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1 Kurzfassung

Neben chemischen und physikalischen Einflussen spielen Mikroorganismen eine
maf3gebliche Rolle bei der Zerstorung von Bauwerken. Erhdhte Feuchtigkeit
beglnstigt  mikrobielles Wachstum. Es entstehen haufig ,mikrobielle
Lebensgemeinschaften”, die infolge ihrer Stoffwechselaktivitéat erheblichen Schaden
auf und in Materialien verursachen kdnnen. Insbesondere bei der Restaurierung und
Sanierung von Gebauden mul3 grolRer Wert auf die Beseitigung von
Mikroorganismen gelegt werden, um das Bauwerk dauerhaft zu schitzen. Biozid-
oder Fungizidbehandlungen allein reichen hierfur jedoch nicht aus, weil die dabei
verwendeten chemischen Substanzen Grundlage fir das Wachstum anderer,
maoglicherweise sogar noch schadlicherer Mikroorganismen sein kénnen. Auch die
Reduktion der Luftfeuchtigkeit in Gebauden allein wird das Wachstum von
Mikroorganismen nicht grundséatzlich vermeiden. Deshalb ist eine Information Uber
Ausmald und Zusammensetzung mikrobieller Lebensgemeinschaften zur Auswahl
geeigneter Gegenmalnahmen des Bakterien- und Pilzbewuchses an und in
Materialien notwendig. Zudem wird ein wirksamer Schutz der Bauwerke (und ihrer
Bewohner) nur dann erreicht, wenn MalRnahmen zur Verminderung des mikrobiellen
Bewuchses von Baumaterialien mit regelmaRigen Kontrollen einhergehen.
Herkdmmliche Verfahren zur Untersuchung mikrobiell bedingter Schaden erlauben
nur eine unzureichende Bestandsaufnahme von im Material vorhandenen
Mikroorganismen. Einerseits gibt es keine standardisierten Untersuchungsverfahren.
Zum anderen gibt es nur ein recht begrenztes Wissen tber Mikroorganismen und ihr
Schadenspotential. Mit Hilfe von DNA-analytischen Nachweisverfahren kdnnen
Mikroorganismen identifiziert werden, ohne sie im Labor anzuziichten. Deshalb
kénnen alle, auch vollig unbekannte Mikroorganismen detektiert werden. Es ist auch
nicht erforderlich, sich bei der Identifizierung von Bakterien oder Pilzen auf
bestimmte Arten zu konzentrieren oder umfangreiches Vorwissen Uber die mégliche
Art der Besiedelung in und an Materialien zu haben. Diese Informationen sind
notwendig, um Bauwerke effektiv und dauerhaft vor Mikrobenbefall schiitzen zu
kénnen.
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2 Einleitung

Bauwerke sind Umwelteinfliissen und damit einem stetigen Prozel3 der Verwitterung
ausgesetzt. Die Grinde fur Zersetzungsprozesse sind vielféaltig. Neben chemischen
und physikalischen Einflissen sind Mikroorganismen maf3geblich und haufig ursachlich
fir die Materialzersetzung verantwortlich (Pochon et al. 1960; Eckhardt 1985;
Krumbein; 1968, 1990; Sorlini et al. 1987; Warscheid et al. 1989; Weirich 1989;
Karpovich-Tate und Rebrikova 1990; Lyalikova et al. 1991; Bock und Sand 1993,
Mansch und Bock 1998).

Grundséatzlich konnen alle Mikroorganismen an Zerstbrungprozessen von
Materialien beteiligt sein. Man kann davon ausgehen, daR friher oder spater jede
Oberflache eines Materials von Mikroorganismen besiedelt wird (Flemming 1994). Die
Besiedelung erfolgt haufig Uber die Umgebung (Eckhardt 1994). Mikroorganismen
konnen durch Mikroporen, Risse und Spalten in das Material eindringen. Die
Schadigung fur das Material erfolgt mechanisch oder durch biochemische Vorgéange. In
der Natur kommen Mikroorganismen auf Oberflachen meistens in mehr oder weniger
komplexen Lebensgemeinschaften vor. Sie bestehen nicht etwa aus Reinkulturen von
Bakterien, Pilzen oder Algen, wie sie im Labor kunstlich herangezogen werden kénnen,
sondern aus  mikrobiellen  Lebensgemeinschaften. Wie  jedoch  diese
Lebensgemeinschaften im einzelnen zusammengesetzt -- und welche Mitglieder die
metabolisch aktiven -- sind, ist haufig noch ebenso unbekannt, wie mikrobielle
Interaktionen. Die "mikrobielle Okologie”, eine Teildisziplin der Mikrobiologie,
beschaftigt sich mit der Beschreibung von Mikroorganismen in ihrer natirlichen
Umgebung. Im Mittelpunkt des Interesses stehen dabei die Identifizierung und die
metabolische Aktivitat von Mikroorganismen. Ein Verstandnis der mikrobiellen Okologie
ist unerlaBlich, will man ein besseres Verstandnis dariber erlangen, welche
Materialschaden durch eine mikrobielle Lebensgemeinschaft verursacht werden
koénnen.

Die Besiedelung von Bauwerken und Baumaterialien verursacht nicht nur
erheblichen finanziellen Schaden, sondern stellt auch ein gesundheitliches Risiko fur
Menschen dar, da auch Baumaterialien in Innenrdumen besiedelt werden und
Mikroorganismen zum Wachstum dienen kdnnen. Im Folgenden sind einige Beispiele
dafur aufgefuhrt, wie Mikroorganismen zur Zerstérung von Bauwerken und
Baumaterialien beitragen kdnnen.

a) Bildung von anorganischen Sauren:

"Hochspezialisierte" lithoautotroph  wachsende nitrifizierende  Bakterien und
Schwefelbakterien kénnen anorganische Séauren wie Salpetersaure und Schwefelsaure
produzieren. Mikroorganismen dieser Gruppe konnten im Zusammenhang mit der
biologischen Zerstérung von verschiedensten Materialien nachgewiesen werden (Bock
und Sand 1993, Mansch und Bock 1998). Wachsen solche s&ureproduzierenden
Mikroorganismen z.B. auf Calciumhydroxid reichem Untergrund, so kann hieraus Gips
(Calciumsulfat) entstehen. Karcher hat dies in einer popularwissenschaftlichen
Veroffentlichung so beschrieben: "In der Reaktion von Schwefelsdure mit kalkhaltigen
Mineralen und Bindemitteln wird Sandstein zu Sand zerbroselt und edler Mamor in
schndden Gips (CaS0O,) verwandelt. Zusatzlich entsteht ein ahnlich brisanter Effekt wie
beim Gefrieren von Wasser: Weil Gips mehr Raum fordert als der urspringliche
Kalkstein, dehnt sich das Mineral aus, bildet Risse und Schichten und zerfallt wie
Blatterteig." (Karcher 1994)
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b) Bildung von organischen Sauren

Fast alle Mikroorgnismen sind unter bestimmten Bedingungen in der Lage,
verschiedene organische Sauren auszuscheiden. Bei diesen Sauren handelt es sich
z.B. um Essig-, Glucon-, Oxal-, oder Zitronensaure. Im Prinzip kénnen alle im
Stoffwechsel vorkommenden Sauren abgegeben werden. Die Wechselwirkungen mit
dem Material konnen ahnlich der der anorganischen Sauren sein. Auch organische
Sauren fuhren zu Loésungvorgédngen von Mineralbestandteilen (Krumbein und Petersen
1990).

c) Bildung von organischen Lésungsmitteln

Viele Mikroorganismen sind in der Lage, organische Verbindungen zu fermentieren. Als
Endprodukte entstehen andere organische Stoffe, hdufig organische Séuren, aber auch
organische Ldsungsmittel, wie Ethanol, Buthanol und andere. Diese Ldsungsmittel
kdnnen zu Schwellungen bis hin zum vdlligen Auflésen der Materialien fihren.

d) Bildung von Exoenzymen

Mikroorganismen kdnnen Exoenzyme, wie Proteasen oder Lipasen ausscheiden, mit
deren Hilfe sie diese Polymere in kleinere Fragmente "zerlegen" und ihrem
Metabolismus zugénglich machen kdénnen.

3 Identifizierung von Mikroorganismen als
Schadensverursacher

3.1 Probleme klassischer Untersuchungen

Sollen langfristig geeignete Malinahmen zum Schutz von besiedelten Bauwerken
gesetzt werden, ist es wichtig zu wissen, welche Mikroorganismen fir die
festgestellten Schadensprozesse verantwortlich sind und welche Materialien
betroffen sind. Moderne mikroskopische Techniken kénnen zeigen, ob und wie stark
Objekte durch Mikroorganismen besiedelt sind. Allerdings lassen sich aus den so
gewonnenen morphologischen Daten hdchstens Rickschlisse darauf ziehen, ob
Bakterien oder Pilze vorkommen, allerdings nicht um welche Mikroorganismen genau
es sich handelt. Konventionelle mikrobiologische Verfahren erlauben eine
Identifizierung von kultivierbaren Mikroorganismen aus Probenmaterial. Zur
Kultivierung von Mikroorganismen wird Material enthommen, um sie anschlieend in
geeignete FIlURig- oder Festmedien zu Uberfihren und unter Laborbedingungen
wachsen zu lassen. Auf diese Weise wurde ein weites Spektrum von verschiedenen
Pilzen, Algen und Bakterien von Bauwerken isoliert und identifiziert. Zweifellos ist die
Liste der bislang von Bauwerken isolierten Mikroorganismen lang. Freilich bleibt die
Relevanz  der beschriebenen  Mikroorganismen flir die  beobachteten
Schadensphanomene fraglich, da die Kultivierung aus Probenmaterial zu selektiven
Anreicherungen bestimmter Spezies fuhrt. Man geht heute davon aus, dal3 bislang
nur ein Bruchteil aller Mikroorganismen bekannt ist. Unter Laborbedingungen sind
nur weniger als 1% der in Proben enthaltenen Bakterien kultivierbar (Amann et al.
1996). Die Griunde hierfur liegen zum einen darin, dall zu wenig Uber die
Wachstumsbedurfnisse der entsprechenden Organismen bekannt ist. Hieraus
ergeben sich insbesondere Schwierigkeiten, die genauen Bedingungen fir das
Wachstum einzelner Mikroorganismen im Labor zu schaffen, wie sie in der Natur
vorhanden sind. Zum anderen gibt es Bakterien, die in ein Stadium der
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Nichtkultivierbarkeit verfallen, so dal3 sie unter Laborbedingungen auch dann nicht
anwachsen, wenn ihnen entsprechend ginstige Wachstumsbedingungen angeboten
werden.

Die selektive Isolierung von Mikroorganismen durch in vitro Kultivierung hat
zur Folge, dal3 andere, vielleicht viel haufiger im Material vorkommende und vielleicht
fur den Schadensprozel3 relevantere Organismen nicht erfal3t werden. Eine
SchluRfolgerung bezlglich der Bedeutung einzelner Mikroorganismen am
Gesamtschadigungsprozel3, die allein auf den im Labor isolierten Mikroorganismen
beruht, mag deshalb mitunter einen falschen Eindruck Uber deren tatsachlichen
Beitrag zur Schadigung erwecken. Molekularbiologische Herangehensweisen
vermdgen diese Probleme zu l6sen.

3.2 DNA Fingerprints zur Untersuchung von mikrobiellen Schaden an
Bauewerken

Mit der Einfuhrung molekularbiologischer Methoden wurde es mdglich, einzelne
mikrobielle Spezies mikrobieller Lebensgemeinschaften dirkekt aus Probenmaterial
zu identifizieren, ohne sie zuvor kultivieren zu mussen. Dies geschieht tber die
Identifizierung von im Material vorhandenen, spezifischen DNA Sequenzen. Dabei
werden fir deren Bestimmung bestimmte Gene als phylogenetische Marker benutzt,
deren Sequenzen Organismen identifizieren und eindeutig unterscheiden kdnnen.
Obwohl sich im Prinzip eine ganze Reihe von Genen als phylogenetische Marker
eignen, sind es besonders die ribosomalen RNAs bzw. deren Gene, die
vorzugsweise fur solche Untersuchungen eingesetzt werden. Nachdem diese
Verfahrensweise vor wenigen Jahren erstmals zur Untersuchung von
Mikroorganismen in nattrlichen Standorten benutzt wurde (Muyzer et al. 1993) fand
sie nur wenige Jahre spater erstmals Anwendung in der Untersuchung von
Mikroorganismen, die im Zusammenhang mit biologischer Materialschadigung
stehen (Rolleke et al. 1996/98/99). Fur die erforderlichen Analysen werden nur
geringe Probenmengen benotigt. Die Strategie zur Herstellung von DNA-Fingerprints
der vorhandenen Mikroben umfaf3t die folgenden Schritte:

1. Probennahme;

Extraktion der DNA/RNA,;

Vervielfalltigung von Markergenen in der PCR,;
Erzeugung von DNA Fingerprints;
Sequenzierung einzelner Banden;

S

Identifizierung von Mikroorganismen.

3.2.1 Vervielfaltigung von genetischen Markern aus Probenmaterial mit
der PCR

Anstatt die zu identifizierenden Mikroorganismen aus Probenmaterial zu kultivieren,
werden fir die genetische Analyse nur bestimmte DNA Sequenzen der Probe
vervielfaltigt. Die technische Grundlage fir diese Untersuchung ist die PCR
(Polymerase Ketten Reaktion). Dieses Verfahren hat bereits kurz nach seiner
Entwicklung durch Kary Mullis im Jahre 1983 Einzug in viele Bereiche der Biologie
gehalten und ist aus dem modernen molekularbiologischen Untersuchungspektrum
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nicht mehr wegzudenken. Das Verfahren ermdglicht eine Vervielfaltigung von
spezifischen  vorher  ausgewéhlten DNA  Fragmenten, wobei  wenige
Ausgangsmolekile der Probe so vervielfaltigt werden, daf "sichtbare” Mengen von
identischen Molekilen entstehen. Das Prinzip funktioniert &hnlich wie die
Verdoppelung der DNA vor einer Zellteilung. Die DNA einer Probe wird durch Hitze in
Einzelstrange aufgeschmolzen, wobei jeder Einzelstrang als Matrize fur die
enzymatische Ergadnzung des fehlenden Stranges dient. Anfang und Ende dieser
Reaktion wird durch kurze, fir ein bestimmtes Gen oder Sequenzabschnitt
spezifische DNA Startermolekile (DNA Primer) definiert, die der Reaktion
zugegeben werden. Dieser Vermehrungszyklus wird mehrfach wiederholt, so dald
einzelne Abschnitte exponentiell vermehrt werden kdnnen. Aus einem einzigen
Sequenzabschnitt erh&lt man nach 30 solcher Zyklen eine Milliarde Kopien.

Zur Identifizierung von Mikroorganismen in Probenmaterial wird zunéchst die
gesamte DNA aus einer Probe extrahiert. Dann werden mit PCR-Primern fur
ribosomale DNA, definierte Bereiche der gesamt-DNA vervielfaltigt, die fur alle
Mikroorganismen oder fir Gruppen von Mikroorganismen spezifisch sind.

3.2.2 Erzeugung von DNA-Fingerprints

Als Resultat des oben beschriebenen Reaktionsansatzes entstehen PCR-Produkte.
Diese bestehen aufgrund der Primerwahl aus gleich gro3en DNA Fragmenten. Sie
unterscheiden sich aber in den variablen Sequenzabschnitten zwischen den
allgemeingiltigen  Primersequenzen, entsprechend der unterschiedlichen
Mikroorganismen in einer Probe. Diese unterschiedlichen, aber gleich langen DNA
Molekile missen fur die weitere Analyse voneinander getrennt werden. Dies ist mit
Hilfe einer speziellen Elektrophorese moglich (Denaturierenden Gradienten
Gelelektrophorese/ DGGE). Dieses Verfahren erlaubt eine Auftrennung von DNA
Molekilen gleicher Grof3e aber unterschiedlicher Sequenz (Muyzer et al. 1993,
Rolleke et al. 1996/98/99).

Abbildung 1 zeigt einen DNA-Fingerprint, der mit Hilfe einer DGGE Analyse
von PCR Produkten, die von Probenmaterial amplifiziert wurden, erzeugt werden
konnte. Das entstandene Bandenmuster enthalt, wie ein ,Barcode”, Informationen
Uber die mikrobielle Artenzusammensetzung einer Probe. Jede Bande entspricht
einem Mikroorganismus im Ausgangsmaterial. Ein besonderer Vorteil dieses
Verfahrens besteht darin, daf3 viele Proben parallel aufgearbeitet werden konnen.
Nachdem jedes Fragment ein charakteristisches Laufverhalten hat, sind Banden in
gleichen Positionen unterschiedlicher Proben in der Sequenz identisch und stammen
also vom gleichen Organismus. Damit wird es mdglich, DNA-Fingerprints von
unterschiedlicher Proben zu vergleichen. Ein solcher Vergleich gibt Aufschluf3
dariiber, wieviel unterschiedliche Mikroorganismen in verschiedenen Proben
vorhanden sind.
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Abbildung 1: DNA-Fingerprints der in verschiedenen Probenmaterialien vorkommenden
Mikroorganismen

3.2.3 Identifizierung der Mikroorganismen durch vergleichende
Sequenzanalysen

Wie erlautert, geben die mit der DGGE Analyse produzierten DNA-Fingerprints
bereits Auskunft Uber Komplexitat und Diversitat der Mikroorganismen im
Probenmaterial. Um aber die Mikroorganismen zu identifizieren, die einzelnen
Banden entsprechen, muf? die in den Banden enthaltene DNA sequenziert werden.
Hierzu werden einzelne Banden ausgeschnitten und die Basenabfolge der DNA-
Fragmente bestimmt. Die erhaltenen Sequenzen werden in DNA-Datenbanken mit
den Sequenzen bisher bekannter Organismen verglichen. Auf diese Weise ist eine
phylogenetische Zuordnung und ldentifizierung der im Probenmaterial enthaltenen
Mikroorganismen maglich.

4 Perspektiven fir den Schutz von Bauwerken

4.1 Effiktivere Therapie

Die vorgestellte Methode hat den Vorteil, dal3 fur die erforderlichen Untersuchungen
nur sehr wenig Probenmenge bendtigt wird. Ein weiterer Vorzug der Methode ist der
benotigte Zeitaufwand. Ergebnisse aus solchen Untersuchungen konnen bereits
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innerhalb weniger Tage vorliegen, wahrend flir klassische Kultivierungsversuche
haufig Monate bendtigt werden. Gleichzeitig werden mit dem Verfahren alle
Mikroorganismen erfal3t, unabhangig davon, ob es sich um kultivierbare Mikroben
handelt oder nicht. Die Untersuchung von mikrobiellen Lebensgemeinschaften auf
besiedelten Bauten und Baumaterialien tragt dazu bei, unser begrenztes Wissen
Uber mikrobiell verursachte Schadigungen auf eine breitere Basis zu stellen, da mit
dem hier vorgestellten methodischen Ansatz eine verbesserte und gezieltere
Bestimmung von Mikroorganismen mdglich ist. Es ist aul3erst winschenswert, daf3
die Analyse mikrobieller Lebensgemeinschaften an vielen Objekten durchgefihrt
wird. Solche Informationen werden dann Aufschlufd3 Gber die Rolle bestimmter
Mikroorganismen in der biologischen Schadigung von Bauwerken geben. Diese
Vorgehensweise ist vergleichbar mit medizinischen Untersuchungen von
Krankheiten, wo der ursachliche Zusammenhang zwischen Symptom und
Krankeiterreger erkannt werden muf3, um eine effektive Therapie veranlassen zu
kénnen. Solche Informationen kdnnten, wenn sie in Bausanierungssmafl3nahmen
einbezogen werden, zu gezielten Malinahmen fuhren, die in einen besseren Schutz
des Objekts minden.

Hingegen reicht der Einsatz von Bioziden dann nicht aus, wenn nicht bekannt
ist, welche Mikroben im speziellen Fall beseitigt werden sollen. Denn der falsche
Einsatz von Bioziden mag den (oder die) konkreten Schadensverursacher nicht
wirksam bekampfen. Biozide kénnen sogar von bestimmten Mikroorganismen als
Substrat verwendet werden (Tayler und May 1994). Deshalb kdnnen letztlich Biozide
ungewinschtes Wachstum mittelfristig und langfristig verstarken, statt es zu
verhindern. Durch eine genau Analyse der vorhandenen Mikroorganismen und der
Effektivitat von MalRnahmen mit der hier vorgestellten Methode kdnnen solche
negativen Effekte langfristig vermieden werden.

4.2 Monitoring

Ein verbessertes Monitoring der Besiedelung von Objekten ist als begleitende
konservatorische Malnahme wiinschenswert, da eine Veranderung oder eine
guantitative oder qualitative Verschiebung der Population frih erkannt werden kann.
Nur wenn man weil3, welche schadigenden Bakterien oder Pilze vorhanden sind,
wird man in der Lage sein, gezielte und langfristige GegenmalRnahmen zu setzen. Es
ist wichtig, daf? die Methode Schliisse uber zeitliche Veranderungen in der
Zusammensetzung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft zulat. Solche
Verschiebungen konnen sich beispielsweise durch sich andernde Umwelteinfliisse
ergeben. Ein verbessertes Monitoring vermag auch Einblicke in die Kolonisierung
oder Rekolonisierung von Materialien durch Mikroben zu geben, nachdem
Konservierungs- und Sanierungsmafl3nahmen beendet wurden. Ein langfristiges
Monitoring eines Objektes gibt somit Aufschluf3 tber die Effektivitat von Malinahmen.
Wenn Banden in der DGGE-Analyse im Vergleich zu vorangegangenen
Untersuchungen bei Kontrolluntersuchungen nicht mehr vorkommen, kann man
davon ausgehen, dal3 sich die den Banden entsprechenden Mikroorganismen nicht
mehr im Material befinden. Zugleich weisen etwa neu vorkommende Banden auf die
Prasens anderer Organismen hin, die friher nicht vorhanden waren. Desweiteren ist
ein Monitoring mit dem hier dargestellten Methodenspektrum als Erganzung zu
notwendigen Eignungstests von Materialien zu empfehlen, die zur Sanierung von
Objekten eingesetzt werden. Damit kann verhindert werden, dal3 Restaurierungs-
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und SanierungsmalBnahmen, das Wachstum bestimmter Mikroorganismen
begulnstigen, statt es zu verhindern.
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