ohne Stachybotrys chartarum S1114) und bei der CTAB-

Methode 36 von 38 (ohne Stachybotrys chartarum S1495 und Mucor spinosus). 

4.1.2.2 Bestimmung des Detektionslimits der PCR-SSCP-Methode in Abhängig-

keit des DNA-Extraktionsverfahrens 

Die Bestimmung des Detektionslimits in Abhängigkeit des DNA-Extraktionsverfah-

rens wurde im Dreifachansatz mit bestrahltem Matratzenstaub, welcher artifiziell mit 

einem Gemisch aus DSMZ-Referenzstämmen von Cladosporium herbarum, Euro-

tium amstelodami und Penicillium chrysogenum (Tabelle 4) kontaminiert wurde, 

durchgeführt (s. Punkt 3.2.3.2.2). Die eingesetzten Negativkontrollen (bestrahlter, 

nicht artifiziell kontaminierter Matratzenstaub) waren jeweils frei von DNA der einge-

setzten DSMZ-Referenzstämme (Abbildung 9). Mit Hilfe des PowerSoilTM DNA Iso-

lation Kits (MOBIO) konnte Eu. amstelodami in allen drei Fällen bis zu einer Konzen-

tration von 200 CFU/g Staub nachgewiesen werden (Abbildung 9). Im Vergleich 

hierzu variierten die Sensitivitäten bei der CTAB-Methode zwischen 200 (1x) und 

20.000 (2x) CFU/g Staub und beim GenEluteTM Plant Genomic DNA Miniprep Kit 

(SIGMA) zwischen 2.000 (2x) und 20.000 (1x) CFU/g Staub. Die anderen beiden 

eingesetzten Pilzspezies wiesen im Durchschnitt höhere Nachweisegrenzen auf 

(Abbildung 9). Dennoch war auch hier generell die Sensitivität mit dem PowerSoilTM 

Kit am höchsten. So variierte das Detektionslimit für Cl. herbarum beim Dreifach-

ansatz zwischen 200 und 20.000 CFU/g Staub beim PowerSoilTM Kit, zwischen 200 

und 200.000 CFU/g Staub bei der CTAB-Methode sowie zwischen 20.000 und 

200.000 CFU/g Staub beim GenEluteTM Kit. Die höchste Nachweisegrenze bei allen 

drei Extraktionsmethoden in diesem Versuchsansatz zeigte P. chrysogenum. Zum 

Teil – je einmal beim PowerSoilTM Kit und bei der CTAB Methode – konnte zwar auch 
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hier ein Detektionslimit von 200 CFU/g Staub ermittelt werden, allerdings war in vie-

len Fällen nur ein Nachweis bis 200.000 CFU/g Staub möglich (Abbildung 9). 

4.1.2.3 Bewertung der angewandten DNA-Extraktionsverfahren 

Zwei vergleichende Untersuchungen wurden für die Auswahl eines geeigneten DNA-

Extraktionsverfahrens durchgeführt und mittels Rangfolgetest gemäß deren Bedeu-

tung für das Forschungsvorhaben ausgewertet (s. Punkt 3.2.3.2). Das Ergebnis des 

Rangfolgetests ist in Tabelle 22 dargestellt. Alle Versuche wurden mit dem unter 

Punkt 4.1.1.5 evaluierten Primerpaar ITS1/ITS4 vollzogen. Der PowerSoilTM DNA 

Isolation Kit (MOBIO) erwies sich als dasjenige DNA-Extraktionsverfahren mit den 

besten Ergebnissen. 

Aus diesem Grund wurde die Kombination aus PowerSoilTM DNA-Extraktion und 

PCR-Amplifikation mit Primerpaar ITS1/ITS4 für die weiteren Versuche angewendet. 

 

Tabelle 22: Ergebnis des Rangfolgetests zur Bestimmung eines geeigneten DNA-Extraktions-

verfahrens 

DNA-Extraktions-
verfahren 

DNA-Amplifikation 
von Reinkulturen 

[40 %] 

Detektionslimit der  
PCR-SSCP-Methode 
[20 % je Einfachan-

satz = 60 %] 

Gesamtrang 
 

PowerSoilTM DNA 
Isolation Kit (MOBIO) 

1 (38 von 38) 
a: 1 (200 CFU/g) 
b: 1 (200 CFU/g) 
c: 1 (200 CFU/g) 

1 (10) 

GenEluteTM Plant 
Genomic DNA Miniprep 

Kit (SIGMA) 
2 (37 von 38) 

a: 1 (200 CFU/g) 
b: 2 (20.000 CFU/g) 
c: 3 (20.000 CFU/g) 

2 (20) 

CTAB-Methode 3 (36 von 38) 
a: 3 (20.000 CFU/g) 
b: 2 (20.000 CFU/g) 
c: 2 (2.000 CFU/g) 

3 (26) 

[Gewichtung] und (Untersuchungsergebnisse) sind in Klammern aufgeführt. Detektionslimit bezogen 

auf die Nachweisegrenze von Eurotium amstelodami (DSM 62629; Abbildung 9); a, b, c: Dreifach-

ansatz der Bestimmung des Detektionslimits. 

 



80  ERGEBNISSE 

 

Abbildung 9: Bestimmung des Detektionslimits der PCR-SSCP Methode 

DNA-Extraktionsverfahren: A1-A3: CTAB-Methode; B1-B3: PowerSoilTM DNA Isolation Kit (MOBIO); 
C1-C3: GenEluteTM Plant Genomic DNA Miniprep Kit (SIGMA) 

Auftragsreihenfolge: 1: Speziesstandard (s. Abbildung 11); 2: 2,0x107 CFU/g; 3: 2,0x106 CFU/g; 4: 
2,0x105 CFU/g; 5: 2,0x104 CFU/g; 6: 2,0x103 CFU/g; 7: 2,0x102 CFU/g; 8: „DNA-freie“ Kontrolle; 9: 
„DNA-freie“ Kontrolle; 10: Positivkontrolle der PCR (Reinkultur von P. chrysogenum, DSM 844); 11: 
Negativkontrolle der PCR; 12: Speziesstandard (s. Abbildung 11).  
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4.1.3 Entwicklung eines PCR-SSCP-Pilz-Speziesstandards („Spec“) 

Der Speziesstandard in der PCR-SSCP-Analyse diente der Laufweitenkontrolle, d.h. 

zur Kontrolle der Separationsbedingungen, und der nachfolgenden Gewährleistung 

der Vergleichbarkeit verschiedener Polyacrylamidgele durch Normalisierung mittels 

der Software GelCompar® II. Zehn Reinkulturen von DSMZ-Referenzstämmen wur-

den hierfür ausgewählt und einzeln oder als Gemisch eingesetzt: Penicillium 

chrysogenum (DSM 844), Aureobasidium pullulans (DSM 2404), Aspergillus ver-

sicolor (DSM 1943), Acremonium strictum (DSM 3567T), Eurotium amstelodami 

(DSM 62629), Eu. chevalieri (DSM 62630), Eu. rubrum (DSM 62631), Cladosporium 

herbarum (DSM 63422), Alternaria alternata (DSM 1102), Wallemia sebi (DSM 

5329). Die Probenvorbereitung erfolgte, wie unter den Punkten 4.1.1 und 4.1.2 ermit-

telt, mit der Kombination aus PowerSoilTM DNA Isolation Kit und dem Primerpaar 

ITS1/ITS4. Acht von zehn Stämmen trennten sich im Polyacrylamidgel gut voneinan-

der (Abbildung 10) und konnten zu Banden des Gemisches zugeordnet werden. Ein-

zig die drei verschiedenen Eurotium spp. zeigten exakt dieselbe Laufweite im Gel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: PCR-SSCP-Analyse von zehn DSMZ-
Referenzstämmen 

Auftragsreihenfolge: 1: Gemisch aller zehn DSMZ-Refe-
renzstämme; 2: Cladosporium herbarum (DMS 63422); 
3: Alternaria alternata (DSM 1102); 4: Acremonium 
strictum (DSM 3567); 5: Aureobasidium pullulans (DSM 
2404); 6: Eurotium amstelodami (DSM 62629); 7: Eu. 
chevalieri (DSM 62630); 8: Eu. rubrum (DSM 62631); 9: 
Wallemia sebi (DSM 5329); 10: Penicillium 
chrysogenum (DSM 844); 11: Aspergillus versicolor 
(DSM 1943) 
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Aus diesem Grund wurde nur ein Stamm (Eu. amstelodami) hiervon in den 

Speziesstandard übernommen, sodass dieser schließlich aus acht Refe-

renzstämmen bestand (Abbildung 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: Pilzspeziesstandard („Spec“) für die PCR-SSCP-Analyse (Normalisie-
rung) 

Anordnung: 1: Penicillium chrysogenum (DSM 844); 2: Aureobasidium pullulans (DSM 
2404); 3: Aspergillus versicolor (DSM 1943); 4: Acremonium strictum (DSM 3567); 5: Euro-

tium amstelodami (DSM 62629); 6: Cladosporium herbarum (DSM 63422); 7: Alternaria 
alternata (DSM 1102); 8: Wallemia sebi (DSM 5329) 

 

4.1.4 Reproduzierbarkeit der entwickelten PCR-SSCP-Methode 

Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit der PCR-SSCP-Methode als wichtigen 

Faktor, u.a. für epidemiologische Untersuchungen, wurden Profil-zu-Profil-Vergleiche 

innerhalb eines Gels (Intragel-Variation), Gel-zu-Gel-Vergleiche (Intergel-Variation) 

und Vergleiche hinsichtlich Übereinstimmungen im Bandenprofil bei an unterschied-

lichen Tagen extrahierten Proben (Intertag-Variation) durchgeführt. Abbildung 12 

zeigt exemplarisch Polyacrylamidgele, die u.a. für die Bestimmung der Ähnlichkeiten 

der Bandenprofile bei der Hühnerstall-, Schweinestall-, Kuhstall- und Matratzen-

staubprobe herangezogen wurden. Weitere Polyacrylamidgele für die Untersuchun-

gen sind äquivalent hierzu anzusehen und sind nicht weiter dargestellt.  
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Abbildung 12: Bestimmung der Reproduzierbarkeit der PCR-SSCP-Analysemethode 

A: Polyacrylamidgel zur Bestimmung der Intragel-Variation für Hühnerstall- (links; 2-6), Schweinestall- 
(Mitte; 8-12) und Matratzenstaub (rechts; 14-18); 1/7/13/19: Speziesstandard. 

B: Exemplarisches Polyacrylamidgel zur Bestimmung der Intergel-Variation. 1/6/11: Speziesstandard; 
2/7: Hühnerstallstaub; 3/8: Schweinestallstaub; 4/9: Matratzenstaub; 5/10: Kuhstallstaub. 

C: Polyacrylamidgel zur Bestimmung der Intragel-Variation für Kuhstallstaub (link; 2-6) und der Inter-
tag-Variation für Hühnerstall- (Mitte; 8-12) und Schweinestallstaub (rechts; 14-18); 1/7/13/19: Spe-
ziesstandard 

 

A

C

B

1   2  3   4   5   6   7  8   9  10 11 12 13  14 15 16 17 18 19

1   2  3   4   5   6   7  8   9  10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1   2  3   4   5   6   7  8   9  10 11
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Wie aus Abbildung 12 hervorgeht, wiesen die erzeugten SSCP-Bandenprofile bereits 

augenscheinlich eine hohe Übereinstimmung bei allen drei Analyseparametern auf. 

Zur Bestimmung der exakten Übereinstimmungswerte wurde der Pearson Korrela-

tionskoeffizient in Clusteranalysen der jeweiligen Staubprobe hinsichtlich Intragel-, 

Intergel- und Intertag-Variation mittels der Software GelCompar® II bestimmt. Im 

Mittel aller Proben lagen die Ähnlichkeitswerte der einzelnen Profile für den Vergleich 

innerhalb eines Polyacrylamidgels bei 94,94 % [SD = 2,51], für den Gel-zu-Gel-Ver-

gleich bei 87,66 % [SD = 6,62] und für den Faktor „Vergleich unterschiedlicher DNA-

Extraktionstage“ bei 93,03 % [SD = 4,69] (Tabelle 23). Im Vergleich der einzelnen 

Proben unterschiedlicher Herkunft variierten die Ähnlichkeitswerte deutlich. Je kom-

plexer die Einzelprobe, desto geringer war die Ähnlichkeit und desto höher die Stan-

dardabweichungen im Vergleich zu Proben mit geringerer Bandenanzahl (vgl. z.B. 

Intragel-Variation; Matratzenstaubprobe gegenüber den Stallstaubproben). Zudem 

zeigte sich, dass die Ähnlichkeiten der Bandenprofile beim Vergleich über mehrere 

Gele deutlich abnahmen. Tabelle 23 fasst die einzelnen Übereinstimmungswerte der 

Untersuchungen zusammen. 

 

Tabelle 23: Reproduzierbarkeitswerte (Ähnlichkeiten der SSCP-Bandenprofile) von Staubpro-

ben unterschiedlicher Herkunft (Pearson Korrelations-Koeffizient (%)).  

Anzahl der Analysen pro Staubprobe = 4 bzw. 5. 

Staubquelle Durchschnittlicher Pearson Korrelations-Koeffizient [%] 

 Intragel-Vergleich (n = 5) Intergel-Vergleich (n = 4) Intertag-Vergleich (n = 5) 

Hühnerstall 98,23 [SD = 0,78] n.d. 91,52 [SD = 4,42] 

Schweinestall 97,77 [SD = 1,32] 88,13 [SD = 7,24] 94,53 [SD = 4,95] 

Kuhstall 97,66 [SD = 1,09] 93,51 [SD = 3,98] n.d. 

Matratze 86,11 [SD = 6,86] 81,34 [SD = 8,64] n.d. 

Mittelwert 94,94 [SD = 2,51] 87,66 [SD = 6,62] 93,03 [SD = 4,69] 

Einzelanalysen sind in Anhang A1 dargestellt; SD: Standardabweichung; n.d.: nicht durchgeführt 

 

Abbildung 13 zeigt exemplarisch die Clusteranalyse für die Schweinestallstaubprobe. 

Bei der Gel-zu-Gel-Vergleichsanalyse (mittlere Abbildung) konnte eine Kompression 

von vier Bandenprofilen nach der notwendigen Normalisierung aufgrund von Lauf-
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4.2 Untersuchung der Pilzdiversität in Stall- und Hausstaubproben 

Die Analyse von Stall- und Hausstaubproben diente dem Nachweis der Anwendbar-

keit der entwickelten PCR-SSCP Methode und der Parallelsequenzierungstechnolo-

gie auf die Untersuchung von „Feldproben“, d.h. die Verwendung von Staub als Ma-

trix für die DNA-Extraktion zur Bestimmung der Diversität an Pilzen. Im Zuge dessen 

sollte überprüft werden, ob bei ausgewählten Gelbanden der PCR-SSCP-Analyse 

eine Identifizierung auf Speziesebene nach DNA-Isolierung aus dem Polyacrylamid-

gel und nachfolgender Sanger-Sequenzierung möglich ist. Zur Plausibilitätsprüfung 

der erhaltenen Ergebnisse wurde ein Vergleich mit kulturellen Untersuchungen an-

gestellt. Als Probenmaterial wurden die Proben aus der Reproduzierbarkeitsstudie (s. 

Punkt 3.2.3.5) verwendet.  

4.2.1 PCR-SSCP-Analyse 

Die PCR-SSCP-Analyse (Abbildung 14) zeigte eine Vielzahl starker und schwacher 

Banden je Bandenprofil und die Profile unterschieden sich deutlich voneinander. In 

einem ersten Schritt wurde die Möglichkeit der Bestimmung auf Speziesebene von 

aus dem Polyacrylamidgel ausgeschnittenen Banden und der daraus isolierten DNA 

untersucht. Hierfür wurden zehn dominante Banden – jeweils drei von den Profilen 

der Hühnerstall- und Kuhstallstaubprobe sowie jeweils zwei von den Profilen der 

Schweinestall- und Matratzenstaubprobe – ausgewählt (Abbildung 14). Zwei Doppel-

banden (Bande B + D) wurden ausgeschnitten, da hier eine Trennung aufgrund der 

sehr ähnlichen Laufweite im Polyacrylamidgel nicht möglich war.  

In allen zehn Fällen war eine Bestimmung auf Speziesebene möglich. In keinem Fall 

wurde pflanzliche DNA gefunden, was vermutlich durch die Vorselektion des 570-

590 bp Fragments erreicht wurde (s. Punkt 3.2.3.4). In der Hühnerstallstaubprobe 

wurde Microdochium nivale (Bande A, 99 %; GenBank Nummern s. Abbildung 14) 

und Cryptococcus victoriae (Bande C, 100 %) nachgewiesen. Candida cabralensis 

(Bande D, 99 %) und Candida catenulata (Bande E, 100 %) wurden in der Schwei-

nestallstaubprobe gefunden. Die Spezifikation der beiden ausgeschnittenen Banden 

aus dem Bandenprofil des Matratzenstaubs ergab Alternaria alternata (Bande F, 

100 %) und Pseudotaeniolina globosa (Bande G, 99 %). Alle drei Banden der Kuh-

stallstaubprobe wurden als Cladosporium spp. bestimmt – Cladosporium sphaero-

spermum (Bande H + I, 98 + 100 %) und Cladosporium cladosporioides (Bande J, 
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100 %). Alle drei Banden lagen jedoch nicht auf Höhe von Speziesstandard Cla-

dosporium herbarum (DSM 63422), zeigten mit diesem allerdings Sequenzüberstim-

mungen von 96 % (Bande H), 97 % (Bande I) und 98 % (Bande J). Untereinander 

waren die Sequenzen zu 98 % (Bande H + I), 96 % (Bande H + J) sowie 97 % 

(Bande I + J) identisch. Des Weiteren zeigten die Banden H und J ähnliche, jedoch 

minimal längere Laufweiten als die Speziesstandard-Pilze Eurotium amstelodami 

(DSM 62629) und Alternaria alternata (DSM 1102). Sequenzvergleiche ergaben, 

dass die Sequenz von Cladosporium sphaerospermum (Bande H) eine 90%ige 

Übereinstimmung mit einem mittleren Teilstück von 224 Nukleotiden (nt) sowie eine 

100%ige Übereinstimmung in den letzten 61 nt inklusive des Reverse-Primers ITS4 

mit Eurotium amstelodami besitzt. Die Sequenz von Cladosporium cladosporioides 

(Bande I) wies eine 100%ige Übereinstimmung mit den ersten 32 (inklusive Forward-

Primer ITS1) und den letzten 58 nt (inklusive Reverse-Primer ITS4) sowie eine 

93%ige Übereinstimmung mit einem mittleren Teilstück von 201 nt mit einer Alterna-

ria alternata Datenbanksequenz (GenBank: GQ121322.2) auf.  

Nicht-pilzlichen Ursprungs war laut Sanger-Sequenzierung Bande B (Dermanyssus 

gallinae, rote Vogelmilbe, 99 %) der Hühnerstallstaubprobe. Bisher war unbekannt, 

dass mit Primerpaar ITS1/ITS4 auch die ITS-Region von der Vogelmilbe amplifiziert 

wird. Die hierbei gewählte Doppelbande wies nahezu die identische Laufweite im 

Polyacrylamidgel wie Speziesstandard Wallemia sebi (DSM 5329) auf. Der direkte 

Sequenzvergleich ergab jedoch nur eine Übereinstimmung der vorliegenden 

Sequenzen im Bereich der Forward- und Reverse-Primer.  
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Abbildung 14: PCR-SSCP-Analyse von Stall- und Matratzenstaub-
proben zum Nachweis der Funktionalität der Methode 

Auftragsreihenfolge:  

1: Speziesstandard; 2: Hühnerstallstaub; 3: Schweinestallstaub;  

4: Matratzenstaub; 5: Kuhstallstaub; 6: Speziesstandard 

Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung: 

(A): Microdochium nivale: NCBI / CBS: DSM 62278 

(B): Dermanyssus gallinae: NCBI: GQ129212.1 / CBS: ROL2 

(C): Cryptococcus victoriae: NCBI: AM160647.1 / CBS: HB1221 

(D): Candida cabralensis: nur CBS: CBS 11679 

(E): Candida catenulata: NCBI / CBS: CBS 565 

(F): Alternaria alternata: NCBI: HQ380767.1 / CBS: DTO109-E4 

(G): Pseudotaeniolina globosa: NCBI: HQ115663.1 / CBS: CBS109889 

(H): Cladosporium sphaerospermum: NCBI: AF455481.1 / CBS: 
DTO117-H2 

(I): Cladosporium sphaerospermum: NCBI / CBS: s. (H) 

(J): Cladosporium cladosporioides: NCBI: AF455525.1 / CBS: DTO004-
C3 

 

4.2.2 Kulturelle Untersuchungen 

Die durchgeführten Untersuchungen auf Sabouraud-2 % Glucose-Agar und DG18-

Agar bestätigten die Ergebnisse der PCR-SSCP-Analyse im Allgemeinen. So war 

eine Zuordnung der dominanten Genera zu den Ergebnissen der PCR-SSCP-Ana-

lyse in vielen Fällen möglich. Beim Schweinestallstaub überwucherte Mucor sp. die 

Sabouraud-Agarplatte, sodass hier keine weiteren Pilze identifiziert werden konnten. 

Da eine weitere Differenzierung der weißen Hefen nicht vorgenommen wurde, war 

eine Aussage über das Vorkommen der bei der PCR-SSCP-Analyse detektierten 

Hefen auf den Nährmedien nicht möglich. Tabelle 24 fasst die Ergebnisse der 
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kulturellen Untersuchungen im Vergleich zu den PCR-SSCP-Ergebnissen zusam-

men. 

 

Tabelle 24: Ergebnisse der kulturellen Untersuchungen der Stall- und Hausstaubproben im 

Vergleich zu den PCR-SSCP-Ergebnissen 

Detektierte 
Genera 

Hühnerstall-
staub 

Schweinestall-
staub 

Kuhstall- 
staub 

Matratzen- 
staub 

Alternaria sp. - - - ++ (Sab/DG) 

Aspergillus sp. - - + (Sab/DG) - 

Candida sp. + - - - 

Cladosporium 
sp. 

- - ++ (Sab/DG) + (Sab/DG) 

Eurotium sp. - - - + (Sab/DG) 

Fusarium sp. - - - + (Sab/DG) 

Geotrichum sp. + - - - 

Mucor sp. - 
+++ (Sab) 
++ (DG) 

+ (Sab/DG) - 

Penicillium sp. - + (DG) + (Sab/DG) + (Sab/DG) 

Pichia sp. + - - - 

weiße Hefen 
(nicht weiter 
differenziert) 

++ (Sab/DG) + (DG) - - 

+: gewachsen, -: nicht gewachsen, ++: dominant, +++: Platte überwuchert; Sab: Sabouraud-Agar,  

DG: DG18-Agar. Übereinstimmungen mit PCR-SSCP-Analyse fett gedruckt. 

 

4.2.3 Parallelsequenzierung 

Für die Untersuchung der Stall- und Hausstaubproben mittels Parallelsequenzierung 

wurden zusätzlich zu den, bereits oben erwähnten, vier Staubproben noch zwei wei-

tere Matratzenstaubproben inkludiert. Die sechs Proben wurden als natives DNA-Ex-

trakt (inkl. pflanzlicher DNA und Fragmentgrößen von ca. 350 bp; s. Punkt 3.2.3.4) 

und als PCR-Amplifikat (570-590 bp Fragment) vergleichend eingesetzt. In einem 

ersten Schritt wurden zunächst Unterschiede und Übereinstimmungen zwischen den 

beiden Probenvorbereitungsstrategien bestimmt, anschließend die dominanten Spe-

zies je Probenquelle ermittelt und mit den Ergebnissen der PCR-SSCP-Analyse und 

den kulturellen Untersuchungen verglichen. 
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Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen der Verwendung des nativen 

DNA-Extrakts und der PCR-Amplifikate hinsichtlich der Anzahl an Sequenzen ge-

funden (Abbildung 15). Erkennbare Unterschiede waren nur bei der Anzahl an 

Sequenzen mit einer Länge von 300 bis 399 nt vorhanden, welche bei dem nativen 

DNA-Extrakt mehr als doppelt so häufig vorkamen; dies war hauptsächlich bei den 

Matratzenstaubproben zu beobachten (Abbildung 16). Zudem wurde bei der Verwen-

dung der ITS1/ITS4-PCR-Amplifikate nur mit dem 570-590 bp Fragment weiterge-

arbeitet (s.a. Punkt 3.2.3.4), sodass andere Fragmentgrößen nicht mehr oder nur 

methodisch bedingt vorhanden sein konnten.  

 

 

Abbildung 15: Vergleichsanalyse von nativem DNA-Extrakt und PCR-Amplifikat (570-590 bp 
Fragment) mittels Parallelsequenzierung (GS Junior, ROCHE) 
nt: Nukleotide 
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Abbildung 16: Parallelsequenzierung (GS Junior, ROCHE) von nativen DNA-Extrakten und 
PCR-Amplifikaten (570-590 bp) unterschiedlicher Herkunft im Vergleich 

1: Anzahl Sequenzen gesamt; 2: Sequenzen > 300 nt; 3: Sequenzen mit 300-399 nt; 4: Sequenzen 
mit 400-499 nt; 5: Sequenzen mit 500-599 nt; 6: Sequenzen > 600 nt; nt: Nukleotide. 

 

Dies spiegelt sich auch beim Vergleich der dominanten Spezies je Probenquelle 

wider. Unterschiede waren nur in Bezug auf die Auffindung von Candida sp. 

(Sequenzlänge 300-399 nt) bei den nativen DNA-Extrakten gegeben, welche, auf-

grund der Selektion des 570-590 bp Fragments bei den PCR-Amplifikaten, hierbei in 

den meisten Fällen nicht mehr zu finden waren (Tabelle 25). Bezüglich der dominan-

ten Schimmelpilzspezies wurden in der Regel keine Unterschiede festgestellt. Die 

Auswertung mittels MS Excel ‚Teilergebnis‘ und UCLUST in QIIME führte in allen 

Fällen zu denselben Ergebnissen. 298 OTUs wurden insgesamt gefunden. Epi-

coccum nigrum war in allen Proben stark vertreten. Zudem wurden analog zur PCR-

SSCP-Analyse auch beim Parallelsequenzierungsansatz DNA-Sequenzen der roten 
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Vogelmilbe (Dermanyssus gallinae) bei der Hühnerstallstaubprobe sowie zusätzlich 

auch bei der Matratzenstaubprobe 2 und der Schweinestallstaubprobe gefunden 

(Tabelle 25). Zudem zeigten sich auch verschiedene Cryptococcus spp. als weit ver-

breitet. Mit Ausnahme der Schweinestallstaubprobe wurde dieses Genus in allen 

Proben nachgewiesen.  

 

Tabelle 25: Vergleich der dominanten Spezies bei der Parallelsequenzierung (GS Junior, 

ROCHE) von nativen DNA-Extrakten und PCR-Amplifikaten (570-590 bp Fragment) unter-

schiedlicher Herkunft 

Probenquelle Natives DNA-Extrakt PCR-Amplifikat 
(570-590 bp Fragment) 

Matratze 1 Candida sp. / deformans 
Epicoccum nigrum 

Alternaria alternata / brassicae 
Ulocladium septosporum 

Alternaria alternata / brassicae 
Ulocladium septosporum 

Epicoccum nigrum 

Matratze 2 Candida sp. / deformans 
Epicoccum nigrum 

Cryptococcus heimaeyensis / 
victoriae. 

Dermanyssus gallinae 
Geotrichum candidum / geotrichum 

Trichosporon jirovecii 

Epicoccum nigrum 
Cladosporium cladosporioides 
Cryptococcus heimaeyensis / 

victoriae 
Candida sp. 

Eurotium amstelodami / repens 
Phoma herbarum 

Matratze 3 Candida sp. 
Epicoccum nigrum 

Galactomyces geotrichum 
Cryptococcus sp. / dimmenae 

Dioszegia crocea 
Bullera globispora 
Didymella exitialis 

Epicoccum nigrum 
Phoma herbarum 

Cryptococcus victoriae 
Bullera globispora 

Cladosporium cladosporioides. 
Alternaria alternata / brassicae 

Galactomyces geotrichum 

Kuhstall Cladosporium cladosporioides 
Cl. sphaerospermum 
Epicoccum nigrum 

Cryptococcus carnescens 
Phoma herbarum 
Didymella exitialis 

Microdochium nivale 

Cladosporium cladosporioides 
Cl. sphaerospermum 

Hühnerstall Dermanyssus gallinae 
Microdochium nivale 
Epicoccum nigrum 
Didymella exitialis 

Cryptococcus victoriae 
Eurotium amstelodami 

Dermanyssus gallinae 
Microdochium nivale 
Epicoccum nigrum 

Cryptococcus victoriae 
Didymella exitialis 

Cladosporium cladosporioides 

Schweinestall Candida cabralensis 
Candida catenulate 

Dermanyssus gallinae 
Microdochium nivale 
Epicoccum nigrum 

Candida cabralensis 
Epicoccum nigrum 

Dermanyssus gallinae 
 

Anordnung der Pilzspezies nach Häufigkeit je Probe; Auswertung der häufigsten, identischen 
Sequenzen mittels MS Excel ‚Teilergebnis‘ und von 298 OTU-Sequenzen nach Zusammenfassung mit 
UCLUST in QIIME 
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Laut Herstellerangaben sollte ein maximaler Fragmentlängenunterschied von 150 bp 

für den Einsatz der Parallelsequenzierung mit dem GS Junior (ROCHE) eingehalten 

werden. Da dieses Maximum bei der Verwendung des nativen DNA-Extrakts über-

schritten und keine signifikanten Unterschiede zu den PCR-Amplifikaten gefunden 

wurden, sind die folgenden Parallelsequenzierungsversuche mit den vorselektierten 

Proben durchgeführt worden. 

4.2.4 Vergleich von PCR-SSCP-Analyse, Parallelsequenzierung und 

kulturellen Untersuchungen von Stall- und Hausstaubproben 

Tabelle 26 zeigt die Ergebnisse im Vergleich der drei Analysemethoden – Kultur, 

PCR-SSCP und Parallelsequenzierung. Der Vergleich wurde mit den drei Stallstaub- 

und einer Matratzenstaubprobe (Probe 1) durchgeführt. Zusammenfassend kann 

gesagt werden, dass die Ergebnisse der jeweiligen Methode durch die Ergebnisse 

der anderen Techniken bestätigt werden. In allen Fällen stimmten die detektierten, 

dominanten Pilzspezies überein. 

 

Tabelle 26: Zusammenfassung der Ergebnisse der Untersuchung von Stall- und Hausstaub-

proben mittels PCR-SSCP, Parallelsequenzierung und Kultur. 

Probenquelle PCR-SSCP-Analyse Parallelsequenzierung Kultur 

Matratze Alternaria alternata 
Pseudotaeniolina globosa 

Candida sp. / deformans  
Epicoccum nigrum 

Alternaria alternata / brassicae 
Ulocladium septosporum 

Alternaria sp. / 
Epicoccum sp. / 

Cladosporium sp. 
Penicillium sp. 

Kuhstall Cladosporium 
sphaerospermum 

Cl. cladosporioides 

Cladosporium cladosporioides 
Cl. sphaerospermum 
Epicoccum nigrum 

Cryptococcus carnescens 
Phoma herbarum 
Didymella exitialis 

Microdochium nivale 

Cladosporium sp. / 
Penicillium sp. / 
Aspergillus sp. / 

Mucor sp. 

Hühnerstall Microdochium nivale 
Dermanyssus gallinae 
Cryptococcus victoriae 

Dermanyssus gallinae 
Microdochium nivale  
Epicoccum nigrum 
Didymella exitialis 

Cryptococcus victoriae 
Eurotium amstelodami 

Cladosporium cladosporioides 

weiße Hefen 
(Candida sp., 

Geotrichum sp., 
Pichia sp., weitere 

nicht weiter 
differenziert) 

Schweinestall Candida cabralensis 
C. catenulata 

Candida cabralensis 
C. catenulata 

Dermanyssus gallinae 
Microdochium nivale 
Epicoccum nigrum 

Mucor sp.  
weiße Hefen 
(nicht weiter 
differenziert) 

Parallelsequenzierung/Kultur: Anordnung der Pilzspezies nach Häufigkeit je Probe. 
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4.3 Molekularepidemiologische Untersuchungen zur Feststellung 

von Assoziationen zwischen Schimmelpilzexposition und 

Asthmarisiko bei Schulkindern (GABRIEL) 

844 Matratzenstaubproben (stratifizierte Stichprobe der GABRIEL-Studie) von bayer-

ischen Schulkindern aus dem bäuerlichen Umfeld mit oder ohne ärztlich diagnosti-

ziertem Asthma wurden untersucht (s. Punkt 3.1.2). Die DNA-Extraktion mit dem 

PowerSoilTM DNA Isolation Kit (MOBIO) und die PCR-Amplifikation mit dem Primer-

paar ITS1/ITS4 war in allen Fällen erfolgreich. Die weitere Analyse mittels PCR-

SSCP und Parallelsequenzierung wurde mit den spezifischen PCR-Produkten (570-

590 bp-Fragment) zur Vermeidung pflanzlicher Störfaktoren und von Größeneffekten 

bei beiden Technologien durchgeführt (s.a. Punkt 3.2.3.4). Allerdings wurde damit 

eine Nichtberücksichtigung von manchen Hefen mit einer ITS-Fragmentlänge von ca. 

350 bp in Kauf genommen. 

4.3.1 PCR-SSCP-Analyse von Matratzenstaubproben (GABRIEL) 

Mittels PCR-SSCP-Analyse wurden von den oben genannten Proben 844 Banden-

profile im Polyacrylamidgel erstellt. Diese verteilten sich auf insgesamt 54 Gele. Die 

Ergebnisse der statistischen Analyse der densitometrischen Werte und der Band-

matching-Informationen sind im Folgenden dargestellt. Die Abbildung 17 und 

Abbildung 18 zeigen beispielhaft ein Polyacrylamidgel der durchgeführten Studie so-

wie die Übersetzung der Bandeninformation in Dichtewerte von drei Proben dessel-

ben Gels im Vergleich zu dem eingesetzten Speziesstandard. 
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Abbildung 17: Beispielhafte Darstellung eines Polyacrylamidgels der PCR-SSCP-Analyse von 
17 Matratzenstaubproben (GABRIEL) 
Auftragsreihenfolge: 1: Speziesstandard; 2-10: Matratzenstaubproben; 11: Speziesstandard;  
12-19: Matratzenstaubproben; 20: Speziesstandard. 

 

 

Abbildung 18: Beispielhafte Darstellung der densitometrischen Werte von sechs Banden-
profilen aus Abbildung 17 
grau: Speziesstandards (3x); grün: Probe 10; orange: Probe 12; blau: Probe 13 (vgl. Abbildung 17). 
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4.3.1.1 Densitometrische Auswertung der Bandeninformationen 

Die Dichtewerte der einzelnen Bandenpositionen der 844 PCR-SSCP-Profile wurden 

qualitativ (dichotomisierte Variablen mit Cut-off 5 und 10) und quantitativ (logarith-

mierte Variablen, kontinuierlich verwendet) ausgewertet. Hierfür wurden die Banden-

profile nach Bauernhofursprung adjustiert und nach dem Vorhandensein einer 

Asthma-Diagnose beim jeweiligen Kind sortiert. Die statistische Auswertung ergab 

zahlreiche signifikante Bandenpositionen hinsichtlich „Asthmaprotektion“ (OR < 1; 

inverse Assoziation) bzw. „Asthmainduktion“ (OR > 1; positive Assoziation). Die 

Assoziationen der relativen Bandenpositionen im Polyacrylamidgel bezüglich 

Asthma/asthmatischer Bronchitis sind in Abbildung 19 dargestellt. Hierbei wurden die 

OR gegen die Position der Bande im Gel aufgetragen und signifikante Assoziationen 

(p < 0,05) mit einem Sternchen versehen. 

Die spezifischen, signifikanten Bandenpositionen sind in Tabelle 27 im Detail darge-

stellt. Um diejenigen Bandenpositionen mit den stärksten Assoziationen – positiv 

oder invers – bezüglich Asthma/asthmatischer Bronchitis bestimmen zu können, 

wurden Schnittmengen aus den Ergebnissen der drei Analysevarianten gebildet 

(Tabelle 28). Eine Schnittmenge aus allen drei Varianten lag nicht vor, sodass der 

Fokus auf Schnittmengen aus jeweils zwei der drei Varianten gelegt wurde. Dabei 

stellte sich heraus, dass zudem keine Schnittmenge aus der dichotomisierten Aus-

wertung mit Cut-off 10 und der kontinuierlichen Auswertung gebildet werden konnte. 

Aus diesem Grund wurden Bandenpositionen aus den Schnittmengen der dichotomi-

sierten Auswertung mit Cut-off 5 und 10 sowie mit Cut-off 5 und der kontinuierlichen 

Auswertung als hoch-assoziativ eingestuft (Tabelle 28).  

Nah aneinander liegende Gelpositionen wurden dabei als eine Gelposition betrach-

tet, da hier eine Separation der Banden im Polyacrylamidgel nicht möglich gewesen 

wäre. So wurden die Einzelpositionen 213, 214 und 220 zur Position 220 zusam-

mengefasst; ebenso 1410 und 1411 zu 1410 und 621, 623, 624 und 627 zu 621/627. 

Bei letzterer Gelposition wurde aufgrund der unterschiedlichen Herkunft der Einzel-

positionen 621, 623 und 624 sowie 627 bezüglich der Schnittmenge eine Doppel-

bezeichnung gewählt (Tabelle 28). Gelposition 1132 stellte eine klare Schnittmenge 

dar. 
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Tabelle 27: Gelpositionen mit signifikanter, positiver oder inverser Assoziation mit Asthma 

(Densitometrie) 

 Positive Assoziation Inverse Assoziation 

dichotomisiert / Cut-off 5 212  213  214  215  216  219  

220  228  286  287  288  498 

1168 1409 1410 1411 1412 1413 

1414 1415 1416 1417 1603 1604 

1606 1607 

621  622  623  624  625  626  

627  710  711  712  713  714  

715  716  717  718  783  784 

1128 1129  1132 

dichotomisiert / Cut-off 10 213  214  220  221  222  223  

225  455  493  494  495 1410 

1411 

627  628  629  630  649  650  

929  930  931 1000 1001 1122 

1123 1124 1125 1126 1132 1133 

1134 1513 1524 1525 1526 1527 

1528 1622 1701 

kontinuierlich 

(logarithmiert) 

564 1106 1107 1109 1213 1310 

1311 1609 1610 1611 1612 1614 

1631 

364  377  378  383  384  387  

399  401  405  406  453  454  

456  621  623  624  676  777  

786  788  789  964 1175 1178 

1320 1321 1322  

Tabelle 28: Schnittmengen der dichotomisierten und kontinuierlichen Analysevarianten 

(Densitometrie) 

 Positive Assoziation Inverse Assoziation 

Cut-off 5 und 10 213  214  220 1410 1411 627 1132 

Cut-off 5 und kontinuierlich --- 621 623 624 

Cut-off 10 und kontinuierlich --- --- 

 

Nach Kontrolle der Polyacrylamidgele bezüglich der Auswahl von Banden für die 

Sequenzierung musste die Gelposition 220 wieder ausgeschlossen werden, da an 

dieser Stelle keine Banden oder lediglich Artefakte wie Schmutzteilchen im Gel de-

tektiert werden konnten. Somit blieben aus der densitometrischen Auswertung der 

Bandeninformation die drei Gelpositionen 1410 (positiv assoziiert) sowie 621/627 

und 1132 (invers assoziiert). 
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4.3.1.2 Auswertung der Bandeninformation mittels der Bandmatching-Anwen-

dung der Software GelCompar® II 

Zusätzlich zu den densitometrischen Werten wurden die PCR-SSCP-Profile mittels 

der Bandmatching-Anwendung der Software GelCompar® II ausgewertet und dabei 

automatisch klassifiziert. Wie in Tabelle 16 dargestellt, wurden verschiedene Einstel-

lungsvarianten der Bandmatching-Anwendung der Software getestet. Die Variante 1 

war hierbei die von der Software vorgegebene Standardeinstellung. Da diese Aus-

wertung in einer (zu) hohen Anzahl an definierten Banden resultierte, wurde versucht 

gleichzeitig sowohl die generelle Anzahl an definierten Banden als auch die Anzahl 

an ausgeschlossenen dominanten Banden zu minimieren. Dies wurde mittels der 

Varianten 11 und 12 erreicht. Tabelle 29 zeigt noch einmal die Einstellungen der bei-

den Varianten im Vergleich zur Standardeinstellung. Die beiden Varianten wurden im 

Folgenden parallel ausgewertet. 

 

Tabelle 29: Ausgewählte Softwareeinstellungsvarianten für die Auswertung der Banden-

information mittels Bandmatching (Software GelCompar® II) 

Var Bandmatching Bandenklassenfilter 

 Opt posT Änderung zu 

Profilende 

minH minS Profiling pro 

Klasse i.D. 

rel. Fläche 

pro Klasse 

minP minF 

1 0.5% 0.5% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 

11 0.5% 0.5% 0% 1% 1% 5% 10% 5% 10% 

12 0.5% 0.5% 0% 1% 1% 10% 15% 10% 15% 

Var: Variante; Opt: Optimierung; posT: Positionstoleranz; minH: minimale Höhe/Größe; minS: mini-

male Fläche; i.D.: im Durchschnitt; rel.: relativ; minP: minimales Profiling; minF: minimale Fläche 

 

Analog zur Auswertung der densitometrischen Werte wurden Bandenpositionen mit 

signifikanter Assoziation in Bezug auf Asthma/asthmatische Bronchitis mit denselben 

Analysevarianten (qualitativ und quantitativ) ermittelt. Bei der Bandmatching-Analyse 

wurden diese jedoch in Prozentwerten in Abhängigkeit der relativen Laufweite im 

Polyacrylamidgel (0 %: Gelanfang; 100 %: Gelende) ausgegeben. Die folgenden 

Tabellen Tabelle 30 bis Tabelle 32 zeigen die signifikanten Gelpositionen im Detail. 
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Tabelle 30: Mit Asthma assoziierte, signifikante Banden bei Auswertung der dichotomisierten 

Werte mit Cut-off 5 (Bandmatching) 

Variante 11 Variante 12 

Gelposition OR p-value Gelposition OR p-value 

34,7 % 0,54 0,033 34,7 % 0,54 0,033 

42,9 % 0,57 0,068 42,9 % 0,57 0,068 

46,2 % 1,52 0,089    

53,0 % 1,55 0,062 53,0 % 1,55 0,062 

77,2 % 0,60 0,082 77,2 % 0,60 0,082 

Inverse Assoziationen sind fett gedruckt; OR: Odd’s ratio; p-value: Signifikanzwert 

 

Tabelle 31: Mit Asthma assoziierte, signifikante Banden bei Auswertung der dichotomisierten 

Werte mit Cut-off 10 (Bandmatching) 

Variante 11 Variante 12 

Gelposition OR p-value Gelposition OR p-value 

34,7 % 0,54 0,033 34,7 % 0,54 0,033 

42,9 % 0,57 0,068 42,9 % 0,57 0,068 

46,2 % 1,53 0,087    

53,0 % 1,60 0,048 53,0 % 1,60 0,048 

77,2 % 0,61 0,088 77,2 % 0,61 0,088 

Inverse Assoziationen sind fett gedruckt; OR: Odd’s ratio; p-value: Signifikanzwert 

 

Tabelle 32: Mit Asthma assoziierte, signifikante Banden bei Auswertung der logarithmierten 

Werte und kontinuierlichen Verwendung der Variablen (Bandmatching) 

Variante 11 Variante 12 

Gelposition OR p-value Gelposition OR p-value 

   0,6 % 0,15 0,000 

34,7 % 0,89 0,055 34,7 % 0,89 0,055 

42,9 % 0,88 0,080 42,9 % 0,88 0,080 

53,0 % 1,13 0,028 53,0 % 1,13 0,028 

70,6 % 1,15 0,097 70,6 % 1,15 0,097 

Inverse Assoziationen sind fett gedruckt; OR: Odd’s ratio; p-value: Signifikanzwert 
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Die Bildung der Schnittmenge aus den drei Analysevarianten ergab drei signifikant 

invers assoziierte Gelpositionen – 34,7 %, 42,9 % und 77,2 % – sowie eine Risiko-

Gelposition (53,0 %) (Tabelle 33). Mit Ausnahme der Gelposition 77,2 % (nur bei den 

dichotomisierten Variablen) stellten die Ergebnisse zudem Übereinstimmungen aller 

drei Analysevarianten dar. 

 

Tabelle 33: Schnittmenge der dichotomisierten und kontinuierlichen Analysevarianten (Band-

matching) 

 Variante 11 Variante 12  

Inverse Assoziation 34,7 % 34,7 % Alle Analysevarianten 

 42,9 % 42,9 % Alle Analysevarianten 

 77,2 % 77,2 % 
Nur dichotomisierte 

Varianten 

Positive Assoziation 53,0 % 53,0 % Alle Analysevarianten 

 

4.3.1.3 Sanger-Sequenzierung ausgewählter Banden der PCR-SSCP-Analyse 

Von jeder signifikant mit Asthma assoziierten Gelposition der densitometrischen 

Auswertung der Bandeninformation (s. Punkt 4.3.1.1) sowie der Bandmatching-Ana-

lyse (s. Punkt 4.3.1.2) wurden mindestens drei Banden von unterschiedlichen Poly-

acrylamidgelen für die Sanger-Sequenzierung ausgewählt. Im weiteren Verlauf wer-

den diese Proben folgendermaßen benannt: Gelposition-Probennummer (z.B. 1132-

1). Eine Probennummer entspricht hierbei immer einer Staubprobe einer Kinder-

matratze.  

Die Zusammensetzung der, aus den ausgewählten Banden, isolierten ITS-DNA-

Sequenzen, war in allen Fällen heterogen unterschiedlich starker Ausprägung. Damit 

waren in jeder Bande DNA-Sequenzen verschiedener Pilzspezies vertreten. Die 

Firma SEQUISERVE GmbH hat bei allen Proben die Hauptsequenz editiert; zum Teil 

waren die Proben allerdings für eine sinnvolle Editierung zu inhomogen. Abbildung 

20 zeigt die Lage der einzelnen, signifikanten Gelpositionen beispielhaft für zwei 

Polyacrylamidgele. Die hier markierten Banden geben aber nicht in allen Fällen die-

jenigen wieder, die schlussendlich für die Sequenzierung ausgewählt wurden, da sie 

zum Teil zu schwach waren bzw. nicht eindeutig von umliegenden Banden separiert 
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werden konnten. Festzuhalten war, dass die statistische Analyse der densitome-

trischen Werte und der Bandmatching-Informationen unterschiedliche Ergebnisse 

lieferte. 

 

 

Abbildung 20: Beispielhafte Darstellung der ausgewählten, signifikant mit Asthma assoziierten 
Gelpositionen/Banden 

A: Darstellung der signifikanten Gelpositionen der densitometrischen Auswertung; grün: inverse Asso-
ziation; rot: positive Assoziation; 1/10: Speziesstandard. 

B: Darstellung der signifikanten Gelpositionen der Bandmatching-Analyse; grün: inverse Assoziation; 
rot: positive Assoziation; 1/9: Speziesstandard. 
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4.3.1.3.1 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung nach densitometrischer Aus-

wertung der Bandeninformation 

Für alle drei Gelpositionen wurden mehr als drei Banden von Profilen unterschied-

licher Matratzenstaubproben für die Sanger-Sequenzierung ausgewählt; für 1132 

waren es vier, für 1410 fünf Banden. Zudem wurden von der Gelposition 621/627 

insgesamt 16 Banden aus verschiedenen Bandenprofilen ausgeschnitten. Grund 

hierfür war die Herkunft der Gelpositionen 621 und 627 aus unterschiedlichen 

Schnittmengen der Analysevarianten (s. Punkt 4.3.1.1). Bei der Auswahl der Banden 

fiel auf, dass Banden nur zum Teil eindeutig einer der beiden Gelpositionen 621 und 

627 zuzuordnen waren. Deshalb wurden vier Banden spezifisch für Gelposition 621, 

sechs Banden für Gelposition 627 sowie sechs Mischbanden ausgewählt. Durch die 

Mehrfachsequenzierung von Banden derselben Bandenposition sollten Überein-

stimmungen der dominanten Sequenzen überprüft werden. Die Ergebnisse der San-

ger-Sequenzierung sind in Tabelle 34 gelistet. 

 

Tabelle 34: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung nach densitometrischer Auswertung der 

Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe    
(  Kind) 

Sequenz Übereinstimmung 
mit Länge [%] 

Übereinstimmung 
mit Sequenz [%] 

621/627 1  Exophiala sp. 

(EU035420.1) 

100 100 

 2  Exophiala sp. 

(EU035420.1) 

100 100 

 3 Exophiala sp. 

(EU035420.1) 

100 100 

 4  Exophiala sp. 

(EU035420.1) 

100 100 

 5  Exophiala sp. 

(EU035420.1) 

100 100 

 6 Exophiala sp. 

(EU035420.1) 

100 99 

 7 Glyphium elatum 

(CBS268.34) 

98 100 

 8 Glyphium elatum 

(CBS268.34) 

98 100 
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Fortsetzung Tabelle 34: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung nach densitometrischer 
Auswertung der Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe    
(  Kind) 

Sequenz Übereinstimmung 
mit Länge [%] 

Übereinstimmung 
mit Sequenz [%] 

621/627 9 Penicillium commune 

(GQ458026.1) 

100 100 

 10 Penicillium lanosum 

(EU833224.1) 

Penicillium nalgiovense 

(CBS 352.48) 

100 

 

100 

99 

 

100 

 11 Penicillium lanosum 

(GU565150.1) 

Penicillium nalgiovense 

(CBS 352.48) 

100 

 

100 

99 

 

100 

 12 Penicillium lanosum 

(EU833224.1) 

Penicillium nalgiovense 

(CBS 352.48) 

100 

 

100 

99 

 

100 

 13 Aureobasidium pullulans 

(HM849619.1) 

100 99 

 14 Phialophora europaea 

(EF540756.1) 

100 99 

 15 Unkultivierter Pilz 

(HM164580.1) 

96 96 

 16 nicht editierbar ---  --- 

1132 1 unkultivierte Pleosporales sp. 

(GU909871.1) 

uncultured / Sporobolomyces 

97 

 

95 

 

 2 unkultivierter Pilz 

(EU718669.1) 

100 99 

 3 unkultivierter Pilz 

(EU852358.1) 

(EU 

99 98 

 4 Ascomycota sp. 

(AJ972820.1) 

100 99 

1410 1 Saccharicola bicolor  

(AF455415.1) 

100 

 

99 

 

 2 Ascomycota sp.  

(HQ607922.1) 

100 99 

 3 Pseudotaeniolina globosa 

(HQ115663.1) 

93 99 
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Fortsetzung Tabelle 34: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung nach densitometrischer 
Auswertung der Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe    
(  Kind) 

Sequenz Übereinstimmung 
mit Länge [%] 

Übereinstimmung 
mit Sequenz [%] 

1410 4 Didymella exitialis 

(EU167564.1) 

100 100 

 5 Unkultivierte Ascomycota sp. 

(EU520640.1) 

72 84 

Inverse Assoziationen sind fett gedruckt. GenBank-Nummern in Klammern unterhalb des Genus/der 
Spezies.  

 

Gelposition 1132 (inverse Assoziation) ließ keine definitive Aussage bezüglich 

Genus/Spezies zu. Hier konnten in drei Fällen in den Datenbanken nur bisher nicht-

kultivierte Pilze gefunden werden. Im vierten Fall war lediglich eine Aussage über 

Ascomycota sp. möglich. Bei Gelposition 1410 könnte es sich, den Informationen der 

Datenbanken entsprechend, zumindest bei drei von fünf Proben um Didymella exitia-

lis, Pseudotaeniolina globosa und Saccharicola bicolor handeln, welche hiermit mög-

licherweise mit Asthmainduktion in Verbindung gebracht werden konnten. 

Als mögliche Asthma-protektive Kandidaten könnten Exophiala sp., mehrere Peni-

cillium spp., Glyphium elatum, Aureobasidium pullulans sowie Phialophora europaea 

in Frage kommen (Gelposition 621/627). Dabei zeigte sich, dass die Gelpositionen 

621 und 627 zusammen betrachtet werden müssen. Gelposition 621 war zwar ein-

deutig mit Exophiala sp. assoziiert. Allerdings konnten auch zwei weitere Banden – 

eine von Gelposition 627 sowie eine Mischbande (621/627) – als Exophiala sp. veri-

fiziert werden (Tabelle 34, Gelposition 621/627; Proben 1-6). Diese sechs Sequen-

zen zeigten untereinander eine Übereinstimmung von 99 bis 100 %. Zweithäufigste 

Vertreter der Gelposition 621/627 waren verschiedene Penicillium spp. (Tabelle 35, 

Gelposition 621/627, Proben 9-12). Als Datenbankergebnisse mit den höchsten 

Übereinstimmungswerten erwiesen sich hierbei Sequenzen von P. lanosum (Ergeb-

nis bei NCBI-BLAST) bzw. P. nalgiovense (Ergebnis bei CBS-KNAW) sowie P. com-

mune. Zudem war bei der Datenbanksuche jeweils P. chrysogenum der häufigste 

Vertreter unter den ersten 100 Treffern. Diese vier Sequenzen zeigten Übereinstim-

mungen von 99 bis 100 % untereinander sowie 99 % zum Speziesstandard-Pilz P. 

chrysogenum (DSM 844). Beim Vergleich der Sequenzen von Exophiala sp. und 

Penicillium spp. ergab sich eine Übereinstimmung von 76 %. Auch die beiden Gly-
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phium elatum Sequenzen zeigten untereinander eine 99%ige Übereinstimmung. Bei 

der NCBI-BLAST-Recherche wurden Übereinstimmungen von 93 % mit der Exo-

phiala sp.-Sequenz von Gelposition 621 gefunden. Beim Vergleich mit den Peni-

cillium spp.-Sequenzen ergaben sich Übereinstimmungen in drei verschiedenen 

Teilabschnitten von 89 % (194 Basen), 96 % (68 Basen) und 82 % (105 Basen) und 

damit keine phylogenetische Ähnlichkeit. Die Sequenz von Aureobasidium pullulans 

(Tabelle 34; Gelposition 621/627, Probe 13) wies Übereinstimmungen mit Exophiala 

sp. und Glyphium elatum von 81 %, mit Penicillium spp. von 77 % und mit Phialo-

phora europaea in drei kurzen Teilabschnitten auf, sodass diese unabhängig von den 

anderen betrachtet werden musste. 

Aufgrund der uneinheitlichen Ergebnisse bei Gelposition 621/627, mit unterschied-

lichen Kandidaten für einen potentiell Asthma-protektiven Effekt, wurden weiter-

führende Untersuchungen durchgeführt: (1) Klärung der genauen Lage der einzel-

nen, ausgewählten Banden bezüglich des Speziesstandards und (2) Versuch der 

Verbesserung der Aussagekraft bei den Kandidaten Exophiala sp. und Penicillium 

spp. hinsichtlich einer Bestimmung auf Speziesebene. 

(1) In einem ersten Schritt wurden die 16 ausgeschnittenen Banden (621/627–1-16) 

und die daraus erhaltene DNA erneut in die PCR-SSCP-Analyse eingesetzt und die 

Bedingungen für eine bessere Auftrennung der Banden im Polyacrylamidgel abge-

ändert (Abbildung 21). Eine Auftrennung der Einzelbanden in mehrere Banden auf-

grund von möglicherweise unterschiedlichen Sequenzen verschiedener Pilzspezies 

innerhalb einer Probenbande erfolgte nur bei einer Probe (621/627-13), die als 

Ergebnis Au. pullulans lieferte. Hier waren zwei identisch starke Banden, auf 

identischer Laufweite mit den Speziesstandards P. chrysogenum und Au. pullulans, 

zu erkennen. Bei der Sanger-Sequenzierung wurde die Sequenz von Au. pullulans 

als dominant detektiert. Außerdem konnte demonstriert werden, dass die sechs 

Proben mit Ergebnis Exophiala sp. eindeutig oberhalb des Speziesstandards P. 

chrysogenum (DSM 844) lokalisiert waren, also ein kürzere Laufweite aufwiesen, 

während die Proben mit Penicillium spp. als Hauptsequenz eine identische Laufweite 

wie der Speziesstandard zeigten. Dies bestätigte die bereits vorgenannten 

Ergebnisse der Analyse der originalen Polyacrylamidgele. Allerdings war auch ein 

Unterschied innerhalb der Exophiala sp.-Banden in Abhängigkeit der ursprünglichen 

Gelposition ersichtlich. So waren die vier Banden, die eindeutig Gelposition 621 

zuzuordnen waren (621/627–1-4), sowie die Mischbande (621/627-5) auf einer 
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Laufweite zu finden. Im Gegensatz dazu wies die sechste Probe (621/627-6), 

eindeutig auf Gelposition 627, nach neuerlicher PCR-SSCP-Analyse eine etwas 

längere Laufweite auf, die jedoch immer noch kürzer als diejenige des 

Speziesstandards war. Die Proben mit einer dominanten Anzahl an Sequenzen von 

G. elatum und Ph. europaea zeigten identische Laufweiten wie die des P. 

chrysogenum Speziesstandards. Mit Hilfe der zusätzlichen PCR-SSCP-Analyse 

konnte zudem die Vermutung aufgestellt werden, dass die beiden, über Sanger-

Sequenzierung nicht näher bestimmbaren, Proben (621/627-15 und -16) aufgrund 

ihrer Laufweite einerseits ebenfalls zu den Exophiala sp.-Ergebnissen (Abbildung 21; 

Laufspur 17; Probe 15) sowie andererseits zu den Penicillium spp.-Ergebnissen 

(Abbildung 21, Laufspur 18; Probe 16) hinzugerechnet werden können. 

 

 

Abbildung 21: Wiederholung der PCR-SSCP-Analyse ausgewählter Banden der Gelposition 
621/627 mit veränderten Trennbedingungen gegenüber dem Standardverfahren (MDE-Konzen-
tration: 35 %; Laufzeit: 32 h) 

Auftragsreihenfolge (Probenbezeichnung anhand Tabelle 34; Ergebnis der Sanger-Sequenzierung in 
Klammern):  

1: Speziesstandard; 2: Probe 1 (Exophiala sp.); 3: Probe 2 (Exophiala sp.); 4: Probe 3 (Exophiala sp.); 
5: Probe 4 (Exophiala sp.); 6: Probe 5 (Exophiala sp.); 7: Probe 6 (Exophiala sp.); 8: Probe 7 
(Glyphium elatum); 9: Probe 8 (Glyphium elatum); 10: Speziesstandard; 11: Probe 14 (Phialophora 
europaea); 12: Probe 13 (Aureobasidium pullulans); 13: Probe 9 (Penicillium commune); 14: Probe 10 
(P. lanosum/nalgiovense); 15: Probe 11 (P. lanosum/nalgiovense); 16: Probe 12 (P. lanosum/ 
nalgiovense); 17: Probe 15 (unkultivierter Pilz); 18: Probe 16: (nicht editierbar); 19: Speziesstandard) 
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(2) Im zweiten Schritt wurden, für eine genauere Bestimmung der zu Asthma invers 

assoziierten Pilzgenera Exophiala spp. und Penicillium spp. (Gelposition 621/627) 

auf Speziesebene, PCR-Amplifikationsversuche mit vier speziesspezifschen Primer-

paaren (Tabelle 17) durchgeführt. Als Template wurden die sechzehn Crush & Soak-

Proben der Gelposition 621/627 und die jeweiligen primären PCR-Amplifikate nach 

Gelextraktion (570-590 bp Fragment) verwendet. Das Exophiala jeanselmei–

spezifische Primerpaar E1m/E2 hatte als einziges der vier Primerpaare nicht die ITS-

Region, sondern das mitochondriale Cytochrom b als Zielregion. Da aufgrund dessen 

eine Amplifikation sowohl der Crush & Soak- als auch der PCR-Amplifikate nicht 

möglich war, wurde zum Nachweis von Ex. jeanselmei in der Ausgangsprobe zudem 

das native DNA-Totalextrakt der entsprechenden Staubproben eingesetzt. Tabelle 35 

fasst die Ergebnisse zusammen. Die Agarosegelbilder sind in Anhang B4 dargestellt. 

Nach Amplifikation der Proben mit den genannten Primerpaaren war eine spezifi-

schere Aussage nicht möglich. Exophiala jeanselmei-DNA konnte in allen nativen 

DNA-Extrakten nachgewiesen werden. Ein Vorhandensein in den ausgeschnittenen 

Gelbanden war aufgrund der abweichenden Zielregion des Primerpaares E1m/E2 

nicht bestimmbar. In acht von sechzehn Proben konnte bei Verwendung des 

ITS1/ITS4-Fragments ein Fragment mit der erwarteten Größe von Ex. dermatitidis 

amplifiziert werden, jedoch war bei allen C&S-Proben aus der PCR-SSCP-Analyse 

keine Amplifikation ersichtlich. Zudem zeigte sich bei Einsatz der nativen DNA-Ex-

trakte nur bei Probe 1 ein Fragment mit entsprechender Länge von 455 bp, während 

in allen anderen Proben ein Fragment von über 1000 bp Länge detektiert werden 

konnte (Anhang B4). 
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Tabelle 35: Amplifikation von Proben der Gelposition 621/627 mit speziesspezifischen Primer-

paaren von Exophiala spp. und Penicillium spp. 

Template C&S-Probe ITS1/ITS4-Fragment natives DNA-Extrakt 

Primer 

P
ch

ry
F

4
-1

 / 
P

ch
ry

R
8
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1
 / 
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a
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R
 

P
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4
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R
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F

1
 / 

P
a
ur

a
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F
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aP
ch
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F

4
-1

 / 
P
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R
8

 

b
P

ch
ry

F
1
 / 

P
a
ur

a
R

1
 

E
1
m

 /
 E

2
 

E
xd

F
 /

 E
xd

R
 

Probe 

1  +  -  -  +  +  - n.d. n.d.  +  + 

2  +  -  -  +  +  + n.d. n.d.  +  - 

3  +  -  -  +  +  + n.d. n.d.  +  - 

4  +  -  -  +  +  + n.d. n.d.  +  - 

5  +  -  -  +  +  - n.d. n.d.  +  - 

6  -  +  -  +  +  - n.d. n.d.  +  - 

7  -  +  -  +  +  + n.d. n.d.  +  - 

8  +  -  -  +  +  - n.d. n.d.  +  - 

9  +  +  -  +  +  - n.d. n.d.  +  - 

10  +  +  -  +  +  - n.d. n.d.  +  - 

11  +  +  -  +  +  - n.d. n.d.  +  - 

12  +  +  -  +  +  - n.d. n.d.  +  - 

13  +  -  -  +  +  + n.d. n.d.  +  - 

14  +  -  -  +  +  + n.d. n.d.  +  - 

15  -  -  -  +  +  + n.d. n.d.  +  - 

16  -  +  -  +  +  + n.d. n.d.  +  - 

DSM 844 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.  +  - n.d. n.d. 

Für Probenindex s. Tabelle 34; C&S: Crush & Soak; DSM 844: Penicillium chrysogenum;  

n.d.: nicht durchgeführt à a,b: nicht durchgeführt, da Proben positiv bei Analyse des ITS1/ITS4-Frag-
ments (570-590 bp) 

Zielregionen der Primerpaare: 

PchryF4-1/PchryR8:  70 bp-Fragment der ITS-Region von Penicillium chrysogenum 

PchryF1/PauraR1:  121 bp-Fragment der ITS-Region von P. crustosum/camembertii/commune/ 
echinulatum/solitum 

E1m/E2:  402 bp-Fragment des mitochondrialen Cytochrom b Gens von Exophiala 

jeanselmei 
ExdF/ExdR:   455 bp-Fragment der ITS-Region von Exophiala dermatitidis 
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Auch ein Abgleich der Sanger-Sequenz von Probe 2 (Exophiala sp.; EU035420.1) 

mit zufällig gewählten Referenzsequenzen in der NCBI-BLAST Datenbank von Ex. 

dermatitidis, Ex. jeanselmei, Ex. spinifera und Ex. oligosperma ließ keine 

speziesbezogenere Aussage zu (Tabelle 36). Im Vergleich mit den Referenzsequen-

zen von Ex. dermatitidis (JX669013.1; JN391329.1) zeigten sich zudem jeweils zwei, 

zum Teil sehr kurze, Fragmentabschnitte, die in den Vergleich mit eingingen, wäh-

rend bei den anderen Exophiala spp. jeweils nur ein Abschnitt mit der Sequenz von 

Probe 2 verglichen wurde. Alle vier Exophiala spp. zeigten bezüglich der Haupt-

sequenzlänge vergleichbare Ähnlichkeiten zu der Sequenz von Probe 2 (Tabelle 36).  

 

Tabelle 36: Vergleich der Sanger-Sequenz von Probe 2 der Gelposition 621/627 (Exophiala sp.; 

EU035420.1) mit Datenbank-Referenzsequenzen (NCBI-BLAST) von vier Exophiala spp. 

Referenzsequenz GenBank Nr. Länge  

[bp] 

Übereinstimmung /  

Länge der Vergleichssequenz 

Exophiala sp. (Probe 2) EU035240.1 612  - 

Ex. dermatitidis JX669013.1 792 93 % / 197 nt // 97 % / 67 nt 

Ex. dermatitidis JN391329.1 634 81 % / 423 nt // 98 % / 55 nt 

Ex. jeanselmei CBS 677.76 JN625228.1 586 77 % / 609 nt 

Ex. jeanselmei JN473276.1 588 78 % / 607 nt 

Ex. spinifera CBS 101644 JN625229.1 550 82 % / 410 nt 

Ex. spinifera HQ011928.1 650 80 % / 637 nt 

Ex. oligosperma CBS 658.76 JN625230.1 546 82 % / 379 nt 

Ex. oligosperma DQ836797.1 655 79 % / 643 nt 

nt: Nukleotide 

 

Die Amplifikation des ITS1/ITS4-Fragments mit den Penicillium-spezifischen Primer-

paaren PchryF4-1/PchryR8 und PchryF1/PauraR1 war in allen Fällen erfolgreich 

(Tabelle 35). Penicillium-DNA war somit in allen Proben vorhanden. Bei Betrachtung 

der Ergebnisse der Amplifikation der Crush & Soak-Proben zeigte sich, dass 12 von 

16 Proben (621/627–1-4 und –8-14) positiv bezüglich des Vorhandenseins von P. 

chrysogenum waren. Darunter fielen auch die vier Proben (621/627–9-12), die bei 

der Sanger-Sequenzierung der gewählten Polyacrylamidgelbanden Penicillium spp. 

ergaben. Amplifiziert wurden zudem sieben der sechzehn Proben mit Primerpaar 
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PchryF1/ PauraR1, davon ebenfalls die Proben 621/627–9-12 (Tabelle 35). Die 

zusätzliche Amplifikation von Penicillium-spezifischen Fragmenten in weiteren Pro-

ben, abgesehen von den Proben 621/627–9-12, schien die durch die Firma 

SEQUISERVE GmbH geäußerte Aussage hinsichtlich der Sequenzheterogenität der 

einzelnen Gelbanden zu bestätigen. Zum Nachweis, dass es sich bei den erhaltenen 

Ergebnissen tatsächlich um Penicillium-spezifische DNA handelte, wurde die DNA 

aus den Agarosegelbanden der Proben 621/627–1-3 und 621/627–8 aus der Amplifi-

kation mit Primerpaar PchryF4-1/PchryR8 sowie der Proben 621/627–7 und 

621/627–9 aus der Amplifikation mit Primerpaar PchryF1/PauraR1 mittels Gelextrak-

tion aus dem Gel isoliert und ebenfalls durch Sanger-Sequenzierung analysiert. In 

allen sechs Fällen konnten die entsprechenden Spezies eindeutig bestätigt werden: 

100 % Übereinstimmung mit P. chrysogenum (EU869181.1; Proben 621/627–1-3 

und 621/627–8) und 98 % Übereinstimmung mit P. commune (JX171184.1; Proben 

621/627–7 und 621/627–9). 

Durch die Untersuchung der Proben mit den speziesspezifischen Primerpaaren 

konnte zudem eine Verknüpfung zu der zusätzlichen PCR-SSCP-Analyse der zuvor 

ausgewählten Banden der Gelposition 621/627 (Abbildung 21) hergestellt werden. 

Die Hauptsequenz der Gelbande von Probe 621/627–14 wurde eindeutig als Au. 

pullulans bestimmt (Tabelle 34). Bei der PCR-SSCP-Analyse der Gelbande unter 

modifizierten Bedingungen war eine Doppelbande im Polyacrylamidgel erkennbar, 

wovon eine Bande auf Höhe des Speziesstandards P. chrysogenum lokalisiert wer-

den konnte. Darüber hinaus konnte P. chrysogenum-DNA mittels dem Primerpaar 

PchryF4-1/PchryR8 in dieser Probe nachgewiesen werden (Tabelle 35). Zusätzlich 

wurde in Probe 621/627–16 Penicillium-DNA mittels Primerpaar PchryF1/PauraR1 

gefunden, was die oben genannte Vermutung aufgrund der Lage der Bande im Poly-

acrylamidgel bestätigt, nachdem zuvor keine Hauptsequenz in dieser Probe editiert 

werden konnte. 
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4.3.1.3.2 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung nach Bandmatching-Analyse 

der Bandeninformationen 

Bei Kontrolle der durch die Software GelCompar® II automatisch anhand der Ban-

deninformationen erstellten Bandenklassen, wurden teilweise Fehlklassifikationen 

einzelner Banden zu der darüber- oder darunterliegenden Bandenklasse festgestellt. 

Deshalb wurden für alle vier signifikanten Gelpositionen jeweils drei Banden von drei 

unterschiedlichen Gelen ausgewählt, die exakt die respektive Bandenklasse reprä-

sentierten. Die Bandenklasse 34,7 % („Asthma-protektiv“) war hierbei mit der rela-

tiven Laufweite von Speziesstandard Aureobasidium pullulans (DSM 1943) sowie die 

Bandenklasse 77,2 % („Asthma-protektiv“) mit der relativen Laufweite von Spe-

ziesstandard Wallemia sebi (DSM 5329) assoziiert. Vier Proben waren aufgrund der 

Sequenzzusammensetzung für die Editierung einer Hauptsequenz zu heterogen. 

Aus diesem Grund konnten für die Bandenklasse 42,9 % nur eine Probe sowie für 

die Bandenklassen 34,7 % und 77,2 % nur zwei Proben ausgewertet werden. Die Er-

gebnisse des Datenbankenabgleichs der erhaltenen Hauptsequenzen je Probe sind 

in Tabelle 37 dargestellt. 

 

Tabelle 37: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung nach Auswertung der Bandenklassen der 

Bandmatching-Analyse 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz Übereinstimmung 
mit Länge [%] 

Übereinstimmung 
mit Sequenz [%] 

34,7 % 1  

 

Rumex acetosa voucher 

(AF189730.1) 

99 90 

 2  

 

unkultivierter Pilz 

(FJ820755.1) 

100 96 

 3  

 

nicht editierbar --- --- 

42,9 % 1 Septoria dysentericae 

(GU214699.1) 

100 99 

  Septoria convolvuli 

(GU214697.1) 

100 99 

  Septoria lycopersici 

(CBS 354.49) 

98 100 

 2 nicht editierbar --- --- 

 3 nicht editierbar --- --- 
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Fortsetzung Tabelle 37: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung nach Auswertung der Banden-
klassen der Bandmatching-Analyse 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz Übereinstimmung 
mit Länge [%] 

Übereinstimmung 
mit Sequenz [%] 

53,0 % 1 Sydowia polyspora 

(GQ412728.1) 

100 98 

 2 Sydowia polyspora 

(GQ412728.1) 

100 99 

 3 nicht editierbar --- --- 

77,2 % 1 Wallemia muriae 

(DTO 079-G3) 

100 100 

 2 Wallemia muriae 

(DTO 089-G5) 

97 96 

 3 Botryotinia fuckeliana 

(HM849615.1) 

100 99 

Inverse Assoziationen sind fett gedruckt. GenBank Nummern in Klammern. 

 

Die Sanger-Sequenzierung bestätigte die Assoziation der Bandenklasse 77,2 % mit 

der Laufweite des Speziesstandards Wallemia sebi (DSM 5329); in zwei von drei 

Fällen ergaben die Informationen der Datenbanken W. muriae als wahrscheinlichsten 

Treffer. Der Vergleich der Sequenzen zeigte eine Übereinstimmung von 97 %. Dar-

über hinaus konnte bei dieser Gelposition Botryotinia fuckeliana als möglicherweise 

invers assoziiert mit allergischem Asthma gefunden werden. Bei der zu Asthma posi-

tiv assoziierten Bandenklasse 53,0 % konnte Sydowia polyspora (Nadelpilz des Kie-

ferbaumes) eindeutig bestimmt werden. Auf der anderen Seite war eine definitive 

Aussage bezüglich des Genus bzw. der Spezies für die invers assoziierten Banden-

klassen 34,7 % und 42,9 % nicht möglich. Bei ersterer wurde als einziger Fall in der 

vorliegenden Studie, mit Rumex acetosa voucher (Sauerampfer) pflanzliche DNA als 

Hauptsequenz ermittelt; bei der zweiten auswertbaren Probe wurde eine Sequenz 

eines bisher nicht-kultivierten Pilzes gefunden. Verschiedene Septoria spp. könnten 

bei Bandenklasse 42,9 % für einen möglicherweise Asthma-protektiven Effekt verant-

wortlich sein, allerdings lediglich basierend auf der Sequenzierung einer Einzelprobe. 
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4.3.1.3.3 Ergebnisse der Parallelsequenzierung ausgewählter Banden nach 

densitometrischer Auswertung und Bandmatching-Analyse der Ban-

deninformation 

Zur Überprüfung der Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung (Tabelle 34 und Tabelle 

37) wurden 32 der 37 Einzelproben für die Parallelsequenzierung ausgewählt und als 

Gemisch eingesetzt. Hierbei wurden die Hauptsequenz, analog zur Sanger-Sequen-

zierung, und die Sequenzdiversität je Probenbande bestimmt. Fünf Proben wurden 

aufgrund nicht ausreichender DNA-Konzentration nach Reamplifikation der DNA-

Isolate aus dem Polyacrylamidgel ausgeschlossen. Dabei handelte es sich um fol-

gende Proben (Gelposition-Probennummer): 1132-4, 1410-3, 53,0 %-3, 77,2 %-2 

und 77,2 %-3.  

Insgesamt wurden 96.784 hochqualitative Sequenzen erzeugt. Im Mittel lag die 

Sequenzanzahl je Probe bei 3018,5 Sequenzen mit einem Minimum von 231 (Probe 

621/627-7) und einem Maximum von 13.301 (Probe 1132-2). Die mittlere Sequenz-

länge lag bei 524,82 Nukleotiden. Die Analyse mittels QIIME und UCLUST ergab 

4787 repräsentative OTU-Sequenzen, wovon 634 aufgrund zu geringer Häufigkeit 

über die Probengesamtheit (< 5) nicht in die weitere Auswertung übernommen wur-

den. Der Datenbankenabgleich wurde bis zu einer Häufigkeit einer OTU-Sequenz 

von ≥ 10 durchgeführt. 

Zwei OTU-Sequenzen waren in nahezu allen Proben vorhanden und zeigten dem-

nach keine Probenspezifität. Hierbei handelte es sich um die OTU-Sequenz 1603 

(Epicoccum nigrum; 100 %; JQ619839.1), welche in 27 von 32 Proben und dabei in 

17 Fällen mit einer Häufigkeit von über 10, sowie um die OTU-Sequenz 693 

(Aureobasidium pullulans; 100 %; JX462673.1), welche in 26 von 32 Proben und da-

bei in 16 Fällen mit einer Häufigkeit von über 10 – hauptsächlich bei den invers as-

soziierten Gelpositionen 621/627 und 34,7 % – nachgewiesen werden konnte. 

Außerdem konnte u.a. auch OTU-Sequenz 1416 (Pseudotaeniolina globosa; 

HQ115663.1) keiner Probengruppe zugeordnet werden.  

Hinsichtlich der Hauptsequenz stimmten die Ergebnisse von Sanger-Sequenzierung 

und Parallelsequenzierung in 21 von 28 Fällen überein. Bei denjenigen Proben, bei 

denen sich die Hauptsequenzen unterschieden, waren aber in allen Fällen Sequen-

zen der jeweiligen Pilzspezies mit geringerer Häufigkeit vertreten. Die Einzelergeb-

nisse für jede Probe sind in Tabelle 38 noch einmal übersichtlich dargestellt. Alle 
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Proben zeigten dabei eine Diversität an Sequenzen verschiedenster Pilzspezies. 

Durch die Parallelsequenzierung war zudem nun eine Aussage bezüglich der zuvor 

nicht editierbaren Proben möglich. Dadurch konnte bestätigt werden, dass bei den 

Proben 621/627–15 und –16 (s.a. Abbildung 21) eine Zuordnung zu Exophiala sp. 

und Penicillium spp. aufgrund der Lage der Banden im Polyacrylamidgel korrekt war 

(s. Punkt 4.3.1.3.1). Darüber hinaus bestätigte sich, wie in Punkt 4.3.1.3.1 bereits 

postuliert, dass die Gelpositionen 621/627 zusammen betrachtet werden mussten, 

da auch in anderen Proben, neben 621/627–1-6, Sequenzen von Exophiala sp. zu 

finden waren. Zusätzlich wurde in der Probe 34,7 %-1 unter den dominanten 

Sequenzen nun keine pflanzliche DNA mehr gefunden. Allerdings wurden in 2 von 3 

Proben der Gelposition 34,7 % Sequenzen von Au. pullulans nachgewiesen, sodass 

die Lage dieser Bandenklasse auf der Laufweite des Speziesstandards Au. pullulans 

(DSM 2404), wie unter Punkt 4.3.1.3.2 bereits erwähnt, bestätigt werden konnte. 

Zusammenfassend können folgende Pilzspezies als signifikant invers assoziiert mit 

Asthma (Asthma-protektiv) angesehen werden:  

- Exophiala sp., 

- verschiedene Penicillium spp. (P. commune, P. lanosum, P. nalgiovense, P. 

chrysogenum, P. brevicompactum, P. spinulosum), 

- Aureobasidium pullulans, 

- Glyphium elatum, 

- Phialophora europaea (alle von Gelposition 621/627), 

- Leptosphaerulina chartarum (Gelposition 34,7 %), 

- Septoria lycopersici (Gelposition 42,9 %) und 

- Wallemia muriae (Gelposition 77,2 %). 

Bei Gelposition 1132 war keine definitive Aussage möglich.  

Auf der anderen Seite waren mögliche Kandidaten für eine positive Assoziation mit 
Asthma: 

- Didymella exitialis,  

- Saccharicola bicolor, 

- Pseudotaeniolina globosa (alle von Gelposition 1410) und 

- Sydowia polyspora und/oder Rhizosphaera kalkhoffii (Gelposition 53,0 %). 
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Tabelle 38: Vergleich der Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung (nach densitometrischer und 

Bandmatching-Auswertung der PCR-SSCP-Daten) und der Parallelsequenzierung ausgewählter 

Banden 

Gel-
position 

Probe 
(Kind) 

Hauptsequenz  
Sanger-Sequenzierung 

Hauptsequenz  
Parallelsequenzierung 

Sequenz- 
identität [%] 
(Parallelseq.) 

621/627 1 Exophiala sp. (EU035420.1) Exophiala sp. (EU035420.1) 99 

  weitere Vertreter: Amandinea punctata 
(EU681282.1) 

99 

   Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

   unkultivierter Pilz (FJ820822.1) 97 

 2 Exophiala sp. (EU035420.1) Exophiala sp. (EU035420.1) 99 

  weitere Vertreter: Rhinocladiella sp. (FJ265763.1) 99 

   Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

   unkultivierter Pilz (FJ820822.1) 97 

 3 Exophiala sp. (EU035420.1) Exophiala sp. (EU035420.1) 99 

  weitere Vertreter: unkultivierter Pilz (FJ820822.1) 97 

   Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

   Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

 4 Exophiala sp. (EU035420.1) Exophiala sp. (EU035420.1) 99 

  weitere Vertreter: Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

 5 Exophiala sp. (EU035420.1) Exophiala sp. (EU035420.1) 99 

  weitere Vertreter: unkultivierter Pilz (FJ820822.1) 97 

   Pseudendocloniopsis 
botryoides (FR865755.1) 

97 

   Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

 6 Exophiala sp. (EU035420.1) Exophiala sp. (EU035420.1) 99 

  weitere Vertreter: Amandinea punctate 
(EU681282.1) 

99 

   Penicillium commune 
(JX171184.1) 

99 

 7 Glyphium elatum 
(CBS268.34) 

Chaetodiplodia sp. 
(CBS568.88) 

 

96 

  weitere Vertreter: Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

   Exophiala sp. (EU035420.1) 99 
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Fortsetzung Tabelle 38: Vergleich der Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung (nach densito-
metrischer und Bandmatching-Auswertung der PCR-SSCP-Daten) und der Parallelsequenzie-
rung ausgewählter Banden 

Gel-
position 

Probe 
(Kind) 

Hauptsequenz  
Sanger-Sequenzierung 

Hauptsequenz  
Parallelsequenzierung 

Sequenz- 
identität [%] 
(Parallelseq.) 

621/627 7 weitere Vertreter 
(Fortsetzung): 

Glyphium elatum (CBS268.34) 100 

 8 Glyphium elatum 
(CBS268.34) 

Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

  weitere Vertreter: Glyphium elatum (CBS268.34) 100 

 9 Penicillium commune 
(GQ458026.1) 

Penicillium commune 
(JX171184.1) 

99 

  weitere Vertreter: unkultivierter Pilz (JF737796.1) 96 

   Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

   Penicillium chrysogenum 
(JQ861220.1) 

96 

 10 Penicillium lanosum / 
nalgiovense (EU833224.1 / 
CBS352.48) 

Penicillium spinulosum 
(JX230995.1) 

99 

  weitere Vertreter: Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

   Penicillium glabrum 
(FJ491804.1) 

97 

   Eurotium niveoglaucum 
(HE578069.1) 

99 

   Penicillium thomii (JQ582447.1) 99 

 11 Penicillium lanosum / 
nalgiovense (EU833224.1 / 
CBS352.48) 

Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

  weitere Vertreter: Penicillium brevicompactum 
(AB479306.1) 

100 

   Amandinea punctate 
(EU681282.1) 

99 

   Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

   Leptosphaerulina chartarum 
(GU566269.1) 

100 

   Exophiala sp. (EU035420.1) 99 

 12 Penicillium lanosum / 
nalgiovense (EU833224.1 / 
CBS352.48) 

unkultivierter Pilz 
(EU516795.1) 

98 

  weitere Vertreter: Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

   Myelochroa aurulenta 
(HQ671303.1) 

100 
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Fortsetzung Tabelle 38: Vergleich der Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung (nach densito-
metrischer und Bandmatching-Auswertung der PCR-SSCP-Daten) und der Parallelsequenzie-
rung ausgewählter Banden 

 

Gel-
position 

Probe 
(Kind) 

Hauptsequenz  
Sanger-Sequenzierung 

Hauptsequenz  
Parallelsequenzierung 

Sequenz- 
identität [%] 
(Parallelseq.) 

621/627 12 weitere Vertreter 
(Fortsetzung): 

Penicillium spinulosum 
(JX230995.1) 

99 

   Exophiala sp. (EU035420.1) 99 

 13 Aureobasidium pullulans 
(HM849619.1) 

Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

  weitere Vertreter: Chaetodiplodia sp. 
(CBS568.88) 

96 

   Brassica oleracea var. 
alboglabra (GQ891871.1) 

99 

   Penicillium spinulosum 
(JX230995.1) 

99 

   Bacidina adastra (JN972442.1) 99 

   Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

   Penicillium brevicompactum 
(AB479306.1) 

100 

 14 Phialophora europaea 
(EF540756.1) 

Phialophora europaea 
(AB456578.1) 

99 

  weitere Vertreter:  Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

   Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

   Pseudotaeniolina globosa 
(HQ115663.1) 

99 

 15 unkultivierter Pilz 
(HM164580.1) 

unkultivierter Pilz 
(HM164580.1) 

95 

  weitere Vertreter: Exophiala sp. (EU035420.1) 99 

   Rhinocladiella sp. (FJ265766.1) 97 

   Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

   Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

 16 nicht editierbar Penicillium 
brevicompactum 
(AB479306.1) 

100 

  weitere Vertreter: Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

   Myelochroa aurulenta 
(HQ671303.1) 

100 

   Exophiala sp. (EU035420.1) 99 
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Fortsetzung Tabelle 38: Vergleich der Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung (nach densito-
metrischer und Bandmatching-Auswertung der PCR-SSCP-Daten) und der Parallelsequenzie-
rung ausgewählter Banden 

 

Gel-
position 

Probe 
(Kind) 

Hauptsequenz  
Sanger-Sequenzierung 

Hauptsequenz  
Parallelsequenzierung 

Sequenz- 
identität [%] 
(Parallelseq.) 

621/627 16 weitere Vertreter 
(Fortsetzung): 

Eurotium niveoglaucum 
(HE578069.1) 

99 

   Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

   Penicillium spinulosum 
(JX230995.1) 

99 

1132 1 unkultivierte Pleosporales 
sp. (GU909871.1) 

Monodictys castenae 
(CBS102.60) 

93 

  weitere Vertreter: Cryptococcus paraflavus 
(AY395800.1) 

99 

   Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

   Eurotium niveoglaucum 
(HE578069.1) 

99 

   Chaetopyrena penicillata 
(JQ663990.1) 

100 

 2 unkultivierter Pilz 
(EU852358.1) 

unkultivierter Pilz 
(EU852358.1) 

98 

  weitere Vertreter: Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

 3 unkultivierter Pilz 
(EU718669.1) 

Sporobolomyces lactosus 
(AB038132.1) 

99 

  weitere Vertreter: Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

1410 1 Saccharicola bicolor 
(AF455415.1) 

Saccharicola bicolor 
(AF455415.1) 

99 

  weitere Vertreter: Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

   Pseudotaeniolina globosa 
(HQ115663.1) 

99 

 2 Ascomycota sp. 
(HQ607922.1) 

Ascomycota sp. 
(HQ607922.1) 

99 

  weitere Vertreter: Didymella exitialis 
(EU167564.1) 

100 

   Pichia fermentans (Q458040.1) 98 

   Pseudotaeniolina globosa 
(HQ115663.1) 

99 

   Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 
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Fortsetzung Tabelle 38: Vergleich der Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung (nach densito-
metrischer und Bandmatching-Auswertung der PCR-SSCP-Daten) und der Parallelsequenzie-
rung ausgewählter Banden 

 

Gel-
position 

Probe 
(Kind) 

Hauptsequenz  
Sanger-Sequenzierung 

Hauptsequenz  
Parallelsequenzierung 

Sequenz- 
identität [%] 
(Parallelseq.) 

1410 4 Didymella exitialis 
(EU167564.1) 

Didymella exitialis 
(EU167564.1) 

100 

  weitere Vertreter: Pichia fermentans (Q458040.1) 98 

 5 Unkultivierte Ascomycota 
sp. (EU520640.1) 

Lichinella iodopulchra 
(DQ842016.1) 

81 

  weitere Vertreter: Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

   Didymella exitialis 
(EU167564.1) 

100 

   Phoma herbarum (AY293800.1) 99 

   Pseudotaeniolina globosa 
(HQ115663.1) 

99 

34,7 % 1 Rumex acetosa voucher 
(AF189730.1) 

Leptosphaerulina 
chartarum (GU566269.1) 

100 

  weitere Vertreter: Phaeococcomyces nigricans 
(AY843154.1) 

98 

 2 unkultivierter Pilz 
(FJ820755.1) 

unkultivierte Ascomycota 
sp. (FR682219.1) 

99 

  weitere Vertreter: Leptosphaerulina chartarum 
(EU272493.1) 

100 

   Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

   Lecania naegelii (FR799198.1) 99 

   Acarospora moenium 
voucher Nordin (FJ815428.1) 

98 

   Phaeococcomyces nigricans 
(AY843154.1) 

98 

   Venturia pyrina (EU035468.1) 99 

 3 nicht editierbar Chaetodiplodia sp. 
(CBS568.88) 

 

96 

  weitere Vertreter: Aureobasidium pullulans 
(AB693902.1) 

100 

   Phaeococcomyces nigricans 
(AY843154.1) 

97 

42,9 % 1 Septoria dysentericae 
(GU214699.1) 

Septoria convolvuli 
(GU214697.1) 

Septoria lycopersici 
(CBS354.49) 

Septoria lycopersici 
(DQ841156.1) 

99 
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Fortsetzung Tabelle 38: Vergleich der Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung (nach densito-
metrischer und Bandmatching-Auswertung der PCR-SSCP-Daten) und der Parallelsequenzie-
rung ausgewählter Banden 

 

Gel-
position 

Probe 
(Kind) 

Hauptsequenz  
Sanger-Sequenzierung 

Hauptsequenz  
Parallelsequenzierung 

Sequenz- 
identität [%] 
(Parallelseq.) 

42,9 % 1 weitere Vertreter: unkultivierter Pilz (FJ820761.1) 97 

   Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

 2 nicht editierbar unkultivierter Ascomycota 
Klon (EU520640.1) 

97 

  weitere Vertreter: Eurotium herbariorum 
(GU319986.1) 

99 

   Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

   Sporobolomyces lactosus 
(AB038132.1) 

99 

   Candida albicans (JN606308.1) 99 

 3 nicht editierbar unkultivierte Ascomycota 
sp. (FR682370.1) 

99 

  weitere Vertreter: Capnodium sp. (AY805548.1) 100 

   Phaeocryptopus gaeumannii 
(JN408842.1) 

99 

   Cercosporella centaureicola 
(EU019257.1) 

98 

   Phaeophyscia 
endophoenicea (AF224445.1) 

99 

   Coniothyrium carteri 
(JF740180.1) 

100 

   Rhodotorula pinicola 
(AF444292.1) 

99 

   Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

   Septoria lycopersici 
(DQ841156.1) 

99 

53,0 % 1 Sydowia polyspora 
(GQ412728.1) 

Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

  weitere Vertreter: Sydowia polyspora 
(EU877261.1) 

99 

   Rhizosphaera kalkhoffii 
(EU700376.1) 

100 

   Drechslera andersenii 
(AY004805.1) 

92 

   Phoma macrostoma 
(DQ474069.1) 

99 
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Fortsetzung Tabelle 38: Vergleich der Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung (nach densito-
metrischer und Bandmatching-Auswertung der PCR-SSCP-Daten) und der Parallelsequenzie-
rung ausgewählter Banden 

 

Gel-
position 

Probe 
(Kind) 

Hauptsequenz  
Sanger-Sequenzierung 

Hauptsequenz  
Parallelsequenzierung 

Sequenz- 
identität [%] 
(Parallelseq.) 

53,0 % 2 Sydowia polyspora 
(GQ412728.1) 

Sydowia polyspora 
(EU877261.1) 

Rhizosphaera kalkhoffii 
(EU700376.1) 

99 

 

100 

  weitere Vertreter: Epicoccum nigrum 
(JQ619839.1) 

100 

   Phoma macrostoma 
(DQ474069.1) 

99 

77,2 % 1 Wallemia muriae  

(DTO 079-G3) 

Wallemia muriae  

(DTO 079-G3) 

100 

  weitere Vertreter: Cryptococcus sp. (HQ875392.1) 99 

   Cryptococcus victoriae 
(AM160647.1) 

99 

Invers assoziierte Gelpositionen und Hauptsequenzen je Probe fett gedruckt 
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4.3.2 Parallelsequenzierung von Matratzenstaubproben (GABRIEL) – 

Pilotversuch 

In diesem Pilotversuch wurden 60 Matratzenstaubproben der GABRIEL-Studie, die 

zuvor bereits mit Hilfe der PCR-SSCP-Analyse untersucht wurden, in die Parallel-

sequenzierung eingesetzt. Analog zur PCR-SSCP-Analyse wurde auch hier das iso-

lierte 570-590 bp Fragment der Agarosegelelektrophorese aus der initialen PCR 

verwendet. 15 Proben stammten jeweils von einer der vier Hauptgruppen (4x15 = 60 

Proben) – asthmatische Bauern, nicht-asthmatische Bauern, asthmatische Nicht-

bauern und nicht-asthmatische Nichtbauern (s.a. Abbildung 5). Ermittelt wurde die 

Diversität an Pilzspezies je Probengruppe sowie mögliche Assoziationen bestimmter 

Sequenzen zu allergischem Asthma. Die Parallelsequenzierung wurde in drei Durch-

gängen á 20 Proben, je fünf von jeder Gruppe, durchgeführt und die erhaltenen 

Sequenzen für die weitere Auswertung mittels UCLUST in QIIME zusammengefasst. 

Die drei Durchgänge untereinander waren vergleichbar. Insgesamt wurden 152.605 

ITS-Sequenzen, ca. 50.000 je Durchgang, erzeugt. Die durchschnittliche Sequenz-

länge lag bei 478 Nukleotiden. Die Anzahl an Sequenzen variierte je Probe von 325 

bis 17526 und lag im Mittel bei 2536,6. Die Gruppierung mittels UCLUST bei 

Sequenzübereinstimmung von mindestens 97 % ergab 7954 OTU-Sequenzen mit 

einer Sequenzverteilung von 122 bis 12466 pro Probe im Gesamten und 2692 reprä-

sentative OTU-Sequenzen (nosingletons).  

Für die Diversitätsanalyse der einzelnen Probengruppen wurde die Anzahl an OTU-

Sequenzen auf eine Häufigkeit von > 10 bzw. > 50 eingeschränkt, sodass 428 bzw. 

108 repräsentative OTU-Sequenzen ausgewertet wurden. Je Probe wurde der Da-

tenbankabgleich bis zu einer respektiven OTU-Häufigkeit von ≥ 10 durchgeführt. 

Zwischen den beiden genannten Einschränkungen der OTU-Auswertung wurden 

keine relevanten Unterschiede festgestellt. Durch die stärkere Einschränkung (> 50) 

wurden in der Regel lediglich OTU-Sequenzen ausgeschlossen, welche spezifisch 

für eine Einzelprobe jedoch nicht für die Gesamtheit der Proben waren. Die im Fol-

genden dargestellten Ergebnisse beziehen sich daher auf die 108 häufigsten OTU-

Sequenzen; die relativen Häufigkeiten wurden in Bezug auf die 2692 OTU-Sequen-

zen (nosingletons) bestimmt. Zum Teil wurden Pilzspezies durch mehrere OTU-Se-

quenzen repräsentiert, wenn die Sequenzübereinstimmung bei maximal 96,99 % lag. 

Für die Auswertung wurden hier allerdings lediglich die häufigsten OTUs herange-

zogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 39 zusammengefasst. Die häufigste Sequenz 
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(OTU 6175) ergab beim Datenbankabgleich eindeutig Epicoccum nigrum. Insgesamt 

repräsentierte diese OTU 30,89 % aller Sequenzen und variierte bezüglich der Häu-

figkeit zwischen den Gruppen von 26,85 % bis 37,20 %, war jedoch etwas häufiger 

mit Proben aus der Gruppe der Nichtbauern assoziiert. 6,57 % der Sequenzen ge-

hörten zu Cryptococcus victoriae (OTU 7678 und 7930), 4,96 % zu Eurotium repens 

(OTU 3639), 3,80 % zu Leptosphaerulina chartarum (OTU 5373 und 7107), 3,00 % 

zu Cladosporium cladosporioides (OTU 2662 und 3535), 3,27 % zu Pichia fermen-

tans (OTU 3233), 2,63 % zu Aureobasidium pullulans (OTU 100), 2,53 % zu Deba-

romyces hansenii (OTU 5433) und 2,35 % zu Didymella exitialis (OTU 5905). Des 

Weiteren waren Phoma herbarum (1,08 %; OTU 2415) und Pseudotaeniolina glo-

bosa (1,06 %; OTU 1353) häufig vertreten. Penicillium- und Aspergillus-Sequenzen, 

bei letzterem mit Ausnahme von Eurotium spp., wurden unter den dominanten Ge-

nera nicht gefunden. Ein Abgleich der ITS-Sequenzen der bereits zuvor verwendeten 

DSMZ-Referenzstämme von P. chrysogenum (DSM 844) und A. versicolor (DSM 

1943) mit den repräsentativen OTU-Sequenzen der Spezies aus Tabelle 39 ergab 

keine signifikanten Übereinstimmungen. Im Vergleich der Häufigkeiten der einzelnen 

OTU-Sequenzen in Bezug auf die vier Probengruppen zeigte sich, dass Ps. globosa 

keine Gruppenzugehörigkeit erkennen ließ (Tabelle 39). Leptosphaerulina spp., 

Alternaria alternata und Au. pullulans waren häufiger bei den Nichtbauern, Cl. cla-

dosporioides, Eu. repens, Pi. fermentans, Trichosporon cutaneum und Wallemia sebi 

häufiger bei den Bauern zu finden. Asthmatiker schienen einer höheren Exposition 

mit Cr. victoriae (alle Asthmatiker), Ph. herbarum (asthmatische Nichtbauern), Cl. 

cladosporioides und D. exitialis (asthmatische Bauern) ausgesetzt gewesen zu sein, 

während Eu. amstelodami, Exophiala sp., Ph. medicaginis, T. cutaneum und 

Candida catenulata am häufigsten bei den nicht-asthmatischen Bauern gefunden 

werden konnten. Dennoch wurde Cr. victoriae auch häufig bei den Nicht-Asthma-

tikern nachgewiesen. Das dominante Auffinden von Exophiala sp. bei den „gesun-

den“ sowie von D. exitialis bei den „kranken“ Bauern bestätigte zudem das Ergebnis 

der PCR-SSCP-Analyse. 
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Tabelle 39: Ergebnisse der Untersuchung der Pilzdiversität in Matratzenstaubproben von 

Schulkindern mittels Parallelsequenzierung 

Pilzspezies OTU 

Relative Häufigkeit [%] der dominanten OTU-Sequenzen  

(nach Einschränkung auf die 108 häufigsten) 

Gesamt Bauer 
(a) 

Bauer 
(na) 

Nichtbauer 
(a) 

Nichtbauer 
(na) 

Alternaria alternata 1507 0,48 0,30 0,35 0,79 0,61 

Aureobasidium pullulans 100 2,63 1,29 0,66 3,83 5,64 

Boeremia diversispora 2088 0,34 0,24 0,24 0,42 0,51 

Botryosphaeria australis 7671 0,21 0,01 0,57 0,44 0,12 

Candida catenulata 2092 0,09 0,10 0,18 0,00 0,12 

Cladosporium cladosporioides 2662/ 
3535 

3,00 4,67 2,00 1,73 1,27 

Cryptococcus carnescens 6965 0,66 0,39 0,54 1,13 0,76 

Cryptococcus victoriae 7678/ 
7930 

6,57 8,81 3,87 5,56 4,17 

Debaromyces hansenii 5433 2,53 2,43 3,38 2,35 2,48 

Didymella exitialis 5905 2,35 4,87 0,43 0,37 0,09 

Didymella pisi 1559 0,30 0,21 0,39 0,42 0,31 

Epicoccum nigrum 6175 30,89 26,85 28,40 37,20 33,95 

Eurotium amstelodami 524 0,41 0,43 1,57 0,08 0,00 

Eurotium repens 3639 4,96 7,10 12,06 0,99 0,24 

Exophiala sp. 1312 0,04 0,02 0,17 0,02 0,05 

Galactomyces geotrichum 6395 0,07 0,07 0,01 0,00 0,18 

Leptosphaerulina australis 7107 2,75 1,49 1,23 5,06 3,74 

Leptosphaerulina chartarum 5373 1,05 0,63 0,65 1,52 1,73 

Phaeothecoidea protea 7928 0,11 0,01 0,01 0,36 0,09 

Phoma herbarum 2415 1,08 0,69 0,66 4,64 0,45 

Phoma medicaginis 3996 0,27 0,26 0,96 0,11 0,04 

Pichia fermentans 3233 3,27 6,11 4,27 0,03 0,02 

Pseudotaeniolina globosa 1353 1,06 0,67 1,35 1,27 1,57 

Trichosporon cutaneum 2995 0,04 0,04 0,17 0,00 0,00 

Wallemia sebi 6277 0,04 0,06 0,04 0,02 0,00 

(a): mit diagnostiziertem Asthma; (na): ohne Asthmabefund (gesund) 
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Neben der Bestimmung der relativen Häufigkeiten der dominanten OTU-Sequenzen 

in Abhängigkeit der Probenherkunft und des Gesundheitsstatus der jeweiligen Kinder 

wurden, analog zur PCR-SSCP-Analyse, Assoziationen der einzelnen OTU-Sequen-

zen bezüglich des Auftretens von allergischem Asthma biostatistisch ermittelt. Hierfür 

wurden alle 2692 repräsentativen OTU-Sequenzen (nosingletons) herangezogen. 16 

hoch-signifikante Sequenzen (p < 0,01) – 13 invers und drei positiv assoziiert – sowie 

23 signifikante Sequenzen (0,01 < p < 0,05; alle invers assoziiert) wurden gefunden 

(Tabelle 40). 16 Sequenzen konnten nach dem Datenbankenabgleich hierbei am 

wahrscheinlichsten nur mit bisher nicht kultivierten Pilzen in Verbindung gebracht 

werden. Des Weiteren zeigten einige Sequenzen nach Datenbankenabgleich unge-

nügende Werte bezüglich der Vergleichslänge der Sequenz (< 95 %) sowie bezüg-

lich der Sequenzübereinstimmung (< 97 %). Die Ergebnisse wurden als ausreichend 

beurteilt, sofern die Vergleichslänge bei über 95 % und die Sequenzübereinstim-

mung bei über 97 % gegenüber der eingegebenen Sequenz lag. Sequenzüber-

einstimmungen von 96 % wurden als unsicher eingestuft. 

 

Tabelle 40: Mit Asthma assoziierte, signifikante OTU-Sequenzen nach Parallelsequenzierung 

von Matratzenstaubproben unterschiedlicher Herkunft 

OTU OR p Sequenz 
Übereinstimmung 
mit Länge [%] 

Übereinstimmung 
mit Sequenz [%] 

p < 0,01 
     

4873 30,65 0,001 Epicoccum nigrum 
(JX402182.1) 

100 98 

   Glonium pusillum 
(EU552134.1) 

  

4866 7,47 0,009 Verrucaria viridula 
(EU553510.1) 
 

98 92 

1315 4,65 0,004 unkultivierter Pilz 
(GU721895.1) 

87 93 

1484 0,37 0,003 Candelaria fibrosoides 
(EF535211.1) 
 

97 92 

3996 0,35 0,001 unkultivierter Pilz 
(JQ723332.1) 
 

70 99 

2932 0,33 0,005 Pseudotaeniolina globosa 
(HQ115663.1) 

 

73 97 

5901 0,33 0,003 unkultivierter Pilz 
(GU721895.1) 
 

100 98 

593 0,30 0,003 unkultivierter Pilz 
(HQ873361.1) 
 

66 98 
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Fortsetzung Tabelle 40: Mit Asthma assoziierte, signifikante OTU-Sequenzen nach 
Parallelsequenzierung von Matratzenstaubproben unterschiedlicher Herkunft 

OTU OR p Sequenz 
Übereinstimmung 
mit Länge [%] 

Übereinstimmung 
mit Sequenz [%] 

5197 0,25 0,005 unkultivierter Pilz 
(GU721713.1) 

 

100 95 

2892 0,23 0,006 unkultivierter Pilz 
(EU852358.1) 

 

100 98 

4127 0,23 0,002 Bullera globispora 
(FN824496.1) 
 

100 100 

   Cryptococcus dimennae 
(EU266559.1) 

 

99 96 

5329 0,16 0,003 Cryptococcus laurentii 
(CBS 2548) 

100 97 

   Cryptococcus victoriae 
(JQ857025.1) 
 

99 98 

4106 0,14 0,001 unkultivierter Pilz 
(GU721713.1) 
 

100 96 

1574 0,13 0,001 Phoma macrostoma 
(DQ474104.1) 

 

100 99 

760 0,11 0,006 Aureobasidium pullulans 
(DQ640766.1) 

 

72 99 

3844 0,02 0,006 Epicoccum nigrum 
(FJ424250.1) 
 

100 92 

0,01 < p < 0,05     

4472 0,46 0,035 Botryotinia fuckeliana 
(HM849615.1) 
 

100 99 

7107 0,45 0,018 Leptosphaerulina australis 
(JN712494.1) 

 

100 99 

1454 0,41 0,033 Cryptococcus sp. 
(FN430732.1) 

 

100 100 

7930 0,41 0,021 Cryptococcus victoriae 
(CBS 12044) 

100 100 

2415 0,40 0,023 Phoma herbarum 
(AY293800.1) 

 

100 100 

3945 0,38 0,019 unkultivierter Pilz 
(GU721895.1) 

 

100 96 

1925 0,35 0,020 Epicoccum nigrum 
(FJ605251.1) 

 

100 96 

6221 0,35 0,012 unkultivierter Ascomycota 
(AM901736.1) 

 

99 98 

6106 0,34 0,044 unkultivierter Bodenpilz 
(EU479959.1) 

 

99 98 

2763 0,34 0,040 unkultivierter Pilz 
(FJ820732.1) 

 

100 99 

2589 0,34 0,032 Epicoccum nigrum 
(FJ424259.1) 

 

72 99 
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Fortsetzung Tabelle 40: Mit Asthma assoziierte, signifikante OTU-Sequenzen nach 
Parallelsequenzierung von Matratzenstaubproben unterschiedlicher Herkunft 

OTU OR p Sequenz 
Übereinstimmung 
mit Länge [%] 

Übereinstimmung 
mit Sequenz [%] 

1529 0,31 0,026 Cryptococcus victoriae 
(FN298668.1) 

 

100 98 

4023 0,28 0,044 Dioszegia fristingensis 
(EU070927.1) 
 

100 99 

2000 0,21 0,014 unkultivierter Pilz 
(FJ820734.1) 
 

99 99 

1946 0,20 0,026 unkultivierter Pilz 
(FJ820764.1) 

 

99 99 

4699 0,19 0,015 Aureobasidium pullulans 
(JQ993367.1) 

 

75 98 

7360 0,18 0,025 unkultivierter Ascomycota 
(FR682345.1) 
 

91 87 

570 0,17 0,034 Verrucaria elaeina 
(FJ664849.1) 
 

99 90 

3981 0,11 0,034 unkultivierter Pilz 
(FJ820732.1) 

100 96 

985 0,09 0,019 unkultivierter Ascomycota 
(GU931768.1) 

100 99 

6395 0,09 0,018 Galactomyces geotrichum 
(JF262181.1) 

100 99 

3447 0,01 0,021 Cryptococcus flavescens 
(JQ993386.1) 

100 99 

Inverse Assoziationen fett gedruckt; Beurteilung als ausreichende Übereinstimmung mit Daten-
bankeneintrag; OTU: Operating Taxonomic Unit; OR: Odd’s Ratio; p: Wahrscheinlichkeit 

 

Eine Aussage über einen möglichen Kandidaten hinsichtlich einer Asthmainduktion 

konnte nicht getroffen werden. E. nigrum war nicht nur der häufigste Vertreter in allen 

vier Probengruppen bei dieser Diversitätsanalyse an sich (Tabelle 39), sondern 

zeigte sich sowohl signifikant positiv als auch invers assoziiert mit Asthma (Tabelle 

40; OTU 4873 und 1925), was auch zuvor schon bei der PCR-SSCP-Analyse beo-

bachtet wurde (Tabelle 38). Zudem ist die Übereinstimmung von 92 % von der OTU 

4866 mit dem Datenbankeneintrag von Verrucaria viridula zu gering, um eine defini-

tive Aussage zuzulassen.  

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der PCR-SSCP-Analyse wurden zwei 

Sequenzen (OTU 760 und 4699) als invers assoziiert deklariert, die nach Daten-

bankenabgleich potenziell mit Au. pullulans assoziiert werden konnten (Tabelle 40). 

Diese weisen zwar jeweils eine ausreichende Übereinstimmung in der Sequenz auf. 

Allerdings lagen die Vergleichslängen bei lediglich 72 und 75 %. Die beiden OTU-
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Sequenzen zeigten jedoch eine 97%ige (349 nt) bzw. 98%ige (370 nt) Überein-

stimmung mit der stark vertretenen OTU 100 (Au. pullulans), die ebenfalls häufiger 

bei Nicht-Asthmatikern vertreten war, sowie eine jeweils 97%ige Übereinstimmung 

(356 bzw. 391 nt) mit der Sanger-Sequenz von Au. pullulans aus der PCR-SSCP-

Analyse (Tabelle 34). Als weitere mögliche invers assoziierte Kandidaten konnten 

Botryotinia fuckeliana, Bullera globispora, verschiedene Cryptococcus spp. – Cr. 

dimennae, Cr. flavescens, Cr. laurentii und Cr. victoriae – , Dioszegia fristingensis 

und Galactomyces geotrichum identifiziert werden. Bo. fuckeliana und Cryptococcus 

spp. wurden bereits in Verbindung mit der Gelposition 77,2 % der PCR-SSCP-Ana-

lyse als invers assoziiert genannt (Tabelle 37 und Tabelle 38). Ga. geotrichum war 

zudem häufiger bei den Nicht-Asthmatikern bei dieser Diversitätsanalyse vertreten 

(Tabelle 39). Bu. globispora und Di. fristingensis traten bisher nicht auf und sind 

möglicherweise zusätzliche Kandidaten für einen inversen Effekt. Außerdem wurden 

in dieser Pilotstudie Ph. herbarum und Ph. macrostoma als möglicherweise Asthma-

protektiv identifiziert.  
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5 Diskussion 

5.1 Adaption der PCR-SSCP-Analysemethode und der Parallel-

sequenzierungstechnologie an die Untersuchung von Stall- und 

Hausstaubproben 

5.1.1 DNA-Extraktionsverfahren 

Drei DNA-Extraktionsverfahren wurden auf ihre Eignung zum Einsatz in dieser 

Untersuchung getestet: Methode 1: PowerSoilTM DNA Isolation Kit (MOBIO), Metho-

de 2: GenEluteTM Plant Genomic DNA Miniprep Kit (SIGMA) und Methode 3: CTAB-

Verfahren nach KORTHALS ET AL. (2008A) mit Modifikationen. Methode 1 ist hierbei 

speziell für die Untersuchung von mikrobiellen Gemeinschaften in Boden- respektive 

Staubproben ausgelegt und wurde neben der Isolation von bakterieller DNA auch 

schon für Pilz-DNA-Extraktionen angewendet (FEINSTEIN ET AL., 2009). Laut Herstel-

lerangaben können hierbei bis zu 250 mg Erdreich eingesetzt werden und die voll-

ständige Entfernung von Inhibitoren wie Huminsäuren soll gewährleistet sein. Wie 

der Name bereits aussagt, ist Methode 2 ursprünglich für die Isolation pflanzlicher 

DNA aus 100 mg frischem oder aus 10 mg gefriergetrocknetem Gewebe entwickelt 

worden, welches zu Beginn mit flüssigem Stickstoff pulverisiert wird. In mehreren 

Studien, u.a. des Nationalen Gesundheitsinstituts (Kuopio, Finnland), wurde dieser 

Kit aber auch für die Untersuchung von Pilzgemeinschaften in Hausstaubproben er-

folgreich eingesetzt (PIETARINEN ET AL., 2008; PITKÄRANTA ET AL., 2008). Das ursprüng-

liche CTAB-Verfahren, auf dem die hier angewandte Methode aufbaute, wurde von 

SOMERVILLE ET AL. (2005) für die Isolation von Mycobacterium tuberculosis DNA ent-

wickelt und später durch KORTHALS ET AL. (2008A) an die Untersuchung von Bakterien 

in Stall- und Matratzenstaubproben angepasst. Da in dieser Studie die gleiche Matrix 

wie bei KORTHALS ET AL. (2008A) verwendet wurde, wurde auch diese Methode für die 

Evaluierung eines geeigneten DNA-Extraktionsverfahrens mit einbezogen. Aufgrund 

der aufwändigen und kostenintensiven Sammlung der Matratzenstaubproben im 

Rahmen der GABRIEL-Studie (GENUNEIT ET AL., 2011) und der daraus resultierenden 

„Kostbarkeit“ dieser Proben, wurde versucht, die benötigte Menge an Probenmaterial 

möglichst gering zu halten. 50 mg Staub je Extraktionsverfahren stellten sich hierbei 

als ausreichend und als Mittelweg bezüglich der bisherigen Studien mit den ge-

nannten Extraktionsverfahren dar: Methode 1 wurde durch FEINSTEIN ET AL. (2009) 
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mit 250 mg, Methode 2 durch PITKÄRANTA ET AL. (2008) mit 25 mg und das CTAB-

Verfahren durch KORTHALS ET AL. (2008A) mit 100 mg Material durchgeführt. Bei allen 

drei Methoden wurde eine mechanische Destabilisierung der Pilzsporen mit Glass 

Beads vorangestellt, um die komplexe und robuste Zellwand der Sporen, die oft 

resistent gegenüber traditionellen DNA-Extraktionsprotokollen ist, aufzubrechen (VAN 

BURIK ET AL., 1997). Die Effizienz der Zelllyse kann zwischen verschiedenen Pilzzell-

typen variieren. Sporen lassen sich dabei methodisch leichter lysieren als Myzelien 

und auch Myzelien unterschiedlichen Alters können unterschiedliche Lysiseigen-

schaften besitzen (PROSSER, 2002). Der Zusatzschritt mit den Glass Beads erwies 

sich bereits in früheren Studien als zielführend (MÜLLER ET AL., 1998) und resultierte 

in höheren DNA-Ausbeuten sowie geringeren Inhibitorkonzentrationen (OGRAM ET 

AL., 1987; LEFF ET AL., 1995; ROOSE-AMSALEG ET AL., 2001; LAKAY ET AL., 2007). Dies 

zeigte sich auch im Vorfeld dieser Studie, wo der Einsatz an Glass Beads bei der 

CTAB-Methode eine bis zu 10-fach höhere DNA-Ausbeute zur Folge hatte. 

Allerdings kann, trotz Einsatz von Glass Beads, die DNA-Isolierung oder die 

Befreiung der Proben von Inhibitoren wie Nukleasen, Polysaccharide und Pigmenten 

fehlschlagen und damit den Nachweis über PCR-Amplifikation im Folgenden nicht 

ermöglichen (MÜLLER ET AL., 1998; SMIT ET AL., 1999). So war es nach Durchführung 

der Methoden 2 und 3 z.T. nicht möglich, verschiedene Stachybotrys chartarum-Spe-

zies, Mucor spinosus und Rhizopus peca zu amplifizieren. Zudem besteht beim Ein-

satz von Glass Beads die Gefahr, dass die DNA geschert und damit eine nach-

folgende Detektion über PCR erschwert oder verhindert wird (OGRAM ET AL., 1987; 

VON WINTZINGERODE ET AL., 1997). Während bei DNA-Extraktionsmethoden ohne Zu-

hilfenahme physikalischer Verfahren die DNA-Fragmentgrößen in der Regel bei über 

23 Kilobasen (kb) liegen und damit keine nennenswerte DNA-Scherung vorliegt 

(ZHOU ET AL., 1996), beobachteten OGRAM ET AL. (1987) und SIMONET ET AL. (1991) 

eine Fragmentlängenverteilung von 10 bis weniger als 0,5 kb nach Einsatz von Glass 

Beads. Dennoch hatte dies keine Auswirkungen auf die DNA-Qualität, sodass auch 

in der vorliegenden Studie die ITS-Fragmente von ca. 570-590 bp in nahezu allen 

Fällen ohne Quantitätsverluste amplifiziert werden konnten.  

Bei der Auswahl des DNA-Extraktionsverfahrens wurde die Effizienz hauptsächlich 

durch die Amplifikation der gewonnenen DNA im Thermocycler und durch die nach-

folgende Detektion im Agarosegel sowie durch das Detektionslimit der PCR-SSCP-

Analyse (s.a. Punkt 5.1.3) in Abhängigkeit des vorgeschalteten Extraktionsverfahrens 
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beurteilt. Demnach wurde diese anhand qualitativer bzw. semi-quantitativer Metho-

den getroffen. Die Auswahl der zur Methodenevaluierung eingesetzten Pilzarten er-

folgte gemäß den Angaben aus der Literatur bezüglich des Vorkommens in Haus- 

und Stallstaubproben (LUSTGRAAF, 1978; WASSENAAR, 1988; BEGUIN UND NOLARD, 

1996; FLANNIGAN, 2001; FLANNIGAN UND MILLER, 2001; MULLINS, 2001; SAMSON UND 

HOUBRAKEN, 2001; O’CONNOR ET AL., 2004; NORMAND ET AL., 2009; EGE ET AL., 2011; 

RINTALA ET AL., 2012). Bezugnehmend auf die DNA-Extraktionseffizienz zeigten sich 

nur minimale Unterschiede zwischen den einzelnen Verfahren, wobei Methode 1 je-

doch als einzige hervorging, mit der alle extrahierten Reinkulturspezies amplifiziert 

werden konnten. Da der PowerSoilTM DNA Isolation Kit als Methode der Wahl zudem 

zum niedrigsten Detektionslimit führte, wurde dieser für die weiteren Untersuchungen 

ausgewählt.  

5.1.2 Primerauswahl 

In dieser Studie wurden sechs universelle Pilz-Primerpaare, die in der Literatur be-

reits beschrieben wurden, methodenbezogen evaluiert. In bisherigen Studien wurden 

diese Primer jeweils separat für Pilzgemeinschaftsanalysen eingesetzt oder zumin-

dest nicht vergleichend beschrieben (KUMEDA UND ASAO, 1996; PETERS ET AL., 2000; 

WU ET AL., 2002; ANDERSON ET AL., 2003; BRODIE ET AL., 2003; ANDERSON AND CAIRNEY, 

2004; KUMAR UND SHUKLA, 2005; ZACHOW ET AL., 2009). Zwei Primerpaare amplifi-

zieren ein Fragment des 18S rRNA Gens – 0817/1536 (BORNEMAN UND HARTIN, 2000) 

und NS7/NS8 (WHITE ET AL., 1990) – sowie eines ein Fragment des 28S rRNA Gens 

– U1/U2 (SANDHU ET AL., 1995). Die drei weiteren Primerpaare ITS1/ITS4 (WHITE ET 

AL., 1990), ITS1F/ITS4 (GARDES UND BRUNS, 1993) und Fun18sf/ITS4 (PITKÄRANTA ET 

AL., 2008) hatten die gesamte ITS-Region als Ziel, wobei der jeweilige forward Primer 

an die 18S rDNA bindet und der reverse Primer ITS4 an die 28S rDNA.  

Für die Methodenentwicklung, d.h. für die Adaption der PCR-SSCP-Basismethode 

an die Untersuchung von Pilzgemeinschaften in Staubproben, wurde hauptsächlich 

mit Reinkulturen gearbeitet. Das Vorkommen dieser Spezies in der später verwen-

deten Matrix wurde hinreichend beschrieben (LUSTGRAAF, 1978; WASSENAAR, 1988; 

BEGUIN UND NOLARD, 1996; FLANNIGAN, 2001; FLANNIGAN UND MILLER, 2001; MULLINS, 

2001; SAMSON UND HOUBRAKEN, 2001; O’CONNOR ET AL., 2004; NORMAND ET AL., 2009; 

EGE ET AL., 2011; RINTALA ET AL., 2012). Ziel war es, aus den eingesetzten Primer-

paaren dasjenige mit der besten Eignung für die vorliegende Studie zu ermitteln. 
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Deshalb wurden die Primerpaare auf folgende Eigenschaften getestet: (1) Amplifi-

kation eines möglichst breiten Spektrums an unterschiedlichen Pilzgenera/-spezies; 

(2) Ermöglichung der Separation von Banden unterschiedlicher Spezies im Poly-

acrylamidgel; (3) Anzahl zusätzlicher Banden im Polyacrylamidgel und (4) die Mög-

lichkeit der Identifikation auf Speziesebene. Eine entsprechende Gewichtung der 

Einzelergebnisse wurde vorgenommen. Das gewählte Primerpaar sollte eine Ban-

denseparation über die gesamte Gellänge zulassen sowie ein Minimum an zusätz-

lichen Banden, aufgrund mehrerer stabiler Konformationen einer Einzelstrang-DNA-

Struktur, im Polyacrylamidgel verursachen. Darüber hinaus wurde die klare Identifi-

kation einer Pilzspezies als wichtig angesehen. Speziell bei den, in Hausstaubproben 

am häufigsten vorkommenden, Pilzgattungen Aspergillus und Penicillium (RINTALA ET 

AL., 2012, u.a.) mit mehr als 260 bzw. 570 unterschiedlichen Spezies und 

intraspezifischen Varianten (PITT ET AL., 2000; SAMSON UND VARGA, 2009) ist die Er-

möglichung der Bestimmung auf Speziesebene von essentieller Bedeutung. „Makro-

Pilze“ mit eingeschlossen wird eine Anzahl von 1.500.000 Pilzspezies auf der Welt 

postuliert (GILLER ET AL., 1997). Mehr als 170.000 vollständige ITS-Sequenzen, gene-

riert durch Sanger-Sequenzierung, sind mittlerweile in den Gen-Datenbanken hinter-

legt (SCHOCH ET AL., 2012), und gerade durch die neue Technologie der Parallel-

sequenzierung nimmt diese Zahl weiter zu (BELLEMAIN ET AL., 2010). Dennoch ist zu 

beachten, dass teilweise die zugrundeliegenden Daten durch fehlerhafte Identifizie-

rungen oder technische Probleme wie Vermischung von verschiedenen DNA-Temp-

lates oder Sequenzierfehler zustande gekommen sind und damit eine genaue Aus-

sage erschweren (NILSSON ET AL., 2006). Aufgrund des wachsenden Referenzmate-

rials für die ITS-Region zeigten sich wohl auch die vorliegenden Unterschiede im 

Sequenzabgleich zwischen der Verwendung von ITS- oder 18S/28S rDNA-Primern. 

Generell war bei Abgleich der PCR-Produktsequenzen mit den Datenbankenein-

trägen mit allen Primerpaaren eine Identifikation auf Genusebene in allen Fällen 

möglich. Das Ziel, eine Bestimmbarkeit auf Speziesebene zu ermöglichen, war aller-

dings mit den ITS-Primerkombinationen häufiger erreichbar.  

Bei der Amplifikationseffizienz der eingesetzten 38 Reinkulturspezies ließen sich 

keine oder nur marginale Unterschiede, z.T. in Abhängigkeit des verwendeten DNA-

Extraktionsverfahrens, feststellen. Während nach DNA-Extraktion mit dem Power-

SoilTM DNA Isolation Kit (MOBIO) mit allen sechs Primerpaaren alle Proben amplifi-

ziert werden konnten, war die Amplifikation von Stachybotrys chartarum S1114 (nach 
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GenEluteTM-Extraktion) bzw. von Stachybotrys chartarum S1495 (nach CTAB-Extrak-

tion) in keinem Fall möglich. WU ET AL. (2002) untersuchten zwölf universelle 

Primerpaare nach DNA-Extraktion mit DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) und dem 

Einsatz von Zirconia-Silica Beads. Sie konnten diese Problematik nicht beobachten, 

da alle zwölf Primerpaare in der Lage waren, Stachybotrys chartarum zu amplifi-

zieren. Möglicherweise handelte sich hierbei um einen Stamm-spezifischen Effekt 

oder eine unzureichende Entfernung von inhibitorischen Substanzen durch die bei-

den Extraktionsverfahren (MÜLLER ET AL., 1998; SMIT ET AL., 1999). Umgekehrt be-

schrieben TURIN ET AL. (2000) und WU ET AL. (2002) ein Problem mit der Amplifikation 

von Aspergillus fumigatus und Aspergillus niger mit Primerpaar ITS1/ITS4. In der 

vorliegenden Studie wurde dies nicht festgestellt; dagegen konnten andere Studien 

bestätigt werden (z.B. VELEGRAKI ET AL., 1999), in denen beide Spezies mit allen 

Primerpaaren über alle Extraktionsverfahren amplifiziert werden konnten. Zudem 

zeigten sich auch im vorliegenden Fall größere Fragmente bei der Gruppe der 

Mucorales (Rhizopus peca  und Mucor spinosus) nach Amplifikation mit den 

Primerpaaren U1/U2 und ITS1/ITS4 (WU ET AL., 2002). DORN-IN (2012) beschrieb 

eine eingeschränkte Amplifikation von getesteten Pilzen der Unterabteilung 

Mucormycotina mit den Primerpaaren 0817/1536 und ITS1F/ITS4. Dies trifft auch in 

der vorliegenden Studie auf DNA-Extrakte des CTAB-Verfahrens zu, jedoch nicht auf 

die anderen beiden Extraktionsverfahren, sodass generell eine Amplifikation von 

Vertretern dieser Unterabteilung möglich ist. 

Die Durchführung der PCR-SSCP-Analyse von Pilzreinkulturen ergab eine starke Ab-

hängigkeit zwischen der Qualität der Separation, dem verwendeten Primerpaar und 

der damit verbundenen Fragmentlänge des untersuchten DNA-Abschnitts. Publika-

tionen berichten über eine abnehmende Sensitivität der PCR-SSCP-Analyse mit zu-

nehmender Fragmentgröße und eine optimale Fragmentlänge von 150 bp (HAYASHI, 

1991; SHEFFIELD ET AL., 1993; HAYASHI, 1997; KERR UND CURRAN, 1996; SUNNUCKS ET 

AL., 2000). Andere wiederum verwenden die PCR-SSCP-Methode auch für Frag-

mente bis zu einer Größe von 775 bp (ORTÍ ET AL., 1997). Die relativ kurzen Frag-

mente, die durch die Primerpaare NS7/NS8 (377 bp) und U1/U2 (260 bp) entstehen, 

ließen allerdings aufgrund ihrer zu geringen Sequenzvariabilität zwischen verschie-

denen Pilzgenera/-spezies keine Unterscheidung zu. Für die Untersuchung von Pilz-

gemeinschaften wurde ein Zugewinn an Sequenzvariabilität mit zunehmender Frag-

mentlänge erwartet. Jedoch war auch die Auftrennung der langen Fragmente der 
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Primerpaare 0817/1536 (762 bp) und Fun18sf/ITS4 (770-800 bp) im Polyacrylamid-

gel nicht optimal. Generell erlaubten die Primerpaare mit der vergleichsweise kon-

servierten Zielregion 18S oder 28S rDNA eine weniger gute Auftrennung der einzel-

nen Banden im Polyacrylamidgel als diejenigen Primerpaare, die die hoch-variable 

ITS-Region amplifizierten (IWEN ET AL., 2002; RYBERG ET AL., 2008). Aufgrund der nur 

geringen Längenvariation verschiedener PCR-Produkte unterschiedlicher Pilzspezies 

wurde ein Größeneffekt in der PCR-SSCP-Analyse bei Verwendung von ITS-Primern 

in dieser Studie nicht erwartet (LEE ET AL., 1996). Die Primerpaare ITS1/ITS4 und 

ITS1F/ITS4 zeigten die besten und nahezu identischen Separationsergebnisse in 

diesem Vergleich, sodass, trotz der relativen langen Fragmente (570-590 bzw. 600-

630 bp), ein gutes Trennergebnis im Polyacrylamidgel einer höheren Sensitivität vor-

gezogen wurde. Allerdings wiesen auch diese beiden Primerpaare Schwächen be-

züglich der Trennung von verschiedenen Spezies der Gattungen Aspergil-

lus/Eurotium auf. Erklären lässt sich dies durch identische ITS-Sequenzen bei ver-

schiedenen Gruppen von Aspergilli, sodass weitere Marker für eine spezifische Iden-

tifikation notwendig sind (GEISER ET AL., 2007).  

Zusätzliche Banden wurden bei allen sechs Primerpaaren in unterschiedlicher Häu-

figkeit bei der PCR-SSCP-Analyse von Reinkulturen im Polyacrylamidgel festgestellt. 

Diese zusätzlichen Banden entstehen durch multiple stabile Konformationen der ein-

zelsträngigen DNA aufgrund hohen GC-Gehalts oder fehlerhafter bzw. ausbleibender 

Renaturierung/Faltung der einzelsträngigen DNA unter bestimmten Bedingungen 

(ORTÍ ET AL., 1997; SUNNUCKS ET AL., 2000). Darüber hinaus können die zusätzlichen 

Banden durch Zusammenlagerung der Einzelstränge zu doppelsträngigen Homo-

duplex-Strukturen entstanden sein (ATKINSON UND ADAMS, 1997). Dies bedeutet aller-

dings, dass die Intensität der einzelnen Banden eines PCR-SSCP Profils nicht für 

eine exaktere quantitative Aussage herangezogen werden kann. Zudem ist damit 

eine Korrelation zwischen Bandenanzahl je PCR-SSCP-Profil und Diversität schwie-

rig (SCHWIEGER UND TEBBE, 1998). 

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass das wohl am häufigsten zur 

Amplifikation von Pilz-DNA verwendete (BELLEMAIN ET AL., 2010; Vilgalys lab, Duke 

University) Primerpaar ITS1/ITS4 (WHITE ET AL., 1990) die besten Ergebnisse bei die-

ser objektiven Evaluierung von sechs universellen Pilz-Primerpaaren zeigte. Dies 

bekräftigte den Vorschlag von SCHOCH ET AL. (2012), die ITS-Region als DNA-Bar-

code für Pilze anzusehen. Der Primer ITS1 amplifiziert dabei bevorzugt 
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Basidiomycota, während der Primer ITS4 v.a. Ascomycota amplifiziert (BELLEMAIN ET 

AL., 2010). 

Allerdings darf ein Punkt nicht außer Acht gelassen werden: Total-DNA-Isolate aus 

Umweltmatrizes beinhalten in der Regel nicht nur DNA von Pilzen, sondern auch 

DNA von Bakterien, Viren, Pflanzen und tierischen/menschlichen Zellen. Bakterielle 

und virale DNA-Strukturen sind evolutorisch weit vom DNA-Aufbau der Pilze entfernt. 

Jedoch gehören sowohl die Zellen von Pilzen als auch von Pflanzen und Tie-

ren/Menschen zu den Eukaryoten, weshalb generell die Möglichkeit besteht, dass 

Pilz-spezifische Primer auch DNA von pflanzlichen und tierischen Zellen amplifizieren 

können (WHITE ET AL., 1990; HAGN ET AL., 2003). Im Rahmen von Vorversuchen wur-

den sowohl (sub-) urbane Matratzen- als auch Stall- und Matratzenstaubproben aus 

dem bäuerlichen Umfeld eingesetzt und analysiert. Nach DNA-Isolierung und PCR-

Amplifikation mit dem Primerpaar ITS1/ITS4 war bei den städtischen Proben aus-

schließlich das in der Literatur mit einer Länge von 570-590 bp beschriebene Frag-

ment im Agarosegel nachweisbar (WHITE ET AL., 1990). Bei Verwendung der Staub-

proben vom Bauernhof war zusätzlich jedoch auch ein ca. 700-750 bp großes Frag-

ment erkennbar, welches durch Sanger-Sequenzierung und Datenbankenabgleich 

mit pflanzlicher DNA assoziiert werden konnte (s.a. DORN-IN, 2012). Das Auffinden 

pflanzlicher DNA in den Bauernhofproben lag vermutlich hauptsächlich an dem er-

höhten Eintrag von Pflanzenbestandteilen aus der Umgebung in die jeweilige Probe, 

was im städtischen Umfeld in geringerem Umfang stattfindet. Aufgrund des Größen-

unterschieds beider Fragmente war allerdings eine Separation des Pilz-spezifischen 

ITS1/ITS4-PCR-Amplifikats mit Hilfe von Gelextraktion möglich.  

In bisherigen Veröffentlichungen wurde die mögliche Amplifikation pflanzlicher DNA 

mit universellen Pilz-Primern nur am Rande behandelt und kein Vergleich von den 

am häufigsten verwendeten Primerpaaren, die wie ITS1/ITS4 bereits zu Anfang der 

1990er Jahre entwickelt wurden (WHITE ET AL., 1990, GARDES UND BRUNS, 1993), mit 

„neueren“ Primerpaaren durchgeführt (MARTIN UND RYGIEWICZ, 2005; BELLEMAIN ET 

AL., 2010). BELLEMAIN ET AL. (2010) und DORN-IN (2012) berichteten in ihren ver-

gleichenden Studien nun von einer starken Amplifikation von pflanzlicher DNA mit 

Primerpaar ITS1/ITS4. Allerdings trifft dies auch auf die weiteren in dieser Studie 

vorgestellten Primerkombinationen NS7/NS8 (s.a. WHITE ET AL., 1990), U1/U2 und 

Fun18sf/ITS4 (s.a. PITKÄRANTA ET AL., 2011) zu. Einzig mit den Primerpaaren 

0817/1536 und ITS1F/ITS4 wurde keine oder nur in geringem Umfang pflanzliche 
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DNA nachgewiesen (BELLEMAIN ET AL., 2010; DORN-IN, 2012). Primerpaar 0817/1536 

zeigte in dieser Studie jedoch eine schlechtere Bandenauftrennung sowie mehr zu-

sätzliche Banden im Polyacrylamidgel als das Primerpaar ITS1/ITS4. Zudem wies 

BELLEMAIN ET AL. (2010) eine hohe Anzahl an Fehlern gegenüber der Zielsequenz, 

die während der PCR taxonomische Auswirkungen verursachen, bei dem Primer 

ITS1F nach.  

Aufgrund dessen und der besten Ergebnisse bezüglich der Identifizierbarkeit von 

Pilzen auf Speziesebene blieb die Entscheidung für das Primerpaar ITS1/ITS4 für 

diese Studie bestehen. Um das Risiko der Amplifikation nicht-pilzlicher DNA zu 

minimieren, wurde das eigentliche ITS1/ITS4-Fragment (570-590 bp) mittels Gel-

extraktion vorselektiert und damit pflanzliche DNA weitestgehend aus den Proben 

entfernt. Neben der Amplifikation pflanzlicher DNA und DNA von Pilzen wurde bei 

der Untersuchung der Feldproben allerdings mit diesem Primerpaar der Wahl auch 

Dermanyssus gallinae (rote Vogelmilbe) – und damit DNA von Insekten – nachge-

wiesen. In bisherigen Veröffentlichungen wurde davon nicht berichtet; die molekular-

biologische Detektion von De. gallinae erfolgte in der Regel über 16S rDNA-Analysen 

oder mit Hilfe anderer ITS-Primer (DESLOIRE ET AL., 2006; POTENZA ET AL., 2009). 

5.1.3 Kulturunabhängige Untersuchungen von Pilzgemeinschaften mit-

tels PCR-SSCP 

Schätzungen zufolge können nur < 1 bis 79 % der mikrobiellen Biomasse mit kul-

turbasierten Methoden nachgewiesen werden (TOIVOLA ET AL., 2004; NIEMEIER ET AL., 

2006). Die Kultivierung von Pilzen ist meist durch die Auswahl des Kulturmediums 

(TAKAHASHI, 1997) und die Unfähigkeit der Detektion von nicht oder nur schwer kulti-

vierbaren Mikroorganismen (AMANN ET AL., 1995; THORN, 1997; DOUWES ET AL., 1999; 

VAN ELSAS ET AL., 2000; MEKLIN ET AL., 2004; LIGNELL ET AL., 2008), welche aber po-

tenziell Allergene oder Pathogene sind (HIRVONEN ET AL., 1997), vorbestimmt. Nicht 

lebensfähige Pilze, die aber dennoch, aufgrund ihrer allergenen Proteine, klinisch 

interessant sind, können nicht bestimmt werden (KAUFFMAN UND VAN DER HEIDE, 

2003). Des Weiteren sind für die mikroskopische und phänotypische Bestimmung ein 

hohes Maß an Erfahrung und Expertise notwendig (YAMAMOTO ET AL., 2011). Zusätz-

lich werden bei der Kultivierung diejenigen Pilze mit hohen Wachstumsraten und 

vielen Sporen in der Probe bevorzugt und damit eine quantitative Aussage über die 
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Diversität in der Gemeinschaft erschwert (DIX UND WEBSTER, 1995; MACNEIL ET AL., 

1995; HUGENHOLTZ UND PACE, 1996). 

Kulturunabhängige Methoden können helfen, Probleme der kulturellen Diversitäts-

bestimmung zu umgehen und damit die traditionelle Identifikation um die Detektion 

von bisher nicht oder nur schwer kultivierbaren Pilzen zu erweitern (KIRK ET AL., 2004; 

YAMAMOTO ET AL., 2011; SHENDELL ET AL., 2012). Zahlreiche bereits bekannte, mole-

kularbiologische Techniken wurden für die Untersuchung von mikrobiellen Gemein-

schaften in den letzten Jahrzehnten optimiert. Jedes dieser Verfahren weist aber 

wiederum für sich spezielle Vor- und Nachteile auf (KIRK ET AL., 2004). Durch die 

Auswahl der bakteriellen 16S rDNA sowie der 18S rDNA und der ITS-Region der 

Pilze als phylogenetische Marker (WOESE ET AL., 1990; STACKEBRANDT UND GOEBEL, 

1994; HUGENHOLTZ UND PACE, 1996; BEGEROW ET AL., 2010; SCHOCH ET AL., 2012) sind 

mittlerweile PCR-basierte Anwendungen bei taxonomischen Untersuchungen und 

Diversitätsanalysen am verbreitetsten (KIRK ET AL., 2004). Dazu gehören DGGE/ 

TGGE (MUYZER ET AL., 1993), (T-) RFLP (LIU ET AL., 1997; TIEDJE ET AL., 1999) und 

(A)RISA (FISHER UND TRIPLETT, 1999). Darüber hinaus ließen sich HAUGLAND UND 

VESPER (2002) von der amerikanischen Umweltschutzbehörde EPA (Environmental 

Protection Agency) das Standardverfahren der MSQPCR (Mold-Specific qPCR) für 

die quantitative Untersuchung der Exposition gegenüber den 130 häufigsten Pilzen in 

der Raumluft patentieren. Dieses setzte sich in den vergangenen Jahren immer mehr 

durch (MEKLIN ET AL., 2004; KESWANI ET AL., 2005; VESPER ET AL., 2007A UND B; 

PIETARINEN ET AL., 2008; YAMAMOTO ET AL., 2011 UND 2012). 

Die Menge an Referenzsequenzen für Pilze in den öffentlichen Datenbanken wächst, 

ist aber immer noch deutlich geringer als für Prokaryoten und sollte dringend weiter 

ausgebaut werden (PROSSER, 2002; BEGEROW ET AL., 2010). Limitierende Aspekte bei 

der Anwendung PCR-basierter Methoden für die Diversitätsbestimmung liegen in der 

Effizienz der DNA-Extraktion (s. Punkt 5.1.1) und der Amplifikation des jeweiligen 

DNA-Abschnitts, wobei hauptsächlich die Auswahl eines geeigneten Primerpaares 

(s. Punkt 5.1.2) für die Hybridisierungseffizienz und Spezifität verantwortlich ist (VON 

WINTZINGERODE ET AL., 1997). Darüber hinaus zeigen auch diese Verfahren eine Be-

vorzugung dominanter Spezies in der Probe (MACNAUGHTON ET AL., 1999; KIRK ET AL., 

2004). 
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Die Methode der Wahl für diese Studie war die PCR-SSCP-Analyse, welche ur-

sprünglich für die Untersuchung von DNA-Polymorphismen oder -Punktmutationen 

entwickelt wurde (ORITA ET AL., 1989). Diese lieferte bereits in früheren Studien aus-

sagekräftige Ergebnisse bei der Untersuchung von Bakterien- und Pilzgemeinschaf-

ten in unterschiedlichen Matrizes (KUMEDA UND ASAO, 1996; SCHWIEGER UND TEBBE, 

1998, PETERS ET AL., 2000; SCHMALENBERGER ET AL., 2001; KUMAR UND SHUKLA, 2004; 

KORTHALS ET AL., 2008A UND B; EGE ET AL., 2011; DORN-IN, 2012 UND 2013) und produ-

zierte zudem schärfere Banden bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese als die 

DGGE-Analyse (HORI ET AL., 2006; KORTHALS, 2009). Wie unter Punkt 5.1.2 bereits 

erwähnt, können die einzelsträngigen DNA-Sequenzen eine dominante 

Konformation, darüber hinaus jedoch auch weitere stabile Konformationen, einneh-

men (ORTÍ ET AL., 1997; SUNNUCKS ET AL., 2000), sodass eine Sequenz durch mehrere 

Banden im Polyacrylamidgel repräsentiert werden kann und damit in der Regel eine 

Bande nicht eine Pilzspezies darstellt (TIEDJE ET AL., 1999). Zudem kann bereits ein 

Basenaustausch zu einer völlig anderen 3D-Struktur der einzelsträngigen DNA und, 

damit verbunden, zu einem anderen Laufverhalten im Gel führen (ORITA ET AL., 

1989). Aus diesem Grund ist eine direkte Zuordnung und Identifikation einer Pilz-

spezies über den eingesetzten Speziesstandard nicht möglich, was eine nachge-

schaltete Sequenzierung der gewählten Bande zur Bestimmung der zugrundeliegen-

den Pilzspezies notwendig macht (SCHWIEGER UND TEBBE, 1998; PETERS ET AL., 

2000). Dennoch ist der Speziesstandard, gerade bei großer Probenanzahl, für die 

Normalisierung der einzelnen Bandenprofile bei Gel-zu-Gel-Vergleichen unentbehr-

lich, um so spezifische, dominante Banden für eine bestimmte Gruppe von Proben 

durch Profilvergleiche identifizieren zu können.  

Robustheit und Reproduzierbarkeit einer Methode ist gerade bei der Anwendung für 

epidemiologische Studien, wie hier für die Untersuchung von Matratzenstaubproben 

der GABRIEL-Studie (GENUNEIT ET AL., 2011) bezüglich Assoziationen zwischen Pilz-

exposition und kindlichem Asthma, wichtig. Gel-basierte Techniken wie DGGE und 

PCR-SSCP wurden jedoch in verschiedenen Publikationen als schlecht reproduzier-

bar beurteilt (NUNAN ET AL., 2005; HONG ET AL., 2007). Die in dieser Studie ermittelten 

Werte von 88 bis 93 % (Mittelwerte) Übereinstimmung von Bandenprofilen unter-

schiedlicher Stall- und Hausstaubproben – innerhalb eines Gels oder im Vergleich 

mehrerer Polyacrylamidgele sowie in Abhängigkeit des DNA-Extraktionstags – stell-

ten allerdings durchaus akzeptable Reproduzierbarkeitswerte dar. Diese sind zudem 
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mit den PCR-SSCP-Analysen von Bakteriengemeinschaften von KORTHALS ET AL. 

(2008A), bei denen die Werte eine Spanne von 89 bis 95 % aufwiesen, sowie mit 

DGGE-Analysen (LYAUTEY ET AL., 2003; POWELL ET AL., 2003; SMALLA ET AL., 2007) 

vergleichbar. Der geringste Übereinstimmungswert von im Mittel 88 % für den Gel-

zu-Gel-Vergleich könnte an minimalen und unvermeidbaren Veränderungen bei den 

PCR-SSCP Bedingungen (v.a. der Temperatur) gelegen haben, was zu leichten Un-

terschieden in den Laufweiten führt und damit die Ähnlichkeit der Profile erniedrigt. 

Darüber hinaus ließ sich feststellen, dass die Übereinstimmungswerte geringer wa-

ren je komplexer die eingesetzte Probe war. Beim Vergleich der Bandenprofile ein 

und derselben Probe innerhalb eines Gels stimmten die untersuchten fünf Profile des 

Hühnerstallstaubs (geringste Anzahl an Banden) zu 98,2 % überein, während die 

Profile des Matratzenstaubs (höchste Anzahl an Banden) lediglich zu 86,1 % über-

einstimmten. 

Bei der Bestimmung des Detektionslimits der entwickelten PCR-SSCP-Methode mit 

initialer DNA-Extraktion mittels PowerSoilTM DNA Isolation Kit (MOBIO) und PCR-

Amplifikation mit dem Primerpaar ITS1/ITS4 (WHITE ET AL., 1990) wurden drei Pilz-

spezies – Cladosporium herbarum, Eurotium amstelodami und Penicillium chryso-

genum – eingesetzt (s.a. KORTHALS ET AL., 2008A). Dadurch wurde künstlich eine 

Konkurrenz der unterschiedlichen Fragmente in der PCR erzeugt. Das ermittelte 

Detektionslimit lag bei 200 CFU/g Staub für E. amstelodami, was je nach Studie im 

Bereich der nachweisbaren Sporenkonzentration in Hausstaub liegt (KORPI ET AL., 

1997; ORTÍ ET AL., 1997; SUNNUCKS ET AL., 2000; HYVÄRINEN ET AL., 2002). Der Nach-

weis von Cl. herbarum und P. chrysogenum war aufgrund der Konkurrenzsituation 

der Pilzsporen bei der Einstellung der Verdünnungsstufen und bei der DNA-Extrak-

tion sowie der isolierten DNA bei der PCR-Amplifikation erst in höheren Konzentra-

tionen möglich. Die Sensitivität des Testsystems für die Untersuchung von Pilzen in 

Hausstaubproben ist dennoch als ausreichend zu beurteilen. 
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5.1.4 Quantitative Bestimmung der Pilzexposition  

Pilzsporen und deren Bestandteile wie Exopolysaccharide oder beta-1,3-Glucan so-

wie die von den Pilzen gebildeten Mykotoxine sind als mögliche Auslöser diverser 

Erkrankungen, v.a. des respiratorischen Systems und der Haut, bekannt (HORNER ET 

AL., 1995; ROSSMANN ET AL., 1995; JARVIS AND MILLER, 2004; RADON ET AL., 2004; 

SINGH UND SCHWARTZ, 2005; PEKKANEN ET AL., 2007). Aus diesem Grund ist die Mes-

sung der Stärke der Pilzexposition, neben der qualitativen Detektion von Pilzen über 

konventionelle PCR oder PCR-SSCP, von großer Bedeutung (KESWANI ET AL., 2005; 

KAARAKAINEN ET AL., 2009), da vermutlich eine Assoziation zwischen Symptomatik 

und Expositionsdosis besteht (DAY UND ELLIS, 2001). Zur Quantifizierung bietet sich 

die quantitative PCR (qPCR) an, die bereits erfolgreich bei der Quantifizierung der 

mikrobiellen Exposition eingesetzt wurde (MACKAY, 2004). Kulturelle Methoden sind 

für eine genaue Bestimmung schlechter geeignet, da sie die Konzentration an Pilzen 

schätzungsweise um das 2- bis 3-fache unterschätzen (MEKLIN ET AL., 2004). Die 

PCR-SSCP-Analyse ist für eine quantitative Aussage, aufgrund des Gemisches an 

Sequenzen unterschiedlicher Pilzspezies je Profilbande (TIEDJE ET AL., 1999), nicht 

anwendbar. 

In der vorliegenden Studie wurde keine Bestimmung der Sporenkonzentration in 

Stall- und Hausstaubproben durchgeführt. Allerdings sollen im Folgenden einige kri-

tische Punkte bezüglich dem, für die PCR-SSCP-Analyse evaluierten, Primerpaar 

ITS1/ITS4 hinsichtlich eines möglichen Einsatzes bei der quantitativen Bestimmung 

aufgeführt werden. Dieses ist für die qPCR-Anwendung ungeeignet, da es, wie be-

reits unter Punkt 5.1.2 beschrieben, in nicht unerheblichem Ausmaß pflanzliche DNA 

amplifizieren kann (WHITE ET AL., 1990; BELLEMAIN ET AL., 2010; DORN-IN, 2012) und 

damit zu einer Überschätzung der Konzentration an Pilzen in der ursprünglichen 

Probe führen würde. Außerdem zeigte die Analyse einer Hühnerstallstaubprobe (s.a. 

Punkt 5.2) zum ersten Mal den Nachweis des ITS-Fragments von Dermanyssus gal-

linae (rote Vogelmilbe) mit dem Pilz-Primerpaar ITS1/ITS4, was zu einer zusätzlichen 

Überschätzung der Konzentration führen würde. Da die Milbe zwar hauptsächlich 

Hühnervögel, aber auch Wildvögel, Kanarienvögel und z.T. Säugetiere wie den Men-

schen befällt (CHAUVE, 1998; BELLANGER ET AL., 2008; CIRCELLA ET AL., 2011), kann 

diese Problematik nicht nur Stallstaub-, sondern auch z.B. Hausstaubproben betref-

fen. Bisher gibt es allerdings noch keine Vergleichsstudien, die ITS1/ITS4 für die 

quantitative Analyse mittels qPCR verwendet haben. 
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5.2 Untersuchungen zur Pilzdiversität in Stall- und Hausstaub-

proben 

Verschiedene Staubproben aus dem Hühnerstall, Schweinestall und Kuhstall sowie 

von Matratzen wurden mittels Kultivierung auf Sabouraud- und DG18-Agar, PCR-

SSCP und Parallelsequenzierung untersucht. Bei der PCR-SSCP-Analyse wurden 

zehn dominante Banden für die Sanger-Sequenzierung ausgewählt. Die Ergebnisse 

der drei Verfahren stimmten hinsichtlich der dominanten Genera/Spezies in allen 

Fällen überein.  

5.2.1 Kultivierungsversuche 

Bei den Kultivierungsversuchen wurde die Bestimmung der Pilze auf die Genus-

ebene beschränkt. Sie dienten der Plausibilitätsprüfung der Ergebnisse der Sanger- 

und Parallelsequenzierung bezüglich dominanter Vertreter in der jeweiligen Probe. 

Bei der Schweinestallstaubprobe war eine kulturelle Bestimmung auf Sabouraud-

Agar nicht möglich, da ein Vertreter der Mucor-verwandten Pilze (Mucorales) die 

Agarplatte überwucherte. Dies wurde bereits durch andere Studien beschrieben (u.a. 

SAMSON UND HOUBRAKEN, 2001) und bestätigt noch einmal die Beobachtungen, dass 

kulturelle Verfahren schnell wachsende Pilze und solche mit starkem Vorkommen in 

der Probe bevorzugen (DIX UND WEBSTER, 1995; MACNEIL ET AL., 1995; HUGENHOLTZ 

UND PACE, 1996). Verschiedene Zusätze – wie Polyoxin D (BECKER ET AL., 1983), 

Cycloheximid (HAIDLE UND STORCK, 1966) oder Sesamol (WYNN ET AL., 1997) – wer-

den in der Literatur als mögliche Wachstumsinhibitoren für Mucor spp. genannt. All 

diese zeigten jedoch auch eine hemmende Wirkung gegenüber anderen Pilzen, wie 

z.B. gegen Candida albicans und Cryptococcus neoformans bei Polyoxin D (BECKER 

ET AL., 1983), und sind deshalb für eine kulturelle Diversitätsanalyse ungeeignet. KING 

ET AL. (1979) fanden bei der Suche nach geeigneten Medienzusätzen für die Isolie-

rung von Pilzen verdorbener Lebensmittel Dichloran (2,6-Dichloro-4-Nitroanilin), wel-

ches alleine oder in Kombination mit Bengalrosa einen inhibierenden Effekt auf die 

Ausbreitung der Mucorales auf dem Agar, aber keine vollständige Hemmung, aus-

übte und zudem den Durchmesser der Pilzkolonien insgesamt limitierte. So war es 

auch in dieser Studie möglich, im Gegensatz zum überwucherten Sabouraud-Agar, 

auf dem DG18-Agar neben dem Mucor-Verwandten auch weiße Hefen zu detektie-

ren. Aus diesem Grund wurde Dichloran später als Basissubstanz für den nach ihm 

benannten Dichloran-Glycerin (DG18)-Agar (HOCKING UND PITT, 1980) eingesetzt.  
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5.2.2 PCR-SSCP-Analyse und Sanger-Sequenzierung 

Die PCR-SSCP-Analyse der Stall- und Matratzenstaubproben wurde einerseits zur 

Bestimmung der Reproduzierbarkeit (s. Punkt 5.1.3) und andererseits für das Aufzei-

gen der Anwendbarkeit der entwickelten Methode auf hochdiverse Umweltproben 

durchgeführt. Hauptaugenmerk lag hierbei auf der späteren Bestimmbarkeit von aus-

gewählten Polyacrylamidgel-Profilbanden des ITS1/ITS4-Fragments auf Spezies-

ebene nach Sanger-Sequenzierung. Zehn Banden, die sich über das gesamte Poly-

acrylamidgel erstreckten, wurden ausgewählt, die einzelsträngige DNA aus dem Gel 

isoliert (PETERS ET AL., 2000) und die Proben mit dem Primerpaar ITS1/ITS4 reampli-

fiziert. Entgegen der Meinung von SCHWIEGER UND TEBBE (1998), woraufhin die Rein-

heit dieser Probe bzw. die Effizienz der Reamplifikation durch co-migrierte oder 

kontaminierende DNA anderer Vertreter der Pilzgemeinschaft beeinträchtigt sein 

könnte und deshalb die Klonierung der DNA vor der Sanger-Sequenzierung vorge-

schlagen wurde, wurde die DNA in diesem Fall direkt sequenziert. Dadurch verrin-

gerte sich der methodische Aufwand. Alle zehn editierten Sanger-Hauptsequenzen 

konnten nach Abgleich der Datenbankeinträge in NCBI-BLAST und CBS-KNAW auf 

Speziesebene identifiziert werden. Dies bestätigte, dass mittlerweile eine große An-

zahl hochqualitativer Referenzsequenzen in den Datenbanken vorliegt (SCHOCH ET 

AL., 2012) und deren Anzahl inzwischen für die ITS-Region gegenüber der 18S und 

28S rRNA Gene sowie beta-Tubulin und CO1 (mitochondriale Cytochrom c Oxidase 

Untereinheit 1) am größten ist (BEGEROW ET AL., 2010). In neun von zehn Fällen 

stimmten zudem die Ergebnisse der beiden Datenbanken überein. Im zehnten Fall 

ließ jedoch die Datenbank von CBS-KNAW eine spezifischere Aussage zu. DU ET AL. 

(2012) erwähnten sogar eine 66%ige Fehlidentifikation von Morchella-Sequenzen bei 

GenBank (NCBI-BLAST). Demnach ist bei der Sequenzspezifizierung ein Vergleich 

der Suchergebnisse mehrerer Datenbanken sinnvoll. 

Die Hühnerstallstaubprobe enthielt dominante Sequenzen von Microdochium nivale 

(Schneeschimmel) und Cryptococcus victoriae sowie von Dermanyssus gallinae. De. 

gallinae ist als Vogelmilbe stark mit Geflügel assoziiert (CHAUVE, 1998). Die Detektion 

von De. gallinae war aber nicht nur auf Hühnerstallstaubproben beschränkt, sondern 

auch bei Untersuchungen mittels Parallelsequenzierung in zwei Matratzenstaubpro-

ben möglich (s. Tabelle 25 und Tabelle 39). Microdochium nivale ist der häufigste 

Schädling von Rasengras (SMILEY ET AL., 1992), kommt jedoch auch bei agrarwirt-

schaftlichen Erzeugnissen wie Weizen und Mais vor (SIMPSON ET AL., 2000) und kann 
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überdies auch in den Hühnerstall übertragen worden sein (SAYER UND LAUREN, 1991). 

Auch das Vorhandensein von Cryptococcus spp. in Verbindung mit Hühnern wurde 

bereits in der Literatur beschrieben (FRAISON ET AL., 2012). KARWOWSKA (2005) be-

richtete von Aspergillus sp. (A. niger, A. nidulans und A. ochraceus), Penicillium 

notatum, Penicillium sp., Cladosporium sp. und Alternaria sp. als häufigste Schim-

melpilzspezies in Geflügelställen in Polen. 

Die häufigsten Vertreter in den Schweinestallstaubproben waren, mit Ausnahme des 

ubiquitär vorkommenden Pilzes Epicoccum nigrum (MEYER ET AL., 1983; AMEND ET 

AL., 2010B), auch hier Microdochium nivale (s.o.) sowie verschiedene Candida spp. 

(C. catenulata und C. cabralensis). Dies war konträr zu anderen kulturellen Studien, 

bei denen die Hauptvertreter der Pilze in diesem Stalltyp Penicillium sp., Aspergillus 

sp., Alternaria sp. und Cladosporium sp. waren (MARTIN ET AL., 1996; KARWOWSKA, 

2005). In Einklang mit diesen Studien war jedoch die Detektion eines Mucorales-

Vertreters (Mucor sp., Rhizopus sp. oder Absidia sp.) bei den in der vorliegenden 

Studie durchgeführten kulturellen Verfahren. Das Fehlen eines Mucormycotina-Pilzes 

bei den dominanten Ergebnissen der PCR-SSCP-Analyse und der Parallelsequen-

zierung könnte einerseits an einer fehlerhaften DNA-Extraktion aus den Sporen und 

Hyphen dieser Vertreter oder einer nicht vorhandenen Amplifikation mit Primerpaar 

ITS1/ITS4 gelegen haben. Beides ist jedoch eher unwahrscheinlich, da dies in den 

Vorversuchen nicht beobachtet wurde (s.a. Punkte 5.1.1 und 5.1.2). Wahrschein-

licher ist, dass aufgrund einer inhomogenen Probenverteilung Sporen und/oder Hy-

phen von Mucorales-Vertretern zufälligerweise in denjenigen Staubproben nicht ent-

halten waren, die für die DNA-Extraktion und der nachfolgenden PCR-SSCP-Analyse 

und Parallelsequenzierung ausgewählt wurden. Bezugnehmend auf die weiteren 

identifizierten Pilzspezies in der Schweinestallstaubprobe zeigte sich, dass Candida 

catenulata u.a. als dominante Hefe neben Galactomyces geotrichum und Kazachs-

tania slooffiae im Gastrointestinaltrakt von Schweinen in Deutschland gefunden 

wurde (URUBSCHUROV ET AL., 2008). C. cabralensis wurde erstmals im Jahr 2010 

nach der Isolation aus Blauschimmelkäse als neue Hefespezies postuliert. Phylo-

genetische Studien zeigten eine enge Verwandtschaft mit Pichia terricola und Pichia 

fermentans (FLORÉZ ET AL., 2010).  

Frühe Studien von BARUAH (1961) in Indien identifizierten Aspergillus sp., Mucor-

ähnliche Spezies sowie Cladosporium sp. als dominante Pilze in Kuhställen. Dies 

wurde durch KARWOWSKA (2005) und REBOUX ET AL. (2006) um Spezies von Peni-
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cillium, Alternaria, Monilia, Wallemia und Aspergillus/Eurotium erweitert und durch 

VOGEL ET AL. (2008) und LUGAUSKAS ET AL. (2009) bestätigt. Zudem konnten VOGEL ET 

AL. (2008) einen Transfer von Aspergillus sp., Cladosporium sp., Penicillium sp., 

Mucor sp. und Wallemia sp. aus dem Kuhstall ins Bauernhaus nachweisen. In der 

vorliegenden Studie konnten die Ergebnisse hinsichtlich der häufig vorkommenden 

Cladosporium sp. verifiziert werden. 

Die getesteten Matratzenstaubproben vom gleichen Bauernhof wie die Kuhstall-

proben wiesen ebenfalls in 2 von 3 Fällen Sequenzen von Cladosporium spp. auf. 

Zudem konnten durch die Parallelsequenzierung weitere, in der Literatur als im-Kuh-

stall-vorkommend beschriebene und von dort auf Matratzen transferierte Spezies 

identifiziert werden (s.o.): Alternaria sp., Galactomyces geotrichum, Geotrichum 

geotrichum und Geotrichum candidum. 

Die Ergebnisse der PCR-SSCP-Analyse und der nachfolgenden Sanger-Sequenzie-

rung ausgewählter Banden bestätigten die Aussagen von SCHWIEGER UND TEBBE 

(1998) und TIEDJE ET AL. (1999), dass in der Regel eine Bande nicht eine spezifische 

Pilzspezies repräsentiert. Verschiedene Pilzspezies einer Gemeinschaft können, 

aufgrund ähnlicher Laufeigenschaften der sequenzspezifischen Struktur der Einzel-

strang-DNA im Polyacrylamidgel, co-migrieren, sodass auch eine Zuordnung über 

den eingesetzten Speziesstandard nicht möglich war. Vier ausgewählte Banden wie-

sen eine ähnliche Laufweite wie Banden des Speziesstandards auf. In keinem Fall 

konnte die jeweilige Standardspezies als Hauptsequenz in der isolierten Bande ge-

funden werden. 

5.2.3 Parallelsequenzierung zur Bestimmung der Pilzdiversität in Stall- 

und Hausstaubproben 

Die Parallelsequenzierung wurde zum Vergleich mit der PCR-SSCP-Analyse und 

nachfolgender Sanger-Sequenzierung angewandt. Bei dieser Analyse wurden zu-

nächst nur die häufigsten, uniquen, d.h. 100 % übereinstimmenden, Sequenzen je-

der Probe ausgewertet. In nachfolgenden Versuchen (s.a. Punkt 5.3.2) wurden die 

Proben in sogenannten OTUs (Operating Taxonomic Units) zusammengefasst, in-

dem alle Sequenzen mit mindestens 97%iger Übereinstimmung zu einer OTU grup-

piert wurden. Eine Referenzsequenz je OTU wurde daraufhin mit den Einträgen in 

den Datenbanken abgeglichen. Diese intraspezifische ITS-Variabilität bei Pilzen von 

0-3 % wurde von mehreren Autoren als generell anwendbar beschrieben (COHAN, 



DISKUSSION   147 

2002, IZZO ET AL., 2005; CIARDO ET AL., 2006). Dies scheint zwar nicht für alle Pilzspe-

zies zuzutreffen, aber zumindest den Großteil abzudecken (NILSSON ET AL., 2008). 

Andere wiederum lassen eine Divergenz von 3,5 % zu (NONNENMANN ET AL., 2012).  

Es sollte überprüft werden, ob die Bestimmung der dominanten Vertreter nach semi-

quantitativer Auswahl der stärksten Banden aus dem Polyacrylamidgel mit der Häu-

figkeit an Sequenzen bei der Parallelsequenzierung übereinstimmten. Dies war, wie 

oben bereits erwähnt, in jeder Probe der Fall, wodurch die Ergebnisse beider Verfah-

ren bestätigt wurden. Zudem zeigte sich auch beim Vergleich der Verwendung der 

nativen DNA-Extrakte mit unterschiedlichen Amplikonlängen und der vorselektierten 

PCR-Produkte (570-590 bp-Fragment) eine deutliche Übereinstimmung. Aufgrund 

der Vorgaben des Herstellers, die den maximalen Fragmentlängenunterschied auf 

150 bp festlegen, wurde eine Selektion des Pilz-spezifischen ITS1/ITS4-Fragments 

von 570-590 bp bei den weiteren Analysen analog zur PCR-SSCP-Methode vorge-

nommen. Damit wurden nicht nur pflanzliche Störfaktoren minimiert (s. Punkt 5.1.2), 

sondern zudem auch eine Überrepräsentation von kürzeren Sequenzen mancher 

Hefen mit einer Amplikonlänge von etwa 350 bp verhindert (s. Punkt 4.2.3), welche 

aufgrund ihrer geringeren Länge effizienter von der DNA-Polymerase amplifiziert 

werden (SUZUKI UND GIOVANNONI, 1996). Darüber hinaus war die Vorauswahl des 

Pilz-spezifischen Fragments im Vorfeld der Sequenzierung notwendig, um keine 

Primerdimere (100-150 bp) in die weitere Probenvorbereitung einzusetzen. Diese 

verringern ebenfalls die Ausbeute an hochqualitativen Sequenzen aufgrund ihrer 

geringeren Länge (s.o.). Die Entstehung von Dimeren bei Einsatz der ITS1/ITS4-Pri-

merkombination wurde hierbei erstmals im Rahmen dieser Studie beobachtet. Mut-

maßlich waren hierfür die langen Primerkonstrukte (Amplicon Fusion Primer; ca. 

60 bp) der 454 Pyrosequenzierungstechnologie verantwortlich, da beim Einsatz der 

„nativen“ Primer ITS1 und ITS4 bisher in keinem Fall eine Bildung von Primerdimeren 

beobachtet wurde. Dieses Phänomen wurde jedoch vom Hersteller bislang nicht be-

obachtet und auch bis dato nicht in der Literatur beschrieben.  

Anzumerken ist zudem, dass ein wissenschaftlicher Disput über die Möglichkeit der 

quantitativen Beurteilung der Parallelsequenzierdaten herrscht (AMEND ET AL., 

2010A). Mit dem Einsatz der Parallelsequenzierung auf Basis der Pyrosequenzierung 

wurde in den letzten Jahren eine schnellere Charakterisierung von mikrobiellen 

Gemeinschaften mit größerer Sequenzierungstiefe erzielt als dies bisher über die 

Sanger-Sequenzierung möglich war (SOGIN ET AL., 2006). Die Anzahl an Studien, die 
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sich diese Technologie auch für die Untersuchung der Mykobiota zu Nutze machen, 

wächst (NILSSON ET AL., 2008; JUMPPONEN UND JONES, 2009; AMEND ET AL., 2010B; 

PITKÄRANTA ET AL., 2011; NONNENMANN ET AL., 2012). Eine häufige Annahme hierbei, 

wie auch in dieser Studie, war und ist, dass die Sequenzhäufigkeit mit taxonomischer 

Häufigkeit korreliert, d.h. dass der häufigste Vertreter der Gemeinschaft auch am 

häufigsten in den Daten der Sequenzierung auftritt. Gründe, die gegen diese Ver-

mutung sprechen, sind u.a. folgende: (1) die Kopieanzahl der ribosomalen Gene 18S 

und 28S und damit auch der ITS-Region variiert stark zwischen verschiedenen Spe-

zies (ROONEY UND WARD, 2005) und ist in der jeweils vorliegenden Probe in der Regel 

unbekannt (AMEND ET AL., 2010A). So variieren die rDNA Kopieanzahlen bei Sac-

charomyces cerevisae von 54 bis 511 (LITI ET AL., 2009). (2) Die Schritte der Proben-

vorbereitung im Vorfeld der Sequenzierung – PCR-Barcode-Markierung mittels sehr 

langer Primerpaare und Durchführung einer zusätzlichen (Emulsions-) PCR – sowie 

systematische Fehler in der Identifikation der eingebauten Base in die DNA-

Sequenz, verschieben die Verhältnisse der einzelnen Spezies zueinander (HUSE ET 

AL., 2007; QUINLAN ET AL., 2008; ROZERA ET AL., 2009; KUNIN ET AL., 2009). Bei der 

Verwendung von universellen Primern wird die relative Lesehäufigkeit einer 

individuellen Spezies jeweils durch andere Spezies im Probengemisch beeinflusst. 

Zudem verringern hochkonzentriert vorliegende Taxa und solche mit hoher Affinität 

zu den Capture Beads diese Lesehäufigkeit anderer Taxa (AMEND ET AL., 2010A). 

Somit bleibt eine Anwendung der Parallelsequenzierung für quantitative oder semi-

quantitative Aussagen bezüglich einer mikrobiellen Gemeinschaft unklar. Studien 

zeigten, dass die detektierte Sequenzhäufigkeit deutlich zwischen verschiedenen 

Spezies variierte, obwohl diese in gleicher Quantität eingesetzt wurden (AMEND ET 

AL., 2010A). Außerdem zeigten Vergleiche mit qPCR-Analysen, dass viele Spezies in 

der Probe nicht in der Sequenzierbibliothek vertreten waren und dies v.a. diejenigen 

mit geringerer Konzentration betraf, während die dominanten Spezies immer 

detektiert werden konnten (PITKÄRANTA ET AL., 2011; NONNENMANN ET AL., 2012). 

Dennoch ist die 454 Pyrosequenzierung für die Untersuchung und zur Abbildung der 

Pilzdiversität in verschiedensten Proben geeignet. Zur Identifizierung spezifischer 

Pilzspezies für eine bestimmte Vermutung oder Tatsache sollte jedoch überlegt 

werden, die sensitivere, quantitative MSQPCR-Analyse alleine oder in Kombination 

einzusetzen (PITKÄRANTA ET AL., 2011; NONNENMANN ET AL., 2012). 
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Dies bedeutet für die vorliegende Studie, dass eine Beurteilung über die häufigsten 

Vertreter in den Stall- und Hausstaubproben grundsätzlich möglich ist und diese, 

durch die Übereinstimmung mit der PCR-SSCP-Analyse, durchaus an Qualität ge-

wann. Diese Analyse basierte jedoch rein auf der Diversität innerhalb einer Probe, 

d.h. die Anzahl an Spezies in einem bestimmten Umfeld (alpha-Diversität; WHIT-

TAKER, 1972). Auch die epidemiologische Untersuchung der Matratzenstaubproben 

im Rahmen der GABRIEL-Studie (GENUNEIT ET AL., 2011) hinsichtlich bestimmter 

Asthma-assoziativer Sequenzen/OTUs (s. Punkt 5.3.2) sollte durch die bestehende 

Unsicherheit der Diversitätsabbildung mittels Next Generation Sequencing nur be-

dingt beeinflusst gewesen sein. Im Zuge der Datenauswertung der PCR-SSCP-Ana-

lyse und der Parallelsequenzierung der Staub-komplett-Proben wurde eine gewich-

tete, logarithmische Regression der Daten und eine Adjustierung bezüglich Bauern-

hof vorgenommen. Die Daten wurden daher einer beta-Diversitätsanalyse 

(WHITTAKER, 1972) unterzogen, bei der Gruppierungen in Bauern und Nicht-Bauern 

vorgenommen sowie signifikante Unterschiede zwischen Asthmatikern und Nicht-

Asthmatikern identifiziert wurden. LOZUPONE ET AL. (2007) postulierten, dass die ge-

wichtete Analyse für große Probensammlungen mit vielen Daten aus Gemeinschafts-

analysen gut geeignet sei, sodass die Auswahl der statistischen Methoden für die 

vorliegende Studie als ausreichend zu beurteilen ist. 
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5.3 Molekularepidemiologische Untersuchungen zur Feststellung 

von Assoziationen zwischen Schimmelpilzexposition und 

Asthmarisiko bei Schulkindern (GABRIEL) 

844 Matratzenstaubproben von Schulkindern aus Bayern, Deutschland, die an der 

europaweiten GABRIEL-Studie (GENUNEIT ET AL., 2011) zur Identifikation der gene-

tischen und umweltbeeinflussten Ursachen für Asthma teilnahmen, wurden unter 

epidemiologischen Gesichtspunkten mittels PCR-SSCP untersucht und signifikante 

Pilzspezies anhand ihrer Bandenposition im Polyacrylamidgel hinsichtlich einer 

Assoziation zu allergischem Asthma mit Hilfe der Sanger- und Parallelsequenzierung 

identifiziert. Die vorliegende Studie beschäftigte sich als erste mit dieser Thematik 

unter Verwendung eines kulturunabhängigen Verfahrens mit (Schimmel-) Pilzen. 

Ferner wurde bei 60 Proben in einer Pilotstudie mit Parallelsequenzierung die Diver-

sität an Pilzen je Probengruppe (Asthmatiker versus Nicht-Asthmatiker sowie Bauer 

versus Nicht-Bauer) bestimmt und versucht, auch mit den Daten aus der Parallel-

sequenzierung, einen epidemiologischen Vergleich hinsichtlich Asthma anzustellen. 

Die Untersuchung der umweltbeeinflussten Exposition gegenüber Mikroorganismen 

ist gerade in Bezug auf mögliche Auswirkungen auf die Gesundheit von großem 

Interesse (DOUWES ET AL., 2003). Die bisherige Diskussion führte jedoch zu kontro-

versen Ergebnissen. Einerseits sind mikrobielle Komponenten, wie bakterielle 

Endotoxine sowie Exopolysaccharide (EPS) und Mykotoxine, positiv mit Erkrankun-

gen des respiratorischen Systems wie allergischem Asthma und COPD assoziiert 

(DAY UND ELLIS, 2001; LINNACKER UND SMEDLEY, 2001; RADON ET AL., 2004; SINGH UND 

SCHWARTZ, 2005; RADON ET AL., 2006; PEKKANEN ET AL., 2007). Auf der anderen Seite 

zeigten kulturelle Detektionsverfahren einen möglicherweise protektiven Effekt der 

mikrobiellen Exposition gegenüber allergischem Asthma und Atopie im frühkindlichen 

Alter (RIEDLER ET AL., 2001; VON MUTIUS ET AL., 2001; BRAUN-FAHRLÄNDER ET AL., 2002; 

BRAUN-FAHRLÄNDER UND LAUENER, 2003; KABESCH UND LAUENER, 2004; VAN STRIEN ET 

AL., 2004; EGE ET AL., 2006; PERKIN UND STRACHAN, 2006; DEBARRY ET AL., 2007; 

VOGEL ET AL., 2008; EGE ET AL., 2011). Dieser Effekt scheint während der Entwicklung 

des Immunsystems einzutreten (BRAUN-FAHRLÄNDER ET AL., 2002) und sogar bis ins 

Erwachsenenalter anzuhalten (LEYNAERT ET AL., 2006; RADON ET AL., 2006). Allerdings 

zeigte sich auch schon der pränatale Kontakt während der Schwangerschaft als un-

terstützend für diesen Effekt (EGE ET AL., 2006). Bezüglich der Pilze könnten hierfür 
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v.a. die Exopolysaccharide verantwortlich sein (SCHRAM-BIJKERK ET AL., 2005; EGE ET 

AL., 2007).  

Bisherige Studien konzentrierten sich hauptsächlich auf die Suche nach bakteriellen 

Kandidaten für einen potenziell Asthma-protektiven Effekt. Als mögliche Vertreter 

wurden zunächst Acinetobacter lwoffii, Bacillus licheniformis und Lactococcus lactis 

(DEBARRY ET AL., 2007; VOGEL ET AL., 2008; KORTHALS, 2008B) erkannt. Weitere Stu-

dien identifizierten später zudem Staphylococcus sciuri und verschiedene 

Jeotgalicoccus spp. sowie Macrococcus brunensis, Duganella spp., Moraxella spp., 

Corynebacterium spp. und Zooglea spp. (EGE ET AL., 2012; ZHAO, 2012).   

Im Rahmen der GABRIEL-Studie (GENUNEIT ET AL., 2011) wurde die Bandbreite nun 

auf Pilze erweitert. Bei der kulturellen Untersuchung und epidemiologischen Aus-

wertung wurden Eurotium spp. und Penicillium spp. als stark invers assoziiert mit 

allergischem Asthma identifiziert (EGE ET AL., 2011). Mit der hier beschriebenen Stu-

die wurde nun versucht, das Spektrum an möglichen Pilzkandidaten mit kulturunab-

hängigen Bestimmungen wie PCR-SSCP und Parallelsequenzierung zu erweitern, 

eine genauere Aussage hinsichtlich der verantwortlichen Spezies zu ermöglichen 

sowie die Ergebnisse der kulturellen Detektion zu überprüfen. 

5.3.1 PCR-SSCP-Analyse und Sequenzierung  

Im Umgang mit den Matratzenstaubproben wurde darauf geachtet, die Zyklen des 

Auftauens und Einfrierens zu minimieren, um Schädigungen der darin enthaltenen 

DNA der Pilzsporen zu vermeiden. Der Matratzenstaub bestand aus losem, körnigem 

Staub sowie aggregierten, mit Haaren durchzogenen Staubklumpen. Zur Gewähr-

leistung einer homogenen Aufteilung der Staubproben auf die einzelnen Aliquots 

wurde der Staub mittels einer DNA-freien Schere, zur Verkürzung der Haarlänge, 

und eines DNA-freien Spatels gleichmäßig vermischt.  

Die PCR-SSCP-Analyse wurde nach dem evaluierten Standardprotokoll durchge-

führt. Die resultierenden 54 Polyacrylamidgele wurden mit Hilfe der Software Gel-

Compar® II analysiert. Teilweise konnten Gele nicht ausgewertet werden, da eine 

Normalisierung anhand des Speziesstandards, aufgrund zu starker Abweichungen 

bezüglich der Laufweite, nicht möglich war. In diesem Fall wurden die Gele komplett 

wiederholt. Zudem zeigte sich im Zuge der Gelnormalisierung, dass es, durch die 

Anpassung der Standardbanden zueinander, zu Komprimierungen bzw. Verzerrun-

gen der Probenprofile gekommen war. Dadurch waren im Anschluss Banden, die 
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zuvor augenscheinlich ein und dieselbe Laufweite aufwiesen, nun nicht mehr auf ei-

ner Höhe zu bestimmen. Dies wurde auch schon im Laufe der Evaluierung der Re-

produzierbarkeit der Methode ersichtlich (s.a. Punkt 5.1.3), zeigte sich bei der 

Auswertung dieser großen Probensammlung allerdings noch stärker. Generell hatte 

dies keine Auswirkung auf die Reproduzierbarkeit und Robustheit der Methode, 

stellte aber einen zu beachtenden Faktor bei der Auswahl der zu sequenzierenden 

Banden dar. Auch bei der Bandmatching-Analyse durch die Software musste dies 

beobachtet werden. So wurden Banden teilweise fehlklassifiziert, indem sie einer 

anderen als der nächstliegenden Bandenklasse zugeordnet wurden. Aus diesem 

Grund wurden nur solche Banden für die Bestimmung mittels Sanger-Sequenzierung 

ausgewählt, die exakt auf Höhe der ermittelten Bandenklasse lagen. Dadurch zeigte 

sich, dass die Auswertung der Bandeninformationen über die Dichtewerte die robus-

tere zu sein schien. Die Färbeintensität der Gele könnte hierbei eine Rolle gespielt 

haben. Je dunkler das Gel, desto höher der detektierbare Hintergrund durch die 

Software und desto schwieriger eine automatische Identifizierung der einzelnen Ban-

den. Eine einheitliche Färbeintensität mit gleichbleibender Färbezeit (BASSAM ET AL., 

1991) wurde versucht einzuhalten, war jedoch nicht in allen Fällen möglich. Teilweise 

waren nach der gegebenen Zeit noch keine Banden zu erkennen, sodass die Inku-

bation mit der Entwicklerlösung verlängert wurde. Oder die Färbung war bereits vor 

Ablauf der Zeit sehr intensiv, woraufhin die Zeit verkürzt wurde. Diese Problematik 

wurde bisher noch nicht in der Literatur beschrieben. 

Die statistische Analyse der 844 Bandenprofile erfolgte mit Hilfe zweier 

unterschiedlicher Ansätze bei denen jeweils die relative Laufweite einzelner Banden 

im Polyacrylamidgel (Gelposition) berücksichtigt wurde. Bei der densitometrischen 

Auswertung wurden die einzelnen Positionen kontinuierlich vom Gelstart bis zum 

Gelende durchnummeriert und als ganze Zahl ausgegeben. Mit Hilfe der 

Bandmatching-Anwendung der GelCompar® II Software wurden die einzelnen Ban-

den automatisch klassifiziert und diese Bandenklassen in Abhängigkeit der prozen-

tualen Laufweite im Gel (0 %: Gelstart; 100 % Gelende) angegeben. Dabei ergaben 

sich in Bezug auf allergisches Asthma fünf signifikant invers assoziierte Gelposi-

tionen (621/627, 1132, 34,7 %, 42,9 %, 77,2 %) und zwei positiv assoziierte Gelposi-

tionen (1410, 53,0 %). Weitere signifikante Gelpositionen waren bei der densitome-

trischen Auswertung vorhanden, wurden jedoch zunächst ausgeschlossen, da nur 

Schnittmengen aus den drei Analysevarianten mit kontinuierlicher Verwendung der 



DISKUSSION   153 

logarithmierten Werte sowie Cut-off 5 und 10 arbiträren Einheiten der dichotomisier-

ten Variablen zur Erhöhung der Robustheit analysiert wurden. Eine Übereinstimmung 

hinsichtlich der Lage der signifikanten, mit Asthma assoziierten Banden im PCR-

SSCP-Profil zwischen der densitometrischen Auswertung und der Bandmatching-

Analyse ergab sich leider nicht, weshalb die Ergebnisse getrennt voneinander be-

trachtet werden mussten. Die isolierten Sequenzen aus 32 Banden der signifikanten 

Gelpositionen (PETERS ET AL., 2000) wurden mittels Sanger-Sequenzierung und 454 

Parallelsequenzierung untersucht. Eine Übereinstimmung hinsichtlich der detektier-

ten Hauptsequenz zwischen beiden Verfahren von 75 % (21 von 28) konnte festge-

stellt werden. Durch den parallelen Ansatz der Pyrosequenzierung war es zudem 

möglich, die vier zuvor, aufgrund zu hoher Sequenzheterogenität, nicht-editierbaren 

Proben näher zu bestimmen. Damit lässt dieses neue Verfahren eine spezifischere 

Aussage bei der Sequenzierung zu (SOGIN ET AL., 2006; s.a. Punkt 5.2.3). Die 

Möglichkeit, eine quantitative Aussage über die Lesehäufigkeit einer Sequenz ge-

genüber weiteren Sequenzen in einer Probe zu treffen, steht jedoch momentan in 

wissenschaftlichem Diskurs (s.a. Punkt 5.2.3; AMEND ET AL., 2010A).  

Im Folgenden soll nun eine Plausibilitätsprüfung der erhaltenen Sequenzierergeb-

nisse anhand vorhandener Literatur angestellt werden.  

Eine Sequenz wurde in allen 32 untersuchten Proben gefunden. Hierbei handelte es 

sich um den Pilz Epicoccum nigrum, welcher auch schon zuvor als ubiquitär vor-

kommend beschrieben wurde (MEYER ET AL., 1983; LEWIS ET AL., 1991; AMEND ET AL., 

2010B). Zusammen mit den Genera Cladosporium und Alternaria macht er ca. 90 % 

der Sporen in der Außenluft aus (LACEY, 1996). E. nigrum ist als Allergen-Produzent 

und Induktor von IgE-vermittelter Allergie beschrieben (DIXIT ET AL., 1992; BLACK ET 

AL., 2000; DAY UND ELLIS, 2001), zeigte hier jedoch keine Gruppenzugehörigkeit be-

züglich Asthma-Induktion oder -Protektion.  

Übereinstimmend mit EGE ET AL. (2011) konnten auch in der vorliegenden Studie 

Penicillium spp. als invers assoziiert mit Asthma beschrieben werden. Zu den primär 

detektieren Spezies dieser Gruppe gehörten P. brevicompactum, P. chrysogenum, P. 

commune, P. lanosum, P. nalgiovense und P. spinulosum. So konnte eine etwas 

spezifischere Aussage gegenüber den zuvor durchgeführten kulturellen Versuchen 

getroffen werden (EGE ET AL., 2011). Eurotium spp., als weitere in der zuvor genann-

ten Studie gefundene Kandidaten für einen Asthma-protektiven Effekt, wurden bei 

verschiedenen Proben unterschiedlicher Gelpositionen – v.a. invers, aber auch posi-
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tiv assoziiert mit Asthma – gefunden, sodass eine definitive Aussage hierüber nicht 

getroffen werden konnte. Hierfür müsste die Analyse auf zusätzliche signifikante 

Gelpositionen ausgeweitet werden. Als weitere signifikant invers assoziierte Pilzspe-

zies wurden Exophiala sp., Aureobasidium pullulans, Glyphium elatum, Phialophora 

europaea, Leptosphaerulina chartarum, Septoria lycopersici und Wallemia muriae 

identifiziert.  

Asthma-induzierend schienen v.a. Didymella exitialis und Sydowia poly-

spora/Rhizosphaera kalkhoffii sowie Saccharicola bicolor und Pseudotaeniolina 

globosa zu wirken. 

 

Positiv assoziierte Gelpositionen und Pilzspezies 

 

Beginnend mit den positiv assoziierten Spezies der Gelposition 1410, wurde Didy-

mella exitialis ursprünglich als Pflanzenpathogen des Weizens und der Gerste be-

schrieben (PUNITHALINGAM, 1979; CROMEY ET AL., 1994) und kann einen Ernteverlust 

von bis zu 15 % durch Befall der Blätter verursachen (PAUL, 1983). Weitere wichtige 

Weizenpathogene, die hier genannt werden müssen, sind u.a. Cladosporium herba-

rum und Alternaria alternata. Die Sporenkonzentrationen aller drei Pilzspezies errei-

chen ihre Höchstwerte während der Erntezeit im August, wobei diejenigen von Cl. 

herbarum und Al. alternata vorwiegend an trockenen Tagen und die von D. exitialis 

erst direkt nach einem Regenschauer zu finden sind. In einer Fallstudie zeigte sich 

jedoch zum ersten Mal auch ein allergenes Potenzial von D. exitialis in Verbindung 

mit Spätsommer-Asthma und eine enge Verwandtschaft mit den Allergenen von Al. 

alternata (HARRIES ET AL., 2004). Bei beiden Spezies tritt die spezifische Bildung von 

IgE-Antikörpern auf (DAY AND ELLIS, 2001). Al. alternata ist zudem als stark Asthma-

induzierend beschrieben (DOWNS ET AL., 2001). Durch den Befall von Weizen und 

Gerste kann zudem ein Transfer in den Matratzenstaub als möglich angesehen wer-

den. 

Saccharicola bicolor ist eine neue Spezies (ERIKSSON UND HAWKSWORTH, 2003). Sie 

ging aus Leptosphaeria bicolor hervor und weist Ähnlichkeiten mit den Genera Mas-

sarina und Lophiostoma auf. Beschrieben ist sie als Schädling des Zuckerrohrs. Be-

züglich des Vorkommens in Stall- und Hausstaub sowie gesundheitlicher Effekten ist 

noch nichts bekannt. 
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Pseudotaeniolina globosa war das Ergebnis einer Einzelprobe von Gelposition 1410 

bei der Sanger-Sequenzierung. Im Zuge der Parallelsequenzierung zeigte sich, dass 

Ps. globosa in vielen Proben, sowohl positiv als auch invers assoziiert mit Asthma, 

vorkam, sodass die Einschätzung als möglicher Asthma-induzierender Kandidat frag-

lich erscheint. Literatur zur dieser Pilzspezies ist rar. Isoliert wurde diese Spezies 

bisher nur aus Festgestein in Italien, Holz und bei einer Autopsie einer menschlichen 

Aorta nach einem tödlichen Aneurysma (DE LEO ET AL., 2003).   

Die Ergebnisse für Didymella exitialis, Saccharicola bicolor und Pseudotaeniolina 

globosa stammten alle von Gelposition 1410. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse 

und der Einschätzung der Literaturstellen sollte D. exitialis für diese Gelposition als 

Hauptvertreter hinsichtlich einer potenziell Asthma-induzierenden Wirkung angese-

hen werden. 

 

Die Sanger- und Parallelsequenzierung der positiv assoziierten Gelposition 53,0 % 

lieferte je nach Datenbank einen anderen Treffer mit der höchsten Wahrscheinlich-

keit, wobei die zweite Spezies direkt dahinter folgte. Bei NCBI-BLAST war es 

Rhizosphaeria kalkhoffii, bei CBS-KNAW Sydowia polyspora. Beide Pilzspezies sind 

als Nadelschädlinge von Fichte und Tanne in der Literatur zu finden (RACK UND 

BUTIN, 1984; BUTIN UND WAGNER, 1985; TALGO ET AL., 2010). Sy. polyspora wurde zu-

dem auch in Hausstaubproben nachgewiesen (RINTALA ET AL., 2012) und könnte dort 

durch externen Eintrag von Nadeln oder über Kleidungsabrieb an den Bäumen in die 

Probe gelangt sein. Studien über diese beiden Spezies in Verbindung mit Auswir-

kungen auf das respiratorische System wurden bisher jedoch noch nicht veröffent-

licht. 

 

Invers assoziierte Gelpositionen und Pilzspezies 

 

Die Sequenzierung der Proben von Gelposition 621/627 führte zu heterogenen Er-

gebnissen, wobei die Hauptvertreter Exophiala sp., verschiedene Penicillium spp. 

und Aureobasidium pullulans waren. Glyphium elatum (keilförmiger Kohlenpilz) und 

Phialophora europaea waren in den Ergebnissen unterrepräsentiert.  

G. elatum wächst ganzjährig auf abgestorbenem, verwittertem Holz (LORENZO UND 

MESSUTI, 2005) und wurde nach dem Jahr 2000 taxonomisch zu den Chaetothyriales, 

einer Schwestergruppe der Eurotiomyzeten, hinzugefügt (LINDEMUTH ET AL., 2001).  
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Ph. europaea zeigt eine morphologische Ähnlichkeit mit den schwarzen Hefe-ähn-

lichen Pilzen wie Exophiala spp. (ZENG ET AL., 2007) und ist als Haut- und Nagelpilz 

beschrieben (DE HOOG ET AL., 2005; SAUNTE ET AL., 2012). Andere Phialophora spp. 

wie Ph. radiciola wurden bereits in Matratzenstaub gefunden (BEGUIN, 1985); Ph. 

europaea jedoch noch nicht.  

 

Die Gattung Exophiala gehört zur Familie der Herpotrichiellaceae und wird durch ihre 

Melaninproduktion zu den schwarzen Hefen oder den schwarze-Hefen-ähnlichen Pil-

zen gezählt (FLANNIGAN UND MILLER, 2001). Die Hauptvertreter dieser Gattung, Ex. 

dermatitidis, Ex. jeanselmei und Ex. spinifera, gelten als Auslöser systemischer My-

kosen beim Menschen wie Chromoblastomykose und Phaeohyphomykose (MATSU-

MOTO, 2006; LÓPEZ MARTÍNEZ UND MÉNDEZ TOVAR , 2007; HARRIS ET AL., 2009). Im 

Zuge dessen wurde auch Ex. dermatitidis erstmals beschrieben (KABEL ET AL., 1994). 

Exophiala spp. sind, aufgrund ihrer oligotrophen Natur, ihrer geringen kompetitiven 

Fähigkeiten gegenüber anderen Pilzen und ihren langen Anzuchtzeiten, schwer zu 

isolieren (VICENTE ET AL., 2008). Des Weiteren sind sie pleomorph, d.h. sie zeigen 

eine morphologische Variabilität in Abhängigkeit ihrer Umwelt, und sind daher auch 

nur schwer zu identifizieren bzw. zu charakterisieren (UIJTHOF, 1996). So besitzt zum 

Beispiel Ex. jeanselmei vier bekannte morphologische Varianten (DE HOOG, 1997). 

Gefunden wurden sie bisher im Boden, in verwittertem Holz, in Badewasser, in 

Luftbefeuchtern (WANG ET AL., 2001), in öffentlichen Dampfbädern (MATOS ET AL., 

2002) und in Leitungswasser (BIEDUNKIEWICZ UND SCHULZ, 2012). Außerdem sind sie 

die häufigsten Pathogene in Gummidichtungen von Geschirrspülern (GÖTTLICH ET AL., 

2002; ZALAR ET AL., 2011) und Kontaminanten in Geräten zur Sammlung der Bron-

chioalveolären Lavage (BAL) in Krankenhäusern (SUMMERBELL, 2001). Darüber hin-

aus bestätigen Studien auch das Vorkommen in Haus- und Matratzenstaub (BEGUIN, 

1994; BEGUIN UND NOLARD, 1996; DUCHAINE UND MÉRIAUX, 2001; ABDEL HAMEED ET AL., 

2004; LUGAUSKAS ET AL., 2009) in Assoziation mit Feuchtigkeit (HYVÄRINEN ET AL., 

2002). Neben dem dermatologischen Gesichtspunkt wurden Exophiala spp. auch mit 

Infektionen der Lunge in Verbindung gebracht (SUMMERBELL, 2001). Ex. dermatitidis 

selbst oder dagegen gerichtete Antikörper wurden dabei häufig in Sputum und Lava-

gen von Patienten mit zystischer Fibrose gefunden (HAASE ET AL., 1991; KUSENBACH 

ET AL., 1992; NAGANO ET AL., 2008; GRIFFARD ET AL., 2010). Hierbei zeigten sich deut-

lich erhöhte Konzentrationen an Antikörpern gegenüber dieser Spezies als bei ge-
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sunden Vergleichsprobanden (CONRAD, 2001). Möglicherweise könnte jedoch auch 

eine Lungenkolonisation bei Personen ohne diese Erkrankung auftreten (SAMUELS, 

1989). Außerdem wurde Ex. jeanselmei als Auslöser von Pneumonie oder der 

Sauna-Lunge, einer hypersensitiven Pneumonie (MANIAN UND BROSCHETTO, 1993; 

HAUNG ET AL., 2010) sowie Ex. oligosperma als Auslöser von bronchialem Asthma 

(BADALI ET AL., 2011) beschrieben. Aufgrund des geringen Durchmessers ihrer Spo-

ren von 1,6 µm können diese tief in die Lunge vordringen (ABDEL HAMEED ET AL., 

2004). Eine genaue Aussage auf Speziesebene war in dieser Studie nicht möglich. 

Allerdings gelten Ex. dermatitidis, Ex. jeanselmei und Ex. oligosperma als die wahr-

scheinlichsten Kandidaten, deren Auswahl im nachfolgenden Schritt im Tierexperi-

ment überprüft werden sollte. Die schwierige Isolierung dieser Spezies über kulturelle 

Verfahren könnte zudem das Nicht-Auffinden in der vorherigen Studie begründen 

(EGE ET AL., 2011) und verdeutlicht die Notwendigkeit des zusätzlichen Einsatzes 

kulturunabhängiger Verfahren zur Bestimmung der Pilzdiversität.  

 

Das Genus Penicillium gehört, zusammen mit Cladosporium spp., Alternaria spp., 

Epicoccum nigrum, Aspergillus spp. und Leptosphaeria spp., zu den häufigsten Pilz-

genera in der Außen- und Innenraumluft (LI UND HSU, 1997; MULLINS, 2001; 

FLANNIGAN, 2001). Während Aspergillus und Penicillium in der Außenluft hierbei 2-

10 % der Sporen ausmachen (LACEY, 1996), sind sie in der Innenraumluft bzw. in 

abgelagertem Staub sowie in der Matratze in der Regel die häufigsten Vertreter 

(BEGUIN, 1994; BEGUIN UND NOLARD, 1996; KAARAKAINEN ET AL., 2009; PITKÄRANTA ET 

AL., 2011; NONNENMANN ET AL., 2012; RINTALA ET AL., 2012) und die Konzentration 

unterliegt keiner saisonalen Schwankung (ANDERSON, 1985). Penicillium spp. werden 

häufig in Verbindung mit Feuchtigkeit im Haus genannt (GRANT ET AL., 1989; 

GRAVESEN ET AL., 1997; HYVÄRINEN ET AL., 2002; LIGNELL ET AL., 2008) und kommen 

dabei in Häusern von Asthmatikern in bis zu 40-fach höherer Konzentration gegen-

über der Außenluft vor (SENKPIEL ET AL., 1996). Zudem können sie atopisches Asthma 

induzieren (LICORISH ET AL., 1985). Außerdem waren sie bei den häufigsten Pilzen in 

diversen Stallstaubproben zu finden (KARWOWSKA, 2005); ein möglicher Transfer vom 

Stall in die Matratze konnte nachgewiesen werden (VOGEL ET AL., 2008). Sie sind als 

Auslöser IgE-vermittelter Allergien, wie allergischem Asthma, bekannt (SHEN ET AL., 

1999; DAY UND ELLIS, 2001). Elf Allergene wurden bisher identifiziert, wobei ein 

68 kDa Protein hierbei zunächst als wichtigstes angesehen wurde (SHEN ET AL., 
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1995). Später zeigten 80-93 % asthmatischer Patienten eine IgE-Reaktivität 

gegenüber den 32 bis 34 kDa Serinproteasen u.a. von P. brevicompactum und P. 

chrysogenum (SHEN ET AL., 1999). Außerdem produzieren Penicillium spp. 

verschiedenste Mykotoxine wie z.B. Ochratoxin, Mykophenolsäure, Brevanamide, 

Roquefortine, Chrysogine und Cyclopiazonsäure (FISCHER UND DOTTS, 2003; JARVIS 

UND MILLER, 2004). Da ihre Sporen einen Durchmesser von weniger als 5 µm 

aufweisen (ABDEL HAMEED ET AL., 2004), können diese tief in die Lunge vordringen 

und so sowohl im Sputum als auch in der Lavage in hoher Anzahl nachgewiesen 

werden (MULLINS UND SEATON, 1978). Da über 570 verschiedene Subspezies und 

intraspezifische Varianten bekannt sind (PITT ET AL., 2000), ist eine speziesbezogene 

Aussage für weitere Untersuchungen hinsichtlich eines möglicherweise Asthma-

protektiven Effekts essentiell. Bei kulturellen Verfahren war dies zuvor nicht möglich 

(EGE ET AL., 2011). In der vorliegenden Studie konnten jedoch sechs Penicillium spp. 

mit der Gelposition 621/627 in Verbindung gebracht werden. Inverse Assoziationen 

bezüglich der Prävalenz von allergischem Asthma wurden bisher in keinem Fall 

beschrieben.  

P. brevicompactum wird relativ häufig in abgelagertem Staub und in Matratzen de-

tektiert (BEGUIN, 1994; FLANNIGAN UND MILLER, 2001). Eine Verbindung mit der Ent-

stehung von kindlichem Asthma scheint nicht zu bestehen (REPONEN ET AL., 2012), 

jedoch ist eine positive Assoziation mit erwachsenen Asthmatikern sowie mit einer 

erhöhten Prävalenz gegenüber dem Organic Dust Toxic Syndrome (ODTS) vorhan-

den (FLANNIGAN, 2001; SORENSON, 2001). Zudem führte die Gabe des von P. brevi-

compactum gebildeten Toxins Brevanamid A zu starken Entzündungs- und zytotoxi-

schen Reaktionen in Lungen von Mäusen, einhergehend mit hohen Konzentrationen 

an Makrophagen, Neutrophilen, Tumornekrosefaktor (TNF) und Interleukin-6 (IL-6) 

sowie an Laktatdehydrogenase (LDH) in der Bronchioalveolären Lavage (BAL; RAND 

ET AL., 2005).  

P. commune ist ebenfalls häufig in Hausstaubproben zu finden (FLANNIGAN UND 

MILLER, 2001) und beschreibt eine Gruppe saprophytischer Pilze (u.a. Weichkäse-

Schimmelpilze), die wie P. camembertiii teilweise auch domestiziert sind (PITT ET AL., 

1986). Eine Gemeinsamkeit aller von P. commune abgeleiteten Spezies ist die Pro-

duktion von Cyclopiazonsäure. Dieses Mykotoxin wurde bisher in Fleischproben und 

Käse nachgewiesen (LEISTNER UND PITT, 1977; LE BARS, 1979). Physiologisch inhi-

biert dieses die Ca2+-ATPase im sarkoplasmatischen Retikulum, was zu einem er-
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höhten nicht-selektiven Calcium-Ionen-Einstrom in die tracheale, glatte Muskulatur 

und damit zu einer Kontraktion dieser führt (HELLI ET AL., 2005). Die Kontraktion, Pro-

liferation und Migration der glatten Muskulatur des luftleitenden Systems wurde be-

reits mit respiratorischen Erkrankungen wie Asthma und akutem Atemnotsyndrom in 

Verbindung gebracht (LI ET AL., 2003). Außerdem wurde auch bei dem eng-ver-

wandten P. camembertiii bereits eine Assoziation mit extrinsischer, allergischer Al-

veolitis festgestellt (FILIPELLO MARCHISIO ET AL., 1999).  

P. chrysogenum ist die am häufigsten im Allgemeinen bzw. in Matratzenstaub im 

Speziellen detektierte Penicillium spp. (PITT, 1980; BEGUIN, 1994; FLANNIGAN UND 

MILLER, 2001; KOLOSSA-GEHRING ET AL., 2007). Diese Spezies wurde in dieser Studie 

zwar kein einziges Mal als der wahrscheinlichste Treffer durch die Datenbanken aus-

gegeben, war jedoch generell der häufigste Vertreter unter den 100 signifikantesten 

Treffern. Zahlreiche Studien beschrieben eine Assoziation mit Feuchtigkeit im Haus, 

erhöhten IgE-Konzentrationen und einer damit verbundenen erhöhten Prävalenz ge-

genüber allergischen Reaktionen (u.a. SHEN ET AL., 1999; COOLEY ET AL., 2000; 

SCHWAB ET AL., 2004; CHUNG ET AL., 2005; RYDJORD ET AL., 2008). Im Review von 

FLANNIGAN (2001) wurde zudem ein stärkeres Vorkommen in Häusern asthmatischer 

Kinder als bei asthmatischen Erwachsenen beschrieben. P. chrysogenum produziert 

u.a. Roquefortin C (JARVIS UND MILLER, 2004), welches zu inflammatorischen und zy-

totoxischen Reaktionen in Mäuselungen führte (RAND ET AL., 2005). Bisher sind fünf 

spezifische P. chrysogenum Allergene beschrieben, die alle IgE-assoziiert sind 

(WILSON ET AL., 2009) und teilweise Kreuzreaktivitäten mit Allergenen anderer Spe-

zies wie P. brevicompactum aufwiesen (SHEN ET AL., 1996).  

Eine weitere, in dieser Studie identifizierte, Spezies war P. nalgiovense. Diese wird 

als Starterkultur für die Fermentation u.a. in Salami eingesetzt (LEISTNER, 1990). Un-

tersuchungen schlossen auf eine enge Verwandtschaft mit P. chrysogenum, auf-

grund morphologischer Übereinstimmungen und DNA-Sequenzähnlichkeiten 

(SAMSON UND VAN REENEN-HOEKSTRA, 1998; GEISEN, 1995) sowie der Fähigkeit, 

ebenfalls Penicillin zu produzieren (ANDERSEN UND FRISVAD, 1994). GUILLOT ET AL. 

(2008) konnten zudem eine Verbindung mit hypersensitiver Pneumonie erkennen. P. 

nalgiovense produziert keines der bisher bekannten Mykotoxine (ANDERSEN, 1995).  

P. spinulosum ist ein dominanter Vertreter in Hausstaub (BEGUIN, 1994; FLANNIGAN 

UND MILLER, 2001) und konnte zudem häufig in Häusern asthmatischer Kinder nach-
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gewiesen werden (FLANNIGAN, 2001). Diese Spezies spielt u.a. eine Rolle bei der 

Verderblichkeit von Kastanien und abgefüllten Getränken (BATTEY ET AL., 2001; 

OVERY ET AL., 2003), aber auch beim ODTS (SORENSON, 2001). MURTONIEMI ET AL. 

(2001) detektierten inflammatorische und toxische Reaktionen in Maus-Makrophagen 

in vitro; in vivo zeigte sich jedoch nur ein geringes Potential von P. spinulosum, akute 

respiratorische Erkrankungen herbeizuführen und es wurden keine zytotoxischen 

Eigenschaften registriert (JUSSILA ET AL., 2002); auch Mykotoxine sind bisher nicht be-

schrieben.  

In der Literatur ist nur wenig über P. lanosum zu finden. So wurde das Vorkommen 

dieser Spezies bisher in verschimmeltem Getreide und einer damit verbundenen In-

fektion des Gastrointestinaltrakts bei Hühnern (BEASLEY ET AL., 1980) sowie in Bo-

denproben (FRISVAD ET AL., 2006) beschrieben. Eine Studie zeigte zudem einen Zu-

sammenhang zwischen P. lanosum Exposition und Asthma bzw. vasomotorischer 

Rhinitis (MORROW UND LOWE, 1943).  

 

Aureobasidium pullulans wurde in dieser Studie häufig bei der Gelposition 621/627 

und mit Hilfe der Parallelsequenzierung auch bei der Gelposition 34,7 % (hier jedoch 

nicht dominant) nachgewiesen und zählt, ebenso wie Exophiala, aufgrund seiner 

Melanin-Produktion zu den sogenannten „schwarzen Hefen“ (CHI ET AL., 2009). Diese 

Spezies gilt als ubiquitär vorkommend und wurde bereits aus Bodenproben, Pflan-

zen, Holz, feuchten Hausoberflächen und der Innenraumluft isoliert (BEGUIN UND 

NOLARD, 1996; FLANNIGAN UND MILLER, 2001; HAWKES ET AL., 2005; PRASONGSUK ET 

AL., 2005; LUGAUSKAS ET AL., 2009; JOSHI ET AL., 2010) und als dominant in Matratzen-

staubproben detektiert (BEGUIN, 1994; WOODCOCK ET AL., 2006). Bekannt ist sie 

hauptsächlich in der biotechnologischen Anwendung zur Produktion von Pullulan, 

EPS, Einzelzellproteinen und hydrolytischen Enzymen (CHI ET AL., 2009), gilt aber 

auch als opportunistisches Humanpathogen u.a. bei der Entstehung von Milzabszes-

sen, Fungämie, Rhinitis und Asthma (SALKIN ET AL., 1986; HAWKES ET AL., 2005; 

STARK ET AL., 2005; NIEDOSZYTKO ET AL., 2007) und wurde in geringem Umfang im 

Sputum nachgewiesen (MULLINS UND SEATON, 1978). Eine Assoziation mit Kindheits-

asthma scheint jedoch nicht zu bestehen (REPONEN ET AL., 2012). Die Sporengröße 

liegt bei > 5 µm, sodass eine tiefliegende Penetration der Lunge als fraglich gilt 

(ABDEL HAMEED ET AL., 2004). Dennoch könnte das Ergebnis, Au. pullulans als mög-

lichen protektiven Kandidaten identifiziert zu haben, als plausibel erachtet werden. 
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Die folgenden drei Pilzspezies wurden als dominante Vertreter bei den invers asso-

ziierten Gelpositionen 34,7 %, 42,9 % und 77,2 % nach der Bandmatching-Analyse 

identifiziert:  

Leptosphaerulina chartarum (teleomorph: Pithomyces chartarum, ROUX, 1986) gilt als 

Weizenpathogen (TÓTH ET AL., 2007). Während im Review von FLANNIGAN UND MILLER 

(2001) das Vorkommen in Hausstaub generell als gering eingestuft wurde, erwies 

sich L. chartarum in finnischen Häusern auf dem Land (PITKÄRANTA ET AL., 2008 UND 

2011) sowie in New York City (GREEN ET AL., 2009) als häufig vorkommend. Auch in 

Matratzenstaub erfolgte der Nachweis (WOODCOCK ET AL., 2006). Eine Assoziation 

hinsichtlich respiratorischer Erkrankungen wurde bisher nicht postuliert; eine Verbin-

dung mit der Auslösung IgE-vermittelter Allergien scheint jedoch gegeben (DAY UND 

ELLIS, 2001).  

 

Septoria lycopersici bewirkt die Blattfleckenkrankheit bei der Tomatenpflanze 

(MACNEILL, 2011). Ein Nachweis in Stall- oder Hausstaubproben oder auch ein Zu-

sammenhang mit Krankheiten der Lunge konnte bisher nicht erbracht werden.  

 

Das Genus Wallemia teilt sich in drei Spezies auf (W. sebi, W. muriae und W. ich-

thyophaga), wobei die ersten beiden eng miteinander verwandt zu sein scheinen, 

während sich letztere von den anderen phylogenetisch deutlich separiert (ZALAR ET 

AL., 2005). Isoliert werden konnte Wallemia bisher von süßen, salzigen und trocke-

nen Nahrungsmitteln (SAMSON ET AL., 2002), aus dem Boden (DOMSCH ET AL., 1980), 

aus Innenraum- und Außenluft (TAKAHASHI, 1997), aus Heu und Silage (REBOUX ET 

AL., 2006) und aus Matratzenstaubproben (BEGUIN, 1994). Zudem ist für das Vor-

kommen in Matratzenstaub ein Transfer aus dem Stall nachgewiesen (VOGEL ET AL., 

2008). Wallemia spp. produzieren die Mykotoxine Walleminol und Walleminon 

(JARVIS UND MILLER, 2004), die mit dem Krankheitsbild der Farmerlunge in Verbin-

dung gebracht werden (REBOUX ET AL., 2001; ROUSSEL ET AL., 2004). Zudem zeigte 

sich bei Asthmatikern, die in Häusern mit Wasserschaden leben, eine stärkere Expo-

sition (VESPER ET AL., 2006). Allerdings basierten diese Berichte bisher auf dem 

Nachweis auf Genusebene im Generellen oder in Bezug auf W. sebi im Speziellen. 

Über W. muriae ist bisher wenig bekannt und beschrieben. Diese Spezies wurde je-

doch in dieser Studie beim Abgleich der Sequenzen in den Datenbanken als die 

wahrscheinlichste ausgegeben. Die Treffer für W. sebi folgten erst später. Die 
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Sequenzen zeigten eine 97%ige Übereinstimmung mit dem gewählten DSMZ-Refe-

renzstamm W. sebi (DSM 5329), sodass die enge Verwandtschaft beider Spezies 

noch einmal aufgezeigt wurde, allerdings W. muriae als die wahrscheinlichere Spe-

zies für einen potenziell Asthma-protektiven Effekt angesehen werden muss. 

 

5.3.2 Parallelsequenzierung von Matratzenstaubproben zur Ermittlung 

der Diversität und der Assoziation spezifischer Sequenzen bezüg-

lich Asthma 

60 Matratzenstaubproben wurden während dieser Pilotstudie für die Diversitäts-

analyse und die Bestimmung von Assoziationen bezüglich allergischen Asthmas her-

angezogen. Aufgrund der geringen Probenanzahl war daher eine endgültige Beur-

teilung der Pilzexposition von Schulkindern unterschiedlicher Herkunft und unter-

schiedlichem, gesundheitlichem Hintergrund sowie ein Vergleich mit der oben ge-

nannten PCR-SSCP-Analyse von insgesamt 844 Proben nicht möglich. Zudem wa-

ren zum Teil hohe Unterschiede in der Anzahl an Sequenzen im Vergleich der Pro-

ben zu erkennen. Die Aussagen bezüglich der Pilzdiversität bezogen sich rein auf die 

relative Häufigkeit einer OTU-Sequenz in einer Probe, mit vergleichender Auswer-

tung der häufigsten OTUs. Zusätzliche Detektionen einzelner Pilzspezies in weiteren 

OTUs wurden nicht mit eingerechnet. Für die biostatistische Bestimmung signifikant 

mit Asthma assoziierter Sequenzen wurde jedoch der Faktor der Varianz der Anzahl 

an Sequenzen mit einbezogen. 

Dennoch konnte eine erste Aussage über die Pilzdiversität in Matratzenstaubproben 

von Schulkindern in Bayern, Deutschland, getroffen werden. Das Auffinden der häu-

figsten Spezies wie Epicoccum nigrum, Cryptococcus spp., Eurotium repens, Pichia 

fermentans, Cladosporium cladosporioides, Leptosphaerulina spp., Debaromyces 

hansenii, Aureobasidium pullulans und Phoma herbarum usw. stand im Einklang mit 

anderen Studien, die ebenfalls Hausstaubproben untersuchten (BEGUIN, 1995; 

BEGUIN UND NOLARD, 1996; FLANNIGAN UND MILLER, 2001; KAARAKAINEN ET AL., 2009; 

PITKÄRANTA ET AL., 2011; NONNENMANN ET AL., 2012). E. nigrum war die dominante 

Sequenz in allen Proben. Das starke Vorkommen des ubiquitär vorkommenden Pil-

zes (MEYER ET AL., 1983; LEWIS ET AL., 1991; AMEND ET AL., 2010B) zeigte sich auch in 

dieser Studie bereits bei der Parallelsequenzierung mit Asthma assoziierter Gelposi-

tionen der PCR-SSCP-Analyse sowie bei der Bestimmung der Pilzdiversität in Stall- 
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und Hausstaubproben. Allerdings ist eine definitive Aussage über die „wirkliche“ Zu-

sammensetzung einer Pilzgemeinschaft, v.a. hinsichtlich einer quantitativen Aus-

sage, mittels der Parallelsequenzierung schwierig zu beurteilen und wurde bereits 

vorab diskutiert (s. Punkt 5.2.3; AMEND ET AL., 2010A). So könnte das häufige Vor-

kommen auch an einer im Vergleich höheren Affinität der E. nigrum-Sequenz zu den 

Capture Beads liegen. Verwunderlich war zudem das nahezu vollständige Fehlen 

von Penicillium und Aspergillus Spezies in dem Gemisch an Sequenzen dieser Stu-

die. Lediglich zwei Vertreter der Aspergillus glaucus Gruppe – Eu. repens und Eu. 

amstelodami – waren unter den dominanten Vertretern identifizierbar. Aufgrund des-

sen, dass diese beiden Genera, wie bereits zuvor erwähnt, in der Innenraumluft und 

in abgelagertem Hausstaub am häufigsten vorkommen und auch mittels Parallel-

sequenzierung detektiert werden konnten (BEGUIN, 1995; BEGUIN UND NOLARD, 1996; 

KAARAKAINEN ET AL., 2009; PITKÄRANTA ET AL., 2011; NONNENMANN ET AL., 2012; 

RINTALA ET AL., 2012), war dies nicht nachvollziehbar. Eine Vermutung war zunächst 

ein sogenanntes „Verstecktsein“ der Sequenzinformationen dieser beiden Genera in 

den häufigsten OTUs mit einer anderen repräsentativ ausgewählten OTU-Sequenz. 

Ein Abgleich von ITS-Referenzsequenzen von P. chrysogenum und A. versicolor mit 

den Sequenzen der am häufigsten gefundenen Spezies zeigte jedoch keine Über-

einstimmung mit taxonomischer Relevanz. Eine generelle Identifikation von Peni-

cillium und Aspergillus mit der hier vorgestellten Methode war jedoch prinzipiell mög-

lich, wie an der Untersuchung der ausgeschnittenen Banden der PCR-SSCP-

Analyse sowie am Auffinden der teleomorphen Stadien (Eurotium spp.) ersichtlich 

war. Da zudem die Vorbereitung für alle Proben identisch war, könnte eine weitere 

Ursache ein systematischer Fehler in der Identifikation der eingebauten Base in die 

DNA-Sequenz gewesen sein (HUSE ET AL., 2007; QUINLAN ET AL., 2008; ROZERA ET AL., 

2009; KUNIN ET AL., 2009), sodass aufgrund dieser Sequenzierfehler eine Unterreprä-

sentierung oder Fehlidentifizierung der Penicillium und Aspergillus Sequenzen vor-

lag. Außerdem wurden in den vorgenannten Diversitätsstudien andere Primerpaare 

als hier verwendet. Geklärt werden sollte daher, ob die ITS1/ITS4-Sequenzen von 

Penicillium und Aspergillus eine niedrigere Affinität zu den Capture Beads aufweisen 

als diejenigen von anderen Spezies (s.a. AMEND ET AL., 2010A). Deshalb sollte dieser 

Sachverhalt in folgenden Versuchen weiter untersucht werden. 
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Bei der Betrachtung der häufigsten OTU-Sequenzen zeigten sich Unterschiede zwi-

schen Bauern und Nichtbauern sowie im Vergleich von Asthmatikern und solchen 

Kindern ohne Asthma.  

Die bei den Nichtbauern im Verhältnis häufiger vorkommenden Spezies Alternaria 

alternata und Aureobasidium pullulans sind ubiquitär vorkommend (BEGUIN UND 

NOLARD, 1996; LI UND HSU, 1997; FLANNIGAN UND MILLER, 2001; HAWKES ET AL., 2005; 

PRASONGSUK ET AL., 2005; LUGAUSKAS ET AL., 2009; JOSHI ET AL., 2010) und daher 

auch bei den nichtbäuerlichen, aber im ländlichen Umfeld aufwachsenden Schul-

kindern zu erwarten. Und auch Leptosphaerulina chartarum wurde schon in Haus-

staubproben auf dem Land nachgewiesen (PITKÄRANTA ET AL., 2008 UND 2011). Glei-

ches könnte daher auch für den ebenfalls als Grasschädling (MITKOWSKI UND 

BROWNING, 2004) bekannten Pilz L. australis gelten.  

Dagegen zeigte sich bei Betrachtung der OTUs, dass fünf Spezies häufiger in den 

Matratzen der Bauernkinder gefunden werden konnten. Eurotium spp., Cladosporium 

spp. und Wallemia sebi sind oft in Heu und Silage bzw. im Kuhstall nachweisbar 

(MULINGE UND APINIS, 1969; REBOUX ET AL., 2001; KARWOWSKA, 2005; REBOUX ET AL., 

2006; LUGAUSKAS ET AL., 2009) und bei letzteren beiden wurde der Transfer hiervon in 

Matratzen von Kindern bestätigt (VOGEL ET AL., 2008). In der oben diskutierten Unter-

suchung der Pilzdiversität im Kuhstall (s. Punkt 5.2.2) waren zudem auch hier Cla-

dosporium spp. die dominanten Vertreter.  

Die vakuoläre Serinprotease ist das bedeutendste Allergen von Cladosporium cla-

dosporioides und spezifische Antikörper wurden in Seren von asthmatischen Patien-

ten gefunden (CHOU ET AL., 2008), sodass auch hier eine möglicherweise positive 

Assoziation bezüglich der Entstehung von allergischem Asthma besteht.  

Pichia fermentans ist mit der Herstellung von Wein und Milchprodukten assoziiert 

(GUILLAMÓN ET AL., 1998; LOPANDIC ET AL., 2006) und ist zudem Bestandteil der Wei-

zenflora (KURTZMAN ET AL., 1970). Außerdem scheint diese Spezies mitunter die häu-

figste Hefe in Silage zu sein (MIDDELHOVEN UND FRANZEN, 1986; O’BRIEN ET AL., 2007).  

Ebenso wie Pi. fermentans findet sich Trichosporon cutaneum in Milchprodukten und 

tritt hierbei als Verderbserreger auf, der auch bereits auf dem Bauernhof in die Milch 

gelangt sein kann (O’BRIEN ET AL., 2007). Diese Hefe ist in seltenen Fällen bei der 

Entstehung der Hefemastitis bei Rindern beteiligt (KRUKOWSKI ET AL., 2001) und kann 

systemische Mykosen, wie z.B. Trichosporonosis, und hypersensitive Pneumonie 

beim Menschen verursachen (EVANS ET AL., 1980; SHIMAZU ET AL., 1984; ANDO ET AL., 
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1990; SUGITA ET AL., 1995). In der vorliegenden Studie wurde T. cutaneum auch nur 

bei den Bauernkindern gefunden.  

Beim Vergleich der dominanten Spezies bei Asthmatikern gegenüber Nicht-Asthma-

tikern tauchten zwei Kandidaten auf, die bereits bei der PCR-SSCP-Analyse mit 

einer potenziellen Asthma-Induktion in Verbindung gebracht wurden. Didymella 

exitialis war die dominante Spezies bei der positiv assoziierten Gelposition 1410; die 

Plausibilität dieses Ergebnisses wurde bereits vorab diskutiert (s. Punkt 5.3.1). 

Phoma herbarum zeigte sich sowohl bei der Gelposition 1410 als auch bei der weite-

ren positiv assoziierten Gelposition 53,0 %. Bei letzterer lag jedoch Sydowia 

polyspora als dominante Spezies vor. Ph. herbarum wird in Verbindung mit Wasser-

schäden im Haus gefunden; Hauttests bei asthmatischen Schulkindern waren eben-

falls positiv (TASKINEN ET AL., 1997). Als häufiger bei nicht-asthmatischen Kindern 

vorkommend und damit als mögliche Asthma-protektive Kandidaten konnten 

Exophiala sp. und E. amstelodami detektiert werden, die bereits zuvor als Asthma-

protektiv in Erscheinung traten (s. Punkt 5.1.3; EGE ET AL., 2011). Allerdings basierten 

diese Ergebnisse auf dem Vergleich der relativen Häufigkeiten dominanter OTUs 

zwischen den vier Probengruppen ohne Miteinbeziehung von Signifikanztests. 

 

Unter Einbeziehung aller repräsentativen OTU-Sequenzen (nosingletons) und 

biostatistischer Testung wurden drei Spezies wiedergefunden, die bereits im Zuge 

der PCR-SSCP-Analyse mit einer inversen Assoziation zu allergischem Asthma auf-

tauchten – Aureobasidium pullulans (s.a. Punkt 5.3.1), Botryotinia fuckeliana und 

Cryptococcus spp. (Tabelle 38). Zudem sind Bullera globispora und Dioszegia fristin-

gensis eng verwandt mit Cryptococcus dimennae bzw. gehören zur Gruppe der Tre-

mellales, wozu auch alle Cryptococcus spp. zählen (TAKASHIMA ET AL., 2003; RENKER 

ET AL., 2004). Bo. fuckeliana und Cryptococcus spp. wurden jedoch zunächst auf-

grund des dominanten Vorkommens von Wallemia muriae bei der PCR-SSCP Gel-

position 77,2 % nicht näher betrachtet.  

Beschrieben ist Bo. fuckeliana (Botrytis cinerea) in Verbindung mit Graufäule an 

Weintrauben, Getreide und Gemüse und verursacht dabei Quantitäts- und Qualitäts-

verluste (LEROUX ET AL., 1999). Jedoch wird im Review von JÜRGENSEN UND MADSEN 

(2009) postuliert, dass Allergietests neben den dominanten Genera Cladosporium, 

Alternaria, Penicillium und Aspergillus auch Botrytis cinerea mit einschließen sollten. 

Bo. cinerea Sporen machen zwar nur 1-2 % in der Luft aus, sind aber im Mittel zu ca. 
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18 % an Allergien und hierbei u.a. auch bei der Entstehung von Asthma beteiligt. 

Zudem zeigten sie ein mindestens genauso hohes Allergieauslösungspotential wie 

die dominanten Genera bei jungen, finnischen Schulkindern mit diagnostiziertem 

oder vermutetem Asthma (IMMONEN ET AL., 2001; KORHONEN ET AL., 2006) und könn-

ten so bei Kleinkindern auch eine Sensibilisierung in Gang setzen. MULLINS UND 

SEATON (1978) wiesen zusätzlich Botrytis cinerea in Sputum nach.  

Beim Genus Cladosporium wurde bisher v.a. Cl. neoformans in Verbindung mit hu-

manen Erkrankungen wie Meningitis im Allgemeinen und pulmonären Dysfunktionen 

im Speziellen beschrieben (GOLDMAN ET AL., 2006; MÜLLER ET AL., 2007; RAMANA ET 

AL., 2012). Allerdings wurde diese Spezies in dieser Studie nicht identifiziert. Als ein-

zige der hier gefundenen Spezies wurde bisher nur der als Apfelschädling bekannte 

(ROBERTS, 1990) Cr. laurentii in Verbindung mit Lungenerkrankungen beschrieben 

(LYNCH ET AL., 1981; JOHNSON ET AL., 1998). Humane Infektionen mit diesen Spezies 

sind jedoch rar. Über die weiteren Spezies Cr. dimennae, Cr. flavescens und Cr. 

victoriae ist generell nur wenig aussagekräftige Literatur vorhanden. 

Phoma herbarum und Ph. macrostoma waren zwar bei den invers assoziierten OTU-

Sequenzen dabei, bei der PCR-SSCP-Analyse waren diese jedoch bei den Asthma-

induzierenden Gelpositionen 1410 und 53,0 % (Tabelle 34) vertreten. 
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6 Schlussfolgerungen und Ausblick 

Im Rahmen dieser Studie wurde die robuste und günstige PCR-SSCP-Methode für 

die Untersuchung von Pilzgemeinschaften unter Verwendung des PowerSoilTM DNA 

Isolation Kits und des universellen Pilzprimerpaares ITS1/ITS4 optimiert. Mit den er-

mittelten Werten für das Detektionslimit und die Reproduzierbarkeit kann dieses 

Verfahren immer noch als eine der Standardmethoden für die mikrobielle Diversitäts-

bestimmung beurteilt werden. Da neue und teilweise automatisierbare Technologien 

immer mehr an Einfluss gewinnen, wurde für die Bestimmung der Diversität an Pilz-

spezies in Stall- und Matratzenstaubproben zusätzlich der Ansatz der 454 Parallel-

sequenzierung angepasst und die Ergebnisse mit der PCR-SSCP-Analyse vergli-

chen. Eine Vergleichbarkeit zwischen beiden Methodiken und eine gegenseitige Be-

stätigung der Ergebnisse der vorliegenden Studie konnte als gegeben angesehen 

werden.  

Beide Verfahren wurden für die molekular-epidemiologische Bestimmung von Asso-

ziationen bestimmter Pilzspezies mit der Entstehung von allergischem Asthma ein-

gesetzt. Mehrere möglicherweise invers (Exophiala sp., sechs Penicillium spp., 

Aureobasidium pullulans, Leptosphaerulina chartarum, Septoria lycopersici, Wal-

lemia muriae, Botryotinia fuckeliana, Glyphium elatum und Phialophora europaea) 

sowie auch positiv assoziierte Kandidaten (Didymella exitialis, Saccharicola bicolor 

und Pseudotaeniolina globosa) konnten identifiziert werden. Allerdings sollte die epi-

demiologische Pilotstudie unter Verwendung der 454 Parallelsequenzierungstech-

nologie analog zur PCR-SSCP-Analyse auf alle 844 Proben ausgeweitet werden, um 

die statistische Power dieser zu erhöhen. 

Zudem sind weiterführende Untersuchungen notwendig: Einerseits sollte die Kon-

zentration der einzelnen Spezies in den Proben mittels quantitativer PCR ermittelt 

werden (quantitative Bestimmung der Pilzexposition). Hierbei sollten auch Epicoc-

cum nigrum, Phoma herbarum und Ph. macrostoma miteinbezogen werden, die in 

den bisherigen Untersuchungen sowohl als positiv als auch als invers mit Asthma 

assoziiert identifiziert wurden. Zum anderen sind, bezugnehmend auf die epidemio-

logischen Daten, nun wissensbasierte, gezielte Tierversuche möglich, um eine Aus-

lösung oder Modulierung der allergischen Immunantwort durch die betreffenden Pilz-

spezies zu ermitteln. 
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7 Zusammenfassung 

In den letzten Jahren erhöhte sich das Interesse für die umweltbedingte Exposition 

des Menschen mit Mikroorganismen über Luft und Staub, insbesondere in Bezug auf 

mögliche gesundheitliche Auswirkungen. Die Bestimmung der Diversität der 

Exposition wird allerdings häufig noch kulturell oder über die Messung von Meta-

boliten (z.B. Toxine) oder anderer mikrobieller Bestandteile (z.B. EPS) durchgeführt. 

Jedoch ist bekannt, dass zahlreiche Mikroorganismen, insbesondere Pilze, teilweise 

nur schwer oder überhaupt nicht mit den klassischen Nährmedien zu bestimmen sind 

und die Quantifizierung der strukturellen Bestandteile und/oder der Metabolite nicht 

die gesamte Diversität wiedergeben. Kultur-unabhängige Methoden können helfen, 

diese Einschränkungen zu umgehen, indem sie auf Ebene der primären DNA-

Sequenz eine Bestimmung der Diversität zulassen. Aus diesem Grund wurde in der 

vorliegenden Studie in einem ersten Schritt die Polymerase Chain Reaction-Single 

Strand Conformation Polymorphism (PCR-SSCP) Methode für die Untersuchung von 

Pilzgemeinschaften in Stall- und Hausstaubproben optimiert und evaluiert. Bei der 

Auswahl eines geeigneten DNA-Extraktionsverfahrens und eines universellen Pri-

merpaares zeigten der Power SoilTM DNA Isolation Kit und das Primerpaar ITS1/ITS4 

die besten Ergebnisse. Das Detektionslimit der Methode lag bei 200 CFU/g Staub; 

die Reproduzierbarkeitswerte schwankten zwischen 88 und 94 % im Mittel. Da bei 

dem gelbasierten System der PCR-SSCP-Analyse keine direkte eine-Bande-eine-

Spezies-Aussage möglich war, sondern die Spezies durch nachfolgende Sequen-

zierung ausgewählter Banden ermittelt werden musste, wurde zudem zur Ermög-

lichung einer direkten, parallelen Sequenzierung die 454 Technologie im Sinne einer 

Amplikonsequenzierung mit dem Primerpaar ITS1/ITS4 etabliert. Vergleiche zwi-

schen den beiden Verfahren und mit der kulturellen Bestimmung zeigten überein-

stimmende Ergebnisse. 

Die Diversitätsanalyse von Stall- und Matratzenstaubproben ergab, dass Epicoccum 

nigrum in allen Proben sehr häufig detektiert werden konnte und in vielen Proben die 

dominante Spezies war. Darüber hinaus konnten Cladosporium spp. im Kuhstall, 

Candida spp. im Schweinestall sowie Microdochium nivale und Cryptococcus victo-

riae im Hühnerstall sehr häufig nachgewiesen werden. Im Hühnerstallstaub wurde 

zudem erstmals die rote Vogelmilbe (Dermanyssus gallinae) mit dem Primerpaar 

ITS1/ITS4 detektiert. Die vorherrschenden Spezies in den Matratzenstaubproben 
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waren Cryptococcus spp., Eurotium repens, Pichia fermentans, Cladosporium cla-

dosporioides, Aureobasidium pullulans, Leptosphaerulina chartarum, Debaromyces 

hansenii, Didymella exitialis, Alternaria alternata uvm., wobei Leptosphaerulina spp., 

Al. alternata und Au. pullulans häufiger bei den Nichtbauern, Cl. cladosporioides, E. 

repens, Pi. fermentans, Trichosporon cutaneum und Wallemia sebi dagegen häufiger 

bei den Bauern zu finden waren. 

Zur Überprüfung der vor knapp 20 Jahren postulierten Hygienehypothese wurden, 

auf Basis zahlreicher epidemiologischer Studien, die das Aufwachsen auf dem Bau-

ernhof mit einer geringeren Allergie- und Asthmaprävalenz in Verbindung brachten 

(„Bauernhofeffekt“), in dieser Studie mit Hilfe der PCR-SSCP-Methode 844 und mit 

der 454 Pyrosequenzierung 60 Matratzenstaubproben von Schulkindern vom Bau-

ernhof und deren Nachbarn mit oder ohne diagnostiziertem Asthma untersucht. Als 

signifikant invers mit Asthma assoziierte und damit mit hoher Wahrscheinlichkeit 

Asthma-protektive Kandidaten konnten Exophiala sp., sechs Penicillium spp., Aure-

obasidium pullulans, Wallemia muriae und Botryotinia fuckeliana (Botrytis cinerea) 

identifiziert werden. Asthma-induzierend schienen als Hauptkandidaten Didymella 

exitialis, Sydowia polyspora und Cladosporium cladosporioides zu wirken. Diese Er-

gebnisse sollen nun im tierischen Asthmamodell überprüft werden. 
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8 Summary 

Molecular-biological investigations of fungal diversity in shed and mattress 

dust samples by PCR-SSCP and 454 pyrosequencing 

 

During recent years there was an increasing interest in the environmental exposure 

of humans towards microorganisms in air and dust samples, especially for health 

effects. Until now the determination of microbial diversity is often based on culture 

techniques and the measurement of microbial metabolites (i.e. toxins) or structural 

elements (i.e. EPS). But it is known that culturing on traditional growth media is chal-

lenging or not possible with the majority of microorganisms, especially fungi. More-

over, the determination of the quantity of structural elements and/or metabolites does 

not reflect diversity. Culture-independent methods could help to circumvent these 

limitations by investigation of the diversity on the basis of the primary DNA sequence. 

In this study, the polymerase chain reaction-single strand conformation 

polymorphism (PCR-SSCP) analysis was optimized and evaluated for the 

investigation of fungal communities in shed and house dust samples. The 

comparison of different DNA extraction methods and universal primer combinations 

showed Power SoilTM DNA isolation kit and the primer pair ITS1/ITS4 with the best 

results. The detection limit of the method was 200 CFU/g dust und reproducibility 

varied between 88 and 94 % in average. However, a direct declaration on the basis 

of one-band-one-species was not possible using the gel-based PCR-SSCP system, 

which, therefore, had to be followed by sequencing of chosen bands to identify 

specific species. Hence, beside PCR-SSCP, direct, parallel amplicon sequencing 

with the 454 technology was established with the primer pair ITS1/ITS4. 

Comparisons of both methods and with cultures led to the same results. 

The diversity analysis of shed and mattress dust samples showed Epicoccum nigrum 

as common in all and dominant in a lot of samples. Furthermore, Cladosporium spp. 

in cow shed, Candida spp. in swine shed as well as Microdochium nivale and Crypto-

coccus victoriae in chicken shed were found frequently. In chicken shed dust, the first 

time, the poultry red mite (Dermanyssus gallinae) was detected with ITS1/ITS4. The 

predominant species in the mattress dust samples were Cryptococcus spp., Eurotium 

repens, Pichia fermentans, Cladosporium cladosporioides, Aureobasidium pullulans, 

Leptosphaerulina chartarum, Debaromyces hansenii, Didymella exitialis, Alternaria 
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alternata and others. Leptosphaerulina spp., Al. alternata und Au. pullulans were 

present more often in samples of the non-farmers as well as Cl. cladosporioides, E. 

repens, Pi. fermentans, Trichosporon cutaneum und Wallemia sebi in samples of the 

farmers. 

On the basis of several epidemiological studies which showed a protective effect of 

growing up on a farm towards the development of allergies and asthma (“farm 

effect”), mattress dust samples of 844 school children living on a farm and of their 

neighbours with or without doctor’s diagnosed asthma were investigated to survey 

the hygiene hypothesis postulated 20 years ago. Additionally, 60 samples were 

examined by 454 pyrosequencing. As invers with asthma associated candidates and, 

therefore, highly probable for an asthma protective effect Exophiala sp., six Penicil-

lium spp., Aureobasidium pullulans, Wallemia muriae and Botryotinia fuckeliana 

(Botrytis cinerea) were identified. On the other side, Didymella exitialis, Sydowia 

polyspora and Cladosporium cladosporioides seemed to be asthma inducers. These 

results should now be verified by animal experiments. 
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10 Anhang 

10.1 Anhang A: Tabellen 

10.1.1 Anhang A1: Bestimmung der Ähnlichkeiten von SSCP-

Bandenprofilen (Pearson Korrelations-Koeffizient (%)) von jeweils 

einer Staubprobe unterschiedlicher Herkunft) 

10.1.1.1 Vergleichsanalyse innerhalb eines Polyacrylamidgels (Intragel-

Variation) 

10.1.1.1.1 Hühnerstallstaubprobe (Intragel-Variation) 

Tabelle 41: Vergleich von SSCP-Bandenprofilen von einer Staubprobe (Hühnerstall) innerhalb 

eines Polyacrylamidgels (Intragel-Variation; Pearson Korrelations-Koeffizient (%); n = 5) 

 Profil 1 Profil 2 Profil 3 Profil 4 Profil 5 

Profil 1 100     

Profil 2 98,93 100    

Profil 3 98,79 97,78 100   

Profil 4 97,95 96,85 98,51 100  

Profil 5 98,15 97,43 97,94 99,65 100 

Mittelwert 98,23 [SD = 0,78] 

SD = Standardabweichung 
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10.1.1.1.2 Schweinestallstaubprobe (Intragel-Variation) 

Tabelle 42: Vergleich von SSCP-Bandenprofilen von einer Staubprobe (Schweinestall) inner-

halb eines Polyacrylamidgels (Intragel-Variation; Pearson Korrelations-Koeffizient (%); n = 5) 

 Profil 1 Profil 2 Profil 3 Profil 4 Profil 5 

Profil 1 100     

Profil 2 99,52 100    

Profil 3 98,69 98,91 100   

Profil 4 98,66 97,76 97,91 100  

Profil 5 97,01 97,87 95,55 95,78 100 

Mittelwert 97,77 [SD = 1,31] 

SD = Standardabweichung 

 

10.1.1.1.3 Kuhstallstaubprobe (Intragel-Variation) 

Tabelle 43: Vergleich von SSCP-Bandenprofilen von einer Staubprobe (Kuhstall) innerhalb ei-

nes Polyacrylamidgels (Intragel-Variation; Pearson Korrelations-Koeffizient (%); n = 5) 

 Profil 1 Profil 2 Profil 3 Profil 4 Profil 5 

Profil 1 100     

Profil 2 99,65 100    

Profil 3 97,80 98,79 100   

Profil 4 97,68 97,73 97,59 100  

Profil 5 97,91 97,33 95,85 96,24 100 

Mittelwert 97,66 [SD = 1,09] 

SD = Standardabweichung 
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10.1.1.1.4 Matratzenstaubprobe (Intragel-Variation) 

Tabelle 44: Vergleich von SSCP-Bandenprofilen von einer Staubprobe (Matratze) innerhalb 

eines Polyacrylamidgels (Intragel-Variation; Pearson Korrelations-Koeffizient (%); n = 5) 

 Profil 1 Profil 2 Profil 3 Profil 4 Profil 5 

Profil 1 100     

Profil 2 93,07 100    

Profil 3 84,53 75,89 100   

Profil 4 94,49 89,33 95,60 100  

Profil 5 85,49 77,78 83,38 81,54 100 

Mittelwert 86,11 [SD = 6,86] 

SD = Standardabweichung 
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10.1.1.2 Vergleichsanalyse zwischen Polyacrylamidgelen (Intergel-Varia-

tion) 

10.1.1.2.1 Schweinestallstaubprobe (Intergel-Variation) 

Tabelle 45: Vergleich von SSCP-Bandenprofilen von einer Staubprobe (Schweinestall) zwi-

schen Polyacrylamidgelen (Intergel-Variation; Pearson Korrelations-Koeffizient (%); n = 4) 

 Gel1-1 Gel1-2 Gel1-3 Gel1-4 Gel1-5 Gel2-1 Gel2-2 Gel3-1 Gel3-2 Gel4 

Gel1-1 100          

Gel1-2 99,52 100         

Gel1-3 98,69 98,91 100        

Gel1-4 98,66 97,76 97,91 100       

Gel1-5 97,01 97,87 95,55 95,78 100      

Gel2-1 81,85 78,05 80,43 74,03 79,86 100     

Gel2-2 86,34 81,82 88,62 85,35 86,47 90,19 100    

Gel3-1 87,51 82,46 87,74 84,36 85,60 88,02 94,85 100   

Gel3-2 80,53 76,53 81,26 75,71 78,92 93,09 91,98 92,00 100  

Gel4 86,60 81,55 87,69 85,25 85,59 76,77 94,79 95,58 94,53 100 

MW 88,13 [SD = 7,24] 

SD = Standardabweichung; MW: Mittelwert; Gel 1: Werte von Intragel-Vergleich (Tabelle 42); Gel2 / 3: 

Doppelauftrag der Probe 
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10.1.1.2.2 Kuhstallstaubprobe (Intergel-Variation) 

Tabelle 46: Vergleich von SSCP-Bandenprofilen von einer Staubprobe (Kuhstall) zwischen 

Polyacrylamidgelen (Intergel-Variation; Pearson Korrelations-Koeffizient (%); n = 5) 

 Gel1-1 Gel1-2 Gel1-3 Gel1-4 Gel1-5 Gel2 Gel3 Gel4 Gel5 

Gel1-1 100         

Gel1-2 99,65 100        

Gel1-3 97,80 98,79 100       

Gel1-4 97,68 97,73 97,59 100      

Gel1-5 97,91 97,33 95,85 96,24 100     

Gel2 88,81 87,85 84,27 86,08 87,65 100    

Gel3 93,44 84,77 95,10 94,85 91,69 89,97 100   

Gel4 94,52 94,32 92,32 91,52 92,19 86,39 91,63 100  

Gel5 96,85 95,91 93,11 94,08 96,66 89,92 93,09 94,49 100 

MW 93,51 [SD = 3,98] 

SD = Standardabweichung; MW: Mittelwert; Gel 1: Werte von Intragel-Vergleich (Tabelle 43) 

 

10.1.1.2.3 Matratzenstaubprobe (Intergel-Variation) 

Tabelle 47: Vergleich von SSCP-Bandenprofilen von einer Staubprobe (Matratze) zwischen 

Polyacrylamidgelen (Intergel-Variation; Pearson Korrelations-Koeffizient (%); n = 5) 

 Gel1-1 Gel1-2 Gel1-3 Gel1-4 Gel1-5 Gel2 Gel3 Gel4 Gel5 

Gel1-1 100         

Gel1-2 93,07 100        

Gel1-3 84,53 75,89 100       

Gel1-4 94,49 89,33 95,60 100      

Gel1-5 85,49 77,78 83,38 81,54 100     

Gel2 80,48 70,59 84,09 82,59 87,77 100    

Gel3 79,57 64,33 83,29 80,21 81,89 93,64 100   

Gel4 71,89 59,26 75,97 72,69 78,25 80,11 86,75 100  

Gel5 77,49 63,47 81,64 78,53 84,15 83,05 88,73 96,33 100 

MW 81,34 [SD = 8,64] 

SD = Standardabweichung; MW: Mittelwert; Gel 1: Werte von Intragel-Vergleich (Tabelle 44) 
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10.1.1.3 Vergleichsanalyse zwischen verschiedenen DNA-Extraktionstagen 

(Intertag-Variation) 

10.1.1.3.1 Hühnerstallstaubprobe (Intertag-Variation) 

Tabelle 48: Vergleich von SSCP-Bandenprofilen von einer Staubprobe (Hühnerstall) von 

verschiedenen DNA-Extraktionstagen auf einem Polyacrylamidgel (Intertag-Variation; Pearson 

Korrelations-Koeffizient (%); n = 5) 

 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 

Tag 1 100     

Tag 2 96,55 100    

Tag 3 95,07 94,03 100   

Tag 4 93,71 85,25 85,77 100  

Tag 5 94,54 89,03 86,30 94,95 100 

Mittelwert 91,52 [SD = 4,42] 

SD = Standardabweichung 

 

10.1.1.3.2 Schweinestallstaubprobe (Intertag-Variation) 

Tabelle 49: Vergleich von SSCP-Bandenprofilen von einer Staubprobe (Schweinestall) von ver-

schiedenen DNA-Extraktionstagen auf einem Polyacrylamidgel (Intertag-Variation; Pearson 

Korrelations-Koeffizient (%); n = 5) 

 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 

Tag 1 100     

Tag 2 98,99 100    

Tag 3 98,00 98,57 100   

Tag 4 97,37 95,95 96,61 100  

Tag 5 91,77 94,53 90,53 82,93 100 

Mittelwert 94,53 [SD = 4,95] 

SD = Standardabweichung 
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10.1.2 Anhang A2: Darstellung erhaltener Sequenzen aus Sanger- 

und Parallelsequenzierung 

10.1.2.1 Adaption der PCR-SSCP-Basismethode: Identifikation von DSMZ-

Referenzstämmen auf Speziesebene in Abhängigkeit des gewählten 

Primerpaares 

Tabelle 50: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von DSMZ-Referenz-

stamm Aspergillus versicolor (DSM 1943) nach Amplifikation mit sechs unterschiedlichen 

Primerpaaren 

Primerpaar Sequenz (5‘ à 3‘) 

0817/1536 TTAGCATGGAATAATrGAATAGGACGTGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGAC
CGCCGTAATGATTAATAGGGATAGTCGGGGGCGTCAGTATTCAGCTGTCAGAG
GTGAAATTCTTGGATTTGCTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTCGCCAAGGA
TGTTTTCATTAATCAGGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCG
TCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGGCGGCGTTTCTATGA
TGACCCGCTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCTGGGGGGAGTA
TGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACAAGGCGTG
GAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACAA
AATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATCTTTTGGATGGTGGTGCATG
GCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGA
CCTCGGCCCTTAAATAGCCCGGTCCGCGTCCGCGGGCCGCTGGCTTCTTAGGG
GGACTATCGGCTCAAGCCGATGGAAGTGCGCGGCAATAACAGGTCTGTGATGC
CCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACAGGGCCAGCGAGTACA
TCACCTTGGCCGAGAGGCCCGGGTAATCTTGTTAAACCCTGTCGTGCTGGGGA
TAGAGCATTGCAAT 

NS7/NS8 GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCT
ACACTGACAGGGCCAGCGAGTACATCACCTTGGCCGAGAGGCCCGGGTAATCT
TGTTAAACCCTGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGA
GGAATGCCTAGTAGGCACGAGTCATCAGCTCGTGCCGATTACGTCCCTGCCCT
TTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCGGTGAGGCCTTCG
GACTGGCGCAGGAGGGTTGGCAACGACCCCCCCGCGCCGGAAAGTTGGTCAA
ACCCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCT
GCGGA 

U1/U2 GTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGCGACCAGACTCGGCCTCGGGGTTCAG
CCAGCATTCGTGCTGGTGTACTTCCCCGGGGCCGGGCCAGCGTCGGTTCGGG
CGGCCGGTCAAAGGCCCCAGGAATGTATCGTCCTCCGGGACGTCTTATAGCCT
GGGGTGCAATGCGGCCAGCCTGGACCGAGGAACGCGCTTCGGCACGGACGCT
GGCGTAATGGTTGCAAACGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTC 

ITS1/ITS4 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGCGGGCTGCCTCCGGGC
GCCCAACCTCCCACCCGTGACTACCTAACACTGTTGCTTCGGCGGGGAGCCCT
CTCGGGGGCGAGCCGCCGGGGACTACTGAACTTCATGCCTGAGAGTGATGCA
GTCTGAGTCTGAATATAAAATCAGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTC
CGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAACTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGG
GCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGG
TCGTCGTCCCCCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGTGTC
CGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCGATTTAGGGCCGGCCGG
GCGCCAGCCGACGTCCAACCATTTTTTCTTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
GATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 
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Fortsetzung Tabelle 50: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von 
DSMZ-Referenzstamm Aspergillus versicolor (DSM 1943) nach Amplifikation mit sechs 
unterschiedlichen Primerpaaren 

Primerpaar Sequenz (5‘ à 3‘) 

ITS1F/ITS4 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTG
CGGAAGGATCATTACTGAGTGCGGGCTGCCTCCGGGCGCCCAACCTCCCACCC
GTGACTACCTAACACTGTTGCTTCGGCGGGGAGCCCTCTCGGGGGCGAGCCG
CCGGGGACTACTGAACTTCATGCCTGAGAGTGATGCAGTCTGAGTCTGAATATA
AAATCAGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAACTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTC
TTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCG
TCATTGCTGCCCATCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCCCCGGG
GGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGTGTCCGGTCCTCGAGCGTATGG
GGCTTTGTCACCCGCTCGATTTAGGGCCGGCCGGGCGCCAGCCGACGTCCAA
CCATTTTTTCTTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGA 

Fun18sf/ITS4 TTGCTCTTCAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACGAGTCATCAGCTCGTGCCGATT
ACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCG
GTGAGGCCTTCGGACTGGCGCAGGAGGGTTGGCAACGACCCCCCCGCGCCGG
AAAGTTGGTCAAACCCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCC
GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGCGGGCTGCCTCCGGGCGC
CCAACCTCCCACCCGTGACTACCTAACACTGTTGCTTCGGCGGGGAGCCCTCT
CGGGGGCGAGCCGCCGGGGACTACTGAACTTCATGCCTGAGAGTGATGCAGT
CTGAGTCTGAATATAAAATCAGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAACTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTC
GTCGTCCCCCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGTGTCCG
GTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCGATTTAGGGCCGGCCGGGC
GCCAGCCGACGTCCAACCATTTTTTCTTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGA
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

 

Tabelle 51: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von DSMZ-

Referenzstamm Cladosporium herbarum (DSM 63422) nach Amplifikation mit sechs 

unterschiedlichen Primerpaaren 

Primerpaar Sequenz (5‘ à 3‘) 

0817/1536 TTAGCATGGAATAATrGAATAGGACGTGTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGAC
CGCCGTAATGATTAATAGGGATAGTCGGGGGCATCAGTATTCAATCGTCAGAGG
TGAAATTCTTGGATTGATTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATG
TTTTCATTAATCAGTGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTC
GTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGGTGTTAGTATTTTG
ACCCGTTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATG
GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGA
GCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAAT
AAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGC
CGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACC
TTAACCTGCTAAATAGCCAGGCCCGCTTTGGCGGGTCGCCGGCTTCTTAGAGG
GACTATCGGCTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCC
CTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACAGAGCCAACGAGTTCAT
TTCCTTAGCCGAAAGGTTTGGGTAATCTTGTTAAACTCTGTCGTGCTGGGGATA
GAGCATTGCAAT 
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Fortsetzung Tabelle 51: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von 
DSMZ-Referenzstamm Cladosporium herbarum (DSM 63422) nach Amplifikation mit sechs 
unterschiedlichen Primerpaaren 

Primerpaar Sequenz (5‘ à 3‘) 

NS7/NS8 GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCT
ACACTGACAGAGCCAACGAGTTCATTTCCTTAGCCGAAAGGTTTGGGTAATCTT
GTTAAACTCTGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAG
GAATGCCTAGTAAGCGCATGTCATCAGCATGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTT
GTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCGGTGAGGCCTTCGGA
CTGGCCCAGGGAGGTCGGCAACGACCACCCAGGGCCGGAAAGTTGGTCAAAC
CCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGC
GGA 
 

U1/U2 GTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGATTGCAACCAGACTTGCTCGCGGTGTTCCG
CCGGTCTTCTGACCGGTCTACTCGCCGCGTTGCAGGCCAGCATCGTCTGGTGC
CGCTGGATAAGACTTGAGGAATGTAGCTCCCTCGGGAGTGTTATAGCCTCTTGT
GATGCAGCGAGCGCCGGGCGAGGTCCGCGCTTCGGCTAGGATGCTGGCGTAA
TGGTCGTAATCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTC 

ITS1/ITS4 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGGCTACGGCCGG
GATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCT
TCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCT
GAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGT
CCGCCGCGTGCCTCAAATCGTCCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTG
GAAACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTT
CTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGA 
 

ITS1F/ITS4 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTG
CGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGGCTACGGCCGGGATGTTCATAACCCTT
TGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTC
CGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAA
TAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGCGTGCCTC
AAATCGTCCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAA
AGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGACCTC
GGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 
 

Fun18sf/ITS4 TTGCTCTTCAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCATGTCATCAGCATGCGTTGATT
ACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCG
GTGAGGCCTTCGGACTGGCCCAGGGAGGTCGGCAACGACCACCCAGGGCCGG
AAAGTTGGTCAAACCCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCC
GTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGGCTACGGCCGGGAT
GTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCG
GGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAG
TAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCT
GTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCC
GCCGCGTGCCTCAAATCGTCCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGA
AACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCT
AAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA
GCGGAGGA 
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Tabelle 52: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von DSMZ-

Referenzstamm Eurotium amstelodami (DSM 62629) nach Amplifikation mit sechs 

unterschiedlichen Primerpaaren 

Primerpaar Sequenz (5‘ à 3‘) 

0817/1536 TTAGCATGGAATAATrGAATAGGACGTGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGAC
CGCCGTAATGATTAATAGGGATAGTCGGGGGCGTCAGTATTCAGCTGTCAGAG
GTGAAATTCTTGGATTTGCTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTCGCCAAGGA
TGTTTTCATTAATCAGGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCG
TCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGGCGGTGTTTCTATAA
TGACCCGCTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCTGGGGGGAGTA
TGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACAAGGCGTG
GAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACAA
AATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATCTTTTGGATGGTGGTGCATG
GCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGA
CCTCGGCCCTTAAATAGCCCGGTCCGCATTTGCGGGCCGCTGGCTTCTTAGGG
GGACTATCGGCTCAAGCCGATGGAAGTGCGCGGCAATAACAGGTCTGTGATGC
CCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACAGGGCCAGCGAGTACA
TCACCTTGGCCGAGAGGTCCGGGTAATCTTGTTAAACCCTGTCGTGCTGGGGA
TAGAGCATTGCAAT 
 

NS7/NS8 GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCT
ACACTGACAGGGCCAGCGAGTACATCACCTTGGCCGAGAGGTCCGGGTAATCT
TGTTAAACCCTGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGA
GGAATGCCTAGTAGGCACGAGTCATCAGCTCGTGCCGATTACGTCCCTGCCCT
TTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCGGTGAGGCCTTCG
GACTGGCTCCAGGGGGTTGGCAACGACCCCCCAGAGCCGGAAAGTTGGTCAA
ACCCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCT
GCGGA 
 

U1/U2 GTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGCGACCAGACTCGCTTCCGGGGTTCAG
CCGGCTTTCGGGCCGGTGTACTTCCCCGGGGGCGGGCCAGCGTCGGTTTGGG
CGGCCGGTCAAAGGCCCCTGGAATGTAACGCCTCTCGGGGCGCCTTATAGCCA
GGGGTGTCATGCGGCCAGCCTGGACCGAGGAACGCGCTTCGGCACGGACGCT
GGCATAATGGTCGTAAACGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTC 

ITS1/ITS4 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGCCCTCTGGGTCC
AACCTCCCATCCGTGTCTATCTGTACCCTGTTGCTTCGGCGTGGCCACGGCCC
GCCGGAGACTAACATTTGAACGCTGTCTGAAGTTTGCAGTCTGAGTTTTTAGTTA
AACAATCGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGC
GTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCTTCCGTCCCTGGCAAC
GGGGACGGGCCCAAAAGGCAGTGGCGGCACCATGTCTGGTCCTCGAGCGTAT
GGGGCTTTGTCACCCGCTCCCGTAGGTCCAGCTGGCAGCTAGCCTCGCAACCA
ATCTTTTTAACCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG
CATATCAATAAGCGGAGGA 
 

ITS1F/ITS4 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTG
CGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCATCCGTGT
CTATCTGTACCCTGTTGCTTCGGCGTGGCCACGGCCCGCCGGAGACTAACATT
TGAACGCTGTCTGAAGTTTGCAGTCTGAGTTTTTAGTTAAACAATCGTTAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTG
CGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCA
AGCACGGCTTGTGTGTTGGGCTTCCGTCCCTGGCAACGGGGACGGGCCCAAAA
GGCAGTGGCGGCACCATGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGC
TCCCGTAGGTCCAGCTGGCAGCTAGCCTCGCAACCAATCTTTTTAACCAGGTTG
ACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAG
GA 
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Fortsetzung Tabelle 52: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von 
DSMZ-Referenzstamm Eurotium amstelodami (DSM 62629) nach Amplifikation mit sechs 
unterschiedlichen Primerpaaren 

Primerpaar Sequenz (5‘ à 3‘) 

Fun18sf/ITS4 TTGCTCTTCAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACGAGTCATCAGCTCGTGCCGATT
ACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCG
GTGAGGCCTTCGGACTGGCTCCAGGGGGTTGGCAACGACCCCCCAGAGCCGG
AAAGTTGGTCAAACCCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCC
GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGCCCTCTGGGTCCAAC
CTCCCATCCGTGTCTATCTGTACCCTGTTGCTTCGGCGTGGCCACGGCCCGCC
GGAGACTAACATTTGAACGCTGTCTGAAGTTTGCAGTCTGAGTTTTTAGTTAAAC
AATCGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTT
TGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCTTCCGTCCCTGGCAACGGG
GACGGGCCCAAAAGGCAGTGGCGGCACCATGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGG
GCTTTGTCACCCGCTCCCGTAGGTCCAGCTGGCAGCTAGCCTCGCAACCAATC
TTTTTAACCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCAATAAGCGGAGGA 
 

 

Tabelle 53: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von DSMZ-

Referenzstamm Penicillium chrysogenum (DSM 844) nach Amplifikation mit sechs 

unterschiedlichen Primerpaaren 

Primerpaar Sequenz (5‘ à 3‘) 

0817/1536 TTAGCATGGAATAATrGAATAGGACGTGTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGAC
CGCCGTAATGATTAATAGGGATAGTCGGGGGCGTCAGTATTCAGCTGTCAGAG
GTGAAATTCTTGGATTTGCTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTCGCCAAGGA
TGTTTTCATTAATCAGGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCG
TCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGGGATTCTATAAT
GACCCGTTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCTGGGGGGAGTAT
GGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACAAGGCGTGG
AGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACAAAA
TAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATCTTTTGGATGGTGGTGCATGG
CCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGAC
CTCGGCCCTTAAATAGCCCGGTCCGCATTTGCGGGCCGCTGGCTTCTTAGGGG
GACTATCGGCTCAAGCCGATGGAAGTGCGCGGCAATAACAGGTCTGTGATGCC
CTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACAGGGCCAGCGAGTACAT
CACCTTAACCGAGAGGTTTGGGTAATCTTGTTAAACCCTGTCGTGCTGGGGATA
GAGCATTGCAAT 
 

NS7/NS8 GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCT
ACACTGACAGGGCCAGCGAGTACATCACCTTAACCGAGAGGTTTGGGTAATCTT
GTTAAACCCTGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAG
GAATGCCTAGTAGGCACGAGTCATCAGCTCGTGCCGATTACGTCCCTGCCCTTT
GTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCAGTGAGGCCTTGGGA
TTGGCTTAGGAGGGTTGGCAACGACCCCCCAGAGCCGAAAACTTGGTCAAACT
CGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCG
GA 
 

U1/U2 GTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGCGACCAGACTCGCTCGCGGGGTTCAG
CCGGCATTCGTGCCGGTGTACTTCCCCGCGGGCGGGCCAGCGTCGGTTTGGG
CGGTCGGTCAAAGGCCCTCGGAAGGTAACGCCCCTAGGGGCGTCTTATAGCCG
AGGGTGCAATGCGACCTGCCTAGACCGAGGAACGCGCTTCGGCTCGGACGCT
GGCATAATGGTCGTAAACGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTC 
 



218  ANHANG 

Fortsetzung Tabelle 53: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von 
DSMZ-Referenzstamm Penicillium chrysogenum (DSM 844) nach Amplifikation mit sechs 
unterschiedlichen Primerpaaren 

Primerpaar Sequenz (5‘ à 3‘) 

ITS1/ITS4 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCC
AACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACT
GGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTC
GAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAC
GTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCC
CCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCAAGCA
CGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGG
CAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCT
CTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACC
TCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 
 

ITS1F/ITS4 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTG
CGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGT
TTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCT
TACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGAT
TGTAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAAT
TCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGG
GCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGC
CCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCG
TCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGC
GCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

Fun18sf/ITS4 TTGCTCTTCAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACGAGTCATCAGCTCGTGCCGATT
ACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCA
GTGAGGCCTTGGGATTGGCTTAGGAGGGTTGGCAACGACCCCCCAGAGCCGA
AAACTTGGTCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCC
GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAAC
CTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGC
CGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAA
CTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAA
TGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCC
TGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCAAGCACGG
CTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAG
CGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGT
AGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCG
GATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 
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Tabelle 54: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von DSMZ-

Referenzstamm Wallemia sebi (DSM 5329) nach Amplifikation mit sechs unterschiedlichen 

Primerpaaren 

Primerpaar Sequenz (5‘ à 3‘) 

0817/1536 TTAGCATGGAATAATrrAATAGGACGAGTGATTCTATTTTGTTGGTTTATAGAACC
ACCGTAATGATTAATAGGAACAGTTGGGGGCATTAGTATTCAGTTGCTAGAGGT
GAAATTCTTGGATTTACTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGT
TTTCATTAATAAAGGACGATGGTTGGGGGATCGAAAATGATTAGATACCGTTGTA
GTCCCAACAGTAAACTATGCCGACTGAGGATTGGATGACGTTATATTATTGACTC
ATTCAGCACTCTGCGAGAAATCAAAGTTTTTGGGCTTAGGGGGGAGTATGGTCG
CAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGAGCACCACAAAGAGTGGAGCCT
GCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACATAGTAAGG
ATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTT
CTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACCTTAAC
CTGCTAAATAGCCGGTACGACATTTTGTTGTACATTGGCTTCTTAGAGGGACTAT
TGATGTTTAATCAATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGAT
GTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACAGAGGCAGCGAGTATTATATTCCT
TATTCGAAAGAATTGGGTAATCTTGTTAAACTCTGTCGTGCTGGGGATAGAGCAT
TGCAAT 
 

NS7/NS8 GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCT
ACACTGACAGAGGCAGCGAGTATTATATTCCTTATTCGAAAGAATTGGGTAATCT
TGTTAAACTCTGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGA
GGAATTCTTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCTCTTT
GTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGAATCCTTCGGAG
TGGTCTAATTGAGCCGGCAACGGCACATTTGGACTGCAAAGTTGGGTAAACTTG
GTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGA 
 

U1/U2 GTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTGAAGTTAGTCTGATAGAAGTTGTTCAATT
GTTACTTTGGTTTCAATGTATGCAACTTTTTATCGGTCAACATCAATTTTGATTGA
TGGATAAAGGTAATAGAAATGTGGCTACATTTGTAGTGTTATAGTCTATTATCATA
AACATTGATTGAGATTGAGGACGGCAGTGTACCTTTTAGGAAGGTGTTCGCACC
TATTACACTAAGGATGTTGACAAAATAGCTTTAAGCGACCCGTCTTGAAACACGG
ACCAAGGAGTC 
 ITS1/ITS4 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGTGATTAATTATTGAGTGTAAAAAC
TCATAATCTTCTACAAACCACTGTTTTAAAATGTTTACTAGAATGTCCAAGCAGTT
AAGCTGTTGAAATATTAAAAGTTTAATAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTTC
AGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATAC
AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAAATGGCACTCTATGGTATTCCGTAGAGTA
CGTCTGTTTGAGCGTCGCGAACATCTCCATAATTAGTTTTTTTtAAATTGATTAAG
GGTTTTGAGGTTGTCATTGTATTATGACTCCCTTTAAAATGATTAGTGATGACCTT
ATGAATGGGTTAATACTGTGTGTTATAATGGATTACATCCATCACCAGTCAGAGA
GTAATCTCGCCTTAGTAATTTGTAGTGATTGCTTCTAATAGCCTTTaTTGGCAAm
ATAAATGATCAAATCGACCTCAAATCAGATGGGATTACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCAATAAGCGGAGGA 
 

ITS1F/ITS4 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTG
CGGAAGGATCATTAGTGATTAATTATTGAGTGTAAAAACTCATAATCTTCTACAAA
CCACTGTTTTAAAATGTTTACTAGAATGTCCAAGCAGTTAAGCTGTTGAAATATTA
AAAGTTTAATAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTTCAGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATACAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCAAATGGCACTCTATGGTATTCCGTAGAGTACGTCTGTTTGAGCGT
CGCGAACATCTCCATAATTAGTTTTTTTtAAATTGATTAAGGGTTTTGAGGTTGTC
ATTGTATTATGACTCCCTTTAAAATGATTAGTGATGACCTTATGAATGGGTTAATA
CTGTGTGTTATAATGGATTACATCCATCACCAGTCAGAGAGTAATCTCGCCTTAG
TAATTTGTAGTGATTGCTTCTAATAGCCTTTaTTGGCAAmATAAATGATCAAATCG
ACCTCAAATCAGATGGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG
A 
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Fortsetzung Tabelle 54: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von 
DSMZ-Referenzstamm Wallemia sebi (DSM 5329) nach Amplifikation mit sechs 
unterschiedlichen Primerpaaren 

Primerpaar Sequenz (5‘ à 3‘) 

Fun18sf/ITS4 TTGTTCTTCAACGAGGAATTCTTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTA
CGTCCCTGCTCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAG
TGAATCCTTCGGAGTGGTCTAATTGAGCCGGCAACGGCACATTTGGACTGCAAA
GTTGGGTAAACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTA
GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGTGATTAATTATTGAGTGTAAAAACTCATAA
TCTTCTACAAACCACTGTTTTAAAATGTTTACTAGAATGTCCAAGCAGTTAAGCT
GTTGAAATATTAAAAGTTTAATAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTTCAGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATACAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCAAATGGCACTCTATGGTATTCCGTAGAGTACGTC
TGTTTGAGCGTCGCGAACATCTCCATAATTAGTTTTTTTtAAATTGATTAAGGGTT
TTGAGGTTGTCATTGTATTATGACTCCCTTTAAAATGATTAGTGATGACCTTATGA
ATGGGTTAATACTGTGTGTTATAATGGATTACATCCATCACCAGTCAGAGAGTAA
TCTCGCCTTAGTAATTTGTAGTGATTGCTTCTAATAGCCTTTaTTGGCAAmATAAA
TGATCAAATCGACCTCAAATCAGATGGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGCGGAGGA 
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10.1.2.2 Untersuchungen der Pilzdiversität bei Stall- und Hausstaubproben 

Tabelle 55: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von Staubproben 

unterschiedlicher Herkunft nach PCR-SSCP-Analyse und Aufreinigung der Banden aus dem 

Polyacrylamidgel 

Probenquelle Sequenz (5‘ à 3‘) 

Hühnerstall Bande A (556 nt): 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTTTAACTCTCCAAACCA
TGTGAACTTACCACTGTTGCCTCGGTGGATGGTGCTGTCTCTCGGGACGGTrCC
ACCGCCGGTGGACTACCTAAACTCTGTTAATTTTTGTCAATCTGAATCAAACTAA
GAAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCG
TCATTTCAACCCTTAAGCCTAGCTTAGTGTTGGGAGACTGCCTAATACGCAGCT
CCTCAAAACCAGTGGCGGAGTCGGTTCGTGCTCTGAGCGTAGTAATTTTTTATC
TCGCTTCTGCAAGCCGGACTGGCAACAGCCATAAACCGCACCCTTCGGGGGCA
CTTTTTAATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAATAAGCGGAGGA 
 
Bande B (546 nt): 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATCAAAATCCATTCACTCACT
CAGAGAGGATGGTACCTGTATGATGTGCTATCyCACGCTGTTGGGAGAGCCATT
GCAATGTAATGACATGTATTCTAAATTTGTATCGCGTACTCACTTTACTAAGTTAG
TCGCGTGTCGCCAGCCATCGGCTGGTTTGACAACAATTTTACCAATTTGTGCTA
TTGAGATTAAAACAAAACAAGACTCAATGTGGGGGATCACTTAGTCCTTAAATCG
ATGAAAAACATAGTAATTTGTGGAAAATGATGTGAGTTGTGAAATTTTGTGAGCA
TTGTGTTTTTGAATGAAAATTTCAGCATGGATGCATGCGTGTCTATGCTGCATTT
GTTTCAGTATATATCAATGTAAATTTGTCGTTACTATTGCTTGAAAGCAATAGTAT
AAACTGTTCGCGATCACAAGTGTGATATCGATCTTGCGTTATATGACGTGTATCT
GAAATCAAGTGTGACGACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 
 
Bande C (521 nt): 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATAGTGCCCATTGATGCAAATCAT
TGGGTTAGATCTGCCCTTATCGCAAGATGAGGGCTTCCATATACACCGTGAACT
GTGGCTTCGGCCATCACAAACTGTTAGTAATGAATGTAATATCATAACAAAAACA
AAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CCTTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAACCT
CACCCCACTTAGGTTTTTGCCTAAGCGGTGGTGTATTGGGTGTTTGCCTTGCTA
AAGGCTCGCCTTAAAGATATAAGCACCTTGGATGTAATACGTTTCATCCTTCTGG
GTGGCTGATAACCCCACATATTCATGATCTGGCCTCAAATCAGGTAGGGCTACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 
 

Schweinestall Bande D (475 nt): 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGTGATAACACCTTCACACTGTG
TGGGCGTACGAAACACTGCAAACATGTAATACGGAAGTCAAGGAACTGTTAAGA
ATAAAACTTTCAACAACGGATCCGTTAGTTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCG
AAATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAAC
GCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTTC
CATCTCACGCTGCTGCCGTGCGGACCCAGCCArCGATGGACGTGGGTGyGCGT
GGGGGCGGGGTGGAGCTGGCAGCGCCTAGGCCTTGCCGAAAAGAAACGAGGA
GAAGCGAACTATATTGGTGCGCGGACCCGGCTTTACATCGAGCTCGACCTCAA
ATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 
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Fortsetzung Tabelle 55: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von 
Staubproben unterschiedlicher Herkunft nach PCR-SSCP-Analyse und Aufreinigung der 
Banden aus dem Polyacrylamidgel 

Probenquelle Sequenz (5‘ à 3‘) 

Schweinestall Bande E (402 nt): 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATAAAAAACTAATTTACACGCGATTTAAA
ATTGCTTACTTCAATAACCTATTAAACAATCAACCAACTAATACCAAAAACTTCCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
TAATATGAATTGCAGATTTTGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
GTGGGTATTCCCGCGGGCATGCGTGTGTGAGCGGTTATCTCCCTCGCAGGTAA
TGGACATACGGCGTCAGCTGTTCCTCCAAAAAGTGATTGGTGTAGTATTACAGT
TTACTCACAACCATACTTTTTCCCTCACACACGTAAGACTACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGA 
 

Matratze Bande F (568 nt): 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACACAATATGAAAGCGGGCTGGAA
TCCTTTGGGGTTACAGCCTTGCTGAATTATTCACCCGTGTCTTTTGCGTACTTCT
TGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCATAGGACAAACCATTAAACCTTTTGTAATT
GCAATCAGCGTCAGTAAAAAAATTAATAATTACAACTTTTAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAA
AGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGG
CGTCTTGTCTCCAGTTCGCTGGAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCT
ACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCGCTCTCTTCCAGCGAAGGTCAGCAT
CCACAAAGCCTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 
 
Bande G (545 nt): 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTGAAGGGCCTCCGGGCC
CGACCTCCAACCCTTTGTATTCCGACTCTGTTGCCTCGGGGGCGACCCGGCCT
TCGGGCGCGGGGCCCCCGGCGGTCCACTCAACTCTGCATCTTTGCGTCTGAGT
AAAyATTTGAATCAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGCATTCCGAAGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTACACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCGCCGCGGTCCGC
CGCGCGCCTCAATGTCTCCGGCTGAGCCGTCCGTCTCTAAGCGTTGTGAATCA
ATCAATCCGCTTGCGAGGCCGGGCTGGCTGCGCGCCGTTAAACCCCCCATTCT
TCTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGA 
 

Kuhstall Bande H (557 nt): 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCCGGCTCCGGCCG
GGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGC
CTTTTCACGGGCGGGGGCCCCGGGTGGACACATCAAAACTCTTGCGTAACTTT
GCAGTCTGAGTAAATTTAATTAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCG
ACGCGGTCCGCCGCGCGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTCAG
CGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGCCACGGGAGGCCACGCCGAAAAACA
AACCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG
CATATCAATAAGCGGAGGA 
 



ANHANG   223 

Fortsetzung Tabelle 55: Erhaltene Sequenzinformationen der Sanger-Sequenzierung von 
Staubproben unterschiedlicher Herkunft nach PCR-SSCP-Analyse und Aufreinigung der 
Banden aus dem Polyacrylamidgel 

Probenquelle Sequenz (5‘ à 3‘) 

Kuhstall Bande I (556 nt): 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCCGGCTCCGGCCG
GGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGC
CTTTTCACGGGCGGGGGCCCCGGGTGGACACATCAAAACTCTTGCGTAACTTT
GCAGTCTGAGTAAATTTAATTAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCA
ACGCGGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAG
CGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGTGGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAAC
CCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCAATAAGCGGAGGA 
 
Bande J (550 nt): 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGGTTTACCACCG
GGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCC
TTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTC
TGAGTAAATTTAATTAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCAT
GCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCG
GTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTG
TGGAAACTATTCGCTAAAGGTGGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCAT
TTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGA 
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Tabelle 56: Erhaltene Sequenzinformationen der Parallelsequenzierung von Staubproben 

unterschiedlicher Herkunft nach PCR-SSCP-Analyse und Aufreinigung der Banden aus dem 

Polyacrylamidgel – Darstellung der drei häufigsten OTU-Sequenzen je Probenquelle 

Probenquelle Sequenz (5‘ à 3‘) 

Hühnerstall Dermanyssus gallinae (OTU 143; 462 nt) 
AAGGATCATTATTGAATCAAAATCCATTCACTCACTCAGAGAGGATGGTACCTGT
ATGATGTGCTATCCCACGCTGTTGGGAGAGCCATTGCAATGTAATGACATGTAT
TCTAAATTTGTATCGCGTACTCACTTTACTAAGTTAGTCGCGTGTCGCCAGCCAT
CGGCTGGTTTGACAACAATTTTACCAATTTGTGCTATTGAGATTAAAACAAAACA
AGACTCAATGTGGGGGATCACTTAGTCCTTAAATCGATGAAAAACATAGTAATTT
GTGGAAAATGATGTGAGTTGTGAAATTTTGTGAGCATTGTGTTTTTGAATGAAAA
TTTCAGCATGGATGCATGCGTGTCTATGCTGCATTTGTTTCAGTATATATCAATG
TAAATTTGTCGTTACTATTGCTTGAAAGCAATAGTATAAACTGTTCGCGATCACA
AGTGTGATATCGATCTTGCGTTT 
 
Microdochium nivale (OTU 234; 507 nt) 
AGGGATCATTACTGAGTTTTTAACTCTCCAAACCATGTGAACTTACCACTGTTGC
CTCGGTGGATGGTGCTGTCTCTCGGGACGGTACCACCGCCGGTGGACTACCTA
AACTCTGTTAATTTTTGTCAATCTGAATCAAACTAAGAAATAAGTTAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTA
GCTTAGTGTTGGGAGACTGCCTAATACGCAGCTCCTCAAAACCAGTGGCGGAG
TCGGTTCGTGCTCTGAGCGTAGTAATTTTTTATCTCGCTTCTGCAAGCCGGACT
GGCAACAGCCATAAACCGCACCCTTCGGGGGCACTTTTTAATGGTTGACCTCG
GATCAGGTAGGAATACCCG 
 
Epicoccum nigrum (OTU 40; 495 nt) 
AAGGATCATTACCTAGAGTTTGTAGACTTCGGTCTGCTACCTCTTACCCATGTCT
TTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGACAACATTCAA
ACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACATAATAGTTACAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
GTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCT
GCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCTTAAAACAAT
TGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCA
CAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGG
GATACCCG 
 Schweinestall Candida cabralensis (OTU 245; 466 nt) 
AAGGATCATTACTGTGATAACACCTTCACACTGTGTGGGCGTACGAAACACTGC
AAACATGTAATACGGAAGTCAAGGAACTGTTAAGAATAAAACTTTCAACAACGGA
TCCGTTAGTTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACCTAGTGTGA
ATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTA
TTCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTTCCATCTCACGCTGCTGCCGTG
CGGACCCAGCCAACGATGGACGTGGGTGCGCGTGGGGGCGGGGTGGAGCTG
GCAGCGCCTAGGCCTTGCCGAAAAGAAACGAGGAGAAGCGAACTATATTGGTG
CGCGGACCCGGCTTTACATCGAGCTCGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGC
TGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGACTCGCGATAT 
 
Candida catenulata (OTU 210; 388 nt) 
AAGGATCATAAAACTAATTTACACGCGATTTAAATTGCTTACTTCAATAACCTATT
AAACAATCAACCAACTAATACCAAAACTTCCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATATGAATTGCAGATTTTGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTGGGTATTCCCGCGGGCATGC
GTGTGTGAGCGGTTATCTCCCTCGCAGGTAATGGACATACGGCGTCAGCTGTT
CCTCCAAAAAGTGATTGGTGTAGTATTACAGTTTACTCACAACCATACTTTTCCC
TCACACACGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGACTC
GCGATAT 
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Fortsetzung Tabelle 56: Erhaltene Sequenzinformationen der Parallelsequenzierung von 
Staubproben unterschiedlicher Herkunft nach PCR-SSCP-Analyse und Aufreinigung der 
Banden aus dem Polyacrylamidgel – Darstellung der drei häufigsten OTU-Sequenzen je 
Probenquelle 

Probenquelle Sequenz (5‘ à 3‘) 

Schweinestall Dermanyssus gallinae (OTU 143; 462 nt) 
AAGGATCATTATTGAATCAAAATCCATTCACTCACTCAGAGAGGATGGTACCTGT
ATGATGTGCTATCCCACGCTGTTGGGAGAGCCATTGCAATGTAATGACATGTAT
TCTAAATTTGTATCGCGTACTCACTTTACTAAGTTAGTCGCGTGTCGCCAGCCAT
CGGCTGGTTTGACAACAATTTTACCAATTTGTGCTATTGAGATTAAAACAAAACA
AGACTCAATGTGGGGGATCACTTAGTCCTTAAATCGATGAAAAACATAGTAATTT
GTGGAAAATGATGTGAGTTGTGAAATTTTGTGAGCATTGTGTTTTTGAATGAAAA
TTTCAGCATGGATGCATGCGTGTCTATGCTGCATTTGTTTCAGTATATATCAATG
TAAATTTGTCGTTACTATTGCTTGAAAGCAATAGTATAAACTGTTCGCGATCACA
AGTGTGATATCGATCTTGCGTTT 
 

Matratze 1 Candida sp. (OTU 46; 338 nt) 
AAGGATCATTATGAATATATACATTATTGTGGAATTACTTATATCTAACTAATCTAT
TTTTAATTACAACTATCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAACCGCGATATTTTTGTGACTTGCAGATGTGAATCATCAATCTTTGAACG
CACATTGCGCGGTGTGGCATTCCGCACCGCACGGATGGACGAGCGTGTTCCCT
CTGGGATCGCATCGCTTTTCTGAAATGAATGAATTACTTCAATACACTCTTTTCA
CCTCGTTCATCCGAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAT
ACGTCGTAT 
 
Candida deformans (OTU 130: 347 nt) 
AAGGATCATTATTGATTTGACTATACTTTTGTGGATATTTAATTACATTAAACTCAT
CATATCATTTTTAATTATAACTATCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCACATCGATG
AAGAACGCAGCGAACCGCGATATTTTTGTGACTTGCAGATGTGAATCATCAATC
TTTGAACGCACATTGCGCGGTGTGGTATTCCGCACCGCACGGATGGAAGAGCG
TGTTCCCTTTGGGATCGCATTGCTTTCTTGAAATGAATCTATTACTTCAATATACA
TCATTTCACCTCTTTCATCCGAGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC
GGAGGATACGTCGTAT 
 
Epicoccum nigrum (OTU 40; 495 nt) 
AAGGATCATTACCTAGAGTTTGTAGACTTCGGTCTGCTACCTCTTACCCATGTCT
TTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGACAACATTCAA
ACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACATAATAGTTACAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
GTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCT
GCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCTTAAAACAAT
TGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCA
CAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGG
GATACCCG 
 Matratze 2 Candida sp. (OTU 46; 338 nt) 
AAGGATCATTATGAATATATACATTATTGTGGAATTACTTATATCTAACTAATCTAT
TTTTAATTACAACTATCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAACCGCGATATTTTTGTGACTTGCAGATGTGAATCATCAATCTTTGAACG
CACATTGCGCGGTGTGGCATTCCGCACCGCACGGATGGACGAGCGTGTTCCCT
CTGGGATCGCATCGCTTTTCTGAAATGAATGAATTACTTCAATACACTCTTTTCA
CCTCGTTCATCCGAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAT
ACGTCGTAT 
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Fortsetzung Tabelle 56: Erhaltene Sequenzinformationen der Parallelsequenzierung von 
Staubproben unterschiedlicher Herkunft nach PCR-SSCP-Analyse und Aufreinigung der 
Banden aus dem Polyacrylamidgel – Darstellung der drei häufigsten OTU-Sequenzen je 
Probenquelle 

Probenquelle Sequenz (5‘ à 3‘) 

Matratze 2 Epicoccum nigrum (OTU 40; 495 nt) 
AAGGATCATTACCTAGAGTTTGTAGACTTCGGTCTGCTACCTCTTACCCATGTCT
TTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGACAACATTCAA
ACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACATAATAGTTACAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
GTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCT
GCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCTTAAAACAAT
TGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCA
CAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGG
GATACCCG 
 
Cryptococcus heimaeyensis (OTU 119; 492 nt) 
AAGGATCATTAATGATGCCCTCGAAGTCTTTGGACTGGTAGGGTTTGTGTCGGT
CTCTTCGGAGTCGACCTTATCTCACACACCGTGAACTGTGGCTTCGGCCATTTA
CACAAACTGTTAGTAATGAATGTAATATCATAACAAACATAAAACTTTTAACAACG
GATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGGACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCTTTG
GTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAACCTCACCCCACTTGGGT
TTTTGCCCGAGCGGTGGTGGATTGGGCGTCTGCCGTTAATGGCTCGCCTGAAA
AGCATAAGCAACTTTGGATGTAATACGTTTCATCCTTTCGAGTGGCTGACAACCC
AACATATCTCATGATCTGGCCTCAAATCAGGTAGGGCTACCCGCTGAACTTAAG
CATA 
 

Matratze 3 Candida sp. (OTU 46; 338 nt) 
AAGGATCATTATGAATATATACATTATTGTGGAATTACTTATATCTAACTAATCTAT
TTTTAATTACAACTATCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAACCGCGATATTTTTGTGACTTGCAGATGTGAATCATCAATCTTTGAACG
CACATTGCGCGGTGTGGCATTCCGCACCGCACGGATGGACGAGCGTGTTCCCT
CTGGGATCGCATCGCTTTTCTGAAATGAATGAATTACTTCAATACACTCTTTTCA
CCTCGTTCATCCGAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAT
ACGTCGTAT 
 
Epicoccum nigrum (OTU 40; 495 nt) 
AAGGATCATTACCTAGAGTTTGTAGACTTCGGTCTGCTACCTCTTACCCATGTCT
TTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGACAACATTCAA
ACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACATAATAGTTACAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
GTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCT
GCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCTTAAAACAAT
TGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCA
CAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGG
GATACCCG 
 
Candida sp. (OTU 87; 338 nt) 
AGGGATCATTATGAATATATACATTATTGTGGAATTACTTATATCTAACTAGTCTA
TTTTTAATTACAACTATCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAACCGCGATATTTTTGTGACTTGCAGATGTGAATCATCAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCGGTGTGGCATTCCGCACCGCACGGATGGACGAGCGTGTTCCC
TCTGGGATTGCATCGCTTTTCTGAAATGAATGAATTACTTCAATACACTCTTTTCA
CCTCGTTCATCCGAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAG
TACTAGACG 
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Fortsetzung Tabelle 56: Erhaltene Sequenzinformationen der Parallelsequenzierung von 
Staubproben unterschiedlicher Herkunft nach PCR-SSCP-Analyse und Aufreinigung der 
Banden aus dem Polyacrylamidgel – Darstellung der drei häufigsten OTU-Sequenzen je 
Probenquelle 

Probenquelle Sequenz (5‘ à 3‘) 

Kuhstall Cladosporium cladosporioides (OTU 193; 535 nt) 
AGGGATCATTACAAGTGACCCCGGTTTACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGT
TGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGG
GTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAATTTAATTAATAA
ATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTT
CACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGCGTGCCTCAA
ATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAG
GTGGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGACCTCGG
ATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGACTAC 
 
Cladosporium sphaerospermum (OTU 230; 533 nt) 
AGGGATCATTACAAGTGACCCCCGGCTCCGGCCGGGGATGTTCATAACCCTTT
GTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTTTCACGGGCGGGGGC
CCCGGGTGGACACATCAAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAATTTAAT
TAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCG
TCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCGACGCGGTCCGCCGCGCG
CCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTCAGCGTTGTGGAAACTATTCG
CTAAAGGGTGCCACGGGAGGCCACGCCGAAAAACAAACCCATTTCTAAGGTTG
ACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGC 
 
Epicoccum nigrum (OTU 40; 495 nt) 
AAGGATCATTACCTAGAGTTTGTAGACTTCGGTCTGCTACCTCTTACCCATGTCT
TTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGACAACATTCAA
ACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACATAATAGTTACAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
GTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCT
GCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCTTAAAACAAT
TGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCA
CAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGG
GATACCCG 
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10.1.2.3 PCR-SSCP-Analyse von Matratzenstaubproben (GABRIEL) zur 

Bestimmungen von Assoziationen zwischen Schimmelpilzexposition 

und Asthmarisiko bei Schulkindern 

 

Tabelle 57: Erhaltene Sequenzinformationen nach Sanger-Sequenzierung von ausgewählten 

Polyacrylamidgelbanden von signifikant mit Asthma assoziierten Gelpositionen nach 

densitometrischer Auswertung und Bandmatching-Analyse der Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz (5‘ à 3‘) 

621/627 1 Exophiala sp. (612 nt) 
TCCGTAGGyGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTAGGGTTGCTCC
GCAGCCCGACCTCCCAACCCTTTGTCTAATTTACCTTGTCGTTGCTTCG
GCGGACCGGTTGACCAACTGGTCTTGACCGCCGGGGGGTTCGTCCCC
TGGAGAGCGTCCGCCGACGGCCCAACCACAAACTCTTGTACCAAACCA
TGTCGTCTGAATTACTTGATTAAAATCAAAAAACAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGT
AATGCGAATTGCAGAATTTCCGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCACTGGTATTCCGGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCC
TCCCTCAAACCCCGTGTTTGGTGTTGGGCCCGCGTTCCTGCGAAGGAA
CTGGCCTCAAAGACAATGACGGCGTCCGCGGGACCCTCGGTGCAACG
AGCTTTCAGGAGCACGCGCCGAGTTTCAAGGTCCCCCCGGGCCGGTCT
AACCCTTTTTTTACTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

 2 Exophiala sp. (612 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTAGGGTTGCTCC
GCAGCCCGACCTCCCAACCCTTTGTCTAATTTACCTTGTCGTTGCTTCG
GCGGACCGGTTGACCAACTGGTCTTGACCGCCGGGGGGTTCGTCCCC
TGGAGAGCGTCCGCCGACGGCCCAACCACAAACTCTTGTACCAAACCA
TGTCGTCTGAATTACTTGATTAAAATCAAAAAACAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGT
AATGCGAATTGCAGAATTTCCGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCACTGGTATTCCGGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCC
TCCCTCAAACCCCGTGTTTGGTGTTGGGCCCGCGTTCCTGCGAAGGAA
CTGGCCTCAAAGACAATGACGGCGTCCGCGGGACCCTCGGTGCAACG
AGCTTTCAGGAGCACGCGCCGAGTTTCAAGGTCCCCCCGGGCCGGTCT
AACCCTTTTTTTACTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

 3 Exophiala sp. (612 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTAGGGTTGCTCC
GCAGCCCGACCTCCCAACCCTTTGTCTAATTTACCTTGTCGTTGCTTCG
GCGGACCGGTTGACCAACTGGTCTTGACCGCCGGGGGGTTCGTCCCC
TGGAGAGCGTCCGCCGACGGCCCAACCACAAACTCTTGTACCAAACCA
TGTCGTCTGAATTACTTGATTAAAATCAAAAAACAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGT
AATGCGAATTGCAGAATTTCCGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCACTGGTATTCCGGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCC
TCCCTCAAACCCCGTGTTTGGTGTTGGGCCCGCGTTCCTGCGAAGGAA
CTGGCCTCAAAGACAATGACGGCGTCCGCGGGACCCTCGGTGCAACG
AGCTTTCAGGAGCACGCGCCGAGTTTCAAGGTCCCCCCGGGCCGGTCT
AACCCTTTTTTTACTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 
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621/627 5 Exophiala sp. (589 nt) 
GGATCATTACCGAGTTAGGGTTGCTCCGCAGCCGACCTCCCAACCCTTT
GTCTAATTTACCTTGTCGTTGCTTCGGCGGACCGGTTGACCAACTGGTC
TTGACCGCCGGGGGGTTCGTCCCCTGGAGAGCGTCCGCCGACGGCCC
AACCACAAACTCTTGTACCAAACCATGTCGTCTGAATTACTTGATTAAAA
TCAAAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTTCCGTGA
GTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCACTGGTATTCCGGTGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCCTCCCTCAAACCCCGTGTTTGGTGTT
GGGCCCGCGTTCCTGCGAAGGAACTGGCCTCAAAGACAATGACGGCGT
CCGCGGGACCCTCGGTGCAACGAGCTTTCAGGAGCACGCGCCGAGTT
TCAAGGTCCCCCCGGGCCGGTCTAACCCTTTTTTTACTTATAAGGTTGA
CCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG
GAGG 

 6 Exophiala sp. (612 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTAGGGTTGCTCC
GCAGCCCGACCTCCCAACCCTTTGTCTAATTTACCTTGTCGTTGCTTCG
GCGGACCGGTTGACCAACTGGTCTTGACCGCCGGGGGGTTCGTCCCC
TGGAGAGCGTCCGCCGACGGCCCAACCACAAACTCTTGTACCAAACCA
TGTCGTCTGAATTACTTGATTAAAATCAAAAAACAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGT
AATGCGAATTGCAGAATTTCCGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCACTGGTATTCCGGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCC
TCCCTCAAACCCCGTGTTTGGTGTTGGGCCCGCGTTCCTGCGAAGGAA
CTGGCCTCAAAGACAATGACGGCGTCCGCGGGACCCTCGGTGCAACG
AGCTTTCAGGAGCACGCGCCGAGTTTCAAGGTCCCCCCGGGCCGGTCT
AACCCTTTTTTTACTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

 7 Glyphium elatum (621 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTAGGGTGTCCCT
CACCGGCGCCCGACCTCCCAACCCTTTGTCTAAATTACCTTGTCGTTGC
TTCGGCGGACCGGTTGACCAACTGGTCTTGACCGCCGGGGGGGCTTC
CCCCCCTGGAGAGCGTCCGCCGACGGCCCAACCACAAAACTCTTGTAC
CAAACCATGTCGTCTGAATGTACTTGATTAAGAATCAAAAAACAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTTCCGTGAGTCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCACTGGTATTCCGGTGGGCATGCCTGTTCGAGC
GTCATTATCCTCCCTCAAACCCCGGGTTTGGTGTTGGACCCAAGTTGTG
CATCTGAACAACTGGTCTCAAAGACAATGACGGCGTCCGTGGGACCCT
CGGTGCAACGAGCTTCTAGGAGCACGCGTCGAGTTTCAAGGTCCTTCC
GGGCCGGTCTCCTTCTTACTATTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAG
GAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 
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621/627 8 Glyphium elatum (621 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTAGGGTGTCCCT
CACCGGCGCCCGACCTCCCAACCCTTTGTCTAAATTACCTTGTCGTTGC
TTCGGCGGACCGGTTGACCAACTGGTCTTGACCGCCGGGGGGGCTTC
CCCCCCTGGAGAGCGTCCGCCGACGGCCCAACCACAAAACTCTTGTAC
CAAACCATGTCGTCTGAATGTACTTGATTAAGAATCAAAAAACAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTTCCGTGAGTCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCACTGGTATTCCGGTGGGCATGCCTGTTCGAGC
GTCATTATCCTCCCTCAAACCCCGGGTTTGGTGTTGGACCCAAGTTGTG
CATCTGAACAACTGGTCTCAAAGACAATGACGGCGTCCGTGGGACCCT
CGGTGCAACGAGCTTCTAGGAGCACGCGTCGAGTTTCAAGGTCCTTCC
GGGCCGGTCTCCTTCTTACTATTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAG
GAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

 9 Penicillium commune (568 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTG
GGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCC
CGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTCACGCCCCCGGGCCCGCGCCC
GCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGAAGTCTGAGTGAAAA
TATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTG
AATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGG
GCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGT
TGGGCCCCGTCCTCCGATCTCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGG
CGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCT
GTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG
CGGAGGA 

 10 Penicillium lanosum/nalgiovense (585 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTG
GGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCC
CGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTCACGCCCCCGGGCCCGCGCCC
GCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAA
TATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTG
AATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGG
GCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGT
TGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGG
CGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCT
GTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG
CGGAGGA 
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621/627 11 Penicillium lanosum/nalgiovense (563 nt) 
GGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGT
TTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGG
GGGCTCACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTC
TGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATT
GCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCG
GGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGA
GCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGC
CGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG 

 12 Penicillium lanosum/nalgiovense (585 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTG
GGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCC
CGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTCACGCCCCCGGGCCCGCGCCC
GCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAA
TATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTG
AATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGG
GCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGT
TGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGG
CGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCT
GTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG
CGGAGGA 

 13 Aureobasidium pullulans (581 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAGTAAGGGTGCTCAG
CGCCCGACCTCCAACCCTTTGTTGTTAAAACTACCTTGTTGCTTTGGCG
GGACCGCTCGGTCTCGAGCCGsTGGGGATTCGTCCCrGGCGAGCGCCC
GCCAGAGTTAAACCAAACTCTTGTTATTTAACCGGTCGTsTGAGTTAAAA
TTTTGAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCACTCAAGCTATGCTTGGTATT
GGGCGyCGTCCTTAGTTGGGCGCGCCTTAAAGACCTCGGCGAGGCCwC
TCCGGCTTTAGGCGTAGTAGAATTTATTCGAACGTCTGTCAAAGGAGAG
GAACTCTGCCGACTGAAACCTTTATTTTTCTAGGTTGACCTCGGATCAG
GTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 
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621/627 14 Phialophora europaea (610 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTAGGGTGCCTAA
ACCGCGCCCGACCTCCAACCCTTTGTCTACCTGACCTTATGTTGCTTCG
GCAGGCCCGCCTTCCCCTCCGGGGAGGCCGCCGGGGGTCCGCAAGG
ACCCCGGGCCCGCGCCTGTCGACGGCCCTCATACCTAAACTATTGTTA
AAACGTGTCGTCTGAGTTATCTAAACAAATGAAAATTAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGCGAATTGCAGAATCCGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATC
ACCCCTCAAGCCCGGCTTGTTGTTGGTTGTAGCGGCCCCCCCGCTCTT
CCCAAAGATAATGACGGCGTCTGTGAGGACTCCTGTACACTGAGCTTTC
GGGCACGTACTAGGCTAGAACTTCAGACCCGGTCACCGTCCCCTCTGG
GGACACTATTTTACCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCT
GAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

  15 unkultivierter Pilz (596 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTAAGGGTCTTCTA
GGCCCGACCTCCCACCCTTTGTCGTCGAACAAATCTTGTTGCTTTGGCG
GGACCGTCGGCCCTCACGGGTCGGCTGCCGGGTCCCCGACCGGGTAA
GCGCCCGCCAGAGACCAACTAAACTCTTCGTTAAAACACTTCGTCTGAG
TAAAATGATTTAATCAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTC
CGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCAATCAAGCTCAGCTT
GGCATTAGGTCTTTCGTCCGCGGTCAAACGCGGGCGGGCCTCAAACCT
TTCGGCGGAGTCAATCCGGCTTCGGGCGTAGCAGAATCTGTCAAAACG
TCCGTGTGGCCGGGTGGTCTTCAGCCGCCAAACCCCATACATTTTTTAA
AGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGA 

  16 nicht editierbar 

1132 1 unkultivierte Pleosporales sp. (571 nt) 
TCCsTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGGGGCTCCGGCCCC
GTCGAGATAGAACCCTTGCCTTTTCGAGTACCGTCCGTTTCCTCGGCAG
GCCCGCCTGCCAATGGGGACCCCAAACAAACCCTTTTTGTACCTGTACC
AGTCTGAACAACAAACAAAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTG
CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGG
TATTCCTTAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTACAACTTCAAGCTCC
GCTTGGTGTTGGGTGTCTGTCCCGCCCCCCGGGGTGCGGACTCGCCT
CAAATTCATTGGCGGCCGGTACATTGGCTTCGAGCGCAGCAGAAACGC
GAACTCGAGGACGGTGGATCCGCTCCCAGAAGCCAACCCCATATTTTG
ACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC
GGAGGA 
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1132 2 unkultivierter Pilz (558 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAGACGTACGCCCTTC
GGGGTATACCTCCCACCCTTTGTTTATATTACCTGTGTTGCTTTGGCTGA
CCTGCCCTTGGGCTCCCGGCTTCGGCTGGGTCGTGTCAGCCAGAGGA
ATATCAAACTCTGATTGTATTTATTGTCTGAGTAATAACTTAATAGTTAAA
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCTCCCTGGTATTCCGGGGAGCATGCCTGTTCGA
GCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCTCTGCTGGAAA
CGGCAGGCCTTAAAATCAGTGGCGGTGCCTCTCGGCTCCAAGCGTAGT
AATTCTTCTCGCTTCGGATCACCGGGTGTGTGCTTGCCAACAACCCCCA
ATTTTTTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGA 

  3 unkultivierter Pilz (558 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAAGTACAGGCCCCTT
CGGGGGCTACACTTCCACCCTTTGTTTACCACACACGTTGCTTTGGCGG
GCCGCCTAGCTACTGGCTTCGGCTGGTAAGTGCCCGCCGGAGAACCC
CAAACCCAAACCATTTTACCGTGTCGTCTGAATACAAGTTTAAATATTTA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTATCACCCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGGCCTGCC
GTCACAGGCAGCCCCTAAAAGCAGTGGCGGTGCCGTCAGGCTCTAAGC
GTAGTAATACTCCTCGCTATAGGGTCCTGGTGGTGTCCTGCCAAAACCC
CCCAATTTTTCATGATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC
TTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

  4 unkultivierte Ascomycota sp. (571 nt) 
GGATCATTACATTCAGTAGCTTGCTACTGTTAGGGGGGTCTGTCAGTCT
GTATAGTATCACTACTGATGAGCAGCACGACCCTCTGTCTGTACCCTTG
TCTTTTGCGCACTCATGTTTCCTCGGCGGGTCTACACCCGCCGGCTGG
ACAACTCATAACCTTTTTAATTTTCAATCAGCGTCTGAAAAACCTAATAAT
TACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGT
TCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTC
CACTCCCCAGTGTTTGGACTCGCCTCAAAGCAATTGGCAGCCAGTGTTT
TGGTATTGAAGCGCAGCACATTTTGCGATTCTAGCCTAGAATACTAGCG
TCCAGTAAGCCTTTTTTCCACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG 
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1410 1 Saccharicola bicolor (555 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATTACGAAAGCTATAGCCC
CTTCGGGGGTTATTGCATCCACCCTTTGTCTACGTGTACCTCTTGTTGTT
TCCTCGGCAGGCTTGCCTGCCGCCAGGAATCCCTTAAACTCTTGTATTT
ACAGTATTAAAATCTCTGATAACTATTTAAATTATTACAACTTTCAACAAT
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAA
GTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCCTCGGTATTCCGTGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTA
CACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGCGTCTGTCCCGCTTCATGCGT
GGACTCGCCCCAAAGTCATTGGCAGCGGTCGTGCCAGCTTCTCGCGCA
GCACATTTGCGTTTCTTGAAGTTTGGTGGATCAGCATCCAGTAAGCTCT
TTTATGACTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCAATAAGCGGAGGA 

  2 Ascomycota sp. (570 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTTTCAGTACTTTGGGGGC
TGTCAGTCTATATCACTATAGCAAGCCTCCGTCTGAAACCCTTGTCTTTT
GCGTACCTTATGTTTCCTCGGCGGGCTTGCCCGCCGGTTGGACAACCT
TTAAACCTTTTTAATTTTCAATCAGCGTCTGAAAAAACATAATAATTACAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAG
CGTCATTTGTACCCTCAAGCTATGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCCTCTC
CTTTTGCGATTGGACTCGCCTCAAAGACATTGGCAGCCAGTGTATTGGT
CTTGAAGCGCAGCACATTTTGCGATTCTTGCTGATAATCACTAGCATCC
AGTAAGCCTCTTTATCACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGC
TGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

  3 Pseudotaeniolina globosa (545 nt) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTGAAGGGCCTCCG
GGCCCGACCTCCAACCCTTTGTATTCCGACTCTGTTGCCTCGGGGGCG
ACCCGGCCTTCGGGCGCGGGGCCCCCGGCGGTCCACTCAACTCTGCA
TCTTTGCGTCTGAGTAAATATTTGAATCAATCAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAA
TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCTTTGGCATTCCGAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCA
CTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCGCCGCGGTCCGCCGCGCGCCTCA
ATGTCTCCGGCTGAGCCGTCCGTCTCTAAGCGTTGTGAATCAATCAATC
CGCTTGCGAGGCCGGGCTGGCTGCGCGCCGTTAAACCCCCCATTCTTC
TAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGGA 

  4 Didymella exitialis (520 nt) 
GGATCATTACCGAGAGTTGCAGGCTTTTGTCTGCCATCTCTTACCCATG
TCTTTTGCGTACTACACGTTTCCTCGGCAGGTCCGCCTGCCGTTAGGAC
CACATTAAACCATTTGCAGTTGCAGTCAGCGTCTGAAAAACTTAATAATT
ACAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCC
CGCCTTTGTGCGCGGACTCGCCTTAAAGCAATTGGCAGCCGGCGTATT
AGTTTCGGAGCGCAGCACAAATCGCGCTCTGTGTCTTATACGGTAGCAT
CCATCAAGACTATTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCC
GCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG 
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1410 5 unkultivierte Ascomycota sp. (549 nt) 
GGATCATTACCCTTTGCTTATGGCACTCCTTAGGCCTAGCCTTAGGTTT
GCCCTGGCAATAAACCCTTGACCTGGTCTACCATATGTCTGTCCCTTGG
CAGGCTTGTGCCTGCCATGGGCGTTACACAAACCTTTGAATAGCAGCCT
ACAATCCTTCTGAGCAATGCTAAATTATCACAACTTTCAACAATGGATCT
CTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTG
TGAATTGCAGACTTTAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCC
TTTTGGAATTCCAATTGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATATACTCCCTCAA
GCGTTGGCTTGGTGTTGGGCAACTGTCCTATGCACAGCAAGGACTTGC
CTCAAAGTATTGGCTGTTGGCCTACCAGCTCCTTGCGCAGCACTTGCGT
GTTTTGAGGCTAGGTAATAGGCTGATGTTCCAGCAAGAAACTCCCCTTG
TTTGACCTCAAATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGG 

 
34,7 % 1 Rumex acetosa (588 nt) 

AAGGATCATTGTCGAAACCTGCGCGAGCAGACAGACCCGCGAACACGT
TCTTAAAAAAACGAACCCAACCCCGGCGCGGATTGCGCCAAGGACCAC
GAACAAAGGCGCCCCCCGCGCGGCCCGGTCCTCCGGAGCCCGCTCGG
CGGCGGCGTGTCGTTTACTATTAACAAAAACGACTCTCGGCAACGGATA
TCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTG
TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGC
CCGAAGCCTTCTGGCCGAGGGCACGTCTGTCTGGGCGTCACGCACCG
CGTCGCCCCACTCCCAGCGGGAGGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTGCG
CTCCGCGCGCGGTCGGCCTAAAAGCAGACCCCGCGGCCGAATAGAAT
CGGCGCGACGATTGGTGGCGTAAACATGGCATCGCGTCGCGCCCTCT
GCGGCCAACGGAAAGTCTAGGAAACACTCACGCGGACCCTCGGGTCC
GCCGTTGCGACCCCAGATCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCAT
ATCAATAAGCGGAGG 

  2 unkultivierter Pilz (571 nt) 
AAGGATSATTAAWGAGTAAGGGTYGCTGGCCCGAMCCTCCTACCCTCT
GTTGTTATAACTACTTTGTTGCTTTGGCGGGACCGCSMASGTTCTCCCG
AGCGCGCCGGTCKSCGGACAGGCGAGCGCCCGCCAGAGTCTAACCAA
WCTCTTGTTTTAAACCAGTCRTCTGAGTATAAAATTTTAATTAAATTAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGMATCRATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAG
CGTCATTACACCACTCAAGCACCGCTTGGTATTGGGCATCGTCCGTCGA
AAGGCGGGCGTGCCTCGAAGACCTCGGCGGGGTTTCTCCAACTTCGG
GCGTAGTARAGTTAAATCAAAACGTCTTATAAGCTTGGTGAGATCTCATT
GCCGTTAAACCTTTTAATTTTTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG 

  3 nicht editierbar 



236  ANHANG 

Fortsetzung Tabelle 57: Erhaltene Sequenzinformationen nach Sanger-Sequenzierung von 
ausgewählten Polyacrylamidgelbanden von signifikant mit Asthma assoziierten Gelpositionen 
nach densitometrischer Auswertung und Bandmatching-Analyse der Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz (5‘ à 3‘) 

42,9 % 1 Septoria dysentericae/convolvuli/lycopersici (517 nt) 
AGGGATGATTACTGAGTGAGGGCCTTCGGGCTCGACCTCCAACCCTTT
GTGAACACAACTTGTTGCTTCGGGGGCGACCCTGCCGTTTCGACGGCG
AGCGCCCCCGGAGACCTTCAAACACTGCATCTTTGCGTCGGAGTTTAA
GTAAATTAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTGGCTTGGTATTGG
GCGCCGCGGTCAATCCGCGCGCCTCAAAGTCTCCGGCTGAGCTGTCC
GTCTCTAAGCGTTGTGATTTCATTAATCGCTTCGGAGTGCGGGCGGTCG
CGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG 

  2 nicht editierbar 

 3 nicht editierbar 

53,0 % 1 Sydowia polyspora (569 nt) 
AAGGATGATTAAAGAGATAGGGTCTTCATGGCCCGACCTCCAACCCTCT
GTTGTTAAAASTACCTTGTTGCTTTGGCGGGACCGTCTCGGTCTCCGAG
CGCACTAACCCTCGGGTTGGTGAGCGCCCGCCAGAGTCCAACCAAACT
CTTGTATTAAACCAGTCGTCTGAGTATAAAATTTTAATTAAATTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTSGCATCGATGAAGAACRCAGCGAAAT
GCGATAAKTAATGTSAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCKGTKCGAGCGT
CATTACACCACTCAAGCATCGCTTGGTATTGGGAACGGTCCGTCGCAAG
GCGGGCCTTCCTCSAAGACCTCGGCGGGGTTCAACCAACTTCGGGCGT
AGTAGAGTTAAATCGAACGTCTTATAAGCTTGGTCGGATCTSATTGCCG
TTAAACCTTTAAATTTTCTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCC
GCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG 

  2 Sydowia polyspora (569 nt) 
AAGGATGATTAAAGAGATAGGGTCTTCATGGCCCGACCTCCAACCCTCT
GTTGTTAAAACTACCTTGTTGCTTTGGCGGGACCGTCTCGGTCTCCGAG
CGCACTAACCCTCGGGTTGGTGAGCGCCCGCCAGAGTCCAACCAAACT
CTTGTATTAAACCAGTCGTCTGAGTATAAAATTTTAATTAAATTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CATTACACCACTCAAGCATCGCTTGGTATTGGGAACGGTCCGTCGCAAG
GCGGGCCTTCCTCGAAGACCTCGGCGGGGTTCAACCAACTTCGGGCGT
AGTAGAGTTAAATCGAACGTCTTATAAGCTTGGTCGGATCTCATTGCCG
TTAAACCTTTAAATTTTCTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCC
GCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG 

 
 3 nicht editierbar 
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Fortsetzung Tabelle 57: Erhaltene Sequenzinformationen nach Sanger-Sequenzierung von 
ausgewählten Polyacrylamidgelbanden von signifikant mit Asthma assoziierten Gelpositionen 
nach densitometrischer Auswertung und Bandmatching-Analyse der Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz (5‘ à 3‘) 

77,2 % 1 Wallemia muriae (546 nt) 
AAGGATCATTAGTGATTAATTATTGAGTGATAAAAAACTCATAATCTTCTA
CAAACCACTGTTTTAAAATGTTTACTAGAATGTCCAAGCAGTTAAGCTGT
TGAAATATTAAAAGTTTTATAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTTCA
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GATACAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAAATGGCACTCTATGGTATT
CCGTAGAGTACGTCTGTTTGAGCGTCGCGAACATCTCCATAATTAGTTT
TTCTAATTAAGGGTTTTGAGGTTGTCATTGTATAGTGACTCCCTTTAAAA
TGATTAGTGATGACCTTATGAATGGGTTAATACTGTGTGTTATAATGGAT
TACATCCATCACCAGTCAGAGAGTAATCTCGCCTTAGTAATTTGTAGTGA
TTGCTTCTAATAGCCTTTATTGGCAAAATTAAATGATCAAATCGACCTCA
AATCAGATGGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG 

  2 Wallemia muriae (550 nt) 
AAGGATCATTAGTGATTAATTATTGAGTGATAAAAAACTCATAATCTTCTA
CAAACCACTGTTTTAAAATGTTTACTAGAATGTCCAAGCAGTTAAGCTGT
TGAAATATTAAAAGTTTTATAAAACTTTCASCAACGGATCTCTTGGTTCAG
GCATCAATGAAGAACGCASCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCARA
TACAGTGAATCATCGAATCTTTGAMCGCAAATGGCACTCTATGGTATTC
CGTAAAGTACGTCTGTTTGASCGTCGCGAACATCTCCATAATTAGTTTTT
TTAAATTAATTAAGGGTTTTGAGGTTGKCATTGKATTATGACTCCCTTTAA
AATAATTARTGATGACCTTATGAATGGGTTAATACTGKGTGKTAWAAWG
GATTAMATCCATCACCAGTCARARAGTAATCTCGCCTTAATAATTTGATA
GTGATTGCTTCTAATCCCCTTTATTGGCAACCTAATGATCAAATCGACCT
CAAATCAGATGGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAG
G 

 
 3 Botryotinia fuckeliana (517 nt) 

AAGGATGATTACAGAGTTCATGCCCGAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGT
GTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCT
CGCCAGAGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATAT
AATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCAT
GCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTC
TATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTC
CTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCA
AAACCCAAATTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCT
GAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG 

 
Gelpositionen mit inverser Assoziation zu Asthma sind fett gedruckt. 

 

  



238  ANHANG 

Tabelle 58: Erhaltene Sequenzinformationen (dominante Sequenz) nach Parallelsequenzierung 

von ausgewählten Polyacrylamidgelbanden von signifikant mit Asthma assoziierten 

Gelpositionen nach densitometrischer Auswertung und Bandmatching-Analyse der 

Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz (5‘ à 3‘) 

621/627 1 Exophiala sp. (557 nt) 
AAGGATCATTACCGAGTTAGGGTTGCTCCGCAGCCCGACCTCCCAACC
CTTTGTCTAATTTACCTTGTCGTTGCTTCGGCGGACCGGTTGACCAACT
GGTCTTGACCGCCGGGGGGTTCGTCCCCTGGAGAGCGTCCGCCGACG
GCCCAACCACAAACTCTTGTACCAAACCATGTCGTCTGAATTACTTGATT
AAAATCAAAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTTCC
GTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCACTGGTATTCCGGT
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCCTCCCTCAAACCCCGTGTTTGG
TGTTGGGCCCGCGTTCCTGCGAAGGAACTGGCCTCAAAGACAATGACG
GCGTCCGCGGGACCCTCGGTGCAACGAGCTTTCAGGAGCACGCGCCG
AGTTTCAAGGTCCCCCCGGGCCGGTCTAACCCTTTTTTACTTATAAGGT
TGACCTCGGATCAGGTAGGAAC 
  2 Exophiala sp. (557 nt) 
AAGGATCATTACCGAGTTAGGGTTGCTCCGCAGCCCGACCTCCCAACC
CTTTGTCTAATTTACCTTGTCGTTGCTTCGGCGGACCGGTTGACCAACT
GGTCTTGACCGCCGGGGGGTTCGTCCCCTGGAGAGCGTCCGCCGACG
GCCCAACCACAAACTCTTGTACCAAACCATGTCGTCTGAATTACTTGATT
AAAATCAAAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTTCC
GTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCACTGGTATTCCGGT
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCCTCCCTCAAACCCCGTGTTTGG
TGTTGGGCCCGCGTTCCTGCGAAGGAACTGGCCTCAAAGACAATGACG
GCGTCCGCGGGACCCTCGGTGCAACGAGCTTTCAGGAGCACGCGCCG
AGTTTCAAGGTCCCCCCGGGCCGGTCTAACCCTTTTTTACTTATAAGGT
TGACCTCGGATCAGGTAGGAAC 
 

 3 Exophiala sp. (557 nt) 
AAGGATCATTACCGAGTTAGGGTTGCTCCGCAGCCCGACCTCCCAACC
CTTTGTCTAATTTACCTTGTCGTTGCTTCGGCGGACCGGTTGACCAACT
GGTCTTGACCGCCGGGGGGTTCGTCCCCTGGAGAGCGTCCGCCGACG
GCCCAACCACAAACTCTTGTACCAAACCATGTCGTCTGAATTACTTGATT
AAAATCAAAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTTCC
GTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCACTGGTATTCCGGT
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCCTCCCTCAAACCCCGTGTTTGG
TGTTGGGCCCGCGTTCCTGCGAAGGAACTGGCCTCAAAGACAATGACG
GCGTCCGCGGGACCCTCGGTGCAACGAGCTTTCAGGAGCACGCGCCG
AGTTTCAAGGTCCCCCCGGGCCGGTCTAACCCTTTTTTACTTATAAGGT
TGACCTCGGATCAGGTAGGAAC 
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Fortsetzung Tabelle 58: Erhaltene Sequenzinformationen (dominante Sequenz) nach 
Parallelsequenzierung von ausgewählten Polyacrylamidgelbanden von signifikant mit Asthma 
assoziierten Gelpositionen nach densitometrischer Auswertung und Bandmatching-Analyse 
der Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz (5‘ à 3‘) 

621/627 5 Exophiala sp. (557 nt) 
AAGGATCATTACCGAGTTAGGGTTGCTCCGCAGCCCGACCTCCCAACC
CTTTGTCTAATTTACCTTGTCGTTGCTTCGGCGGACCGGTTGACCAACT
GGTCTTGACCGCCGGGGGGTTCGTCCCCTGGAGAGCGTCCGCCGACG
GCCCAACCACAAACTCTTGTACCAAACCATGTCGTCTGAATTACTTGATT
AAAATCAAAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTTCC
GTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCACTGGTATTCCGGT
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCCTCCCTCAAACCCCGTGTTTGG
TGTTGGGCCCGCGTTCCTGCGAAGGAACTGGCCTCAAAGACAATGACG
GCGTCCGCGGGACCCTCGGTGCAACGAGCTTTCAGGAGCACGCGCCG
AGTTTCAAGGTCCCCCCGGGCCGGTCTAACCCTTTTTTACTTATAAGGT
TGACCTCGGATCAGGTAGGAAC 
 

 6 Exophiala sp. (557 nt) 
AAGGATCATTACCGAGTTAGGGTTGCTCCGCAGCCCGACCTCCCAACC
CTTTGTCTAATTTACCTTGTCGTTGCTTCGGCGGACCGGTTGACCAACT
GGTCTTGACCGCCGGGGGGTTCGTCCCCTGGAGAGCGTCCGCCGACG
GCCCAACCACAAACTCTTGTACCAAACCATGTCGTCTGAATTACTTGATT
AAAATCAAAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTTCC
GTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCACTGGTATTCCGGT
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCCTCCCTCAAACCCCGTGTTTGG
TGTTGGGCCCGCGTTCCTGCGAAGGAACTGGCCTCAAAGACAATGACG
GCGTCCGCGGGACCCTCGGTGCAACGAGCTTTCAGGAGCACGCGCCG
AGTTTCAAGGTCCCCCCGGGCCGGTCTAACCCTTTTTTACTTATAAGGT
TGACCTCGGATCAGGTAGGAAC 
 

 7 Chaetodiplodia sp. (472 nt) 
AAGGATCATTACAAGATATGACGGCGAGGTCGGGCTCAAAGTGCGTGT
AACCCATGTGCTTTGTCCTGGCCTCTCTGAATATTCTACCCATGTCTTTT
GCGTACTATTCGTTTCCTCGGCAGGCTTGCCTGCCGATTGGACACTATA
AAACCTTTTGTAATTGCAGTCAGCGTCAGAAATAACTTAATAGTTACAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGC
GTCATTTGTACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCCCGCCT
TTGCGCGTGGACTCGCCTTAAAGCGATTGGCAGCCGGCATATTGGCCT
TGGAGCGCAGCACATTTTGCGTTTCGAGCCA 
 

 8 Aureobasidium pullulans (532 nt) 
AAGGATCATTAAAGAGTAAGGGTGCTCAGCGCCCGACCTCCAACCCTTT
GTTGTTAAAACTACCTTGTTGCTTTGGCGGGACCGCTCGGTCTCGAGCC
GCTGGGGATTCGTCCCAGGCGAGCGCCCGCCAGAGTTAAACCAAACTC
TTGTTATTTAACCGGTCGTCTGAGTTAAAATTTTGAATAAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTACACCACTCAAGCTATGCTTGGTATTGGGCGTCGTCCTTAGTTGGG
CGCGCCTTAAAGACCTCGGCGAGGCCACTCCGGCTTTAGGCGTAGTAG
AATTTATTCGAACGTCTGTCAAAGGAGAGGAACTCTGCCGACTGAAACC
TTTATTTTTCTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG 
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Fortsetzung Tabelle 58: Erhaltene Sequenzinformationen (dominante Sequenz) nach 
Parallelsequenzierung von ausgewählten Polyacrylamidgelbanden von signifikant mit Asthma 
assoziierten Gelpositionen nach densitometrischer Auswertung und Bandmatching-Analyse 
der Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz (5‘ à 3‘) 

621/627 9 Penicillium commune (544 nt) 
AAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGT
GTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGG
GGGGCTCACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACT
CTGTCTGAAGATTGAAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCAT
TGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCTC
CGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTC
GAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTT
GCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGA
TACCCGCTGTAAC 
 

 10 Penicillium spinulosum (519 nt) 
AAGGATCATTACTGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGT
GTTTATTGTACCTTGTTGCTTCGGTGCGCCCGCCTCACGGCCGCCGGG
GGGCTTCTGCCCCCGGGTCCGCGCGCACCGGAGACACTATTGAACTCT
GTCTGAAGATTGCAGTCTGAGCATAAACTAAATAAGTTAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATT
GCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCTCCGTCCCCCGGGGAC
GGGTCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGAGTCCGGTCCTCGAGCGTATG
GGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACAAC
CAATCATCCTTTTTTCAGGTTGACCTCGGATCAGGGTA 
  11 Aureobasidium pullulans (532 nt) 
AAGGATCATTAAAGAGTAAGGGTGCTCAGCGCCCGACCTCCAACCCTTT
GTTGTTAAAACTACCTTGTTGCTTTGGCGGGACCGCTCGGTCTCGAGCC
GCTGGGGATTCGTCCCAGGCGAGCGCCCGCCAGAGTTAAACCAAACTC
TTGTTATTTAACCGGTCGTCTGAGTTAAAATTTTGAATAAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTACACCACTCAAGCTATGCTTGGTATTGGGCGTCGTCCTTAGTTGGG
CGCGCCTTAAAGACCTCGGCGAGGCCACTCCGGCTTTAGGCGTAGTAG
AATTTATTCGAACGTCTGTCAAAGGAGAGGAACTCTGCCGACTGAAACC
TTTATTTTTCTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG 

 12 unkultivierter Pilz (495 nt) 
AAGGATCATTATCGAGTGAGGGGTTCTCTGGGCCCCATCTCCAACCCTT
GTCTATTCTATCACGTTGCTTTGGCGGGCCCATCCCTTAGCGGATCGCC
GGAGGGTCTCCCCCCGGCCCGTGCCCGCCAGTAGCCCCCACAAATTCT
TCAGTAGTGATGTCTAAGTCTTAACAAACAATAAGTAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGCGAATTGCAGAATTCCGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATC
AACCCTCAAGCCCGGCTTGCTGTTGGGTCCCGCCGCTGCAACACGTGG
TGGATCCGAAAGATAATGGCAGAGCCCGCGGGGACCCTGGACGCAAC
GAGCCTTGTGGCACGCGTCTGGGCGGTCTTCCGGCTCGGTCTTAACCA
CATCTACTT 
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Fortsetzung Tabelle 58: Erhaltene Sequenzinformationen (dominante Sequenz) nach 
Parallelsequenzierung von ausgewählten Polyacrylamidgelbanden von signifikant mit Asthma 
assoziierten Gelpositionen nach densitometrischer Auswertung und Bandmatching-Analyse 
der Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz (5‘ à 3‘) 

621/627 13 Aureobasidium pullulans (532 nt) 
AAGGATCATTAAAGAGTAAGGGTGCTCAGCGCCCGACCTCCAACCCTTT
GTTGTTAAAACTACCTTGTTGCTTTGGCGGGACCGCTCGGTCTCGAGCC
GCTGGGGATTCGTCCCAGGCGAGCGCCCGCCAGAGTTAAACCAAACTC
TTGTTATTTAACCGGTCGTCTGAGTTAAAATTTTGAATAAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTACACCACTCAAGCTATGCTTGGTATTGGGCGTCGTCCTTAGTTGGG
CGCGCCTTAAAGACCTCGGCGAGGCCACTCCGGCTTTAGGCGTAGTAG
AATTTATTCGAACGTCTGTCAAAGGAGAGGAACTCTGCCGACTGAAACC
TTTATTTTTCTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG 

 14 Phialophora europaea (542 nt) 
AAGGATCATTACCGAGTTAGGGTGCCTAAACCGCGCCCGACCTCCAAC
CCTTTGTCTACCTGACCTTATGTTGCTTCGGCAGGCCCGCCTTCCCCTC
CGGGGAGGCCGCCGGGGGTCCGCAAGGACCCCGGGCCCGCGCCTGT
CGACGGCCCTCATACCTAAACTATTGTTAAAACGTGTCGTCTGAGTTAT
CTAAACAAATGAAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAAT
CCGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCG
GAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCACCCCTCAAGCCCGGCTTG
TTGTTGGTTGTAGCGGCCCCCCGCTCTTCCCAAAGATAATGACGGCGT
CTGTGAGGACTCCTGTACACTGAGCTTTCGGGCACGTACTAGGCTAGA
ACTTCAGACCCGGTCACCGTCCCCTCTGGGGACACTATTTTACCAAGGT
TGACCTCGG 
  15 unkultivierter Pilz (547 nt) 
AAGGATCATTACCGAGTAAGGGTCTTCTAGGCCCGACCTCCCACCCTTT
GTCGTCGAACAAATCTTGTTGCTTTGGCGGGACCGTCGGCCCTCACGG
GTCGGCTGCCGGGTCCCCGACCGGGTAAGCGCCCGCCAGAGACCAAC
TAAACTCTTCGTTAAAACACTTCGTCTGAGTAAAATGATTTAATCAATCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT
TTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCG
AGCGTCATTACACCAATCAAGCTCAGCTTGGCATTAGGTCTTTCGTCCG
CGGTCAAACGCGGGCGGGCCTCAAACCTTTCGGCGGAGTCAATCCGG
CTTCGGGCGTAGCAGAATCTGTCAAAACGTCCGTGTGGCCGGGTGGTC
TTCAGCCGCCAAACCCCATACATTTTTTAAAGGTTGACCTCGGATCAGG
TAGGAATACCCG 
 

 16 Penicillium brevicompactum (522 nt) 
AAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGT
GTTTATTTACCTTGTTGCTTCGGCGAGCCTGCCTTTTGGCTGCCGGGGG
ACGTCAGTCCCCGGGTCCGTGCTCGCCGGAGACACCTTAGAACTCTGT
CTGAAGATTGTAGTCTGAGATTAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
CGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTG
CTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCTTCCGGGG
GACGGGTCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCAAGCGT
ATGGGGCTTTGTCACTCGCTTTGTAGGCCTGGCCGGCGCTTGCCGATC
AACCAAACTTTTTATCAGGTTGACCTCGGATCAGGGTA 
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Fortsetzung Tabelle 58: Erhaltene Sequenzinformationen (dominante Sequenz) nach 
Parallelsequenzierung von ausgewählten Polyacrylamidgelbanden von signifikant mit Asthma 
assoziierten Gelpositionen nach densitometrischer Auswertung und Bandmatching-Analyse 
der Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz (5‘ à 3‘) 

1132 1 Monodictys castenae (521 nt) 
AAGGATCATTATCGTGGGGCTCCGGCCCCGTCGAGATAGAACCCTTGC
CTTTTCGAGTACCGTCCGTTTCCTCGGCAGGCCCGCCTGCCAATGGGG
GACCCCAAACAAACCCTTTTTGTACCTGTACCAGTCTGAACAACAAACA
AAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCTTAGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATTTACAACTTCAAGCTCCGCTTGGTGTTGGGTGTC
TGTCCCGCCCCCGGGTGCGGACTCGCCTCAAATTCATTGGCGGCCGGT
ACATTGGCTTCGAGCGCAGCAGAAACGCGAACTCGAGGACGGTGGATC
CGCTCCCAGAAGCCAACCCCATATTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 
  2 Sporobolomyces lactosus (509 nt) 
AAGGATCATTAAAGAGACGTACGCCCTTCGGGGTATACCTCCCACCCTT
TGTTTATATTACCTGTGTTGCTTTGGCTGACCTGCCCTTGGGCTCCCGG
CTTCGGCTGGGTCGTGTCAGCCAGAGGAATATCAAACTCTGATTGTATT
TATTGTCTGAGTAATAACTTAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCTCCC
TGGTATTCCGGGGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAG
CTCTGCTTGGTATTGGGCTCTGCTGGAAACGGCAGGCCTTAAAATCAGT
GGCGGTGCCTCTCGGCTCCAAGCGTAGTAATTCTTCTCGCTTCGGATCA
CCGGGTGTGTGCTTGCCAACAACCCCCAATTTTTTAAGGTTGACCTCGG
ATCAGGTAGGGATACCCG 
  3 unkultivierter Pilz (523 nt) 
AAGGATCATTACCGAAGTACAGGCCCCTTCGGGGGCTACACTTCCACC
CTTTGTTTACCACACACGTTGCTTTGGCGGGCCGCCTAGCTACTGGCTT
CGGCTGGTAAGTGCCCGCCGGAGAACCCCAAACCCAAACCATTTTACC
GTGTCGTCTGAATACAAGTTTAAATATTTAAAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCACCCCT
CAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGGCCTGCCGTCACAGGCAGCCCCTAAAA
GCAGTGGCGGTGCCGTCAGGCTCTAAGCGTAGTAATACTCCTCGCTAT
AGGGTCCTGGTGGTGTCCTGCCAAAACCCCCCAATTTTCATGATTGACC
TCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA 
 1410 1 Saccharicola bicolor (488 nt) 
AAGGATCATTAATTACGAAAGCTATAGCCCCTTCGGGGGTTATTGCATC
CACCCTTTGTCTACGTGTACCTCTTGTTGTTTCCTCGGCAGGCTTGCCT
GCCGCCAGGAATCCCTTAAACTCTTGTATTTACAGTATTAAAATCTCTGA
TAACTATTTAAATTATTACAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAAGTAGTGTGAATTGCAGAATT
CCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCG
TGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTACACCCTCAAGCTCTGCTTGGT
GTTGGGCGTCTGTCCCGCTTCATGCGTGGACTCGCCCCAAAGTCATTG
GCAGCGGTCGTGCCAGCTTCTCGCGCAGCACATTTGCGTTTCTTGAAG
TTTGGTGGATCAGCATCCAGTAAGCTCTTTTATGACTTGACCTCGG 
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Fortsetzung Tabelle 58: Erhaltene Sequenzinformationen (dominante Sequenz) nach 
Parallelsequenzierung von ausgewählten Polyacrylamidgelbanden von signifikant mit Asthma 
assoziierten Gelpositionen nach densitometrischer Auswertung und Bandmatching-Analyse 
der Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz (5‘ à 3‘) 

1410 2 Ascomycota sp. (488 nt) 
AAGGATCATTACTTTCAGTACTTTGGGGGCTGTCAGTCTATATCACTATA
GCAAGCCTCCGTCTGAAACCCTTGTCTTTTGCGTACCTTATGTTTCCTC
GGCGGGCTTGCCCGCCGGTTGGACAACCTTTAAACCTTTTTAATTTTCA
ATCAGCGTCTGAAAAAACATAATAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAA
GCTATGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCCTCTCCTTTTGCGATTGGACTCG
CCTCAAAGACATTGGCAGCCAGTGTATTGGTCTTGAAGCGCAGCACATT
TTGCGATTCTTGCTGATAATCACTAGCATCCAGTAAGCCTCTTTAT 
 

 4 Didymella exitialis (484 nt) 
AAGGATCATTACCGAGAGTTGCAGGCTTTTGTCTGCCATCTCTTACCCA
TGTCTTTTGCGTACTACACGTTTCCTCGGCAGGTCCGCCTGCCGTTAGG
ACCACATTAAACCATTTGCAGTTGCAGTCAGCGTCTGAAAAACTTAATAA
TTACAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG
AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTG
TTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGT
CCCGCCTTTGTGCGCGGACTCGCCTTAAAGCAATTGGCAGCCGGCGTA
TTAGTTTCGGAGCGCAGCACAAATCGCGCTCTGTGTCTTATACGGTAGC
ATCCATCAAGACTATTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGGTA 
 

 5 Lichinella iodopulchra (465 nt) 
AAGGATCATTACCCTTTGCTTATGGCACTCCTTAGGCCTAGCCTTAGGT
TTGCCCTGGCAATAAACCCTTGACCTGGTCTACCATATGTCTGTCCCTT
GGCAGGCTTGTGCCTGCCATGGGCGTTACACAAACCTTTGAATAGCAG
CCTACAATCCTTCTGAGCAATGCTAAATTATCACAACTTTCAACAATGGA
TCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAG
TGTGAATTGCAGACTTTAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCG
CCTTTTGGAATTCCAATTGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATATACTCCCTC
AAGCGTTGGCTTGGTGTTGGGCAACTGTCCTATGCACAGCAAGGACTT
GCCTCAAAGTATTGGCTGTTGGCCTACCAGCTCCTTGCGCAGCACTTGC
GTGTTTTGAGGCTAGGTAATAGG 
 

34,7 % 1 Leptosphaerulina chartarum (498 nt) 
AAGGATCATTAACCTTTCAAAACAGGGTGCGTCGCGGCCCCCGAGGTG
CGGAAACAAGCCTCGAGCGGTTTGGGGTCCTCCCCTTCACGCGCGCAC
GACTGCCATCCTTACTTTACGAGCACCTTCTGTTCTCCCTCGGCGGGGC
AACCTGCCGTTGGAACCGAATAAACTCTTTTTGCATCTAGCATTACCTGT
TCCGAAACAAACAATCGTTACAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGCTCTG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTAT
TCCGTGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTACACCCTCAAGCTCTGC
TTGGTGTTGGGCGTCTGTCCCGCCTCCGCGCGTGGACTCGCCCCAAAT
TCATTGGCAGCGGTCCTTGCCTCCTCTCGCGCAGCACATTGCGCTTCTT
GAGGGGCTTCC 
 



244  ANHANG 

Fortsetzung Tabelle 58: Erhaltene Sequenzinformationen (dominante Sequenz) nach 
Parallelsequenzierung von ausgewählten Polyacrylamidgelbanden von signifikant mit Asthma 
assoziierten Gelpositionen nach densitometrischer Auswertung und Bandmatching-Analyse 
der Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz (5‘ à 3‘) 

34,7 % 2 unkultivierter Ascomycota Klon (542 nt) 
AAGGATCATTAAAGAGTAAGGGTCTCTGGCCCGAACCTCCAACCCTCTG
TTGTTATAACTACTTCGTTGCTTTGGCGGGACCGCGAAGGTTCTCCCGA
GCGCGCCAGTCTCCGGACAGGCGAGCGCCCGCCAGAGTCTAACCAAA
CTCTTGTTTTAAACCAGTCGTCTGAGTATAAAATTTTAATTAAATTAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGC
GTCATTACACCACTCAAGCACCGCTTGGTATTGGGCATCGTCCGTCGAA
AGGCGGGCGTGCCTCGAAGACCTCGGCGGGGTTTCTCCAACTTCGGG
CGTAGTAGAGTTAAATCAAAACGTCTTATAAGCTTGGTGAGATCTCATTG
CCGTTAAACCTTTTAATTTTTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATAC
CCG 
 

 3 Chaetodiplodia sp. (472 nt) 
AAGGATCATTACAAGATATGACGGCGAGGTCGGGCTCAAAGTGCGTGT
AACCCATGTGCTTTGTCCTGGCCTCTCTGAATATTCTACCCATGTCTTTT
GCGTACTATTCGTTTCCTCGGCAGGCTTGCCTGCCGATTGGACACTATA
AAACCTTTTGTAATTGCAGTCAGCGTCAGAAATAACTTAATAGTTACAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGC
GTCATTTGTACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCCCGCCT
TTGCGCGTGGACTCGCCTTAAAGCGATTGGCAGCCGGCATATTGGCCT
TGGAGCGCAGCACATTTTGCGTTTCGAGCCA 

42,9 % 1 Septoria lycopersici (505 nt) 
AGGGATCATTACTGAGTGAGGGCCTTCGGGCTCGACCTCCAACCCTTT
GTGAACACAACTTGTTGCTTCGGGGGCGACCCTGCCGTTTCGACGGCG
AGCGCCCCCGGAGACCTTCAAACACTGCATCTTTGCGTCGGAGTTTAA
GTAAATTAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTGGCTTGGTATTGG
GCGCCGCGGTCAATCCGCGCGCCTCAAAGTCTCCGGCTGAGCTGTCC
GTCTCTAAGCGTTGTGATTTCATTAATCGCTTCGGAGTGCGGGCGGTCG
CGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACC
CGCTGAACTTAAGCATATC 
 

 2 unkultivierter Ascomycota Klon (495 nt) 
AAGGATCATTACTGCTTGCTCATGGCCGTCCTCGGGGGCAACCCCTTG
GGCGGTACGGCAACAACACCCTTGTCTATGTATACCTTTTGTTATTTCCC
TCGGCGGGGTCACCCGCCGCTGGGGACACCAAACCCTCTTGCATGAA
GCATCAAACCTTCTGAACAAACCTAAATTATTACAACTTTCAACAATGGA
TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAG
TGTGAATTGCAGACTTTAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCG
CCCCTTGGTATTCCATTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTACACCCT
CAAGCTACGCTTGGTGTTGGGCGTCTGTCCCCGCTTTTAGCGAGGACT
CGCCCCAAATCCATTGGCAGCGGCATCGCCGGCTTCTCGCGCAGCACA
TTGCGCTCAAGAAGGCTCCCGGCGGGCTCGCGTCCAGCAAGAACCCC
CCAGTTTGA 
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Fortsetzung Tabelle 58: Erhaltene Sequenzinformationen (dominante Sequenz) nach 
Parallelsequenzierung von ausgewählten Polyacrylamidgelbanden von signifikant mit Asthma 
assoziierten Gelpositionen nach densitometrischer Auswertung und Bandmatching-Analyse 
der Bandeninformation 

Gel-
position 

Probe   
(  Kind) 

Sequenz (5‘ à 3‘) 

42,9 % 3 unkultivierter Ascomycota sp. (511 nt) 
AAGGATCATTACCCATATGAAAGCTGGCAGGGAGCCCAGACAACACTT
GTGTTTCTGCCCTGTCTGCCTGATTATCCACCCATGTCTTTTGCGTACTA
CTTGTTTCCTCGGTGGGCTTGCCCGCCGATAGGACACCACATCAACCC
TTTGCAATTGCAGTCAGCGTCAGAAAAAACATAATAGTTACAACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATT
TGTACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCCCCCAGGGGACT
CGCCTTAAAATTATTGGCAGCCGGCATACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
ATTTTGCGCTTCTGGCCCTGCATGCTGGCGTCCA 
 

53,0 % 1 Epicoccum nigrum (495 nt) 
AAGGATCATTACCTAGAGTTTGTAGACTTCGGTCTGCTACCTCTTACCCA
TGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGA
CAACATTCAAACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACATAATA
GTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCT
GTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTG
TCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCTTAAAACAATTGGCAGCCGGCGTA
TTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCATAACGACGAC
GTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATAC
CCG 
 

 2 Sydowia polyspora (540 nt) 
AAGGATCATTAAAGAGATAGGGTCTTCATGGCCCGACCTCCAACCCTCT
GTTGTTAAAACTACCTTGTTGCTTTGGCGGGACCGTCTCGGTCTCCGAG
CGCACTAACCCTCGGGTTGGTGAGCGCCCGCCAGAGTCCAACCAAACT
CTTGTATTAAACCAGTCGTCTGAGTATAAAATTTTAATTAAATTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CATTACACCACTCAAGCATCGCTTGGTATTGGGAACGGTCCGTCGCAAG
GCGGGCCTTCCTCGAAGACCTCGGCGGGGTTCAACCAACTTCGGGCGT
AGTAGAGTTAAATCGAACGTCTTATAAGCTTGGTCGGATCTCATTGCCG
TTAAACCTTTAAATTTTCTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCC
G 
 

77,2 % 1 Wallemia muriae (499 nt) 
AAGGATCATTAGTGATTAATTATTGAGTGATAAAAACTCATAATCTTCTAC
AAACCACTGTTTTAAAATGTTTACTAGAATGTCCAAGCAGTTAAGCTGTT
GAAATATTAAAAGTTTTATAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTTCAG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
TACAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAAATGGCACTCTATGGTATTCC
GTAGAGTACGTCTGTTTGAGCGTCGCGAACATCTCCATAATTAGTTTTTC
TAATTAAGGGTTTTGAGGTTGTCATTGTATAGTGACTCCCTTTAAAATGA
TTAGTGATGACCTTATGAATGGGTTAATACTGTGTGTTATAATGGATTAC
ATCCATCACCAGTCAGAGAGTAATCTCGCCTTAGTAATTTGTAGTGATTG
CTTCTAATAGCCTTTATTGGCAAAATTAAATGATCAAATCGACCTCAAA 
 

Gelpositionen mit inverser Assoziation zu Asthma sind fett gedruckt.  
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10.2 Anhang B: Abbildungen 

10.2.1 Anhang B1: DNA-Extraktionsverfahren 

 

Abbildung 22: DNA-Extraktion mit PowerSoilTM Isolation Kit (MOBIO) 

500 µL Sporensuspension in bidest. H2O bzw. 

50 mg Staub 

 

vortexen 

 

vortexen mit Vortexadapter, 10 min, max. Geschwindigkeit 

 

Zentrifugation 30 s, 16.000xg 

 

vortexen, 5 s 

Inkubation 5 min auf Eis 

 

Zentrifugation 60 s, 16.000xg 

 

Pellet verwerfen, bis zu 600 µL Überstand in ein neues Gefäß transferieren 

 

vortexen 

Inkubation 5 min auf Eis 

 

Zentrifugation 60 s, 16.000xg 

 

Pellet verwerfen, bis zu 750 µL Überstand in ein neues Gefäß transferieren 

 

675 µL auf Spin-Filter geben 

Zentrifugation 60 s, 16.000xg 

Durchfluss verwerfen und 2x wiederholen 

 

Durchfluss verwerfen, Zugabe von 500 µL Lösung C5 auf Spin-Filter 

 

Zentrifugation 30 s, 16.000xg 

 

Durchfluss verwerfen, Zentrifugation 60 s, 16.000xg 

 

Spin-Filter in neues Gefäß setzen 

 

Zentrifugation 30 s, 16.000xg 

 

DNA 

+ 60 µL Lösung C1 

+ 250 µL Lösung C2 

+ 200 µL Lösung C3 

+ 1200 µL Lösung C4 
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Abbildung 23: DNA-Extraktion mit GenEluteTM Plant Genomic DNA Miniprep Kit (SIGMA) 
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Abbildung 24: DNA-Extraktion mit CTAB nach KORTHALS ET AL. (2008A) mit Modifikationen 
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10.2.2 Anhang B2: DNA-Aufreinigungsverfahren 

 

Abbildung 25: Aufreinigung von PCR-Produkten mit GenEluteTM PCR Clean-up Kit (SIGMA) 

 

Platzierung einer GenElute Plasmid Mini-spin Säule in ein mitgeliefertes Gefäß 

 

Zentrifugation 60 s, 12.000xg 

Durchfluss verwerfen 

 

Zugabe von 5 Volumen Binding Solution zu 1 Volumen PCR-Produkt und mischen 

 

Überführen der DNA-Lösung auf die Mini-spin Säule 

 

Zentrifugation 60 s, 16.000xg 

 

Durchfluss verwerfen 

 

Zentrifugation 60 s, 16.000xg 

 

Durchfluss verwerfen 

 

Zentrifugation 2 min, 16.000xg 

 

Platzieren der Mini-spin Säule in ein neues Gefäß 

 

Inkubation 60 s bei RT 

Zentrifugation 60 s, 16.000xg 

 

gereinigte DNA 

i spin Säule in ein mitgeliefertes Gefäß
+ 500 µL Column Preparation Solution 

+ 500 µL Wash Solution 

 Säule 

+ 50 µL Elution Solution 
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Abbildung 26: Aufreinigung von einzelsträngiger DNA mit GenEluteTM PCR Clean-up Kit 
(SIGMA).  
Modifikationen gegenüber den Herstellerangaben sind fett gedruckt. 

 

 

Abbildung 27: Aufreinigung von einzelsträngiger DNA aus einem Polyacrylamidgel durch 
„Crush & Soak“ (PETERS ET AL., 2000) 

Platzierung einer GenElute Plasmid Mini-spin Säule in ein mitgeliefertes Gefäß 

 

Zentrifugation 60 s, 12.000xg 

Durchfluss verwerfen 

 

Zugabe von 5 Volumen Binding Solution zu 1 Volumen PCR-Produkt und mischen 

 

Überführen der DNA-Lösung auf die Mini-spin Säule 

 

Zentrifugation 60 s, 16.000xg 

 

Durchfluss verwerfen 

 

Zentrifugation 60 s, 16.000xg 

 

Durchfluss verwerfen 

 

Zentrifugation 2 min, 16.000xg 

 

Platzieren der Mini-spin Säule in ein neues Gefäß 

 

Inkubation 60 s bei RT 

Zentrifugation 60 s, 16.000xg 

 

gereinigte DNA 

+ 500 µL Column Preparation Solution 

+ 500 µL Wash Solution 

+ 20 µL Elution Solution 

Ausschneiden der gewünschten Bande  

aus dem Polyacrylamidgel (Skalpell) 

 

Inkubation 3 h bei 37°C, 800 rpm 

 

Überführung von 40 µL DNA-Lösung in ein neues Gefäß 

 

Inkubation über Nacht bei -20°C 

 

Zentrifugation 15 min, 24.000xg, 4°C 

 

Überstand verwerfen, Pellet in 12 µL TE-Puffer (pH 8,0) resuspendieren 

+ 50 µL C&S-Puffer 

+ 80 µL Ethanol (100 %) 

+ 2 µL Glycogen (20 mg/mL) 
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Abbildung 28: Aufreinigung von DNA aus einem Agarosegel mit QIAquick Gel Extraction Kit 
(QIAGEN) 
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10.2.3 Anhang B3: Next Generation Sequencing 

 

Abbildung 29: Ablauf der Probenvorbereitung bei GS Junior 454 Sequencing (ROCHE) gemäß 
den Herstelleranleitungen (gekürzt) für Short Fragment Removal, Amplicon Library Prepara-
tion, emPCR Amplification und Sequencing 

 

Herstellung der Amplikons 

Amplifikation einer Pilz-spezifischen DNA-Region 

Primer: Amplicon Fusion Primer 

(5‘-Adapter für Bead-Bindung, Key Sequenz, Barcode und Template-spezifische Sequenz-3‘) 

 

Agarosegelelektrophorese (1,0 %) zur Kontrolle der Amplifikation 

 

Aufreinigung der Amplikons mittels Short Fragment Removal Protokoll und AMPure XP Beads 

1) Ermittlung des richtigen DNA:AMPure XP Bead 

Verhältnisses zur Entfernung kurzer, unerwünschter Fragmente 

(nicht näher beschrieben) 

 

2) Short Fragment Removal 

 

Gebe 72 µL AMPure XP Beads in ein 1,5 mL Gefäß und  

stelle es in den Magnetic Particle Concentrator (MPC) 

 

Überstand verwerfen; Zugabe von 72 µL Sizing Solution 

 

vortexen für 5 s 

 

Zugabe von der unter 1) ermittelten DNA-Menge 

Inkubation für 10 min bei RT 

Inkubation für 5 min im MPC 

 

Überstand verwerfen; Zugabe von 200 µL Ethanol (70 %) 

 

vortexen für 5 s 

Inkubation für 60 s im MPC 

 

Überstand verwerfen, Ethanolschritt einmal wiederholen 

 

soviel Überstand wie möglich verwerfen 

Bead-Pellet bei 37°C trocknen 

 

vortexen für 5 s 

Inkubation für 2 min im MPC 

 

Überführe den Überstand in ein 1,7 mL Gefäß 

 

+ 10 µL TE-Puffer, 1x 
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Fortsetzung Abbildung 29: Ablauf der Probenvorbereitung bei GS Junior 454 Sequencing 
(ROCHE) gemäß den Herstelleranleitungen (gekürzt) für Short Fragment Removal, Amplicon 
Library Preparation, emPCR Amplification und Sequencing 

 

 

1) Library Quality Control 

(Überprüfung, ob die Aufreinigung erfolgreich war) 

 

Durchführung einer Qualitätskontroll-PCR 

PCR-Ansatz: 

Nukleasefreies Wasser 39µL 

PCR-Puffer (10x) 5 µL 

dNTP-Mix [je 10 mM] 2 µL 

Primer 1 [10 µM] 1 µL 

Primer 2 [10 µM] 1 µL 

DNA Template [2x108 Moleküle/µL] 1 µL 

Taq DNA Polymerase 1 µL 

 50 µL 

 

PCR-Protokoll: 

Initiale Denaturierung 94°C, 11 min  

Denaturierung 94°C, 60 s 

40 x Annealing 60°C, 60 s 

Elongation 72°C, 60 s 

Terminale Elongation 72°C, 10 min  

Abkühlung 4°C, unendlich  

 

Visualisierung der Qualitätskontroll-PCR in einem 1,5%igen Agarosegel mit 3,6 µL Ethidiumbromid 

 

Quantifizierung der Amplikons mit Quant-it PicoGreenTM dsDNA Assay in LightCyler® 480 

 

Herstellung einer 1:200-Verdünnung der PicoGreen-Stocklösung in 1x TE-Puffer (pH 8,0) 

 

Herstellung einer DNA-Standard-Verdünnungsreihe in 1x TE-Puffer (pH 8,0) 

(50 ng/well, 25 ng/well, 12,5 ng/well, 6,25 ng/well,  

3,13 ng/well, 1,56 ng/well, 0,78 ng/well, 0,00 ng/well) 

 

Herstellung einer 1:100-Verdünnung der aufgereinigten Amplikons in 1x TE-Puffer (pH 8,0) 

 

Zugabe von je 50 µL DNA-Standard und Amplicon-Verdünnung  

in ein well einer LightCycler® 480 96-well Platte 

 

Zugabe von 50 µL PicoGreen-Verdünnung zu jeder DNA-Probe und mischen 
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Fortsetzung Abbildung 29: Ablauf der Probenvorbereitung bei GS Junior 454 Sequencing 
(ROCHE) gemäß den Herstelleranleitungen (gekürzt) für Short Fragment Removal, Amplicon 
Library Preparation, emPCR Amplification und Sequencing 
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Fortsetzung Abbildung 29: Ablauf der Probenvorbereitung bei GS Junior 454 Sequencing 
(ROCHE) gemäß den Herstelleranleitungen (gekürzt) für Short Fragment Removal, Amplicon 
Library Preparation, emPCR Amplification und Sequencing 

 

 

vortexen für 5 s 

 

Emulsionsbildung 

 

Zugabe von 1,2 mL LiveAmp-Mix zu der gebundenen DNA-Bibliothek 

LiveAmp-Mix (angepasst für Fragmente > 500 bp): 

Bidest. Wasser 359 µL 

Additiv 515 µL 

Amp Mix 297 µL 

Amp Primer 104 µL 

Enzym Mix 70 µL 

PPiase 2 µL 

 1347 µL 

 

vortexen und überführen des gesamten Volumens in das Turrax-Gefäß mit der Prä-Emulsion 

 

Emulgation für 5 min bei 2.000 rpm im IKA Turrax 

 

Aliquotiere 100 µL der Emulsion mit einer Multipette in die  

Vertiefungen einer 96-well, semi-skirted PCR-Platte 

 

Verschließe alle Vertiefungen mit Deckelstreifen 

 

Amplifikation 

emPCR-Protokoll (angepasst für Fragmente > 500 bp) 

1x 4 min bei 94°C 

50x 30 s bei 94°C, 10 min bei 60°C 

1x 10°C, gehalten 

 

emPCR Bead Rückgewinnung 

Überführen der emPCR-Emulsion aus der 96-well PCR-Platte in ein 50 mL Plastikröhrchen mit Hilfe 
der mitgelieferten Transpette und einer Vakuumpumpe 

 

Bead Waschung 

vortexen der Emulsion und Ad 35 mL Isopropanol (100 %) 

 

Zentriguation für 5 min, 930xg 

 

Dekantieren des Überstands, ad 40 mL Isopropanol (100 %) und vortexen 
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Fortsetzung Abbildung 29: Ablauf der Probenvorbereitung bei GS Junior 454 Sequencing 
(ROCHE) gemäß den Herstelleranleitungen (gekürzt) für Short Fragment Removal, Amplicon 
Library Preparation, emPCR Amplification und Sequencing 

 

 

Zentrifugation für 5 min, 930xg 

 

Dekantieren des Überstands, ad 35 mL Isopropanol (100 %) und vortexen 

 

Zentrifugation für 5 min, 930xg 

 

Dekantieren des Überstands, ad 35 mL Ethanol (100 %) und vortexen 

 

Zentrifugation für 5 min, 930xg 

 

Dekantieren des Überstands, ad 35 mL Enhancing Puffer und vortexen 

 

Zentrifugation für 5 min, 930xg 

 

Dekantieren des Überstands mit Verbleib von 2 – 5 mL Flüssigkeit 

 

Überführen der gewaschenen Beads in ein 1,7 mL Gefäß 

 

Bead Anreicherung 

 

Herstellen von Melt Solution (125 µL 10N NaOH + 9,875 mL bidest. Wasser) 

 

Zugabe von 1 mL Melt Solution zu 1,7 mL Gefäß 

Inkubation 2 min bei RT 

 

Zentrifugation für 15 s, 13.000 rpm 

Überstand verwerfen und Zugabe von Melt Solution einmal wiederholen 

 

3-mal Waschen der Beads mit 1 mL Annealing Puffer 

 

Zugabe von 45 µL Annealing Puffer und 25 µL Enrichment Primer 

Inkubation für 5 min bei 65°C, danach 2 min auf Eis 

 

3-mal Waschen der Beads mit 1 mL Enhancing Puffer 

 

Zugabe von 80 µL Enrichment Beads 

Inkubation für 5 min bei RT auf LabRotator 
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Fortsetzung Abbildung 29: Ablauf der Probenvorbereitung bei GS Junior 454 Sequencing 
(ROCHE) gemäß den Herstelleranleitungen (gekürzt) für Short Fragment Removal, Amplicon 
Library Preparation, emPCR Amplification und Sequencing 

 

 

Überstand verwerfen und unbeladene Beads mit  

1 mL Enhancing Puffer (10-mal wiederholen) abwaschen 

 

Zugabe von 700 µL Melt Solution zu den beladenen Enrichment Beads 

 

vortexen und pelletieren der Beads für 1,5 min im MPC 

 

Überführen des Überstands in ein neues 1,7 mL Gefäß 

 

Wiederholen der Schmelzung 1-mal 

 

3-mal Waschen der Beads mit 1 mL Annealing Puffer 

 

Zugabe von 100 µL Annealing Puffer und 25 µL Sequenzier-Primer 

Inkubation 5 min bei 65°C, danach 2 min auf Eis 

 

3-mal Waschen der Beads mit 1 mL Annealing Puffer 

 

Kontrolle der Anreicherung im GS Junior Bead Counter (SOLL: 5 – 20 %)  

 

 

Sequenzierung 

 

Vorbereitung der PicoTiterPlatte (PTP) 

Herstellung des Bead Buffer 2 (BB2) und auf Eis stellen 

(6,6 mL Supplement CB zu Buffer CB Flaschen + 6,5 µL Apyrase) 

 

Einspannen der PTP in das Bead Deposition Device (BDD) 

 

Zugabe von 350 µL BB2 durch das Befüllungsloch 

 

Zentrifugation 5 min, 1620xg 

 

Vorbereitung der DNA-Beads 

Einsetzen von 500.000 Beads (= 5 % Anreicherung) 

 

Zugabe von 6 µL Control Beads und 500 µL BB2 
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Fortsetzung Abbildung 29: Ablauf der Probenvorbereitung bei GS Junior 454 Sequencing 
(ROCHE) gemäß den Herstelleranleitungen (gekürzt) für Short Fragment Removal, Amplicon 
Library Preparation, emPCR Amplification und Sequencing 
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Fortsetzung Abbildung 29: Ablauf der Probenvorbereitung bei GS Junior 454 Sequencing 
(ROCHE) gemäß den Herstelleranleitungen (gekürzt) für Short Fragment Removal, Amplicon 
Library Preparation, emPCR Amplification und Sequencing 

 

  

 

 

Überstand von der PTP verwerfen und Zugabe von 350 µL PPiase Beads 

 

Zentrifugation 5 min, 1620xg 

 

Überstand von der PTP verwerfen, PTP aus dem BDD entnehmen  

und in die PTP Kassette am GS Junior einsetzen, um den Sequenzierlauf zu starten 
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10.2.4 Anhang B4: Detektion von amplifizierter DNA mittels 

Agarosegelelektrophorese 

10.2.4.1 Amplifikation von Pilzreinkulturen mit universellen Pilz-Primer-

paaren 

 

Abbildung 30: Agarosegelelektrophorese nach Amplifikation von Pilzreinkulturen aus der 
Stammsammlung des Lehrstuhls für Tierhygiene mit den Primerpaaren (A) 0817/1536, (B) 
NS7/NS8, (C) U1/U2, (D) ITS1/ITS4, (E) ITS1F/ITS4 und (F) Fun18sf/ITS4 

Auftragsreihenfolge: 

1: Wallemia sp.; 2: Trichoderma sp.; 3: Aureobasidium pullulans; 4: Trichothecium roseum; 5: Cla-
dosporium sp.; 6: Alternaria sp.; 7: Moniliella sp.; 8: Chrysonilia sp.; 9: Epicoccum sp.; 10: Chae-
tomium sp.; 11: Stachybotrys chartarum; 12: Stachybotrys chartarum; 13: Rhizopus peca; 14: Mucor 
spinosus; 15: Fusarium sp.; 16: Penicillium chrysogenum; 17: P. brevicompactum; 18: Aspergillus 
clavatus; 19: A. flavus; 20: A. fumigatus; 21: A. versicolor; 22: A. niger; 23: A. glaucus Group 
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10.2.4.2 Nachweis pflanzlicher DNA nach Amplifikation von Total-DNA-

Extrakten aus Matratzenstaub mit Primerpaar ITS1/ITS4 

 

Abbildung 31: Agarosegelelektrophorese nach Amplifikation von (A) Total-DNA-Extrakten aus 
Matratzenstaubproben mit Power SoilTM DNA Isolation Kit (MOBIO) und (B) vorselektierten 
DNA-Proben nach Gelextraktion mit Primerpaar ITS1/ITS4 

A: Dreifach-Amplifikation von drei Matratzenstaub-DNA-Extrakten; 1: DNA-Leiter; 2: leer; 3-5: Staub 1; 
6: leer; 7-9: Staub 2; 10: leer; 11-13: Staub 3; 14: leer; 15: DNA-Leiter 

B: Re-Amplifikation des 570-590 und 750 bp Fragments der Matratzenstaubproben 1-3 (A) im Doppel-
ansatz mit anschließender Sanger-Sequenzierung von Probe 6 (Cucumis sativus) und 7 (Teilsequen-
zen von Trebouxia decolorans und Nicotiana tabacum); 1: DNA-Leiter; 2-4: 570-590 bp Fragment von 
Staubprobe 1-3; 5-7: 750 bp Fragment von Staubprobe 1-3; 8: Positivkontrolle (Reinkultur); 9: Nega-
tivkontrolle; 10-12: 570-590 bp Fragment von Staubprobe 1-3; 13-15: 750 bp Fragment von Staub-
probe 1-3; 16: Positivkontrolle (Reinkultur); 17: Negativkontrolle; 18: DNA-Leiter 

  

A B

1   2    3 4 5 6    7 8 9 10 11  12  13  14   15   1    2  3   4   5   6   7 8  9 10 11 12 13 14 15 16 17 18  
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10.2.4.3 Amplifikation von Proben der PCR-SSCP-Gelposition 621/627 mit 

speziesspezifischen Primern für Penicillium chrysogenum, P. com-

mune/camembertiii/echinulatum/crustosum/solitum, Exophiala dermati-

tidis und E. jeanselmei 

10.2.4.3.1 Amplifikation mit Primerpaar PchryF4-1/PchryR8 (P. chrysogenum) 

 

Abbildung 32: Amplifikation des vorselektierten 570-590 bp Fragments (oben) und der Crush & 
Soak-Proben (unten) von Proben der Gelposition 621/627 mit Primerpaar PchryF4-1/PchryR8 

Auftragsreihenfolge (für Probenindex s. Tabelle 31): 

1: DNA-Leiter; 2: Probe 1; 3: Probe 2; 4: Probe 3; 5: Probe 4; 6: Probe 5; 7: Probe 6; 8: Probe 7; 9: 
Probe 8; 10: Probe 9; 11: Probe 10; 12: Probe 11; 13: Probe 12; 14: Probe 13; 15: Probe 14; 16: 
Probe 15; 17: Probe 16; 18: DNA-Leiter; 19: Reinkultur von P. chrysogenum (DSM 844); 20: Negativ-
kontrolle; 21: DNA-Leiter 

 

  

1     2     3    4     5    6    7 8    9    10  11   12  13  14   15   16  17   18  

1     2     3    4     5    6    7 8    9    10  11   12  13  14   15   16  17   18   19    20   21
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10.2.4.3.2 Amplifikation mit Primerpaar PchrF1/PauraR1 (P. commune/ 

camembertiii/echinulatum/crustosum/solitum 

 

Abbildung 33: Amplifikation des vorselektierten 570-590 bp Fragments (oben) und der Crush & 
Soak-Proben (unten) von Proben der Gelposition 621/627 mit Primerpaar PchryF1/PauraR1 

Auftragsreihenfolge (für Probenindex s. Tabelle 31): 

1: DNA-Leiter; 2: Probe 1; 3: Probe 2; 4: Probe 3; 5: Probe 4; 6: Probe 5; 7: Probe 6; 8: Probe 7; 9: 
Probe 8; 10: Probe 9; 11: Probe 10; 12: Probe 11; 13: Probe 12; 14: Probe 13; 15: Probe 14; 16: 
Probe 15; 17: Probe 16; 18: DNA-Leiter 

  

1     2     3     4     5    6     7 8    9    10  11   12  13  14   15   16  17   18  

1     2     3    4     5     6     7 8    9    10   11   12  13  14   15   16   17  18
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10.2.4.3.3 Amplifikation mit Primerpaar ExdF/ExdR (Exophiala dermatitidis) 

 

Abbildung 34: Amplifikation der Crush & Soak-Proben  von Proben der Gelposition 621/627 mit 
Primerpaar ExdF/ExdR 

Auftragsreihenfolge (für Probenindex s. Tabelle 31): 

1: DNA-Leiter; 2: Probe 1; 3: Probe 2; 4: Probe 3; 5: Probe 4; 6: Probe 5; 7: Probe 6; 8: Probe 7; 9: 
Probe 8; 10: Probe 9; 11: Probe 10; 12: Probe 11; 13: Probe 12; 14: Probe 13; 15: Probe 14; 16: 
Probe 15; 17: Probe 16; 18: Negativkontrolle; 19: DNA-Leiter 

 

1     2     3    4     5     6     7 8    9    10   11   12  13  14   15   16   17 18  19
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Abbildung 35: Amplifikation des vorselektierten 570-590 bp Fragments (a) und des nativen 
DNA-Extrakts (b) von Proben der Gelposition 621/627 mit Primerpaar ExdF/ExdR 

Auftragsreihenfolge (für Probenindex s. Tabelle 31): 

oben: 1: DNA-Leiter; 2: Probe 1a; 3: Probe 1b; 4: Probe 2a; 5: Probe 2b; 6: Probe 3a; 7: Probe 3b; 8: 
Probe 4a; 9: Probe 4b; 10: Probe 5a; 11: Probe 5b; 12: Probe 6a; 13: Probe 6b; 14: DNA-Leiter 

unten: 1: DNA-Leiter; 2: Probe 7a; 3: Probe 7b; 4: Probe 11a; 5: Probe 11b; 6: Probe 12a; 7: Probe 
12b; 8: Probe 15a; 9: Probe 15b; 10: Probe 16a; 11: Probe 16b; 12: Negativkontrolle; 13: DNA-Leiter 

 

  

1     2     3    4     5     6     7 8    9    10   11   12  13   14  

1     2     3    4     5     6     7 8     9    10   11   12   13   
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10.2.4.3.4 Amplifikation mit Primerpaar E1m/E2 (Exophiala jeanselmei) 

 

Abbildung 36: Amplifikation des nativen DNA-Extrakts von Proben der Gelposition 621/627 mit 
Primerpaar E1m/E2 

Auftragsreihenfolge (für Probenindex s. Tabelle 31): 

1: DNA-Leiter; 2: Probe 1; 3: Probe 2; 4: Probe 3; 5: Probe 4; 6: Probe 5; 7: Probe 6; 8: Probe 7; 9: 
Probe 8; 10: Probe 9; 11: Probe 10; 12: Probe 11; 13: Probe 12; 14: Probe 13; 15: Probe 14; 16: 
Probe 15; 17: Probe 16; 18: Negativkontrolle; 19: DNA-Leiter 

 

 

 

1     2     3    4     5    6     7 8    9    10   11   12  13  14   15   16   17  18   19
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