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Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

Die Luft in Tierstallen enthalt Gase (z.B. Ammoniak, Kohlendioxid), Staubpartikel und
Mikroorganismen wie Bakterien, Viren und Pilze. Diese auch als Bioaerosole bezeichneten
organischen Stiube spielen eine groBe Rolle als Verursacher fir diverse
Atemwegserkrankungen bei Landwirten und aufgestallten Tieren. Besonders den
Endotoxinen als Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien wird hierbei eine groR3e
Bedeutung beigemessen, da viele im Zusammenhang mit Bioaerosolbelastungen stehende
Krankheiten (z.B. Organic Dust Toxic Syndrome, Farmerlunge, chronische Bronchitis)
urséchlich auch auf die Wirkung dieser Substanzen zurilickgefiihrt werden (Rylander, 1994;
Douwes et Heederik, 1997). Es ist zwar hinreichend bekannt, dass Endotoxine in
Bioaerosolen aus Tierstéllen qualitativ gesehen die stérkste entziindungsauslésende
Komponente sind, in welchem quantitativen Verhéltnis sie aber zu anderen, weiterhin
vorhandenen entzindungsauslésenden Substanzen (u.a. Glucane, Lipoteichonséuren,
Tannine) stehen, ist bisher nicht systematisch untersucht worden (Hoppenheidt, 2002;
Zucker et al., 2006).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die proinflammatorische Potenz von Bioaerosolen aus
Tierstéllen, und hier insbesondere die Bedeutung der Endotoxine, genauer zu
charakterisieren. Fur die Untersuchungen wurden Stélle verschiedener Nutztierrichtungen
ausgewahlt, die reprasentativ die Belastung an luftgetragenen proinflammatorischen Stoffen
in Tierstallen aufzeigen sollen.

Zur Bestimmung des proinflammatorischen Potentials der Bioaerosolproben wurde ein
sogenannter humaner Vollbluttest angewendet. Mit diesem Testsystem wird die Gesamtheit
aller entziindungsauslésenden Strukturen anhand der Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine aus humanem Vollblut erfasst, und er orientiert sich am Entziindungsgeschehen
der belasteten Spezies. In den vorliegenden Untersuchungen sollte ebenfalls zwischen
endotoxinbedingter — und nicht-endotoxinbedingter proinflammatorischer Aktivitat der
Bioaerosolproben durch Zusatz von spezifischen Endotoxininhibitoren differenziert werden.
Dadurch ist eine Aussage dariber méglich, welchen Anteil die Endotoxine an der gesamt-
proinflammatorischen Aktivitat der Bioaerosole besitzen.

Zur Bestimmung der Endotoxinkonzentration in den Bioaerosolproben wurde der Limulus-
Amdbozyten-Lysat (LAL)-Test eingesetzt, der ausschlieBlich Endotoxine gramnegativer
Bakterien erfasst. Da diese aber die potenteste Substanzgruppe hinsichtlich einer
Entzindungsauslésung im Atemtrakt darstellen, sollte ein Vergleich beider Testsysteme
(Vollbluttest und LAL-Test) Informationen dariiber geben, inwieweit der LAL-Test zur
Beschreibung des gesamt-proinflammatorischen Potentials von Bioaerosolproben aus
Tierstéllen genutzt werden kann.

Anhand der Messung von zwei verschiedenen Staubfraktionen (einatembare Staubfraktion,
PM10-Staubfraktion) sollte auBerdem die Verteilung entzindungsauslésender Aktivitaten in
Abhé&ngigkeit vom aerodynamischen Durchmesser der Staubpartikel untersucht werden.
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2. Literaturiibersicht
2.1 Allgemeine Definitionen

Einfihrend werden grundlegende Definitionen zur Staubproblematik gegeben, wie sie in
dieser Arbeit verwendet werden. Hierbei ist vor allem auf Definitionen der Deutschen
Forschungs-Gemeinschaft (DFG) und des Vereins Deutscher Ingenieure (VDI)
zurlckgegriffen worden.

Aerosole sind mehrphasige Systeme von Gasen, insbesondere Luft und darin dispers
verteilten partikelférmigen Feststoffen oder Flissigkeiten (Anonym, 2005).

Stdube sind disperse Verteilungen fester Stoffe in Gasen, insbesondere Luft, entstanden
durch mechanische Prozesse oder durch Aufwirbelung (Anonym, 2005).

Schwebstaub (total suspended particulates, TSP) bezeichnet die Aerosolkomponente der in
der Luft vorhandenen Partikel bis zu einem oberen aerodynamischen Durchmesser von rund
30 pm (Anonym, 2003).

PM10 (Thorakaler Schwebstaub, thoracic particulates) umfasst Partikeln, die einen in der
ISO 7708 definierten gréBenselektierenden Lufteinlass passieren, der fir einen
aerodynamischen Durchmesser von 10 um eine Abscheidewirksamkeit von 50% aufweist.
(Anonym, 2003).

PM2.5 (Alveolengéngiger Schwebstaub, respirable particulates) sind Partikel, die einen in
der I1ISO 7708 definierten gréBenselektierenden Lufteinlass passieren, der flr einen
aerodynamischen Durchmesser von 2,5 um eine Abscheidewirksamkeit von 50% aufweist
(Anonym, 2003).

Ultrafeine Partikel sind Teilchen mit einem thermodynamischen Durchmesser kleiner 0,1 pm.
(Anonym, 2003).

Aerodynamischer Durchmesser (dae):

Der aerodynamische Durchmesser ist die bestimmende GréBe fur Partikeln > 0,5 pm.

Er beschreibt den Durchmesser einer Kugel mit der Dichte 1 (1 g/cm3), welche die gleiche
Sinkgeschwindigkeit in ruhender oder laminar stromender Luft besitzt (Anonym, 2005).

Diffusions-Aquivalentdurchmesser (dp):

Der Diffusions-Aquivalentdurchmesser bestimmt die Ablagerung im Atemtrakt bei
isometrischen Partikeln mit Durchmessern < 0,5 ym. Er entspricht dem Durchmesser einer
Kugel, die im gleichen Dispersionsmittel (am Arbeitsplatz Luft) denselben Diffusions-
koeffizienten wie die untersuchte Partikel hat (Anonym, 2005).

Einatembare Staubfraktion:

Die einatembare Fraktion umfasst den Massenanteil aller Schwebstoffe, der durch Mund und
Nase eingeatmet wird (Anonym, 2003). MafR3geblich sind dabei die Ansauggeschwindigkeit
im Mund- und Nasenbereich sowie die Umstrdomungsbedingungen des Kopfes. Wé&hrend
kleinere Partikel (d,e <5 pm) nahezu vollstéandig eingeatmet werden, nimmt die Inhalierbarkeit
zu gréBeren Partikeln hin ab (Anonym, 2005).
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Alveolengéngige Staubfraktion:

Hierunter wird der Aerosolanteil verstanden, der bis in die nicht mit Zilien versehenen
Bereiche, d.h. die Alveolen, zilienfreie Bronchiolen und Ductus alveolares, der Atemwege
vordringen kann, wobei eine Teilmenge dort deponiert wird. Hier findet keine mukoziliare
Reinigung statt. Diese Teilmenge kann Uber das Interstitium (Lungenzwischengewebe) in
das Lymphsystem und besonders bei ultrafeinen Partikeln auch in die Blutkapillaren
Ubertreten (Anonym, 2005).

Bioaerosole:

Bioaerosole sind komplexe luftgetragene Partikel biologischer Herkunft oder Aktivitat
(Anonym, 2004%). Bioaerosole im Sinne dieser Richtlinie (VDI 4252 Blatt 3, DIN EN 13098)
sind alle im Luftraum befindlichen Ansammlungen von Partikeln, denen Pilze (Sporen,
Konidien, Hyphenbruchstiicke), Bakterien, Viren und / oder Pollen sowie deren Zellwand-
bestandteile und Stoffwechselprodukte (z.B. Endotoxine, Mykotoxine) anhaften bzw. diese
beinhalten oder bilden. Hierzu zahlen auch beliebige Staube, die mit biogenen Substanzen
wie Enzymen, Proteinen und Toxinen behaftet sind (Linsel, 2001). Die PartikelgréBen
kénnen einen aerodynamischen Durchmesser zwischen 0,5 - 100 pym aufweisen (Hirst,
1995).

Um bei der Messung der Staubfraktionen die fir die pathogenen Wirkungen relevanten
Partikel erfassen zu kbénnen, missen Probenahmegeradte eine Abscheidung der
luftgetragenen Partikel in Abhangikeit vom aerodynamischen Durchmesser gewéhrleisten.
Die Abscheidung muss dabei auBerdem der bei der Atmung auftretenden Ablagerung von
Partikeln im Respirationstrakt entsprechen.

Anhand experimentell ermittelter Abscheidekurven fir luftgetragene Partikel im
menschlichen Respirationstrakt kdnnen finf verschiedene Fraktionen unterschieden werden:
Die einatembare Fraktion (friiher als Gesamtstaub bezeichnet), die thoraxgangige Fraktion,
die alveolengéngige Fraktion, die extrathorakale Fraktion, welche sich aus der Differenz
zwischen einatembarer und thoraxgangiger Fraktion ergibt, sowie die tracheobronchiale
Fraktion. Letztere ist die Differenz zwischen thoraxgangiger und alveolarer Fraktion
(Anonym, 2005).

Messgerate, die den einatembaren Staubanteil des Aerosols erfassen, missen demnach
eine Abscheidung der Partikel gewahrleisten, die der Abscheidekurve flr die einatembare
Fraktion des luftgetragenen Staubs folgt. Entsprechendes gilt dann fir den alveolengéngigen
Staubanteil (friher als Feinstaub bezeichnet).

In den Abbildungen 1 - 3 sind die Aerosolanteile im Atembereich dargestellt, weiterhin wird in
Abhéangigkeit vom aerodynamischen Durchmesser der Partikel der Abscheidegrad bzw. die
Atemwegsgangikeit definiert, und es werden vergleichsweise typische GréBenbereiche von
wichtigen Bioaerosolbestandteilen angegeben.
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Abb. 1: Unterteilung des gesamten Aerosols im Atembereich nach arbeits-medizinischen
Kriterien und deren Deposition, nach MAK- und BAT-Werte-Liste 2005
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Abb. 2: Schematische Darstellung der arbeitsmedizinisch-toxikologisch relevanten
Aerosolanteile in den Atmungsorganen. Neben den in den verschiedenen Bereichen
deponierten Anteile sind die von dort jeweils ausgeatmeten Anteile getdnt dargestellt. Nach
MAK- und BAT-Werte-Liste 2005, modifiziert.
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Abb. 3: Schematische Gegenuberstellung der Atemwegsgangigkeit von unterschiedlich
groBBen Partikeln und den typischen GréBenbereichen wichtiger Bioaerosolbestandteile,
nach Linsel, 2001; veréandert von Hoppenheidt, 2002.

2.2 Allgemeine gesundheitliche Wirkungen von Aerosolen

Aerosole haben eine direkte Einwirkung auf die &uBere Haut und die zugénglichen
Schleimhaute, auf das bronchopulmonale System und auf den Gastrointestinaltrakt. Aus
medizinischer Sicht ist dabei die Einwirkung auf den Atemtrakt am bedeutendsten (Mehlhorn,
1979; Stetzenbach, 1997). Hierbei stehen vor allem tumorerzeugende, fibroseerzeugende,
allergisierende, chemisch-irritative oder chemisch-toxische Wirkungen und Uberladungs-
effekte im Vordergrund (Anonym, 2005). In der Tierhaltung stellen die Atemwegsinfektionen,
insbesondere infektidse respiratorische Faktorenkrankheiten, die wichtigsten durch Aerosole
hervorgerufenen Erkrankungen dar, beim Stallpersonal Uberwiegen dagegen verschiedene
obstruktive Atemwegserkrankungen. Weiterhin ist zu berlcksichtigen, dass l8sliche und
ultrafeine Partikel auBerdem die Zellwande von Bronchien und Alveolen durchdringen, in die
Blutbahn gelangen und dadurch systemische Wirkung entfalten. Die von diesen Partikeln
moglicherweise ausgeldsten Auswirkungen auf die Gesundheit beschranken sich deshalb
nicht auf Atemwegserkrankungen; auch das Herz-Kreislauf-System kann betroffen sein
(Seaton et al., 1995; Zanobetti et al., 2000; Kappos et al., 2003; Anonym, 2005).

Die pathophysiologische Wirkung eingeatmeter Aerosole hangt vor allem von drei Faktoren
ab, die im Weiteren naher beschrieben werden:

1. Aufnahme, Transport und Ablagerung der Aerosolbestandteile im Respirationstrakt
2. Individuelle Disposition des belasteten Organismus
3. Zusammensetzung des Aerosols
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2.2.1 Aufnahme, Transport und Ablagerung von Aerosolen in den Atmungsorganen

Transport und Ablagerung von Partikeln im Atemtrakt hangen von der GréBe, der Form und
der Dichte / Konzentration der Partikeln ab. Ebenso entscheiden Parameter wie chemische
Oberflacheneigenschaften, Bioverfligbarkeit organischer Partikelkomponenten fir die
Interaktion mit Zellstrukturen und Wasser- oder Lipidiéslichkeit Gber die Eliminierung oder
schadliche Retention im Organismus. Wahrend kleinere Partikel (d,e < 5 pm) nahezu
vollstédndig eingeatmet werden, nimmt die Inhalierbarkeit zu gréBeren Partikeln hin ab. Aus
dem eingeatmeten Anteil werden die gréBeren Partikeln (d,e > 15 pm) nahezu ausschlieBlich
extrathorakal, d.h. im Bereich von Nase, Rachen und Kehlkopf abgelagert. Kleinere Teilchen
werden zum Teil im Tracheo-Bronchialbaum oder bei feinen bis ultrafeinen Partikeln im
Alveolarraum abgelagert. Das deponierte Material kann dann als ein kontinuierlicher
Stimulus fur die Entzindungsreaktion agieren (Wang et al., 1997). Die Ablagerung kann
sowohl bei der Ein- als auch bei der Ausatmung erfolgen. Ein Teil der eingeatmeten Partikel
wird im Atemtrakt nicht deponiert und somit wieder ausgeatmet (= ausgeatmeter Anteil, siehe
Abbildung 1 und 2) (Anonym, 2005).

Die wichtigsten Depositionsmechanismen im Atemtrakt sind Impaktion, Sedimentation und
Diffusion. Letztere ist flr Partikel bis 0,1 pm entscheidend. Diffuse Abscheidung spielt daher
vor allem in kleinrdumigen geometrischen Strukturen, wie sie im Alveolarbereich vorliegen,
eine Rolle (Schulz, 2003). Bedeutend ist hierbei die Translokationsfahigkeit von Partikeln, die
unter Umgehung der klassischen Clearance auf unterschiedliche Arten inkorporiert werden
(Oberdorster et Utell, 2002). Bei diesen isometrischen Partikeln mit Durchmessern < 0,5 pm
bestimmt der Diffusions-Aquivalentdurchmesser (dp) den Ort der Ablagerung im Atemtrak.
Trotz ihrer geringen Masse unterliegen Partikel der Schwerkraft und sedimentieren in den
Atemwegen. Aufgrund ihrer Massentragheit kénnen Partikel plétzlichen Anderungen der
Strébmungsrichtung in den Atemwegen zum Teil nicht folgen und impaktieren z.B. an der
Bronchialwand (vor allem Partikel < 2 pm). Teilchen > 2 ym werden durch Impaktion und
Sedimentation vor allem extrapulmonal, d.h. in der Nase, abgeschieden (Schulz, 2003).
Ldsliche Anteile der deponierten feinen bis ultrafeinen Partikeln werden resorbiert, d.h. die
Partikelbestandteile werden nach deren Auflésung lokal in Zellen wirksam oder gelangen in
den Blutkreislauf bzw. das Lymphsystem und kénnen dann auch systemisch wirken.

Nicht 16sliche Anteile kbnnen von Makrophagen aufgenommen (phagozytiert) werden bzw.
von Epithelzellen oder aus dem Alveolarbereich in das Interstitium penetrieren. Die nicht
I6slichen oder nicht resorbierbaren Anteile kénnen auch mit Hilfe des mukoziliaren
Reinigungsmechanismus aus dem Tracheo-Bronchial- ebenso wie aus den Nasen-Rachen-
Kehlkopf-Bereich durch Abschlucken in den Verdauungstrakt gelangen und gegebenenfalls
dort wirksam werden (Kreyling, 2001; Anonym, 2005). Laut Oberdorster et al. (2004) sind
ultrafeine Partikel im gesamten Kdérper von Labortieren nachweisbar.

2.2.2 Individuelle Disposition des belasteten Organismus

Die individuelle Disposition wird bestimmt durch das Zusammenspiel von Dosis und Dauer
der Exposition, anderen Umwelteinfllissen, die additive oder synergistische Effekte bewirken
kénnen, und der genetischen Pradisposition des belasteten Organismus (Vandenbulcke et
al., 2006). Letztere geht beispielsweise mit Variationen in Art und Ausmaf der inflamma-
torischen Reaktion der Lunge auf inhalierte Partikel einher.

Ebenso spielen individuelle Unterschiede in der Anatomie der Atemwege, das Atemmuster
und auch krankhafte Veranderungen der Atmungsorgane, wie z.B. obstruktive Atemwegs-
erkrankungen oder katarrhalische Infekte, fur die Disposition des Organismus eine grof3e
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Rolle (Anonym, 2005). Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass die Exposition
gegenliber biologischen Aerosolen zu einer Verschlechterung der Atemfunktion
insbesondere bei Asthmatikern fiohrt (Michel et al., 1992). Michel et al. (1989; 1991)
beschreiben, dass asthmatische Personen, die einer hohen Endotoxin-Exposition ausgesetzt
sind, signifikant mehr Atembeschwerden zeigen als die anderen Versuchsgruppen. Laut
einer Studie von Valcin et al. (2007) wiesen 25% der dort untersuchten, in der Landwirtschaft
arbeitenden, nicht rauchenden Frauen mit chronischer Bronchitis auch eine asthmatische
Vorgeschichte auf. Bei gesunden Personen hat eine akute Endotoxin-Inhalation
wahrscheinlich keine Effekte auf die Lungenfunktion und die bronchiale Aktivitat.
Eingeatmetes Lipopolysaccharid scheint mehr Aktivitit bei Personen mit bereits
bestehenden entziindlichen bronchialen Erkrankungen zu haben (Michel et al., 1989). Laut
Bergmann und Musken (1994) fuhrt inhaliertes Endotoxin in Abhangigkeit von der Dosis und
der bronchialen Hyperreaktivitdt des einzelnen zu einer vorlbergehenden Broncho-
konstriktion.

2.2.3 Zusammensetzung des Aerosols

Aerosole sind physikalisch-chemisch komplexe Gemische aus festen und / oder fllissigen
Schwebeteilchen und Luft. In seltenen Féllen dienen auch andere Gase als Trager. Ein
Aerosol ist ein dynamisches System und unterliegt stidndigen Anderungen durch
Kondensation von Dampfen an bereits vorhandenen Partikeln, Verdampfen flissiger
Bestandteile der Partikel, Koagulation von kleinen zu groBen Teilchen oder Abscheidung von
Teilchen an umgebenden Gegenstanden. Aerosole bestehen sowohl aus primar emittierten
wie aus sekundar gebildeten Komponenten natlrlichen und anthropogenen Ursprungs (z.B.
Ruf3, geologisches Material, Abriebspartikel, biologisches Material) und sind in seiner
Zusammensetzung sehr vielfaltig (z.B. Schwermetalle, Sulfat, Nitrat, Ammonium, organische
Kohlenstoffverbindungen, Silicate, Wasser) (Kappos et al., 2003).

Die Zusammensetzung eines Aerosols ist sehr stark abh&ngig von seinen potentiellen
Quellen und daher sehr unterschiedlich. In der Landwirtschaft spielen dabei Bioaerosole eine
entscheidende Rolle, auf die in den folgenden Kapiteln genauer eingegangen wird.

2.3 Bioaerosole

Bioaerosole stellen ein komplexes Gemisch verschiedenster Stoffe organischer Herkunft dar,
die bei Menschen und Tieren gesundheitliche Beeintrdchtigungen vor allem aufgrund ihrer
infektidsen, allergie- und entziindungsauslésenden Potenz hervorrufen (Zucker et al., 2004).
Nach ihrer Herkunft lassen sich pflanzliche, tierische und mikrobielle Bioaerosolbestandteile
unterscheiden (Hoppenheidt, 2002). Nach Hirst (1995) missen die Partikel biologischen
Ursprungs sein, wobei sie entweder einzeln lebensfahig sein kénnen (z.B. Pilzsporen,
Bakterien) oder tote biologische Materie (z.B. abgestorbene Zellen, Bruchstliicke von
Biomaterie) oder Ausscheidungen von Lebewesen sein kdnnen. Abbildung 4 gibt einen
Uberblick tber die komplexe Zusammensetzung von Bioaerosolen wieder. Bedingt durch die
Vielfalt an Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen weisen Luftproben aus verschiedenen
Umweltbereichen  groBe qualitative  Unterschiede hinsichtlich der Bioaerosol-
zusammensetzung auf (Heederik et al., 2000). Zudem erschweren starke raumliche und
zeitliche Konzentrationsschwankungen eine analytische Erfassung von Bioaerosolbestand-
teilen und der Gesamtheit biogener Luftbestandteile (Hoppenheidt, 2002).
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Bestandteile von Pflanzen Bestandteile von Tieren
- pflanzliche Zellverbande - tierische Zellverbande

(z.B. Pollen, Fasern) (z.B. Hautschuppen, Haare)
- Fragmente pflanzlicher Zellen - Fragmente tierischer Zellen
- Stoffwechselprodukte - Stoffwechselprodukte

Mikroorganismen und deren Bestandteile

- Viren - Bakterien - Pilze (einzellig; Hyphen)
- Bakteriensporen - Pilzsporen
- Bakterienzellfragmente - Pilzzellfragmente
(z.B. Endotoxine) (z.B. B-D-Glucane)
- Stoffwechselprodukte - Stoffwechselprodukte
(z.B. Toxine) (z.B. Mykotoxine)

Abb. 4: komplexe Zusammensetzung von Bioaerosolen (Hoppenheidt, 2002, modifiziert)

Aufgrund physikalischer Gegebenheiten enthélt Luft bevorzugt biologische Strukturen mit
kleinen Partikeldurchmessern (Owen, 1992; Linsel, 2001). Fir zahlreiche Bioaerosol-
bestandteile kann wegen ihrer geringen GréBe grundsatzlich eine gute Atemwegsgangigkeit
angenommen werden. Dabei ist jedoch zu beachten, dass Bioaerosolkomponenten
miteinander und / oder mit abiotischen Luftbestandteilen gréBere Aggregate mit ein-
geschrankter Atemwegsgangigkeit bilden kénnen (Hoppenheidt, 2002).
Kondensationsprozesse oder Austrocknung kénnen die physikalischen und biologischen
Eigenschaften wie KorngréBenverteilung und Virulenz beeinflussen. Relative Luftfeuchte,
Temperatur, Gaszusammensetzung (O,, Oz, Np, NO,, SO,) und UV-Strahlung bestimmen
wesentlich die Uberlebensfahigkeit von Mikroorganismen im luftgetragenen Zustand und
damit auch die Infektiositat eines Bioaerosols (Linsel, 2001).

Zahlreiche Gesundheitsbeeintrachtigungen werden im Zusammenhang mit biologischen
Luftverunreinigungen diskutiert. Da Aerosole eine Vielzahl biotischer und abiotischer
Inhaltstoffe aufweisen, die sich in ihrem Wirkungspotential beeinflussen kénnen, lassen sich
Gesundheitsbeeintrachtigungen nicht immer auf einen Einzelfaktor zurtckfuhren (Fogelmark
et al., 2001; Hoppenheidt, 2002). Die entzindliche Wirkung von organischen Stauben dirfte
somit auch das Ergebnis verschiedener Einzelreize sein, die sich durch additive bzw.
synergistische Wechselwirkungen gegenseitig beeinflussen kénnen (Fogelmark et al., 2001).
Im Gegensatz zu Stduben und Fasern, deren Pathogenitdt durch ihre Form,
Oberflachenchemie und Biopersistenz bestimmt wird, kommen Bioaerosolbestandteile
mitunter erst in geldster Form zur Wirkung, wie beispielsweise beim Organic Dust Toxic
Syndrome (ODTS), welches durch die systemische Wirkung von Endotoxinen ausgeldst
wird.

2.3.1 Krankheitsbilder durch Bioaerosolbelastungen

Bioaerosole kénnen grundsatzlich Infektionen, Allergien und toxische Wirkungen beim
Menschen auslésen (Linsel, 2001), aber auch die aufgestallten Tiere sind h&ufig von
Atemwegsinfektionen betroffen, vor allem in der intensiven Nutztierhaltung. In der Literatur
werden Erkrankungen durch Bioaerosolbelastungen vor allem beim Menschen beschrieben.
Atemwegssymptome und Lungenfunktionsbeeintrdchtigungen sind hierbei die wohl
haufigsten an organischen Staub assoziierten Gesundheitseffekte. Sie kbnnen von akut mild
bis schwer chronisch reichen und werden verursacht durch die spezifische Exposition
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gegenuber Toxinen, proinflammatorischen Agentien oder Allergenen. Basierend auf den
zugrunde liegenden Entzindungsmechanismen und den spéter auftretenden Symptomen
kann zwischen allergischen und nicht-allergischen Atemwegserkrankungen unterschieden
werden.

Eine Studie von Linaker und Smedley (2002) beschreibt die wichtigsten Atemwegs-
erkrankungen bei Landwirten und fasst die gegenwartige Literatur Gber Epidemiologie und
Pravention zusammen. Die Ergebnisse einer europaischen Landwirtschaftsstudie (Radon et
al., 2003) ergaben, dass bei den Berufskrankheiten des Landwirtes insbesondere das
Asthma bronchiale, die chronische Bronchitis mit oder ohne Obstruktion, die exogen-
allergische Alveolitis als Form der Allergie sowie das Organic Dust Toxic Syndrome im
Vordergrund stehen. Daten zur Pravalenz von Atemwegserkrankungen bei Arbeitern in der
Nutztierhaltung wurden bisher in zahlreichen Einzelstudien in verschiedenen Landern
erhoben. Viele Studien wurden aber nur an einer spezifischen Gruppe von Landwirten in der
Tierproduktion erhoben, die meisten hiervon bei Schweinezlchtern. Aufgrund unter-
schiedlicher Methoden ist es kaum moglich, die Pravalenzen von Atemwegserkrankungen far
Landwirte in Tierstéllen mit unterschiedlichen Nutztierarten zwischen den Studien zu
vergleichen (Radon et Nowak, 2003).

Im Folgenden werden die wichtigsten Charakteristika der Erkrankungen durch
Bioaerosolbelastungen bei Landwirten und aufgestallten Tieren genauer beschrieben.

2.3.1.1 Allergien

Bedeutende Formen der Allergie bei Arbeitern in der Landwirtschaft sind das allergische
Asthma (siehe Kapitel 2.3.1.2), die allergische Rhinitis, die hypersensitive Pneumonitis bzw.
exogen-allergische Alveolitis (EAA) und die Farmerlunge (Douwes et al., 2002). Letztere wird
zum Formenkreis der EAA gezahlt und wird durch eine Immunreaktion gegentber
thermophilen Actinomyceten und Schimmelpilzen (Aspergillus spp.) verursacht (Kentner et
Hofmann, 1986). Die EAA st durch eine Iymphozytédre interstiticlle Pneumonitis
charakterisiert und wird deshalb auch als hypersensitive Pneumonitis bezeichnet. Ob Co-
Faktoren wie z.B. Endotoxine oder B-1,3-D-Glucane zur Auslésung der Erkrankung bendtigt
werden, wird noch diskutiert (Schenker, 1998). Die EAA kann man in eine akute Form und
eine subakute Form unterteilen. Die akute EAA tritt einige Stunden nach Exposition auf und
ist gekennzeichnet durch Kurzatmigkeit, Husten, Fieber und Schittelfrost. Die Symptome
klingen nach einigen Tagen ab. Die subakute Form der EAA zeigt sich durch Atemnot Uber
Wochen bis Monate, wiederkehrenden akuten Attacken und chronisch produktiven Husten
(Linaker et Smedley, 2002). Die allergische Rhinitis ist eine IgE-vermittelte Entzindung der
Nasenschleimhaut infolge Allergenexposition. Sie ist eine der haufigsten allergischen
Erkrankungen beim Menschen und geht oft mit Begleiterscheinungen, wie z.B. Asthma oder
Sinusitis, einher. Nach Vorschlag der WHO kann diese Erkrankung in eine intermittierende
und persisitierende allergische Rhinitis unterteilt werden, wobei als persistierend eine Dauer
der Symptomatik langer als vier Tage pro Woche und mehr als vier Wochen gilt. Die
Ursachen der allergischen Rhinitis sind multifaktoriell. Eine milbenbedingte Rhinitis fuhrt vor
allem zur Obstruktion (verstopfte Nase), eine pollenbedingte Rhinitis ist zuséatzlich durch
Niesen, Juckreiz und Sekretion gekennzeichnet. Die Ergebnisse einer europaischen
Landwirtschaftsstudie zeigten, dass Landwirte in der Tierproduktion eine geringere
Prévalenz an allergischer Rhinitis und atopischen Asthma angaben als die
Allgemeinbevélkerung (Radon et al., 2003), was mit den Erkenntnissen zahlreicher anderer
Studien hinsichtlich des geringeren Risikos fir die Entwicklung von Allergien bei Kindern, die
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in 1andlichen Gegenden aufwachsen, Ubereinstimmt (Braun-Fahrlander, 2000; von Mutius et
al., 2000).

2.3.1.2 Asthma bronchiale

Als Asthma bronchiale wird eine reversible, anfallsweise Atemnot mit Atemwegsobstruktion
bezeichnet. Pathogenetisch liegt hier ein hyperreaktives Bronchialsystem mit eosinophiler
Entziindungsreaktion der Bronchien vor. Ursache kdénnen allergisches Asthma, nicht-
allergisches Asthma oder auch Mischformen dieser beiden sein (= am héaufigsten). Beim
allergischen Asthma bronchiale fihrt eine Allergie vom Soforttyp (Typ | - Reaktion) zum
Asthma-Anfall; das Allergen (z.B. Pollen, Staub, Tierhaare, Schimmelpilzsporen) wird am
IgE-Rezeptor der Alveolar-Mastzelle gebunden und fuhrt zur Freisetzung von Mediatoren wie
Histamin (Buhl et al., 2006). Das nicht-allergische Asthma kann als Infektasthma oder
chemisch-physikalisch irritatives Asthma vorkommen.

Die asthmatischen Erkrankungen bei Landwirten sind in vielen Fallen nicht IgE-vermittelt,
sondern durch die Exposition gegenuber Irritantien wie z.B. Ammoniak, Getreidestaub und
Endotoxine verursacht. Dieses als ,Asthma-like Syndrome“ bezeichnete Krankheitsbild ist
ein akutes, selbstlimitierendes Ereignis ohne bleibende Atemwegshyperreagibilitat. Eine
Studie von Donham et al. (2000) deutet an, dass eine dosis-abhéngige Beziehung zwischen
Symptomen und Staub, Ammoniak und Endotoxinen bestehe. Die Auswertung einer
europaischen Landwirtschaftsstudie von Radon et al. (2002) zeigte, dass Landwirte in der
Schweinehaltung das hdéchste Risiko fur ein ,Asthma-like Syndrome® tragen. Ein neu
erworbenes allergisches Asthma bei Landwirten kann hingegen durch Exposition gegentber
Vorratsmilben in Heu-, Stroh- und Getreidestaub, Exkrementen oder Tierepithelien
verursacht sein und ist im Gegensatz zum ,,Asthma-like Syndrome* mit einer IgE-Bildung und
bleibenden Atemwegshyperreagibilitat verbunden. Symptomatisch berichten die Betroffenen
in beiden Fallen Uber giemende Atemgeradusche, Engegeflihl in der Brust, trockenen Husten
und / oder Kurzatmigkeit wahrend der Arbeit.

Beim Pferd kann die Dampfigkeit als durch organischen Staub induziertes Asthma mit dem
des Menschen verglichen werden. Hier flihren vor allem inhaliertes Endotoxin und
Staubpartikel zur Atemwegsentziindung und —obstruktion (Pirie et al., 2003).

2.3.1.3 Chronische Bronchitis

Als chronische Bronchitis wird laut WHO eine Lungenerkrankung bezeichnet, die mindestens
zwei Jahre hintereinander Uber mindestens drei Monate im Jahr durch Husten und Auswurf
gekennzeichnet ist (Radon et Nowak, 2002). Die Erkrankung wird in drei Schweregrade
unterteilt: die einfache chronische Bronchitis, gekennzeichnet durch schleimig wei3en
Auswurf ohne bronchiale Obstruktion; weiterhin die chronisch obstruktive Bronchitis mit
Auswurf bei Obstruktion durch zdhes Sputum (Dyskrinie) und Schleimhautschwellung; und
das obstruktive Emphysem (Chronic obstructive pulmonary disease; COPD), das wie die
chronisch obstruktive Bronchitis, aber zuséatzlich mit vergréBertem Residualvolumen und
verminderter Gasaustauschflache einhergeht (Konietzko, 1995). Eine Abgrenzung zwischen
den Schweregraden gelingt am zuverlassigsten mit Hilfe der Lungenfunktionsdiagnostik.

All diesen Lungenerkrankungen ist gemeinsam, dass Lungengewebe in funktionsloses
Bindegewebe umgebaut wird und nicht wieder gewonnen werden kann. Das verkurzt die
Lebenserwartung. Die einzelnen Krankheitsformen kdénnen sich vermischen, sie muissen
konsequent diagnostiziert und behandelt werden.
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Die Ursachen fir die chronische Bronchitis in der Landwirtschaft sind multifaktoriell, vor
allem die tagliche Aufenthaltsdauer in Tierstallen sowie anamnestisch das ODTS sind die
wichtigsten Pradiktoren (Nieuwenhuijsen, 1996; Radon et al., 2003). Eine dauerhafte
Exposition mit organischen und anorganischen Stduben kann eine Irritation und Entziindung
der Atemwege verursachen. Auch ein wiederholtes Auftreten einer akuten Bronchitis kann zu
einer chronischen Bronchitis filhren. Gekennzeichnet ist die Erkrankung durch Husten mit
schleimig-weiBem Auswurf, der nach und nach die kleinen Atemwege (Bronchioli) verlegt,
die Ausatmung erschwert und Husten provoziert. AuBerdem ist die Anfalligkeit zu
bakteriellen Infektionen (mit Fieber und eitrigem Auswurf) stark erhéht.

SchlieBlich ist auch eine erhdhte Pravalenz von chronischer Bronchitis respektive einer
eingeschrankten Lungenfunktion vor allem bei Getreidestaubexposition sowie Dbei
Arbeitnehmern in der Schweine- (Donham, 1990; Iversen et al., 1990) und Gefligelzucht
(Danuser et al., 1988) beschrieben worden.

In der Veterindrmedizin wird beim Pferd eine durch organischen Staub induzierte
wiederkehrende Atemwegsobstruktion beschrieben, die histologische und patho-
physiologische Ahnlichkeiten zur COPD des Menschen zeigt und deshalb auch als Modell fir
die humane COPD genutzt wird (Theegarten et al., 2008). Sowohl beim Pferd als auch beim
Menschen ist diese Erkrankung haufig mit einer Chlamydophila spp. — Infektion assoziiert.

2.3.1.4 Organic Dust Toxic Syndrome

Das Organic Dust Toxic Syndrom (ODTS), dass haufig auch als toxische Pneumonitis
bezeichnet wird (frGher pulmonale Mykotoxikose (Emanuel et al., 1975) bzw.
Siloentladersyndrom (Pratt et May, 1984)), ist eine akut entziindliche, nicht-allergische
Reaktion der Atemwege und der Alveolen auf eine hohe Exposition mit organischen
Stéduben. Hierbei missen sehr hohe Konzentrationen von Schimmelpilzen und auch von
Bakterien und Endotoxinen vorliegen, wobei vermutlich die Endotoxine maf3geblich bei der
Entstehung des Krankheitsbildes sind (Rylander, 1997; Schenker, 1998). Rylander (1997)
impliziert, dass erst ab einer Luftkonzentration an Endotoxin von 200 ng/m? das Risiko fur
ODTS erhoht ist. Bereits 4-6 h nach Staubexposition treten grippeahnliche Symptome auf
(Fieber, Schiittelfrost, Muskel- und Gelenkschmerzen, Kopfschmerzen, Husten, Engegefihl
in der Brust und Kurzatmigkeit). Typische Auslésesituationen sind das Ausmisten von
Tierstallen und die Arbeit mit schimmligem Getreide (von Essen et al., 1990). Eine
ausfihrliche Beschreibung des Krankheitsbildes findet sich bei Rask-Andersen (1989),
welcher 80 Falle von ODTS untersuchte, wobei im Allgemeinen die oben beschriebenen
Symptome nur kurz andauerten und bei der Untersuchung der Arbeiter das
Thoraxréntgenbild durchweg unauffallig und die Lungenfunktion normal war.

Nach Ansicht der Autoren ist bezlglich der Behandlung die Differentialdiagnose zwischen
ODTS und der EAA (Farmerlunge) wichtig, da eine Unterscheidung der beiden
Krankheitsbilder im Einzelfall schwierig sein kann (Weber et al., 1990). Vor allem der kurze
Verlauf der Beschwerden, die unbeeintrachtigte Lungenfunktion und das Fehlen von
Spétfolgen unterscheiden das ODTS von der EAA (Rask-Andersen, 1989).

Vom ODTS betroffene Patienten zeigten bei wiederholter Exposition ein sogenanntes
Adaptationsphdnomen. Dieses Ph&nomen einer Toleranz gegenuber sich regelmafig
wiederholenden Endotoxinbelastungen ist auch bei Haustieren beschrieben worden. So
zeigten Schafe nach mehrmaliger Exposition mit endotoxinhaltigen organischen Stauben
keine Fieberreaktion mehr (Purdy et al., 2002).
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2.4 Proinflammatorische Agentien in Bioaerosolen

Eingeatmete bakterielle und virale Pathogene, organischer Staub, Zellwandkomponenten
grampositiver -, gramnegativer Bakterien und Pilze bzw. deren Sporen kdnnen infektidse,
allergische und / oder immunostimulatorische Effekte auslésen (Nowak, 1998; Schwartz,
2002). Hierbei sind vor allem Muraminsauren von Bakterien, Endotoxine gramnegativer
Bakterien, Lipoteichonsduren und Peptidoglucane grampositiver Bakterien, Mykotoxine und
B-(1,3)-D-Glucane aus Schimmelpilzwdnden als mikrobielle Bestandteile mit pro-
inflammatorischen Eigenschaften von Bedeutung. Diese mikrobiellen Agentien sind potente
Aktivatoren von Alveolarmakrophagen (Monton et Torres, 1998).

Bestandteile der Zellwand oder Zellmembran von grampositiven und gramnegativen
Bakterien stimulieren die Freisetzung einer Vielzahl von Mediatoren, welche in die
Rekrutierung von Entziindungszellen in den Atemwegen involviert sind (Larsson et al., 1999;
Losa Garcia et al.,, 1999). Experimente von Becker et al. (2002), die das zytokin-
induzierende Potential von grampositiven und gramnegativen Bakterien verglichen, ergaben,
dass dreimal mehr grampositive Staphylokokken fiir eine komparative Zytokinreaktion
bendtigt werden als gramnegative Pseudomonaden. Untersuchungen zur Reaktivitat von
verschiedenen hitzeabgetdteten grampositiven (z.B. Staphylococcus xylosus, Micrococcus
luteus, Bacillus subtilis, Clostridium perfringens) und gramnegativen Bakterien (z.B. E.coli,
Enterobacter agglomerans, Pseudomonas spp.) im Vollbluttest zeigten, dass letztere
gegenuber den grampositiven Bakterien eine deutlich héhere Potenz zur Interleukininduktion
aufwiesen (Zucker, 2003).

Insgesamt wird den Endotoxinen als Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien die gréf3te
Bedeutung bei an organischen Staub assoziierten Erkrankungen beigemessen (Rylander,
1994). Sie stellen die qualtitativ bedeutendste proinflammatorische Staubkomponente dar,
d.h. sie weisen in Abhéangigkeit von der eingesetzten Konzentration das hdchste
entziindungsausldésende Potential auf. Es liegen bisher aber noch keine systematischen
Untersuchungen vor, die den quantitativen Anteil von Endotoxinen an der gesamt-
proinflammatorischen Potenz von Bioaerosolen aus Tierstallen charakterisieren. Eine
Untersuchung von Bioaerosolproben aus Tierstéllen im glucanspezifischen Glucatelltest
ergab, dass Glucane in dhnlichen Konzentrationen wie Endotoxine in der Luft von Tierstallen
vorkommen, sie aber im humanen Vollbluttest eine deutlich geringere proinflammatorische
Aktivitat zeigen als die Endotoxine (Hinz et al., 2007). Dies weist darauf hin, dass der Beitrag
von Glucanen zur gesamt-proinflammatorischen Potenz von Bioaerosolen aus Tierstéllen
deutlich geringer ist als der von Endotoxinen.

2.4.1 Aufbau der Zellwand von gramnegativen Bakterien

Bakterien stellen eine sehr heterogene Gruppe von Mikroorganismen dar. Wahrend die
Zellhillle grampositiver Bakterien nur von einer Zytoplasmamembran und daran
anschlieBend von einer dicken nahezu strukturlosen Mureinschicht umgeben ist, besitzen
gramnegative Keime eine trilamellare Struktur, bestehend aus einer Zytoplasmamembran,
einer dinnen Mureinschicht und einer asymmetrischen &auBeren Membran. Auf der
Innenseite der auBeren Membran finden sich verschiedene Phospholipide und Proteine,
wahrend das duBBere Blatt aus Lipopolysacchariden (LPS) und Proteinen zusammengesetzt
ist (Rietschel et al., 1984; Nikaido et Vaara, 1985).

LPS lasst sich schematisch in drei unterschiedliche Regionen einteilen. Grundbaustein bildet
das Lipid A, mit dem das LPS in der Membran verankert wird. Daran schlieBt sich die
sogenannte Kernregion an, die in eine innere und eine auBere Region unterteilt werden kann
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und 10 Zuckereinheiten umfasst. An dieses Grundgerdist ist die sogenannte O-spezifische
Seitenkette, auch als O-Antigen bezeichnet, kovalent gebunden (Raetz et Whitfield, 2002;
Miller et al., 2005). Diese &uBere Membran gramnegativer Bakterien stellt ein
bemerkenswert gut funktionierendes Abwehrsystem dar. Die Wirksamkeit vieler Antibiotika
wird durch die Effizienz dieser Permeationsbarriere erheblich reduziert. Lediglich sehr kleine
hydrophile Molekile sind in der Lage, durch die wassergefillten Kanale der Porine in das
Bakterium einzudringen (Nikaido et Vaara, 1985; Sukupolvi et Vaara, 1989).

Lipopolysaccharid (LPS mit dem Endotoxin) gramnegativer Bakterien

Aeussere Membran NAG  N-Acetylglucosamin

Vrrnn, i) LPS

%% Endotoxin & O : ;
s oo 0000000
™ o6 |
"% Jnnere / dussere '

"00C Kernregion O-spezifische Seitenkette

Abb. 5: Schematische Darstellung der Lipopolysaccharid-Struktur aus der Zellwand
gramnegativer Bakterien (Burkart, 2002)

2.4.2 Endotoxine

Bei der Zerstérung gramnegativer Keime, wie Enterobakterien und Pseudomonaden, wird
ein thermostabiler Kohlenhydrat-Protein-Phospholipidkomplex freigesetzt, der neben
Proteinen vor allem LPS aus der Zellwand dieser Bakterien enthélt. Diese als Endotoxine
bezeichneten Komplexe variieren bei den verschiedenen gramnegativen Bakterien in ihrer
Kohlenhydratzusammensetzung (Bergmann et Misken, 1994; Heederik et al., 2000).
Endotoxine sind ubiquitire Kontaminanten von organischen Stduben und sind
wahrscheinlich das hauptverursachende Agens bei gesundheitlichen Problemen, die an eine
Exposition mit organischen Staub assoziiert sind (Rylander, 1994).

Es handelt sich hierbei um Substanzen, welche die Freigabe von Entzindungsmediatoren
aus Entzindungszellen im Gewebe auslésen (Michel et al., 1997). Ein gramnegatives
Bakterium enthalt etwa 2000 Lipopolysaccharidmolekile mit dem fir die Endotoxinwirkung
verantwortlichen Lipid-A-Bestandteil (Hoppenheidt, 2002). Der Term ,Endotoxin“ wird oft als
Synonym fir ,LPS* benutzt, um die biologischen Effekte dieses bakteriellen Produkts zu
beschreiben. LPS ist verantwortlich fir die meisten biologischen Merkmalscharakteristika
von bakteriellen Endotoxinen (Morrison et Ryan, 1979; Rietschel et al., 1985). Diese
Substanzen aktivieren Immunzellen der Lunge, vor allem Makrophagen, welche Zytokine wie
TNFa und IL-163 ausschitten und dadurch den Entziindungsprozef3 einleiten und modulieren
(Douwes et al., 2003). Weiterhin kann LPS das humorale Abwehrsystem wie das
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Komplement- und Gerinnungssystem (inklusive Kininsystem) aktivieren (Morrison et Kline,
1977). Diese Komponenten der zelluldren und humoralen Abwehr sind im bronchialen und
Lungengewebe prasent und aktiv (Robertson et al., 1976).

LPS setzt sich aus einer speziesspezifischen Polysaccharidkettenregion und einer
spezieslbergreifend relativ konstanten Lipidregion zusammen (Linsel et Kummer, 1998). Die
toxischen Eigenschaften sind durch das Lipid A bedingt, seine Aktivitat wird allerdings durch
den Polysaccharid-Anteil modifiziert.

Es wurde friher angenommen, dass alle LPS-Molekile die gleichen biologischen Effekte
haben. Diese Hypothese wurde aber durch verschiedene Studien modifiziert, welche eine
groBBe Varianz in der Kapazitat von LPS verschiedener Bakterienspezies zeigten, Zytokine zu
synthetisieren. Dieser Effekt steht in Beziehung zu strukturellen Gegebenheiten ihres Lipid-
A-Teils (Schromm et al., 2000; Seydel et al., 2000). Diesbezlglich spielt der Typ der
Disaccharidketten, Lange und Zahl der Acyl-Gruppen, die Asymmetrie ihrer Distribution und
die Anwesenheit von Phosphatgruppen eine gro3e Rolle bei der Interaktion von LPS und
Toll-Like-Rezeptoren (Netea et al., 2002). Auch Helander et al. (1982) postulieren, dass
Unterschiede in der akuten pulmonalen Toxizitdt von Endotoxinen in Beziehung zu dessen
chemischer Konstitution (FettsAuremuster) stehen kénnten. Das wahrscheinlich potenteste
Lipid-A ist das hexaacylierte Lipid-A von E.coli mit einem biphosphorylierten Diglucosamine-
Gerust (Mueller et al., 2004).

Gramnegative Bakterien sterben in der Luft durch Trocknungsstress sehr schnell ab, doch
die von ihren LPS-Molekllen ausgehende Endotoxinwirkung bleibt aufrecht erhalten
(Hoppenheidt, 2002). Untersuchungen zur Stabilitdt der endotoxischen Aktivitat in Tierstéllen
haben gezeigt, dass in potentiellen Quellen fir Iluftgetragene Endotoxine, wie
Oberflachenstaub, Stroh-, Heu-, Futter- und getrockneten Kotproben, die Aktivitat dieses
Toxins Uber mehrere Monate stabil bleibt, da wegen des hohen Trockensubstanzgehaltes in
diesen Proben mikrobielle Stoffwechselvorgange nur sehr eingeschrankt ablaufen (Zucker,
2003). Ebenso scheint nach Zucker (2003) die endotoxische Aktivitat auch im luftgetragenen
Zustand lange Zeit anzuhalten, und eine Abnahme der endotoxischen Aktivitat in der Stallluft
ist nur auf Verdlnnungsprozesse mit der Umgebungsluft und auf Depositionsprozesse
zurtckzufuhren.

2.4.2.1 Wirkung von Endotoxinen

Die Wirkung der Endotoxine auf den Menschen ist neben dessen chemischer Konstitution
ebenso abhangig von der Eintrittspforte, dem Wirkort, der Konzentration des Endotoxins und
von der Empfindlichkeit der betroffenen Person. In der Umwelt kommt es i.d.R. zu einer
inhalativen Endotoxinexposition, welche eine Reihe von zellularen Abwehrmechanismen in
der Lunge hervorruft. Im Rahmen einer mikrobiellen Vergiftung wirken Endotoxine
systemisch. Sie kénnen zu einem septischen Krankheitsbild mit plétzlich auftretendem
hohem Fieber und Stérungen der Blutgerinnung bis hin zum Multiorganversagen mit Schock
fuhren.

Die klinischen Symptomkomplexe nach dem Einatmen von Endotoxinen werden je nach
Expositionsart und —dauer unterschieden in akute Effekte nach einmaliger Exposition,
Effekte nach wiederholter Exposition Uber einen langeren Zeitraum und Effekte nach
gleichzeitiger Exposition gegeniber Endotoxin und anderen Substanzen (Rylander, 2002).
Akute Endotoxininhalationen kénnen Husten, Beeintrachtigungen der Lungenfunktion, Fieber
und grippeédhnliche Symptome (Schnupfen, Augenirritation, Ermidung, Halsentziindung etc.)
hervorrufen. Dauerexposition kann zu chronischer Bronchitis fihren (siehe auch Kapitel
2.3.1) (Anonym, 2002).
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Genaue Informationen Uber Dosis-Wirkungs-Beziehungen zwischen aerogener Endotoxin-
Exposition und Symptomen liegen in der Literatur nicht vor. Heederik et al. (1997)
beschreiben Kurzatmigkeit in Beziehung zu Endotoxinkonzentrationen von tber 100 ng/m3.
Laitinen et al. (1994) geben an, dass die Zahl der Arbeiter mit Atemwegsbeschwerden oder
Fieber / Schittelfrost signifikant héher war bei Endotoxinkonzentrationen in der Luft von Gber
25 ng/m3. Augenirritationen und Enge im Brustkorb traten haufiger auf, wenn die
Luftkonzentration von biologisch aktivem Endotoxin iiber 150 ng/m?® maR. Einen Uberblick
uber notwendige LPS / Endotoxin-Dosen und entsprechende akute Effekte gibt auch ein
Beitrag von Danuser und Monn (1999). Hier fiel auf, dass die Endotoxin-Dosis (= LPS mit
weiteren  Bestandteilen der Zellwand gramnegativer Bakterien und anderen
Staubbestandteilen) viel niedriger war als die reine LPS - Dosis (= chemisch aufgereinigtes
Endotoxin, welches nur noch reines LPS enthalt), um einen vergleichbaren Effekt
auszulésen. Das weist darauf hin, dass Endotoxine in Bioaerosolen gegeniber
aufgereinigtem LPS eine héhere biologische Aktivitat aufweisen.

In der Literatur werden fir luftgetragene Endotoxine Grenzwerte zwischen 5 und 200 ng/m?3
(1 ng = 10 EU) diskutiert, allerdings existieren bislang keine wissenschaftlich validierten
Expositionsgrenzwerte (Radon et Nowak, 2003). Das Berufsgenossenschaftliche Institut fr
Arbeitssicherheit  empfahl  bislang ein  gesundheitsbezogenes  berufsbedingtes
Expositionslimit fir Endotoxin von 4,5 ng/m3 (50 EU/m3) Uber eine 8 h - Periode (Heederik et
Douwes, 1997). Mehrere experimentelle Studien konnten zeigen, dass Endotoxin-
belastungen respiratorische Effekte in diesem Konzentrationsbereich (50-100 EU/m3)
verursachten (Castellan et al., 1987; Anonym, 1998; Zock et al., 1998).

Wiederum gibt es auch Hinweise in einigen epidemiologischen Studien daflr, dass
Endotoxine und mikrobielle Bestandteile protektive Effekte hinsichtlich der Entwicklung von
atopischem Asthma und Allergien in friher Kindheit zeigen (von Mutius et al., 2000; Remes
et al., 2003) und auBerdem wichtig fur die Entwicklung eines intakten Immunsystems sind.
Daher scheint die Natur der Endotoxine irgendwie paradox (Liu, 2002; Radon, 2006). Die
Wirkung der Endotoxinexposition wird also insgesamt beeinflusst durch die Zeit, Dauer und
Dosis der Exposition, der An- oder Abwesenheit von Vorerkrankungen und dem
Polymorphismus in den Genen, welche fir die Endotoxinrezeptoren kodieren (Williams et al.,
2005).

Vorkommen von Endotoxinen in unterschiedlichen Staubfraktionen:

In diesem Zusammenhang ist zu erwdhnen, dass luftgetragene grampositive und gram-
negative Bakterien und deren Abbauprodukte meist an Staubpartikel (Particulate Matter, PM)
gekoppelt sind, und es wurde mehrfach belegt, dass diese hauptsachlich mit der
einatembaren Staubfraktion assoziiert sind (Monton et Torres, 1998; Daniels et al., 2000;
Imrich et al., 2000). Eine Bewertung von Iéslichen und unléslichen Luftpartikelsuspensionen
weist darauf hin, dass die meisten biologischen Effekte auf Alveolarmakrophagen durch
unlésliche Komponenten und bestimmte partikelabsorbierende Faktoren wie Endotoxine
vermittelt werden (Imrich et al., 2000; Soukup et Becker, 2001). Auch Mueller et al. (2004)
konnten zeigen, dass nur Endotoxinaggregate biologisch aktiv sind, Monomere seien
dagegen nicht in der Lage, eine Zytokinantwort von Monozyten auszulésen.

Studien, die zwischen der einatembaren und der alveolengangigen Staubfraktion
differenzierten, beschrieben, dass Endotoxine in beiden Fraktionen zu finden waren, aber mit
Dominanz in der einatembaren Fraktion (Mandryk et al., 1999; Nieuwenhuijsen et al., 1999;
Donham et al., 2000). Ergebnisse einer Studie von Becker et al. (2002; 2003) zeigten, dass
die PM10- Staubfraktion verantwortlich fur die meisten PM-Effekte auf Alveolarmakrophagen,
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inklusive der Induktion der Zytokinproduktion, ist, und eine nur sehr geringe Reaktion durch
feine (PM2.5) bzw. ultrafeine (PM1.0) Partikeln ausgeldst wird.

In Tierstéllen sind zahlreiche Quellen fir organische Stdube zu finden. Die Hauptquelle
dieser Staube sind die Tiere selbst sowie Tierfutter und Einstreu (Merchant, 1989; Hartung,
1992). Tierkot und mit Bakterien kontaminiertes Pflanzenmaterial sind dabei entscheidend
von Bedeutung bei einer an organischen Staub gebundenen Endotoxinexposition (Jacobs,
1997).

2.4.2.2 Zellulare Mechanismen nach Endotoxinexposition

Endotoxinhaltige Partikel gelangen in Abhéngigkeit von ihrer aerodynamischen GréBe mit
der Atemluft in die Bronchiolen und Alveolen.

Alveolarmakrophagen spielen eine Schllsselrolle in der Wirtsverteidigung und der
Entzindungsauslésung (Kooguchi et al., 1998; Lentsch et al., 1999). Sie sind von groBBer
Bedeutung fiur die effektive Entfernung von inhalierten Partikeln und Mikroorganismen in den
unteren Atemwegen (Soukup et Becker, 2001).

Endotoxinaggregate als biologisch aktive Einheiten kdnnen aus energetischen Griinden nicht
selbst mit der Immunzellmembran interagieren. Diese Energiebarriere kann mit Hilfe eines
Fusionsproteins Uberwunden werden, welches die LPS-Aggregate bindet und sie in die
Membran Uberfuhrt (Mueller et al., 2005). Dieses sogenannte LPS-Binding-Protein (LBP), ein
60 kDa Glykoprotein, wird in der Leber synthetisiert und dient als Co-Faktor fur LPS, das als
LBP / LPS - Komplex gebunden dem Cluster of Differentiation (CD) 14-Rezeptor auf immun-
kompetenten Zellen prasentiert wird (Wright et al., 1990; Fenton et Golenbock, 1998). CD14
ist ein 55 kDa groBes Glykoprotein, dass Uber Glycosylphosphatidylinositol in der
Zellmembran verankert ist und den LBP / LPS - Komplex mit hoher Affinitat bindet (Wurfel et
al.,, 1997). CD14 selbst ist kein Signalmolekll, nur die Interaktion mit Toll-Like-Rezeptor-
Proteinen fuhrt zur intrazelluldaren Signaltransduktion und schlieBlich zur Zytokinproduktion
(Ulevitch et Tobias, 1995; Means et al., 2000).

Als wichtiger Bestandteil der angeborenen und auch der erworbenen Immunitat erkennen
Toll-Like-Rezeptoren (TLR) konservierte Strukturen (bakterielle Virulenzfaktoren) von
Mikroorganismen. TLR bestehen aus einer extrazellularen leukin-reichen Region, einer
transmembranalen Region und einem intrazelluléaren Bereich, der dem des IL-1B-Rezeptors
ahnlich ist (Muzio et Mantovani, 2001; Basu et Fenton, 2004). Der Hauptrezeptor fir die
LPS-Signaltransduktion in allen Saugetierspezies ist der TLR-4 (Lien et al., 2000). Die
extrazellulare Doméane umfasst hier 82 Aminoséauren, ist sehr variabel und flhrt zu spezies-
spezifischen Unterschieden in der Erkennung des prototypischen TLR-4-Liganden LPS
(Hajjar et al, 2002). TLR-4 ist auf der Zelloberfliche an ein extrazelluléres
Erkennungsmolekul, MD-2, gekoppelt (Shimazu et al., 1999). CD14 dient als Katalysator fur
die Bindung von LPS an MD-2. Erst dieser LPS-MD-2-Komplex interagiert mit dem TLR-4
(O'Neill et Greene, 1998; Miller et al., 2005). Hirschfeld et al. (2000) konnten zeigen, dass
reines LPS-Lipid A ausschlieBlich durch TLR-4 vermittelt wird, wohingegen Glykolipide,
Lipoteichonsauren und Proteoglycane grampositiver Bakterien und Mykobakterien Uber den
TLR-2 vermittelt werden (Basu et Fenton, 2004). Allerdings gibt es hier auch Ausnahmen,
wie Werts et al. (2001) und Hirschfeld et al. (2001) belegen, zum Beispiel wird das LPS von
Leptospira interrogans durch den TLR-2 vermittelt. Der TLR-2 kénnte also in vivo als LPS-
Rezeptor mit niedriger Affinitdt angesehen werden (Lien et al., 2000), auf jeden Fall ist der
TLR-4 etwa 100x sensitiver fir LPS als der TLR-2 (Muta et Takeshige, 2001). Es gibt aber
auch vermehrt Hinweise darauf, dass der TLR-4 nicht spezifisch nur Endotoxine, sondern
auch andere Substanzen, wie Strukturen von Pilzen, Viren und mykobakteriellen
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Pathogenen, und auch endogene Liganden wie Fibronectin und Hitzeschock-Proteine
(hsp60) binden kann (Kurt-dones et al., 2000; Ohashi et al., 2000; Rassa et al., 2002;
Ferwerda et al., 2008; Lehnardt et al., 2008). Hsp60 wird von ZNS-Zellen ausgeschiittet,
bindet spezifisch an Mikroglia und fuhrt Uber TLR-4-Aktivierung zum nekrotischen oder
apoptotischen Zelltod. In mehreren Studien wurde nachgewiesen, dass Zellwandbestandteile
von verschiedenen Schimmelpilzen, wie Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans
und Candida albicans sowohl mit TLR-4 als auch TLR-2 interagieren und eine Immunantwort
auslésen (Meier et al., 2003; Levitz, 2004). Hier sind es vor allem die B-Glucane, Chitin und
Mannoproteine der Zellwand, welche tber das Adapterprotein MyD88 die TLR aktivieren. Die
Reaktion auf grampositive und gramnegative Bakterien und Pilzelemente wird also durch
eine Kombination verschiedener TLR gesteuert (Kirschning et al., 1998; Chow et al., 1999;
Schwandner et al., 1999; Hirschfeld et al., 2000; Shoham et al., 2001).

Nachdem der LBP / LPS - Komplex an den CD14-Rezeptor gebunden hat, wird eine
funktionelle Einheit zwischen CD14 und dem TLR-4 vermittelt (sog. Toll / CD14 - Rezeptor-
komplex (Poltorak et al., 1998), was die Signaltransduktion fir LPS in Gang setzt, in deren
Folge Zytokine wie TNFa, IL-13, IL-6 und IL-8 ausgeschiittet werden (Dentener et al., 1993;
Schumann et al., 1994). Eine ausfihrliche Beschreibung der nach Endotoxinstimulation von
Alveolarmakrophagen sezernierten Zytokine findet sich in der Habilitationsschrift von Zucker
(2003) bzw. der Dissertation von Schindler (2005).

In den meisten Studien wird ausschlieBlich UGber die Spezifitdt einzelner mikrobieller
Bestandteile, ihre Bindung und Effekte berichtet. Wahrscheinlich liegt jedoch ein
Zusammenspiel verschiedener mikrobieller Bestandteile Uber verschiedene TLR an einer
Zelle vor, die je nach Ligand in angepasste, leicht unterschiedliche Reaktionen minden
(Underhill et Ozinsky, 2002). Aufgrund dieser Erkenntnisse und da mehrfach belegt wurde,
dass der TLR-4 nicht nur selektiv Endotoxine, sondern auch andere Substanzen binden
kann, fallt fir die folgenden Untersuchungen die Mdglichkeit der Rezeptorblockade zur
Bestimmung des Anteils der Endotoxine an der gesamt-proinflammatorischen Aktivitat von
komplexen Gemischen, wie sie beispielsweise Bioaerosole aus Tierstallen darstellen, weg.
Des Weiteren gibt es die Moglichkeit der selektiven Hemmung der Endotoxinwirkung durch
spezifische endotoxin-neutralisierende Substanzen, die im Folgenden naher beschrieben
werden.

2.4.3 Selektive Hemmung der Endotoxinwirkung durch spezifische endotoxinneutralisierende
Substanzen

2.4.3.1 Polymyxin B

Polymyxin B (PB) ist ein Polypeptidantibiotikum, abgeleitet von dem Bakterium Bacillus
polymyxa, welches bakterizide Wirkung bei gramnegativen Bakterien durch Interaktion mit
Phospholipidkomponenten der Zellmembran zeigt (Frey et Léscher, 2002). Die
Polymyxinfamilie der Antibiotika umfasst positiv geladene amphiphatische zyklische
Oligopeptide gebunden an eine Fettsaure (Morrison et Jacobs, 1976).

PB bindet mit hoher Affinitéat an den Lipid-A-Anteil, der endotoxisch aktiven Komponente des
LPS-Molekiils, und neutralisiert dadurch dessen biologische Aktivitat (Morrison et Jacobs,
1976; Moore et al.,, 1986). Auf der Basis der Molekularebene befirworten Wang und
Hollingsworth (1996) die Hypothese, dass der endotoxinneutralisierende Effekt des PB
verursacht wird durch das Aufbrechen der Supramolekularstruktur des LPS, welches an
seine toxischen Eigenschaften gekoppelt ist. Die regulare Fettsdureanordnung wird durch
Einlagerung von Peptidmolekllen zerstort. Eine ahnliche Wirkungsweise wird fir Peptide
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angenommen, die ebenfalls LPS binden und dessen toxische Eigenschaften hemmen
kénnen (Pereira et al., 1993; Taylor et al., 1995).

Zur Beschreibung der bakteriziden Wirkung von PB wird nach Koch (1998) ein zweistufiger
Mechanismus fir die Wechselwirkung mit LPS-Membranen angenommen. Danach kommt
es zunachst aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen zu einer schwachen Bindung des
positiv geladenen PB an der negativ geladenen Lipidmemban, ohne dass es zum Einbau des
PB kommt. Die hohe entgegengesetzte Ladung beider Molekile fuhrt im zweiten Schritt zu
einem vollstdndigen Einbau des lipophilen Teils des Polymyxins, mit der Folge, dass der
Ordnungsgrad des Fettsdurebereichs reduziert und die Oberflachenladung der Membran
neutralisiert wird. Diese beiden Effekte fiuhren dann wahrscheinlich dazu, dass die &uf3ere
Membran des Bakteriums ihre Funktion als Barriere verliert und das Bakterium somit
zugrunde geht.

Soukup und Becker (2001) bestatigen Untersuchungen, dass eine Zytokinausschittung
durch Stimulation mit stddtischem PM10 - Staub teilweise durch PB und LBP blockiert
werden kann. Dies deutet auf die bedeutende Rolle von Endotoxin bei erhdhter
Zytokinproduktion in Alveolarmakrophagen nach Inkubation mit Staubpartikeln hin. Studien
von Becker et al. (2002) haben ebenfalls gezeigt, dass eine durch PM10 (Stadtluftpartikel)
induzierte IL-6-Produktion zum Teil durch PB gehemmt werden kann. Die durch
gramnegative Bakterien (Pseudomonaden) induzierte IL-6-Produktion wurde durch PB fast
vollstdndig gehemmt, wohingegen kein signifikanter Effekt des PB auf die Zytokinproduktion
durch grampositive Bakterien (Staphylokokken, Streptokokken) erzielt werden konnte. Eine
Arbeit von Huang et al. (2002) belegt, dass bei Filterproben aus der Umgebungsluft die
PM10-Staubfraktion eine héhere TNFa-Produktion stimulierte als die PM2.5-Fraktion, und
dass dies assoziiert ist mit einem gréBeren Endotoxingehalt in PM10. PB hemmt danach
42% der TNFa-Produktion bei PM10-Partikeln und nur 32% bei PM2.5. Auch Becker et al.
(2003) kommen in ihren Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass die Alveolarmakrophagen
mit ihren Rezeptoren mikrobielle Zellstrukturen wie Endotoxine / LPS in den PM-Fraktionen
aus stadtischen Luftfilterproben erkennen und dass PM10 stérker in entziindliche Prozesse
und Lungenfunktionsbeeintrachtigungen involviert ist als die kleineren Staubfraktionen.

Diese Ergebnisse der Literaturstudien bestétigen die bedeutende Rolle von Endotoxin fur die
Zytokinausschittung durch Makrophagen und den hemmenden Einfluf3 von Polymyxin B.

2.4.3.2 Endotoxin-Neutralizing-Protein

Endotoxin-Neutralizing-Protein (ENP) ist die rekombinante Form des Limulus-Anti-LPS-
Faktor (rLALF), welcher ein aus 101 Aminosauren (11.8 kDa) umfassendes Protein darstellt
und vom American horseshoe crab (Limulus polyphemus) isoliert wurde. Es bindet und
neutralisiert LPS (Wainwright et al., 1990) und hat einen starken antibakteriellen Effekt auf
das Wachstum von gramnegativen R-Typ Bakterien (Morita et al., 1985). Die LPS-
Bindungsseite des rLALF befindet sich zwischen den Aminoséauren (AS) 31 und 52 und ist
unterteilt in positiv geladene und hydrophobe Reste, geformt zu einer positiv geladenen
amphiphatischen Schleife, die durch Disulfidbriicken verbunden ist (Hoess et al., 1993). Ried
et al. (1996) untersuchten die LPS-Bindungsregion von LALF im Detail und charakterisierten
eine minimale Bindungsdomaine, welche 8-10 AS umspannt und zwischen den AS-Resten
36-45 lokalisiert ist. Weiterhin wurde in dieser Studie gezeigt, dass eine LPS-Bindung mit
hoher Affinitat nur nach Zyklisierung des Peptides (Umwandlung der linearen in die zyklische
Form) erreicht wird. ENP unterscheidet sich vom LALF durch seinen Mannose-Anteil
(Fletcher et al., 1993). ENP / LALF bindet ebenso wie PB mit hoher Affinitdt an den Lipid-A-
Anteil gramnegativer Bakterien mit einer 1:1 Stéchiometrie und neutralisiert dadurch die
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LPS-Bioaktivitdt (Wainwright et al.,, 1990). Sequenzéhnlichkeiten und die kompetetive
Bindung von LALF bzw. PB an LPS lassen ein gemeinsames LPS-Bindungsepitop vermuten,
in welchem das zyklische PB-Peptid analog zu Teilen der amphiphatischen Schleife des
LALF ist und an den Phosphoglucosaminteil des Lipid-A bindet (Muta et al., 1987;
Wainwright et al., 1990; Hoess et al., 1993). In einer Studie von Bannerman et al. (1998) war
ENP in der Lage, gegen Endotoxine unterschiedlicher bakterieller Herkunft zu schitzen.
Mehrere Berichte sprechen dafur, dass LALF nicht nur mit einzelnen LPS-Molekilen,
sondern auch mit intakten Membranen, die LPS enthalten, interagiert. In einer Studie von
Andra et al. (2004), welche die ENP-LPS-Interaktion genauer untersuchte, wurde eine
Aggregatbildung zwischen ENP und dem LPS-Molekul angenommen, wobei die Lipid-A-
Struktur von einer unilamellaren / kubischen in eine hauptsédchlich multilamellare
Organisation Ubergeht, allerdings die Sekundarstruktur des Proteins fast unveréandert bleibt.
Weiterhin sprechen die Untersuchungsergebnisse daflr, dass ENP ein Transportprotein
ahnlich dem LBP ist. Auch die Bindungsseite fur ENP und LBP am LPS scheint die gleiche
zu sein. Eine Inkubation von ENP mit LPS flhrte zu einer kompletten Hemmung der LBP-
Bindung am LPS.

2.4.4 Quantifizierung luftgetragener proinflammatorischer Substanzen
2.4.4.1 Limulus-Amo&bozyten-Lysat-Test

Die Charakterisierung der durch Bioaerosolbelastungen hervorgerufenen gesundheitlichen
Risiken mit entzindlichem Hintergrund kann Uber die Bestimmung der Konzentration an
luftgetragenen Endotoxinen mittels Limulus-Amdbozyten-Lysat (LAL)-Test erfolgen (Zucker
et al.,, 2004). Dieser Test wurde erstmals von Levin und Bang (1964) beschrieben und
basiert auf der Koagulationsreaktion der Hdmolymphe des Pfeilschwanzkrebses (Limulus
polyphemus) in Gegenwart von Endotoxin.

Methodisch unterscheidet man v.a. chromogene Endpunktmethoden und quantitativ
kinetische Testvarianten. Ein Vergleich beider Methoden ergab, dass das Kkinetische
Verfahren praziser ist mit einer hdéheren Reproduzierbarkeit, trotzdem werden diese
Ergebnisse durch die Endpunktmethode bestétigt. Die Werte fur beide Methoden lagen im
gleichen GréBenbereich, so dass die Endpunktmethode als akzeptierbar eingestuft werden
kann (Gorny et al., 1999).

Mittels LAL-Test werden im Wesentlichen nur Endotoxine gramnegativer Bakterien bestimmt.
Demnach reflektiert er nur einen Teil des gesamten Spektrums von luftgetragenen
proinflammatorischen Stoffen in Bioaerosolen. Bei der Bewertung von Messergebnissen
mussen weiterhin die Grenzen und Fehlerquellen des LAL-Verfahrens Bericksichtigung
finden. So zeigen Staubextrakte im LAL-Test abhangig von der Staubart, der Verdiinnung
und vom Lysathersteller mitunter starke hemmende oder stimulierende Eigenschaften.
Derart stérende Einflisse beruhen auf chemischen Wechselwirkungen der Enzymreaktionen
mit unbekannten Substanzen. AuBerdem interferieren Pilzglucane, -DNA und andere
Verunreinigungen mit dem Lysat des Testkits, was zu falsch positiven Ergebnissen fuhren
kann (Anonym, 2002; Kindinger et al., 2005). Mit dem LAL-Test wird ausschlieBlich freies
geldéstes Endotoxin nachgewiesen. Endotoxin, das in Aggregaten oder der Zellwand fixiert
ist, wird damit nicht erfasst, was die Bewertung der gesundheitlichen Bedeutung
beeinflussen kann. Durch das starke Adsorptionsvermdgen der LPS-Molekile an andere
Molekule, Filter, GlasgefaBe oder Mikrotiterplatten kann freies Endotoxin aus dem
Filterextrakt unbeabsichtigt fixiert und dadurch dem Nachweis entzogen werden (Anonym,
2002). Weiterhin hat sich gezeigt, dass bei Untersuchung derselben Proben in
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verschiedenen Laboren sehr unterschiedliche Messergebnisse auftraten (Chun et al., 2000).
So wurden Schwankungen zwischen den einzelnen Laboren um uber eine GréBenordnung
(1.000 Logiy EU/mg) verzeichnet. Diese signifikanten Unterschiede konnten auch nach
Standardisierung durch Verwendung des gleichen Testprotokolls und des gleichen Testkits
nicht hinreichend reduziert werden (Chun et al., 2002).

SchlieBlich bestehen bei diesem Testsystem entsprechende Einschrankungen fir die
Ubertragbarkeit auf den Menschen, weil der Test auf der Koagulationsreaktion eines
Millionen Jahre alten Spinnentieres basiert und nicht die Reaktionen des S&ugetier-
organismus auf luftgetragene proinflammatorische Substanzen vollstandig widerspiegeln
kann (Fennrich et al., 1998; Linsel et Kummer, 1998).

Es sollten daher zusatzlich Testsysteme angewendet werden, welche die Gesamtheit aller
entziindungsauslésenden Strukturen erfassen und sich nédher am Entziindungsgeschehen
der belasteten Spezies orientieren. Dies kann mit dem so genannten humanen Vollbluttest
erreicht werden, der vor allem auch entwickelt wurde, um die menschlichen Reaktionen des
Respirationstraktes auf ein komplexes Gemisch von Komponenten und Organismen zu
reflektieren, mit Hilfe einer einfachen und praktikablen Sammel- und Messmethodik.

2.4.4.2 Humaner Vollbluttest

Bei den in Tierstéllen vorkommenden Bioaerosolproben ist davon auszugehen, dass in
diesen ein Gemisch unterschiedlichster entziindungsauslésender Substanzen vorliegen
kann. Es ist zwar hinreichend bekannt, dass Endotoxine qualitativ gesehen die starkste
entziindungsauslésende Komponente in diesen Bioaerosolen sind, in welchem quantitativen
Verhéltnis sie aber zu anderen, weiterhin vorhandenen entzindungsauslésenden
Substanzen stehen, ist weitgehend unbekannt.

Der humane Vollbluttest stellt ein Verfahren zur Bestimmung luftgetragener entziindungs-
auslésender Stoffe dar. Hierbei werden allgemein Substanzen nachgewiesen, die zur
Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie IL-6 und IL-13 aus Monozyten fiihren kénnen.
Der Test wurde erstmals 1995 als eine neue Methode zur Bestimmung pyrogener
(fieberinduzierender) Substanzen in Parenteralia beschrieben (Hartung et Wendel, 1995)
und seitdem weiterentwickelt, standardisiert und an die Bestimmung proinflammatorischer
Substanzen in organischen Staduben angepasst (Fennrich et al., 1999; Fennrich et al., 2001).
Bioaerosolproben unterschiedlicher Fraktionen, welche mit Standardmethoden auf
Membranfiltern gesammelt werden, werden nach Extraktion in pyrogenfreiem Wasser mit
menschlischem Blut in Kontakt gebracht. In den Staubproben enthaltene entziindungs-
auslésende Stoffe aktivieren Monozyten, welche zelluldare Signalstoffe (Entziindungs-
mediatoren / Zytokine) ausschutten. Damit wird genau die Reaktion nachvollzogen, die diese
Stoffe nach Einatmen in der Lunge hervorrufen, denn dort aktivieren diese Stoffe die
Lungenmakrophagen, welche die gleichen entziindungsauslésenden Mediatoren
ausschutten wie die Monozyten. In der Lunge sind diese Mediatoren fur die Auslésung und
Steuerung des Entziindungsgeschehens verantwortlich.

Im Vollbluttest wird die Konzentration dieser Stoffe mittels immunologischer
Standardmethoden (ELISA) bestimmt und dient als MaB fir das entziindungsauslésende
Potential der jeweiligen Staubprobe (Fennrich et al., 2001; Zucker et al., 2002; Kindinger et
al., 2005). Untersuchungen, die den Gebrauch verschiedener ELISA’s und Bioassays auf
Basis der IL-1B3-, IL-6-, IL-8- und TNF-a-Ausschlttung vergleichen, ergaben, dass der IL-13-
ELISA die besten Ergebnisse hinsichtlich Sensitivitdt, Varianz und Kontrollwerten erzielte
(Schindler, 2005).
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Der humane Vollbluttest erkennt Endotoxine und Nicht-Endotoxine, wie Pilzsporen,
grampositive Bakterien und deren Lipoteichonséduren und pyrogene Staubpartikel, mit hoher
Sensitivitat, welche das proinflammatorische Potential einer Probe reflektieren. Die Methode
stellt also ein Testsystem zur Bestimmung der gesamten inflammatorischen Kapazitat von
luftgetragenen mikrobiellen Kontaminanten dar, die relevant far den Menschen sind
(Kindinger et al., 2005). Die Ergebnisse einer Studie von Zucker et al. (2006) weisen darauf
hin, dass der humane Vollbluttest neben dem LAL-Test als zusatzliche Methode zur
Charakterisierung des entziindungsauslésenden Potentials von Bioaerosolen aus Tierstallen
angewendet werden kann.

2.5 Festlegungen Uber die Messtechnik luftgetragener Staubfraktionen

In der Kommission Reinhaltung der Luft (KRdL) im VDI und DIN — Normenausschuss —
erarbeiten Fachleute aus Wissenschaft, Industrie und Verwaltung VDI-Richtlinien und DIN-
Normen zum Umweltschutz, die den Stand der Technik und der Wissenschaft beschreiben
und deren Arbeitsergebnisse als gemeinsamer deutscher Standpunkt in die européische
technische Regelsetzung bei CEN (Europédisches Komitee fir Normung) und in die
internationale technische Regelsetzung bei ISO (Internationale Organisation fir Normung)
einflieBen. Die Messung von Bioaerosolen und mikrobiellen Luftverunreinigungen hat
gegenuber der Messung von Partikeln und gasférmigen chemischen Verbindungen in der
AuBBenluft erst in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. Wé&hrend gesetzliche
Vorgaben zur Begrenzung mikrobieller Emissionen zurzeit nur allgemein formuliert sind, hat
der Arbeitsschutz bereits erste Normierungsaktivitdten vorgenommen (BIA 9427).

In der Richtlinienreihe VDI 4252 werden die verschiedenen Verfahren zur Probenahme von
Bioaerosolen beschrieben und die Anforderungen an die Durchfihrung der Messung
festgelegt (Anonym, 2005).

Alle Probenahmegerate muissen die in der DIN EN 481 ,Festlegung der Teilchen-
gréBenverteilung zur Messung luftgetragener Partikel“ niedergelegten Charakteristika
einhalten. In jedem Fall muss die Erfassungscharakteristik des Gerates definiert sein bzw.
muissen Angaben zum Anwendungsbereich vom Hersteller gemacht werden. Die
Probenahmegerate muissen fir die besonderen Bedingungen der Probenahme von
Bioaerosolen geeignet sein (Sterilisierbarkeit, Handhabung etc.), kalibrierbar sein und einen
konstanten Volumenstrom besitzen. Eine Einhaltung dieser genau definierten Anforderungen
an die Messtechnik gewéhrleistet, dass auch bei Verwendung von Geréaten unterschiedlicher
Hersteller vergleichbare Ergebnisse erzielt werden kénnen.
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3. Material und Methoden

3.1 Vorversuche zur Differenzierung zwischen endotoxinbedingter und nicht-endotoxin-
bedingter proinflammatorischer Aktivitat

Um zwischen der proinflammatorischen (proinfl.) Aktivitdt von Endotoxinen und Nicht-
Endotoxin-Substanzen  differenzieren zu kénnen, ist es mdglich spezifische
Endotoxininhibitoren einzusetzen, welche einen selektiv hemmenden Einfluss auf die
endotoxische Aktivitdt haben. Somit kann in eine gesamt-proinfl. Aktivitat, ohne Zusatz des
Endotoxininhibitors, und in eine nicht-endotoxinspezifische proinfl. Aktivitadt durch den Zusatz
des Endotoxinhemmers unterschieden werden.

In den hier durchgefihrten Vorversuchen wurde die Wirkung von zwei in der Literatur
beschriebenen Endotoxininhibitoren geprift. Hierbei handelte es sich um:

1. Polymyxin B (PB) und
2. Endotoxin-Neutralizing-Protein (ENP)

3.1.1 Wirkung von Polymyxin B

Polymyxin B ist ein Polypeptidantibiotikum, das an das Lipid A, die endotoxisch aktive
Komponente des LPS-Molekils gramnegativer Bakterien, bindet und dadurch dessen
biologische Aktivitéat neutralisiert (siehe Kapitel 2.4.3.1) (Morrison et Jacobs, 1976; Moore et
al., 1986).

3.1.1.1 Ermittlung der optimalen endotoxinneutralisierenden Konzentration von PB

Zur Bestimmung der optimalen Konzentration an PB (Sigma-Aldrich, Bestellnummer: P-
4932, Lot-Nr.: 123K2500), wie sie im weiteren Verlauf der Arbeit eingesetzt werden sollte,
wurde die endotoxinneutralisierende Wirkung verschiedener Konzentrationen des
Antibiotikums (0,0; 0,1; 1,0; 5,0; 50,0 pg/ml) auf die proinfl. Aktivitat von E.coli-LPS (0111:B4,
Sigma-Aldrich; dekadische Verdinnungsreihe von 1,0 mg/ml bis 1,0 pg/ml) im Vollbluttest
untersucht. Des Weiteren wurde der Einfluss von PB (0,0; 0,1; 1,0; 5,0; 50,0 pg/ml) auf die
proinfl. Aktivitat von Staphylococcus xylosus Trockensubstanz (TS)' (1:10 Verdiinnungs-
stufen von 1,0 mg/ml bis 0,1 ng/ml) im Vollbluttest untersucht.

Nach Zugabe des PB zu den jeweiligen Proben wurden diese zur Durchmischung mehrmals
geschwenkt und anschlieBend 30 min bei Raumtemperatur vorinkubiert. Dann erfolgte die
Zugabe des humanen Vollblutes (siehe Kapitel 3.2.2.2).

'Herstellung der Staphylococcus xylosus TS:
Staphylococcus xylosus auf Standard-I-Agar ausstreichen, 24 h bei 37°C bebriten, mit 0,9% NaCl
abschwemmen, Lyophylisierung (Gefriertrocknung bei -70°C), Lagerung bei 4°C auf Silicagel
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3.1.1.2 Einfluss von PB auf die proinflammatorische Aktivitat eines weiteren Endotoxins

Um den Einfluss von PB auf die proinfl. Aktivitdt eines weiteren Endotoxins zu bestimmen
wurde ein Control-Standard-Endotoxin (CSE; E.coli 0113:H10, Chromogenix) mit und ohne
Zusatz von PB auf die Reaktivitdt im humanen Vollbluttest untersucht. Hierzu wurde vom
E.coli-LPS eine dekadische Verdinnungsreihe von 1 mg/ml bis 100 pg/ml hergestellt und
diese mit 5 ug/ml PB versetzt. Die Konzentration von 5 pg/ml wurde aufgrund der Ergebnisse
der Vorversuche mit Staphylococcus xylosus — TS und E.coli - LPS 0111:B4 (siehe Kapitel
3.1.1.1) gewahlt.

3.1.1.3 Einfluss von PB auf proinflammatorisch aktive Stoffe auBer Endotoxine

Um den Einfluss von PB auf Nicht-Endotoxin-Substanzen zu prifen, wurden neben
Staphylococcus xylosus TS die kommerziell erhéltlichen Glucane Curdlan (B-1,3-D-Glucan,
Sigma-Aldrich, Lot-Nr.: 114K4096) sowie Barley-Glucan (B-1,3-1,4-D-Glucan, Sigma-Aldrich,
Lot-Nr.: 1138821) und auBerdem Quarzpartikel (Durchmesser 0,007 ym, Sigma-Aldrich) mit
und ohne Zusatz von PB (5 pg/ml) im humanen Vollbluttest untersucht.

Bei Curdlan und Barley-Glucan lag die verwendete Konzentration bei 1 mg/ml bis 100 ng/ml
in 1:10 VerdUnnungsschritten. Der Quarz wurde in einer Konzentration von 10 mg/ml, in
einer dekadischen Verdinnungsreihe, bis 1 pg/ml eingesetzt.

3.1.1.4 Einfluss von PB auf Bioaerosolproben

Zur Untersuchung des Einflusses von PB auf die proinfl. Aktivitdt von Bioaerosolen wurden
aus zwei Tierstéllen je eine Probe einatembarer Staub und eine PM10-Staubprobe mit und
ohne Zusatz von PB im Vollbluttest untersucht. Von den in 50 ml pyrogenfreiem Wasser
extrahierten Staubproben wurde eine duale VerdUnnungsreihe bis 1:128 hergestellt und
diese jeweils mit 5 ug/ml PB versetzt.

3.1.2 Wirkung von Endotoxin-Neutralizing-Protein

Endotoxin-Neutralizing-Protein (ENP) ist die rekombinante Form des Limulus-anti-LPS-
Faktor (LALF), welcher ein aus 101 Aminosduren umfassendes Protein darstellt und vom
American horseshoe crab (Limulus polyphemus) isoliert wurde. Es bindet ebenso wie PB mit
hoher Affinitdt an den Lipid A-Anteil des LPS-Moleklls und neutralisiert dadurch dessen
Aktivitat (siehe Kapitel 2.4.3.2) (Wainwright et al., 1990).

3.1.2.1 Ermittlung der optimalen endotoxinneutralisierenden Konzentration von ENP

Die optimale Arbeitskonzentration von ENP wurde im Vollbluttest ermittelt. Hierzu wurde das
ENP in Konzentrationen von 0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, und 5,0 pg/ml mit E.coli LPS (0111:B4,
Sigma-Aldrich, 1 mg/ml bis 0,1 ng/ml in 1:10 Verdinnungsschritten) fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend die proinfl. Aktivitdt des unbehandelten und
behandelten Endotoxins im Vollbluttest bestimmt.
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3.1.2.2 Einfluss von ENP auf proinflammatorisch aktive Stoffe auBer Endotoxine

Staphylococcus xylosus TS, Curdlan (B3-1,3-D-Glucan, Sigma-Aldrich, Lot-Nr.: 114K4096),
Barley-Glucan (B-1,3-1,4-D-Glucan, Sigma-Aldrich, Lot-Nr.: 1138821) und Quarzpartikel
(Durchmesser 0,007 pym, Sigma) als proinfl. Substanzen ohne Endotoxinstruktur wurden in
den Konzentrationen wie unter Punkt 3.1.1.3 beschrieben, mit und ohne Zusatz von ENP auf
die Reaktivitdt im humanen Vollbluttest untersucht. ENP wurde auf Grund der Vorversuche
zur Ermittlung der optimalen endotoxinneutralisierenden Konzentration mit 0,5 pg/ml
eingesetzt (siehe Kapitel 3.1.2.1).

3.1.2.3 Einfluss von ENP auf Bioaerosolproben

Um den Einfluss von ENP auf die proinfl. Aktivitdt von Bioaerosolen aus Tierstallen zu
testen, wurden die gleichen Bioaerosolproben wie unter Punkt 3.1.1.4 mit und ohne Zusatz
von 0,5 pg/ml ENP im Vollbluttest untersucht.

3.2 Hauptversuche zur Charakterisierung der endotoxin- und nicht-endotoxinbedingten
proinflammatorischen Aktivitat von Bioaerosolen in Tierstéllen

3.2.1 Beschreibung der untersuchten Tierstalle

Far die hier vorliegenden Untersuchungen wurden 13 Tierstalle verschiedener Nutztierarten
und Haltungssysteme ausgewahlt (3 Legehennen-, 1 Broiler-Elterntier-Aufzucht-, 1 Broiler-
Elterntier-Haltung-, 3 Schweinemast-, 2 Pferde-, 1 Schaf- und 2 Milchviehstélle). Die flr die
Untersuchungen relevanten haltungstechnischen Merkmale sind in der Tabelle 12 des
Anhangs zusammengefasst.

3.2.2 Differenzierung zwischen endotoxinbedingter und nicht-endotoxinbedingter
proinflammatorischer Aktivitat in den Bioaerosolproben

Zur Bestimmung der endotoxinbedingten und nicht-endotoxinbedingten proinfl. Aktivitat von
Bioaerosolproben wurden diese mit und ohne Zusatz von Polymyxin B in humanem Vollblut
untersucht. Das grundlegende Prinzip dieser Untersuchungen ist in Abbildung 6 dargestellt.
Die Behandlung der Bioaerosolproben mit PB erfolgte wie unter 3.1.1.1 beschrieben. Die
Durchfiihrung des Vollbluttests wird in Kapitel 3.2.2.2 erlautert.
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Probenvor- Vollblut- ELISA
behandlung inkubation

~,Gesamt“- pro-
Probe ohne PB | =} Probe =P | inflammatorische
+ Aktivitat
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. l
Probe mit PE Zytokin- ,Nicht-endotoxin-
(30 min Vorinku-  |==p» freisetzung E> spezifische” proin-
bation bei Raum- flammatorische
temperatur) Aktivitat

Abb. 6: Bestimmung der endotoxinbedingten proinflammatorischen Aktivitdt in Bioaero-
solproben; diese ergibt sich aus der Differenz von der gesamt-proinflammatorischen — und
der nicht-endotoxin-spezifischen proinflammatorischen Aktivitat

3.2.2.1 Sammlung der Bioaerosolproben

Voraussetzung fir die Bestimmung der proinfl. Aktivitdt von Bioaerosolproben ist, dass die
Probenahmegerate fir die besonderen Bedingungen der Probenahme biologischer Aerosole
geeignet sind. Das bedeutet insbesondere, dass sie aus pyrogenfreien bzw. depyrogeni-
sierbaren Materialien bestehen mussen.

Die folgenden Probenahmegeréate, welche nach dem Filtrationsprinzip arbeiten, fanden bei
den vorliegenden Messungen Anwendung:

Tabelle 1: verwendete Probenahmegerate zur Staubsammlung mit Angabe von Luft-
durchsatz und Sammelzeit

Sammelgerat Luftdurchsatz Sammelzeit
PGP-Dust-Sampling-System 3,5 I/min 180 min
PM10-Sammler (LVS 3.1) 38 I/min 180 min

PGP: Personenbezogenes Gefahrstoff-Probenahmesystem
LVS: Low Volume Sampler

Die Sammler wurden mit pyrogenfreien Polycarbonatfiltern (Durchmesser 47 mm, 8 pm
PorengréBe, Millipore GmbH, Eschborn, D) entsprechend den Angaben des Herstellers
ausgerustet. Mit dem PGP-Dust-Sampling-System (Stréhlein, Kaarst, D) nach VDI 4252
(Anonym, 2004%) wird der einatembare Staubanteil (friher Gesamtstaub) erfasst und der
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PM10-Sammler (Derenda, Teltow, D) dient zur Bestimmung der Konzentration von
luftgetragenen Partikeln mit Teilchendurchmessern bis 10 pm.

Die Messungen wurden auf3erhalb der Futterungszeiten oder der Einstreuwechsel
durchgefuhrt. Als Messpunkt wurde die Mitte des Stalles ausgewahlt. Die MeBhéhe
entsprach dem Einatembereich der Tiere. Ziel dieser Messungen war es, die Grund-
belastung mit luftgetragenen proinfl. Stoffen in den untersuchten Stéllen zu charakterisieren.

Aufarbeitung der Filterproben:

Mit der Probe beaufschlagte Filter wurden zun&chst mit einer sterilen Pinzette aus dem
Transportbehélter entnommen und in einem endotoxinfreien Glasgefé3 Uber Nacht bei 50-
60°C in Anwesenheit von Silicagel getrocknet. Die Masse des auf den Filtern
abgeschiedenen Staubs wurde nach dieser Konditionierung durch Wéagung bestimmt.

Zur Bestimmung der proinfl. Aktivitdt wurden die Filter in 50 ml pyrogenfreiem Wasser
(Wasser zur Injektion, Braun Melsungen AG, Melsungen, D, endotoxische Aktivitat: <0,05
EU/ml) extrahiert und bei Raumtemperatur 120 min auf einem Horizontalschattler (22 rpm)
geschuttelt. AnschlieBend erfolgte die Untersuchung des erhaltenen Eluats im Vollbluttest.

3.2.2.2 Durchfihrung des humanen Vollbluttests

Der humane Vollbluttest stellt ein Verfahren zur Bestimmung der Konzentration
luftgetragener entziindungsauslésender Stoffe dar. Bei dem hier angewendeten
semiquantitativen Verfahren wird die proinfl. Aktivitdt einer Substanz anhand der durch sie
hervorgerufenen Interleukinausschittung aus Monozyten bewertet.

Alle zu testenden Proben wurden mit dem Blut von zwei verschiedenen Spendern
untersucht. Die Spender mussten klinisch gesund sein und das Blut musste innerhalb von 4h
nach Abnahme verwendet werden.

Verwendete Materialien fiir die Vollblutinkubation:

- 1,5 ml ReaktionsgefaBe (Eppendorf, pyrogenfrei)

- pyrogenfreie Pipettenspitzen und 0,9% NaCl-Lésung (B. Braun, Melsungen AG, D)
- Control-Standard-Endotoxin (CSE; E.coli 0111:B4, Cambrex, Walkersville, USA)

- Brutschrank 37°C

- Zentrifuge (2000 rpm)

- Mikrotiterplatte 96-well zur Lagerung der Uberstande

- Gefrierschrank -75°C

Durchfihrung der Vollblutinkubation:

- Probenaufbereitung
o Standardkurve
Aus dem CSE (E.coli 0111:B4, Cambrex, Walkersville, USA) sind Lésungen
mit einer endotoxischen Aktivitdt von 0 EU/mI, 0,1 EU/mI, 0,25 EU/mI, 0,5
EU/mI, 1 EU/mI, 2 EU/ml und 5 EU/ml herzustellen.

o Bioaerosolproben

Die in pyrogenfreiem Wasser extrahierten Proben (Eluate der Filterproben)
sind in dualen Schritten mit physiologischer NaCl-Lésung zu verdinnen. Bei
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der Verdinnung ist flir jeden Verdinnungsschritt auf die Originallésung
zurickzugehen (siehe Verdunnungsschema in Tabelle 2). Ein Teil der
Originalprobe ist als Ruickstellprobe bei -75°C einzufrieren.

Tabelle 2: Verdlinnungsschema flr die Proben

Verdiinnung Probe (pl) NaCl (pl)
Original 4000 0
1:2 1000 1000
1:4 500 1500
1:8 250 1750
1:16 200 3000
1:32 100 3100
1:64 50 3150
1:128 25 3175
- Probenansatz

Zur Bestimmung der proinfl. Aktivitdt der Bioaerosolproben wurden folgende
Substanzen in 1,5 ml Reaktionsgefé3en pippetiert:
o Bestimmung der gesamt-proinfl. Aktivitat:
900 pl NaCl
100 pl Probe (Eluat der Filter) bzw. Standard-Endotoxin
100 pl heparinisiertes Blut

o Bestimmung der nicht-endotoxinbedingten proinfl. Aktivitat:
890 pl NaCl
10 pl Polymyxin B (5 pg/ml)
100 pl Probe (Eluat der Filter)
100 pl heparinisiertes Blut

bzw. 895 pl NaCl

5 pl Endotoxin Neutralizing Protein (0,5 pg/ml)
100 pl Probe (Eluat der Filter)

100 pl heparinisiertes Blut

- Spike
Um das Auftreten einer Hemmung der Interleukinbildung wéhrend der
Inkubationsphase durch Probeninhaltstoffe feststellen zu kénnen, sind alle
Verdinnungen mit einer definierten Menge CSE (,Spike“) zu versetzen.
Hierfir werden 100 pl der CSE-Lésung mit einer Aktivitat von 1,0 EU/mI
verwendet. Es ergibt sich daraus folgender Probenansatz mit Spike:
800 pl NaCl
100 pl CSE mit einer Aktivitat von 1,0 EU/m
100 pl Probe (Eluat der Filter)
100 pl heparinisiertes Blut
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- Inkubation
ReaktionsgefaBe 5x vorsichtig schwenken
22 h bei 37°C inkubieren
nach Inkubation Reaktionsgefal3e erneut 5x vorsichtig schwenken
Zentrifugation bei 2000 rpm fir 2 min
Uberstande aliquotieren und bei -75°C bis zu den ELISA-Untersuchungen
lagern

- Sterilkontrolle
je 1 x 100 pl des Uberstandes auf Standard-I-Agar und DG-18-Agar
ausstreichen und bei 37°C flir 48 h bzw. 96 h inkubieren

ELISA zum Nachweis von Entziindungsmediatoren:

Die Bewertung des entziindungsauslésenden Potentials der Proben erfolgt Uber die
Quantifizierung der wahrend der Vollblutinkubation freigesetzten IL-1B- bzw. IL-6-Menge.

ELISA zum Nachweis von IL-113:

Verwendete Materialien:

Coating-Antikdrper:  Anti-Human IL-13, Mouse IgG (Pierce-Endogen, Rockford, Best.Nr.:
M421BE):1 pg/ml Arbeitskonzentration (pro Platte 5,5 pyl AK in 5,5 ml
Coating-Puffer); 50 pl/well

Coating Buffer: 0,03 M NaCO; + 0,068 M NaHCO; pH 9,4-9,8

Tracer-Antikérper:  Anti-Human IL-1B Monoclonal Antibody, Biotin-labeled (Pierce-
Endogen, Best.Nr.: M420BB): 0,1 pg/ml in PBS / 3%BSA, 50 pl/well

Blockpuffer: PBS / 3% BSA pH 7,0; 200 pl/well

Standard: Rekombinant Human IL-13 (Pierce-Endogen) in PBS / 3% BSA
verdlinnen (Standard 1: 5 ng/ml, Standard 2: 1667 pg/ml, Standard 3:
556 pg/ml, Standard4: 185 pg/ml, Standard 5: 62 pg/ml, Standard 6: 20
pg/ml, Standard 7: 7 pg/ml); 50 pl/well

Waschpuffer: PBS (Oxoid) pH 7,0/ 0,02% Tween 20 (Serva, Heidelberg)

Conjugat: Peroxidase-conjugated Streptavidin (POD, Dianova); 50 ng/ml in
PBS / 3% BSA; 100 pl/well

Substrat: TMB (Seramun, Wolzig); 100 pl/well

Stoppldsung: 1 M H,SOy; 50 pl/well

Reader: Filter 405 nm, 690 nm, einschlief3lich Software und Drucker

ELISA-Platte: 96 well, Nunc-Immuno-Platte, Maxi Sorp surface

Die Mikrotiterplatte wird mit monokonalen Antikérpern (Coating-AK) gegen Interleukin 1-3
beschichtet (1. AK) und abgedeckt. Nach Inkubation Uber Nacht bei 4°C wird der
Platteninhalt abgekippt, die Platte ausgeklopft und fir 2 h mit PBS / 3% BSA blockiert.
AnschlieBend werden nach 2x Waschen je 50 pl von den Kontrollen und den Uberstanden
der Vollblutstimulation (Antigen) in die entsprechenden Vertiefungen pipettiert; diese
reagieren dann mit dem Coating-AK. Nach sofortiger Zugabe des 2. Antikérpers (Tracer-AK)
kann sich wéhrend einer anschlieBenden Inkubation (2 h, abgedeckt bei Raumtemperatur)
ein Sandwich-Komplex aus dem 1. AK, dem Antigen und dem 2. AK bilden. Nach 6x
Waschen wird das POD als Enzymmarkierung hinzu gegeben und wiederum far 30 min bei
RT inkubiert. Nun werden die Uberschiisse durch 8x Waschen entfernt, durch Zugabe des
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TMB-Substrates beginnt die Bildung des farbigen Endprodukts. 1M Schwefelsdure nach 20-
30 min dient als Stopplésung.

ELISA zum Nachweis von IL-6:

Verwendete Materialien:

Coating-Antikérper:  Anti-Human IL-6 Monoclonal Antibody, Purified, (Pierce-
Endogen, Best.Nr.: M620E), 1 pg/ml Arbeitskonzentration; 100 pl/well

Coating-Buffer: PBS pH 7,4

Tracer-Antikérper:  Anti-Human IL-6 Monoclonal Antibody, Biotin-labeled (Pierce-
Endogen, Best.Nr.: M621B), 0,1 pg/ml Arbeitskonzentration in
PBS / 4% BSA; 50 pl/well

Blockpuffer: PBS / 4% BSA, 5% Saccharose, 200 pl/well

Standard: Recombinant Human IL-6 (Pierce-Endogen) in PBS / 4%BSA
verdlinnen (Standard 1: 1000 pg/ml , Standard 2: 500 pg/ml, Standard
3: 250 pg/ml, Standard 4: 125 pg/ml, Standard 5: 62,5 pg/ml, Standard
6: 31,25 pg/ml, Standard 7: 15,6 pg/ml); 50 pl/well

Waschpuffer: PBS pH 7,4/ 0,05% Tween 20

Conjugat: POD, 50 ng/ml in PBS / 4% BSA; 100 pl/well

Substrat: TMB; 100 pl/well

Stoppldsung: 0,18 M H.SOy; 50 pl/well

Reader: Filter 405 nm, 690 nm, einschlieBlich Software und Drucker
ELISA-Platte: 96 well, Nunc-Immuno-Platte, Maxi Sorp surface

Die Mikrotiterplatte wird mit dem Coating-AK beschichtet, abgedeckt und Gber Nacht bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach dem Entleeren und Ausklopfen der Platte wird diese
fur 1 h mit dem Blockpuffer (PBS / 4% BSA) blockiert. Nach wiederum Abkippen und
Ausklopfen werden die Kontrollen und die Uberstidnde der Vollblutstimulation pipettiert und
fur 1h abgedeckt inkubiert. Nach 3x Waschen erfolgt die Zugabe des Tracer-AK und die
Inkubation fir 1 h bei RT, wobei sich die Antikérper mit den IL-6-Fieber-Signalstoffen
(Antigen) verbinden und einen Komplex bilden, welcher nach Entfernen der Uberschiisse
durch 3x Waschen mit POD enzymmarkiert wird. Die Platte wird dann fur 30 min bei RT
stehengelassen, 3x gewaschen und das TMB-Substrat schlieBlich ebenfalls fiir 20-30 min
inkubiert. Als Stopplésung wird hier 0,18 M Schwefelsdure verwendet.

Bewertung der Ergebnisse des Vollbluttests:

unspezifische Stimulation:

Blut von klinisch gesunden Spendern ist frei von IL-13. Dieses wird als erflllt angesehen,
wenn die optische Dichte der Vollblutstimulation mit pyrogenfreier physiologischer NaCl nicht
das Zweifache der optischen Dichte des Blindwertes des ELISA’s (= Arbeitspuffer; PBS /
BSA) Uberschreitet.

Bestimmung der Aktivitat der Proben:

Zuerst wird die Verdinnungsstufe bestimmt, in der die Probe bzw. das CSE noch eine
positive Reaktion zeigt. Das CSE bzw. eine Probe wird als positiv bewertet, wenn die
optische Dichte der Probe das Dreifache der optischen Dichte der Vollblutstimulation mit
pyrogenfreier physiologischer NaCl liberschreitet.

Die Aktivitat der Probe ergibt sich aus dem Produkt der Verdinnungsstufe der Probe mit
gerade noch positiver Reaktion und der endotoxischen Aktivitdt der Verdiinnungsstufe des
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CSE mit gerade noch positiver Reaktion. Wenn also zum Beispiel das CSE bei einer
Konzentration von 0,5 EU eine gerade noch positive Reaktion zeigt und die Bioaerosolprobe
bei der Verdinnungsstufe 1:16 gerade noch positiv reagiert, dann ergibt sich daraus eine
Aktivitat von 0,5 x 16 = 8 EEU/m.

Die ermittelten Messwerte werden in EEU/mI (Endotoxin Equivalent Units / ml) bzw. nach
Umrechnung unter Berlcksichtigung von Probenahmevolumen, Lésungsvolumen, in dem die
beaufschlagten Filter extrahiert wurden, Luftdurchsatz und Sammelzeit in EEU/m3
angegeben.

Sterilkontrolle:
Proben, in denen nach der Inkubation eine Vermehrung von Mikroorganismen festgestellt
wurde, sind nicht zur Auswertung herangezogen worden.

Unspezifische Hemmung:

Eine unspezifische Hemmung der Interleukinbildung kann ausgeschlossen werden, wenn
ungespikte Proben der Verdinnungsreihe ein negatives Signal zeigen, die dazugehdrigen
gespikten Proben aber positiv reagieren. Proben mit unspezifischer Hemmung wurden nicht
ausgewertet.

3.3 Bestimmung der Konzentration an Endotoxinen in den Bioaerosolproben
3.3.1 Sammlung der Bioaerosolproben

Die Sammlung der Bioaerosolproben fir die Endotoxinbestimmung erfolgte wie unter Punkt
3.2.2.1 beschrieben. Zur Bestimmung der Endotoxinkonzentration wurden die gleichen
Eluate der Filterproben verwendet wie auch fir die Bestimmung der gesamt-proinfl. Potenz
mittels Vollbluttest.

3.3.2 Bestimmung der Endotoxinkonzentration mittels Limulus-Amébozyten-Lysat-Test

Der Limulus-Amdbozyten-Lysat (LAL)-Test QCL 1000 (Cambrex / Lonza, Walkersville, Inc.,
USA, Katalog-Nr.: 50-648U) wurde zur Bestimmung der Endotoxinkonzentration in den
Bioaerosolproben verwendet. Dieser Test arbeitet nach dem Prinzip der chromogenen
Endpunktmethode. Die Durchfihrung des Testkits erfolgte entsprechend den Angaben des
Herstellers. Die Auswertung der ELISA-Platte (96 well Tissue Culture Plate, Cellstar, greiner
bio-one) erfolgte am Mikroplate-Reader bei 405 nm.

Der Endotoxingehalt einer Probe wird mit Hilfe einer Eichgeraden (definierte
Verdiinnungsreihe aus Standard-Endotoxin) bestimmt. Dazu wird bei jeder Probenserie eine
neue Standardkurve mit 5 Endotoxinkonzentrationen mitgefiihrt. Das zu diesem Zweck zu
verwendende Control-Standard-Endotoxin (CSE) ist am Referenz-Standard-Endotoxin (RSE)
E.coli-6 kalibriert und gehért zum Lieferumfang des LAL-Assays. Um Aufschlu3 Gber
mdgliche Hemmung oder Verstarkung der Reaktion durch das Probenmaterial zu erhalten,
mulB3 jede Probe zusatzlich unter Zugabe einer definierten Menge Standard-Endotoxin
(Interferenzprobe / Spike) gemessen werden. Probenverdiinnungen bzw. Zusatz von MgCl,-
Lésung wurden angewendet, um hemmende oder aktivierende Einflisse zu Uberwinden
(Zimmermann, 1985; Cooper, 1990; Hollander et al., 1993).
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Anforderungen an eine erfolgreiche LAL-Testdurchfiihrung sind:

- Standardkurve: Die Linearitdt der Standardkurve muf3 GOber den gesamten
Konzentrationsbereich Uberprift werden. Der lineare Regressionskoeffizient der
berechneten Standardkurve sollte als Absolutwert = 0,980 sein.

- Kontrollen:

o Spike als Positivkontrolle, wobei die Wiederfindungsrate bei + 25% liegen
muss, als Spike wurden 4\ verwendet (A = Endotoxinkonzentration des
niedrigsten Standards der definierten Standardkurve)

o LAL-Wasser (endotoxinfrei, Acila, Pyroquant Diagnostik GmbH, Walldorf,
Deutschland) als Negativkontrolle, diese muss eine Endotoxinaktivitat unter
0,05 EU/mI aufweisen

- Reproduzierbarkeit der Messwerte: Doppelbestimmung, Intra-Assay-Variations-
koeffizient < 10%

Die ermittelten Messwerte werden in Endotoxin Units (EU) / ml bzw. nach Umrechnung unter
Beriicksichtigung von Vedinnungsfaktor, Lésungsvolumen, in dem die beaufschlagten Filter
extrahiert wurden, Luftdurchsatz und Sammelzeit in EU/m® angegeben und ausgewertet.

Um die Ergebnisse vom Vollbluttest und LAL-Test miteinander vergleichen zu kénnen, wurde
die Aktivitat der jeweiligen Probe zur Reaktivitdt des Standardendotoxins E.coli 0111:B4
(Cambrex / Lonza, Walkersville, USA), welches in beiden Testsystemen als Standard-
endotoxin verwendet wurde, ins Verhéltnis gesetzt. Als BezugsgréBe wurde dabei die mittels
Vollbluttest bestimmte makrophagenaktivierende Potenz der jeweiligen Proben gewéhlt. Die
Abweichung bei Bewertung der proinflammatorischen Potenz durch den LAL-Test
(Uberbewertung oder Unterbewertung) wurde als Faktor angegeben (siehe Tabelle 16 im
Anhang).

3.4 Bestimmung der Konzentration an luftgetragenen Bakterien in den untersuchten
Tierstallen

Um die Konzentration an luftgetragenen Bakterien (aerobe Gesamtkoloniezahl, GKZ) zu
ermitteln wurde das Impingement unter Verwendung von AGI-30-Impingern (Brachmann et
al., 1964) in Anlehnung an die BIA-Arbeitsmappe 9430 (Anonym, 2004°) angewendet.

Beim Impingement wird Luft durch FlUssigkeit gesaugt und dabei in ihr befindliche Partikel
(Bakterien, bakterielle Sporen und bakterientragende Partikel) in der Sammelflissigkeit
ausgewaschen. Der AGI-30-Impinger wurde mit 50 ml pyrogenfreiem Wasser bestuickt und
mit einem Luftdurchsatz von 12,5 I/min Uber einen Zeitraum von 30 min betrieben.

Von den Impingerproben wurden 2 x 100 pl auf Casein-Sojamehlpepton-(CASO)-Agar
ausgestrichen, fir 48 h bei 37°C kultiviert und schlieBlich unter Bertcksichtigung von der
Sammelzeit und des Luftdurchsatzes die aerobe GKZ bestimmt.

3.5 Bestimmung der endotoxinbedingten und nicht-endotoxinbedingten proinflammatorischen
Aktivitat in potentiellen Quellen flr Bioaerosole

Als mogliche Bioaerosolquellen wurden Futter, Kot und Einstreu aus den jeweiligen
Tierstallen untersucht. Proben dieser Materialien wurden am Tag der Stallluftmessungen
gesammelt. Im Labor wurden die Proben in einem endotoxinfreien Glasgefal3 bei 50-60°C
bis zur Gewichtskonstanz (24-72 h) getrocknet, fein zermérsert bzw. das Heu und Stroh in
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kleine Stlcke geschnitten und 100 mg der Trockenmasse in 50 ml pyrogenfreiem Wasser
extrahiert. Dazu wurden die Materialien 2 h bei Raumtemperatur auf einem
Horizontalschuttler (22 rpm) geschdittelt und dann die Aktivitdt der Eluate im Vollbluttest
(ohne und mit Zusatz des Endotoxininhibitors) und im LAL-Test, wie in den Kapiteln 3.2.2.2
und 3.3.2 beschrieben, bestimmt.

3.6 Statistische Auswertung

Die Datenerfassung erfolgte mit dem Computerprogramm Microsoft Office Excel Version
2003. Die statistische Auswertung der Daten wurde mittels Statistikprogramm SPSS Version
12.0 durchgefihrt.

Die Ergebnisse der zwei Blutspender pro Probe wurden als Mittelwert zusammengefasst und
es wurde jeweils die Standardabweichung und die relative Standardabweichung berechnet.
Alle weiteren Berechnungen (Mediane, U-Test, Korrelationen u.s.w) wurden mit den
Originalmittelwerten durchgefiihrt, und nur zur grafischen Veranschaulichung wurden die
Daten fir die Ubersichtlichkeit der Darstellung logarithmiert. Bei den dargestellten
Streudiagrammen wurde zusétzlich eine Regressionsgleichung mit angegeben. Die als
Boxplots dargestellten Verteilungen der Daten beinhalten Median, oberes und unteres
Quantil, Minimum, Maximum, Ausrei3er und Extremwerte.

Da die Messdaten als nicht normalverteilt zu betrachten sind und aufgrund des geringen
Stichprobenumfangs wurde der Mann-Whitney-U-Test als nichtparametrischer Test
angewendet, um definierte Gruppen miteinander zu vergleichen. Hierfir wurde ein
Signifikanzniveau von a=0,01 festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1 Vorversuche zur Differenzierung zwischen endotoxinbedingter und
nicht-endotoxinbedingter proinflammatorischer Aktivitat

4.1.1 Charakterisierung der endotoxinneutralisierenden Eigenschaften von
Polymyxin B

4.1.1.1 Ermittlung der optimalen Konzentration von Polymyxin B

Zur Bestimmung der optimalen Konzentration an Polymyxin B (PB) wurde die Wirkung des
Antibiotikums auf E.coli-LPS (0111:B4, Sigma-Aldrich, 1 mg/ml bis 1 pg/ml) im Vollbluttest
untersucht (siehe Kapitel 3.1.1.1). Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 3
dargestellt. Hierbei wird deutlich, dass PB zu einer dosisabh&ngigen Neutralisation der
endotoxischen Aktivitat im Vollbluttest fihrte. Bei einer Konzentration des Antibiotikums von
5,0 pyg/ml wurde die endotoxische Aktivitat um 99% reduziert.

Tabelle 3: Einfluss von PB auf die proinflammatorische Aktivitat von E.coli-LPS (0111:B4)

notwendige Konzentration an
Konzentration an PB (ug/mi) E.coli-LP_S zur Ausl('j.sun_g einer Repluktion
positiven Reaktion im in %
Vollbluttest (pg/ml)

0 10° 0

0,1 10° 0

1,0 10° 90

5,0 10* 99
50 10° 99,9

Einfluss von PB auf Staphylococcus xylosus:

Um zu prifen, ob PB exklusiv die proinflammatorische (proinfl.) Aktivitdt von Endotoxinen
neutralisiert, wurde der Einfluss dieses Antibiotikums auf die proinfl. Aktivitdt von
Staphylococcus xylosus (S.xylosus) Trockensubstanz (TS) im Vollbluttest untersucht. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Einfluss von PB auf die proinflammatorische Aktivitat von S. xylosus TS

notwendige Konzentration an S. xylosus TS
Konzentration an PB (ug/ml) zur Auslésung einer positiven Reaktion im
Vollbluttest (pg/ml)
0 10°
0,1 10°
1,0 10°
5,0 10°
50 10°
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Konzentrationen von 0,1 - 5,0 uyg/ml PB fuhrten zu keiner Veranderung der proinfl. Aktivitat
von S. xylosus. Bei einer Konzentration von 50,0 pg/ml PB kam es aber zu einer Zunahme
der Aktivitat. Unter Berlcksichtigung dieser Ergebnisse wurde fir alle weiteren Versuche
eine Konzentration von 5,0 pg/ml PB eingesetzt, da diese Konzentration einerseits eine hohe
Potenz aufweist, die proinfl. Aktivitdt von Endotoxinen zu neutralisieren, und andererseits die
proinfl. Aktivitat von Nicht-Endotoxinen scheinbar unbeeinflusst I&sst.

4.1.1.2 Einfluss von PB auf E.coli LPS 0113:H10

Um den Einfluss von PB auf die proinfl. Aktivitat eines weiteren Endotoxins zu bestimmen,
wurde das Control-Standard-Endotoxin (CSE) E.coli 0113:H10 (Chromogenix) mit und ohne
Zusatz von PB (5,0 pyg/ml) auf seine Reaktivitdt im humanen Vollbluttest untersucht. PB
reduzierte die proinfl. Aktivitdt des CSE um 99,8% (Tabelle 5).

Tabelle 5 : Einfluss von PB auf die proinflammatorische Aktivitat von E.coli - LPS 0113:H10

minimale Konzentration an
Konzentration an PB E.colFLPS 0113:H10 (pg/mi)zur Reduktion
(ug/mi) Auslésung einer positiven in %
Reaktion im Vollbluttest
0 10?
5,0 5x 10* 99,8

4.1.1.3 Einfluss von PB auf weitere proinflammatorisch aktive Stoffe auBer Endotoxine

Um den Einfluss von PB auf die proinfl. Aktivitdt weiterer Substanzen mit Nicht-
Endotoxinstruktur zu prifen, wurde auBerdem die Reaktivitdt von Quarzpartikeln sowie von
den kommerziell erhaltlichen B-1,3-D-Glucanen Curdlan und Barley-Glucan im Vollbluttest
untersucht. Bei keinem der gepriften Substanzen konnte ein Einfluss von PB (5,0 pg/ml) auf
die proinfl. Aktivitat im Vollbluttest festgestellt werden.

4.1.1.4 Einfluss von PB auf die proinflammatorische Aktivitat von Bioaerosolen

Um den Einfluss von PB auf die proinfl. Aktivitdt von Bioaerosolen aus Tierstéllen zu prifen,
wurde beispielhaft aus einem Schafstall und einem Abkalbestall je eine Probe einatembarer
Staub und PM10-Staub mit und ohne Zusatz von PB im Vollbluttest untersucht. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestellt. Hierbei wird deutlich, dass die proinfl. Aktivitat der
Bioaerosolproben durch PB um 83 - 92% reduziert wurde.
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Tabelle 6: Einfluss von PB auf die proinflammatorische Aktivitdt von Bioaerosolen aus
Tierstallen

proinflammatorische Reduktion
Konzentration PB Aktivitat in EEU/m3 in %
Tierstall (pg/ml)
Einatembarer PM10 Einatembarer PM10
Staub Staub
Schafstall 0 127,0 94,2
5 11,9 16,3 90,6 82,7
Abkalbestall 0 476,2 347.,8
5 79,4 29,0 83,3 9,7

4.1.2 Charakterisierung der endotoxinneutralisierenden Eigenschaften von
Endotoxin-Neutralizing-Protein (ENP)

4.1.2.1 Ermittlung der optimalen Konzentration des ENP
Die in Tabelle 7 dargestellten Ergebnisse zeigen bei einer ENP-Konzentration von 0,5 pg/ml
eine Reduktion der proinfl. Aktivitit um 90%, die sich auch bei noch héheren ENP-

Konzentrationen nicht steigern lie3. Daher wurde fur den weiteren Verlauf der Arbeit diese
als Arbeitskonzentration gewabhilt.

Tabelle 7: Einfluss von ENP auf die proinflammatorische Aktivitat von E.coli-LPS (0111:B4)

notwendige Konzentration
Konzentration an ENP (ug/ml) (pg/rpl) an E.'CO”_LP.SFUI’ ReQuktion
Ausldsung einer positiven in %
Reaktion im Vollbluttest
0 10° 0
0,5 10* 90
1,0 10* 90
5,0 10* 90

4.1.2.2 Einfluss von ENP auf proinflammatorisch aktive Stoffe auBer Endotoxine

Um den Einfluss von ENP auf die proinfl. Aktivitit von Substanzen mit Nicht-
Endotoxinstruktur zu prifen, wurden auch hier S. xylosus TS, Quarzpartikel sowie
kommerziell erhéltiche B-1,3-D-Glucane (Curdlan und Barley-Glucan) im Vollbluttest
untersucht.

Bei keinem der gepruften Substanzen konnte ein Einfluss von ENP (0,5 pg/ml) auf die
proinfl. Aktivitat im Vollbluttest festgestellt werden.
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4.1.2.3 Einfluss von ENP auf die proinflammatorische Aktivitat von Bioaerosolen

Um den Einfluss von ENP auf die proinfl. Aktivitdt von Bioaerosolen aus Tierstallen zu
testen, wurden die gleichen Proben wie unter 4.1.1.4 mit und ohne Zusatz von ENP (0,5
pug/ml) im Vollbluttest untersucht.

Anhand der Ergebnisse der Tabelle 8 lasst sich eine Reduktion der proinfl. Aktivitdt der
Bioaerosolproben durch ENP um 33 - 81% verzeichnen.

Tabelle 8: Einfluss von ENP auf die proinflammatorische Aktivitat von Bioaerosolen

proinflammatorische Aktivitat in Reduktion
. EEU/m?3 in %
. Konzentration
Tierstall ENP (ug/mi)
Hg Einatembarer PM10 Einatembarer PM10
Staub Staub
Schafstall 0 127,0 94,2
0,5 23,8 36,2 81.3 61.6
Abkalbestall 0 476,2 347.8
0,5 238,1 231,9 50,0 33,3

Aus den vorliegenden Untersuchungen wird deutlich, dass PB und auch ENP in den
eingesetzten Konzentrationen keinen Einfluss auf die proinfl. Aktivitdt von Quarzpartikeln,
grampositiven Bakterien und 3-1,3-D-Glucanen wie Curdlan oder Barley-Glucan haben.
Hingegen reduzieren beide die proinfl. Aktivitit von Endotoxin. Tabelle 9 zeigt die
unterschiedlichen Reduktionsraten der proinfl. Aktivitdt von E.coli-Endotoxin  und
ausgewahlten Bioaerosolproben bei Einsatz beider Endotoxininhibitoren auf.

Da PB sowohl die proinfl. Aktivitit von Endotoxinen als auch von den untersuchten
Bioaerosolproben stéarker hemmte als ENP wurde fur alle weiteren Versuche
(Hauptversuche) ausschlieBlich PB als Endotoxininhibitor eingesetzt.

Tabelle 9: Prozentuale Reduktion der proinflammatorischen Aktivitdt von E.coli-Endotoxin
und Bioaerosolproben bei Einsatz von PB bzw. ENP

prozentuale Reduktion der proinflammatorischen Aktivitat

Substanz bei Einsatz von
PB ENP
Endotoxin
(E.coli0111:B4) 99,0% 90,0%
Einatembarer Staub o o
Schafstall 90,6% 81,7%
PM10-Staub o o
Schafstall 82,7% 61,6%
Einatembarer Staub o o
Abkalbestall 83,3% 50,0%
PM10-Staub . .
Abkalbestall 91.7% 33,3%
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4.2 Hauptversuche zur Differenzierung zwischen endotoxinbedingter und
nicht-endotoxinbedingter proinflammatorischer Aktivitat von Bioaerosolen aus Tierstéllen

4.2.1 Konzentration an luftgetragenen proinflammatorisch aktiven Stoffen, Endotoxinen,
Staub und Bakterien in Bioaerosolen aus den untersuchten Tierstéllen

Es wurden 13 Tierstalle mit insgesamt 7 verschiedenen Nutztierrichtungen beprobt (3
Legehennen-, 1 Broiler-Elterntier-Aufzucht-, 1 Broiler-Elterntier-Haltung-, 3 Schweinemast-, 2
Pferde-, 1 Schaf- und 2 Milchviehstalle).

In allen Tierstéllen wurde die einatembare - bzw. die PM10-Staubfraktion auf Filtern
gesammelt und die Konzentration an luftgetragenen proinflammatorisch aktiven Stoffen und
Endotoxinen in diesen Staubfraktionen sowie die Masse dieser Staubfraktionen bestimmt.
Die Einzelergebnisse dieser Messungen sind im Anhang (Tabelle 13, 14, 17) dargestellt. In
Abbildung 7 und 8 ist die gesamt-proinfl. Aktivitat (proinfl. Aktivitdt ohne Zusatz von PB), die
endotoxische Aktivitat und die Staubkonzentration der jeweils untersuchten Staubfraktion in
den einzelnen Tierstallen, zusammengefasst nach Nutzungsrichtungen, in Form von
Boxplotgrafiken (mit Darstellung der einzelnen Werte) dargestellt.
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Abb. 7: Konzentration an proinflammatorisch aktiven Stoffen, Endotoxinen und einatem-
barem Staub in Bioaerosolproben der untersuchten Tierstélle, zusammengefasst nach
Nutzungsrichtungen, n = Anzahl der Proben
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PM10-Staubfraktion
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Abb. 8: Konzentration an proinflammatorisch aktiven Stoffen, Endotoxinen und PM10-Staub
in Bioaerosolproben der untersuchten Tierstélle, zusammengefasst nach Nutzungs-
richtungen, n = Anzahl der Proben
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In Abbildung 9 und 10 ist eine Ubersicht lber die in den untersuchten Tierstéllen
gesammelten Bioaerosolproben (Einatembare Staubfraktion, PM10-Fraktion) und deren

proinfl. Aktivitat (ermittelt im Vollbluttest) bzw. endotoxische Aktivitat (ermittelt im LAL-Test)
dargestellt.
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13. Milchkihe
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Abb. 9: Ubersicht {ber die in den untersuchten Tierstdllen gesammelten Staubproben und
deren proinflammatorische Aktivitat
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Abb. 10: Ubersicht (iber die in den untersuchten Tierstéllen gesammelten Staubproben und
deren endotoxische Aktivitat
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Zur Darstellung der Verteilung der Ergebnisse des Vollbluttests und LAL-Tests fir die
untersuchten Bioaerosolproben wurde die proinfl. Aktivitdt und die endotoxische Aktivitat
aller Proben in einer Boxplotgrafik in Abbildung 11 dargestellt. Hierbei wird deutlich, dass die
Werte der endotoxischen Aktivitdt (Xnin=5,04 EU/m3, xx=8448,50 EU/m3) weitgehend
innerhalb des Boxplots mit den Werten der proinfl.
Xmax=12093,80 EEU/m3) liegen. Die Medianwerte beider Boxen liegen nah beieinander. Der
Medianwert der proinfl. Aktivitdt betragt 375,05 EEU/m3 (2,57 log EEU/m3) und der

endotoxischen Aktivitat 293,75 EU/m3 (2,47 log EU/m3).

Aktivitdt  (Xmin=7,40 EEU/m3,

4,00"

3,00=

2,00=

1,00"

n=40

n=40

I
Proinflammatorische ARivitat in log EEU/m3

Endotoxische Aktivitatin log EU/m3

Abb. 11: Verteilung der proinflammatorischen Aktivitdt und der endotoxischen Aktivitat der

untersuchten Bioaerosolproben, n = Anzahl der Proben
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Zur Charakterisierung der mikrobiellen Luftbelastung der untersuchten Tierstdlle wurde
mittels Impingement die Konzentration an luftgetragenen aeroben Bakterien (aerobe
Gesamtkoloniezahl) bestimmt. Die Einzelergebnisse dieser Untersuchungen sind in der
Tabelle 18 des Anhangs dargestellt. Abbildung 12 gibt diese Ergebnisse, zusammengefasst
nach Nutzungsrichtungen, als Boxplotgrafik mit Angabe der Einzelwerte wieder.
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Abb. 12: Konzentration an luftgetragenen Bakterien (aerobe GKZ) in den untersuchten
Tierstéllen, zusammengefasst nach Nutzungsrichtungen, n = Anzahl der Proben
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Zusammenfassend lasst sich fur diese Untersuchungen feststellen, dass beim Gefligel, und
hier vor allem bei den Legehennen (Volierenhaltung mit Einstreu), in der einatembaren
Staubfraktion die héchsten Konzentrationen an luftgetragenen proinfl. aktiven Stoffen (435 —
12094 EEU/m?3), Endotoxinen (900 — 8450 EU/m3) und Staub (3,81 — 21 mg/m?3) gefunden
wurden. Auch die aerobe Bakterienzahl wies in den untersuchten Gefligelbetrieben
durchschnittlich die héchsten Werte gegentber den anderen Nutzungsrichtungen auf
(6,5x10* — 1,4x10” KbE/m?3). Die geringste Belastung an den aufgefiihrten Luftinhaltstoffen
wurde bei den Pferden und im Schafstall gemessen, mit einer Ausnahme bei den Schafen,
hier war die aerobe Bakterienzahl verhaltnisméBig hoch (10° KbE/m3) und lag anndhernd im
Bereich der Werte der Geflligelbetriebe.

4.2.2 Gesamt-proinflammatorische - und nicht-endotoxinbedingte proinflammatorische
Aktivitat in den Bioaerosolproben

Alle untersuchten Bioaerosolproben wurden zusatzlich, wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben,
mit PB vorbehandelt und anschlieBend deren proinfl. Potential im Vollbluttest bestimmt. In
Abbildung 13 ist die proinfl. Aktivitdt von den untersuchten Bioaerosolproben mit und ohne
Zusatz von PB zusammenfassend in einer Boxplotgrafik dargestellt. Die Einzelergebnisse
dieser Untersuchungen sind in Tabelle 13 (siehe Anhang) wiedergegeben. Hierbei wird
deutlich, dass PB die proinfl. Aktivitat aller untersuchten Bioaerosolproben um mindestens
50% reduzierte. Die mittlere Reduktion betrug 86,2%. Der Medianwert flr die unbehandelten
Proben ( = gesamt-proinfl. Aktivitat) lag bei 375,1 EEU/m?3 (2,57 log EEU/m3), und fir die mit
PB behandelten Proben (= nicht-endotoxinbedingte proinfl. Aktivitdt) wurde ein Medianwert
von 51,8 EEU/m3 (1,7 log EEU/m3) ermittelt. Der Mann-Whitney-U-Test ergab fiir beide
Untersuchungsparameter einen signifikanten Gruppenunterschied (p<0,00, a=0,01).
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Abb. 13: Einfluss von Polymyxin B (PB) auf die proinflammatorische Aktivitat der
Bioaerosolproben aus 13 verschiedenen Tierstallen, n = Anzahl der Proben
U-Test: p<0,00, a=0,01

ohne PB = gesamt-proinfl. Aktivitat
mit PB = nicht-endotoxinbedingte proinfl. Aktivitat
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4.2.2.1 Beziehungen zwischen gesamt-, endotoxinbedingter- und nicht-endotoxinbedingter
proinflammatorischer Aktivitat, Staubkonzentration sowie endotoxischer Aktivitat der
untersuchten Bioaerosolproben

Die gesamt-proinfl. Aktivitdt der Bioaerosolproben wurde auf Basis der IL-1B-Ausschuttung
im humanen Vollbluttest ohne Zusatz von PB bestimmt. Die nicht-endotoxinbedingte proinfl.
Aktivitdt der Proben wurde im Vollbluttest auf Basis der IL-1B3-Ausschittung nach dem
Zusatz von PB bestimmt (IL-1B3+PB) (siehe Tabelle 13 des Anhangs). Die Differenz aus der
gesamt-proinfl. und der nicht-endotoxinbedingten proinfl. Aktivitdt ergab die endotoxin-
bedingte proinfl. Aktivitat (IL-18 - IL-1B3+PB). Die Staubkonzentration wurde nach
Umrechnung des Staubgewichtes auf dem Filter unter BerUcksichtigung des Luftdurchsatzes
des Sammelgerates ermittelt (siehe Tabelle 17 des Anhangs). Die endotoxische Aktivitat
wurde im LAL-Test mittels chromogener Endpunkimethode ermittelt (siehe Tabelle 14 des
Anhangs).

Die Beziehungen zwischen endotoxinbedingter proinfl. -, nicht-endotoxinbedingter proinfl. -,
gesamt-proinfl. - und endotoxischer Aktivitat der untersuchten Bioaerosolproben wurden mit
Hilfe der Korrelationsanalyse nach Spearman untersucht. Hierbei wurden folgende
signifikante Korrelationen (Tabelle 10) festgestellt:

Tabelle 10: Beziehungen zwischen den untersuchten Parametern mittels Korrelation nach
Spearman

untersuchte Parameter Korrelationskoeffizient Signifikanzniveau
r o

0,817 0,01

endotoxische Aktivitat /
gesamt-proinfl. Aktivitat
endotoxische Aktivitat /
nicht-endotoxinbedingte 0,830 0,01
proinfl. Aktivitat
endotoxische Aktivitat /

endotoxinbedingte proinfl. 0,799 0,01
Aktivitat
gesamt-proinfl. Aktivitat /
nicht-endotoxinbedingte 0,913 0,01

proinfl. Aktivitat
gesamt-proinfl. Aktivitat /

endotoxinbedingte proinfl. 0,993 0,01
Aktivitat
endotoxinbedingte proinfl.
Aktivitat / nicht- 0,890 0.01

endotoxinbedingte
proinfl. Aktivitat
Staubkonzentration /
Endotoxinkonzentration

0,949 0,01
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Zur grafischen Veranschaulichung der Beziehungen zwischen den einzelnen Parametern

sind die jeweiligen Streudiagramme in den Abbildungen 14 - 19 dargestellt. Hierflr wurden
die einzelnen Daten logarithmiert.

®)
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gesamt-proinfl. Aktivitatin log EEU/m3

1,00 =

1 1 1 1
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endotoxische Aktivitat in log EU/m3

Abb. 14: Streudiagramm mit Regressionsgeraden zur Darstellung der Beziehung zwischen
der endotoxischen Aktivitdt (log EU/mS, ermittelt im LAL-Test) und der gesamt-proinfl.

Aktivitat (IL-1B, log EEU/m3, ermittelt im Vollbluttest) der untersuchten Bioaerosolproben
Korrelation nach Spearman; r=0,817, a=0,01

Regressionsgleichung:
gesamt-proinfl. Aktivitdt = 0,43 + 0,88 x endotoxische Aktivitat
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Abb. 15: Streudiagramm mit Regressionsgeraden zur Darstellung der Beziehung zwischen
der endotoxischen Aktivitat (log EU/m3, ermittelt im LAL-Test) und der nicht-

endotoxinbedingten proinfl. Aktivitat (IL-18+PB, log EEU/m3, ermittelt im Vollbluttest nach
Zusatz von PB) in den untersuchten Bioaerosolproben
Korrelation nach Spearman; r=0,830, a=0,01

Regressionsgleichung:
nicht-endotoxinbedingte proinfl. Aktivitat= -0,29+0,84 x endotoxische Aktivitat
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Abb. 16: Streudiagramm mit Regressionsgeraden zur Darstellung der Beziehung zwischen
der endotoxischen Aktivitat (log EU/m3, ermittelt im LAL-Test) und der endotoxinbedingten
proinfl. Aktivitdt (berechnet aus der Differenz von IL-1B3 und IL-13+PB, log EEU/m?) der
untersuchten Bioaerosolproben

Korrelation nach Spearman; r=0,799, a=0,01

Regressionsgleichung:
endotoxinbedingte proinfl. Aktivitat = 0,29+0,89 x endotoxische Aktivitat
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Abb.17: Streudiagramm mit Regressionsgeraden zur Darstellung der Beziehung zwischen
der gesamt-proinfl. Aktivitat (IL-13, log EEU/m3, ermittelt im Vollbluttest) und der nicht-

endotoxinbedingten proinfl. Aktivitat (IL-1B8+PB, log EEU/m3, ermittelt im Vollbluttest) der
untersuchten Bioaerosolproben

Korrelation nach Spearman; r=0,913, a= 0,01

Regressionsgleichung:
nicht-endotoxinbedingte proinfl. Aktivitat = -0,43+0,86 x gesamt-proinfl. Aktivitat
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Abb. 18: Streudiagramm mit Regressionsgeraden zur Darstellung der Beziehung zwischen
der gesamt-proinfl. Aktivitdt (IL-18, log EEU/m3, ermittelt im Vollbluttest) und der
endotoxinbedingten proinfl. Aktivitdt (berechnet aus: IL-13 — IL1B3+PB, log EEU/m3) der
untersuchten Bioaerosolproben

Korrelation nach Spearman; r=0,993, a= 0,01

Regressionsgleichung:
endotoxinbedingte proinfl. Aktivitat = -0,21+1,04 x gesamt-proinfl. Aktivitat
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Abb. 19: Streudiagramm mit Regressionsgeraden zur Darstellung der Beziehung zwischen
der endotoxinbedingten proinfl. Aktivitat (berechnet aus: IL-13 — IL-1B3+PB, log EEU/m?) und
der nicht-endotoxinbedingten proinfl. Aktivitdt (IL-1B+PB, log EEU/m3, ermittelt im
Vollbluttest) der untersuchten Bioaerosolproben

Korrelation nach Spearman; r=0,890, a=0,01

Regressionsgleichung:
endotoxinbedingte proinfl. Aktivitdt = 0,74+0,97 x nicht-endotoxinbedingte proinfl. Aktivitat
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Weiterhin  wurde die Beziehung zwischen der Staubkonzentration und der
Endotoxinkonzentration (= endotoxische Aktivitdt) der Bioaerosolproben mittels
Korrelationsanalyse nach Spearman untersucht (Abbildung 20), und es wurde ein
signifikanter Zusammenhang zwischen beiden Parametern festgestellt (r=0,949, a=0,01).

1,00

0,00

-1,00-

Staubkonzentration in log mg/m?

1 1 | 1
1,00 2,00 3,00 4,00

Endotoxinkonzentration in log EU/m3

Abb. 20: Streudiagramm mit Regressionsgeraden zur Darstellung der Beziehung zwischen

der Staubkonzentration (log mg/m?) und der Endotoxinkonzentration (log EU/m3, ermittelt im
LAL-Test) der untersuchten Bioaerosolproben

Korrelation nach Spearman; r=0,949, a=0,01

Regressionsgleichung:
Staubkonzentration = -2,36 + 0,97 x Endotoxinkonzentration
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4.2.2.2 Vergleich der proinflammatorischen und der endotoxischen Aktivitat in den
untersuchten Staubfraktionen (Einatembare- und PM10- Staubfraktion)

Um eine Aussage treffen zu kdénnen Uber die proinfl. Aktivitdten in den untersuchten
Staubfraktionen wurde die Aktivitat der jeweiligen Staubfraktion unter Berticksichtigung von
Lésungsvolumen und Staubgewicht auf dem Filter in EEU/mg luftgetragenen Staub
berechnet (siehe Tabelle 15 des Anhangs). Anhand der Abbildung 21 wird deutlich, dass die
Mediane der PM10-Staubfraktion (491,65 EEU/mg; 2,69 log EEU/mg) und der einatembaren
Staubfraktion (325,23 EEU/mg; 2,51 log EEU/mg) relativ nah beieinander liegen. Der U-Test
ergab fir die beiden Staubfraktionen keinen signifikanten Gruppenunterschied (p=0,411,
0a=0,01).
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Abb. 21: Vergleich der Verteilung der proinflammatorischen Aktivitédt (log EEU/mg) in den
untersuchten Staubfraktionen, n = Anzahl der Proben, U-Test: p=0,411, a=0,01
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Des Weiteren wurde die endotoxische Aktivitdt (bestimmt im LAL-Test) pro mg
luftgetragenen Staub flr die Bioaerosolproben wie oben beschrieben ermittelt (siehe Tabelle
15 des Anhangs), die Ergebnisse sind in Abbildung 22 dargestellt. Anhand des U-Tests war
kein signifikanter Gruppenunterschied fir die beiden Staubfraktionen festzustellen (p=0,527,
0=0,01). Hier betrug der Medianwert fir die PM10-Staubfraktion 241,34 EU/mg (2,38 log
EU/mg) und far die einatembare Staubfraktion 315,45 EU/mg (2,5 log EU/mg).
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Abb. 22: Vergleich der Verteilung der endotoxischen Aktivitdt (log EU/mg) in den
untersuchten Staubfraktionen, n = Anzahl der Proben
U-Test: p=0,527, a=0,01
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4.2.2.3 Bestimmung der proinflammatorischen Aktivitat ausgewéahlter Bioaerosolproben
mittels eines humanen Vollbluttestes auf Basis der IL-6-Aktivitat

Zur weiteren Charakterisierung der proinfl. Potenz von Bioaerosolen aus Tierstéllen wurde
von ausgewdahlten Bioaerosolproben zuséatzlich zur IL-1B- die IL-6-Aktivitdtsbestimmung im
Vollbluttest durchgefuhrt. In Abbildung 23 ist die proinfl. Aktivitat auf Basis der IL-6-Aktivitat
der untersuchten Bioaerosolproben mit und ohne Zusatz von PB zusammenfassend in einer
Boxplotgrafik dargestellt. Die Einzelergebnisse dieser Untersuchungen (14 Proben in
Gefllgelstéllen, 4 Proben in Schweinemaststéllen, 4 Proben in Pferdestéllen, n = 22) sind in
Tabelle 19 (siehe Anhang) wiedergegeben. Hierbei wird deutlich, dass PB die proinfl.
Aktivitdt der untersuchten Bioaerosolproben um durchschnittlich 84,2% reduzierte. Der
Medianwert fir die unbehandelten IL-6-Proben betrug 1329,7 EEU/m? (3,12 log EEU/m?3) und
fr die mit PB behandelten Proben 199,6 EEU/m3 (2,30 log EEU/m?3). Der Mann-Whitney-U-
Test ergab einen signifikanten Gruppenunterschied (p<0,00, a=0,01).
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Abb. 23: Einfluss von PB auf die gesamt-proinfl. Aktivitdt ausgewéhlter Bioaerosol-proben
auf Basis der IL-6-Ausschittung, n = Anzahl der Proben, U-Test: p<0,00, a=0,01
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4.2.2.3.1 Beziehungen zwischen der gesamt-proinflammatorischen Aktivitat auf Basis der
IL-6- und IL-13-Aktivitdtsbestimmung

Die Beziehungen zwischen der gesamt-proinfl. Aktivitat der untersuchten Bioaerosolproben
auf Basis der IL-6- bzw. IL-1B-Aktivitdt wurden anhand der Korrelationsanalyse nach
Spearman untersucht und als Streudiagramm in Abbildung 24 dargestellt. Die Korrelation

war mit einem Korrealtionkoeffizienten von 0,819 auf dem Niveau von 0,01 zweiseitig
signifikant.
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Abb. 24: Streudiagramm mit Regressionsgeraden zur Darstellung der Beziehungen zwischen
den gesamt-proinfl. Aktivitdten (log EEU/m3, ermittelt im Vollbluttest) auf Basis der IL-13- und
der IL-6-Aktivitat; Korrelation nach Spearman; r=0,819, a=0,01

Regressionsgleichung:
gesamt-proinfl. Aktivitat (IL-6) = 0,65+0,85 x gesamt-proinfl. Aktivitat (IL-13)
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4.2.2.3.2 Beziehungen zwischen der endotoxischen Aktivitat und der
gesamt-proinflammatorischen Aktivitat (IL-6) ausgewahlter Bioaerosolproben

Die Beziehung zwischen der endotoxischen Aktivitdt und der gesamt-proinfl. Aktivitat auf
Basis der IL-6 Aktivitat ist mit Hilfe der Korrelationsanalyse nach Spearman ermittelt worden
(r=0,783, a=0,01) und in einem Streudiagramm in Abbildung 25 dargestellt.
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endotoxische Aktivitat in log EU/m?3

Abb. 25: Streudiagramm mit Regressionsgeraden zur Darstellung der Beziehungen zwischen

der endotoxischen Aktivitat (log EU/m3, ermittelt im LAL-Test) und der gesamt-proinfl. IL-6-
Aktivitat (log EEU/m3, ermittelt im Vollbluttest)
Korrelation nach Spearman; r=0,783; a=0,01

Regressionsgleichung:
gesamt-proinfl. IL-6-Aktivitat = 0,62+0,90 x endotoxische Aktivitat
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4.2.3 Proinflammatorische Aktivitat potentieller Bioaerosolquellen aus Tierstéllen

Zusétzlich zu den Bioaerosolproben wurden auch potentielle Bioaerosolquellen, wie
Einstreu, Futter und Kot der Tiere, aus einigen ausgewahlten Tierstéllen untersucht. In
Abbildung 26 ist die proinfl. Aktivtat der untersuchten Bioaerosolquellen zusammenfassend
in einer Boxplotgrafik dargestellt. Hierbei wird deutlich, dass der Kot der Tiere die héchste
proinfl. Potenz aufwies mit einem Medianwert von 192 EEU/mg (2,28 log EEU/mg), gefolgt
von der Einstreu mit einem Median von 114 EEU/mg (2,06 log EEU/mg). Das untersuchte

Futter wies die niedrigste Aktivitat auf. Der Medianwert dieser Proben betrug 48 EEU/mg
(1,68 log EEU/mg).
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Abb. 26: proinflammatorische Aktivitdt in log EEU/mg der jeweils untersuchten
Bioaerosolquellen aus verschiedenen Tierstallen
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4.2.3.1 Gesamt-proinflammatorische - und nicht-endotoxinbedingte proinflammatorische
Aktivitat der untersuchten Bioaerosolquellen

In Abbildung 27 ist die proinfl. Aktivitdt von Materialien aus den untersuchten
Bioaerosolquellen mit und ohne PB-Zusatz zusammenfassend in einem Boxplot-Diagramm
dargestellt. In Tabelle 20 (s. Anhang) sind die Einzelergebnisse aufgefihrt (4 Proben aus
einem Pferdestall, 3 Proben aus einem Gefllgelstall, 3 Proben aus einem Schafstall und 3
Proben aus einem Milchviehstall, n = 13).

Bei den untersuchten Materialien konnte eine Reduktion der proinfl. Aktivitdt durch PB-
Zusatz im Mittel um 85% verzeichnet werden. Der Medianwert fir die unbehandelten Proben
(= gesamt-proinfl. Aktivitat) betrug 100 EEU/mg (2,0 log EEU/mg) und fur die mit PB
behandelten Proben (= nicht-endotoxinbedingte proinfl. Aktivitdt) 18 EEU/mg (1,26 log
EEU/mg). Der U-Test ergab einen signifikanten Gruppenunterschied (p<0,00, a=0,01).
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Abb. 27: Einfluss von PB auf die proinflammatorische Aktivitdt der untersuchten
Bioaerosolquellen aus verschiedenen Tierstédllen (n=13, davon 4 Kotproben, 4
Einstreuproben und 5 Futterproben), U-Test: p<0,00, a=0,01
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4.2.3.2 Beziehungen zwischen gesamt-proinflammatorischer Aktivitét,
endotoxinbedingter -, nicht-endotoxinbedingter proinflammatorischer Aktivitat und

endotoxischer Aktivitat der untersuchten Bioaerosolquellen

Die Beziehungen zwischen endotoxinbedingter proinfl. -, nicht-endotoxinbedingter proinfl. -,
gesamt-proinfl. - und endotoxischer Aktivitat der untersuchten Bioaerosolquellen wurden mit

Hilfe der Korrelationsanalyse nach Spearman untersucht.
Messungen sind in Tabelle 20 und 21 des Anhangs aufgelistet.

Die Einzelergebnisse der

Es wurden hierbei folgende signifikante Korrelationen erhalten (Tabelle 11):

Tabelle 11: Beziehungen zwischen den einzelnen Parametern bei den untersuchten
Bioaerosolquellen mittels Korrelation nach Spearman

untersuchte Parameter

Korrelationskoeffizient

Signifikanzniveau

proinfl. Aktivitat

r a
endotoxische Aktivitat /
gesamt-proinfl. Aktivitat 0,580 0,05
endotoxische Aktivitat /
nicht-endotoxinbedingte 0,691 0,01
proinfl. Aktivitat
gesamt-proinfl. Aktivitat /
nicht-endotoxinbedingte 0,596 0,05
proinfl. Aktivitat
endotoxische Aktivitat /
endotoxinbedingte proinfl. 0,619 0,05
Aktivitat
gesamt-proinfl. Aktivitat /
endotoxinbedingte 0,972 0,01
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5. Diskussion

5.1 Endotoxinneutralisierende Eigenschaften von Polymyxin B und
Endotoxin-Neutralizing-Protein

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit bestand in der Abschatzung des Anteils der
endotoxinbedingten proinflammatorischen (proinfl.) Aktivitdt an der gesamt-proinfl. Aktivitat
von Bioaerosolen in Tierstallen. Hierfir wurden verschiedene endotoxinneutralisierende
Substanzen (Polymyxin B (PB) und Endotoxin-Neutralizing-Protein (ENP)) getestet, die
idealer Weise folgende Bedingungen erflllen sollten:

1. moglichst vollstéandige Inaktivierung der endotoxischen Aktivitat in Bioaerosolproben
2. keine Veranderung der proinfl. Aktivitadt von Substanzen mit Nicht-Endotoxin-Struktur
3. keine eigene proinfl. Aktivitat.

Die Vorversuche mit PB zeigten, dass diese Substanz zu einer dosisabhangigen
Neutralisation der endotoxischen Aktivitat im Vollbluttest flhrte und bei einer Konzentration
von bis zu 5 pg/ml die proinfl. Aktivitdt von Nicht-Endotoxinsubstanzen (Quarzpartikeln,
grampositiven Bakterien wie Staphylococcus xylosus und B-1,3-D-Glucanen wie Curdlan und
Barley-Glucan) nicht beeinflusste. Das ENP wies bei einer Konzentration von 0,5 pg/ml die
héchste endotoxinneutralisierende Potenz auf, die sich auch bei Einsatz ho&herer
Konzentrationen nicht mehr steigern lie3. Bei einer Konzentration des ENP von 0,5 pg/ml
wurde die proinfl. Aktivitdt von Nicht-Endotoxinsubstanzen nicht beeinflusst. Alle weiteren
Vorversuche mit Bioaerosolproben aus Tierstallen wurden deshalb mit oben beschriebener
Arbeitskonzentration durchgefihrt.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der Vorversuche, dass PB und auch ENP keinen
Einfluss auf die proinfl. Aktivitait von Quarzpartikeln, grampositiven Bakterien wie
Staphylococcus xylosus und 3-1,3-D-Glucanen wie Curdlan und Barley-Glucan haben. Beide
Substanzen reduzierten hingegen die proinfl. Aktivitdt von E.coli Endotoxin um mehr als
90%. Da aber PB sowohl die proinfl. Aktivitdt von Endotoxinen als auch von ausgewahlten
Bioaerosolproben starker hemmte als ENP, wurde flr alle weiteren Untersuchungen nur
noch PB als Endotoxininhibitor eingesetzt. PB kann somit, wie schon mehrfach in der
Literatur beschrieben (Morrison et Jacobs, 1976; Moore et al., 1986; Bucklin et al., 1995), als
potenter, spezifischer Endotoxininhibitor angesehen werden.

5.2 Charakterisierung der Belastung der Stallluft mit luftgetragenen proinflammatorisch
aktiven Stoffen, Endotoxinen, Staub und Bakterien

Die ermittelte proinfl. Aktivitat, die Endotoxin- und die Staubkonzentration der untersuchten
Bioaerosolproben bei den in dieser Arbeit untersuchten Tierstéllen zeigte, dass beim
Gefligel, und hier vor allem bei den Legehennen (Volierenhaltung mit Einstreu), und in der
Mastschweinehaltung die hoéchste Belastung besteht. Die niedrigste Belastung an den
aufgefihrten Luftinhaltstoffen wurde bei den Pferden und den Schafen gefunden. Eine
Ubersicht {ber die bei den untersuchten Nutztierrichtungen ermittelten Konzentrationen an
oben genannten Luftinhaltstoffen in der einatembaren Staubfraktion bzw. der PM10-
Staubfraktion und ein Vergleich mit einigen aktuelleren Literaturquellen ist in den Tabellen 22
und 23 des Anhangs dargestellt. Bezuglich der Konzentration an luftgetragenen proinfl.
Stoffen wurden in den untersuchten Tierstéllen Werte in der einatembaren Staubfraktion
zwischen 103,2 EEU/m?3 (Schafe, Median) und 6144,5 EEU/m?3 (Legehennen, Median) und in
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der PM10-Staubfraktion zwischen 59,6 EEU/m?® (Pferde, Median) und 1942,8 EEU/m?3
(Legehennen, Median) ermittelt. Damit konnte bei den Legehennen die hdchste
Konzentration an proinfl. aktiven Stoffen nachgewiesen werden.

Die Belastung der Stallluft mit luftgetragenen Endotoxinen lag im einatembaren Staubanteil
zwischen 87,3 EU/m? (Schafe, Median) und 2252,4 EU/m3 (Legehennen, Median) und im
PM10-Staubanteil zwischen 34,5 EU/m3 (Schafe, Median) und 566,8 EU/m?® (Legehennen,
Median). Die héchsten Endotoxinkonzentrationen wurden somit im einatembaren Staub im
Legehennenstall ermittelt, gefolgt von der Broiler- (Median: 832,9 EU/m3 und
Schweinehaltung (Median: 438,1 EU/m?3). In einer Studie von Spaan et al. (2006) wurden
vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich der Endotoxinkonzentration bei Legehennen gefunden.
Dort wurde im einatembaren Staub eine Endotoxinkonzentration von im Median 2140 EU/m3
ermittelt. Radon et al. (2002) fanden beim Gefligel Endotoxinkonzentrationen in der
einatembaren Staubfraktion im Mittel um 2576 EU/m? und bei Schweinen um 763 EU/m?3.

Die ermittelten Konzentrationen des einatembaren Staubes lagen in den untersuchten
Tierstallen zwischen 0,08 (Schafe, Median) und 9,8 (Legehennen, Median) mg/m? Luft und
die des PM10-Staubanteils zwischen 0,07 (Schafe, Median) und 4,5 (Legehennen, Median)
mg/m?3 Luft. Innerhalb der Legehennenbetriebe schwankte die Staubkonzentration von 3,81
bis 20,95 mg/m® im einatembaren Staubanteil. Radon et al. (2002) fanden in ihren
Untersuchungen in Gefligelbetrieben Staubkonzentrationen bis 21,75 mg/m3 (Median: 7,01
mg/m3). In den untersuchten Schweinebetrieben lag die ermittelte Staubkonzentration der
einatembaren Staubfraktion im Median bei 3,17 mg/m3, was vergleichbar ist mit den
Messungen von Radon et al. (2002; Median: 5,0 mg/m?3) und Spaan et al. (2006; Median: 2,6
mg/m3) in Schweinestéllen.

Die Messungen der aeroben Gesamtkoloniezahl in den untersuchten Tierstéllen dienten als
Anhaltspunkt far die mikrobielle Luftbelastung. Sie beschranken sich darauf, die Gesamtzahl
der unter bestimmten Kulturbedingungen vermehrungsféhigen Keime zu bestimmen, ohne
zwischen gesundheitlich relevanten und nicht relevanten Keimen zu unterscheiden. Die
Gesamtkoloniezahl kann aber zur Beurteilung des allgemeinen Hygienestatus in Tierstallen
herangezogen werden (Chai, 1998). Diese Messwerte lagen in den hier untersuchten
Tierstallen zwischen 1,5 x 10* (Pferde, Median) und 2,0 x 10° (Broiler, Median) KbE/m3. In
den Legehennenbetrieben wurde eine Gesamtkoloniezahl von im Median 1,0 x 10° KbE/m3
bestimmt. Diese Messungen bestétigen Ergebnisse anderer Studien, dass in Geflugel-
betrieben durchschnittlich die hdchsten Konzentrationen an luftgetragenen Bakterien
vorkommen (Seedorf et al., 1998; Radon et al., 2002). Radon et al. (2002) fanden in
Gefliugelbetrieben Bakterienkonzentrationen im Mittel um 7,9 x 10’ KbE/m3, also vergleichbar
mit den in dieser Arbeit gefundenen Werten. Bei den Messungen in Schweinestéllen wurde
in diesen Untersuchungen eine aerobe Gesamtkoloniezahl von im Median 7,9x10* KbE/m3
ermittelt, Radon et al. (2002) fanden im Vergleich dazu Werte um 5,8 x 108 KbE/m3.

Im untersuchten Schafstall wurde eine verhéltnismaBig hohe aerobe Bakterienkonzentration
festgestellt (1,4 x 10° KbE/m3). Dies kdnnte auf das recht stark endotoxin-belastete Heu
zuriickzufilhren sein (siche Tabelle 21 im Anhang), woraus ein Ubergang in den
luftgetragenen Zustand stattfand. Fennrich et al. (2001) erhielten in Schafstéallen Messwerte
um 4,0 x 10* KbE/m?.

Insgesamt kann man bezuglich der Belastung der Stalluft mit verschiedenen
Bioaerosolbestandteilen der mehrfach in der Literatur vertretenen Auffassung zustimmen,
dass in Schweine- und Geflugelstéllen besonders hohe Konzentrationen an luftgetragenem
Staub, Endotoxinen und Mikroorganismen auftreten (Clark et al., 1983; Cormier et al., 1990;
Seedorf et al., 1998; Seedorf et Hartung, 2000; Radon et al., 2002).
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Die untersuchten Milchviehstélle lagen in Bezug auf die Belastung an den aufgefiihrten
Luftinhaltstoffen im mittleren Wertebereich, d.h. Legehennen > Broiler > Mastschweine >
MilchklUhe > Pferde / Schafe.

Schlussfolgernd kann somit fur die in dieser Studie ermittelten Daten festgestellt werden,
dass die hier untersuchten Tierstalle hinsichtlich der Luftbelastung repréasentativ fir andere
Stélle sind.

5.2.1 Endotoxinbedingte und nicht-endotoxinbedingte proinflammatorische Aktivitat in den
untersuchten Bioaerosolproben

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse zur Differenzierung zwischen endotoxin-
bedingter und nicht-endotoxinbedingter proinfl. Aktivitdt weisen darauf hin, dass die proinfl.
Aktivitdt von Bioaerosolen aus Tierstallen hauptsachlich durch Endotoxine bedingt wird.
Polymyxin B als potenter Endotoxininhibitor reduzierte die IL-1B-Aktivitdt der
Bioaerosolproben um durchschnittlich 85% (50 — 97%), d.h. nur etwa 15% der proinfl.
Aktivitdt wurden durch andere Substanzen, wie zum Beispiel Schimmelpilzglucane oder
Toxine grampositiver Bakterien verursacht, deren potentiell entziindliche Wirkung bereits von
mehreren Autoren beschrieben wurde (Hansen et Christensen, 1990; Douwes et al., 2000).
Die zusatzliche Untersuchung einiger ausgewahlter Bioaerosolproben mittels IL-6-
Aktivitatsbestimmung zeigte im Mittel eine Reduktion der proinfl. Aktivitat durch PB-Zusatz
um 84,2% (68,4 — 95,8%), also eine ahnliche GrbéBenordnung wie bei den IL-1B3-
Ergebnissen.

Obwohl grampositive Bakterien in der Luft von Tierstallen und auch in der Stadtluft in viel
héheren Konzentrationen vorkommen als gramnegative Bakterien (Zucker et al., 2000;
Becker et al., 2002), scheinen letztere eine weitaus héhere entziindungsauslésende Wirkung
im Atemtrakt zu haben. Experimente von Becker et al. (2002), die das zytokin-induzierende
Potential von  Stadtluft-Partikeln  (PM2.5-10),  Staphylokokken,  Streptokokken,
Pseudomonaden und aufgereinigtem LPS untersuchten, zeigten, dass die Pseudomonaden
die weitaus héchste Interleukin-Ausschittung (in CHO-TLR4-Zellen) induzierten, gefolgt von
LPS. In Untersuchungen zur Reaktivitdt verschiedener grampositiver und gramnegativer
Bakterien von Zucker et al. (2004) mittels humanem Vollbluttest wiesen ebenfalls die
gramnegativen Bakterien (z.B. E.coli, Enterobacter agglomerans, Pseudomonas putida) das
héchste proinflammatorische Potential im Vergleich zu grampositiven Keimen (wie
Enterococcus faecalis, Staphylococcus xylosus, Clostridium perfringens, Micrococcus luteus)
auf. Bei letzteren konnte aber auch ein Monozyten aktivierendes Potential nachgewiesen
werden, so dass man daraus schlieBen kann, dass grampositive Zellkomponenten zur
Entziindungsausl6sung im Atemtrakt nach einer Bioaerosolexposition beitragen.

Eine vergleichende Studie von Endotoxinen und Glucanen ergab, dass beide in &hnlichen
Konzentrationen in der Luft von Tierstéllen vorkommen, aber die Glucane eine viel geringere
proinfl. Aktivitdt im Vollbluttest besitzen als die Endotoxine (Hinz et al., 2007). Es ist aber
generell davon auszugehen, dass die in organischen Stauben enthaltenen proinfl.
Substanzen sich in ihrem Wirkpotential beeinflussen und auch synergistische bzw. additive
Effekte im Organismus entfalten kdénnen (Fogelmark et al., 2001). So sprechen die
Untersuchungsergebnisse von Fogelmark et al. (2001) daflir, dass eine Endotoxininhalation
mit einem Anstieg der Zellzahl von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen einhergeht,
wo hingegen eine Exposition mit 3-(1,3)-D-Glucanen mit einer Erhéhung der eosinophilen
Granulozyten und Lymphozyten verbunden ist. Das heif3t, beide Substanzen besitzen proinfl.
Eigenschaften durch Aktivierung verschiedener Immunzellen und -mechanismen. Ebenso
kann die Immunantwort in den Atemwegsepithelien von B3-(1,3)-D-Glucanen durch simultane
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Endotoxinexposition gehemmt werden, was fir eine komplexe Interaktion zwischen diesen
beiden mikrobiellen Zellwandbestandteilen spricht (Fogelmark et al., 2001).

Da PB ausschlieBlich die proinfl. Aktivitdt von Endotoxinen reduziert, kann davon
ausgegangen werden, dass in Bioaerosolproben aus Tierstéllen Endotoxine quantitativ die
wichtigste entziindungsauslésende Komponente darstellen. Somit stellen Endotoxine in
Bioaerosolen aus Tierstallen sowohl die qualitativ (fihren in Bezug auf die eingesetzte
Substanzmenge zur héchsten Zytokinausschittung) als auch quantitativ bedeutendste
proinfl. Komponente dar.

5.2.2 Beziehungen zwischen endotoxinbedingter -, nicht-endotoxinbedingter -, gesamt-
proinflammatorischer Aktivitat, Staubkonzentration und endotoxischer Aktivitat der
untersuchten Bioaerosolproben

Die endotoxinbedingte -, nicht-endotoxinbedingte - und gesamt-proinfl. Aktivitdt im humanen
Vollbluttest und die endotoxische Aktivitat im LAL-Test der untersuchten Bioaerosolproben
korrelierten signifikant (r=0,799 - 0,830, a=0,01). Obwohl der LAL-Test nur Endotoxine
erfasst und dessen Grenzen und Fehlerquellen (siehe Kapitel 2.4.4.1) zu bericksichtigen
sind (Hartung et al., 1998; Linsel et Kummer, 1998; Fennrich et al., 1999; Anonym, 2002),
kann er zur Beschreibung der ,gesamt-proinflammatorischen Potenz“ der Bioaerosole in
Tierstallen genutzt werden. Mittels LAL-Test wird schon laut Zucker (2003) in organischen
Stauben die potenteste proinfl. Substanzgruppe quantifiziert. Insofern sind hohe
Endotoxinkonzentrationen in Bioaerosolproben, welche mittels LAL-Test bestimmt wurden,
auf jeden Fall ein Hinweis fir ein hohes entzindungsauslésendes und damit
gesundheitsgefahrdendes Potential. Zwar spiegelt der Vollbluttest eher die Entziindungs-
reaktionen im Respirationstrakt von Saugetieren wieder, aber wenn man Zeit-, Arbeits- und
Materialaufwand beider Testsysteme bericksichtigt, dann stellt der LAL-Test zurzeit die
schnellere und in der Praxis deutlich einfacher handhabbare Methode zur Bestimmung der
proinfl. Aktivitdt von Bioaerosolen aus Tierstéllen dar. Allerdings kénnte die Anwendung des
Vollbluttests bei Verflgbarkeit von kryokonserviertem Blut evtl. etwas erleichtert werden.

Die nicht-endotoxinbedingte proinfl. Aktivitdt der mit PB vorbehandelten Bioaerosolproben
korrelierte signifikant sowohl mit der gesamt-proinfl. (r=0,913, a=0,01) als auch mit der
berechneten endotoxinbedingten proinfl. Aktivitdt (r=0,890, a=0,01). Ebenso wurde eine
signifikante Korrelation zwischen der endotoxinbedingten — und der gesamt-proinfl. Aktivitat
gefunden (r=0,993, a=0,01). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass luftgetragene proinfl.
aktive Stoffe mit Endotoxin- und Nicht-Endotoxinstruktur die gleichen potentiellen Quellen
haben (z.B. Kot, Futter, Einstreu), und aus diesen Quellen der Ubergang in den
luftgetragenen Zustand mit einer relativ vergleichbaren Stérke stattfindet.

Zwischen der ermittelten Staubkonzentration und der Endotoxinkonzentration (=
endotoxische Aktivitdt) konnte ebenfalls ein Zusammenhang festgestellt werden, die
Korrelation war auf dem Niveau 0=0,01 zweiseitig signifikant (r=0,949). Das heif3t, dort, wo
die héchste Staubkonzetration vorlag, wurde auch die hdchste endotoxische Potenz
ermittelt. Der oben festgestellte Zusammenhang zwischen Staub- und Endotoxin-
konzentration beruht laut Trojan (2001) darauf, dass Endotoxin vorrangig an Staub
gebunden zu sein scheint und damit bei einem hoéheren Staubgehalt auch eine hdhere
Endotoxinkonzentration zu erwarten ist.

Die Korrelation zwischen der IL-1B-Aktivitat und der IL-6-Aktivitdt der untersuchten
Bioaerosolproben zeigte eine zweiseitige Signifikanz von 0,829 (a=0,01). Demnach ist eine
Untersuchung von Bioaerosolen aus Tierstallen mittels |IL-6-Aktivitatsbestimmung durchaus
geeignet, das proinfl. Potential dieser Proben zu beschreiben.
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Die Untersuchung der Beziehungen zwischen der endotoxischen Aktivitdt und der gesamt-
proinfl. Aktivitat auf Basis der IL-6-Ausschittung der ausgewdahlten Bioaerosolproben mittels
Korrelationsanalayse nach Spearman ergab ebenfalls ein signifikantes Ergebnis (r=0,789,
0=0,01). Hierdurch wird die oben beschriebene Feststellung bestétigt, dass der LAL-Test
geeignet ist die proinfl. Aktivitdt von Bioaerosolproben aus Tierstallen zu beschreiben.
Insgesamt waren die Ergebnisse auf Basis der IL-6-Ausschttung im Durchschnitt schlechter
auswertbar, oft war schon im unstimulierten Blut der Spender IL-6 nachweisbar, IL-13
hingegen nicht. Mehrere Autoren in der Literatur berichten von &ahnlichen Ergebnissen,
danach sezernieren Alveolarmakrophagen schon ohne LPS-Stimulation hdhere Mengen von
IL-6 bzw. TNF-a (Kotloff et al., 1990; Thomassen et al., 1992; Losa Garcia et al., 1999).
Untersuchungen von Schindler (2005), die spezies-spezifische ELISA’s und Bioassays
verglich, ergaben, dass der IL-1B-ELISA das beste Testsystem bezlglich Sensitivitat,
Varianz und Kontrollwerten darstellt und die &hnlichsten Ergebnisse im Vergleich zum
Kaninchen-Pyrogentest aufwies. Aufgrund der insgesamt besser auswertbaren Ergebnisse
auf Basis der IL-1B- Ausschittung und anhand der vorliegenden Literaturdaten wurde sich
bei allen weiteren Untersuchungen auf den IL-1B3-ELISA beschréankt. Die proinfl. Aktivitat von
pyrogenbelasteten Substanzen und Bioaerosolen kann somit Uber die IL-1B3-Quantifizierung
im humanen Vollbluttest addquat nachgewiesen werden, wie auch schon mehrfach in der
Literatur belegt wurde (Weigandt, 2000; Zucker, 2003; Schindler, 2005).

5.2.3 Uber- und Unterbewertung der proinflammatorischen Potenz durch den LAL-Test

Je nach spezifischer Zusammensetzung des Bioaerosols besteht die Méglichkeit einer Uber-
oder Unterbewertung der entziindungsauslésenden Potenz durch den LAL-Test (Zucker,
2003; Zucker et al., 2004), hierbei ist vor allem die bakterielle Herkunft des Endotoxins von
Bedeutung. In den vorliegenden Untersuchungsergebnissen wird diese Uber- bzw.
Unterbewertung des proinfl. Potentials durch den Limulustest ebenfalls bestétigt. So wiesen
die Bioaerosolproben aus den untersuchten Hiuhner-, Schweine-, Schaf- und Milchviehstallen
generell eine Unterbewertung durch den LAL-Test um durchschnittlich Faktor 3 auf.
Hingegen wurde die proinfl. Aktivitdt der Staubproben aus den beiden Pferdestéllen durch
den LAL-Test um durchschnittlich Faktor 6 GUberbewertet (siehe Tabelle 16 im Anhang).

Eine friihere Studie zu Untersuchungen in Entenstdllen ergab ebenfalls eine generelle
Uberbewertung des proinfl. Potentials durch den Limulustest um durchschnittlich Faktor 5
(Zucker et al., 2006). Als Grunde hierfir wurden aufgefiihrt, dass Endotoxine verschiedener
Bakterien im Vollbluttest eine unterschiedliche Potenz besitzen, Makrophagen zu aktivieren.
So seien die in Entenstéllen vornehmlich von Pseudomonas spp. anzutreffenden Endotoxine
viel weniger potent Makrophagen zu aktivieren als z.B. E.coli- Endotoxine (Fennrich et al.,
1998; Zucker et al., 2002). Hingegen wiesen beide Endotoxine im Limulustest ahnliche
Aktivitdten auf, d.h. der LAL-Test kann nicht zwischen Endotoxinen verschiedenen
bakteriellen Ursprungs unterscheiden. Des Weiteren konnte ein hemmender bzw.
aktivierender Einfluss von B-Glucanen aus Schimmelpilzen auf die Zytokinproduktion
nachgewiesen werden. Hoffman et al. (1993) und Olson et al. (1996) fanden heraus, dass
bei niedrigen B-Glucan-Konzentrationen eine maximale TNF-a-Produktion erreicht wird, wo
hingegen hoéhere Konzentrationen an B-Glucanen die TNF-a-Aktivitdt offensichtlich
hemmten. Demnach ist es moglich, dass eine hohe Konzentration von luftgetragenen
Schimmelpilzen in Bioaerosolen, wie sie z.B. in Tierstéllen mit Stroheinstreu héufig
vorkommt, zu einer reduzierten Produktion proinflammatorischer Zytokine aufgrund der
immunmodulatorischen Aktivitdt von B-Glucanen fihrt (Zucker et al., 2006). In den
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vorliegenden Untersuchungen konnte der Einfluss von 3-Glucanen auf die Zytokinproduktion
aufgrund fehlender Glucanwerte nicht gepruft werden.

Wenn man also die Ergebnisse im Vollbluttest und LAL-Test miteinander vergleichen will, ist
ein eventueller Faktor bei der Bewertung der proinfl. Potenz durch den LAL-Test je nach
spezifischer Zusammensetzung des Bioaerosols und bakterieller Herkunft des Endotoxins
gegebenenfalls zu bericksichtigen. Da die Zusammensetzung von Bioaerosolen aber
starken rdumlichen und zeitlichen Schwankungen unterliegen kann (Hoppenheidt, 2002),
durfte die Feststellung eines solchen Korrekturfaktors fir Routineuntersuchungen stets mit
einem erheblichen Aufwand verbunden sein. Trotz der gefundenen Schwankungsbreite der
Messdaten in beiden Testsystemen kann man den LAL-Test aufgrund der hohen Korrelation
zum Vollbluttest (siehe Kapitel 5.2.2) als Screaningverfahren zur Quantifizierung der proinfl.
aktiven Stoffe und damit auch zur Bestimmung des gesundheitsgeféhrdenden Potentials von
Bioaerosolproben einsetzen.

5.2.4 Verteilung der proinflammatorischen und der endotoxischen Aktivitat in den
untersuchten Staubfraktionen

Bei der Untersuchung der Bioaerosolproben in Abhangigkeit vom aerodynamischen
Durchmesser der Staubpartikel wiesen die Ergebnisse im Vollbluttest und auch im LAL-Test
darauf hin, dass die proinfl. Substanzen bzw. die Endotoxine relativ gleichméaBig in den
beiden untersuchten Staubfraktionen verteilt sind. Der Mann-Whitney-U-Test fur
unabhangige Stichproben ergab keinen signifikanten Gruppenunterschied (p=0,411 bzw.
p=0,527, a=0,01). Es ist anzunehmen, dass Endotoxine in der Luft von Tierstallen als
Endotoxinaggregate bzw. gebunden an Partikel vorkommen, wie auch schon die hohe
Korrelation zwischen der Staub- und der Endotoxinkonzentration (siehe Kapitel 5.2.2)
andeutet. Auch in der Literatur wurde bereits mehrfach belegt, dass vornehmlich
Endotoxinaggregate die biologisch aktiven Einheiten sind und Monomere nicht in der Lage
seien, eine Zytokinantwort der Monozyten zu stimulieren (Daniels et al., 2000; Mueller et al.,
2004).

Hier sei nochmals darauf hingewiesen, dass PM10 eine Teilfraktion des einatembaren
Staubanteils darstellt und dass fur kleinere Partikel generell eine bessere
Atemwegsgéangigkeit angenommen wird (Linsel, 2001; Anonym, 2005). Deshalb kénnte man
fir die Ubertragung auf die Entziindungsauslésung in den Atemwegen durchaus vermuten,
dass im einatembaren Staubanteil auch die Teilchen < PM10 den Hauptteil der proinfl.
Aktivitat bzw. der entziindungsauslésenden Potenz im Atemtrakt ausmachen.

Bei friheren Untersuchungen von Umweltstduben stellte man fest, dass die ,coarse
inhalable particle fraction® (PM10) eine grdBere Zytokinproduktion stimulierte als feine
Partikel (PM2.5). Dies sei mit einem gréBeren Endotoxingehalt assoziiert, weil Polymyxin B
die Zytokinproduktion der groberen Partikel starker hemmte als die der PM2.5-Fraktion
(Huang et al., 2002). Auch Soukup und Becker (2001) belegen, dass die ,coarse particle
fraction“ die gréBere Bedeutung bezliglich der Makrophagenstimulation besitzt als die feinen
oder ultrafeinen Stédube. Untersuchungen von Berger et al. (2005) in Rinderstéllen zeigten
gro3e Unterschiede in der Endotoxinkonzentration zwischen der einatembaren (Median: 36
EU/m3) und der alveolengéngigen (Median: 2 EU/m3) Staubfraktion, die darauf schlieBen
lieBen, dass Endotoxine in Tierstéllen an die gréBeren Partikel gebunden sind.

Es sollte in zuklnftigen Untersuchungen geklart werden, wie sich die Verteilung der
Endotoxine in weiteren Staubfraktionen aus Tierstallen, z.B. PM2.5 und PM1.0 darstellt. Dies
waére z.B. fUr das in der Tierhaltung bzw. Landwirtschaft arbeitende Personal von Bedeutung
beim Tragen von Atemmasken. So kénnte abgeschatzt werden, welches Ruckhalte-
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vermbgen Atemschutzmasken mindestens haben missen, um eine signifikante Reduktion
der aerogenen Belastung mit Endotoxinen bzw. proinflammatorisch wirksamen Substanzen
zu erzielen.

5.3 Bestimmung der proinflammatorischen und der endotoxischen Aktivitat von potentiellen
Bioaerosolquellen

Eine Untersuchung potentieller Bioaerosolquellen bestatigte die von Zucker (2003)
gemachten Ausfihrungen, dass der Kot der Tiere, unabhéngig von der untersuchten Tierart
und dem Haltungssystem, die hdéchsten Konzentrationen an Endotoxinen bzw. proinfl.
Substanzen enthélt. Die dominierende aerobe gramnegative Bakterienspezies im Kot stelle
hierbei E.coli dar. Das in dieser Arbeit untersuchte Futter wies die geringste proinfl. Aktivitat
auf.

Der Endotoxininhibitor Polymyxin B reduzierte die Aktivitdt der untersuchten Bioaerosol-
quellen (Einstreu, Futter, Kot) im Mittel um 85% (50 — 97,4%), d.h. dass auch in den
potentiellen Quellen fir organische Stdube die Endotoxine den gréBten Anteil an der
gesamt-proinfl. Aktivitdt ausmachen.

Die Beziehungen zwischen endotoxinbedingter proinfl. -, nicht-endotoxinbedingter proinfl. —,
gesamt-proinfl. Aktivitdt und endotoxischer Aktivitdt der untersuchten Bioaerosolquellen
wurden ebenfalls mit Hilfe der Korrelationsanalyse nach Spearman untersucht. Es wurde
zwischen allen Parametern eine signifikante Korrelation gefunden. Das bedeutet auch far
potentielle Bioaerosolquellen, dass die endotoxische Aktivitdt im LAL-Test recht gut die
gesamt-proinfl. Potenz der Bioaerosolquellen, wie Kot, Futter und Einstreu, in Tierstallen
widerspiegelt.

Eine Korrelation auf hohem Signifikanzniveau war zwischen der gesamt-proinfl. Aktivitat und
der endotoxinbedingten proinfl. Aktivitat (r=0,972, a=0,01) zu verzeichnen, was ebenfalls
darauf hindeutet, dass die in den untersuchten Quellen enthaltenen proinfl. aktiven
Substanzen hauptséachlich endotoxischer Herkunft sind, d.h. auf Endotoxinstruktur beruhen.

5.4 Tier- und umwelthygienische Aspekte zur Verminderung von Bioaerosolbelastungen in
Tierstallen

Vorrangig sind in Tierstadllen MaBnahmen zur Verbesserung der Stallluftqualitdt von
Bedeutung. Wichtig ist hierbei, die Gesamtexposition an Staub, Endotoxinen,
Mikroorganismen, Ammoniak und Kohlendioxid zu vermindern. So sind MaBBnahmen in der
Betriebsfihrung zielfihrend. Diese umfassen unter anderem verbesserte Futterungs-,
Entsorgungs- und Luftungsstrategien, angefeuchtetes Futter, Verbesserung der Futter-
qualitat, Optimierung der EinstreumaBnahmen, Sauberkeit im Stall und die Anpassung des
Stallklimas (LUftungsraten, Stalltemperatur, Luftfeuchtigkeit).

Da der Kot der Tiere nachweislich eine der starksten Quellen fir luftgetragene Endotoxine in
Stallanlagen ist, dirften gerade die hygienischen MaBnahmen, die eine Aerosolbildung aus
kothaltigen Substanzen reduzieren, besonders effektiv zu einer Minderung der proinfl.
Aktivitdt von Bioaerosolen in Tierstéllen beitragen. So stehen eine schnelle Fakalien-
entfernung aus dem Stall und Féakalienbehandlung oder -—aufarbeitung hierbei im
Vordergrund (Hartung et Wendel, 1995). MaBnahmen wie Kotbandentliftung und
Uberspiilen des Kotstapels bei Lagerung im Stall mit dem Abluftstrom sind weitere
Méglichkeiten zur Verminderung von Bioaerosolbelastungen in Tierstéllen (Lippmann, 2007).
Zur Senkung der Staubkonzentration im Stall kénnte der Einsatz von OI- und
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Wasserspriihsystemen, die Zugabe von pflanzlichem Ol zum Futter und der Gebrauch von
Nassmethoden zur Oberflachenreinigung eingesetzt werden (Pearson et Sharples, 1995).
Einer Wasserverrieselungsanlage zur Staubbindung konnte in Untersuchungen bei
alternativen Legehennenhaltungsverfahren zwar keine adéquate Wirkung nachgewiesen
werden, aber hier sei dringender Untersuchungsbedarf beziiglich Sprihfrequenz und —dauer
gegeben. Auf jeden Fall kann solch eine Anlage einen Beitrag zur Befeuchtung der meist zu
trockenen Stallluft leisten (Lippmann, 2007).

Diverse Studien stimmen darin Uberein, dass die Luftung ein bedeutender Faktor in der
Entwicklung von Atemwegserkrankungen bei Landwirten und Tieren darstellt (Donham,
1991; Vogelzang et al., 1997; Radon et al.,, 2001). Diesbezlglich mussen als technische
MaBnahmen in Tierstdllen die Luftfuhrung und Strémungsgeschwindigkeit individuell opti-
miert werden, so dass kein erneutes Absetzen und Aufwirbeln des Staubes gewahrleistet ist.
Insgesamt fihren eine temperaturgesteuerte Unterdrucklftung, wie sie heute hauptsachlich
in Gefligel- und Schweinestéllen eingesetzt wird und die Luftungskontrolle mittels
Luftfeuchtigkeits- und Temperatursensor zu einer Reduktion der Gesamtexposition. Die
Luftungskontrolle mittels Sensor ermdglicht, dass bei einer oft zu geringen Luftfeuchtigkeit
und zu hohen Temperatur Uber eine Erhéhung der Luftrate das Stallklima optimiert wird. Das
Luftungsmanagement und eine gute Stallisolation gewahrleisten Uberwiegend, dass die
Klimaparameter Lufttemperatur und Luftfeuchtigkeit in einem fir die Tiere gut tolerierbaren
Bereich liegen (Lippmann, 2007).
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6. Zusammenfassung

Charakterisierung der endotoxinbedingten proinflammatorischen Potenz von Bioaerosolen
aus Tierstéllen

Bioaerosole in Nutztierstéllen stellen ein komplexes Gemisch verschiedenster luftgetragener
Stoffe organischer Herkunft dar, die beim Menschen und aufgestallten Tieren
gesundheitliche Beeintrachtigungen vor allem aufgrund ihrer infektiésen, allergie- und
entzlindungsauslésenden Potenz hervorrufen kénnen. Endotoxine als Zellwandbestandteil
gramnegativer Bakterien stellen hierbei die bedeutendste proinflammatorisch aktiv wirkende
Bioaerosolkomponente dar, deren entziindungsauslésendes Potential es in der vorliegenden
Arbeit genauer zu charakterisieren galt. Ziel der Untersuchungen war zum einen die
Differenzierung zwischen endotoxinbedingter und nicht-endotoxinbedingter
proinflammatorischer Aktivitdt von Bioaerosolproben aus Tierstallen und zum anderen die
Untersuchung, wie die Endotoxine bzw. proinflammatorisch aktiven Substanzen in
Abhéngigkeit vom aerodynamischen Durchmesser der Staubpartikel verteilt sind. Hierzu
wurde ein semiquantitativer humaner Vollbluttest angewendet, bei dem das
proinflammatorische Potential der untersuchten Bioaerosolfraktionen (einatembarer Staub,
PM10) mit und ohne Zusatz von Polymyxin B, einem potenten Endotoxininhibitor, mittels
immunologischer Standardverfahren (ELISA) ermittelt wurde. Zum Vergleich wurde ein
Limulus-Amoébozyten-Lysat (LAL)-Test zur Bestimmung der Endotoxinkonzentration in den
Bioaerosolproben angewendet.

Die Untersuchungen zeigten, dass durch den Zusatz von Polymyxin B die
proinflammatorische Aktivitat der Bioaerosolproben und potentieller Bioaerosolquellen, wie
Kot, Futter und Einstreu, im Mittel um 85% reduziert wurde. Die Endotoxine stellen somit die
sowohl qualtitativ als auch quantitativ bedeutendste proinflammatorisch aktive
Bioaerosolkomponente dar.

Eine signifikante Korrelation zwischen der endotoxischen Aktivitdt im LAL-Test und der
gesamt-proinflammatorischen Aktivitat im Vollbluttest (r=0,817, a=0,01) zeigte, dass der LAL-
Test, obwohl er nur die Endotoxine erfasst, auch zur Charakterisierung des gesamt-
proinflammatorischen Potentials von Bioaerosolproben aus Tierstéllen genutzt werden kann.
Somit stellt der LAL-Test unter Berlcksichtigung von Zeit-, Arbeits- und Materialaufwand
zurzeit die schnellere und einfacher handhabbare Methode im Vergleich zum Vollbluttest dar,
um die Belastung mit proinflammatorischen Stoffen in der Luft von Tierstéllen zu
beschreiben.

Wichtig for die Anwendung beider Testsysteme sind auf jeden Fall standardisierte
Bedingungen, wie Sammelmethodik (definierte Messgerate, Sammelzeit, FiltergréBe etc.)
und die Durchfiihrung des Tests unter festgelegten, wiederholbaren Konditionen.

Zwischen der Staub- und der Endotoxinkonzentration der Bioaerosolproben konnte ebenfalls
ein Zusammenhang festgestellt werden (r=0,949, a=0,01). Das heiB3t, je hoéher die
Staubkonzentration der untersuchten Proben war, umso hoéher war auch die jeweilige
Endotoxinkonzentration. Die Endotoxine scheinen also in der Luft von Tierstdllen vorrangig
an Partikel gebunden zu sein, was auch schon mehrfach in der Literatur bestatigt wurde.
Bezlglich der Verteilung der proinflammatorischen bzw. endotoxischen Aktivitat in
Abhéngigkeit vom aerodynamischen Durchmesser der Staubpartikel konnte festgestellt
werden, dass die proinflammatorischen Substanzen bzw. die Endotoxine relativ gleichméaBig
in beiden untersuchten Staubfraktionen (einatembare Staubfraktion, PM10-Staubfraktion)
verteilt waren. In zuklnftigen Untersuchungen sollte geklart werden, wie sich die Verteilung
der Endotoxine in weiteren Staubfraktionen aus Tierstéllen, wie PM2.5 und PM1.0 darstellt.
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Eine Untersuchung potentieller Bioaerosolquellen, wie Kot, Futter und Einstreu, zeigte, dass
der Kot der Tiere nachweislich eine der stéarksten Quellen fir luftgetragene Endotoxine
darstellt. So durften vor allem MaBnahmen, die eine Aerosolbildung aus kothaltigen
Substanzen in Tierstallen reduzieren, wie Uberspiilen des Kotstapels oder Kotbandes mit
dem Abluftstrom, weiterhin MaBnahmen zur Staubbindung in der Stallluft (z.B. mit Wasser-
oder Olspriihsystemen) und eine optimierte Liiftungskontrolle einen effektiven Beitrag zur
Verbesserung der Stallluftqualitat liefern.
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7. Summary

Characterization of the endotoxin related proinflammatoric potential of bioaerosols from
animal stables

Bioaerosols in animal stables represent a complex mixture of diverse airborne materials of
organic origin, which can cause health impairments to humans and animals in stables due to
their infectious, allergy and inflammation triggering potency. In this case endotoxins as a cell
wall component of gramnegative bacteria represent the most important proinflammatoric
actively working component of bioaerosols, which was to be characterized in this thesis more
precisely. Aim of this study was on the one hand the differentiation between endotoxic and
non-endotoxic proinflammatoric activity of bioaerosol samples from animal stables and on
the other hand the analysis how the endotoxic and proinflammatoric active substances are
distributed depending on the aerodynamic diameter of the dust particles. For this a
semiquantitative human whole blood test was used with which the proinflammatoric potential
of the analysed bioaerosol particles (inhalable dust, PM10-dust) was identified by
immunological standard techniques (ELISA). The samples in the whole blood assay were
tested with and without addition of Polymyxin B, a potent endotoxin inhibitor. For comparison
a Limulus-Amoebocyte-Lysate (LAL)-test was used to determine the concentration of
endotoxins in the bioaerosol samples.

The investigations showed that by addition of Polymyxin B the proinflammatoric activity of the
bioaerosol samples and potential sources of bioaerosol origins, like excrement, feed and
litter, was reduced by 85% on the average. Endotoxins consequently represent the
qualitative as well as quantitative most important proinflammatoric active bioaerosol
component.

A significant correlation between the endotoxic activity in the LAL-test and the total
proinflammatoric activity in the whole blood test (r=0,817, a=0,01) proved that the LAL-test,
although it only records endotoxins, can also be used for the characterization of the total
proinflammatoric potential of bioaerosol samples from animal stables. Thus the LAL-test in
consideration of time, work and material expenditure represents the faster and simpler
method in comparison to the whole blood test at the moment to describe the amount of
proinflammatoric substances in the air of animal stables.

For the application of both test systems standardized conditions, like collecting-method
(defined measuring instruments, measuring time, filter size etc.) and the performance of the
test under defined, repeatable conditions are most important.

There also was found a relationship between the concentration of dust and endotoxin in the
bioaerosol samples (r= 0,949, a= 0,01). That means, the higher the dust concentration of the
analysed samples, the higher was the respective endotoxin concentration. Endotoxins seem
to be mainly bound to particles in the air of animal stables, which was confirmed in literature
for several times.

Concerning the distribution of the proinflammatoric and endotoxic activity depending on the
aerodynamic diameter of the dust particles it was established that the proinflammatoric
substances and the endotoxins were constantly distributed in both tested dust fractions
(inhalable dust, PM10 dust). It should be analysed in future experiments how the endotoxins
are distributed in further dust fractions from animal stables, like PM2.5 and PM1.0.

An investigation of potential bioaerosol sources, like excrement, feed and litter, suggest that
the animal’s excrement represent one of the highest sources for airborne endotoxins.
Measures for the reduction of emissions which reduce aerosol formation from excrement
containing substances in animal stables, like flushing of the excrement pile or excrement belt
with the exhaust air stream, further measures of binding dust in the stable air (for instance

72



Summary

water- or oil spraying systems) and an optimized ventilation control provide an effective
contribution for improvement of the air quality in animal stables.
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Anhang

Tabelle 14: Einzelergebnisse der Endotoxinbestimmung mittels LAL-Test der

Bioaerosolproben in den untersuchten Tierstallen

Endotoxische

Endotoxische

Tierart /Stall ",\I‘r’ Probenart Aktivitit Aktivitit
) in EU/m3 In log EU/m?3
1 Ein. F. 1 2252 40 3,35
Legehennen 2 PM10 1 1275,30 3,11
Stall 1 3 PM10 2 566,80 2,75
4 Ein. F. 2 900,00 2,95
Legehennen 5 PM10 430,80 2,63
Stall 2 6 Ein. F. 1855,60 3,27
Legehennen 7 Ein. F. 1 7698,40 3,89
Stall 3 8 Ein. F. 2 8448,50 3,93
_ _ 9 PM10 1 296,00 2,47
Broiler-Elterntier- 10 En F. 1156.50 3,06
Aufzucht ’

11 PM10 2 291,50 2,46
_ _ 12 PM10 1 325,20 2,51
Br0|I(la_|r-I|EtIternt|er- 13 Ein E. 509,30 2.71
atung 14 PM10 2 137,90 214
Schweinemast 15 Ein. F. 353,90 2,55
Stall 1 16 PM10 297,10 2,47
Schweinemast 17 PM10 1 57,80 1,76
Stall 2 18 PM10 2 137,50 2,14
19 Ein. F. 438,10 2,64
Schweinemast 20 Ein. F. 442,80 2,65
Stall 3 21 PM10 406,70 2,61
22 PM10 1 425,40 2,63
g‘;‘;‘f? 23 Ein. F. 1 924,90 2,97
24 Ein. F. 2 389,30 2,59
25 Ein. F. 1 266,80 2,43.
Pferde 26 PM10 1 94,60 1,98
Stall 2 27 Ein. F. 2 243,02 2,39
28 PM10 2 171,80 2,24
Schafe 29 PM10 1 42,80 1,63
1. Messung 30 PM10 2 91,30 1,96
31 PM10 1 47,50 1,68
Schafe 32 PM10 2 5,04 0,70
2. Messung 33 Ein. F. 1 77,70 1,89
34 Ein. F. 2 96,84 1,99
N 35 PM10 1 10,07 1,00
Milchkdhe 36 PM10 2 46,40 1,67
37 Ein. F. 1 253,97 2,40
hochtragende 38 PM10 1 137,68 2,14
Milchkihe 39 Ein. F. 2 174,60 2,24
40 PM10 2 229,90 2,36
Gesamt 293,75 2,47
Median Ein. F. 440,45 2,64
PM10 154,85 2,19
Gesamt 5,04 0,70
Minimum Ein. F. 77,70 1,89
PM10 5,04 0,70
Gesamt 8448,50 3,93
Maximum Ein. F. 8448,50 3,93
PM10 1275,30 3,11
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Tabelle 15: Einzelergebnisse der proinflammatorischen Aktivitat und der endotoxischen
Aktivitat pro mg luftgetragenen Staub in den untersuchten Tierstéllen

Tierart /Stall |59 | probenart | I fEEtU/mg log 1) ¢ Elt”mg log

ierar a ropenar urgetragenen u etragenen
Nr. QStalf’b EEU/mg QStau% EU/mg

1 | Ein. F. 1 1379,30 3,14 256,90 2,41

Legehennen 2 PM10 1 721,80 2,86 236,84 2,37

Stall 1 3 | PM102 738,50 2,87 215,38 2,33

4 | Ein.F.2 250,00 2,39 236,25 2,37

Legehennen 5 PM10 135,85 2,13 95,75 1,98

Stall 2 6 | Ein.F. 44.40 1,65 189,68 2,27

Legehennen 7 | Ein.F.1 363,60 2,56 367,42 2,56

Stall 3 8 | Ein.F.2 317,46 2,50 436,50 2,64

Broiler-Eftermtier || _PM10 1 400,00 2,60 245,83 2,39

AufzUoht 10 | Ein. F. 714,30 2,85 364,29 2,56

11 | PM102 150,00 217 83,81 1,92

Broiler-Eltrmtier. |12 PM10 1 363,60 2,56 148,86 217

Haltung 13 | Ein. F. 285,70 245 117,14 2,06

14 | PM102 228,60 2,36 105,71 2,02

Schweinemast 15 Ein. F. 300,00 2,47 111,50 2,04

Stall 1 16 | PM10 263,70 2,42 114,29 2.05

Schweinemast |17 PM10 1 67,42 1,83 45,45 1,65

Stall 2 18 | PM102 153,85 218 63,46 1,80

19 | Ein. F. 285,70 2,45 98,57 1,99

Schweinemast | 20 Ein. F. 400,00 2,60 186,00 2,27

Stall 3 21 | PM10 888,80 2,95 300,00 2,47

Pforde 22 | PM10 1 800,00 2,90 1683,30 3,00

Stal 1 23 | Ein.F. 1 500,00 2,69 2340,00 3,37

24 | Ein. F.2 166,60 2,22 695,00 2,84

25 | Ein. F. 1 250,00 2,39 406,25 2,61

Pferde 26 | PM10 1 363,60 2,56 577,27 276

Stall 2 27 | Ein. F. 2 62,50 1,79 370,00 2,57

28 | PM102 19,20 1,28 448,08 2,65

Schafe 20 | PM10 1 800,00 2,90 590,00 2,77

1.Messung | 30 | PM102 1300,00 3,11 1260,00 3,10

31 | PM10 1 2400,00 3,38 650,00 2,81

Schafe 32 | PM102 583,30 276 115,83 2,06

2. Messung | 33 | Ein.F. 1 2000,00 3,30 1225,00 3,09

34 | Ein. F.2 833,30 2,92 411,66 2,61

Milchkiihe 35 | PM10 1 383,30 2,58 233,30 2,36

36 | PM102 750,00 2,87 400,00 2,60

37 | Ein. F. 1 500,00 2,69 266,60 2,42

hochtragende | 38 | PM10 1 923,00 2,96 365,38 2,56

Milchkiihe 39 | Ein. F.2 333,00 2,52 183,30 2,26

40 | PM102 615,00 2,78 615,4 2,79

: Ein. F. 325,23 2,51 315,45 2,50

Median PM10 491,65 2,69 241,34 2,38

n Ein. F. 44,40 1,64 98,57 1,99

Minimum PM10 19,20 1,28 45,45 1,65

Maximum Ein. F. 2000,00 3,30 2340,00 3,37

PM10 2400,00 3,38 1683,30 3,22
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Tabelle 16: Bewertung der Bioaerosolproben durch den LAL-Test

Lfd.

Tierart /Stall Nr Probenart EU/m3/ EEU/m?3 EEU/m3/ EU/m?3
1 Ein. F. 1 0,2 5,4
Legehennen 2 PM10 1 0,3 3,0
Stall 1 3 PM10 2 0,3 3,4
4 Ein. F. 2 0,9 1,1
Legehennen 5 PM10 0,7 1,4
Stall 2 6 Ein. F. 4,3 0,2
Legehennen 7 Ein. F. 1 1,0 1,0
Stall 3 8 Ein. F. 2 1,4 0,7
. . 9 PM10 1 0,6 1,6
Bro'f&i‘}gmt'er' 10 | Ein. F. 1 0,5 2.0
11 PM10 2 0,6 1,8
. . 12 PM10 1 0,4 2,4
Bro"eH;EEﬁg”“er' 13 Ein. F. 0.4 2.4
14 PM10 2 0,5 2,2
Schweinemast 15 Ein. F. 0,4 2,7
Stall 1 16 PM10 0,4 2,3
Schweinemast 17 PM10 1 0.7 1,5
Stall 2 18 PM10 2 0,4 2,4
19 Ein. F. 0,3 2,9
Schweinemast 20 Ein. F. 0,5 2,2
Stall 3 21 PM10 0,3 3,0
Prerd 22 PM10 1 2,9 0,3
St‘;l 1e 23 Ein. F. 1 3,4 0,3
24 Ein. F. 2 4,2 0,2
25 Ein. F. 1 1,6 0,6
Pferde 26 PM10 1 1,6 0,6
Stall 2 27 Ein. F. 2 5,9 0,2
28 PM10 2 23,2 0,0
Schafe 29 PM10 1 0,7 1,4
1. Messung 30 PM10 2 1,0 1,0
31 PM10 1 0,3 3,7
Schafe 32 PM10 2 0,2 5,0
2. Messung 33 Ein. F. 1 0,6 1,6
34 Ein.F. 2 1,2 0,8
. . 35 PM10 1 0,6 1,6
Milchkthe 36 | PM102 0.5 1.9
37 Ein. F. 1 0,5 1,9
hochtragende 38 PM10 1 0,4 2,5
Milchkiihe 39 Ein.F. 2 0,5 1,8
40 PM10 2 0,6 1,7
Median 0,6 1,7
Minimum 0,2 0,0
Maximum 23,2 5,4

Ein. F.: Einatembare Fraktion
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Tabelle 17: Einzelergebnisse der Staubkonzentration in den untersuchten Tierstéllen

. Staubkonzentra-

Tierart /Stall Lfd. Probenart Staub_konzentratlon tion

Nr. in mg/m3 .
in log mg/m3

1 Ein. F. 1 8,77 0,94

Legehennen 2 PM10 1 5,38 0,73

Stall 1 3 PM10 2 2,63 0,42

4 Ein. F. 2 3,81 0,58

Legehennen 5 PM10 4,50 0,65

Stall 2 6 Ein. F. 9,79 0,99

Legehennen 7 Ein. F. 1 20,95 1,32

Stall 3 8 Ein. F. 2 19,36 1,29

Broiler-Elterntier- 9 PM10 1 1,20 0,08

Aufzucht 10 Ein. F. 3,17 0,50

11 PM10 2 2,17 0,34

Broiler-Elterntier- 12 PI\./HO 1 4,35 0,64

Haltung 13 Ein. F. 3,48 0,54

14 PM10 2 1,30 0,12

Schweinemast 15 Ein. F. 3,17 0,50

Stall 1 16 PM10 2,60 0,42

Schweinemast 17 PM10 1 1,27 0,10

Stall 2 18 PM10 2 2,17 0,34

19 Ein. F. 4,44 0,65

Schweinemast 20 Ein. F. 2,38 0,38

Stall 3 21 PM10 1,35 0,13

Pferde 22 P.M1O 1 0,18 -0,74

Stall 1 23 E!n. F.1 0,55 0,26

24 Ein. F. 2 0,56 0,25

25 Ein. F. 1 0,66 0,18

Pferde 26 PM10 1 0,16 -0,79

Stall 2 27 Ein. F. 2 0,66 0,18

28 PM10 2 0,39 -0,41

Schafe 29 PM10 1 0,07 1,14

1. Messung 30 PM10 2 0,07 1,14

31 PM10 1 0,07 1,14

Schafe 32 PM10 2 0,04 1,36

2. Messung 33 Ein. F. 1 0,06 -1,20

34 Ein. F. 2 0,10 -1,02

. . 35 PM10 1 0,04 1,37

Milchkuhe 36 PM10 2 0,12 0,94

37 Ein. F. 1 0,95 0,02

hochtragende 38 PM10 1 0,38 0,42

MilchklUhe 39 Ein.F. 2 0,95 0,02

40 PM10 2 0,65 0,18

. Ein. F. 2,77 0,44

Median PM10 0.93 0,52

. Ein. F. 0,06 -1,20

Minimum PM10 0,04 1,37

. Ein. F. 20,95 1,32

Maximum PM10 5,38 0.73

Ein. F.: Einatembare Fraktion
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Tabelle 18: aerobe Gesamtkoloniezahl in den untersuchten Tierstéllen

. aerobe GKZ aerobe GKZ in
Tierart /Stall Lfd. Nr. in KbE/m3 log KbE/m?
Legehennen

Stall 1 1 6,5x10* 4,81

1. Messung

Legehennen

Stall 1 2 1,1x10° 5,04
2. Messung
Legehennen 6

Stall 2 3 1,0x10 6,00
Legehennen

Stall 3 4 1,1x10’ 7,04

1. Messung

Legehennen
Stall 3 5 1,4x10’ 7,15
2. Messung
Broiler-Elterntier- 6
Aufzucht 6 2,4x10 6,38
Broiler-Elterntier- 5
Haltung 7 1,6x10 6,20
Schweinemast 4
Stall 1 8 7,9x10 4,89
Schweinemast 4
Stall 2 9 5,8x10 4,76
Schweinemast 5
Stall 3 10 4,0x10 5,60
Pferde 4
Stall 1 11 2,5x10 4,39
Pferde 3
Stall 2 12 6,0x10 3,78
Schafe 5
1. Messung 13 4,5x10 5,65
Schafe 5

2. Messung 14 1,4x10 5,15

Milchkiihe 15 1,1x10° 5,04
hochtragende 4

Milchkiihe 16 7,4x10 4,87

GKZ: Gesamtkoloniezahl
KbE:Kolonie bildende Einheiten
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Tabelle 21: Endotoxische Aktivitat ermittelt im LAL-Test der untersuchten Bioaerosolquellen

_ Lfd. EndOtOXiI:l- Endotoxir_1-
Tierart / Stall Nr Probenart konzentration konzentration
) in EU/mg in log EU/mg
Legehennen 1 Eutter 3,05 0,48
Stall 3 2 Einstreu 28,00 1,44
3 Kot 45,50 1,65
4 Hafer 48,50 1,68
Pferde 5 Kot 1240,00 3,09
Stall 1 6 Heu 136,50 2,13
7 Stroh 439,50 2,64
8 Einstreu 3,83 0,58
Schafe 9 Kot 31,00 1,49
10 Heu 395,50 2,59
. . 11 Kot 410,00 2,61
Milchkdihe 12 Futter 20,20 1,30
hol\;nm?fh”ede 13 Einstreu 41,20 1,61
Median 45,50 1,66
Minimum 3,05 0,48
Maximum 1240,00 3,09
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