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1

1 Einleitung

1.1 Asthma bronchiale im Kindesalter

1.1.1 Epidemiologie

Asthma bronchiale (Asthma) ist eine Erkrankung, die in den westlichen Ländern eine stark
steigende Prävalenz zeigt (Eder et al., 2006; von Mutius, 2014). Bei Kindern ist sie zur häu-
figsten chronischen Erkrankung geworden (WHO, 2014). Oft leiden in westlichen Ländern
mehr als 10 % der Kinder an Asthma. In Deutschland lag die Prävalenz bei den sechs- bis
siebenjährigen bei 7 % und bei Jugendlichen (13-14 Jahre) sogar bei 15 % (ISAAC, 2007).
Studien, die das Auftreten von kindlichem Asthma in West- und Ostdeutschland untersuch-
ten (von Mutius et al., 1994), rückten Asthma im Kindesalter ins Interesse der epidemiolo-
gischen Forschung in Deutschland. Auf der Suche nach den Gründen für die stark steigende
Prävalenz wurden seither zahlreiche groß angelegte Untersuchungen durchgeführt. Es wurden
protektive Umweltfaktoren, wie z. B. das Aufwachsen in ländlichem Umfeld (von Ehrenstein
et al., 2000) und eine erhöhte mikrobielle Exposition (Braun-Fahrländer et al., 2002; Ege et
al., 2011; Riedler et al., 2001; von Mutius et al., 2000), aber auch bestimmte risikoerhöhende
Genvarianten (Moffatt et al., 2007; Ober et al., 2006) identifiziert.
Die internationale Zusammenarbeit wurde durch die 1991 gegründete International Study of
Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) vereinfacht, welche weltweit epidemiologische
Forschungsgruppen mit Interesse an Asthma und Allergie vernetzt (ISAAC, 1991).

1.1.2 Pathophysiologie

Die Definition von Asthma lautet aktuell (2014) wie folgt:
„Asthma is a heterogeneous disease, usually characterized by chronic airway inflammation. It
is defined by the history of respiratory symptoms such as wheeze, shortness of breath, chest
tightness, and cough that vary over time and in intensity, together with variable expiratory
airflow limitation (Global Initiative for Asthma (GINA), 2014: 16).“
Pathophysiologisch geläufig ist die Einteilung der Erkrankung in atopisches Asthma und nicht
atopisches Asthma (Eder et al., 2006; Kurukulaaratchy et al., 2005). Beim atopischen Asthma
führt ein erster Kontakt gegenüber Allergenen zur Sensibilisierung. Allergene können z. B.
Hausstaubmilben, Tierhaare und Pollen sein, die beim Gesunden keine Immunantwort auslö-
sen. Bei der Sensibilisierung kommt es TH2-Zell-vermittelt durch Plasmazellen (B-Zellen) zu
einer Produktion von Immunglobulin E (IgE), das gegen das Allergen gerichtet ist. Die gebil-
deten IgEs docken an IgE-Rezeptoren von Mastzellen an. Zu Symptomen kommt es jedoch
erst nach erneutem Kontakt gegenüber dem Allergen. Dabei werden je zwei IgEs über ein All-
ergen verbunden (bridging). Daraufhin kommt es zu einer Degranulation der Mastzellen. Die
Granula enthalten u. a. Histamin und Leukotriene, die zu einer rasch einsetzenden Broncho-
konstriktion mit daraus resultierender Atemnot, zu einer Vasodilatation und einer erhöhten Ge-
fäßpermeabilität (Immunreaktion vom Soforttyp / Typ 1) führen (Koletzko, 2012). TH2-Zellen
sezernieren IL-4 und IL-13, die eine erneute Produktion von IgE auslösen. Das ebenfalls von
ihnen freigesetzte IL-5 lässt Eosinophile heranreifen. Durch IL-13 wird die Produktion von
Schleim angeregt und Umbauprozesse der Atemwege mit resultierender Verengung des Lu-
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mens eingeleitet. Auffällige Blutparameter sind eine Erhöhung der Gesamt-IgE-Spiegel und
der spezifischen IgE-Spiegel im Blutserum, erhöhte Eosinophile im Differentialblutbild und
eine IgE-vermittelte allergische Reaktion beim Hauttest (Hansel et al., 2013).
Atopisches Asthma tritt häufig mit weiteren atopischen Erkrankungen auf, zu denen die aller-
gische Rhinokonjunktivitis, die atopische Dermatitis (Neurodermitis) und Nahrungsmittelall-
ergien zählen (Zimmermann et al., 1988). Kinder mit einer atopischen Dermatitis entwickeln
schätzungsweise zu zwei Dritteln eine allergische Rhinokonjunktivitis und zu einem Drittel
Asthma (Spergel, 2010; van der Hulst et al., 2007). Diese typische Reihenfolge wird als „ato-
pic march“ bezeichnet, kann aber auch in entgegengesetzer Richtung verlaufen (Barberio et
al., 2008).
Im Gegensatz dazu werden die Symptome beim nicht atopischen Asthma hauptsächlich durch
Virusinfektionen ausgelöst, aber auch durch Inhalation von kalter Luft und durch physische
Anstrengung und psychische Belastung. In der Regel ist es gekennzeichnet durch eine normale
Anzahl an Eosinophilen im Differentialblutbild, erhöhte IgEs fehlen im Blutserum (Koletzko,
2012; McGrath et al., 2012) .
Beiden Formen gemeinsam ist die Endstrecke mit einer bronchialen Hyperreagibilität sowie
einer reversiblen und variablen Atemwegsobstruktion im Anfall. Das frühkindliche Asthma,
als multi-trigger-wheeze bezeichnet, kann sowohl durch charakteristische Trigger des atopi-
schen Asthmas wie Allergene, als auch durch typische Trigger des nicht atopischen Asthmas
wie virale Infekte, kalte Luft und physische Anstrengung ausgelöst werden (Brand, 2008).
Asthma wird je nach Ausmaß der Erkrankung in verschiedene Schweregrade eingeteilt (Red-
del et al., 2009) und kann abhängig davon die Lebensqualität der Erkrankten massiv ein-
schränken, was das Forschungsgebiet medizinisch äußerst relevant macht. Dabei kommt es
zur Beeinträchtigung des Schlafs, zu erhöhter und prolongierter Infektanfälligkeit sowie zu
verminderter physischer Belastbarkeit. In bis zu 0,7 pro 100.000 Fällen kann es tödlich ver-
laufen (Asher und Pearce, 2014).
Aktuell scheint es, als wäre für die Erkrankung nicht ein einziger Grund, sondern eine Vielzahl
von Faktoren und deren Zusammenspiel verantwortlich. Daher wird Asthma auch als „kom-
plexe Erkrankung“ bezeichnet und stellt für Forscher weltweit eine Herausforderung dar.

1.1.3 Protektive und risikoerhöhende Ein�ussfaktoren

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden viele prädisponierende Faktoren für eine Erkrankung
an Asthma identifiziert. Die Kausalität dieser multifaktoriellen Erkrankung ist aber bis heute
nicht ausreichend geklärt. Die Wahrscheinlichkeit, im Kindesalter an Asthma zu erkranken,
kann durch verschiedene Faktoren determiniert oder auch gesenkt werden (hierzu auch Tabelle
1).

• Genetik und familiäre Häufung: Die allen vorangehende Studie über eine genetische
Komponente bei Asthma war eine internationale Kooperation, bei der mehr als 317.000
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) an insgesamt 2.237 Kindern mit und ohne
Asthma untersucht wurden (Moffatt et al., 2007; Ober et al., 2006).
Es zeigte sich, dass bestimmte Genvarianten im Genlokus 17q21 das Risiko, in der Kind-
heit an Asthma zu erkranken, deutlich erhöhen. Die Genvarianten im Genlokus 17q21



3

Tabelle 1: Übersicht über einige wichtige protektive Einflüsse und Risikofaktoren für Asthma bron-
chiale im Kindesalter

waren nicht mit erhöhten IgE-Spiegeln im Blut assoziiert (Granell et al., 2013; Moffatt
et al., 2007; Ober et al., 2006). Die risikoerhöhende Genvariante im Genlokus 17q21 ist
daher nicht mit einer atopischen Sensibilisierung assoziiert.
Des Weiteren steigt bei einer Asthmaerkrankung der Mutter das Risiko des Kindes, an
Asthma zu erkranken (Gaffin et al., 2012; Martinez et al., 1995).
Der überaus schnelle Anstieg der Asthmaprävalenz lässt sich laut aktueller Forschung
aber nicht allein durch sich verändernde genetische Voraussetzungen erklären (von Mu-
tius, 2014).

• Inhalative Noxen und Allergene: Zur Entwicklung dieser multifaktoriellen Erkrankung
trägt auch eine Reihe von inhalativen Noxen bei. So ist bekannt, dass Passivrauch-
exponierte Kinder ein erhöhtes Risiko tragen, akute Erkrankungen der unteren Atem-
wege, Wheezing und kindliches Asthma zu entwickeln (Strachan et al., 1998) und Ak-
tivrauchen im Jugendalter Asthma im Jugend- und Erwachsenenalter fördert (Strachan
et al., 1996).
Ozon und Feinstaub führen zu Asthma-Exazerbationen (Tatum et al., 2005). Viele Kin-
der und Erwachsene klagen über Hausstaubmilbenallergien als Folge einer Sensibilisie-
rung und Produktion spezifischer IgEs. So trägt eine Allergenexposition zur Persistenz
der Asthmasymptome bei (Illi et al., 2006). Jedoch gibt es keinen Anhaltspunkt für
einen kausalen Zusammenhang zwischen Hausstaubmilbenbenexposition und der Ent-
stehung von Asthma (Lau et al., 2000). Auch der Fokus auf die Exposition gegenüber
Tierepithelien und -haaren von z. B. Katzen konnte keine erhöhten Asthmainzidenzen
nachweisen, es gibt sogar Hinweise für einen protektiven Effekt (Lynch et al., 2014).

• Nutritive Faktoren: Auch die Ernährung scheint einen Einfluss auf Asthma zu haben,
weil Übergewichtige, und hier besonders Mädchen im Jugendalter, vermehrt Asthma-
symptome zeigen (Schaub et al., 2005). Da eine Gewichtsreduktion zu besseren Lun-
genfunktionstests führt, ist es wahrscheinlich, dass der erhöhte Body Mass Index (BMI)
Asthma begünstigt und nicht die mangelnde Bewegung aufgrund verminderter physi-
scher Belastbarkeit bei Asthma zu einer Gewichtszunahme führt.

• Hygiene, Viren und Bakterien: Dr. Strachan (1989) stellte fest, dass das Risiko, an all-
ergischer Rhinokonjunktivitis und Atopie zu erkranken, bei Kindern mit Geschwistern
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sinkt. Der Effekt war besonders bei Vorhandensein von älteren Geschwistern zu sehen
und wurde mit steigender Geschwisteranzahl verstärkt. Auf diese Beobachtung stützt
sich die von ihm formulierte Hygiene-Hypothese (Strachan, 1989): Durch die verbes-
serten hygienischen Verhältnisse besteht ein geringerer Kontakt mit Mikroorganismen
als früher, sodass auf zellulärer Ebene eine Verschiebung der früher TH1-Zell-geprägten
Immunantwort, die getriggert war durch bakterielle Infektionen und Viren, in Richtung
der TH2-Zell-dominierten Immunreaktion erfolgt. Diese führt u. a. zu erhöhten IgE-
Spiegeln (Karmaus et al., 2002; Martinez und Holt, 1999; Schaub et al., 2006).
Der Besuch einer Kinderkrippe erhöht den Kontakt des Kindes zu Bakterien und Viren
und kann bei einer bereits bestehenden atopischen Dermatitis das Risiko für Asthma in
jungen Jahren stark senken (Gaffin et al., 2012).
In den ersten drei Lebensjahren können virale Infektionen der oberen Atemwege zwar
zu transientem Wheezing führen, jedoch verschwindet dieses typischerweise, sobald
sich das Lumen der Atemwege mit der Entwicklung vergrößert hat, ohne dass sich Asth-
ma entwickelt (Martinez und Holt, 1999; Schaub et al., 2006). Eine erhöhte Rate an
persistierendem frühkindlichem Wheezing bei Kindern mit einer Respiratory Syncytial
Virus (RSV)-positiven Bronchiolitis wurde aber beschrieben (Corne et al., 2002). Au-
ßerdem konnte festgestellt werden, dass eine Kolonisierung der Hypopharynx-Region
von Neugeborenen mit den als Pathogene der Atemwege bekannten Bakterienspezies
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, oder Moraxella catarrhalis oder
mit einer Kombination aus diesen Spezies das Risiko für wiederkehrendes Wheezing
und Asthma im Alter von fünf Jahren erhöht (Bisgaard et al., 2007). Aktuell gibt es je-
doch Hinweise darauf, dass nicht ein bestimmter Virustyp oder die Infektion mit diesen
speziellen Bakterien, sondern vielmehr die Anzahl an frühkindlichen obstruktiven Epi-
soden die Entwicklung von Asthma im Alter von sieben Jahren begünstigt (Bønnelykke
et al., 2015).

• Der Bauernhof-Effekt: Bei Kindern, die auf einem Bauernhof aufwachsen, reduziert sich
die Prävalenz von Heuschnupfen, Asthma und allergischen Erkrankungen im Allgemei-
nen konsistent um ca. 40 % (Braun-Fahrländer et al., 1999; Riedler et al., 2000). Diese
interessante Erkenntnis hat zahlreiche weiterführende Untersuchungen in Gang gesetzt
und einige vielversprechende Ergebnisse hervorgebracht.

1.1.4 Der Bauernhof-E�ekt: von epidemiologischen Grundlagen bis heute

Zunächst konnte durch epidemiologische Analysen gezeigt werden, dass traditionelle Bau-
ernhofkinder besonders gut vor Asthma geschützt sind. Traditionell bedeutete, dass die Eltern
dieser Kinder den Bauernhof hauptberuflich betrieben. Das Risiko dieser Bauernhofkinder
wurde um 60 % reduziert (von Ehrenstein et al., 2000).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein Kontakt mit Tierställen und eine Ernährung mit un-
pasteurisierter Rohmilch in den ersten fünf Lebensjahren und insbesondere im Säuglingsalter
den stärksten protektiven Effekt hatten (Riedler et al., 2000).
Hinweise, dass Bakterien einen schützenden Efekt haben könnten, gaben signifikant höhere
Endotoxin-Werte in Küchenbodenstaub und Matratzenstaub aus den Schlafzimmern von Bau-
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ernhofkindern im Vergleich zu einer nicht auf einem Bauernhof lebenden Referenzgruppe.
Endotoxine sind Lipopolysacharide und Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien. In
Tierställen wurden besonders hohe Endotoxin-Spiegel festgestellt (von Mutius et al., 2000).
Es zeigte sich ein inverser Zusammenhang zwischen der Menge an Endotoxin und dem Auftre-
ten von Atopie, allergischer Rhinokonjunktivitis und atopischem Asthma (Braun-Fahrländer
et al., 2002). Endotoxin hat Einfluss auf verschiedene Immunprozesse und kann u. a. die
Produktion von Interleukin 12 und Interferon-γ anregen. Dadurch wird die Proliferation von
TH2-Zellen inhibiert, die eine tragende Rolle bei der Entwicklung von atopischen Erkrankun-
gen spielen (Ulevitch und Tobias, 1995). Auch N-Acetyl-Muraminsäure, ein Bestandteil der
Zellwand zahlreicher grampositiver Bakterien, konnte häufiger in Matratzenstaub von Bauern-
hofkindern gefunden werden und korrelierte invers mit dem Auftreten von nicht atopischem
Asthma (van Strien et al., 2004).
Mittels Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus (engl. single strand conformation po-
lymorphism) (SSCP) (Kapitel 1.2.1.1) konnten in Stallstaub und Matratzenstaub von Bau-
ernhofkindern die gleichen Bakterienspezies gefunden werden, was eine Übertragung dieser
Bakterien durch die Kinder vom Stall auf die Matratze wahrscheinlich machte (Korthals et al.,
2008). Wenn Bakterien für den Bauernhof-Effekt mitverantwortlich sind, könnte Matratzen-
staub somit eine sehr geeignete Umweltprobe zur Untersuchung darstellen.
Neben den Bakterien wurde auch dem Molkeprotein in unpasteurisierter Rohmilch ein mög-
licher protektiver Effekt zugeschrieben (Loss et al., 2011; Loss et al., 2014).

2011 konnten Ege et al. zeigen, dass in Umweltproben der häuslichen Umgebung eine inver-
se Beziehung zwischen der mikrobiellen Diversität von Pilzen und Bakterien und der Wahr-
scheinlichkeit, Asthma zu entwickeln, besteht (Ege et al., 2011). Dies wurde durch Kulti-
vierung von Pilzen für Matratzenstaub und durch Untersuchung der Bakterien mittels SSCP
(Kapitel 1.2.1.1) an Zimmerstaub festgestellt (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Zusammenhang zwischen mikrobieller Exposition und Auftreten von Asthma bronchia-
le für A) Bakterien und B) Pilze
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1.2 Methoden zur Untersuchung der mikrobiellen Vielfalt

1.2.1 Kulturabhängige und kulturunabhängige Methoden

Lange Zeit versuchte man, die mikrobielle Diversität mittels Anzüchtung und Selektion durch
kulturabhängige Methoden zu untersuchen. Diese Methoden erfassen nur 0,1 % bis maximal
10 % der Bakterien (Amann et al., 2001, Staley et al., 1985).
Die Untersuchung der bakteriellen Diversität konnte durch die Entwicklung kulturunabhängi-
ger Methoden erweitert werden. Mittlerweile sind unter den molekularbiologischen Nachweis-
verfahren zur Erfassung der bakteriellen Diversität die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)-
basierten am meisten verbreitet (Kirk et al., 2004). Nach der DNA-Extraktion als essentieller
Schritt werden bestimmte DNA-Abschnitte mittels PCR amplifiziert, wobei meist repräsenta-
tiv das 16S ribosomale Ribonukleinsäure (engl. 16S ribosomal ribonucleic acid) (16S rRNA)-
Gen genutzt wird. Woese und Fox beschrieben 1977, dass die Nukleotidsequenz des 16S
rRNA-Gens für die phylogenetische Klassifikation von Archäen und Bakterien verwendet
werden kann. Das Gen kodiert für die 30S Untereinheit von prokaryoten Ribosomen. Die-
se Untereinheit ist essentiell für das Überleben und besitzt eine geringe Mutationsrate. Das
Gen ist in jedem Bakterium vorhanden, ca. 1500 bp lang und weist hochkonservierte und va-
riable Regionen auf (Woese und Fox, 1977) (Abbildung 2).

Abbildung 2: Schematische Darstellung des 16S rRNA-Gens

Anhand der neun variablen Regionen (V1-V9) lassen sich die einzelnen Bakterien und Ar-
chäen voneinander unterscheiden (Stackebrandt und Goebel, 1994). Die phylogenetische Ein-
ordnung richtet sich nach vermutetem Ursprung und dem Verwandtheitsgrad. Mittels PCR,
die 1983 von dem Biochemiker K. Mullis entwickelt wurde, können durch zyklische Abfolge
von Denaturierung der doppelsträngigen DNA, Anlagerung von sequenzspezifischen Oligo-
nukleotiden (Primersequenzen) an die DNA-Einzelstränge und enzymatische Verlängerung
bereits geringe DNA-Mengen in einer Probe vervielfältigt werden (Saiki et al., 1985).
Bei der PCR werden zur Amplifikation Primer verwendet, die komplementär zu den hoch-
konservierten Regionen sind und somit an das 16S rRNA-Gen der Bakterien binden können.
Die für jede PCR benötigten Forward- und Reverse-Primer schließen variable Regionen ein.
Die Amplifikate können für DNA-Fingerprint-Methoden und phylogenetische Microarrays
genutzt oder sequenziert werden.
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1.2.1.1 DNA-Fingerprint-Methoden
Häufig verwendete Analysemethoden dieser Kategorie sind

• Denaturierungs-Gradienten-Gel-Elektrophorese (engl. denaturing gradient gel electro-
phoresis) (DGGE) (Muyzer et al., 1993)

• Temperatur-Gradienten-Gel-Elektrophorese (engl. temperature gradient gel electropho-
resis) (TGGE) (Muyzer et al., 1993)

• Terminaler Restriktionsfragment-Längen-Polymorphismus (engl. terminal restriction frag-
ment length polymorphism) (T-RFLP)-Analyse (Liu et al., 1997)

• Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus (engl. single strand conformation poly-
morphism) (SSCP)-Analyse (Orita et al., 1979)

• rRNA Intergenic Spacer Analysis (RISA) (Fisher und Triplett, 1999)

Bei diesen Methoden wird die Probe mit universellen Bakterienprimern, die an die hochkon-
servierten Regionen binden, amplifiziert. Die entstandenen Fragmente werden durch verschie-
dene Verfahren gelelektrophoretisch aufgetrennt. Durch die unterschiedlich langen Fragmen-
te entsteht ein Bandenmuster, das charakteristisch für bestimmte Bakterienspezies ist. So-
mit kann man Aussagen über die vermutete Taxonomie der Bakterien treffen (Vaneechoutte,
1996). Von Nachteil ist jedoch, dass keine direkte Zuordnung von Gelbande zu Bakterienspe-
zies möglich ist. Eine Bande kann nämlich mehrere unterschiedliche Sequenzen beinhalten,
aber mehrere Banden können auch dieselbe Spezies repräsentieren (Gelsomino, 1999; Orti et
al, 1997).

1.2.1.2 Phylogenetische Microarrays
Phylogenetische Microarrays wie z. B. der Phylochip können die taxonomische Zusammen-
setzung von Proben bestimmten, indem sie die amplifizierten und fragmentierten 16S rRNA-
Gen Fragmente durch Hybridisierung detektieren (Brodie et al., 2006). Dieses Verfahren wur-
de bereits bei Lemon et al. (2010) zur Untersuchung von Abstrichen aus der Nase und des Oro-
pharynx angewandt und kann etwa 8.700 Taxa bestimmen (Brodie et al., 2006). Der Nachteil
besteht jedoch darin, dass nur diejenigen Taxa detektiert werden, deren Komplementärsequenz
bekannt ist. Zudem muss sich die Komplementärseqzenz auf dem Chip befinden. Alle Taxa
mit (noch) unbekannter Sequenz können somit nicht erfasst werden.

1.2.1.3 Parallelsequenzierung
Diese neue Generation der Sequenzierung umfasst verschiedene Sequenziertechniken, die es
ermöglichen, unterschiedliche Sequenzen gleichzeitig zu ermitteln und damit einen hohen
Durchsatz bei niedrigen Kosten zu garantieren (Ronaghi, 2001). Eine in diese Kategorie fallen-
de Methode, die 454-Pyrosequenzierung, wurde für die Analyse der zur Verfügung stehenden
Proben der GABRIELA Studie angewandt.

1.2.2 Überblick über das Next-Generation-Sequencing und Einführung in die
454-Pyrosequenzierung

Die neuesten Technologien der Sequenzierung werden unter dem Begriff Next-Generation Se-
quencing (NGS) zusammengefasst (Voelkerding et al., 2009).
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Dazu gehören die 454-Technologie (Pyrosequenzierung, Roche/454 Life Sciences), der Geno-
me Analyzer (Sequenzierung durch Ligation und Spaltung, Illumina), die SOLiDTM Techno-
logie (Sequenzierung durch Ligation und Spaltung, Applied Biosystems),
die HeliScope Sequenzierung (Einzelmolekül-Sequenzierung ohne vorherige Amplifikation,
Helicos Bioscience) und die Ion Torrent Technologie (Ionenhalbleiter-Sequenzierung, life tech-
nologies). Die 454-Pyrosequenzierung wurde als Sequenziermethode für diese Arbeit ange-
wandt. Sie besteht im Wesentlichen aus folgenden Abschnitten (Rothberg und Leamon, 2008)
(Abbildung 3):

• Erstellung der DNA-Bibliothek

• emPCR

• Pyrosequenzierung.

Abbildung 3: Die wesentlichen Abschnitte der 454-Pyrosequenzierung: A) Erstellung der DNA-
Bibliothek, B) emPCR und C) Pyrosequenzierung (Abbildung nach Roche 454 Life
Sciences)

Die DNA-Bibliothek einer Probe besteht aus den amplifizierten 16S rRNA-Gen-Fragmenten
der Bakterien, die in ihr vorkommen. Da auf eine Picotiterplatte (engl. picotiter plate) (PTP)
verschiedene Proben aufgetragen werden, erhält jede Probe für die Identifizierung bei der Ana-
lyse einen mit probenspezifischem Barcode versehenen Primer. Um von jeder Probe ähnlich
viele Sequenzen zu gewinnen, wird bei der emPCR für jede Probe die gleiche (äquimolare)
Menge an 16S rRNA-Gen-Fragmenten eingesetzt.
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Ziel der emPCR ist es, die 16S rRNA-Gen-Fragmente an synthetische Partikel (Beads) zu
binden und zu vervielfältigen. Die einzelnen Beads tragen viele Kopien eines gleichen DNA-
Moleküls (ein Bead - ein Fragment). Die Beads werden auf die PTP aufgetragen. Als Matrize
zum Ablesen dient einzelsträngige DNA, die mithilfe eines Sequenzierprimers und Enzymen
zum Doppelstrang verlängert wird. Die Pyrosequenzierung-Reaktion ist eine Sequencing-by-
Synthesis Methode, bei der beim Einbau des passenden komplementären Nukleotids Pyro-
phosphat abgespalten wird. Pyrophosphat wird durch die Sulfurylase zu ATP umgewandelt,
welches von der Luciferase verwendet wird, um Luciferin zu Oxiluciferin umzusetzen. Wäh-
rend dieses Vorgangs entsteht Licht, welches mit der Charge-Coupled Device (CCD)-Kamera
aufgenommen und in Information übersetzt wird. Die Nukleotide (A, C, T und G) werden
nacheinander zyklisch dazugegeben. Die Zyklen werden 200 Mal wiederholt (vier Basen pro
Zyklus). Die Stärke des Lichtimpulses ist proportional zur Anzahl der eingebauten Nukleo-
tide: Leuchtet ein Well im zweiten Zyklus dreimal so stark wie im ersten, bedeutet es den
dreifachen Einbau des gleichen Nukleotids hintereinander. Die gewonnenen Daten werden
in Form eines Flowgramms dargestellt, aus dem die Sequenzabfolge extrahiert werden kann
(Mardis, 2008; Ronaghi, 2001).
Bei der anschließenden Datenanalyse werden Sequenzen, die sich zu einem gewissen Pro-
zentsatz in ihrer 16S rRNA-Sequenz ähneln, einer Operational Taxonomic Unit (OTU) zu-
geteilt, die eine Gruppe von Bakterienspezies oder eine einzelne Bakterienspezies darstellen
soll (Blaxter et al., 2005).

1.2.3 Die GABRIELA-Studie

Das Material für die Untersuchung der Mikrobiota stammt aus dem österreichischen Arm der
weiterentwickelten multidisziplinären Studie zur Identifikation der genetischen und umwelt-
beeinflussten Ursachen für Asthma in der Europäischen Gemeinschaft (GABRIELA-Studie).
Diese Studie wurde durchgeführt, um die entscheidenden Umweltfaktoren auf Bauernhöfen zu
bestimmen, die den von europäischen Arbeitsgruppen gezeigten Schutz vor Asthma und Ato-
pie (Braun-Fahrländer et al., 1999; von Ehrenstein et al., 2000; Riedler et al., 2001) erklären
konnten (Genuneit et al., 2011). Der Bauernhof-Effekt gilt als einer der bedeutendsten protek-
tiven Umweltfaktoren und ist zudem auch außerhalb Europas beständig (Ege et al., 2007; So-
zanska et al., 2007; Tse et al., 2008; von Mutius et al., 2010).
Das GABRIELA Studiendesign ist multi-phasisch stratifiziert und multizentrisch aufgebaut.
Vier Länder nahmen an der Studie teil: (Süd-)Deutschland mit zwei Studienzentren, der LMU
München in Bayern und der Universität Ulm in Baden-Württemberg, die Schweiz (Kanto-
ne Luzern, Zürich und Thurgau), Österreich (medizinische Universität Innsbruck) und Polen
(medizinische Universität Wroclaw) (Abbildung 4).
Die Probanden, Schulkinder zwischen sechs und zwölf Jahren (Mittelwert: 8,5 Jahre (Stan-
dardabweichung (engl. standard deviation) (SD): 1,2)) (Genuneit et al., 2011) und alle aus
ländlicher Gegend stammend, wurden nach Ausmaß der Bauernhof-Exposition und Erkran-
kung (Einteilung nach (Genuneit et al., 2011)) gruppiert.
Phase eins, die Screening Phase, sollte die Prävalenz der Bauernhof-Exposition von Asth-
ma und Atopie eruieren (n = 103.219). Phase zwei, aus der das hier verwendete Untersu-
chungsmaterial stammte, ermittelte Details aus einer stratifizierten randomisierten Stichprobe
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(n = 15.255) aus Phase eins über das Ausmaß der Bauernhof-Exposition und nahm Bioma-
terial ab. Voraussetzung für Phase zwei war, dass die Probanden selbst die Nationalität ihres
Studienlandes aufwiesen und die Eltern im Studienland geboren waren. Eine weiterführende
Phase drei wurde nur in Bayern durchgeführt.
Die Umfrage zeigte, dass der größte positive Effekt auf den Kontakt der Mutter und des Kindes
selbst im Säuglingsalter mit Bauernhoftieren und mit deren Futter zurückzuführen ist, sowie
auf eine Ernährung mit unpasteurisierter Rohmilch (Illi et al., 2012).

Abbildung 4: Studienzentren der GABRIELA Studie: Das österreichische Studienzentrum, aus dem
die analysierten Proben stammten, ist rot umrandet.
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1.3 Zusammensetzung und Ziele der Studie

Die Asthma-Prävalenz ist in den letzten Jahrzehnten in den westlichen Ländern deutlich ge-
stiegen und die genauen Ursachen hierfür sind bislang weitgehend unbekannt (Eder et al.,
2006; von Mutius, 2014).
Weil das Aufwachsen auf einem Bauernhof einer der stärksten die Asthma-Prävalenz reduzie-
renden Umweltfaktoren ist (Genuneit et al., 2011) und eine hohe mikrobielle Exposition mit
einer niedrigeren Wahrscheinlichkeit einhergeht, Asthma im Kindesalter zu entwickeln (Ege
et al., 2011), stellt die Analyse der Mikrobiota einen interessanten Forschungsansatz dar.
Die Methode der 454-Pyrosequenzierung bietet im Gegensatz zu den bisher angewandten Ver-
fahren den entscheidenden Vorteil, parallel sehr viele unbekannte Sequenzen zu gewinnen und
zu analysieren. So lassen sich Aussagen über die phylogenetische Komposition und die rela-
tiven Häufigkeiten der Bakterien treffen.
Das erste Hauptziel dieser Arbeit war die Etablierung der Methoden zur Erstellung der DNA-
Bibliothek, der emPCR und der 454-Pyrosequenzierung für die zwei unterschiedlichen Pro-
bentypen als Voraussetzung für die Analyse der Mikrobiota. Die Methoden sollten nach der
Etablierung reproduzierbar sein und in darauffolgenden Studien einheitlich durchgeführt wer-
den können.
Das zweite Hauptziel war die Erschließung der taxonomischen Zusammensetzung und die
Bestimmung eines möglichen Ursprungs der Bakterien in den beiden Probentypen sowie die
Analyse der Diversität. Die Frage war, ob die Matratze eine geeignete Probe zur Erfassung
der Umwelt, in der die Kinder lebten, darstellte und inwieweit die vordere Nasenhöhle durch
die Umwelt beeinflusst wurde. Um einen Umwelteinfluss beurteilen zu können, wurden die
Proben von zwei unterschiedlichen Gruppen betrachtet: Auf der einen Seite standen Bauern-
hofkinder, deren Eltern hauptberuflich einen Bauernhof betrieben, auf der anderen Seite stan-
den Referenzkinder ohne Kontakt zu einem Bauernhof. Diese beiden Gruppen wurden auf
unterschiedliche taxonomische Zusammensetzung und Diversität in den beiden Probentypen
untersucht.
Als letztes Hauptziel galt es, Unterschiede zwischen Kindern mit einer Erkrankung an Asthma
und gesunden Kontrollen zu definieren. Lange Zeit wurden Erkrankungen der oberen Atem-
wege wie die allergische Rhinitis in der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde und Erkrankungen der
unteren Atemwege wie das Asthma in der Pneumologie behandelt und strikt voneinander ge-
trennt. Heute ist bekannt, dass das atopische Asthma und die allergische Rhinokonjunktivitis
im Sinne einer united airway disease häufig kombiniert auftreten und es wird immer mehr
nach systemischen Therapieansätzen gesucht (Bachert et al., 2004; Bousquet et al., 2004; Rim-
mer und Ruhno, 2006). Diese Vorstellung der united airways erlaubt es, die Vermutung auf-
zustellen, dass die Nasenschleimhaut möglicherweise auch bei einer Erkrankung an Asthma
verändert sein könnte und sich von gesunden Kontrollen unterscheidet. Unterschiede zwischen
Asthmatikern und Kontrollen im Matratzenstaub könnten des Weiteren für protektive Fakto-
ren oder Risikofaktoren in der Umwelt sprechen oder aber auch die Mikrobiota des Kindes,
das auf der Matratze schlief, widerspiegeln.
Hierbei sollte auch nach einer inversen Korrelation zwischen der Mikrobiota von Bauernhof-
kindern und Asthmatikern in Matratzenstaub und Nasenabstrichproben gesucht werden, um
mögliche Erklärungen für die niedrigere Asthmaprävalenz von Bauernhofkindern zu finden.
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2 Material und Methoden

Eine Auflistung aller verwendeten Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Geräte befindet
sich in den Tabellen E1, E2 und E3 (in Kapitel 6).

2.1 Untersuchungsmaterial

Das analysierte Probenmaterial stammte aus der österreichischen Studienregion der GABRIE-
LA Studie Phase 2 mit 1011 Kindern (Abbildung 5). In Phase 1 bestand die österreichische Po-
pulation aus 5020 Kindern (Genuneit et al., 2011). Der Fokus der Arbeit richtete sich auf zwei
wesentliche Informationen: die Erkrankung an Asthma und das Leben auf einem Bauernhof
(Bauernhof-Exposition). Der Unterschied zu einer klassischen retrospektiven Fall-Kontroll-
Studie bestand darin, dass in der GABRIELA Studie die Kinder zusätzlich vor der Analyse in
exponierte Bauernhofkinder und nicht-exponierte Referenzkinder eingeteilt wurden.
Die Studienpopulation wurde in 4 Strata eingeteilt, Bauernhof-exponierte nicht Bauernhof-
kinder wurden aus der Analyse ausgeschlossen. In die Referenzgruppen (ohne Asthma) wur-
den Nichtatopiker und Atopiker in einem Verhältnis eingeschlossen, wie es der Normalbevöl-
kerung entspricht. Damit wurde sichergestellt, dass mögliche Assoziationen von Bauernhof-
Exposition und Asthma nicht durch die potenzielle Störgröße Atopie verzerrt wurden.
Die untersuchte Population setzte sich in Phase 2 aus 452 Bauernhofkindern und 559 Refe-
renzkindern zusammen. Bis auf die Materialsammlung, die zwischen Mai und Juli 2007 durch
trainiertes Studienpersonal stattfand, wurden alle experimentellen Arbeitsschritte selbststän-
dig durchgeführt. Zwischen Nasenabstrich- und Matratzenstaubprobennahme lagen ca. 0-2
Tage Abstand (Mittelwert= 0,86 d; SD = 1,14).
Die Proben wurden wie folgt in vier Gruppen eingeteilt: Erkrankung an Asthma (Fall) jeweils
mit (Bauernhof-Gruppe) und ohne (Referenz-Gruppe) Bauernhof-Exposition; keine Erkran-
kung an Asthma (Kontrolle) ebenfalls mit (Bauernhof-Gruppe) und ohne (Referenz-Gruppe)
Bauernhof-Exposition.
Die Variable Asthma wurde definiert, wenn eine der folgenden Aussagen zutraf: eine ärztli-
che Asthma bronchiale Diagnose, Wheezing (pfeifendes Atemgeräusch) in den letzten zwölf
Monaten, der Gebrauch eines Asthmasprays mindestens einmal im Leben oder mindestens
zweimal im Leben eine obstruktive oder spastische oder asthmatische Bronchitis.
Für die Einstufung als Bauernhofkind musste das Kind auf einem Bauernhof aufwachsen, der
von der Familie bewirtschaftet wurde, ein Referenzkind lebte in ländlicher Gegend, durfte
aber weder auf einem Bauernhof aufwachsen noch Kontakt zu Rohmilch, Tierställen oder ei-
ner Scheune haben (Genuneit et al., 2011; Illi et al., 2012).
Die Studienpopulation bestand anfangs aus 119 zufällig ausgewählten Probenpaaren (Abbil-
dung 5). Sieben Matratzenstaubproben enthielten zwischen 0 und 9,5 mg Staub, sodass sie
aufgrund zu geringer Staubmengen von der Studie ausgeschlossen wurden. Neun Nasenab-
strichproben konnten wegen schlechter Probenqualität nicht sequenziert werden. So reduzier-
te sich das für die Sequenzierung verwendete Probenmaterial auf 103 Proben. Letztendlich
analysiert und verglichen werden konnten 86 Matratzenstaub- und die korrespondierenden
Nasenabstrichproben, da bei einer Probe das Filtern der Sequenzen nicht durchgeführt werden
konnte und 16 Proben das für die Analyse benötigte Einschlusskriterium von mehr als 1000
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Sequenzen verfehlten (Abbildung 5). Bei den Bauernhofkindern hatten 18 Kinder eine Asth-
madiagnose und 18 waren in der gesunden Kontrollgruppe. Bei den Referenzkindern gab es
25 Kinder mit Asthmadiagnose und 25 Kinder waren gesund.

Abbildung 5: Überblick über die Probenauswahl

2.1.1 Nasenabstriche

2.1.1.1 Sammlung und Aufbewahrung
Die Abnahme der Nasenabstriche erfolgte durch trainiertes Studienpersonal. Ein steriles Wat-
testäbchen (Stiel Kunstfaser: Mastaswab MD 559, Fa. Mast, Grünwald) wurde 1 cm tief in
den vorderen Teil der Nasenhöhle des Kindes eingeführt, auf die Schleimhaut aufgesetzt und
diese fünfmal kreisförmig abgestrichen. Die Sammlung erfolgte zwischen Mai und Juli 2007.
Innerhalb von 24 h wurden die Proben bei -80 °C im Tropeninstitut Basel bis zur Aufarbeitung
gelagert. Im November 2012 wurden die ausgewählten Proben selbstständig in Basel sortiert
und auf Trockeneis nach München (LMU; AG von Mutius) transportiert. Dort wurden sie bis
zur DNA-Extraktion bei -80 °C gelagert.

2.1.2 Matratzenstaub

2.1.2.1 Sammlung und Aufbewahrung
Das Sammeln des Matratzenstaubes erfolgte durch die Eltern der Studienteilnehmer. Unter
Zuhilfenahme eines standardisierten bebilderten Protokolls und eines Nylonsäckchens, das
am eigenen Staubsauger vorne am Saugrohr fixiert wurde, saugten diese die gesamte Matratze
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des Kindes für 2 min ab (Schram et al., 2005). Der so gewonnene Staub wurde dem Studi-
enzentrum zugesandt und bei -80 °C zwischengelagert, bevor er, bis zur DNA-Extraktion in
München, in Utrecht bei -80 °C aufbewahrt wurde.

2.1.2.2 Aliquotierung des Matratzenstaubes
Die Aliquotierung wurde eigenständig durchgeführt. Der Matratzenstaub wurde in sterile
2 ml Probenröhrchen (RNAse, DNAse und Endotoxin-frei; Axygen, Schwerte) aliquotiert.
Von jeder Matratzenstaubprobe wurden fünf Aliquots erstellt: Zwei Probenröhrchen mit 30
mg, ein Röhrchen mit 50 mg, ein Probenröhrchen mit 100 mg und ein Röhrchen für den even-
tuell vorhandenen Rest.
Vor Beginn wurde der Arbeitsplatz mit DNA-Exitus plus (Applichem, Darmstadt) gereinigt
und zwischen zwei Proben erfolgte eine erneute Reinigung mit Ethanol 70 %. Der ungesieb-
te Staub wurde mit einer Feinwaage abgewogen, beim Abwiegevorgang wurden mit Ethanol
gereinigte Latex-Handschuhe (Sempercare, Gevelsberg) und eine Einmal-Mundschutz-Maske
(Tiga-Med, Ronneburg) getragen, um eine Kontamination des Staubs zu verhindern. Spatel,
Einmal-Wägeschälchen und 2 ml Probenröhrchen wurden 20 min in der CL-1000 ultravio-
let Crosslinker Box (UVP, Wasserburg) mit UV-Licht bestrahlt. Nach jeder Probe wurde der
Spatel mit Ethanol benetzt und abgeflammt.

2.2 DNA-Extraktion

Bevor man mit der DNA-Extraktion beginnen konnte, war Folgendes zu beachten: Um eine
Kontamination des Probenmaterials zu vermeiden, wurde die Extraktion unter einer zuvor
20 min mit UV-Licht bestrahlten Sicherheitswerkbank der Klasse II durchgeführt. Alle UV-
Licht stabilen Reagenzien wurden für 20 min in der CL-1000 ultraviolet Crosslinker Box
(UVP, Wasserburg) bestrahlt, ebenso alle verwendeten Gefäße und Arbeitsgeräte.
Zusätzlich zu jedem Extraktionslauf wurde eine Negativkontrolle, die keinen Nasenabstrich
bzw. Matratzenstaub, sondern nur die zugefügten Agenzien enthielt, mitextrahiert, und im
Anschluss daran der DNA-Gehalt der Negativkontrolle bestimmt, um eine eventuelle Konta-
mination festzustellen. Die DNA-Extraktion wurde eigenständig durchgeführt.

2.2.1 Nasenabstrichproben

Zur Vorbereitung der DNA-Extraktion wurden 50 mg mit Säure gewaschene Glaskügelchen
(150-212 µm Durchmesser, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in ein steriles 2 ml Mikrozentrifu-
genröhrchen (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) gegeben. Diese unterstützen die Zelllyse me-
chanisch und können die DNA-Ausbeute erhöhen sowie Inhibitorkonzentrationen (z. B. Hu-
minsäure) erniedrigen (Ogram et al., 1987).
Die Extraktion erfolgte mit dem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden). Es wurde wie folgt
vorgegangen: Der Kopf des Mastaswab mit der daran haftenden Nasenabstrich-DNA wurde
mit einer mit Ethanol desinfizierten Schere abgeschnitten und in das mit 50 mg Glaskügelchen
gefüllte 2 ml Mikrozentrifugengefäß gestellt.
Dazu wurden 432 µl 1 x TE-Puffer (Stammlösung 100 x TE [1 M] Tris-HCl; pH 8.0; 0.1 M
EDTA, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) und 18 µl 4 x Lysozym (Stammlösung c=35000 U/µl von
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Biozym; Endkonzentration c=1.000 U/ µl) gegeben. Nach Vortexen und Inkubation bei 37 °C
für 1 h (alle 15 min 20 sec lang vortexen) wurden 30 µl Proteinase K (Qiagen, Hilden) und dar-
auffolgend 450 µl AL Puffer zugegeben und 15 sec gevortext. Die Mischung wurde 30 min bei
56 °C inkubiert, dann 5 min bei 95 °C. Aufgrund der Möglichkeit einer DNA-Degradierung
wurde darauf geachtet, die Inkubationszeit nicht zu überschreiten. Nach Zugabe von 450 µl
100 %igem Ethanol (Biozym) und Vortexen, um Tröpfchen von der Innenwand zu entfernen,
wurde die Probe 2 sec mit der Micro Star 17 (VWR, Darmstadt) bei 6.000-facher Erdbe-
schleunigung (6.000 xg) zentrifugiert. Eventuell ausfallendes weißes Präzipitat sollte in allen
weiteren Schritten mitverwendet werden.
Nun wurden 700 µl der Mischung, ohne mit der Pipette Glaskügelchen aufzusaugen, auf ein
QIAamp Säulchen (Qiagen, Hilden), das sich in einem 2 ml Sammelgefäß (im verwendetetn
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) enhalten) befand, gegeben. Das Gefäß wurde ver-
schlossen und bei 6.000 xg für 1 min zentrifugiert. Die DNA sollte dabei an das Säulchen
binden. Das Filtrat wurde verworfen und das Säulchen wieder in das 2 ml Gefäß gestellt. Um
möglichst viel DNA zu extrahieren, wurde nun der Nasenabstrich-Kopf in ein kleines Körb-
chen (DNA Spin Baskets, Promega) gelegt, dieses in ein 1,5 ml Mikrozentrifugenröhrchen
gestellt, und für 30 sec zentrifugiert. Die gesammelte Flüssigkeit wurde zum Säulchen gege-
ben, ebenso die restliche Mischung bei 6.000 xg für 1 min zentrifugiert. Die Flüssigkeit wurde
verworfen und das Säulchen wieder in das Gefäß gestellt.
Nach Zugabe von 500 µl AW1 Waschpuffer zum Säulchen wurde bei 6.000 xg 1 min lang
zentrifugiert, das Säulchen in ein sauberes 2 ml Sammelgefäß (Qiagen, Hilden) gestellt und
das Sammelgefäß, das das Filtrat enthielt, verworfen. Nun wurden 500 µl AW2 Puffer dazu-
gegeben, das Gefäß wurde verschlossen und bei 20.000 xg 3 min zentrifugiert.
Das Filtrat wurde verworfen und, nach Zurückstellen des Säulchens, das Gefäß bei 20.000
xg für 1 min zentrifugiert. Danach wurde das Sammelgefäß samt Filtrat verworfen, das Säul-
chen in ein sauberes 1,5 ml DNA lo bind Gefäß (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) gestellt und
50 µl AE Elutionspuffer zugefügt, das Gefäß 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und, um
das DNA-Extrakt zu erhalten, das Gefäß 1 min bei 6.000 xg zentrifugiert. Die so gewonnene
DNA wurde in zwei 1,5 ml DNA lo bind Gefäße (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) aliquo-
tiert, Charge 1 mit 25 µl für die PCR genutzt und der verbleibende Rest als Charge 2 für die
Langzeitaufbewahrung bei -80 °C gelagert.
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2.2.2 Matratzenstaub

2.2.2.1 DNA-Extraktion mit Powersoil Kit
Die DNA-Extraktion mit Staubmengen von 10 bis 100 mg erfolgte mit Powersoil-DNA-
Isolation-Kit (MO BIO, Hamburg) nach dem Herstellerprotokoll unter einer Sicherheitswerk-
bank Klasse II ohne Modifikationen.

2.2.2.2 DNA-Extraktion mit Fast Spin Kit for Soil
Für die DNA-Isolation von Staubmengen zwischen 10 und 100 mg mit FastDNA Spin Kit
for Soil (mp Biomedicals, Eschwege) wurde wie folgt vorgegangen: Der Matratzenstaub wur-
de zu einem Lysing Matrix E Gefäß gegeben und 978 µl Sodium Phosphate Buffer zugefügt.
Nach Hinzugabe von 122 µl MT Puffer wurde die Lösung mit dem FastPrep Adapter (Vortex-
Adapter, MO BIO) 10 min auf höchster Stufe gevortext. Danach wurde jedes Gefäß für
15 min bei 14.000 xg mit Micro Star 17 (VWR, Darmstadt) zentrifugiert, der Überstand in ein
sauberes 2 ml Mikrozentrifugenröhrchen überführt und 250 µl Protein Precipitation Solution
(=PPS) zugefügt. Nach zehnmaligem Schütteln der Proben von Hand und Zentrifugation bei
14.000 xg für weitere 5 min wurde der Überstand in ein sauberes 2 ml Gefäß gegeben und
1 ml Binding Matrix suspension nach Resuspendierung hinzugefügt. Nach 2 min, in denen die
Proben per Hand geschüttelt wurden, wurden 690 µl zu einem Säulchen, das sich in einem
Auffanggefäß befand, gegeben, bei 14.000 xg 1 min zentrifugiert, das Auffanggefäß entleert
und der Vorgang so lange wiederholt, bis die Lösung aufgebraucht war.
Die im Filter verbliebene Matrix mit der gebundenen DNA wurde durch Zugabe von 500 µl
SEWS-M mit der Pipettenspitze und der Kraft des Flüssigkeitsstrahls gelöst und 1 min bei
14.000 xg zentrifugiert. Nach Entleeren des Auffanggefäßes wurde die Probe ohne Flüssig-
keitszugabe 2 min bei 14.000 xg zentrifugiert, um letzte Flüssigkeitsreste zu entfernen, das
Säulchen in ein neues Auffanggefäß gegeben und 5 min bei Raumtemperatur getrocknet. Nun
wurde die DNA im Spin Filter mit 75 µl DNAse freiem Wasser (DES) suspendiert und gevor-
text, danach die Probe 5 min bei 55 °C inkubiert. Nach Zentrifugation bei 14.000 xg befand
sich im Sammelgefäß das DNA-Isolat.
Die so gewonnene DNA wurde in zwei 1,5 ml DNA lo bind Gefäße (Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf) aliquotiert, Charge 1 mit 30 µl für die PCR genutzt und der verbleibende Rest als
Charge 2 für die Langzeitaufbewahrung bei -80 °C gelagert.

2.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung mittels Picogreen

Mit Picogreen wurden die DNA-Konzentrationen und PCR-Produkt-Konzentrationen gemes-
sen. Der verwendete Kit war Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (LifeTechnologies, Darm-
stadt). Alle Messungen wurden in Duplikaten durchgeführt und die Proben auf 96 Well PCR
Plates Standards (Peqlab, Erlangen) gemessen.
Pro Platte wurden acht Standards (Lambda DNA standard, 100 µg/mL in TE-Puffer), eine Ne-
gativkontrolle ohne DNA-Extrakt und 39 Proben gemessen. Eine Standardreihe von 8 Stan-
dards (ST) mit folgenden DNA-Konzentrationen in ng/µl wurde in 2 ml Mikrozentrifugen-
röhrchen (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) erstellt: 0; 7,18; 15,63; 31,25; 62,5; 125; 250; 500.
Je 125 µl Standard wurden in die vorgesehenen Wells pipettiert, in jedes Probenwell dagegen
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124 µl 1 x TE-Puffer (Stammlösung 100 x TE [1 M] Tris-HCl; pH 8.0; 0.1 M EDTA, Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) und 1 µl DNA-Extrakt. Die verdünnte Picogreen-Lösung für eine Platte
wurde aus 66 µl Picogreen und 13,13 ml 1 x TE im Dunkeln angesetzt, da der Farbstoff
lichtempfindlich ist. Danach wurden in jede Vertiefung 125 µl verdünnte Picogreen-Lösung
gegeben, mit einer Alufolie abgedeckt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die
Messung mit dem Plattenlesegerät SpectraMax Fluorescence Microplate Reader (Molecular
Devices) und dem Programm SoftMaxPro stattfand. Somit lag jede Probe in einer Verdünnung
von 1

250 vor. Folgende Einstellungen wurden verwendet: Picogreen Fluoreszenz, Wellenlänge
488 Exzitation, 520 Emission, kein Auto cut off, Sensitivität 30 (= max), mittlere MT Sen-
sitivität, 10 sec Automix, keine Auto-Kalibrierung Run Haven, Assay Platte Typ 96-Wells
Standard opaque, gesamte Platte zu lesen, kein Auto Read.
Das Programm SoftMaxPro errechnete die Werte in 1

250 Verdünnung, sodass mit 250 multipli-
ziert werden musste, um die Konzentration in ng/µl zu erhalten.

2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zur Ampli�kation des
bakterienspezi�schen 16S rRNA-Gen-Fragments

Die PCR diente als Verfahren, die variablen Regionen V3-V5 des 16S rRNA-Gens zu ampli-
fizieren. Alle Schritte bei der PCR wurden selbstständig ausgeführt.
Das Amplifikat wurde mit dem V3-5 Forward Primer und dem BC0XXX Reverse Primer er-
zeugt (Abbildung 6) und hatte eine Länge von 586 Basen. Es wurde für jede Probe derselbe
V3-5 Forward Primer verwendet, der BC0XXX Reverse Primer beinhaltete im Gegensatz da-
zu eine probenspezifische Barcodesequenz/multiplex identifier (MID) zur Identifikation der
Proben. So wurde jedem Studienkind für Matratzenstaub- und die korrespondierende Nasen-
abstrichprobe eine Barcodesequenz zugeteilt. Die Primer bestehen aus folgenden Bereichen:

1. Die Adaptersequenz: Adapter A bei Forward Primer 357F zur Anlagerung der Amplifi-
kationsprimer bei der emPCR, Adapter B bei Reverse Primer 926R zur Bindung an den
Sequenzierprimer; in beiden Fällen ist zusätzlich ein Key vorhanden, der essentiell für
die Sequenzierung des Amplikons ist.

2. Der probenspezifische 12 Basen lange Barcode, der bei der Auswertung für die Identi-
fikation der Probe notwendig und nur beim reverse Primer vorhanden ist.

3. Der für die zu amplifizierende Region spezifische Primerabschnitt. Er bindet an eine
konservierte Region im 16S rRNA-Gen im bakteriellen Genom.

Die Barcodes aller verwendeten Primer sind in den Tabellen E4 und E5 (in Kapitel 6) aufge-
listet.
Es wurden 3 PCR Ansätze pro Probe mit einem Volumen von 25 µl angesetzt. Für Matratzen-
staub wurde 1 µl DNA als Template eingesetzt, bei Nasenabstrichen 5 µl. Bei einer geringen
Menge an spezifischem PCR-Produkt, beurteilt über die Gelfotos nach der Stärke des ampli-
fizierten spezifischen Produkts, wurde der Einsatz auf 3 µl Matratzenstaub-DNA erhöht. Die
PCR-Läufe wurden in 0,2 ml PCR-Gefäßen (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) bzw. 96-Wells-
Platten (Biorad, München) durchgeführt.
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Abbildung 6: Darstellung der verwendeten Primer: A) V3-5 Forward Primer, der für jede Probe die
gleiche Sequenz besitzt; B) beispielhaft der BC0001 Reverse Primer, der zusätzlich ei-
ne probenspezifische Barcode-Sequence enthält, um die einzelnen Proben voneinander
unterscheiden zu können. Die Reverse Primer wurden mit BC0XXX bezeichnet (XXX:
von 001-119 durchnummeriert).

Die verwendeten Primer (Eurofins, Ebersberg) hatten High Performance Liquid Chromatogra-
phy (HPLC) Reinheitsgrad. Jedem Probenkind wurde für Matratzenstaub und Nasenabstrich
derselbe Reverse Primer 926R zugeordnet. Um eine Verunreinigung der Primer zu erkennen,
wurde sowohl für jede Matratzenstaub- als auch Nasenabstrichprobe eine Negativkontrolle mit
sterilem Wasser als Template und dem jeweiligen Primer angesetzt. Bei positivem Ergebnis in
der Gelelektrophorese wurde das amplifizierte PCR-Produkt verworfen und die Probe erneut
amplifiziert.
Die Reaktion wurde unter der UV-AirClean Workstation- Model GL UV/WL, UV-245nm
(LTF Labortechnik, Wasserburg) angesetzt, die zuvor mit DNA-Exitus plus (Applichem, Darm-
stadt) gesäubert und 20 min mit UV-Licht bestrahlt worden war. Dabei wurden die Pipet-
ten in der Arbeitsbank mitbestrahlt. Die Pipettenspitzen, die 0,2 ml PCR-Gefäße (Eppendorf,
Wesseling-Berzdorf) bzw. 96-Wells-Platten (Biorad, München), das sterile 50 ml Schraubge-
fäß für den Mastermix, das sterile Wasser (Roth, Karlsruhe), der Puffer, das Betain (Betaine
solution, 5M, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) und das albumin from bovine serum low endo-
toxin (BSA) (10[mg

ml ], Sigma-Aldrich, Taufkirchen) für die Reaktion wurden in der CL-1000
ultraviolet Crosslinker Box (UVP, Wasserburg) 20 min mit UV-Licht bestrahlt.
Bovine serum albumin (BSA) und Betain sind zwei Zusätze, die häufig zur Optimierung der
PCR eingesetzt werden. Betain führt in GC-reichen Regionen zu einer Reduzierung der Se-
kundärstruktur, sodass eine Anlagerung der Primer leichter möglich ist (Rees et al., 1993).
BSA wird besonders bei Proben mit niedrigem Reinheitsgrad verwendet, was auf die verwen-
deten Proben zutraf. Es wird angenommen, dass es die Taq-DNA-Polymerase stabilisiert (Jor-
dan et al., 1992) und mit Substanzen interferiert, die durch die bakterielle Zelllyse bei der
DNA-Extraktion entstanden sind und die PCR stören können (Nagai et al., 1998). Für die Re-
aktion wurde FastStart High Fidelity PCR System dNTP Pack (Roche, Mannheim) verwen-
det. Zunächst wurde ein Mastermix erstellt. Um für jede Probe eines PCR-Laufs dieselben
Bedingungen zu schaffen, wurden die Angaben für eine PCR-Reaktion mit der Anzahl der
PCR-Reaktionen multipliziert und 10 % zusätzlich für eventuelle Pipettierungenauigkeiten
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hergestellt. Pro Probe benötigte man:

• V3-5 Forward Primer [5M]: 2 µl

• High Fidelity dNTP-Pack [10mM]: 0,5 µl

• FastStart 10 x Buffer [1,8 mM] mit zugesetztem Mg2+: 2,5 µl

• Steriles Wasser (Roth, Karlsruhe): 15,75 µl für Matratzenstaubproben bzw.
13,75 µl für Nasenabstrichproben; bei Zugabe von 6,5 µl Betain und/oder 1 µl BSA
wurde das sterile Wasser um das entsprechende Volumen reduziert.

• Fast Start HiFi Polymerase [5 U/µl]: 0,25 µl

Pro PCR wurden für eine Matratzenstaub-DNA-PCR 22 µl und für eine eine Nasenabstrich-
DNA-PCR 20 µl Mastermix pippetiert, danach der probenspezifische Primer und zum Schluss
die DNA als Template.
Für jeden Lauf wurde außerdem eine Positivkontrolle mit einer 1

100 -Verdünnung eines amplifi-
zierten Fragments des E. coli 16S rRNA-Gens erzeugt. Für Reaktionen in 0,2 ml PCR-Gefäßen
wurde nach jedem Pipettierschritt gevortext und danach kurz mit der Mikrozentrifuge Micro
Star 17 (VWR, Darmstadt) zentrifugiert. Bei Verwendung von 96-Wells-Platten wurden diese
nach den Pipettierschritten mit Adhesive PCR Foil Seal (Peqlab, Erlangen) zugeklebt, kurz mit
einer Plattenzentrifuge PerfectSpin P (Peqlab, Erlangen) zentrifugiert und in den Professional
Basic Thermocycler (Biometra, Göttingen) gestellt. Die Einstellungen für den Thermocycler
waren:

Tabelle 2: Einstellungen zur Herstellung der DNA-Bibliothek

2.4 Gelelektrophorese zur Visualisierung der PCR-Produkte

Um die PCR-Produkte sichtbar zu machen, wurden sie nach der PCR und nach den Aufreini-
gungsschritten auf ein selbstständig hergestelltes 1 %iges Agarosegel aufgetragen.
Zur Herstellung wurden 100 ml 1x TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer, hergestellt aus 50x TAE-
Buffer (Roth, Karlsruhe) und Wasser, sowie 1 g PeqGold Universal Agarose (Peqlab, Erlan-
gen) verrührt und 2 min bei 600 Watt in einer Mikrowelle erhitzt. Nach 1,5 min Abkühlen wur-
den 5 µl Ethidiumbromid [10mg

ml ] (life technologies, Darmstadt) zugegeben und durch Schwen-
ken vermischt. Dann wurde das Gel in eine Gelkammer mit Probentaschenkamm (VWR,
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Darmstadt) gegossen und 1 h ausgehärtet. Nach Entfernung des Kammes wurden, sofern nicht
anders angegeben, zum Laden des Gels pro Proben- und Negativkontrollen-Geltasche 2 µl
Gel Loading Dye (New England Biolabs (NEB), Frankfurt), 3 µl Probe und 7 µl Wasser ver-
wendet. Bei der Positivkontrolle wurde nur 1 µl Amplicon verwendet, dafür 9 µl Wasser. Um
eine Verunreingung des Wassers auszuschließen, wurde auch immer eine Probe mit 2 µl Gel
loading Dye und 10 µl Wasser und außerdem die DNA-Ladder 100 bp (New England Biolabs,
Frankfurt) zur Beurteilung der Länge und Reinheit des amplifizierten Fragments aufgetragen.
Diese war laut Herstellerangaben geeignet für 100-1.517 bp. Die DNA-Ladder erzeugte Ban-
den bei 100, 200, 300, 400, 500, 517, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.200 und 1.517 bp. Zur
Orientierung verfügten die Banden bei 500, 517 und 1.000 bp über eine erhöhte Intensität.
Die Elektrophorese lief 55-60 min bei einer Spannung von 100 V.

2.5 Aufreinigung der PCR-Produkte

2.5.1 Agencourt AMPure XP beads

Für die selbstständig durchgeführte Aufreinigung wurden Agencourt AMPure XP beads (Beck-
man Coulter, Krefeld) verwendet. Zunächst wurden die drei PCR-Ansätze in 1,5 ml DNA lo
bind Gefäße (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) vereinigt, das Volumen betrug 70 µl. Während-
dessen wurden alle Agenzien mit Ausnahme der Agencourt AMPure XP beads 20 min in
der CL-1000 ultraviolet Crosslinker Box (UVP, Wasserburg) bestrahlt, ebenso die Pipetten-
spitzen und Pipetten. Nach Äquilibrieren auf Raumtemperatur wurden diese stets im Verhält-
nis AMPureXPbeads

Amplicon = 0,7
1 zugegeben, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und 5 min in den

DynaMag-2 Magnet (12321D) Magnetic Particle Collector (MCP) (life technologies, Darm-
stadt) gestellt. Der Überstand wurde abpipettiert und verworfen. Nach Zugabe von 200 µl
frisch hergestelltem 70 % Ethanol aus sterilem Wasser (Roth, Karlsruhe) und Ethanol abso-
lute (Applichem, Darmstadt), wurden die DNA lo bind Gefäße im MPC für 1 min inkubiert.
Danach wurde der Überstand erneut abpipettiert und verworfen. Dieser Waschschritt mit Etha-
nol wurde wiederholt und die Gefäße 3 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 50 µl 1 x
TE-Puffer (Stammlösung 100 x TE [1 M Tris-HCl; pH 8.0; 0.1 M EDTA, Sigma-Aldrich])
zu jeder Probe, wurden die Gefäße 5 sec gevortext und 2 min im MCP bei Raumtemperatur
inkubiert.
Im letzten Schritt wurde der Überstand in ein 1,5 ml DNA lo bind Gefäß (Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf) überführt. Die so gewonnenen aufgereinigten Amplicons wurden bei -20 °C bis zur
Weiterverarbeitung gelagert.

2.5.2 QIAquick PCR Puri�cation Kit von Qiagen

2.5.2.1 QIAquick PCR Puri�cation Kit für die Aufreinigung von PCR Produkten

Ein Teil der PCR-Produkte von Nasenabstrichproben wurde zusätzlich zur Aufreinigung mit
Agencourt AMPure XP beads mit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) nach den
Herstellerangaben von Qiagen aufgereinigt und das gewonnene PCR-Produkt in 20 µl 1 x
TE-Puffer (Stammlösung 100 x TE 1 M Tris-HCl; pH 8.0; 0.1 M EDTA, Sigma-Aldrich,
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Taufkirchen) eluiert.

2.5.2.2 Verwendung QIAquick Gel Extraction Kit für das Ausschneiden von PCR-
Produkten aus einem Agarosegel
Einige ausgewählte Nasenabstrich-PCR-Produkte wurden auf 1 %iges Agarosegel aufgetra-
gen (Herstellung Kapitel 2.4) und die PCR-Produkte in einer Gelkammer für 70 min bei
100 V aufgetrennt. Das spezifische Produkt wurde mit UV-Licht sichtbar gemacht und mit ei-
nem Messer ausgeschnitten. Mittels QG Puffer (Masseverhältnis 1:3) wurde das PCR-Produkt
nach Herstellerangaben aus dem Gel gelöst. Danach erfolgte eine erneute Aufreinigung mit
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden).

2.6 Qualitätskontrolle der PCR Produkte mittels Agilent 2100
Bioanalyzer

Die Messungen wurden selbstständig mit dem DNA 7500 Kit und 2100 Bioanalyzer (Agilent,
Waldbronn) nach Herstellerangaben durchgeführt. Nach Verteilung des Gel-Dye-Mix (Agi-
lent, Waldbronn; Herstellung laut Protokoll) auf dem gesamten Chip konnten pro Lauf max.
12 Proben (jeweils 1 µl) in die dafür vorgesehenen Vertiefungen gegeben und gelelektropho-
retisch aufgetrennt werden. Bei jedem Lauf wurde als qualitative und quantitative Kontrolle
eine „Ladder“ mit aufgetragen. Durch den im Gel vorhandenen Fluoreszenzfarbstoff wurden
die Proben analysiert und die Ergebnisse in gelartige Bilder (Banden) und Elektropherogram-
me mit Spitzen (Peaks) im Sinne einer DNA-Detektion bei einer bestimmten Fragmentlänge
übersetzt. Durch den Einsatz eines Lasers wurden DNA-Konzentrationen ab 0,1 ng/µl erfasst.
Der verwendete Kit DNA 7500 konnte Fragmentlängen von 100 bis 7.500 bp analysieren. So
konnten besonders auch kleine DNA-Fragmente wie Primerdimere (kurze Fragmente, beste-
hend aus Adapter A bzw. B, key-Sequenz, Barcode und eigentlichem Primer, wobei zwei Pri-
mer durch Bindung der Adaptoren dimerisieren (454 Sequencing System Guidelines, 2011))
analysiert werden (Agilent 2100 Bioanalyzer).

2.7 454-Pyrosequenzierung

Für die 454-Pyrosequenzierung von bakterieller DNA aus Matratzenstaub und Nasenabstri-
chen stand ein GS FLX+ / XLR70 Titanium Instrument (Roche, Mannheim) zur Verfügung.
Nach Erstellung der DNA-Bibliothek (Gesamtheit aller in einer Probe vohandenen und ampli-
fizierten 16S rRNA-Genabschnitte der bakteriellen DNA) wurden die Proben laut Hersteller-
anleitungen präpariert (emPCR Amplification Method Manual Lib L LV, Mai 2011; Amplicon
Library Preparation Manual, Juni 2013; 454 Sequencing System Guidelines, 2011; Sequen-
cing Method Manual for the GS FLX+ Instrument, Juni 2013). Dies geschah mit freundlicher
Unterstützung und unter Anleitung von Susanne Kublik und Dr. Marion Engel, Arbeitsgruppe
Egen und wurde am Helmholtz Zentrum München Deutsches Forschungszentrum für Ge-
sundheit und Umwelt (GmbH) Research Unit Environmental Genomics Ingolstädter Landstr.
1 85764 Neuherberg durchgeführt.
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2.7.1 Herstellung der äquimolaren Pools

Für jede Platte wurde ein Pool, bestehend aus verschiedenen Proben, hergestellt. Um sicher-
zustellen, dass für jede Probe theoretisch die gleiche Anzahl an 16S rRNA-Gen-Fragmenten
sequenziert werden konnte, wurde der gleiche molare Einsatz für jede Probe gewählt. So
wurde nach Errechnung der Konzentration jeder Probe berechnet, welches Volumen einge-
setzt werden musste, um dieselbe Anzahl an 16S rRNA-Gen-Fragmenten (entspricht der glei-
chen Molekülzahl) zu erzielen. Für Matratzenstaub- und Nasenabstrichproben wurden noch
je vier Negativ-Kontrollen (=NPCR) bei der PCR und je zwei Negativ-Kontrollen der DNA-
Extraktion (=NER) in die Pools gegeben.
Ebenso von Bedeutung war die Anzahl der Proben pro Pool und Platte. Je mehr Proben auf
einer Platte sequenziert wurden, desto weniger Sequenzen konnten theoretisch pro Probe ge-
wonnen werden.
Besonders aus diesem Grund wurde im Vorfeld eine Testsequenzierung zur Abschätzung der
benötigten Plattenanzahl durchgeführt. Für die Testplatte wurden die 8 verwendeten Proben
auf 109 Moleküle

µl verdünnt und ein Pool mit 109 mol
µl erstellt.

Für die fünf Pools der eigentlichen Analyse von Matratzenstaub- und Nasenabstrichproben
erfolgte eine zufällige Verteilung der Matratzenstaubproben auf Pool eins bis drei und der Na-
senabstrichproben auf Pool vier und fünf (Tabelle 3).
Zunächst wurde für jede Probe die Amplikon-Konzentration in Moleküle

µl berechnet:

Tabelle 3: Erstellung der Pools für Platte 1-5

Moleküle
µl =

Probenkonzentration[ ng
µl ]·6,022·1023

656,6·109·586bp∗ ; ∗Amplikonlänge.

Nun wurde von jeder Probe das Volumen (VP) berechnet, das eine Molekülzahl von 1011

für Matratzenstaub bzw. 1010 für Nasenabstrichproben beinhaltete:

VP = 10x

Moleküle
µl

; x = 11 für Matratzenstaub und x = 10 für Nasenabstrichproben.

Die berechneten Volumina wurden zu einem Pool zusammenpipettiert. Für NPCR bzw. NER
wurden standardisiert 4 µl unverdünnte Negativkontrollen eingesetzt (theoretisch enthielten
die Negativkontrollen keine Amplikons). Die Anzahl der Moleküle pro µl des Pools wurde
wie folgt ermittelt: 10x·n

V ; x = 11 für Matratzenstaub- und x = 10 für Nasenabstrichproben;
n=Anzahl der Proben ohne NPC und NER; NPC und NER enthalten theoretisch keine Mo-
leküle; V=Gesamtvolumen des Pools in µl mit MDNPCR und MDNER, da diese den Pool
quasi verdünnen.
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Dieser so erstellte Pool wurde aliquotiert und in 1,5 ml DNA lo bind Gefäßen (Eppendorf,
Wesseling-Berzdorf) bei -20 °C bis zur Weiterverwendeung eingefroren.

2.7.2 emPCR

Für jede emPCR wurde die gewünschte Verdünnung frisch erstellt, da die Stabilität des Pools
mit sinkender Molekülanzahl pro µl abnimmt.
Der Einsatz wurde im Verhältnis zur eingesetzten Menge an DNA capture beads angegeben
und für jeden Pool neu berechnet. Zur Ermittlung des optimalen DNA-Einsatzes wurde eine
emPCR mit Small Volume (SV) emulsion oil angesetzt und die DNA-Menge bestimmt, die
beim emulsion Breaking (emBreaking) ein enrichment (Menge der DNA capture beads in %,
die nach Reinigungs- und Waschschritten von der ursprünglichen Menge gewonnen werden
kann) im Zielbereich von 5-20 % erreichte. Bei 5 % ist zusätzlich ein geringer Anteil an DNA-
negativen Beads, bei 20 % zusätzlich ein geringer Anteil an polyklonalen Beads enthalten. Bei
einer Anreicherung von 8 % geht man von einem optimalen DNA

Bead -Verhältnis aus. Wurde diese
Konzentration erreicht, konnte die emPCR mit Large Volume Emulsion Oil (=LV) erfolgen.
Die emPCR wurde nach den Vorgaben des FLX long amplicon Lib A Protokoll (Technical
Bulletin (454 Sequencing System Guidelines, 2011)) durchgeführt, der verwendete Kit war
GS FLX Titanium SV/LV emPCR Kit (Lib-L) (Roche, Mannheim), alle verwendeten Gefäße
waren 1,5 und 2 ml DNA lo bind Gefäße (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf). Für die emP-
CR wurde zunächst, wie bei einer konventionellen PCR, ein aus der DNA-Bibliothek, den
dNTPs, den Enzymen, den Primern, der Polymerase und den Beads bestehender Reaktions-
mix erstellt, dieser zu einer thermostabilen Wasser-Öl Emulsion gegeben und in dem Tissue
Lyser II (Qiagen, Hilden) bei einer bestimmten Frequenz geschüttelt. Auf diese Weise entste-
hen 106 einzelne Mikroreaktoren pro ml, die im Idealfall exakt ein Bead, ein DNA-Fragment
und einen entprechenden Anteil an Reaktionsmix enthalten. Die Emulsion wurde auf einer 96-
Well PCR-Platte (Biorad, München) mit 100 µl pro Well dispensiert und die Bead-gebundenen
DNA-Fragmente klonal vervielfältigt, so dass nach der PCR Millionen derselben Fragmente
an ein und dem selben Bead gebunden waren. Die Emulsion wurde nach dem PCR-Lauf (Ta-
belle 4) binnen 6 h weiterverarbeitet (erlaubte Zeit ohne Qualitätsverlust: 16 h). Der Ampli-
coneinsatz betrug bei der Testplatte 1 und 11

3 copy per bead (Verhältnis Anzahl der Amplicons
zu Anzahl der Kügelchen im Emulsion Oil), bei den Matratzenstaubproben 1 copy per bead,
bei den Nasenabstrichen 0,5 copy per bead. Bevor mit dem emBreaking begonnen werden

Tabelle 4: Thermocycler-Einstellungen für die emPCR

konnte, wurde das emPCR-Produkt auf Qualität geprüft (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Beurteilung der emPCR: Eine intakte Emulsion ist entweder A) homogen oder zeigt B)
eine milchige Phase, auf der sich eine klare Phase befindet. Ist die Emulsion dagegen wie
in C) gebrochen, kann sie nicht verwendet werden (454 Sequencing System Guidelines,
2011; Roche Diagnostics GmbH, 2010).

2.7.3 Emulsion Breaking

Das Emulsion Breaking wurde nach Herstellerangaben (Roche, Mannheim) durchgeführt. Die
verwendeten Kits waren: GS FLX Titanium emPCR Breaking Kit SV und LV.
Es setzt sich im Wesentlichen aus Bead-recovery und enrichment zusammen.
Bei der Bead-Recovery wurden die Beads mehreren Waschschritten unterzogen, um sie vom
Emulsion-Oil zu lösen. Mittels Isopropanol wurden die Beads gereinigt und die DNA-positiven
von den DNA-negativen Beads getrennt. Dazu wurden Biotin-markierte Anreicherungsprimer
verwendet, die einerseits DNA-gebundene Beads und andererseits an Streptavidin ummantelte
Magnetbeads binden.
Beim enrichment wurden die sequenztragenden enrichment beads angereichert. Unter Ver-
wendung eines DynaMag-2 Magnet (12321D) Magnetic Particle Collector (MCP) (life tech-
nologies, Darmstadt) wurden die an Magnet-Beads haftenden DNA-Beads an der Wandung
des Magneten durch Pelletierung gewonnen und die DNA-negativen Beads gleichzeitig aus
der Lösung herausgewaschen.
Zur Berechnung des enrichment wurden die hierfür vorgesehenen Gefäße zunächst leer ge-
wogen, danach im mit enrichment beads gefüllten Zustand. Zuvor wurden 3 µl des Volumens
entnommen, um die Beads für 3 µl an einem Coulter Counter Multisizer (Beckman Coulter)
zu zählen. Zur Berechnung der Ausbeute an DNA-Beads wurde folgende Formel verwendet:
Bead-Anreicherung [100%] = (Anzahl der angereicherten DNA-tragenden Beads

35·106 Beads
Gefäss

) ·100

2.7.4 Sequenzierlauf

Die Vorbereitungen der PTP und des GS FLX+ Instruments sowie das Beladen der PTP er-
folgten nach Herstellerangaben. Der verwendete Kit war GS FLX Titanium PicoTiterPlate Kit
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70x75 (Roche, Mannheim). Der Testpool wurde auf eine Viertel PTP, jeder Matratzenstaub-
und Nasenabstrichpool auf eine eigene PTP aufgetragen.

2.8 Datenverarbeitung und statistische Auswertung

Die Rohdaten wurden zunächst mit der Roche 454 Datenprozessierungspipeline v2.8 für shot-
gun Sequenzen prozessiert. Das Denoising, ein Algorithmus zur Entfernung fehlerhafter Se-
quenzen, und die Entfernung von Chimären wurden mit Ampliconnoise durchgeführt (Quince
et al., 2011). Die verbleibenden Sequenzen wurden in OTUs geclustert, indem Sequenzen
mit 97 % Ähnlichkeit mit UCLUST (Edgar, 2010) einer OTU zugeteilt wurden. Dabei wurde
die de-novo picking Methode (eine Clusterung, die unabhängig von externen Referenzdaten-
banken geschieht (QIIME developing team, 2015)) der Quantitative Insights Into Microbial
Ecology (QIIME) version 1.8. (Caporaso et al., 2010) verwendet.
Um die Sequenzen taxonomisch zuzuordnen, wurden die repräsentativen Sequenzen aller
OTUs gegen die SILVA Datenbank Version 111 aligned (abgeglichen). OTUs, die Chloroplasten-
DNA zugeordnet werden konnten, wurden, ebenso wie Proben mit < 1000 Sequenzen (Tabel-
le 5), von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Um die Proben inter- und intraindividuell

Tabelle 5: Anzahl der Studienkinder im Verlauf der Untersuchung

vergleichen zu können, wurden sie auf die Minimalzahl an Sequenzen pro Probe (n=1.254)
rarefiziert und für alle Analysen, sofern nicht anders angegeben, die rarefizierte Stichprobe
verwendet. Dies bedeutet, dass ein Subsample von reads in jeder Probe gezogen wurde, um
mit der gleichen Anzahl von reads in jeder Probe zu operieren. Sofern nicht anders angegeben,
wurden die Analysen in dieser rarefizierten Stichprobe durchgeführt.
Die gesamte Datenprozessierung und die statistischen Analyseverfahren der Testplatte wur-
den in Rücksprache und mit freundlicher Unterstützung von Dr. rer. nat. Antje Legatzki,
Dr. von Haunersches Kinderspital, Ludwig-Maximilians-Universität München, Arbeitsgrup-
pe Prof. Dr. med. Dr. h.c. Erika von Mutius, mit der QIIME version 1.8. (Caporaso et al.,
2010) durchgeführt. Die statistischen Analyseverfahren der fünf Platten mit den eigentlichen
Nasenabstrich- und Matratzenstaubproben wurden in Rücksprache und mit freundlicher Un-
terstützung von Dr. rer. biol. hum. Martin Depner, Dr. von Haunersches Kinderspital, Ludwig-
Maximilians-Universität München, Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. Dr. h.c. Erika von Mutius,
durchgeführt. Die Abläufe wurden gemeinsam geplant, besprochen und ausgearbeitet. Die In-
terpretation der Daten erfolgte eigenständig.
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Um einzelne OTUs genauer charakterisieren zu können, wurden sie mit den Datenbankeinträ-
gen der BLAST NCBI-Datenbank verglichen.
Die α-Diversität ist ein Maß für die Diversität innerhalb eines Probentyps, d. h. die Vielfalt
der Spezies in einem bestimmten Umfeld (Fisher et al., 1943; Whittaker, 1972). Zur Beurtei-
lung dienten die (species) richness (Anzahl an beobachteten OTUs) (Whittaker, 1972; Whit-
taker, 1965), der Shannon-Index, der nicht nur die Anzahl, sondern auch die Proportionen der
verschiedenen OTUs berücksichtigt (Shannon et al., 1963) und die (Pielou´s) evenness. Die
evenness ist ein Maß für die Biodiversität. Ein Wert nahe bei 0 bedeutet, dass die in einem
System vorkommenden Arten in sehr unterschiedlicher Anzahl vorkommen, ein Wert nahe
bei 1, dass die Arten gleichverteilt sind (Mulder, 2004). Die α-Diversität wurde mit dem R
package vegan ermittelt (Oksanen und O´Hara, 2013).
Die β -Diversität beschreibt, wie groß die interindividuellen Unterschiede zwischen den Pro-
ben in einem Probentyp sind (Whittaker, 1972). Die β -Diversität wurde mit weighted und
unweighted UniFrac analysiert (Lozupone et al., 2011) und mit Nonmetric MultiDimensio-
nal Scaling (NMDS) (Minchin, 1987) unter Verwendung von R package phyloseq darge-
stellt (McMurdie, 2013). UniFrac misst den phylogenetischen Abstand zwischen den Taxa
einer Probe im phylogenetischen Baum als der Teil der Baumastlänge, der zu den Abkömm-
lingen eines der beiden betrachteten Lebensräume führt. Hier wurde es genutzt, um bakte-
rielle Gemeinschaften auf signifikante Unterschiede zu untersuchen und um die Ähnlichkeit
der einzelnen Proben eines Probentyps (Matratzenstaub oder Nasenabstrich) untereinander
und gleichzeitig die beiden Probentypen miteinander zu vergleichen (Lozupone und Knight,
2005).
Zur Verdeutlichung ist in Abbildung 8 eine schematische Darstellung zum Vergleich zweier
Probentypen dargetellt.

Abbildung 8: Vereinfachtes Schema zum besseren Verständnis der Bedeutung der α-Diversität und
β -Diversität. Für A) Probentyp 1 und B) Probentyp 2 sind jeweils zwei Proben mit 5
OTUs dargestellt.
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Probentyp 2 weist eine höhere α-Diversität auf als Probentyp 1, da Probentyp 2 jeweils vier
verschiedene OTUs in den Proben 1 und 2 aufweist. Im Gegensatz dazu weist Probentyp 1 in
beiden Proben nur zwei verschiedene OTUs auf, die sehr ungleich verteilt sind. Die richness
und die evenness sind daher in Probentyp 2 höher. Probentyp 1 weist eine höhere β -Diversität
auf als Probentyp 2, da Probe 1 und 2 nur in einer OTU übereinstimmen. Im Gegensatz dazu
stimmen in Probentyp 2 die Proben 1 und 2 in vier OTUs überein.

Um Unterschiede hinsichtlich der Diversität zwischen der Bauernhof- und Referenzgruppe
sowie der Asthma- und Kontrollgruppe zu bestimmen, wurden gewichtete Tests, d. h. für das
Design adjustierte Wilcoxon-Tests oder t-Tests, verwendet. Gewichtete Regressions Modelle
dienten zur Bestimmung von Unterschieden in Bezug auf die relative Häufigkeit von Phyla,
Genera und OTUs zwischen Bauernhof- und Referenzgruppe sowie Asthma- und Kontroll-
gruppe. Für alle Assoziationen wurden lineare und logistische Regressionsmodelle berechnet
und die lineare Regression als Standardmodell verwendet. Die lineare Regression testete die
OTUs als abhängige Variable von Bauernhofkind und Referenzkind bzw. Asthmatiker und
Kontrolle.
Ein p-Wert von p ≤ 0,05 wurde als signifikant angenommen. Als häufige Taxa wurden Phyla,
Genera und OTUs mit einer relativen Häufigkeit von > 1% in der Probe eingestuft und als
selten, wenn sie zu ≤ 1% repräsentiert waren. Die seltenen Genera und OTUs wurden bei den
Analysen als Gesamtvariable seltene Genera bzw. seltene OTUs zusammengefasst.
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3 Ergebnisse

3.1 Methodische Vorergebnisse: Optimierung der
DNA-Bibliothek

3.1.1 Auswahl des DNA-Extraktionskits für Matratzenstaub

Die Matratzenstaubmenge sollte bei der DNA-Extraktion so gering wie möglich gehalten wer-
den, da sie pro Studienkind stark variierte (Abbildung 9) und möglichst viele Proben analysiert
werden sollten.

Abbildung 9: Häufigkeitsverteilung der Menge an Matratzenstaub aller abgewogenen Proben (n=119)

Des Weiteren erwies sich die DNA-Extraktion mit 100 mg Staub als schwierig, da das Pro-
benmaterial inklusive Reagenzien nur knapp in die vorgesehenen Gefäße passte. Effizientes
Schütteln war kaum möglich.
Zwei verschiedene DNA-Extraktionskits, FastDNA SPIN Kit for Soil (FS) (mp Biomedicals,
Eschwege) und Power Soil DNA Isolation Kit (PS) (MO BIO über dianova, Hamburg), wur-
den mit unterschiedlichen Staubmengen (10, 20, 30 und 50 mg) getestet. Der Kit mit der im
Vergleich effizienteren DNA-Extraktion bei möglichst geringer Staubmenge sollte ermittelt
werden. Als Maßstab galt die mit Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (LifeTechnologies,
Darmstadt) bestimmte DNA-Konzentration und eine starke spezifische Bande bei der zu er-
wartenden Fragmentgröße von 586 bp bei der Gelelektrophorese. Als Material diente Test-
matratzenstaub, der nach demselben Protokoll wie die österreichischen Matratzenstaubproben
von zwei Matratzen eines Wohnheims in München entnommen und für die Kits verwendet
wurde. Mit beiden Kits wurden nach Aliqoutierung in je 10, 20, 30 und einmal 50 mg Staub
zwei DNA-Extraktionsläufe durchgeführt. Die DNA-Konzentration wurde mittels Picogreen
(LifeTechnologies, Darmstadt) bestimmt (Tabelle 6).
Nach DNA-Extraktion beider Staubproben mit FS und PS wurden 2 µl DNA-Isolat als Tem-
plate für die PCR-Reaktion eingesetzt, bei der ein gemeinsamer Mastermix verwendet wurde.
Die DNA-Extrakte wurden bei einem gemeinsamen PCR-Lauf mit dem Professional Basic
Thermocycler (Biometra, Göttingen) amplifiziert. Die Zyklenanzahl betrug 29. Nach der Am-
plifikation wurden 2 µl des PCR-Produkts auf ein gemeinsames Gel aufgetragen. Bei Staub-
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Tabelle 6: Quantitativer Vergleich der DNA-Konzentrationen der DNA-Extraktionen mit unterschied-
lichen Staubmengen und DNA-Extraktionskits

probe 1 wurden zweimal 20 mg Staub isoliert, bei Staubprobe 2 nur einmal. Die Picogreen-
Ergebnisse zeigten deutliche Unterschiede zwischen den beiden DNA-Isolationsverfahren: FS
zeigte durchgehend höhere Konzentrationen als PS. Nach PCR-Amplifikation und Darstellung
des spezifischen PCR-Produkts bei der Gelelektrophorese zeigten sich intensivere und breitere
Banden bei DNA-Extraktion mit FS (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Vergleich von PCR-Produkten mit Extrakten von Power Soil DNA Isolation Kit (PS)
und FastDNA SPIN Kit for Soil (FS) bei unterschiedlichen Mengen an Matratzenstaub.
Auftragungsreihenfolge: 1) DNA-Ladder; 2) DNA-freie Negativkontrolle für PCR
(NPCR); 3) DNA-freie Negativkontrolle für PCR (NPCR) (hier 5 µl Extrakt und nur
5 µl Wasser); 4) DNA-freie Negativkontrolle (NER) für DNA-Extraktion mit FS; 5)
DNA-freie Negativkontrolle (NER) für DNA-Extraktion mit PS; 6) 10 mg (PS); 7) 10
mg (FS); 8) 20 mg (PS); 9) 20 mg (FS); 10) 20 mg (PS); 11) 20 mg (FS); 12) 30 mg
(PS); 13) 30 mg (FS); 14) 50 mg (PS); 15) 50 mg (FS); 16) E. coli Positivkontrolle (P);
17) leer; 18) DNA-Ladder.

Besonders bei geringen Mengen an Matratzenstaub lieferte die Extraktion mit FastSpin Kit for
Soil bessere Ergebnisse. Eine Menge von 20 und 30 mg Staub war vollkommen ausreichend.
Man entschied sich für FS und 30 mg Staub pro Probe. Sieben Proben lagen zwischen 0 und
10 mg und wurden daher aufgrund mangelnder Vergleichbarkeit von allen weiteren Schritten
ausgeschlossen. Zwei Proben hatten 22,5 und 27,5 mg, wurden amplifiziert und aufgrund
hoher Amplikon-Konzentrationen in die Analyse mitaufgenommen.

3.1.2 DNA-Konzentrationen der DNA-Extrakte

Wie durch die unterschiedliche Probenbeschaffenheit anzunehmen war, zeigten 30 mg Ma-
tratzenstaub durchschnittlich höhere Gesamt-DNA-Konzentrationen (Abbildung 11) als der
korrespondierende Nasenabstrich.

3.1.3 PCR

3.1.3.1 Zusätze im Mastermix
Um die Wirkung der Zusätze Bovine serum albumin (BSA) und Betain zu testen und gleiche
Ausgangsbedingungen zu schaffen, wurde zunächst ein großer Mastermix mit 8,25 µl sterilem
Wasser pro Probe erstellt und dieser in vier 1,5 ml Reaktionsgefäße aufgeteilt.
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Abbildung 11: Gesamt-DNA-Konzentrationen von Matratzenstaub und Nasenabstrichproben mit Pi-
cogreen bestimmt

Die Versuche unter Verwendung von BSA zeigten die stärkste spezifische Bande bei der Gel-
elektrophorese, danach folgten die PCRs mit Zugabe von beiden Stoffen. Die alleinige Zugabe
von Betain führte zu den schlechtesten Ergebnissen (Abbildung 12).

Abbildung 12: Vergleich der PCR-Produkte bei Zugabe von BSA und Betain in den Mastermix. Es
wurden 3 µl Amplikon aufgetragen.
Auftragungsreihenfolge: 1) DNA-freie Negativkontrolle für PCR ohne Zusatz; 2-4)
Teststaub 1, 2 und 3 100 mg ohne Zusatz; 5) E. coli Positivkontrolle (P); 6) DNA-
freie Negativkontrolle für PCR mit Betain; 7-9) Teststaub 1, 2 und 3 mit BSA-Zusatz;
10) E. coli Positivkontrolle (P) mit Betain-Zusatz; 11) DNA-freie Negativkontrolle für
PCR mit Betain-Zusatz; 12-14) Teststaub 1, 2 und 3 100 mg mit BSA-Zusatz; 15) E.
coli Positivkontrolle (P) mit BSA-Zusatz; 16) DNA-freie Negativkontrolle für PCR mit
BSA+Betain-Zusatz; 17-19) Teststaub 1, 2 und 3 mit BSA+Betain-Zusatz; 20) E. coli
Positivkontrolle (P) mit BSA + Betain-Zusatz; 21) DNA-Ladder.

Aufgrund dieser Tatsache wurde für alle Proben 1 µl BSA pro PCR-Reaktionsansatz und Probe
eingesetzt. Gleichermaßen wurde für die Nasenabstriche verfahren.

3.1.3.2 Einsatzhöhe des DNA-Extrakts und Wahl der Zyklenzahl
Da nur eine limitierte Menge an DNA-Extrakt hergestellt werden konnte, sollte nur so viel wie
nötig eingesetzt werden. Bei 66 Matratzenstaubproben reichte 1 µl DNA-Extrakt pro Master-
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mix aus. Bei 22 schlecht amplifizierbaren Proben wurde der Einsatz auf 3 µl pro Ansatz erhöht.
Bei der Nasenabstrich-DNA wurden aufgrund schlechter Amplifizierbarkeit statt anfänglich
3 µl (Abbildung 13 zur Veranschaulichung) kontinuierlich 5 µl DNA-Extrakt verwendet.
Vorversuche zeigten, dass bei Matratzenstaub 28 Zyklen zur Amplifikation ausreichten. Die
problematische Amplifikation der Nasenabstrich-DNA machte es notwendig, die Zyklenzahl
von 33 auf 35 zu erhöhen. Eine Kontamination zweier Reverse Primer bei den Nasenabstrich-
proben führte zu den in Abbildung 13 dargestellten positiven Negativkontrollen. Die mit die-
sen Reverse Primern erzeugten Amplifikate und die kontaminierten Reverse Primer wurden
verworfen und eine erneute Amplifikation unter Verwendung neu hergestellter Reverse Primer
durchgeführt.

Abbildung 13: Vergleich unterschiedlicher Mengen an DNA-Extrakt als Einsatz für die PCR und un-
terschiedlicher Zyklenzahl der PCR bei Nasenabstrichproben. Es wurden 3 µl Ampli-
kon aufgetragen.
Auftragungsreihenfolge für A) PCR mit 33 Zyklen und 3 µl; oben: 1) DNA-Ladder;
2-20) Negativkontrollen für Nasenabstrichproben ohne Aufreinigung; 21 und 22) E.
coli Positivkontrolle (P) ohne Aufreinigung für Run 1 (R1; 3 µl DNA-Einsatz und 33
Zyklen) und Run 2 (R2; 5 µl DNA-Einsatz und 35 Zyklen). Unten: 1-20) PCR-Produkt
für Nasenabstrichproben (es zeigt sich keine Amplifikation) nach einmaliger Aufreini-
gung; 21) DNA-Ladder.
Für B) PCR mit 35 Zyklen und 5 µl; oben: 1) DNA-Ladder; 2-21) Negativkontrol-
len für Nasenabstrichproben (Probe 13 und 20 mussten aufgrund von Kontamination
wiederholt werden). Unten 1) DNA-Ladder; 2-21) PCR-Produkt für Nasenabstrichpro-
ben nach einmaliger Aufreinigung (durch die Optimierung der PCR ist ein spezifisches
Produkt amplifiziert worden).
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3.1.4 Die Aufreinigung zur Entfernung von Primerdimeren

Die Aufreinigung der PCR-Produkte spielte eine entscheidende Rolle für die Sequenzierung.
Mit jeder Aufreinigung verringerte sich die Anzahl an Primerdimeren, jedoch wurde auch spe-
zifisches PCR-Produkt verloren. Bei den Matratzenstaubproben erzielte man bei der Gelelek-
trophorese mit zweimaliger Aufreinigung gut sichtbare spezifische Banden (Abbildung 14),
sodass alle Matratzenstaubproben zweimal aufgereinigt wurden. In Abbildung 14 wird ersicht-
lich, dass durch die Aufreinigung die Primerdimere deutlich weniger werden und die DNA
auf das spezifische Produkt reduziert wird. Matratzenstaub mit einem aufgereinigten PCR-
Produkt von < 10 ng

µl (Picogreen) wurde mittels Bioanalyzer analysiert und konnte aufgrund
nicht messbarer Primerdimere ohne weitere Aufreinigungsschritte verwendet werden. Die Na-

Abbildung 14: Amplifizierte 16S rRNA Genfragmente in A) vor der Aufreinigung und in B) nach
zweimaliger Aufreinigung mit Agengourt AMPure XP Beads. Es ist jeweils 1 µl Am-
plikon aufgetragen.
Auftragungsreihenfolge: 1) DNA-Ladder; 2-11) PCR-Produkte von unterschiedlichen
Matratzenstaubproben der GABRIELA Studie.

senabstriche wurden wegen der geringeren Konzentration an spezifischem PCR-Produkt zu-
nächst nur einmal aufgereinigt und auf dem Bioanalyzer beurteilt (Abbildung 15 A) und B)).
Nasenabstriche wiesen meist einen hohen schmalen Peak auf, Matratzenstaubproben (Abbil-
dung 15 C)) dagegen häufig mehrere spezifische Peaks und ein weiteres Fragment bei etwa
1.000 bp. Da an die Beads bevorzugt kleinere Fragmente binden, stören große Fragmente bei
der Sequenzierung jedoch nicht. Proben ohne detektierten Primerpeak (ein graphisch sichtba-
rer aber nicht messbarer Peak wurde ebenfalls als negativ gewertet) und mit einem schmalen
hohen PCR-Produkt-Peak wurden als sequenzierbar eingestuft. Waren messbare Primerdime-
re vorhanden, wurden die Proben ein weiteres Mal mit Agencourt AMPure Beads aufgereinigt.
Für 34 Proben zeigte sich bei der mit Bioanalyzer beurteilten Qualität keine Besserung in Be-
zug auf Primerdimere, sodass die Proben bis zu zweimal mit Qiagen PCR Purifikation Kit
aufgereinigt werden mussten. Als letzte Möglichkeit diente für 16 Proben das Aufreinigen
des ausgeschnittenen spezifischen Produkts aus einem Gel. Beim Vergleich der Menge an se-
quenzierten Primerdimeren bei Matratzenstaub und Nasenabstrichproben zeigte die aufwän-
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digere Methode mit Analyse jeder Probe auf dem Bioanalyzer geringere Primerdimere. 12
Proben konnten aufgrund der aus den Optimierungsverfahren resultierenden PCR-Produkt-
Konzentration < 3ng

µl nicht sequenziert werden.

Abbildung 15: Analyse einer Nasenabstrichprobe mit dem Bioanalyzer: in A) nach einmaliger und in
B) nach zweimaliger Aufreinigung mit Agencourt AMPure XP Beads.
Zu beachten ist die unterschiedliche Skalierung der Fluoreszenzskala (FU), der Peak
bei 50 bp repräsentiert die zur Kontrolle mit aufgetragene DNA-Ladder. Nur bei A)
ist mit der Software eine Primerdimerkonzentration von 1,17 ng

µl detektierbar, bei B)
sind die Primerdimere nur noch grafisch darstellbar. Das spezifische PCR-Produkt (im
schwarzen Rechteck) reduziert sich von 25,65 ng

µl auf 12,10 ng
µl . C) zeigt eine Matrat-

zenstaubprobe, bei der man ein bei diesem Probentyp häufig beobachtetes zusätzliches
PCR-Produkt (im grünen Rechteck) bei 992 bp sehen kann.

3.1.5 Vergleich der PCR-Produkte

Nach den jeweiligen Optimierungsverfahren waren die mit Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay
Kit (LifeTechnologies, Darmstadt) gemessenen PCR-Produkt-Konzentrationen von Matrat-
zenstaub und Nasenabstrichen rein quantitativ in etwa vergleichbar. Der Großteil der Proben
lag im Bereich zwischen 30 und 50 ng

µl , wie in Abbildung 16 zu sehen ist.
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Abbildung 16: Amplikon-Konzentrationen (Picogreen) von Matratzenstaub- (blau) und Nasenab-
strichproben (lila). Graphisch dargestellt sind alle 112 Matratzenstaub- und die kor-
respondierenden Nasenabstrichproben, die in die experimentelle Arbeit aufgenommen
wurden. Die Konzentrationen der sieben Proben mit Staubmengen zwischen 0 und 9,5
mg wurden für beide Probentypen aufgrund fehlender Vergleichbarkeit nicht ermittelt.

3.2 Erste Sequenzierergebnisse anhand einer Testplatte

Hauptziel der Testplatte war es, die benötige Sequenziertiefe insbesondere für Matratzenstaub-
proben zu bestimmen, da bisher noch keine Ergebnisse zur Orientierung vorlagen. Des Wei-
teren sollte ein erstes Bild über die Sequenzen entstehen. Die Rohdaten wurden mithilfe von
QIIME analysiert.
Multiple-Rarefaction Kurven zeigten bei Matratzenstaubproben durchschnittlich eine höhe-
re Anzahl an OTUs (Abbildung 17). Bei ca. 6.000 Reads lag man im Sättigungsbereich. Die
Proben 4-6 (österreichischer Matratzenstaub, gesammelt von Mai bis Juli 2007) wiesen durch-
schnittlich 50 % Chloroplastensequenzen auf, die Proben 1-3 (Münchner Matratzenstaubpro-
ben, gesammelt zwischen Oktober 2007 und Januar 2008) dagegen nur ca. 14 % (Tabelle 7).
Bei den Proben 7 und 8 (österreichische Nasenabstriche, gesammelt von Mai bis Juli 2007)
waren es nur etwa 5 %.
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Abbildung 17: Multiple Rarefaction Kurven für die Proben der Testplatte.

Ein zusätzlicher Sequenzverlust von etwa 30 % aufgrund von Primerdimeren Filterung sowie
Denoising der Rohdaten musste ebenfalls berücksichtigt werden. Auf jeder Platte konnten
theoretisch 1.000.000 Sequenzen erzielt werden.

1.000.000−0,3·1.000.000
2 = 350.000

Bei 350.000 erwarteten Sequenzen pro Platte und ca. 120 Matratzenstaubproben entschied
man sich für drei Platten mit jeweils 40 Proben:
350.000

40 = 8.750
Die 120 Nasenabstrichproben wurden aufgrund der geringeren vermuteten Anzahl an OTUs
und der weitaus geringeren Anzahl an Chloroplasten nur auf zwei Platten sequenziert.

Tabelle 7: Übersicht über die Sequenzverteilung der Testplatte
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3.3 Hauptergebnisse: Analyse der Mikrobiota in Nasenabstrichen
und Matratzenstaub

3.3.1 Charakteristika der Sequenzierung

Die Prozessierung der Rohdaten zeigte für die Platten vier und fünf, auf denen die Nasenab-
strichproben sequenziert wurden, eine geringere Anzahl an Primerdimeren als die Platten eins
bis drei mit den Matratzenstaubproben. Für die Analysen wurden alle Sequenzen auf 400 bp
getrimmt.
Nach dem Denoising und Clustern wurden alle OTUs, deren Sequenzen Chloroplasten-DNA
zugeteilt werden konnten, von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Prozentual nahmen OTUs,
die Chloroplasten-DNA repräsentierten, in Matratzenstaub 26,8 % und in Nasenabstrichpro-
ben 4,4 % ein. Unter diesen OTUs war die OTU 14728 die häufigste. Sie wies eine 100 %
Ähnlichkeit zu Picea abies (gemeine Fichte) und Pinus sylvestris (Waldkiefer) auf.
Nach dieser Filterung ergaben sich für die 86 verbliebenen Kinder (s. Kapitel 2.8) 622.126
Sequenzen für Matratzenstaubproben und 871.490 Sequenzen für Nasenabstrichproben.
Bei der überwiegenden Anzahl an Nasenabstrichproben konnte mittels Multiple rarefaction
Kurven eine adäquate Sequenztiefe bestätigt werden (Abbildung 18). In Kontrast dazu zeigten
Matratzenstaubproben aufgrund einer unvollständigen Erfassung der OTUs keine Annährung
an eine horizontale Asymptote. Die beim Vergleich der beiden Probentypen durchgeführte
Rarefizierung auf 1.254 Sequenzen zeigte, dass in diesem Bereich die Steigung der Kurven
bei den meisten Nasenabstrichproben abnahm, wohingegen bei Matratzenstaub noch keine
Abflachung erkennbar war. Es wurde eine Stichprobe von 1.254 repräsentativen Sequenzen

Abbildung 18: Multiple Rarefaction Kurven für A) Nasenabstrichproben und B) Matratzenstaubpro-
ben. Jede Probe ist als eine einzelne Kurve zu betrachten. Alle einer Probe zugehörigen
Sequenzen (und nicht wie sonst die auf 1.254 rarefizierten Sequenzen) wurden ermittelt
und in Abhängigkeit davon die unrarefizierte bakterielle richness (Anzahl an OTUs pro
Probe) errechnet. Die vertikale schwarze Linie zeigt den Cut-off von 1.254 Sequenzen
für die rarefizierten Analysen.
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(schwarze vertikale Linie in Abbildung 18) für jede Probe festgelegt, da dies die Minimalzahl
an Sequenzen in den 86 verbliebenen vergleichbaren Proben war (Abbildung 19). Der Mit-
telwert der Nasenabstrichproben lag bei 10.130 Sequenzen und es wurde eine Maximalzahl
von 35.800 Sequenzen erreicht. Matratzenstaub wies eine geringere Streuung der Einzelwerte
auf. Das Minimum lag bei 2.909 Sequenzen, der Mittelwert bei 7.234 und das Maximum bei
11.860 Sequenzen.

Die mitsequenzierten Negativkontrollen lagen mit ihrer durchschnittlichen Sequenzzahl bei
0,14 % der durchschnittlichen Sequenzzahl einer Matratzenstaubprobe und bei 0,54 % der
durchschnittlichen Sequenzzahl einer Nasenabstrichprobe. Daher konnte eine Kontamination
der Proben mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

Abbildung 19: Veranschaulichung der Streuung der Sequenzzahl pro Probe für Nasenabstriche und
Matratzenstaub. Der schwarze Balken stellt den Median dar.

3.3.2 Taxonomische Zusammensetzung

Es wurde eine Einteilung in häufige und seltene Taxa vorgenommen. Häufige Phyla, Genera
und OTUs waren definiert durch ein Vorkommen zu > 1%. Seltene Phyla, Genera und OTUs
waren definiert durch ein Vorkommen zu ≤ 1 % und wurden für die statistischen Analysen
jeweils als eine Gesamtvariable zusammengefasst.

3.3.2.1 Phyla

Matratzenstaub- und Nasenabstrichproben wiesen dieselben vier dominierenden Phyla auf:
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes und Actinobacteria (Tabelle 8 und Abbildung 20).
In ihrer relativen Häufigkeit unterschieden sie sich außer in den Actinobacteria deutlich (in
Tabelle 8 fett gedruckt hervorgehoben). Des Weiteren fielen in Matratzenstaub Cyano- und in
Nasenabstrichproben Fusobacteria unter die häufigen Phyla. In Matratzenstaub waren außer-
dem mehr seltene Phyla vertreten.
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Tabelle 8: Relative Häufigkeit der häufigen Phyla (> 1% repräsentiert) in Nasenabstrich- und Matrat-
zenstaubproben (markante Unterschiede sind fett gedruckt hervorgehoben)

3.3.2.2 Genera

Bei den häufigen Genera unterschieden sich die beiden Probentypen bis auf den hohen Pro-
zentsatz von Streptococcus und Staphylococcus und die ähnlichen relativen Häufigkeiten für
Corynebacterium, Propionibacterium, Peptoniphilus, Neisseria, Porphyromonas und Actino-
bacillus (Tabelle 9 und Abbildung 21) deutlich: In Nasenabstrichproben konnten nur halb so-
viele (17,50 %) seltene Genera nachgewiesen werden wie in Matratzenstaub (34,0 %) (Tabelle
9). Matratzenstaub beinhaltete 22 häufige Genera, in Nasenabstrichen waren es nur zwölf. Be-

Tabelle 9: Relative Häufigkeit der häufigen Genera (> 1% repräsentiert) in Nasenabstrich- und Matrat-
zenstaubproben (markante Unterschiede sind fett gedruckt hervorgehoben)

sonders auffällig war der hohe Prozentsatz von Moraxella (29,9 %) und Haemophilus (6,3 %)
in Nasenabstrichproben. Matratzenstaub enthielt hingegen nur 1,4 % Moraxella (in Tabelle 9
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Abbildung 20: Relative Häufigkeitsverteilung der Phyla von Nasenabstrich- und Matratzenstaubpro-
ben

fett gedruckt hervorgehoben). Haemophilus konnte unter den häufigen Genera nicht gefunden
werden. Das Genus Gemella (1,1 %) war unter den häufigen Genera ebenfalls nur in Nasen-
abstrichproben vorhanden.
Bei Matratzenstaub lagen 14 Genera bei relativen Häufigkeiten zwischen 1 und 2 % und somit
nahe der seltenen Genera. Anaerococcus war mit 3,9 % nur in Matratzenstaub vertreten. Des
Weiteren gab es eine Reihe von Genera, die mit nur in Matratzenstaub vorhanden waren (in
Tabelle 9 fett gedruckt hervorgehoben) und zwischen 1 und 2 % repräsentiert waren.
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Abbildung 21: Verteilung der Genera in Nasenabstrich- und Matratzenstaubproben.
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3.3.2.3 Operational Taxonomic Units (OTUs)
Auf OTU-Ebene wurde der Unterschied zwischen Matratzenstaub und Nasenabstrichproben
in Bezug auf die Gesamtvariable der seltenen OTUs noch deutlicher. Mehr als die Hälfte aller
OTUs (58,5 %) konnte als selten eingestuft werden, in Nasenabstrichproben waren es weniger
als ein Viertel (23,5 %) (Tabelle 10 und Abbildung 22). Die OTUs sind mit einer Nummer
bezeichnet, in Klammern steht das Genus, dem sie angehören.

Tabelle 10: Relative Häufigkeit der häufigen OTUs (> 1% repräsentiert) in Nasenabstrich- und Matrat-
zenstaubproben (markante Unterschiede sind fett gedruckt hervorgehoben)

In Matratzenstaub waren 13, in Nasenabstrichproben 12 häufige OTUs vorhanden.
Parallel zur Genusanalyse und deutlich dominierend waren die OTU 12812 (Genus Moraxella)
(29,2 %) und OTU 3464 (Genus Haemophilus) (6,1 %) in Nasenabstrichproben, die beinahe
alle OTUs der Genera Moraxella bzw. Haemophilus abdeckten. In Matratzenstaub waren OTU
12812 nur zu 1,3 % und OTU 3464 nicht unter den häufigen OTUs vertreten (in Tabelle 10
fett gedruckt hervorgehoben).
Ebenfalls nur in Nasenabstrichproben unter den häufigen OTUs detektiert wurden OTU 13858
(Genus Corynebacterium) und OTU 15992 (Genus Gemella). Nur in Matratzenstaub konnten
dagegen unter den häufigen OTUs die OTU 7540 (Genus Anaerococcus), OTU 15091 (Genus
Corynebacterium), OTU 1308 (Genus Faecalibacterium) und OTU 14972 (Genus Granulica-
tella) nachgewiesen werden.
In beiden Probentypen fanden sich unter den häufigen OTUs die OTU 1606 (Genus Strep-
tococcus), OTU 2190 (Genus Staphylococcus), OTU 5959 (Genus Propionibacterium), OTU
4511 (Genus Corynebacterium), OTU 5064 (Genus Neisseria), OTU 4507 (Genus Actinob-
acillus), OTU 9105 (Genus Streptococcus) und OTU 16365 (Genus Peptoniphilus) (Tabelle
10).
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Abbildung 22: Relative Häufigkeitsverteilung der häufigen OTUs für Nasenabstrich- und Matratzen-
staubproben

Beim Vergleich mit der NCBI-Datenbank konnten einige häufige OTUs mit jeweils 100 %
Ähnlichkeit ihrer Sequenz den folgenden Spezies zugeteilt werden: OTU 12812 der Spezies
Moraxella catarrhalis und Moraxella nonliquefaciens und OTU 3464 Haemophilus influenzae
und Haemophilus haemolyticus. Für OTU 1606 konnten verschiedene Streptococcus Spezies
ausfindig gemacht werden, u. a. Streptococcus pneumoniae, Streptococcus infantis und Strep-
tococcus mitis. Die zweite häufige unter das Genus Streptococcus fallende OTU 9105 (Genus
Streptococcus) hatte 100 % Ähnlichkeit zu Streptococcus salivarius, Streptococcus thermo-
philus und Streptococcus vestibularis. Die übrigen häufigen OTUs zeigten Änlichkeiten zu
vielen verschiedenen Spezies.

Des Weiteren wurde auf intraindividuelle Gemeinsamkeiten untersucht. Dabei wurde geprüft,
welche OTUs sowohl in der Nasenabstrich-, als auch in der korrespondierenden Matratzen-
staubprobe desselben Kindes vorkamen. Es wurden nicht nur die häufigen OTUs in den bei-
den Probentypen betrachtet, sondern alle OTUs, die in jedem Kind unabhängig vom Probentyp
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mindestens mit jeweils fünf Sequenzen vorkamen. Tabelle 11 zeigt OTUs, für die mindestens
5 Sequenzen für mindestens 10 % der Kinder in beiden Probentypen gefunden wurden. Für In-
terpretationsansätze interessant wären die OTUs, die bei der Betrachtung aller Proben typisch
für den einen und untypisch für den anderen Probentyp sind. Kommen sie häufig gemeinsam
vor, so könnte eine Übertragung stattfinden. Daher wurden u. a. OTU 12812 und OTU 3464
als mögliche Transferkandidaten von der Nase auf die Matratze angesehen und OTU 1344,
OTU 658 und OTU 11013 als mögliche Transferkandidaten von der Matratze auf die Nase.
Beim Vergleich mit der NCBI-Datenbank konnten für OTU 12812 und OTU 3464 die oben ge-
nannten Ähnlichkeiten ermittelt werden. OTU 658 zeigte 100 % Ähnlichkeit zu verschiedenen
Acinetobacter Spezies, OTU 11013 eine 100 % Ähnlichkeit zu Lactococcus lactis.

Tabelle 11: Die häufigsten in beiden Probentypen eines Kindes vorhandenen OTUs

3.3.3 α-Diversität

Bei der α-Diversitätsanalyse wies Matratzenstaub eine mit p < 0,01 signifikant höhere rich-
ness (Anzahl an OTUs pro Probe) auf als die Nasenabstrichproben (hierzu auch Abbildung
23). Der Mittelwert betrug 251 OTUs pro Probe (SD=7), in Nasenabstrichproben waren es 93
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OTUs (SD=10) (Tabelle 12). Mit einer zweieinhalbfach höheren Anzahl an OTUs pro Pro-

Abbildung 23: Richness von Nasenabstrich- und Matratzenstaubproben. In Matratzenstaub konnte ei-
ne signifikant (p < 0,01) höhere richness nachgewiesen werden. Mittelwert = schwar-
zer horizontaler Balken (Werte in Tabelle 12).

be und einer Differenz im Durchschnitt von 158 OTUs zeigte Matratzenstaub deutlich mehr
OTUs als die Nasenabstrichproben (Tabelle 12). Der Shannon-Index war bei Matratzenstaub-
proben mit 4,20 doppelt so hoch wie bei den Nasenabstrichproben (2,09).
Die evenness als Maß für die Biodiversität einer Probe war bei Matratzenstaubproben mit
0,76 höher als mit 0,43 bei den Nasenabstrichproben. Dies bedeutete, dass die Spezies (reprä-
sentiert durch die OTUs) in Matratzenstaub in einem ausgewogeneren Verhältnis zueinander
standen als in den Nasenabstrichproben.

Tabelle 12: Mittelwert (und Standardfehler) für verschiedene Maße der Diversität

3.3.4 β -Diversität

Beim Vergleich der bakteriellen Zusammensetzung mittels Nonmetric Multidimensional Sca-
ling (NMDS) durch ungewichtete UniFrac Analyse zeigten sich zwei deutlich voneinander
unterscheidbare Verteilungsmuster (Abbildung 24). Jeder Punkt im Koordinatensystem reprä-
sentierte eine Probe. Matratzenstaub- (grüne Punkte) und Nasenabstrichproben (rote Punkte)
wiesen im Koordinatensystem einen deutlichen Abstand zueinander auf. Die Matratzenstaub-
proben lagen außerdem dichter beieinander. Die Mikrobiota der Nasenabstrichproben unter-
schied sich schlussfolgernd zwischen den einzelnen Proben mehr als in Matratzenstaubproben.
Gewichtete Unifrac Analyse zeigte ähnliche Ergebnisse (Daten nicht angegeben).
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Abbildung 24: Darstellung von Nonmetric Multidimensional Scaling (NMDS) durch ungewichtete
UniFrac Analyse. Matratzenstaubproben (grüne Punkte) zeigten ein deutlich dichte-
res Verteilungsmuster als Nasenabstrichproben (rote Punkte).
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3.3.5 Die Zusammensetzung der Mikrobiota von Bauernhofkindern und
Kontrollen

Es zeigten sich in Nasenabstrich- und Matratzenstaubproben keine signifikanten Unterschiede
zwischen Bauernhofkindern und Kontrollen im Hinblick auf die häufigen Phyla. Auch eine
Betrachtung der seltenen Phyla als eine Gesamtvariable zeigte keine Unterschiede in der rela-
tiven Häufigkeit (Tabellen E6, E7, E8 und E9 in Kapitel 6).
Bei Nasenabstrichproben lagen auf Genus-Ebene keine signifikanten Unterschiede zwischen
Bauernhof- und Referenzkindern vor (Tabelle 13).
In Matratzenstaub konnten bei Bauernhofkindern signifikant mehr seltene Genera, die als Ge-
samtvariable zusammengefasst wurden, festgestellt werden als bei den Referenzkindern (p <
0,0001). Außerdem zeigte sich ein vermindertes relatives Vorkommen der Genera Propioni-
bacterium (p = 0,0057), Finegoldia (p = 0,0256), Neisseria (p = 0,0013), Staphylococcus
(p = 0,0020) und Porphyromonas (p = 0,0002). Ein bereits auf Familienebene unklassifi-
zierbares Genus Uncultured, war hingegen signifikant häufiger repräsentiert (p = 0,0018). Es
gehörte zur Familie der Ruminococcaceae (Phylum Firmicutes, Klasse Clostridia, Ordnung
Clostridiales).

Tabelle 13: Auf Signifikanz beschränkte Unterschiede zwischen Bauernhofkindern und Referenzkin-
dern. Positive beta-Werte bedeuten ein höheres relatives Vorkommen der zugehörigen Ge-
nera in Bauernhofkindern im Vergleich zu den Referenzkindern und negative beta-Werte
erniedrigte Werte.

Nasenabstrichproben von Bauernhofkindern zeigten keine Unterschiede zwischen Bauernhof-
und Referenzkindern im Hinblick auf die häufigen OTUs. Die Nasenschleimhaut wurde nicht
signifikant durch die Tatsache, auf einem Bauernhof zu leben, beeinflusst.
Für Matratzenstaub zeigten sich im Hinblick auf die häufigen OTUs zwischen Bauernhof- und
Referenzgruppe einige Unterschiede (s. Abbildung 25): Bauernhofkinder wiesen im Gegen-
satz zur Referenzgruppe die OTU 658 (Genus Acinetobacter) mit 2,3 % und die OTU 11013
(Genus Lactococcus) mit 1,3 % auf. Im Gegensatz dazu waren sie bei den Referenzkindern
innerhalb der seltenen OTUs zu ≤ 1% vertreten. Diese Unterschiede waren jedoch nicht si-
gnifikant.
Auffällig war aber, dass die OTU 658 im Matratzenstaub bei nur einem Bauernhofkind nicht
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vorkam, aber bei den Referenzkindern 13 Kinder diese OTU nicht aufwiesen. Die OTU 11013
war, außer bei zwei Bauernhof- und drei Referenzkindern, in allen Matratzenstaubproben vor-
handen.
Beim Vergleich mit der NCBI-Datenbank ergab sich für OTU 658 eine 100 % Übereinstim-
mung mit verschiedenen Acinetobacter Spezies. Die OTU 11013 zeigte beim Vergleich mit
der NCBI-Datenbank eine 100 % Übereinstimmung mit Lactococcus lactis.
In Referenzkindern dagegen waren unter den häufigen OTUs die OTU 12812 (Genus Mo-
raxella), die OTU 5064 (Genus Neisseria), die OTU 4507 (Genus Actinobacillus), die OTU
16365 (Genus Peptoniphilus) und die OTU 14972 (Genus Granulicatella). Die OTU 13577
(Genus Corynebacterium) war nur in der Bauernhof- und die OTU 15091 (ebenfalls Genus
Corynebacterium) nur in der Refenzgruppe unter den häufigen OTUs zu finden.

Abbildung 25: Vergleich der häufigen OTUs von Bauernhof- und Referenzkindern in Matratzenstaub

Bei den auf Signifikanz beschränkten Unterschieden (Tabelle 13) konnten deutlich mehr sel-
tene OTUs in Matratzenstaub von Bauernhofkindern gesehen werden (p < 0,0001). Dies be-
dingte, dass in den Bauernhofkindern nur 10 OTUs unter den häufigen vertreten waren im
Vergleich zu den Referenzkindern, die 13 häufige OTUs aufwiesen.
Matratzenstaubproben von Bauernhofkindern wiesen außerdem signifikant niedrigere Werte
für die OTU 4511 (Genus Corynebacterium) (p = 0,0075), OTU 15091 (Genus Corynebacte-
rium) (p = 0,0207), OTU 5959 (Genus Propionibacterium) (p = 0,0064), OTU 5064 (Genus
Neisseria) (p = 0,0011) und OTU 2190 (Genus Staphylococcus) (p = 0,0020) auf als die
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Referenzgruppe.
Durch den Vergleich mit der NCBI-Datenbank konnten keine richtungsweisenden Aussagen
getroffen werden, da die genannten OTUs zu 100 % vielen verschiedenen Spezies zugeordnet
werden konnten. Matratzenstaubproben von Bauernhofkindern zeigten eine signifikant höhere
richness und einen signifikant höheren Shannon-Index (B) in (Abbildung 26). Bei den Nasen-
abstrichproben gab es keinen Unterschied (A) in Abbildung 26. Die höhere richness konn-
te als Zeichen des bereits beschriebenen signifikant höheren Wertes für die Gesamtvariable
der seltenen OTUs gesehen werden. Bei Matratzenstaub wurde dies bei einer Stichprobe von
5000 Sequenzen noch deutlicher (Reduktion der analysierten Proben auf n = 76, da 10 Kinder
< 5000 Sequenzen lieferten). Besonders die richness als Zeichen für eine erhöhte Anzahl an
OTUs pro Matratzenstaubprobe nahm mit dem Wert 600 bei den Bauernhofkindern beinahe
um das Doppelte zu (Abbildungen 26 und 27 im Vergleich).

Abbildung 26: Auf 1254 Sequenzen rarefizierte richness und Shannon-Index als Maß für die α-
Diversität in A) Nasenabstrichproben und B) Matratzenstaubproben getrennt für
Bauernhof- und Referenzgruppe. Der blaue horizontale Balken stellt den Mittelwert,
der schwarze horizontale Balken den Median dar.
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Abbildung 27: Vergleich der richness im Matratzenstaub für Bauernhof- und Referenzkinder bei einer
Stichprobe von 5000 Sequenzen. Die Gesamtzahl der Kinder reduzierte sich auf n=76,
da 10 Kinder < 5000 Sequenzen lieferten. Die richness steigt im Vergleich zu Abbil-
dung 26 auf das Doppelte an. Der blaue horizontale Balken stellt den Mittelwert, der
schwarze horizontale Balken den Median dar.

3.3.6 Die Zusammensetzung der bakteriellen Mikrobiota bei Asthmatikern und
Kontrollen

Beim Vergleich von Asthmatikern und Kontrollen ließ sich in den Nasenabstrichproben auf
Phylumebene ein signifikanter Unterschied feststellen: Die Bacteroidetes waren bei Kindern
mit Asthma signifikant erniedrigt (p = 0,0402) (Tabelle 14 für die auf Signifikanz beschränk-
ten Assoziationen; s. Tabellen E10, E11, E12 und E13 in Kapitel 6 für alle Assoziationen).
Für Matratzenstaub zeigte sich dieselbe, jedoch nicht signifikante Tendenz (p = 0,1018). In
beiden Probentypen zeigte sich eine Tendenz für ein vermehrtes Auftreten an Firmicutes.
Als Korrelat dieses reduzierten Vorkommens der Bacteroidetes in Nasenabstrichproben von
Asthmatikern konnten auf Genus-Ebene signifikant erniedrigte relative Häufigkeiten für Por-
phyromonas (p= 0,0445) (Phylum Bacteroidetes) und Prevotella (p= 0,0372) (Phylum Bac-
teroidetes) festgestellt werden. Für Matratzenstaub waren in “inverser Parallelität“ zu Bau-
ernhofkindern bei Asthmatikern die seltenen Genera, als Gesamtvariable zusammengefasst,
signifikant erniedrigt (p = 0,0075). Außerdem war das Genus Corynebacterium signifikant
häufiger bei Asthmatikern als bei den Kontrollen (p = 0,0189) (Tabelle 14) anzutreffen.
Im Hinblick auf die häufigen OTUs fanden sich für Nasenabstrichproben keine signifikanten
Assoziationen.
Parallel zu den Genera und OTUs bei Bauernhofkindern und ebenso wie bei Asthmatikern
auf Genus-Ebene waren die als Gesamtvariable zusammengefassten seltenen OTUs in Ma-
tratzenstaub erniedrigt (p = 0,0026). Es bestand somit eine konsistente „inverse Parallelität“
der seltenen Genera/OTUs mit Bauernhofkindern und Asthmatikern. Außerdem war die OTU
9015 (Genus Streptococcus) signifikant mit Asthma assoziiert (p= 0,0496) (Tabelle 14). Die-
se OTU konnte, wie bereits erwähnt, bei der Analyse mit der NCBI-Datenbank eine 100 %
Ähnlichkeit zu Streptococcus salivarius und Streptococcus thermophilus aufweisen.
Auch adjustiert für Bauernhof-Exposition zeigten sich die gleichen Assoziationen (Daten nicht
angegeben).
Die α-Diversitätsanalyse ergab bei den Matratzenstaubproben sowohl eine signifikant hö-
here bakterielle richness (p = 0,0116), als auch einen signifikant höheren Shannon-Index
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Tabelle 14: Auf Signifikanz beschränkte Unterschiede zwischen Asthmatikern und Kontrollen. Positi-
ve beta-Werte bedeuten ein höheres relatives Vorkommen der zugehörigen Genera in Asth-
matikern im Vergleich zu den Kontrollen und negative beta-Werte erniedrigte Werte.

(p = 0,0076) bei den Kontrollen. Auch bei den Nasenabstrichproben war diese Tendenz, je-
doch nicht statistisch signifikant, zu beobachten (Abbildung 28). Der Asthma-Effekt konnte
somit bei Matratzenstaub (Abbild der Umweltexposition) bestätigt werden. Für eine höhere
Stichprobe von 5000 Sequenzen in Matratzenstaub (Reduktion der Gesamtzahl der Kinder
auf 76, da 10 Kinder < 5000 Sequenzen lieferten) wurde dieses Ergebnis noch deutlicher.
Hier zeigten sich für die richness (p = 0,000822) und den Shannon-Index (p = 0,0008) noch
deutlichere p-Werte (Abbildung 29).
Wurde zusätzlich zur Einteilung in Asthmatiker und Kontrollen eine Trennung für Bauernhof-
und Referenzkinder vorgenommen, so zeigte sich nur noch bei den Referenzkindern mit Asth-
ma eine im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erniedrigte α-Diversität in Matratzenstaub
(Abbildung 30), der Median war aber auch bei den Bauernhofkindern mit Asthma im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe erniedrigt. Bei den Nasenabstrichproben gab es bei gleicher Ein-
teilung keine signifikanten Veränderungen, jedoch ließ sich in der Referenzgruppe derselbe
Trend beobachten wie bei den Matratzenstaubproben (Abbildung 31).
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Abbildung 28: Analyse der richness und des Shannon-Index für A) Nasenabstrichproben und B) Ma-
tratzenstaubproben. Der blaue horizontale Balken stellt den Mittelwert, der schwarze
horizonale Balken den Median dar.
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Abbildung 29: Vergleich der richness im Matratzenstaub für Asthmatiker und Kontrollen bei einer
Stichprobe von 5000 Sequenzen: Die analysierten Proben reduzieren sich auf n = 76,
da 10 Kinder < 5000 Sequenzen lieferten. Der Unterschied der richness zwischen Asth-
matikern und Kontrollen wird noch deutlicher (s. im Vergleich dazu B) in Abbildung
28). Der blaue horizontale Balken stellt den Mittelwert, der schwarze horizontale Bal-
ken den Median dar.

Abbildung 30: Richness von Matratzenstaub bei Bauernhof- und Referenzkindern mit und ohne Er-
krankung an Asthma. In A) sind die Bauernhofkinder und in B) die Referenzkinder
dargestellt. Der blaue horizontale Balken stellt den Mittelwert, der schwarze horizon-
tale Balken den Median dar.
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Abbildung 31: Richness von Nasenabstrichproben bei Bauernhof- und Referenzkindern mit und ohne
Erkrankung an Asthma. In A) sind die Bauernhofkinder und in B) die Referenzkinder
dargestellt. Der blaue horizontale Balken stellt den Mittelwert, der schwarze horizon-
tale Balken den Median dar.

Aufgrund der Tatsache, dass Bauernhofkinder im Matratzenstaub eine höhere richness aufwie-
sen als Referenzkinder und Asthmatiker in Matratzenstaub eine niedrigere richness hatten als
die Kontrollgruppe, wurde untersucht, ob die richness den Bauernhof-Effekt erklären konnte.
Für die Beurteilung wurde der change in estimate herangezogen: In dieser Studienpopulation
war das Verhältnis für eine Erkrankung an Asthma bei Bauernhofkindern und Referenzkin-
dern:

estimate = Bauernhofkind mit Asthma
Referenzkind mit Asthma = (−0,5268)

Bei Adjustierung für die richness lag der estimate für Bauernhof bei estimate = (0,232467).
Für den change in estimate galt:

−0,5268−0,232467
−0,5268 ·100% = 144,13%

→ Der Bauernhof-Effekt war also vollständig durch die Variable richness zu erklären, der
Schätzer drehte sich sogar um.
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3.3.7 Auswirkung einer Infektion der oberen Atemwege auf die mikrobielle
Zusammensetzung und Diversität

Bei der Abnahme der Nasenabstrichproben wurde bei 13 der 86 Studienkinder aktuell ein In-
fekt der oberen Atemwege, definiert als sichtbar laufende Nase oder sichtbare Erkältung, fest-
gestellt. Diese Kinder wurden auf gehäuftes Auftreten der Genera Moraxella, Streptococcus
und Haemophilus untersucht. Die Probenabnahme erfolgte in der Schule, weshalb von einem
Infekt ohne Fieber und keiner oder nur einer geringen Beeinträchtigung des Gesundheits-
zustandes ausgegangen werden konnte. Es konnten keine signifikanten Assoziationen zwi-
schen einem Infekt und der relativen Häufigkeit der untersuchten Genera festgestellt werden.
Die mögliche Störvariable „akuter Infekt der oberen Atemwege“ mit den typischen Bakterien
konnte somit weitgehend ausgeschlossen werden.
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4 Diskussion

4.1 Stärken und Grenzen der eingesetzten Methoden

Die Hauptziele dieser Studie waren die Erfassung der bakteriellen Diversität der Mikrobio-
ta von Matratzenstaub- und Nasenabstrichproben sowie die Analyse ihrer taxonomischen
Zusammensetzung. Diese Arbeit sollte eine Ergänzung und Weiterführung der durch Kul-
tivierung und SSCP-Analyse festgestellten inversen Korrelation zwischen der mikrobiellen
Exposition und Asthma (Ege et al., 2011) darstellen. Der entscheidende Vorteil der 454-
Pyrosequenzierung im Vergleich zu den früheren Verfahren ist die parallele Erfassung der
Bakterien bei hohem Durchsatz und relativ geringen Kosten (Ronaghi, 2001).
Weil die 454-Pyrosequenzierung die 16S rRNA Amplikons sequenziert, die vorher durch PCR
vervielfältigt werden, können theoretisch alle Bakterien in einer Probe erfasst werden. Jedes
Bakterium enthält nämlich das 16S rRNA-Gen.
Nach der parallelen Sequenzierung, bei der alle Proben eines Probentyps gemischt vorlagen,
konnte durch die Barcodesequenz außerdem eine eindeutige Zuordnung der Sequenzen zur
jeweiligen Probe, in der sie vorkamen, erfolgen. Durch die Analyse der Sequenzen war es
weiterhin möglich zu bestimmen, welche Bakterien in der jeweiligen Probe vorhanden waren.
Die erzeugten Rohsequenzen hatten nach der Sequenzierung zunächst eine Länge von ca.
500 bp, nach dem Durchlaufen von Ampliconnoise waren die Sequenzen auf max. 400 bp ge-
trimmt. Mit dieser Länge konnte meist eine eindeutige taxonomische Zuordnung auf Genus-
Ebene erfolgen. Durch das Herausgreifen einer repräsentativen OTU für alle Sequenzen, die
zu 97 % übereinstimmten, konnten teilweise sogar Aussagen auf Spezies-Ebene getroffen und
durch das Vergleichen mit der NCBI-Datenbank Ähnlichkeiten zu den in der Datenbank hin-
terlegten Bakterienspezies ermittelt werden.
Weil die taxonomische Zuordnung anhand der erzeugten Sequenz erfolgt, wird deutlich, dass
eine fehlerfreie Sequenz die Grundlage hierfür darstellt. In diesem Punkt gab es bei der 454-
Pyrosequenzierung einige Risiken. Fehler konnten auftreten, wenn als Nukleotidsequenz Ho-
mopolymere (mehrere identische Basen, z. B. CCC) aufeinanderfolgten. Die Kamera kann
beim eigentlichen Sequenzierschritt aufgrund der schnellen Abfolge der Lichtblitze und in-
folge des Grenzwerts der Lichtintensität, ab dem ein Nukleotideinbau als stattgefunden an-
genommen wird, eine Insertion oder Deletion von Basen in der Sequenz erzeugen (Quinlan
et al., 2008). Auch wenn mehrere nicht identische Fragmente an ein Bead binden, kann die
Kamera kein fragmentspezifisches Signal detektieren (Huse et al., 2007). Falls die zwischen
jedem Zyklus durchgeführten Waschvorgänge nicht alle Reagenzien entfernen, können daraus
Fehler in der Synthese des Komplementärstrangs entstehen (Margulies et al., 2005).
Die durchschnittliche Fehlerrate wegen Deletion, Insertion, Mismatches und nicht eindeutig
zu benennender Basen bei der Pyrosequenzierung beträgt 0,50 % (Luo et al., 2012) bis
1,07 % (Gilles et al., 2011). Durch die Prozessierung der gewonnenen Rohdaten und durch das
Filtern und Bereinigen können diese nicht vermeidbaren Probleme jedoch minimiert werden.
Illumina, eine Sequenzierfirma mit derzeit hohem Marktanteil, nutzt das Prinzip der Brücken-
synthese, bei der an beiden Enden der zunächst doppelsträngigen DNA zwei verschiedene
DNA-Adaptoren binden. Die DNA wird denaturiert und das Fragment weiterhin einzelsträn-
gig von beiden Enden vervielfältigt (Illumina, 2012; Liu et al., 2012). Infolge der Weiterent-
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wicklung der Next-Generation-Sequencing-Verfahren in den letzten Jahren ist Illumina nun in
der Lage, durch Zusammenfügen der gepaarten Sequenzen Fragmentlängen zu generieren, die
mit der 454-Pyrosequenzierung vergleichbar sind (Illumina, 2012; Nelson et al., 2014).
Zum Zeitpunkt der Projektplanung war dies mittels Illumina-Verfahren, die eine höhere Se-
quenzzahl bei niedrigeren Kosten pro Base bieten, aber noch nicht möglich (Luo et al., 2012).
Außerdem waren die Ergebnisse damals noch von geringerer Qualität als die Analysen mit der
454-Pyrosequenzierung (Degnan und Ocham, 2012). Aktuelle Studien zeigen nun, dass die Er-
gebnisse der 454-Pyrosequenzierung und von Illumina vergleichbar sind und auch kombiniert
werden können, sofern sie mit denselben Methoden prozessiert und analysiert werden (Sin-
clair et al., 2015).

Grundvoraussetzung für eine gute Sequenzierung ist jedoch die Erstellung einer qualitativ
hochwertigen DNA-Bibliothek. Die DNA-Extraktion von Matratzenstaub und Nasenabstrich-
proben erfolgte aufgrund der unterschiedlichen Materialbeschaffenheit mit zwei verschiede-
nen Extraktionskits.
Bei der Etablierung und Optimierung dieser Methoden mussten das DNA-Einsatz-Volumen
und die Zyklenzahl für die Nasenabstrichproben erhöht und die Aufreinigungsschritte ange-
passt werden. Je mehr Zyklen bei der PCR durchgeführt werden, desto wahrscheinlicher ist
bei der Analyse der taxonomischen Zusammensetzung eine Verzerrrung der relativen Häufig-
keit durch unterschiedlich gute Amplifikation des 16S rRNA-Gen-Fragments.
Die bakterielle richness wird dabei hauptsächlich durch das Auftreten von chimären Sequen-
zen überschätzt. Diese Gefahr wurde durch die Verwendung einer thermostabilen Polymerase,
die eine geringere Anzahl an chimären Sequenzen erzeugt, reduziert (Ahn et al., 2012).
Da Matratzenstaub trotz der geringeren Zyklenzahl eine höhere richness aufwies, kann die
wahre Differenz höchstens unterschätzt worden und noch deutlicher ausgeprägt sein.
Diese Unterschiede müssen beim direkten Vergleich der beiden Probentypen beachtet werden.
Ohne die Optimierungsschritte bei den Nasenabstrichproben wäre jedoch eine effiziente 454-
Pyrosequenzierung nicht möglich gewesen.

Beim Studiendesign handelte es sich um eine retrospektive Studie mit Fällen (Erkrankung
an Asthma) und Kontrollen (gesunde Kinder). Demnach kann keine Aussage darüber gemacht
werden, ob sich die Mikrobiota veränderte, weil eine Erkrankung an Asthma vorlag, oder ob
eine Veränderung der Mikrobiota zu einer Asthmaerkrankung führte. Die Kausalität kann also
nicht geklärt werden.
Ein Beweis könnte nur durch eine prospektive Studie erfolgen. Zu Beginn, im Verlauf und
nach einem definierten Endpunkt müssten Untersuchungen auf Asthma erfolgen, Proben ab-
genommen werden und signifikante Unterschiede erkennbar sein. Die Bauernhof- und Refe-
renzkinder müssten von Geburt an oder besser noch im Mutterleib beobachtet werden, weil
die Bauernhofumgebung in der frühen Kindheit und „in utero“ besonders stark vor einer Asth-
maerkrankung schützt (Wlasiuk und Vercelli, 2012).
Ein entscheidender Vorteil dieser Studie war jedoch, dass etwa gleich große Gruppen in den
vier Strata gebildet werden und aussagekräftige statistische Analysen erfolgen konnten. Die
Ergebnisse wurden in einem weiteren Schritt auf die Ausgangspopulation zurückgewichtet.
Bei der Analyse zu beachten war die relativ geringe statistische Power. Einige erkennbare
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Tendenzen wären bei einer größeren Stichprobe an Studienkindern möglicherweise signifi-
kant gewesen.
Jedoch war die Größe der Stichprobe für eine „Pilotstudie“ und zur Etablierung der Next-
Generation-Sequencing-Analyse an zwei verschiedenen Probentypen sehr angemessen ge-
wählt.
Bei der Abnahme der Nasenabstrichproben litten 13 Kinder an einer Erkältung. Die Proben-
entnahme fand in der Schule statt, weshalb ein guter oder höchstens gering reduzierter Allge-
meinzustand angenommen werden kann. Spezies der Genera Haemophilus, Streptococcus und
Moraxella sind die typischen Verursacher einer bakteriellen Superinfektion bei einem viralen
Infekt (Anon et al., 2004). Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen erkälteten Kindern
und gesunden Kindern vor, wehalb ein rein viraler Infekt angenommen und die Erkältung als
Störvariable weitgehend ausgeschlossen werden kann.
Das recall bias, eine Verzerrung der Ergebnisse durch falsche Erinnerung, gilt als häufiges Pro-
blem der retrospektiven Studie. Es kann in Bezug auf die Exposition (Bauernhofkind und nicht
auf einem Bauernhof lebendes Referenzkind) als gering eingestuft werden. Da die Kinder zu-
sätzlich alle aus derselben ländlichen Umgebung stammten, konnte die Bauernhofkomponente
gut untersucht werden und der Einfluss anderer Umweltstörvariablen wurde minimiert.
Für die Variable Erkrankung an Asthma wurde eine breite Asthmadefinition (Illi et al., 2012)
gewählt (Kapitel 2.1). Dadurch konnten auch milder verlaufende und nicht atopische Asthma-
phänotypen besser erfasst werden und gewichtete Analysen unproblematischer durchgeführt
werden. Dies konnte besonders unter der Voraussetzung erfolgen, dass sich bei der GABRI-
ELA Studie der Bauernhof-Effekt durch die Anwendung einer breiten Asthmadefinition nicht
veränderte (Illi et al., 2012).

Die hier vorgestellten Ergebnisse wurden unter Einschluss sogenannter Singletons berechnet.
Das bedeutet, dass Sequenzen, die bei der Sequenzierung nur einmalig vorkamen, nicht gefil-
tert, sondern in die Berechnung aufgenomomen wurden. Einerseits können dadurch auch sehr
seltene Bakterien miterfasst werden. Andererseits kann es sich hier aber auch um fehlerhafte
Sequenzen handeln. Die Diversität kann dadurch überschätzt werden.
In der aus den Daten hervorgegangenen Publikation (Birzele et al., 2016) wurden die Single-
tons herausgefiltert. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit und der Publikation unter-
scheiden sich nur in äußerst geringem Maß. Die entscheidenden Aussagen bleiben erhalten,
was für eine hohe Datenvalidität spricht.

4.2 Matratzenstaubproben haben eine höhere α-Diversität,
Nasenabstrichproben dagegen eine höhere β -Diversität

Bei der Beurteilung der Ergebnisse sollte zunächst ein kurzer Blick auf die Sammlung des
Probenmaterials geworfen werden:
Eine Nasenabstrichprobe stellte das Resultat aus dem Abstreichen einer Fläche von ein paar
cm2 der vorderen Nasenhöhle dar. Nicht nur Bakterien, sondern auch menschliche Zellen, Na-
sensekret und gefilterte Partikel konnten in ihr vorhanden sein. Die Nasenabstrichprobe war
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eine Momentaufnahme. Es konnte zu starken quantitativen interindividuellen Unterschieden
kommen.
Eine Matratzenstaubprobe wurde dagegen durch das Absaugen der Matratze für zwei Minu-
ten gewonnen. Diese besaß eine deutlich größere Fläche als die Nasenschleimhaut. Der Staub
hatte sich über einen längeren Zeitraum angesammelt und jede Probe bestand aus einer defi-
nierten Menge von 30 mg an Matratzenstaub.
Bereits die Gesamt-DNA-Konzentrationen waren nach der DNA-Extraktion in Matratzenstaub
deutlich höher. Da bei diesem Schritt DNA jeden Ursprungs extrahiert und gemessen wurde,
war unbekannt, welcher Anteil davon bakterieller DNA zuzuordnen war. Es bestand jedoch
die Möglichkeit für eine höhere bakterielle DNA-Konzentration in Matratzenstaub. Dies wur-
de bekräftigt durch die Notwendigkeit eines höheren DNA-Einsatzes pro Nasenabstrichprobe
bei der Erstellung der Amplikons im Vergleich zu den Matratzenstaubproben.

Um diese große Menge an seltenen Bakterien besser beurteilen zu können, wurden die selte-
nen (≤ 1%) Genera und OTUs als eine Gesamtvariable angesehen. Auch wenn dadurch keine
klaren Aussagen gemacht werden konnten, was sich hinter diesem Begriff verbarg, konnten
mit dieser Variable statistische Berechungen durchgeführt und die Vielfalt der Bakterien an-
schaulich beurteilt werden. Der Begriff häufig wurde für die Genera und OTUs, die zu > 1%
vertreten waren, verwendet.
In der aus der Arbeit hervorgegangenen Publikation wurden zusätzlich die Assoziationen mit
OTUs, die zu ≤ 1% repräsentiert waren, betrachtet. So war die Bauernhofumgebung signi-
fikant assoziiert mit OTUs, die folgenden Genera zugeordnet werden konnten: Planococcus,
Pseudomonas, Alistipes, Bacteroides und zwei unklassifizierten OTUs der Familie der Rumi-
nococcaceae. Letztere konnten auch auf Genusebene, hier ebenfalls nicht näher klassifizierbar,
als signifikant erhöht bei Bauernhofkindern identifiziert werden. Auf den Ursprung der Rumi-
nococcaceae wird in Kapitel 4.6 näher eingegangen.
Bei einer dichotomen Analyse, die die Daten auf An- und Abwesenheit bestimmter Bakterien
untersucht, sah man zudem ein signifikant häufigeres Vorkommen von Bakterien aus den Ge-
nera Clostridium (Familie Clostridiaceae) und Facklammia (Familie Aerococcaceae) sowie ei-
ner OTU, die auf Familienebene den Ruminococcaceae zugeordnet werden konnte (Genus un-
classified). Alle oben genannten Bakterien kommen natürlicherweise im Magen-Darm-Trakt
von Rindern sowie in Milchproben vor (Birzele et al., 2016; Rasolofo et al., 2010; Takamatsu
et al., 2010).

Betrachtete man nun die Ergebnisse der Diversitätsanalyse, so konnte eine höhere durch-
schnittliche Anzahl an OTUs pro Matratzenstaubprobe im Vergleich zu den Nasenabstrich-
proben festgestellt werden. Dies bedeutete eine höhere richness. Hierfür waren sowohl die
häufigen OTUs als auch die seltenen OTUs verantwortlich. Der Shannon-Index zeigte einen
doppelt so hohen Wert in Matratzenstaub im Vergleich zu Nasenabstrichproben. Auch waren
die OTUs in Matratzenstaub in einem ausgewogeneren Verhältnis vorhanden als in den Na-
senabstrichproben, was die höhere evenness in Matratzenstaub widerspiegelte.
Die Werte für richness, Shannon-Index und evenness sprachen also für eine höhere α-Diversität
von Matratzenstaub. Diese Ergebnisse ließen schon vermuten, dass Matratzenstaub in seiner
bakteriellen Zusammensetzung durch viele verschiedene Einflüsse geprägt wurde. Die Nasen-
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schleimhaut eines Kindes schien dagegen im Durchschnitt weniger unterschiedliche Bakterien
aufzuweisen, wobei der Einfluss einiger Bakterienspezies auf die Mikrobiota möglicherweise
stärker ausgeprägt war. Dies könnte für eine Kolonisierung mit bestimmten Bakterien spre-
chen.

Interessant war die Tatsache, dass sich die Kinder hinsichtlich ihrer Zusammensetzung an
OTUs weniger im Matratzenstaub als in den Nasenabstrichen unterschieden, obwohl mehr
OTUs in der Matratze zu finden waren.
Eine mögliche Erklärung dafür könnte der vermutete hohe Anteil von Hautbakterien in Ma-
tratzenstaub (Täubel et al., 2009) sein, die die weniger stark ausgeprägten interindividuellen
Unterschiede verursachten. Außerdem ist die Matratze zudem kein Lebewesen, das durch Pro-
duktion von Sekreten, Abwehrstoffen und immunmodulatorischen Prozessen agieren und rea-
gieren kann wie die Nasenschleimhaut als Teil des Menschen. Auch das könnte die größeren
interindividuellen Unterschiede der Nasenabstrichproben erklären.
Eine hohe β -Diversität in Nasenabstrichproben wurde auch schon früher beschrieben (Human
Microbiome Project, Consortium, 2012). Das könnte bedeuten, dass jeder Mensch in der Nase
eine für ihn typische Mikrobiota aufweist, vergleichbar mit einem „Fingerabdruck“. Ähnli-
ches konnte bei Mika et al. (2015) gesehen werden. Hier wurde die Nasenschleimhaut von
Säuglingen untersucht. Die Proben wurden in zweiwöchigem Abstand innerhalb des ersten
Lebensjahres abgenommen. Man konnte sehen, dass sich die Proben eines Säuglings zu den
verschiedenen Zeitpunkten weniger stark unterschieden als die Proben der Kinder untereinan-
der, was als „personalisierte Mikrobiota“ interpretiert wurde (Mika et al., 2015). Diese stark
individuell geprägte Mikrobiota konnte auch schon im Nasopharynx beobachtet werden (Bo-
gaert et al., 2011).
Außerdem sollte berücksichtigt werden, dass die Nase eine Filterfunktion hat. An den Nasen-
haaren können Bakterien und mit Bakterien behaftete Partikel haften bleiben. Durch die mu-
koziliäre Clearance, Atmen, Niesen und Schneuzen können die Bakterien in der Nase bewegt
und entfernt werden. Da in der vorliegenden GABRIELA Studie nicht mehrere Proben zu ver-
schiedenen Zeitpunkten abgenommen wurden, kann dies als Ursache für die interindividuellen
Unterschiede ebenso infrage kommen. Hätte man mehrere Male Abstriche zu verschiedenen
Zeitpunkten genommen, wäre das komplette Bild an Nasenbakterien genauer erfasst worden.
Berücksichtigt werden sollten bei dieser Überlegung aber die Ergebnisse von Mika et al.
(2015), die nur geringe Unterschiede in der Mikrobiota zu verschiedenen Zeitpunkten fest-
stellten.

Die großen interindividuellen Unterschiede bei den Nasenabstrichproben sowohl im Hinblick
darauf, welche Bakterien vorkamen (hohe β -Diversität) als auch, in welchem Prozentsatz sie
vorkamen (niedrige evenness), könnten in Anbetracht der Ergebnisse dafür sprechen, dass
jeder Mensch, auch in der Nase, seine eigene Mikrobiota aufweist und sich dadurch von an-
deren Menschen gut unterscheiden lässt. Die höhere richness und der höhere Shannon-Index
in Matratzenstaub könnten hingegen den hohen Umwelteinfluss widerspiegeln. Die niedrigere
α-Diversität der Nasenabstrichproben im Vergleich zu Matratzenstaub könnte dafür sprechen,
dass einige bestimmte Bakterien das Nasenschleimhautmilieu als Lebensraum bevorzugen und
sich dort ansiedeln. Es kann diskutiert werden, dass dies eine niedrigere Anzahl an Bakteri-
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enspezies pro Nasenabstrich bedingt, weil die kolonisierten Bakterien das Ansiedeln anderer
Bakterien verhindern.

4.3 Die bakterielle Zusammensetzung in Nasenabstrichen und
Matratzenstaub

Die beiden Probentypen wiesen auf Phylum-Ebene eine unterschiedliche quantitative Zusam-
mensetzung auf. Proteobacteria waren in Nasenabstrichproben, Firmicutes in Matratzenstaub
vorherrschend.
Auf Genus-Ebene zeigten die beiden Probentypen eine ähnliche relative Häufigkeit von Strep-
tococcus. Auch die Genera Staphylococcus, Propionibacterium und Corynebacterium waren
ähnlich stark vertreten und werden als typische Hautbakterien bezeichnet. Diese Bakterien ma-
chen 60 % der Hautbakterien aus (Belkaid und Segre, 2014; Grice et al., 2009; Scharschmidt
und Fischbach, 2014). Hier waren es bei beiden Proben unter 20 %. Diese Beobachtung der
Übereinstimmung in epidermalen Bakterien konnte auch auf OTU-Ebene gesehen werden.
Matratzenstaub bestand aus beinahe doppelt so vielen häufigen Genera (> 1% repräsentiert).
Jedoch lagen 16 der 22 Genera nur zwischen 1 % und 2 % und waren somit nahe der sel-
tenen Genera (≤ 1% repräsentiert). Die seltenen Genera deckten in Matratzenstaub mehr als
ein Drittel aller Genera ab. In Nasenabstrichproben waren nur halb so viele seltene Genera
vorhanden.
Ein besonders markanter Unterschied war der hohe Prozentsatz von Moraxella und Haemo-
philus in Nasenabstrichproben im Vergleich zu Matratzenstaub.
Da sich ein Genus aus mehreren Spezies zusammensetzt und eine OTU bei der Analyse eine
Spezies darstellen sollte, gab es deutlich mehr OTUS als Genera, die aber zu einem gerin-
geren Prozentsatz vertreten waren. Dadurch fielen viele OTUs unter den relativen Wert von
1 % und wurden als seltene OTU bezeichnet. Weil vorher bei Matratzenstaub viele Genera
zwischen 1 % und 2 % repräsentiert waren und nun die OTUs eines Genus den seltenen OTUs
zugeteilt wurden, stieg der Wert der seltenen OTUs in Matratzenstaub stark an und der Wert
der häufigen OTUs nahm im Vergleich zur Genus-Ebene ab. Sie deckten beinahe zwei Drittel
aller OTUs ab. Bei den Nasenabstrichproben waren die seltenen OTUs zu weniger als einem
Viertel aller OTUs vertreten und somit deutlich weniger als bei den Matratzenstaubproben.

Proben von Nasenabstrichen und Matratzenstaub unterschieden sich sowohl hinsichtlich phy-
logenetischer Maße als auch in der taxonomischen Zusammensetzung (UniFrac-Analyse).
Diese Ergebnisse sprechen für eine vielfältigere taxonomische Zusammensetzung von Matrat-
zenstaub im Vergleich zur Nase und könnten ein Hinweis für eine Kolonisierung mit bestimm-
ten Bakterien in der Nase sein.

4.4 Die Mikrobiota von Matratzenstaub wird durch die Umwelt
und durch den Menschen beein�usst

Für einen ausgeprägten Einfluss der Luft und der nicht häuslichen Umgebung des Kindes auf
die Matratze spricht als indirekter Marker der hohe Wert von 26,8 % an Chloroplasten-DNA
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in Matratzenstaub.
Chloroplasten sind keine Bakterien, sondern Zellorganellen, die für die Photosynthese der
Pflanzen zuständig sind. Man geht aber nach der Endosymbiontentheorie davon aus, dass bei
der Entwicklung der Chloroplasten Cyanobakterien in die Chloroplasten einwanderten. Diese
enthalten, wie alle Bakterien, 16S rRNA (Zablen et al., 1975).
Daher enthalten Chloroplasten DNA und das 16S rRNA-Gen, das bei der PCR amplifiziert
und später unvermeidbar mitsequenziert wird.
In der hier vorliegenden Arbeit war die OTU 14728 für den Großteil der Chloroplasten-DNA
verantwortlich und zeigte beim Vergleich mit der NCBI-Datenbank eine 100 % Ähnlichkeit
zu Picea abies (Gemeine Fichte) und Pinus sylvestris (Waldkiefer).
Die Gemeine Fichte ist laut einer großangelegten Studie in österreichischen Wäldern die häu-
figste Baumart (58 %), die Waldkiefer ist mit mehr als 8 % vertreten (Monserud und Sterba,
1996). Das Vorkommen von Chloroplasten-DNA besonders in den österreichischen Proben
könnte in Zusammenhang mit dem saisonalen Zeitpunkt der Sammlung stehen. Die österrei-
chischen Proben wurden in den Monaten Mai bis Juli abgenommen. Diese Monate liegen in
der Hauptpollenflugsaison der Gemeinen Fichte und der Waldkiefer. In den bei der Testplatte
mitsequenzierten bayerischen Matratzenstaubproben, die zwischen Oktober und Januar ge-
sammelt wurden, konnte dagegen weniger Chloroplasten-DNA gefunden werden. Und auch
in einer Studie, die Luftproben aus zwei Gebäuden zu vier verschiedenen Jahreszeiten analy-
sierte, war die Anzahl an Sequenzen, die Chloroplasten-DNA repräsentierten, im Sommer am
größten (Rintala et al., 2008).
Da keine Sequenzierdaten von österreichischen Proben vorliegen, die zwischen Oktober und
Januar gesammelt wurden, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass in österreichischen
Proben allgemein mehr Chloroplasten-DNA vorhanden ist. Mögliche Übertragungswege der
Pollen sind das Kind selbst, z. B. durch seine Kleidung und die Haare, aber auch offene Fens-
ter und die Luft als Transportmedium.

Sowohl für einen Umwelteinfluss auf die Matratze als auch für einen möglichen Transfer von
Matratze auf die Nase während des Schlafens sprachen die Genera Acinetobacter und Lacto-
coccus.
Das Genus Acinetobacter wurde in einer Studie von Quigley et al. (2013) in unbehandelter
Rohmilch, nicht aber in pasteurisierter Milch gefunden. Bei Debarry et al. (2007) wurde die
Spezies Acinetobacter lwoffii aus Kuhställen isoliert. Außerdem wurde in früheren Studien
eine Übertragung von Acinetobacter lwoffii aus der Bauernhof-Umgebung auf die Matratze
vermutet (Korthals et al., 2008; Normand et al., 2011).
Das Genus Lactococcus konnte bei Hagi et al. (2013) als häufigstes Bakterium aus Rohmilch-
proben isoliert werden und wurde auch schon aus Kuhställen isoliert (Debarry et al., 2007). Es
wurde auch beobachtet, dass es mit der Luft transportiert und verteilt werden konnte (Garijo et
al, 2009). Für diese beiden Genera besteht also die Möglichkeit, die Stallluft „einzufangen“.
Hinweise für die Übertragung von Acinetobacter und Lactococcus gaben nicht nur die Er-
gebnisse der genannten Studien, sondern auch der intraindividuelle Vergleich der OTUs einer
Nasenabstrich- und der korrespondierenden Matratzenstaubprobe desselben Kindes.
Bei der Betrachtung aller Proben waren sie in Matratzenstaub unter den häufigen Genera,
in Nasenabstrichproben hingegen nicht unter den häufigen Genera vertreten. Es konnte also
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davon ausgegangen werden, dass sie bei der Betrachtung aller Proben typischer für die Ma-
tratzenstaubproben waren als für die Nase.
Nun wurde der Blickwinkel gewechselt und ein intraindividueller Vergleich vorgenommen,
indem die Matratzenstaub- und die Nasenabstrichprobe desselben Kindes auf gleiche OTUs
untersucht wurden. Gerechtfertigt werden konnte der Vergleich durch zeitnahe Abnahmen von
Nasenabstrich- und korrespondierendem Matratzenstaub desselben Kindes, die durchschnitt-
lich innerhalb von 0-2 Tagen erfolgten. Es wurde eine Rangliste erstellt, die den Prozentsatz
zeigte, mit dem die OTUs in beiden Proben gleichzeitig vorkamen. Als Einschlusskriterium
für die Analyse dieser Fragestelltung galt, dass nur OTUs betrachtet wurden, die in Matrat-
zenstaub und Nasenabstrichprobe insgesamt mehr als fünfmal vorkamen. Das Genus Acineto-
bacter, unter das die OTU 1344 und OTU 658 fielen und das Genus Lactococcus, zu dem die
OTU 11013 gehörte, waren häufig in Matratzenstaub und nicht unter den häufigen Genera in
der Nase. Diese drei OTUs kamen aber zu mindestens 10 % in beiden Probentypen desselben
Kindes gleichzeitig vor.
Die OTU 1344 (Genus Acinetobacter) hatte beim Vergleich mit der NCBI-Datenbank eine 100
% Übereinstimmung zu Acinetobacter lwoffii. Eine weitere 100 % Übereinstimmung bestand
zu Prolinoborus fasciculus. Von Prolinoborus fasciculus ist bekannt, dass es in seiner 16S rR-
NA zu 99,79 % mit Acinetobacter lwoffii übereinstimmt (Yarza et al., 2013), was die beiden
Spezies durch Sequenzierung des 16S rRNA-Gens nicht voneinander unterscheiden lässt. In
der Studie von Ege et al. (2012) wurde ebenfalls eine Sequenz gefunden, die als Acinetobacter
lwoffi klassifiziert wurde. Diese zeigte eine 100 % Übereinstimmung mit der OTU 1344. Die
OTU 11013 zeigte beim Vergleich mit der NCBI-Datenbank eine 100 % Übereinstimmung mit
Lactococcus lactis. Acinetobacter lwoffii und Lactococcus lactis sind zum einen beide schon
aus Kuhställen isoliert worden (Debarry et al., 2007). Zum anderen waren OTUs der Genera
Acinetobacter und Lactococcus auch in der hier vorliegenden Studie bei den Bauernhofkin-
dern häufig (> 1%), bei den Referenzkindern dagegen selten (≤ 1%) vertreten.
Auch wenn hier keine Ergebnisse von Proben aus den Ställen der Bauernhofkinder bzw. aus
der Umweltumgebung der Referenzgruppe zum direkten Vergleich vorlagen, sprachen diese
Ergebnisse für die Möglichkeit eines Transfers von der Bauernhofumgebung auf die Matratze
und auch auf die Nase.
Auch die OTU 15992 (Genus Gemella), die OTU 14972 (Genus Granulicatella) und die OTU
1076 (Genus Veillonella) könnten laut dieser Analyse von der Matratze auf die Nase übertra-
gen werden, weil sie typisch für Matratzenstaub in allen Proben waren und zugleich untypisch
für Nasenabstrichproben, jedoch häufig in den korrespondierenden Proben desselben Kindes
vorkamen.
In Richtung von der Nase auf die Matratze gab es aber ebenfalls mögliche Kandidaten für
einen Transfer. Diese wären die OTU 12812 (Genus Moraxella) und die OTU 3464 (Genus
Haemophilus), da sie bei Betrachtung aller Proben typisch für die Nase waren und gleichzeitig
nicht typisch in Matratzenstaubproben vorkamen. Sie kamen aber häufig gleichzeitig in bei-
den Probentypen eines Kindes vor. Dies könnte bedeuten, dass die Mikrobiota des Menschen,
im Speziellen die der Nasenschleimhaut, die Mikrobiota der Matratze beeinflussen kann.

Für einen möglichen Umwelteinfluss sprechen nicht nur die Chloroplasten-DNA und die mög-
lichen Transferkandidaten, sondern auch drei weitere Genera in Matratzenstaub: Sphingomo-



65

nas ist in der Umwelt ubiquitär vorhanden und kommt in Boden, Wasser und Sedimenten
vor (White et al., 1996). Es konnte aber auch in feuchter häuslicher Umgebung wie Duschvor-
hängen nachgewiesen werden (Kelley et al., 2004).
Incerte sedis stammt aus der Familie der Lachnospiraceae (Phylum Firmicutes, Klasse Clostri-
dia, Ordnung Clostridiales). Diese sind mit DNA-basierten Untersuchungsmethoden als ty-
pische Darmbakterien bei Säugetieren identifiziert worden (Gosalbes et al., 2011). Lachno-
spiraceae sind dazu fähig, im menschlichen Darm komplexe Polysacharide zu kurzkettigen
Fettsäuren (wie z. B. Acetat, Butyrat und Propionat) abzubauen. Diese können dann als Ener-
giequelle genutzt werden (Biddle et al., 2013).
Auf den Ursprung eines schon auf Genusebene nicht klassifizierbaren Bakteriums Uncultu-
red, das auf Familienebene den Ruminococcaceae zugeteilt werden konnte, wird in Kapitel
4.6 näher eingegangen.
Alle hier genannten Genera, die für einen Umwelteinfluss auf die Matratze sprechen, waren
bei der Betrachtung aller Proben durchschnittlich zwischen 1 % und 2 % repräsentiert. In
Kapitel 4.2 wird bereits diskutiert, dass gerade bei den seltenen Genera und OTUs weitere
Umweltbakterien zu finden sind (Birzele et al., 2016). In Matratzenstaub waren beinahe 60 %
aller OTUs selten, also zu ≤ 1% repräsentiert.

Die Genera und OTUs mit hoher relativer Häufigkeit waren beim Vergleich mit der gegenwär-
tigen Literatur eher Mensch-typisch. So kamen Täubel et al. (2009), die Matratzenstaub, Fuß-
bodenstaub und Hautabstriche von Erwachsenen analysierten, zu dem Ergebnis, dass sich die
Matratzenstaubproben und die Hautabstriche ähnelten. Sie vermuteten daher, dass ein großer
Teil der Bakterien von menschlicher Haut stammte. In Anbetracht aller möglichen mensch-
lichen Körperlokalisationen wurde für weit über die Hälfte der Bakterien ein menschlicher
Ursprung angenommen. Bei Täubel et al. (2009) zeigten sich in Matratzenstaub und Hautab-
strichen am häufigsten die Firmicutes, gefolgt von den Actinobacteria und den Proteobacte-
ria. In den Matratzenstaubproben der GABRIELA Studie waren ebenfalls die Firmicutes die
häufigsten Bakterien, darauf folgten aber die Proteobaceria und am dritthäufgisten waren die
Actinobacteria vertreten. Da bei den Studien unterschiedliche methodische Vorgehensweisen
verwendet wurden, könnte dieser Unterschied dadurch erklärt werden. Aber auch die Tatsa-
che, dass ein Teil der in Matratzenstaub repräsentierten Bakterien die menschliche Mikrobiota
widerspiegelt und die Proben in der GABRIELA Studie von Kindern, bei Täubel et al. (2009)
jedoch von Erwachsenen stammten, kann dieses Resultat möglicherweise erklären.
Bei Oh et al. (2012) fiel bei Haut- und Nasenabstrichproben der Unterschied zwischen den
Tanner Stadien 1-3 und 4-5 auf. Diese bezeichnen unterschiedliche Entwicklungsstufen des
Menschen, wobei Tanner 1 das vorpubertäre Stadium bezeichnet und Tanner 5 einem Erwach-
senen gleicht (Marshall, 1969; Marshall, 1970). Es zeigten sich bei den Tanner Stadien 1-3
mehr Proteobacteria, bei Erwachsenen dagegen mehr Actinobacteria (Oh et al., 2012).

In dem ebenfalls untersuchtem Bodenstaub bei Täubel et al. (2009) wurde der Anteil an Bak-
terien der menschlichen Hautflora geringer geschätzt.
Dies ist möglicherweise durch den intensiveren Hautkontakt von Matratze und menschlicher
Haut im Vergleich zu Fußboden und Haut bedingt: Etwa 1 Billion abgestorbene Keratinozyten
werden in 24 Stunden bei jedem Menschen abgestoßen (Milstone, 2004), um von der darun-
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terliegenden Zellschicht ersetzt zu werden. Man kann davon ausgehen, dass jeder Quadrat-
zentimeter der Haut mit etwa 102 bis 104 Bakterien bedeckt ist (Leyden et al., 1987). Da die
Proben für die hier vorliegende Arbeit zwischen Mai und Juli gesammelt wurden, konnte ein
direkter Hautkontakt durch kurzärmelige Schlafbekleidung vermutet werden. Bewegungen im
Schlaf begünstigen das Abschilfern der Keratinozyten und machen das Auftreten von Bakteri-
en der epidermalen Flora wahrscheinlich. Auch auf Genus-Ebene konnten Gemeinsamkeiten
zu der Studie von Täubel et al. (2009) festgestellt werden, die in ihren Matratzenstaubproben
ebenfalls Staphylococcus, Lactobacillus, Neisseria, Propionibacterium, Corynebacterium und
Streptococcus identifizieren konnten. In den hier analysierten Matratzenstaubproben der GA-
BRIELA Studie waren die Genera Staphylococcus, Propionibacterium und Corynebacterium
durchschnittlich zu insgesamt knapp einem Fünftel vertreten und Spezies dieser Genera wur-
den in zahlreichen Studien (Belkaid und Segre, 2014; Grice et al., 2009; Scharschmidt und
Fischbach, 2014) als typisch für die menschliche epidermale Flora bezeichnet. Sie waren auf
der menschlichen Haut zu über 60 % vertreten (Grice et al., 2009).
Jedoch gibt es natürlich auch Spezies dieser Genera, die nicht der menschlichen Haut als
Ursprungsquelle zugeordnet werden. Dies gilt z. B. für Corynebacterium tuberculostearicum
und Corynebacterium mucifaciens. Sie konnten in Stallstaub gefunden werden (Korthals et al.,
2008) und auch in Stroh (Krysinska-Traczyk et al., 2004). Die OTU 4511 hatte 100 % Ähn-
lichkeit zu Corynebacterium tuberculostearicum und konnte in Matratzenstaub und in den
Nasenabstrichproben gefunden werden.
Dies macht deutlich, dass verschiedene Spezies eines Genus unterschiedliche Ursprungsquel-
len aufweisen. Neben der Haut galten als weitere mögliche menschliche Quellen der Bakterien
in Matratzenstaub der Mund, der Magen-Darm- und der Urogenitaltrakt.
So wurden bei Dunn et al. (2013) Kissenbezüge untersucht und Bakterien gefunden, die ora-
len Ursprungs waren. In den hier analysierten Matratzenstaubproben der GABRIELA Stu-
die könnten Granulicatella (Wildeboer-Veloo et al., 2007), Actinobacillus (Simon-Soro et al.,
2013), Fingeoldia (Wildeboer-Veloo et al., 2007) und Porphyromonas (Talan et al., 1999) für
den Mund als Ursprung sprechen.
Aus dem Magen-Darm- und Urogenitaltrakt könnten die Bacteroides (Li et al., 2012; Lynch et
al., 2014), Faecalibacterium (Khan et al., 2012) und Lactobacillae (Li et al., 2012) stammen.

Die Ergebnisse der Analyse der Matratzenstaubproben verdeutlichen, dass die Mikrobiota des
Matratzenstaubes sowohl durch die Umwelt des Kindes, als auch durch die Mikrobiota des
Kindes geprägt ist.

4.5 Die Mikrobiota der Nase erscheint weniger durch die
Umwelt beein�usst zu sein als Matratzenstaub

In den meisten gegenwärtigen vergleichbaren Studien dominierten in Nasenabstrichproben
die Actinobacteria und Firmicutes, Proteobacteria waren in Kontrast zu der hier vorliegenden
Studie nur zu einem geringen Prozentsatz vorhanden (Bassis et al., 2014; Costello et al., 2009;
Frank et al., 2010; Hilty et al., 2010; Lemon et al., 2010; Yan et al., 2013). Die Proben in
diesen Studien stammten jedoch von Erwachsenen.
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Die in den Nasenabstrichproben ebenfalls vorgefundenen Fusobacteria wurden schon früher
in der Nase in ähnlich niedriger relativer Häufigkeit beobachtet (Frank et al., 2010; Hilty et
al., 2010; Lemon et al., 2010).
Eine Erklärung für die Unterschiede in der relativen Häufigkeit könnte die Studie von Oh
et al. (2012) sein. Hier wurden Kinder in zwei Entwicklungsstadien (Tanner 1-3 und Tan-
ner 4-5) untersucht. Die Zusammensetzung der bakteriellen Mikrobiota in den zwei Stadien
konnte klar voneinander getrennt werden: Kinder im Enwicklungsstadium Tanner 1-3 zeigten
deutlich mehr Proteobacteria, Firmicutes und Bacteroidetes. Bei Tanner 4-5 waren wieder-
um, wie in den vorher beschriebenen Studien, die Actinobacteria häufiger. Eine Änderung
der bakteriellen Mikrobiota in der Pubertät wurde als Grund hierfür angenommen (Oh et al.,
2012). Andere Probenregionen wie der volare Unterarm und die Kniekehle wiesen bei Oh et
al. (2012) ebenfalls diese altersspezifischen Unterschiede auf, sie waren jedoch in der Nase
am stärksten ausgeprägt.
Die analysierten Proben aus GABRIELA stammten von Kindern zwischen sechs und zwölf
Jahren (Genuneit et al., 2011) und entsprachen in ihrer Entwicklung den Tanner Stadien 1-
3. Mit den bei Oh et al. (2012) analysierten Proben in diesen Entwicklungsstadien stimmten
sie gut überein. Dies wäre eine Erklärung für die Abweichung der mikrobiellen Zusammen-
setzung von den gegenwärtigen Studien an Erwachsenen. Zwar wurden bei der GABRIELA
Studie keine Proben von Erwachsenen analysiert, der Vergleich mit der gegenwärtigen Lite-
ratur gibt aber Hinweise darauf, dass sich die Mikrobiota in der Nase altersabhängig ändern
könnte.
Auch auf Genus-Ebene waren deutliche Übereinstimmungen mit den Tanner Stadien 1-3 bei
Oh et al. (2012) zu sehen. Dies zeigte sich insbesondere durch die Anwesenheit von Moraxel-
la, Streptococcus, Haemophilus und Neisseria, die bei Oh et al. (2012) in den Tanner Stadien
1-3 im Vergleich zu den Stadien 4-5 überrepräsentiert waren. Corynebacterium und Propioni-
bacterium fanden sich bei Oh et al. (2012) dagegen gehäuft in den Stadien 4-5. Die Begrün-
dung für die Unterschiede war, dass diese Genera besonders in talgreicher Haut vorkommen
(McGinley, 1978; Roth und James, 1988) und die Talgproduktion unter Hormoneinfluss in der
Pubertät ansteigt (Oh et al., 2012).
Außerdem fanden sich Genera wie Prevotella und Staphylococcus, die auch bei Erwachsenen
schon in früheren Studien (Hilty et al., 2010; Oh et al., 2012) detektiert werden konnten.
Da Actinobacillus und Porphyromonas typisch für den menschlichen Mundraum (Jiang et al.,
2014; Simon-Soro et al., 2013) sind, könnten diese Bakterien über den Nasopharynx vom
Mundraum in die Nase gelangen.
Besonders auffällig waren auf OTU-Ebene die starken Präsenzen der OTUs 12812 (Genus
Moraxella) und OTU 3464 (Genus Haemophilus), die beide maßgeblich das ihnen zugehö-
rige Genus repräsentierten. Durch einen Vergleich mit der NCBI-Datenbank wurde der OTU
12812 eine 100 % Ähnlichkeit mit Moraxella catharrhalis und Moraxella nonliquefacens und
der OTU 3464 eine 100 % Ähnlichkeit mit den Spezies Haemophilus influenzae und Hae-
mophilus haemolyticus zugesprochen. Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae und
Haemophilus influenzae wurden bei Bisgaard et al. (2007) in Neugeborenen als Prädikto-
ren für die spätere Entwicklung von Asthma genannt und mit persistierendem Wheezing im
Kindesalter in Verbindung gebracht (De Schutter et al., 2012). Besonders bei Kindern spielt
Moraxella catarrhalis eine entscheidende Rolle bei einer akuten respiratorischen Infektion
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und konnte zusammen mit Streptococcus pneumoniae am häufigsten aus nasopharyngealem
Sekret kultiviert werden (Berner et al., 1996; Karalus und Campagnari, 2000). Moraxella ca-
tharrhalis kann aber auch bei gesunden Kindern die Nasenschleimhaut kolonisieren (Eposito
et al., 2015; Oh et al., 2012).
Moraxella nonliquefaciens konnte in Nasopharynx-Abstrichen bei Yi et al. (2014) besonders
bei Kindern unter fünf Jahren mit einem viralen Infekt vorgefunden werden. Hier wurde
auch untersucht, ob Moraxella nonliquefaciens die gleichen potenziell pathogenen Proteine
produzieren kann wie Moraxella catarrhalis. Die β -Lactamasen-Antibiotika-Resistenz-Gene
BRO-1 and BRO-2 waren meist nur bei Moraxella catarrhalis vorhanden. Mit dieser Ausnah-
me stimmte Moraxella nonliquefaciens in den potenziell für pathogene Proteine kodierenden
Genen mit Moraxella catarrhalis überein. Es wird angenommen, dass diese beiden Spezies
wegen ihrer Ähnlichkeit in der 16S rRNA und wegen des ähnlichen Verhaltens bei kulturab-
hängigen Untersuchungsmethoden häufig verwechselt wurden. Daher ist es möglich, dass das
Vorkommen von Moraxella nonliquefaciens bisher unterschätzt wurde (Yi et al., 2014).
Auch wenn die beiden Spezies nicht unterschieden werden konnten, können laut Yi et al.
(2014) beide Infektionen verursachen.
Die Vergleiche mit der Literatur sprechen dafür, dass bestimmte Bakterien häufig in der Nase
zu finden sind und könnten darauf hindeuten, dass einige Bakterienspezies die Nase koloni-
sieren.
In Zusammenschau der Ergebnisse sprechen die häufigen und bei Vergleich mit der Literatur
typischen Bakterien der Nase für eine weniger ausgeprägte Beeinflussung der Nasenschleim-
haut durch die Umwelt.
Ein gewisser Umwelteinfluss lässt sich jedoch dennoch durch zwei Ergebnisse dieser Arbeit
vermuten: Zum einen befand sich in den Nasenabstrichproben noch durchschnittlich 4,4 % an
Chloroplasten-DNA, also DNA von Pflanzen. Dies spricht zum einen für einen Einfluss der
Luft und der nicht häuslichen Umwelt, verdeutlicht aber auch die Funktion der Nase als Filter
der Luft.
Zum anderen kann es aber auch darauf hinweisen, dass das nähere bakterielle Umfeld, hier er-
fasst durch die Mikrobiota der Matratze, einen Einfluss auf die Mikrobiota der Nasenschleim-
haut hat. Es könnte, wie in Kapitel 4.4 erläutert, ein Transfer von der Matratze auf die Nase
desselben Kindes stattfinden.
Außerdem zeigte die aus dieser Arbeit hervorgehende Publikation noch Folgendes: Die Kinder
wurden in gegenüber Kühen und Stroh exponierte Kinder eingeteilt und in Kinder, die keinen
Kontakt zu Kühen und Stroh hatten. Der Hintergrund dieser Einteilung ist, dass der Kontakt zu
Kühen und Stroh zusammen mit dem Konsum von unpasteurisierter Rohmilch zu den stärks-
ten Asthma-protektiven Umweltfaktoren (Illi et al., 2012) zählen. Richness und Shannon-Index
zeigten sich hier nicht nur bei Matratzenstaub-, sondern auch bei den Nasenabstrichproben bei
der Gruppe der Exponierten signifikant erhöht (Birzele et al., 2016).



69

4.6 Die Mikrobiota im Matratzenstaub von Bauernhofkindern
unterscheidet sich signi�kant von den Referenzkindern

Eines der wohl interessantesten Ergebnisse war, dass das Leben auf einem Bauernhof die bak-
terielle Mikrobiota der Matratze stark beeinflusste. In der Nase lagen hingegen weniger aus-
geprägte Unterschiede zwischen Bauernhof- und Referenzkindern vor. Die Matratze scheint
sich gut dafür zu eignen, die Umwelt der Kinder abzubilden.
Unter den häufigen Phyla gab es keinen Unterschied. Jedoch ließen sich die Matratzenstaub-
proben von Bauernhof- und Referenzgruppe auf Genus-Ebene eindeutig voneinander trennen.
Die bakterielle Mikrobiota bei Bauernhofkindern zeigte insbesondere im Hinblick auf die Ge-
samtvariable der seltenen Genera signifikant höhere Werte an als die Mikrobiota von Referenz-
kindern. Das Genus Uncultured war ebenfalls signifikant erhöht. Dieses Genus war nur bis auf
Familienebene, den Ruminococcaceae, eindeutig zu klassifizieren und könnte einen Einfluss
der Bauernhof-Umgebung repräsentieren. Die Ruminococcaceae sind typische Darmbakterien
sowohl bei Kühen als auch bei Menschen. Interessanterweise konnten mehrere Studien einen
Zusammenhang zwischen einer hohen Anzahl an diesen Darmbakterien und der menschlichen
Gesundheit zeigen: In der Studie von Martínez et al. (2015) gab es eine positive Korrelation
mit den Ruminococcaceae und Normalgewichtigen im Vergleich zu Übergewichtigen sowie
eine negative Korrelation mit Entzündungsmediatoren. Außerdem wurde bei geringerem Auf-
treten von Bakterien aus dieser Familie eine höhere Toll-like receptor 2 (TLR-2)-Antwort so-
wie ein gesteigertes Risiko, an IgE-assoziiertem Ekzem zu leiden, beobachtet (Morgan et al.,
2012; West et al., 2010). Bei Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen sind
diese Bakterien ebenfalls vermindert (Willing et al., 2010). Es kann also durchaus sein, dass
diese Bakterien einen gewissen Schutz vor bestimmten Krankheiten bieten.
Unter den häufigen OTUs waren nur bei Bauernhofkindern Acinetobacter und Lactococcus
nachzuweisen, im Gegensatz dazu waren sie bei den Referenzkindern innerhalb der selte-
nen OTUs zu ≤ 1% vertreten. Wie in Kapitel 4.4 erläutert, könnten sie für einen Einfluss der
Bauernhof-Umgebung sprechen (Debarry et al., 2007; Garijo et al, 2009; Korthals et al., 2008;
Normand et al., 2011; Quigley et al., 2013). Dagegen waren unter den häufigen OTUs der Re-
ferenzkinder Moraxella und Neisseria zu beobachten.
Einige Genera und OTUs waren bei Bauernhofkindern in ihrer relativen Häufigkeit signifikant
erniedrigt, wobei diese Beobachtung vorsichtig zu bewerten ist: Es handelte sich bei der Ana-
lyse der Assoziationen um den Mittelwert der relativen Häufigkeit pro Probe. Durch die deut-
lich höheren Werte für die Gesamtvariable der seltenen Genera und OTUs, verifiziert durch die
höhere richness, mussten rein mathematisch gesehen einige Genera und OTUs ein reduziertes
relatives Vorkommen aufweisen. Die auf Genus-Ebene verminderten Bakterien könnten typi-
sche Hautkeime (Belkaid und Segre, 2014; Grice et al., 2009; Scharschmidt und Fischbach,
2014) gewesen sein (Kapitel 4.4). Da Matratzenstaub vermutlich auch viele Hautbakterien
enthält (Täubel et al., 2009) und diese bei jedem Kind etwa in gleicher Menge abgegeben
werden, reduziert sich nicht deren Gesamtzahl, sondern die relative Häufigkeit, wenn andere
Bakterien vermehrt vorkommen.

Auch im Hinblick auf die richness und den Shannon-Index konnte Matratzenstaub von Bau-
ernhofkindern signifikant höhere Werte aufweisen. Bei einer Stichprobenanzahl von 5000 Se-
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quenzen verdoppelte sich die richness beinahe. Eine ungenügende Abdeckung der OTUs, die
durch Multiple Rarefaction Kurven schon bei Matratzenstaub im Allgemeinen bestätigt wer-
den konnte, ist bei Bauernhofkindern bei Betrachtung der häufigen OTUs also noch ausgepräg-
ter. Eine Rarefizierung auf 1254 Sequenzen war aber nötig und sinnvoll, um Nasenabstrich-
und Matratzenstaubproben vergleichen zu können.

Was bedeutet es also, auf einem Bauernhof aufzuwachsen? Laut dieser Ergebnisse ist es eine
größere bakterielle Vielfalt der Umgebung bzw. die Konfrontation mit vielen unterschiedli-
chen Bakterienspezies, was sich in einer höheren bakteriellen richness bei den Bauernhofkin-
dern widerspigelt.
Die Ergebnisse bestätigen mithilfe der 454-Pyrosequenzierung frühere Studien, die bei Bau-
ernhofkindern, basierend auf SSCP- und kulturabhängigen Methoden, eine höhere Diversität
von Matratzen- und Hausstaub feststellten (Braun-Fahrländer et al., 2002; Ege et al., 2011).
Dies könnte ein wichtiger Hinweis dafür sein, dass die richness bzw. ein „Cocktail“ an be-
stimmten Bakterien zum Schutz vor Asthma beiträgt. Es kann vermutet werden, dass Matrat-
zenstaub die Umwelt der Kinder „einzufangen“ scheint und als adäquater Repräsentant der
Bauernhof-Umgebung aufgefasst werden kann.

4.7 In Asthmatikern ist sowohl die Mikrobiota der
Nasenschleimhaut als auch von Matratzenstaub im Vergleich
zu gesunden Kontrollen signi�kant verändert

Betrachtete man die Mikrobiota der Nasenabstriche von Asthmatikern und Kontrollen, so fie-
len signifikante Unterschiede auf. Denn obwohl die einzelnen Nasenabstrichproben in ihrer
Gesamtheit große interindividuelle Unterschiede aufwiesen, besaßen alle Asthmatiker einige
Gemeinsamkeiten. Asthmatiker zeigten auf Phylumebene signifikant niedrigere relative Häu-
figkeiten für die Bacteroidetes (p = 0,0402) auf.
Dieses Ergebnis scheint im Hinblick auf die gegenwärtige Literatur äußerst interessant zu sein.
Bei der Untersuchung des Respirationstrakts durch Oropharynx-Abstriche konnte nämlich bei
17 Gesunden und 17 an Asthma Erkrankten ein signifikant vermindertes Auftreten der Bac-
teroidetes und ein signifikant häufigeres Vorkommen der Firmicutes festgestellt werden (Park
et al., 2014). In den unteren Atemwegen von Asthmatikern wurde ebenfalls ein signifikant
vermindertes Vorkommen der Bacteroidetes beobachtet (Hilty et al., 2010). Dies könnte ein
Hinweis dafür sein, dass die Mikrobiota von Asthmatikern sowohl im unteren, als auch im
oberen Respirationstrakt verändert ist. Es wäre eine Bekräftigung der Annahme, dass Asthma
eine united airway disease ist (Bachert et al., 2004; Bousquet et al., 2004; Rimmer und Ruhno,
2006).
Auch Stuhlproben von Kindern mit Lebensmittelallergie wiesen diese Veränderung auf (Ling
et al., 2014). Eine andere Analyse sah, basierend auf der Kultivierung von Stuhlproben, einen
Zusammenhang zwischen der Verminderung von Bacteroidetes bei Kleinkindern (ein Jahr alt)
und der Entwicklung von Allergien (Björksten et al., 2001). Diese Ergebnisse lassen sich
zwar aufgrund der anderen Lokalisationen und Erkrankungen nicht uneingeschränkt mit der
hier vorliegenden GABRIELA Studie vergleichen. Dazu hätte man die hier analysierte Stu-
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dienpopulation u. a. auch in atopisches und nicht atopisches Asthma auftrennen müssen. Sie
können aber dennoch ein Hinweis dafür sein, dass die bakterielle Mikrobiota von Atopikern
in mehreren Körperregionen in ähnlicher Weise verändert ist.
Auch bei Adipositas konnten ähnliche Veränderungen in der Mikrobiota des Darmes beobach-
tet werden, die sich in einer erhöhten Firmicutes

Bacteroidetes -Ratio äußerten (Turnbaugh et al., 2006). Bei
einer Gewichtsreduktion durch Ernährungsumstellung und körperliche Aktivität konnte bei
übergewichtigen Jugendlichen eine Reduktion der Firmicutes

Bacteroidetes -Ratio beobachtet werden (Na-
dal et al., 2009). Dies erscheint interessant, weil sich beim Vorliegen von Adipositas, beson-
ders bei jugendlichen Mädchen, eine erhöhte Asthmaprävalenz zeigt und eine Gewichtsreduk-
tion die Lungenfunktion verbessert (Schaub et al., 2005).

Auf Genus-Ebene ließ sich das verminderte Auftreten der Bacteroidetes noch genauer spe-
zifizieren: In Nasenabstrichproben waren Prevotella und Porphyromonas, beide zur Gruppe
der Bacteroidetes gehörend, signifikant erniedrigt.
Prevotella war auch bei den vorher erwähnten Studien über die Mikrobiota des Respirations-
traktes (Hilty et al., 2010; Park et al., 2014) in Asthmatikern signifikant erniedrigt. Es kann
daher vermutet werden, dass nicht nur die Mikrobiota des unteren, sondern auch des oberen
Respirationstraktes in ähnlicher Weise durch eine Erkrankung an Asthma beeinflusst wird.
Dies stützt die These der united airways und bestärkt, dass der Nasenabstrich ein geeigneter
und gut zu erreichender Probentyp für die Beurteilung der Mikrobiota von Asthmatikern und
Kontrollen ist.
Auch bei Adipositas zeigte sich ein vermindertes Vorkommen (Turnbaugh et al., 2006) von
Prevotella, bei Gewichtsreduktion zeigte sich ein Anstieg (Nadal et al., 2009). Prevotella galt
bei Turnbaugh et al. (2006) als wichtiger Produzent von immunmodulatorischen Metaboliten
wie kurzkettigen Fettsäuren. Möglicherweise ist Prevotella daher bei verschiedenen Erkran-
kungen aufgrund dieser Eigenschaft ein protektives Bakterium.
Porphyromonas gilt als möglicher Verursacher von Karies und ist normalerweise im Mundraum
anzutreffen (Arbes und Matsui, 2011). Ein vermindertes Auftreten von Porphyromonas in
Asthmatikern konnte auch bei Arbes et al. (2006) durch die Analyse von Antikörpern gegen
Porphyromonas beobachtet werden.
Der Zusammenhang zwischen Asthma und oraler Zahngesundheit wird jedoch kontrovers dis-
kutiert und ist Gegenstand aktueller Forschung. So wurden zwölf Studien verglichen, die As-
soziationen mit allergischen Erkrankungen und dem Auftreten von Karies untersuchten (Arbes
und Matsui, 2011). Fünf Studien konnten ein erhöhtes Auftreten von allergischen Erkrankun-
gen bei Zahngesunden feststellen, drei Studien fanden keine Assoziationen und vier Studien
zeigten die entgegengesetzte Assoziation. Bei keiner der Studien wurden jedoch direkte Spei-
chelproben entnommen, sondern die Kinder auf Peridontitis oder Antikörper gegen pathogene
orale Bakterien untersucht (Arbes und Matsui, 2011). Die hier analysierten Proben der GA-
BRIELA Studie sprechen für ein vermindertes Vorkommen von Porphyromonas bei Asthma-
tikern.

Die Nasenabstriche von Asthmatikern zeigten zwar einen Trend für eine erniedrigte α-Diversität
bei den Asthmatikern im Vergleich zu Kontrollen, jedoch keine signifikanten Unterschiede.
Auch in der aus dieser Arbeit hervorgegangenen Publikation wurde dieser Trend beobach-
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tet (Birzele et al., 2016).
Eine Analyse von Stuhlproben bei einer prospektiven Studie von Abrahamsson et al. (2014)
zeigte Unterschiede in verschiedenen Altersgruppen: Die Proben wurden im Alter von einer
Woche, einem Jahr und sieben Jahren abgenommen. Eine niedrigere α-Diversität bei Kin-
dern, die später Asthma entwickelten, wurde nur im Alter von einer Woche festgestellt. Mit
einem Jahr und sieben Jahren unterschieden sich die Proben von Asthmatikern und Kontrol-
len in ihrer α-Diversität nicht mehr (Abrahamsson et al., 2014). In den Matratzenstaubproben
von Asthmatikern besonders auffällig war die signifikant erniedrigte relative Häufigkeit der
seltenen Genera und OTUs im Vergleich zu den Kontrollen. Außerdem wiesen Asthmatiker
im Vergleich zu den Kontrollen in Matratzenstaub eine signifikant erniedrigte α-Diversität,
beurteilt nach der richness und dem Shannon-Index, auf. Die Ergebnisse deuten, analog zu
früheren Untersuchungen (Ege et al., 2011), darauf hin, dass das Umfeld von Asthmatikern
eine niedrigere mikrobielle Diversität aufweist.
Diese Ergebnisse standen in Kontrast zum vermehrten Vorkommen der seltenen Genera und
OTUs und der höheren α-Diversität bei Bauernhofkindern im Vergleich zu den Referenzkin-
dern, sodass hierauf der protektive Bauernhof-Effekt beruhen könnte. Der Kontakt mit einer
vielfältigen bakteriellen Umwelt könnte in Übereinstimmung mit Ege et al. (2011) als eine
mögliche Begründung für die um 40 % reduzierte Wahrscheinlichkeit (Braun-Fahrländer et
al., 1999; Riedler et al., 2000), als Bauernhofkind an Asthma zu leiden, angesehen werden.
Paralleles konnte bei der Analyse von Boden- und Sofastaub bei Säuglingen im Alter von drei
Monaten nachgewiesen werden. Die höchste richness hatten hier die Kontrollen, die nied-
rigste richness die an Atopie und Wheezing leidenden Säuglinge (Lynch et al., 2014). Die
Kombination aus frühem Wheezing und atopischer Dermatitis ist ein Prädiktor für Asthma im
Kindesalter (Sly et al., 2008), was die Studie vergleichbar mit der Gruppe der Asthmatiker in
dieser Arbeit macht.

Wurden die Matratzenstaubproben von Asthmatikern und Kontrollen zusätzlich getrennt für
die Bauernhof- und die Referenzgruppe betrachtet, so zeigte sich die erniedrigte richness bei
Asthmatikern nur in der Referenzgruppe. Bei der Bauernhofgruppe zeigte sich kein Effekt
mehr. Eine mögliche Interpretation des Ergebnisses wäre die Folgende: Kinder, die von einer
höheren mikrobiellen Diversität, hier gemessen an der richness, umgeben sind, leiden selte-
ner an Asthma. Kinder, die auf einem Bauerhof leben, sind im Vergleich zu Referenzkindern
einer erhöhten mikrobiellen Diversität ausgesetzt. Beides spiegelt sich im Matratzenstaub wi-
der. Die richness konnte den Bauernhof-Effekt vollständig erklären, der change in estimate lag
bei 144 %. Eine höhere mikrobielle Exposition gegenüber Bakterien könnte, wie auch schon
früher vermutet wurde (Ege et al., 2011), zum Schutz vor Asthma beitragen.
Erkrankt ein Bauernhofkind trotz eines generell protektiven Effekts des Aufwachsens auf ei-
nem Bauernhof an Asthma, so könnte eine stark ausgeprägte genetische Prädisposition vor-
liegen, die auch durch die höhere mikrobielle Diversität nicht beeinflusst werden kann. Hin-
weise hierauf gibt die Untersuchung von Depner et al. (2014), bei der unterschiedliche Whee-
zing-Typen im Kindesalter untersucht wurden. Bei zwei bestimmten Ausprägungen waren
Bauernhof- und Referenzkinder in etwa gleich häufig betroffen. Diese Wheezing-Typen zeig-
ten eine Assoziation mit dem das Asthma-Risiko erhöhenden Genlokus 17q21. Es könnte
also diskutiert werden, dass die richness bestimmte Ausprägungen besser beeinflussen kann



73

als andere. Da bei der Trennung in Bauernhof- und Referenzgruppe mit und ohne Asthma
unvermeidlich auch die Stichproben halbiert und damit verkleinert wurden, sollte auch die
geringere statistische Power beachtet werden. Der Median lag nämlich auch bei den Bauern-
hofkindern mit Asthma unterhalb des Medians der Bauernhofkinder ohne Asthma. Da die
richness bei Bauernhofkindern deutlich höher war als bei den Referenzkindern, war es auch
deutlich schwieriger, signifikante Werte zu erzielen.

Um herauszufinden, ob die erhöhte richness im Matratzenstaub der Bauernhofkinder ver-
antwortlich für die niedrigere Asthma-Prävalenz im Vergleich zu den Referenzkindern sein
könnte, wurde der change in estimate bestimmt. In unserer Stichprobe war der Bauernhof-
Effekt durch die richness gut erklärt.
Bei Ege et al. (2011) waren bei der PARSIFAL Studie 26 % des Bauernhof-Effekts durch
die höhere bakterielle Diversität in Matratzenstaub erklärbar. Mit der Sequenzierung können,
im Vergleich zur Verwendung von Kultivierungs- und SSCP-Methoden bei PARSIFAL, theo-
retisch alle Bakterien erfasst werden. Der äußerst hohe change in estimate bei der GABRIE-
LA Studie könnte also durch das Next-Generation-Sequencing-Verfahren entstanden sein. Die
höhere richness könnte laut dieser Ergebinsse für die niedrigere Asthma-Prävalenz mitverant-
wortlich sein.
Außerdem sollte auch ein Blick auf die beiden Genera Acinetobacter und Lactococcus gewor-
fen werden. In den hier analysierten Bauernhofkindern bestand eine höhere relative Häufig-
keit dieser beiden Genera in Matratzenstaub. Speziell die OTU 11013 mit 100 % Ähnlichkeit
zu Lactococcus lactis und die OTU mit 100 % Ähnlichkeit zu verschiedenen Acinetobacter
Spezies waren unter den häufigen (> 1%) OTUs in Bauernhofkindern und zu ≤ 1% bei den
Referenzkindern zu finden. Beim Vergleich mit der Literatur konnte für Acinetobacter lwoffii
und Lactococcus lactis eine inverse Korrelation mit Atopie in Matratzenstaub nachgewiesen
werden (Ege et al., 2012). Bestimmten Spezies des Genus Acinetobacter wird ein Schutz vor
Inflammation bei atopischer Dermatitis (Fyhrquist et al., 2014) und der Spezies Lactococcus
lactis eine Reduktion bei akuter Entzündung der Atemwege zugesprochen (Marinho et al.,
2010). Beides wurde am Mausmodell getestet (Fyhrquist et al., 2014; Marinho et al., 2010).
Bei Debarry et al. (2007) wurde sowohl für Acinetabacter lwoffii als auch für Lactococcus lac-
tis, die beide aus Kuhställen isoliert wurden, u. a. im Mausmodell und durch Untersuchungen
an dendritischen Zellen ein stark protektiver Effekt vor Allergien gezeigt und die Induzierung
einer TH1-Zell-dominierten Immunantwort nachgewiesen (Debarry et al., 2007).

Bei Matratzenstaubproben konnte des Weiteren bei Asthmatikern eine höhere relative Häu-
figkeit von Corynebacterium festgestellt werden als bei Matratzenstaub von Kontrollen. Da
Matratzenstaub von Asthmatikern signifikant weniger seltene Genera aufwies, kann es auch
sein, dass einige Genera in ihrem relativen Vorkommen erhöht sind und keine absoluten Un-
terschiede zwischen Asthmatikern und Kontrollen vorhanden sind. Einige Corynebacterium
Spezies sind hautassoziiert (Belkaid und Segre, 2014; Grice et al., 2009; Scharschmidt und
Fischbach, 2014). Es lässt sich vermuten, dass die Menge an Hautbakterien im Matratzen-
staub von Asthmatikern und Kontrollen etwa gleich hoch ist und es somit durch das geringere
Vorkommen der seltenen Genera zu einem relativ erhöhten Anteil von Hautbakterien kommt.
Eine absolute Erhöhung von Corynebacterium erscheint auch deshalb eher unwahrscheinlich,
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weil einigen Spezies dieses Genus ein antiinflammatorischer und asthmaprotektiver Effekt zu-
geschrieben wurde (Ege et al., 2012; Korf et al., 2006).
Die signifikante Erhöhung der OTU 9105 (Genus Streptococcus) in Matratzenstaub von Asth-
matikern im Vergleich zu den Kontrollen könnte folgendermaßen erklärt werden:
OTU 9105 zeigte eine 100 % Ähnlichkeit mit der Streptococcus Salivarius-Gruppe (Unter-
gruppe der Viridans-Gruppe der Streptokokken), zu denen Streptococcus salivarius, Strepto-
coccus thermophilus und Streptococcus vestibularis (Facklam, 2002; Kawamura et al, 1995;
Poyart et al., 1998) gehören. Sie kommen normalerweise im Mundraum vor (Delorme et al.,
2014). Es kann diskutiert werden, dass Asthmatiker durch das typischerweise nächtliche Hus-
ten dieses ansonsten im Mundraum lokalisierte Bakterium auf die Matratze übertragen. In dem
hier analysierten Matratzenstaub wurden, wie vorher dargelegt, auch weitere orale Bakterien
vermutet. Weitere Hinweise auf die Übertragung von Bakterien aus dem Mundraum auf die
Matratze zeigten auch Analysen von Kissenbezügen (Dunn et al., 2013). Bei dieser Studie
wurden verschiedene Gegenstände in Wohnhäusern untersucht und ein hoher Anteil an oralen
Bakterien in Kissenbezügen vermutet (Dunn et al., 2013).
Streptococcus salivarius wird in Verbindung mit der Homöostase des Immunsystems ge-
bracht (Artis, 2008). Streptococcus salivarius ist schon ein paar Stunden nach der Geburt
sowohl oral (Kaci et al., 2014), als auch intestinal lokalisisert (Hakalehto et al., 2011). Er re-
guliert den inflammatorischen NFκB-Pathway und reduziert die IL-8 Produktion. Jedoch gibt
es auch Ergebnisse, die zeigen, dass er ähnliche Effekte auf die Immunantwort hat wie Strepto-
coccus pneumoniae (Engen et al., 2014), ein bekanntes Pathogen bei Asthmatikern (Bisgaard
et al., 2007).

Die hier analysierte Studienpopulation zeigte, dass Bauernhofkinder in ihrer Matratze deut-
lich mehr verschiedene Bakterien aufwiesen. Das wurde durch das signifikant häufigere rela-
tive Vorkommen an den seltenen Genera und OTUs und durch die höhere α-Diversität von
Bauernhofkindern deutlich. In Asthmatikern waren im Vergleich zu den gesunden Kontrollen
in Kontrast dazu erniedrigte Werte für die seltenen Genera und OTUs und für die α-Diversität
sichtbar. Besonders deutlich wurde dieser Asthma-Effekt der erniedrigten mikrobiellen Diver-
sität im Matratzenstaub der Asthmatiker bei den Referenzkindern, da diese über alle Proben
betrachtet deutlich niedrigere Werte für die richness aufwiesen als die Bauernhofkinder.
Dieses Ergebnis deckt sich gut mit der „Hygiene-Hypothese“ (Strachan, 1989). Ein Kontakt in
der frühen Kindheit mit einer sehr diversen bakterienreichen Umgebung schult das Immunsys-
tem, polt es in Richtung TH1-Zell-Immunreaktion und verhindert eine überschießende TH2-
Zell-Immunantwort bei Kontakt mit pathogenen Bakterienspezies.
Die höhere richness, die die bunte Vielfalt der Bakterien widerspiegelt, könnte für die niedrige-
re Asthma-Prävalenz bei Bauernhofkindern verantwortlich sein. Aber auch bestimmte in ihrer
Gesamtheit protektive Bakteriengemeinschaften oder protektive Bakterien unter den seltenen
Genera und OTUs könnten zum Bauernhof-Effekt beitragen. Oder es ist eine Kombination
dieser Interpretationsansätze.
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5 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen dieser Studie wurden für die zwei unterschiedlichen Probentypen Nasenabstrich
und Matratzenstaub die einzelnen experimentellen Schritte der Probenvorbereitung, der DNA-
Extraktion, der Amplikonpräparation und der 454-Pyrosequenzierung etabliert und optimiert.
Die etablierten Methoden sind reproduzierbar und wurden bereits im Rahmen der GABRIELA
Studie für die Untersuchung von 360 Matratzenstaubproben (Bayern) bei weiteren Analysen
verwendet.
Die höhere Diversität in Matratzenstaub und die unterschiedliche taxonomische Zusammen-
setzung der beiden Probentypen gaben Hinweise darauf, dass Matratzenstaub stärker durch
die Umwelt beeinflusst wird als Nasenabstrichproben (Abbildung 32). Dies wurde besonders
durch die signifikant höhere Anzahl der seltenen Genera und OTUs und durch die höhere
richness bei Bauernhofkindern im Vergleich zu Referenzkindern deutlich. Auch das auf Ge-
nusebene unklassifizierbare Bakterium aus der Familie der Ruminococcaceae könnte für einen
Einfluss der Umwelt und speziell der Bauernhofumgebung sprechen.
Das könnte bedeuten, dass die Umwelt von Bauernhofkindern eine höhere Bakterienvielfalt
aufweist als die Umwelt von Kindern, die nicht auf einem Bauernhof aufwachsen.
Nasenabstrichproben von Bauernhofkindern zeigten im Hinblick auf die relative Häufigkeit
der häufigen (> 1%) Phyla, Genera und OTUs keine signifikanten Unterschiede zu den Refe-
renzkindern.

Abbildung 32: Die Matratze wird stärker durch die Umwelt beeinflusst als die Nase, welche deutlich
geprägt ist durch die Mikrobiota des Kindes. Ein Austausch von Bakterien zwischen
Nase und Matratze erscheint möglich.

Ein möglicher Transfer von der Nase auf die Matratze oder umgekehrt, in Abbildung 32 durch
den Pfeil verdeutlicht, erscheint möglich. Einige Bakterienspezies waren bei der Betrachtung
der taxonomischen Zusammensetzung aller Proben für einen Probentyp typisch und für den
anderen untypisch. Sie wurden aber bei Vorhandensein in dem einem Probentyp häufig auch
im korrespondierenden anderen Probentyp desselben Kindes gefunden. Diese Beobachtung
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kann ein Hinweis auf eine mögliche Beeinflussung der Mikrobiota der Nasenschleimhaut
durch das nähere Umfeld sein.
Die Nasenschleimhaut von Asthmatikern enthielt im Gegensatz zu den Kontrollen auf Phylum-
Ebene signifikant weniger Bacteroidetes und auf Genus-Ebene signifikant weniger Prevotella
und Porphyromonas, was auf eine veränderte Mikrobiota der oberen Atemwege bei einer Er-
krankung mit Asthma hindeutet.
Auch der Matratzenstaub von Asthmatikern war verändert und ging mit deutlich verminder-
tem Vorkommen von seltenen Genera und OTUs einher. Ebenso war die richness in Matrat-
zenstaub von Asthmatikern erniedrigt.
Die Mikrobiota eines Asthmatikers war schlussfolgernd in Nasenabstrich- und Matratzen-
staubproben eindeutig von einer gesunden Kontrolle zu unterscheiden, was in Abbildung 32
durch den roten und grünen Halbbogen für Asthmatiker und Kontrolle dargestellt ist.
Bei zusätzlicher Trennung in Bauernhof- und Referenzkinder zeigte sich bei den Referenz-
kindern mit Asthma im Matratzenstaub weiterhin eine signifikant erniedrigte richness. Die
fehlende Signifikanz bei den Bauernhofkindern mit Asthma in dieser Fragestellung könnte
einerseits bedingt sein durch die ohnehin im Vergleich zur Referenzgruppe deutlich höhere
richness bei Bauernhofkindern, die das Erreichen von signifikanten Werten erschwerte. Au-
ßerdem war durch die Einteilung in vier statt zwei Gruppen die statistische Power deutlich
geringer, denn auch bei den Referenzkindern mit Asthma war nun der p-Wert höher als bei
der Betrachtung aller Asthmatiker im Vergleich zu allen Kontrollen. Andererseits könnte bei
Bauernhofkindern noch ein anderer Einflussfaktor, wie z. B. eine genetische Prädisposition
bzw. eine risikoerhöhende Genvariante im Genlokus 17q21, eine Rolle spielen, wenn sie trotz
der bakteriellen Vielfalt Asthma entwickeln.
Die Ursache für die niedrigere Asthma-Prävalenz bei Bauernhofkindern könnte also mit einer
größeren Bakterienvielfalt in der Bauernhofumgebung zusammenhängen.

Es sind daher noch weitere Untersuchungen nötig, z. B. die Sequenzierung von Staubproben
aus den Ställen der Bauernhofkinder und aus der Umgebung der Referenzkinder. Die Inha-
lation von Stallstaub-Extrakt erwies sich nämlich im Mausmodell schützend im Bezug auf
Asthma (Peters et al., 2006).
Ziel für die Zukunft wäre es, die Mikrobiota der Atemwege von Kindern mit einer geziel-
ten Primärprophylaxe, ähnlich einem Probiotikum für den Darm, zu beeinflussen und so vor
Asthma zu schützen. Da eine frühe Exposition besonders gut vor Asthma schützt (Wlasiuk und
Vercelli, 2012), sollte die Therapie möglichst früh und über einen längeren Zeitraum durch-
geführt werden, um den Effekt zu optimieren. Bei klinischen Studien mit der Applikation
von Bakterien müsste man aber mit großer Vorsicht vorgehen und strenge mikrobiologische
Sicherheitsvorschriften einhalten, um schädliche Nebeneffekte zu vermeiden.
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6 Ergebniszusammenfassung

Für die vorliegende Arbeit mit dem Thema „ Analyse der bakteriellen Mikrobiota von Schleimhaut-
und Umweltproben mittels Next-Generation-Sequencing und Untersuchung ihrer Rolle bei
kindlichem Asthma“ lassen sich folgende Ergebnisse festhalten:

Die beiden Probentypen wiesen dieselben dominanten Phyla mit unterschiedlicher quanti-
tativer Verteilung auf. Gemeinsamkeiten zeigten sie vor allem in der relativen Häufigkeit der
Genera Streptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium und Propionibacterium und den zu
diesen Genera gehörenden OTUs.
Ein markanter Unterschied war das Auftreten von 29,9 % Moraxella und 6,3 % Haemophilus
in den Nasenabstrichproben, die in Matratzenstaub nur zu 1,4 % bzw. nicht unter den häufigen
OTUs vertreten waren. Die Anzahl der häufigen Genera in Matratzenstaub war mit 22 beinahe
doppelt so hoch wie in den Nasenabstrichproben mit 12, jedoch waren in Matratzenstaub 14
Genera nur zwischen 1 % und 2 % vertreten. Die seltenen Genera waren mit einem Vorkom-
men von 34 % in Matratzenstaub doppelt so häufig wie in den Nasenabstrichproben. Diese
Auffälligkeit wurde auf OTU-Ebene noch deutlicher mit 58,5 % seltenen OTUs in Matratzen-
staub und 23,5 % in den Nasenabstrichproben.
Der Reichtum an verschiedenen OTUs pro Probe wurde durch die höhere α-Diversität in
Matratzenstaub verdeutlicht, zu der hauptsächlich die seltenen OTUs beitrugen. Bei Nasenab-
strichproben lag als Hinweis auf hohe interindividuelle Unterschiede der bakteriellen Mikro-
biota eine höhere β -Diversität vor.

Die Nasenabstrichproben von Bauernhofkindern zeigten, beschränkt auf Phyla, Genera und
OTUs, die zu mehr als 1 % vertreten waren, auf keiner taxonomischen Ebene signifikante Un-
terschiede zu den Referenzkindern.
In Matratzenstaub konnte bei den Bauernhofkindern eine signifikante Erhöhung eines unklas-
sifizierten Genus Uncultured, das zur Familie der Ruminococcaceae gehörte, beobachtet wer-
den. Genera dieser Ordnung sprechen, wie in Kapitel 4.6 geschildert, für einen Einfluss der
Bauernhofumgebung. In Matratzenstaub stieg die Gesamtvariable der seltenen Genera und
OTUs bei Bauernhofkindern im Vergleich zu den Referenzkindern signifikant an und stand im
Einklang mit der signifikant höheren richness in Matratzenstaub von Bauernhofkindern. Ma-
tratzenstaub präsentierte sich somit als adäquates Probenmaterial, die unterschiedliche Um-
welt von Bauernhof- und Referenzkindern abzubilden.

Bei Asthmatikern wurde bei den Nasenabstrichproben ein signifikant erniedrigtes Vorkom-
men der Bacteroidetes beobachtet. Dies ließ sich auf Genus-Ebene durch ein vermindertes
Auftreten von Prevotella und Porphyromonas, beide den Bacteroidetes zugehörig, noch wei-
ter spezifizieren. Es könnte also möglich sein, dass Asthma im Sinne der united airways nicht
nur ein Krankheitsbild des unteren Respirationstraktes ist, sondern auch die oberen Atemwege
beeinflusst.
In Matratzenstaub kam es dagegen zu einem sifnifikant höheren Vorkommen von Coryne-
bacterium und der OTU 2190 (100 % Ähnlichkeit zur Streptococcus salivarius-Gruppe). Im
Gegensatz zu Bauernhofkindern reduzierte sich der Anteil der seltenen Genera und OTUs si-
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gnifikant, was sich ebenso in einer signifikant erniedrigten richness in Matratzenstaub wider-
spiegelte und den Asthma-Effekt (Ege et al., 2011) weiter bekräftigte. Die erniedrigte richness
war bei einer Trennung von Bauernhof- und Referenzgruppe nur für Referenzkinder mit Asth-
ma, nicht aber für Bauernhofkinder mit Asthma im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant.
Tendenziell war aber auch bei den Bauernhofkindern mit Asthma der Median für die richness
im Matratzenstaub erniedrigt.
Da der protektive Effekt von Bauernhof auf Asthma weitgehend durch die richness erklärt
werden konnte (change in estimate von 144 %), könnte in Zusammenschau der Ergebnisse
eine höhere bakterielle Vielfalt der Umwelt Kinder davor schützen, Asthma zu entwickeln.
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Anhang

Tabelle E1: Allgemein verwendete Materialien
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Tabelle E2: Verwendete Puffer und Materialien für die DNA-Isolation und die PCR
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Tabelle E3: Materialien für die Aufreinigung und die Sequenzierung
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Tabelle E4: Darstellung der Barcodes der verwendeten Primer BC0001-0058
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Tabelle E5: Darstellung der Barcodes der Reverse Primer BC0059-0116
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Tabelle E6: Unterschiede zwischen Bauernhof- und Referenzkindern bei den Nasenabstrichproben:
Positive beta-Werte bedeuten ein höheres relatives Vorkommen der zugehörigen Phyla und
Genera bei Bauernhof- im Vergleich zu den Referenzkindern und negative beta-Werte er-
niedrigte Werte.
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Tabelle E7: Unterschiede zwischen Bauernhof- und Referenzkindern bei den Nasenabstrichproben
(Fortsetzung): Positive beta-Werte bedeuten ein höheres relatives Vorkommen der zugehö-
rigen OTUs bei Bauernhof- im Vergleich zu den Referenzkindern und negative beta-Werte
erniedrigte Werte.
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Tabelle E8: Unterschiede zwischen Bauernhof- und Referenzkindern bei den Matratzenstaubproben:
Positive beta-Werte bedeuten ein höheres relatives Vorkommen der zugehörigen Phyla und
Genera bei Bauernhof- im Vergleich zu den Referenzkindern und negative beta-Werte er-
niedrigte Werte.



104

Tabelle E9: Unterschiede zwischen Bauernhof- und Referenzkindern bei den Matratzenstaubproben
(Fortsetzung): Positive beta-Werte bedeuten ein höheres relatives Vorkommen der zugehö-
rigen OTUs in Bauernhof- im Vergleich zu den Referenzkindern und negative beta-Werte
erniedrigte Werte.
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Tabelle E10: Unterschiede zwischen Asthmatikern und Kontrollen bei den Nasenabstrichproben: Po-
sitive beta-Werte bedeuten ein höheres relatives Vorkommen der Phyla und Genera in
Asthmatikern im Vergleich zur Kontrollgruppe und negative beta-Werte ein niedrigeres
relatives Vorkommen.
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Tabelle E11: Unterschiede zwischen Asthmatikern und Kontrollen bei den Nasenabstrichproben (Fort-
setzung): Positive beta-Werte bedeuten ein höheres relatives Vorkommen der OTUs in
Asthmatikern im Vergleich zur Kontrollgruppe und negative beta-Werte ein niedrigeres
relatives Vorkommen.
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Tabelle E12: Unterschiede zwischen Asthmatikern und Kontrollen bei den Matratzenstaubproben. Po-
sitive beta-Werte bedeuten ein höheres relatives Vorkommen der Phyla und Genera in
Asthmatikern im Vergleich zur Kontrollgruppe und negative beta-Werte ein niedrigeres
relatives Vorkommen.
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Tabelle E13: Unterschiede zwischen Asthmatikern und Kontrollen bei den Matratzenstaubproben
(Fortsetzung): Positive beta-Werte bedeuten ein höheres relatives Vorkommen der OTUs
in Asthmatikern im Vergleich zur Kontrollgruppe und negative beta-Werte ein niedrigeres
relatives Vorkommen.

Abbildung E1: Sequenzzahl pro Probe und Pool
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