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SAMENVATTING

De in de lucht gesuspendeerdricro-organismen en biologische s&nddelenkunnen allerlei
aandoeningen veroorzaken zoals bijvoorbeeld ast@complexiteit en verscheidenheid van-bio
aerosolenis voorlopig weinig gekend. titeze masterproefverd getracht meer inzicht te krijgen in
de microbiologische luchtkwaliteit van verschillende binnenhuis stalen.

Bij het karakteriseren varde luchtstalen verd er zowel gebruik gemaakvan klassieke
cultuurgebaseerdduitplatingen, de opkweek van reinculturen, het invriezen van reinculturen en
het biofilmexperiment)als moleculaire techniekefiPCR, gqPCR6S rRNA gesn FISH)Hierbijging
speciale aandacht naar de optimalisatie van methoden, omdat het onderzoek naar luchtbacterién
in een opstartfase zitAcht binnenhuiemgevingen(5 huiselijke er8 agrarischeyjverdenbacterieel
onderzocht Luchtstalen werdenmet de 'Coriolis Air Samplep drie verschillendetijdstippen
genomen.Tijdens iedere staalname, op iedere locatieerd van elke binnenhu@mgeving 9 m

lucht aangezogenAls alternatief vor de 'Coriolis Air Sampler' werd ook gebruik gemaakt van
'Electrostatic Dust Collectors' (EDCs).

De altuurgebaseerdeanalysestoonden aan dat de bacteriéleoncentratie, vooral in dierlijke
stallen,groot was(5 x 10 tot 7 x 1G CFU/m), in vergelijkingnet maximum3.8 x 16 CFU/n in

huiselijke omgevingen Bij het opkweken van bacterién werdeook enkele interessante
eigenschappen van de luchtbacterién opgemeit. vertoonden deopgekweekte bacterién uit
huiselijke omgevingeropvallend veelpigmentatie Opvallend was ook de ruwe en droge
biofilmachtige koloniemorfologie van verschillende luchtbacterién, die mogelijk gecorreleerd is

aan de droogtestress in de luchStreptococcusen Lactobacillus species werden vooral
gedetecteerd in de stallen. OpvafleR g1 & KASNJ RS RSGSOGA-Sy@liy LR
hemolytischeStreptococcuspecies in de stallen.

De methodes voor de moleculaire analyse dienen in de toekomst nog verder geoptimaliseerd te
worden, o.a. met het oog op gebruik van 'next geneEnatsequencing' voor metagenoomanalyses.
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ABSTRACT

Micro-organisms and biological substanéesaerosols are associated with variadisorderssuch
asasthma. Curently, not much is known abouhe complexity and diversity of biaerosols. This
thesis tries to bringnore insighsin the microbiological air quality of various indoor air samples.

Classial culture based flatings, cultivation of pure culturedreezing of pure cultures and biofilm
formation) and molecula techniques (PCR, gPCR, 16S rRNA gen and FI8&H)uses to
characterize the indoor air samples. In this -gpt special attention wasfocused onthe
optimization of themethods since the research @irborne bacteria is in the startip phase. Eight
indoor environments (5 domestiand 3 agricultural) wer analyed on bacteria. Air samples were
taken with the Coriolis Air Sampler on three different time points. During every sam@|mtair
was taken of the indoor environmendn all eight locations. The Electrostatic Dust Collectors wa
also used as aalternative forthe Coriolos Air Sampler.

The culture based analyses showed that the bacterial conceoitrés x 10 ¢ 7 x 16 CFU/ni) was
highin the animal stables, in comparison to maximum levels of 3.8’ XCEQ/ni measured in the
domesticenvironments. Dring the cultivation some interesting characteristics of the airbern
bacteria were revealed. The bacteria of the domestic environments showed a high level of
pigmentation. Also the &rsh and dry biofilmawise colonicmorphology of the diferent airborre
bacteria was striking andnight be linked to droughistress in the air.Streptococcusand
Lactobacilluspecies were especially detected in the stables. Stilikipgtentially dangeroush -

andi -hemolyticStreptococcuspeciesvere detectal in the stables.

DNA material was successfully isolated from the air samples. Nevertheless, the methods for
molecular analysis need further optimization in the future, especially in view of the use of next
generation sequencing for highroughput analgis.
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GEBRUIKTE AFKORTINGH EN
SYMBOLEN

°C = graden Celsius

spp.= 'species'

EDC = 'Electrostatic Dust Fall Collector'

KT = kamertemperatuur

TSA Tryptone Soya Agar

CFU = "Colony Forming Units' of kolonievormende eenheden
LAMVAB #actobacillufAnaeroobMRS medium met vancomycine en bromocresol groen
DAPI =4',6-diamidino-2-phenylindole

DNA = desoxyribonucleinezuur

dNTP ='deoxyriboNucleotide TriPhosphate'
FISH = Fluorescentie SituHybridisatie
FITC = Fluorescein IsoThioCyanate

g = relatieve centrifugle kracht

PBS = 'Phosphate Buffered Saline'

PCR = 'Polymerase Chain Reaction'

PE = 'PhycoErythrine’

pH = zuurtegraad

rpm = 'rotations per minute'

RNA = 'RiboNucleic Acid'

bp = baseparen

Taq =Thermus aquaticus

UV = UltraViolet

rdar = 'red dry and rough'’

bdar = "brown dry and rough

MRS = 'MarRogosaSharpe'






SITUERING EN DOELSTEING

De mens leeft in een intieme maar eerder onbewustkatie met de lucht. Hierdoor wordt vaak
vergeten dat lucht net zoals water en bodem een biologisch levende entiteit is. Door de
gebrekkige kennis van lucht als biologische entiteit is er de laatste jaren een stijgende interesse
ontstaan om deze te analgsen (Kuske, 2006).

Luchtvervuiling is hierbij een vaak besproken problematiek. Zo heeft luchtvervuiling een negatieve
invloed op de gezondheid van mens, plant en dier. Een gevolg hiervan is de sterke opkomst van
mensen met respiratorische aandoeningawals astma en allergieén (Tschagial., 2011).

Een belangrijke oorzaak van luchtvervuiling is de toenemende concentratie aan aerosolen die
ervoor zorgen dat de luchtkwaliteit zowel binnen als buiten sterk achteruit gaat (Kestens, 2004).
Een aerosobestaat uit een complex mengsel van vaste en vloeibare partikels, gesuspendeerd in
de lucht. Het gedrag van deze partikels wordt voornamelijk bepaald door fysische, chemische en
FSNRPREYFYAAOKS LI NIYYSGSNE o6l AyRAZ (udtithdd aGR2SW
belangrijkste aerosesbmponent bijluchtvervuiling. Fijn stof bevat, door zijn dragende werking,
verschillende polluenten die van biologisehen/of chemische aard kunnen zijn. PM ieth
algemeen, en in het bijzonder PM10 (PM metdf in diameter) en PM2.5 (PM met 2}5n in
diameter), worden geassocieerdetallergische reacties, astma, respiratorische aandoeningen en
zelf sterfgevallen (Adhikaet al., 2005). Deze komen vaak voort uit de drie belangrijkste oorzaken
van chemische verorginiging, namelijk industriéle activiteiten, de verbranding van fossiele
brandstoffen voor verwarming en energieopwekking en het gemotoriseerde verkeer (Kestens,
2004).

Componenten van biologische aard zijn bijvoorbeeld: fungi, bacterién, virussen, teéstamn van

fungi en bacteriéntfxines zoals 0.a. mycotoxines en endotoxines) en plantaardig materiaal zoals
bijvoorbeeld stuifmeel (Kuske, 2006). Deze kunnen aanleiding geven tot tal van
gezondheidsproblemen, zoals irritaties, infecties, toxische reaetieslergieén (Dalest al., 2004;
Peternelet al, 2004). Het is belangrijk dat de luchtkwaliteit van bepaalde omgevingen zoals
bijvoorbeeld kantoorruimtes en ziekenhuizen gecontroleerd wordt op de aanwezigheid van
schadelijke aerosolen. Hierop zal inliferatuurstudie verder worden ingegaan.

De uitgevoerde experimenten binnen dit eindwerk hebben als doel meer inzicht te krijgen in de
microbiologische luchtkwaliteit van verschillende binnenhuis stalen. Bij het karakteriseren van de
binnenhuis luchtstale zal er zowel gebruik gemaakt worden van klassieke cultuurgebasatrde
moleculaire techniekenHierbij zullenzowel stalen van een standaard gezinswoning als van
boerderijen (varkensen koeienstal) onderzocht worden, vooral omdat bij deze laatste adgem
aanvaard is dat de microbiéle luchtkwaliteit een belangrijk probleem kan vormen. Specifieke
aandacht zal gaan naar de detectie Va@treptococcusen Lactobacillus species als potentieel
belangrijke parameters in de microbiéle luchtkwaliteit.

Dit eindwek wordt uitgevoerd in het Departement Bingenieurswetenschappen van de

' VAGSNEAGSAG ! YISSNLISY Sy 1 FRSNI oAyySy KSd
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onderzoek naar verschillende aspecten van de microbiologische luchtkwaliteit.
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1. THEORETISCHBE/OORSTUDIE

1.1. PARTIKELS/BIO-AEROSOLEN IN LUCHT

1.1.1. Inleiding

Lucht bevat allerlei soorten partikels waarvan het gedrag voornamelijk bepaald wordt door
fysische, chemische en aérodynamische parameters (Hinds, 1999).

Naargelang de aérodynamische diameter (grootte) kunnen biologische en/of chemische
luchtpatikels in zowel binnenals buitenshuis lucht opgedeeld worden in twee categorieén:
submicron ¢ < 1um) en supermicrond> 1um) partikels (Kleefeldt al., 2002).

Vaak wordt voor buitenlucht een andere terminologie gebruikt. Hierbij worden volgende
benamingen gebruikt: PM 0,1; PM 2,5 en PM 10. Partikels die behoren tot PM 0,1 of 'particulate
matter' met een aérodynamische diameter kleiner of gelijk aan 0,1 micrometer zijn het kleinst en
kunnen zo via het ademhalingsstelsel het diepst doordringen imtemnselijke lichaam (ziEout!
erwijzingsbron niet gevonder).(Weitz, 2009)
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Figuur 1-1: De afzetting van luchtpartikels binnen h
respiratorisch systeem van de mens. De illustratie bre
de diepte van de afzetting in verband met
aerodynamische diameter. Hoe kleiner het partikel t
dieper het doordringtBron: Weitz, 2009.



Individuele partikels van biaerosolenkunnen daarentegen variéren v&n02 tot100 micrometer

in diameter (zieFiguur1-1). Via clustering, waarbij meerdere partikels met elkaar gebonden
worden, kunnen grotere partikels gevormd worden. Submicpamtikels zijn kleine vaste en
vloeibare partikels die vaak de stning van lucht volgen. Tot de submicron partikels behoren de
virussen en een gedeelte van de bacterién (Eeut! Verwijzingsbron niet gevondep.
ijvoorbeeld bij bedrijven die gebruik maken van een H¥ysleem (‘Heating Ventilation Air
Conditioning") kan de lucht met de daarin aanwezige maganismen condenseren. Hierdoor is
airconditioning binnen kantoorgebouwen een belangriike bron van luchtouirtatie.
Supermicron partikels (zoals o.a. stuifmeelkorrels, schimmelsporen en stofdeeltjes) zijn groter en
zwaarder en zullen onder invioed van sedimentatie vaak bezinken. De kleinste supermicron
partikels zullen onder invioed van convectie in gesuspentdk toestand blijven. Deze laatste
partikels komen vaak voor op een hoogte van één tot twee meter boven de grond en zijn bijgevolg
gemakkelijk inhaleerbaar voor de mens (Einberg en Holmberg, 2003).

Pollen + e 4
Fungal Spore + < 4
Bacteria + L *
Virus + e ——
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

Particle Diameter, micrometer

Figuurl-2: De grootte van individuele partikels voor enkele vaak voorkomenee bic
aerosolen (pollen, sporen van fungi, bacterién en virussen). Bron:
http://aerosol.ees.ufl.edu/Bioaerosol/section02.html

Niet enkel de grootte van partikels aanwezig in lucht is belangrijk, maar ook het feit dat ze onder
invloed van chemische, fysische en elektrostatische absorptiekrachten gebonden kunnen worden
aan andere partikels. Zo kunnen verschillende partikels satmgmpname door de mens, een
synergetisch effect bereiken. Dit kan zorgen voor een versterkte incidentie van allergene en
respiratorische aandoeningen. Allergene en respiratorische aandoeningen kunnen dus zowel
veroorzaakt worden door de afzonderlijke effen vanaerosolenen PM als door hun synergetisch
effect (Adhikaret al., 2005).

Belangrijke eigenschappen die l#erosolen karakteriseren zijn: grootte, levensvatbaarheid,
besmettelijkheid, allergene werking, toxiciteit en farmacologische activiteih @fectieus of
pathogeen te zijn, moet een bimerosol levensvatbaar zijn. Nidevensvatbare biaerosolen
zoals totaerosolgevormde pollen, dierlijke huidschilfers en speeksel en uitwerpselen van insecten
kunnen enkel allergische of toxische werkirgphen. Belangrijk is dat deze eigenschappen kunnen
variéren met de tijd en datiermee dus rekening moet worden gehoud&dens sampling, vooral
voor de levensvatbare biaerosolen(Kuske, 2006).


http://aerosol.ees.ufl.edu/Bioaerosol/section02.html

1.1.2. Eigenschappen

1.1.2.1.  Aérodynamische diameter

De aérodynamische diameterdy) is een belangrijke grootheid om het gedrag van aerosolte
kunnen begrijpen en voorspellen. Het begrip aérodynamische diameter komt voort uit het feit dat
partikels aanwezig in lucht meestal een afwijkende en onregelmatge \ywebben. Hierdoor is

het begrip diameter niet meer van toepassing. De aérodynamische diameter van een partikel
bepaalt in welke mate het beinvioed wordt door elektrostatische interactie, zwaartekracht,
Browniaanse diffusie en inerte krachten. Devdneen partikel is afhankelijk van de vorm, grootte

en densiteit. Een onregelmatig gevormd partikel zal bijvoorbeeld meer weerstand bieden tegen de
zwaartekracht dan een partikel met een regelmatige vorm. Echter, vorm heeft slechts een invloed
op de eigenschapen (aérodynamische diameter) van eaarosolmet een factor zelden groter

dan twee. De densiteit speelt een belangrijkere rol. Zo gebeurt het vaak dat kleine deeltjes met
een hoge densiteit sneller neerslaan dan grotere deeltjes met een lagere derfsfegieault,
2010).

De aérodynamische diameter van een geobserveerd partikel wordt berekend door het partikel
virtueel te interpreteren als een ideaal sferisch deeltie met een dichtheid van 1000°kg/m
Vervolgens wordt berekend hoe groot de aérodynamisclaenéter van het ideaal sferisch deeltje
moet zijn om dezelfde traagheidsn versnellingseigenschappen te hebben als het geobserveerde
partikel. De aérodynamischdiameter wordt berekend o.b.vde fysische diameter, de dichtheid
van het fluidum, de geomatiche diameter van het geobserveerde partikel en een vormfactor
0.b.v. volgende formule:

el

met: d, = aérodynamische diameter in meter
dy = geometrische diameter in meter
" = dichtheid in g/crh
X= vormfactor X= 1 voor bolvormigeleeltjes)

Op basis van bovenstaande formule is het mogelijk om een partikel met om het even welke
geometrische vorm en dichtheid te transformeren naar een idsgalsch deeltje (Kestens, 2004).



1.1.2.2. Vorming tot aerosol

Zoals opFiguur 1-3 te zien is, zijn er naargelang de grootte van de partikels verschillende
processen die zorgen voor het ontstaan \aarosolen Zo zal nucleatie, coagulatie en condensatie

vooral optreden bij luchtpartikels met een diameter tussen 0,80¥en 1>Y ® | SG ySSNAt | | v
de partikels en wolkvorming zal optreden bij partikels met een diameter tusse" S ¥ Y @ n

o / Clouds
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Figuur1-3: Overzicht van de verschillende processen die een rol kunnen spe
de samenstelling en grootteverdeling van aerosolen. Volgens stijgende groott
de luchtpartikels zal vooral nucleatie, coagulategndensatie, afzetting er
wolkvorming optreden (brornttp://cerea.enpc.fr/fen/mphase.html)

1.1.2.3. Fysische principes

Luchtpartikels worden beinvioed door allerlei fysische factoren die krachten kunnen uitoefenen.
Denk hierbij niet alleen de luchtsnelheid of aan de gravitatie maar ook aan andere krachten zoals
thermische, elektrostatische, van der Waals, inerte en viseduwachten. De invloed van elk van
deze krachten wordt mee bepaald door de grootte @qar(Hinds, 1999).

Door een thermische gradiént, waarbij er een temperatuurverschil bestaat tussen twee
luchtstromen die langs elkaar stromen, migreren luchtpartikela de warme naar de koude
luchtstroom. Dit betekent dat wanneer een koude gasstroom een warmer opperviak (bijvoorbeeld
bodem of oceaanwater) passeert, de thermische gradiént zorgt voor een overdracht van partikels
van het oppervlak naar de lucht (Hinds999.


http://cerea.enpc.fr/en/mphase.html

De massa van een deeltje is direct gerelateerd aan de inertie van dat deeltje. Dus, een grotere
massa betekent dat er meer externe krachten nodig zijn om de inertie van een deeltje tegen te
gaan. Aangezien partikels die een grotegdebben ook eergrotere massa hebben zal er meer
externe kracht nodig zijn om zulke deeltjes van richting te doen veranderen. Eens partikels in
contact gekomen zijn met een opperviak kunnen van der Waals en elektrostatische krachten
ervoor zorgen dat het partikel niet teig wegvliegt bij luchtstroming. Dit principe wordt vaak
toegepast bij het nemen van een luchtstaBiguur1-4 illustreert de belangrijkste mechanismen

die gebruikt worden bigerosolsampling met behulp van filters. Hierbij zullen luchtpartikels onder
invloed van verschillende krachten in contact kemmmet een opperviak, op dewelke ze blijven
hechten (Hinds, 1999).

De 'Coriolis Air Sampler' maakt gebruén nog een ander principe, wahl besproken wordem
Paragraafl.3.1

Filtration mechanisms
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Figuurl-4: Mechanismen die zorgen voor de afzetting v
aerosolen op een filtermembraan. De gasstroom word
het rood aangeduid, waarbij het gele bolletie h
materiaal aanduidt waaruit de filter is opgebouwd. [
luchtpartikels hechten zich achtereenvolgens aagt
membraan door: inertiale impactie, interceptie, diffusie
elektrostatische aantrekkingbron: Hinds, 1999).

Het vierde mechanisme werd in dit eindwerk toegepast
het gebruik van de zelf ontworpen 'Electrostatic Dust |
Collector' (zie Paragraafl.?.



1.1.3. Bronnen/oorzaken van aerosolvorming

Eenaerosolbestaat uit een complex mengsel van vaste en vloeibare partikels, gesuspendeerd in
de lucht. Zoals ofiguurl-5 te zien is zijn er zijn allerlei menselijke bronnead]s o.a. industrie en
auto's) en natuurlijke (zoals o.a. vulkanen en bosbranden) die zorgen voor de aanwezigheid van
aerosolen
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Figuur 1-5: natuurlijke (wind, erosie, vulkanen, ..gn menselijke bronner
(industrie, verkeer, ..die zorgen voor het ontstaaranaerosolen. De ontstane
aerosolen kunnen terug uitgewassen worden. Br
http://www.ems.psu.edu/~Ino/Meted37/Figures437.html

Bacterién en fungi zijn alomtegenwoordig in dénosfeer, en biomassa vormt een belangrijk
aandeel van de totale hoeveelheid organische koolstof aanwezig in (Mdger et al., 2000)
Micro-organismen komen in de atmosfetrecht via allerlei natuurlijke en menselijke activiteiten
(Pésfaiet al., 2003; Mouliet al., 2005; Fangt al., 2007). Hoewel het grootste deel van de micro
organismen aanwezig in lucht geen pathogene werking heeft, is de aanwezigheid van potentieel
pathogene micreorganismen in lucht een grote bekommernis. Denk maar aan het griepvirus dat
zeer gemakkelijk van mens op mens overgedragen wordt en zo kan zeogenvereldwijde
epidemieén. Dit overdragen gebeurt voornamelijk doordat geinfecteerde menséethjjraten of

het hoesten het griepvirus in de lucht brengen en andere mensen op die manier besmetten. Er zijn
verschillende manieren waarop micoganismen in de atmosfeer terecht kunnen komen; zoals
hieronder verder beschreven.


http://www.ems.psu.edu/~lno/Meteo437/Figures437.html

1.1.3.1. Natuurlijke activi teiten

U Actief transport

Hoewel micreorganismen vaak niet reproductief zijn in lucht, kan er in de atmosfeer toch een
ruime variatie aan teruggevonden worden. Lucht is voor m@mganismen vaak geen
groeimedium maar wel een transportmedium. Verspreiding de lucht is een belangrijk deel van
de levenscyclus waarvan vele mignganismen gebruik maken en is een vorm van actief
transport. Deze vorm van transport maakt lrabgelijk om op nieuwe sites te komen. Fungi, die
beschikken over complexe mechanismenaken hier vaak gebruik van. Grote hoeveelheden
sporen worden hierbij rechtstreeks in de lucht gelanceerd (Kuske, 2006).

U Passief transport (lokaal)

In tegenstelling tot de actieve vorm van transport, waarbij miarganismen zelf voor de
verspreiding argen, kan verspreiding ook vaak passief gebeuren. Hierbij zal vooral de kracht van
de natuur, zoals o.a. wind en golven, mionganismen en bestanddelen in de atmosfeer brengen
(Kuske, 2006). Zo is bijvoorbeeld het bladoppervlak, ook de filosofeer gehaan belangrijke

bron van micreorganismen in de lucht (Redfoed al,, 2010).

Een andere mogelijkheid is het passieve transport via dieren, insecten en protisten waarbij micro
organismen en bestanddelen zich eerst zullen hechten aan het organismenarvedoop van tijd
terug zullen vrijkomen op een andere locatie (Kuske, 2006).

Enkelebacterién kunnen net zoals fungi sporen in de lucht brengalteen is bij bacterién deze
vorm van transport eerder passief. Bekende voorbeelden hiervan zijn vele soorten uit het geslacht
Bacillusen Clostridium(Onyenwokeet al., 2004). Nog een voorbeeld zijn enkele soorten uit het
geslachtStreptomycegGaoet al., 2005). Zij produceren endosporen bij een gebrek aan voedsel.
Deze endosporen zijn bestand tegen hitte, straling, ontsmettingsmiddelen en uitdroging en zo zijn
ze dus moeilijk te verwijderen van medische en farmaceutische stoffen (Nichailshn20®).

U Transport via mist - en stofwolken

Net zoals het passief transport bij mieooganismen is ook deze een vorm van passief transport
waarbij mb.v. de kracht van de wind micarganismen en andere bestanddelen de lucht worden
ingebracht (Kuske, 2006).

Aangezien de aanwezigheid van miorganismen in misten stofwolken (vaak afkomstig van
woestijnen) echter niet enkel een invioe@dit op de lokale verspreiding van mievoganismen
maar ook op de continentale, transoceanische, en wereldwijde sprgidial dit topic apart
worden besproken.

Zandstormen in grote woestijnen, zoals bijvoorbeeld de Sahara in Neoik& (zieFiguur1-6),
zorgen voor grote hoeveelhedezand in de atmosfeer. Dit zand is afkomstig van de bovenste laag
van de zandbodem in woestijnen. Naar schatting is 50 tot 70% van de totale atmosferische stof
aanwezig in lucht, afkomstig van zandstormen in de Sahara en Sahel regio's varANibardHe

stof dat door zo'n zandstormen in de atmosfeer gebracht wordt, heeft niet enkel een impact op de
luchtkwaliteit in Afrika maar heeft ook een impact op het Middeasten, Europa, Azié, de
Caraiben en Amerika (Griffin, 2007)



Figuurl-6: Foto van de NASA, waark
te zien is hoe een stofwolk afkomsti
van een zandstorm in de Sahara van
het Noorden van Afrika via dt
Mediterrane zee in de richting val
Turkije wordt geblazen. BroriGriffin,
2007).

Het bovenste gedeelte van zulke zandbodems bevat een sterke concentratie aan micro
organismen (tot 10 micro-organismen per gram). Hierdoor spelen zandstromen een belangrijke
rol in de biogeografische verspreiding van zowel pathogene algpatebgene niro-organismen.

Ook speelt het, door klimatologische en geologische veranderingen, een rol in
concentratieverschuivingen doorheen de tijd van atmosferisch stof dat voor lange tijd doorheen
de atmosfee wordt getransporteerd. In dergelijkeandwolken wordteen grote diversiteit aan
bacterién teruggevonden. Zo zijn pathogene bacterién z&ilphylococcus aureuacillus
licheniformisen Staphylococcus epidermidieds gedetecteerd (Griffin, 20Q7)

1.1.3.2. Menselijke activiteiten

De mens en zijn activiteitexrorgen ook voor een belangrijk aandeel aan de totale bijdrage van bio
aerosolen(Kuske, 2006).

Bij agrarische activiteiten wordt er bijvoorbeeld vaak gebruik gemaakt van meststoffen. Deze
meststoffen bevatten grote hoeveelheden aan miciganismen die danvia menselijke
activiteiten op de landbouwgrond in de atmosfeer kunnen komen. Bij het oogsten van granen
komt bijvoorbeeld vaak veel stof en stuifmeel vEje behandeling van afvalwater is een tweede
voorbeeld waarbij micramrganismen gesuspendeerd womlén kleine vloeistofdruppels en zo in

de atmosfeer kunnen komefiKuske, 2006)



1.1.4. Gevaren

Biologischeaerosolenbevatten allerlei componenten die door hun mogelijke allergene en/of
pathogene werking schade kunnen toebrengen aan de gezondheid van de mens, dier en plant. De
voornaamste componenten die schade kunnen toebrengen zijn virussen, bacterién, fungi en
pollen. Bacterién spelen hier een belangrijke rol en zijn \@adtvloedig aanwezig. In één kubieke
meter lucht kunnen duizenden tot miljoenen bacteriéle cellen aanwezig zijn (Lighthart, 2000).

1.1.4.1.  Gevaar voor de mens en zijn omgeving

De mens staat voortdurend icontact met de lucht en zijn biaerosolen Dezeaerosolenkunnen
zorgen voor allerlei respiratorische aandoeningen. Een voorbeeld hiervan is het feit dat boeren te
maken kunnen krijgen met longaandoeningen'fdrmer's lung disease die voortkomen uit
stofwolken van beschimmeld hooi (Gregory en Maureen, 1963).

Pathogenen die vaak voorkomen in de lucht zijn Bstherichia, Salmonella, Legionella, Neisseria,
Bacillus, Francisella, Burkholderia, Clostridium, Brucella, YersinidKeske, 2006).

Een &ucturele component van bacterién die vaak zorgt voor -ritammatoire reacties zijn
endotoxines. Endotoxines komen vaak voor als macromolecule in het buitenmembraan van
Gramnegatieve (LPS of lipopolysacchariden) als Grampositieve bacterién (LTAichiipoezuur)

maar ook debeta-glucanen van schimmels zijn belangrijke endotoxines. Zowel LPS als LTA kunnen
zich hechten aan fijn stof, vooral aan de fractie van deeltjes met een doorsnede van¥106 / 2 O\ E
et al,2012). Wanneer fijn stof met endotoxinetoor de mens wordt ingeademd, kan het zorgen
voor een ontstekingsreactie in de longe@riffin, 2007).Endotoxines kunnen bijgevolg ook de
symptomenvan astmapatiénten versterkerOm de menselijke gezondheid niet in gevaar te
brengen is het belangrijk dabp enkele specifieke locaties de luchtkwaliteit zoveel mogelijk
gemeten en gecontroleerdHierbij moet voor bieaerosolen onderscheid gemaaitorden de
verschillende plaatstypes; zo zijn er hoog gevoelige plaageals o.a. ziekenhuizen, klinieken,
bejaadentehuizen en voedselverwerking), gemiddeld gevoeligatsen (zoals o.a. scholen,
woongebieden, voedingsverdelers en serres) en laaggevoelige plaatsen (zoals o.a. boerderijen,
lichte en zware industrie en buitenopsladgr moet ook rekening mee gehoudevorden dat
bepaalde subpopulaties gevoeliger zijn voor-a@osolen omwille van verminderde immuniteit
onderliggende ziekte.

U Ziekenhuisomgeving

Een nosocomiale infectie of ziekenhuisinfectie is een infectie die optid@aithet verblijf in een
ziekenhuis en was dus nog niet aanwezig wanneer de patiént in het ziekenhuis werd opgenomen.
Nosocomiale infecties betreffen vooral de urinewegen, de wonde na een chirurgische ingreep, de
onderste luchtwegen en deloedbaan Yrijenset al., 2008).

Ziekenhusinfecties zijn niet enkel een probleem in Belgié maar zijn meer een mondiaal probleem.
In Belgié it een studie gebleken dat het prevalentiepercentage (de verhouding van het aantal
ziekenhuispatiénten dat een nosocomiale infectie heeft opgelopen op to&tal aantal
opgenomen patiénten) van geinfecteerde patiénten in Belgische ziekenhuizen 6,2% bedraagt
(Vrijenset al., 2008).



Ziekenhuisinfecties verhogen niet alleen de morbiditeit en de mortaliteit onder de patiénten maar
ze verlengen ook het ziekenhuisverblijf waardoor er heel wat kosten bijkomen. Hierdoor
beschikken alle ziekenhuizen in Belgié nu over een infectiecordmrieeid. Deze eenheid moet
ervoor zorgen dat het aantal nhosocomiale infecties vermindert. Bij deze vermindering is het
belangrijk dat er een duidelijk beeld geschetst wordt van de mogelijke bronnen en de wijze van
verspreiding van deze bronnen binnen het gelwo Een belangrijke bron is de natuurlijke
microbiéle huidflora van patiénten en verpleegkundig personeel. Bacterién, aanwezig op
bijvoorbeeld haren of huidschilfers, suspenderen in operatiekamers vrij gemakkelijk in de lucht en
kunnen neerslaan op chirusgh materiaal of rechtstreeks op een open wonde. Het is zeer
belangrijk dat stofdeeltjes binnen ziekenhuizen zoveel mogelijk vermeden moeten worden en dat
er steriel gewerkt wordt. Ditgebeurt door kledijkeuze van het medisch personeel,
voorbehandeling va patiénten, opleiding van het personeel en de keuze van een goed
airconditioningsysteem. De keuze van het airconditioningsysteem met filter is zeer belangrijk en
deze filter moet op regelmatig tijdstip onderhouden en gereinigd woriaijenset al., 2008).
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Het 'sick building syndrome' is de verzamelnaam voor allerlei klachten van werknemers in
kantoorgebouwen waarvan de oorzaken nog niet helemaal gekend zijn. Deze gezondheidsklachten
spelen zich vooral ah kantoorgebouwen die voorzien zijn een HVAC (Heating Ventilation Air
Conditioning) systeem. Een HVAC systeem is een airconditioningsysteem waarbij slechts een
beperkte hoeveelheid verse lucht wordt aangezogen. Dit systeem woak gaerwogen vanuit
economischperspectef (minder verlies aan warmte). De beperkte invoer van verse buitenlucht
maakt dat de werknemers hoofdzakelijk recirculerende lucht inademen. Dit zorgt voor allerlei
klachten die vaak eenzelfde patroon hebben: irritatie van de ogen, vadhesl, lusteloosheid en
concentratieverlies. Micr@rganismen, toxische stoffen (afkomstig van synthetische
constructiematerialen), storend geluid van printers, elektromagnetische straling van
computerschermen, ... spelen allemaal een rol in deze klachtaneen gebouw zijn er
verschillende bronnen (mens, dier, plant, aarde en stof) die rocganismen in de lucht kunnen
brengen. Normaal heeft de wisselwerking tussen mens en roianismen geen nadelig effect

op de mens maar wanneer er geen goed wed@tuchtbehandelingsinstallatie aanwezig is en er
geen sprake is van regelmatige reiniging kan het zijn dat bepaalde -organismen hoge
concentraties kunnen bereiken en zo dus wel een nadelig effect kunnen hebben. Het is dus
belangrijk om een goed werkéde klimaatinstallatie te gebruiken die voldoende wordt gereinigd

en waarbij gebruik gemaakt wordt van filtgigaleuxet al., 2010).

U Farmaceutische - en voeding sindustrie

Net zoals bij ziekenhuizen is de luchtkwaliteit bij de farmaceutisehevoedingsidustrie een
belangrijke factor waarmee rekening gehouden moet worden. Dit omdat producten op de markt
gebracht worden die uiteindelijk zullen worden opgenomen in het menselijke lichaam. Toch zullen
de eisenover de microbiologische luchtkwaliteit in de @dingsindustrie kleiner zijn dan in de
farmaceutische industrie. De meeste voedingsmiddelen ondergaan immers op het einde van het
productieproces een hittebehandeling waardoor eventuele schadelijke Roizanismen
afgedood worden. Deze hittebehandelingirisde farmaceutische industrie niet gewenst of door

de wet verboden. Het zo klein mogelijk houden van de microbiéle luchtconcentratie is er dus
belangrijk en zal gebeuren door technieken zoalsbdstraling en filtratie toe te passen (Kestens,
2004).
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1.1.4.2. Internationale veiligheid (bioterrorisme)

Biologische wapens zijn moeilijk detecteerbaar wanneer ze vrijgelaten worden. Dit betekent dat
een bioterroristische aanslag eigenlijk maar moeilijk vast te stellen is, zeker door de onopvallende
eerste symptomen. Biologisch gevaarlijke agentia (zoals o.a. smallpox) kunnen gemakkelijk en snel
verspreid worden via eeaerosolof eenvoudig in voedsel of drank geinjecteerd worden (Nicolson,
2011).

De bioterroristische dreiging heeft de moleculaiectinieken om pathogenen te detecteren een
duw in de rug gegeven. Zo heeft het 'US Department of Homeland Securty' en het 'Center for
Disease Control' een bewakingsprogramma ontwikkeld dat dagelijkse monitoring van de lucht in
enkele grote steden in de USeldt. Op deze manier kan de stijging van potentieel pathogene
biologische agentia opgemerkt worden en kan er snel actie ondernomen worden. Om de publieke
gezondheid te garanderen is er dus een snelle detectie nodig en dit heeft geleid tot allerlei nieuwe
technieken (Kuske, 2006).
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1.2.MICROBIELE DIVERSITH IN LUCHT

1.2.1. Introductie

De onbewuste wisselwerking tussen mens en lucht heeft geleid tot een vertraagd bewustzijn van
de lucht als biologische entiteit. Toch mag deze niet onderschat worden, aangezien lucht net zoals
bodem en water veel leven vertoont. Er worden niet enkel mamwpsche elementen zoals o.a.
bloemzaden gevonden maar lucht vertoont ook een ruime variatie aan roiganismen. Binnen

één kubieke meter lucht kunnen honderdduizenden microbiéle cellen en honderden unieke
toxinen teruggevonden worden (Burrowet al, 2009). Over de ecologie, de diversiteit, de
verspreiding en de interacties van bacterién in lucht is nog maar weinig geweten en verder
onderzoek is vereist. De mens staat immers constant in interactie met het microbiéle leven
aanwezig in lucht (Womaek al., 2010).

1.2.2. Lucht als habitat

Micro-organismen in de atmosfeer kunnen behoren tot één van de drie volgende groepen: degene
die metabolisch niet actief zijn, degene die metabolisch actief zijn en zelden reproduceren en
degene die metabolisch actief zijn emp @actieve wijze reproduceren in de lucht. Deze laatst
vermelde groep gaat in tegen de vroegere aanname dat bacterién in lucht niet kunnen
reproduceren en enkel gebruik maken van de lucht als transportmedium. Bacterién die
metabolisch actief zijn en reprodaren kunnen gezieworden als bewoners van de atmosfeer. De
atmosfeer kan dus zeker een habitat voor microbieel leven zijn (Woetaadk 2010).

Dit nieuwe idee wordt gesuggereerd op basis van verschillende vaststellingen: (1) de atmosfeer is
niet de meest extreme habitat en er zijn al micarganismen teruggevonden op veel extremere
plaatsen, (2) de biogeochemische cycli die vermoedelijk gereguleerd wordt m.b.v. bacer{@h,

er zijn al bacterién teruggevonden die metabolische activiteit vertonedeeverblijftijd van micre
organismen in lucht is vaak groot genoeg zodat reproductie mogeéjk (4 bacterién doorlogn

in de atmosfeer meerdergeneraties van grogiVomacket al,, 2010).

1.2.2.1. De atmosfeer is niet de meest extreme habitat

De atmosfeerd niet de meest extreme habitat om in te leven. Uit het feit dat microbieel leven
reeds ontdekt is op plaatsen die veel extremer zijn dan lucht, zou het raar zijn dat bacterién in
lucht niet zouden kunnen reproduceren.

De temperatuur varieert zeer sterkodrheen de atmosfeer en bepaalde regio's vertonen
temperaturen die geschikt zijn voor microbieel leven. In het onderste gedeelte van de atmosfeer
(tot op 20 km boven het aardoppervlak) varieert de temperatuur van ongevBéfC tot 15°C
(NOAA NASA US Aiorce, 1976). Er zijn vele miasoganismen die kunnen reproduceren bij
temperaturen lager dan 0°C (Morita, 1975).

Micro-organismen in de atmosfeer zijn onderhevig a#wtradiatie. Deze U¥adiatie kan het DNA
van bacterién beschadigen en neemt toe met ldeogte. Dit wil echter niet zeggen dat miero
organismen in lucht blootgesteld worden aan hogere-whAarden dan terrestrische micro
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organismen. Zeker niet voor micayganismen die voorkomen op zeer hoge plaatsen op aarde. In
tegenstelling tot de DNA hemrdsystemen die in alle bacterién worden teruggevonden, bevatten
micro-organismen aanwezig in lucht allerlei methoden die bijkomende bescherming bieden tegen
schadelijke U\traling (Witkin, 1976). Zo beperken bacterién de blootstelling doordat ze vaak
ingebed zijn in grotere partikels (zoals 0.a. mist, pollen en waterdruppels) dieetPdchtende
eigenschappen hebben. Ook pigmenten, die vaak voorkomen bij 1migemismen in lucht,
kunnen bacterién beschermen tegen {daling (Tong en Lighthart, 1997).

Deaanwezigheid van beschikbare voedingsbronnen in lucht is laag maar kan voldoende zijn voor
microbiéle groei. In wolken en in lucht zijn er verschillende voedingsbronnen terug te vinden zoals
koolwaterstoffen, carbonzuren en alcoholen (Pearee al, 2009) In tegenstelling tot de
beschikbare bronnen voor heterotrofen is lucht een geschikt habitat voor fotoautotrofen.
Gepigmenteerde microrganismen zouden zo aan fotosynthese kunnen doen. Toch is er tot
vandaag nog nooit een fotoautotroof geisoleerd (Brogli@l., 2007).

1.2.2.2. Bacterién in lucht zijn metabolisch actief

Nieuwe studies waarbij gebruik gemaakt werd van cultuuronafhankelijke methoden hebben
aangetoond dat bacterién in de atmosfeer wel degelijk metabolisch actief kunnen zijn en dat
aerosovorming geen barriere is voor metabolische activiteit en reproductie. Zo is al aangetoond
dat bacterién die in een laboratorium tot eeaxerosolgevormd zijn capabel zijn om glucose als
metaboliet te gebruiken (Dimmiakt al., 1975).

1.2.2.3. Biogeochemische processen in deatmosfeer

Bacterién zijn nauwetrokken bij enkele biogeochemische cycli. Bij deze cycli spelen bacterién een
belangrijke rol omdat ze ervoor zorgen dat bepaalde producten getransformeerd worden in
andere producten. Bewijs van zulke transformaties geaft dat micreorganismen wel degelijk
bewoners kunnen zijn van de lucht. Zo zijn in wolken reeds de bacteriéle eindproducten gevonden
van zulke metabolische reacties (Amatoaal., 2007).

1.2.2.4. Bacterién doorlopen in de atmosfeer meerdere
generaties van groei

Een limiterende factor voor bacteriéle bewoners van de lucht is de verblijftijd. De verblijftijd is
afhankelijk van heel wat factoren (grootte, luchtvochtigheid, ...) en toevalligheden (botsen met
andere deeltjes, neerslaan met regendruppels, ...)l@wkset al, 2002; Burrowset al., 2009;
Pearceet al,, 2009). Uit recente studies is gebleken dat de gemiddelde verblijftijd van bacterién in
lucht kan variéren van 2 tot 188 dagen (Burratsl., 2009). In ideale omstandigheden vertonen
bacterién vaakkorte generatietiden rond de 20 minuten. Onder luchtcondities (koud en
voedingsarm) zullen de generatietijden aanzienlijk hoger liggen (Woetaak, 2010). Uit een
onderzoek werd bijvoorbeeld vastgesteld dat bacterién in wolken generatietijden tusser28
dagen bevatten (Sattlest al, 2001).
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1.2.3. Microbiéle (bacteriéle) diversiteit op enkele
specifieke locaties

1.2.3.1. Veehouderijen

De lucht in veehouderijen waar dieren zoals o0.a. koeien en varkens gehuisvest worden, bevatten
steeds fijn stof, endotoxinegn verschillende microrganisnen (zie Figuur 1-7). Deze micre
organismen en endotoxinekunnen, al dan niet geassocieerd met fijn stof {a@yoso), in de
omgeving terecht komen via een ventilatiesysteem. Bij de omwonenden van zulke veehouderijen
is er een stijgende bezorgdheid omtrent de schadelijke werking van zulke componenten op het
ademhalingsstelsel, mede omdat de schadelijke werking van tgh micro-organismen en
endotoxinen reeds eerder is aangetoond via gezondheidsrapporten die opgesteld zijn o.b.v.
werkende boeren in veehouderijenStaphylococcys Streptococcus coliachtige bacterién,
schimmels en gisten worden geregeld teruggevondedorf en Hartung, 2007).

- 100000 _

£

5 . 3 _

6 10000 | H "0l Clcow shed (1)

£ g | | Clcow shed (1)

E 1000 H - M [Ocow shed (l1)

S I Epigsty (V)

£ q00 | =L B pigsty (V)

E Hpoultry house (VI)
E 10 — = | = mpoultry house (VII)
o

E

=

c

mesophilic hemolytic mannitol+ coligroup moulds
bacteria bacteria staphylococci bacteria

Figuur 1-7: Het aantal in lucht aanwezige mieosganismen van bepaalde stallel
Luchtstalen werden genomen met eédAS100 air sampler' (Merck). Bacterién en fur
werden gecollecteerd en opgegroeid op standaard cultuurmedia; MPA nutriént agat
mesofiele bacterién, Chapman agar voor staphylococci, Endo agar voor bac
behorende tot de coljroep,bloedagar voor hemolytische bacterién en Martin agar vc
fungi. Bron: Karwowska, 2004.

Fijn stof in veehouderijen is afkomstig van de voeding, van strooisel en van de dieren zelf. Een
klein gedeelte van fijn stof in veehouderijen komt binnen via het ventilatiesysteem. Fijn stof in
veehouderijen verschilt omwdl van drie redenen van de andere aanwezige partikels zoals o.a.
micro-organismen of pollen; concentratie is in het binnenmilieu 10 tot 100 keer groter, het is een
drager voor geuren en gassen en het bestaat biologisch uit een verscheidenheid van bagterién
micro-organismen. Fijn stof uit veehouderijen bestaat voor 90% uit organisch materiaal. De
gemiddelde concentratie aan fijn stof kan gedurende de dag sterk verschillen en hangt af van het
type dier. De vaak nadelige gezondheidseffecten van fijn stofdramf van de aard van het fijn

stof zelf (organisch of anorganisch), de componenten die door het fijn stof meegedragen worden
(bacterién, endotoxines) en de diameter van de partikels. Partikels met een aérodynamische
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diameter kleiner dan 5 um kunnen dieépt in de long penetreren terwijl grotere partikels eerder

in het ademhalingstelsel afgezet worden. Hoge concentratie aan fijn stof kan irritatie van de
slijmvliezen en overbelasting van de longen veroorzaken. Samen met de stofdeeltjes kunnen
micro-organisnen vervoerd worden die infecties kunnen veroorzaken in de luchtwe8erdorf

en Hartung, 2007).

Ondanks het feit dat Gramnegatieve bacterién (zaats Escherichia coli, Salmonella, Shigella,
Pseudomonas, Neisseria, Haemophilschts een klein percentage innemen van de totale
hoeveelheid bacterién in lucht binnen een veehoudgninder dan 10%), zijn ze nog altijd in grote
mate aanwezig door de extreem hoge concentratie van bactéBéedorfet al,, 1998).

Endotoxinen leide dan weer tot ontstekingsof immuunreacties in de luchtwegen van gevoelige
mensen, zelfs in lage concentraties. De hoeveelheid bacterién kan binnen veehouderijen sterk
oplopen en vertoont een sterke variatie naargelang dagelijkse en seizoensgebondssdémyl

het type dier en het onderhoucten managementsysteem van de veehoudesgédorf en Hartung,
2007).

De slechte luchtkwaliteit binnen veehouderijen heeft niet enkel een nadelig effect op het
ademhalingstelsel van boeren en omwonenden, maar ook oplideen zelf. Zo werd uit een
eerder onderzoek gevoerih een bepaalde veehouderij aangetoond dat ongeveer 50% van de
longen afkomstig van geslachte varkens tekenen vertoonden van pneumoniae, pleuritis of andere
respiratorische aandoeningen (Elbers, 1991).

Er is eigenlijk nog maar weinig geweten over de afstanden waarover deze schadelijke partikels
vervoerd worden eens ze de veehouderij verlaten hebben. Al bij al is duidelijk dat er een nood is
om de emissie van schadelijke substanties naar de omgeving lzovagelijk te beperken.
Dringende actie is vereist om te onderzoeken wat de reisafstand vaaebasolenis en hoe ze

een rol spelen in de gezondheidseffecten van bewoners die dicht in de buurt wonen van
veehouderijen $eedorf en Hartung, 2007).

U Varkensstallen

Uit eerder onderzoek werd aangetoond dat de hoogste concentratie aan bacterién binnen
varkensstallen gevonden kan worden in de afwerkingseenheid waar volwassen varkens geslacht
worden (Cormieret al, 1990. Het onregelmatig en infrequent kuisene e hoge densiteit aan
varkens, het onvoldoende scheiden van afval en de accumulatie van water voor het kuisen van de
stallen en het verlagen van de lichaamstemperatuur van de varkens biedt een ideale opportuniteit
voor bacteriéle groei, accumulatie eserosolorming. Er is dan ook een positieve correlatie
aanwezig tussen cultiveerbare bacterién in lucht en het interval voor het schoonmaken van de
stallen. Bacterién en componenten afkomstig van de ontlasting, de huidschilfers en de voeding van
varkens kunen in zo'n dichtbevolkte en afgesloten gebouwen makkelijk accumuleren en worden
vaak tot een aerosol gevormd. Deze aerosolen kunnen dan zorgen voor allerlei
gezondheidsproblemen. In de US, Canada, Nederland, Zweden en Polen zijn bacteriéle
concentraties inde lucht gemeten van fot 10° CFU/m. Het aandeel van de Gramnegatieve
bacterién is klein en de concentratie ervan varieemd 1G CFU/n. In varkensstallen worden

vaak hoge concentraties teruggevonden aan cultiveerbare bacteriBlicrococcus en
Staphylococcuwzijn twee bacteriéle soorten die vaak overheersend aanwezig zijn binnen
varkensstallen (Chareg al., 2000).

15



Uit eenanderonderzoek waarbij luchtstalen werden genomen van 48 verschillende varkensstallen
(zieTabell-1), werd een gemiddelde bacteriéle concentratie van 2.5xBU/ni opgemeten(Bilic

et al, 2000) De potentieel pathogene bacterigrBtreptocacus, Micrococcuspp. enE. coli
vertoonden de hoogste individuele concentraties terwijl de concentratie aan primaire pathogene
bacterién aanzienlijk lager was. Bovendien wer@treptococcus, Micrococcepp, Escherichia

coli, Staphylococcus aurees Sreptococcus suigedetecteerd in alle luchtstalen genomen van de
48 verschillende varkensstallen (Béical,, 2000).

Tabel 1-1: totale gemiddelde bacteriéle groei (CF&ymin
luchtstalen genomen van 4&arkensstallen. Het luchtvolume ve
de monsters werd voorgeprogrammeerd met een 'MAS
(Merck) en werd gecollecteerd op agarplaten. Bron: (Bilial,

2000).

Bacteriéle soorten CFU/nix10
Streptococcus* 0.840
Micrococcuspp.* 0.740
Escherichia coli* 0.260
Staphylococcus aureus** 0.180
Streptococcus suis** 0.130
Pasteurella multocida** 0.060
Actinobacillus suis** 0.008
Escherichia coli haemolytica** 0.045
Pasteurella haemolytica** 0.006
Actinobacillus pleuropneumonide 0.011
Bordetella bronchiseptica** 0.009

Totaal 2,59

** potentieel pathogene bacterién
* pathogene bacterie

U Koeienstallen

In Tabell-2 is te zien dat de concentratie a&iadosporiunspp binnen de fungi het grootst is en

dat de concentraties van Grampositieve en Gramnegatieve bacterién ook hoog zijn. De heersende
groepen binnen de fungi waren PenicilliumAspergillusP. variotii  group, P
brevicompactumstoloniferum C. herbarum C. cladosprioides A. pullulans en bij bacterién
waren vooral deStreptomycesspp. overheersend. De concentraties v&adosporium sppen
Grampositieve en Gramnegatieve bacterién waren significant hoger in Juni dan in November. Dit in
tegenstelling totA. fumigatus waar de concentratie in November het hoogst was. Voor andere
microbiéle soorten en groepen die geanalyseerd waren was er geen verschil te zien tussen
concentraties gemeten in Juni en November (Kaarakainen, 2011).
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Tabell-2: Mediaan, minimum en maximum concentratit
van fungi of bacteriéle groepen aanwezig in de lucht
een koeienstalgedetermineerd met gPCR en uitgedrt
in cellen/n. Bron: (Kaarakainen, 2011).

mediaan minimaal maximaal
Cladosporiund 16379 3961 36010
CladosporiuniN oD oD 464
PenicilliumAspergillus J 66 23 192
Penicillium/Aspergillus N 38 17 67
Gram +J 7013 1136 26689
Gram + N 880 326 1100
Gram-J 44266 15373 611453
Gram + N 1711 1183 2210
Streptomyces 7 3 139
StreptomycedN 6 3 3
LegendeOD = onder detectielimiet, J = juni, Nevamber

1.2.4. Correlatie tussen microklimaat en bacterién in
lucht

Met het microklimaat wordt het klimaat binnen een afgesloten beperkte ruimte bedoeld. Factoren
die microklimaat bepalen zijn luchtsnelheid, temperatuur en vochtigheid. De concentratie aan
bacterién in luchkan positief of negatief gecarleerd zijn met di factoren.

Uit een onderzoekanYaoet al. (2010) werdvolgende zakenpgemerk:

1 Inuitzondering van eeteruggevonderpositieve caorelatie tussen de temperatuur ede
concentratie aark. coli bacterién, waser geen significante correlatie te zidnssen de
temperatuur en de totale concentratie aan bacterién in lucht;

9 Bacterién in lucht hebben een lage overlevingscapaciteit onder een relatieve vochtigheid

van 40 tot 70%In de zomerdaalt, binnen deze rangdjet aantal bacterién bij stijgende

relatieve vochtigheid(negatieve correlatie)in de winterwas de correlatie zolang de
relatieve vochtigheid onder 70 procent blepbsitief,

De correlatie tussen het aantal coliformen en de temperatuur is positief;

Er bestaat een positieve correlatie tussea dindsnelheid en de totaleoncentratie

bacteriénaanwezign lucht. Dit doordat windleeltjes in de lucht kan brengen.

= =
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1.2.5. Uitdagingen voor de aérobiologie

Ondanks het feit dat de atmosfeer geen optimagefbmgevirg is (weinig vocht, hogere UV
waarden, zeevoedingsarm) wordt er toch vaak een grote hoeveelheid en diversiteit aan -micro
organismen teruggevonden. Deze diversiteit is dan ook nog eens zeeetijgaats afhankelijk.

Bij een recent onderzoekan Fiere et al. (2008) bleek er zelf meer fylogenetische similariteit te
zijn tussen bacterién gecollecteerd op geografisch verschillende plaatsen dan bacterién
gecollecteerd op eenzelfde plaats op verschillende tijdstippen. Dit toont dus niet alleedata
eenzlfde micreorganismeop verschillende plaatsen kan voorkomen maar ook dat de variabiliteit
van micreorganismen aanwezig in lucht sterk tijdsafhankelijk is. Deze sterke plaats
tijdsafhankelijkheid van de biodiversiteit aanwezig in lucht heeft veleal@n: het dynamische
gedrag van lucht (seizoensgebonden, lokaal klimaat, lokaal weer, lokale windrichtingen), de zeer
grote ruimtelijke shaal waarover lucht zich verplaatste lokale menselijke activiteiten, ... Dit zijn
allemaal factoren die bijdrageaan de complexiteit van het in kaart brengen van de biologische
diversiteit in lucht (Kuske, 2006).

De meeste literatuur betreffende het isoleren en het identificeren van zulke microben baseert zich
op cultuurgebaseerde technieken. Dit geeft aanleidiog een ruime onderschatting van de
microbiéle diversiteit in lucht omdat slechts een klein percentage van de microben cultiveerbaar
is. De vooruitgang in moleculaire technieken zorgt daarentegen voor een veel ruimere kijk op de
microbiéle diversiteit indcht. Recente studies die gebruik maken van moleculaire technieken
hebben inderdaad aangetoond dat de taxonomische diversiteit van roicranismen aanwezig in
lucht nog veel groter is dan vermoed kon wordenauittuurgebaseerdenderzoeken oah Fierer

et al., 2008).

In vergelijking met wat gekend is over het biologische leven in aquatische en terrestrische milieus
is dus nog maar weinig geweten over het biologische leven in lucht. Een oorzaak van deze
gebrekkige kennis is het gelimiteerde technischetariaal om kleine hoeveelheden biologisch
materiaal in lucht te kunnen meten. Soms komen migrganismen in lucht in zo kleine mate voor

dat zelf gevoelige moleculaire analysetechniekest toereikend zijrhebben. Nog een probleem is

het gebrek aan starahrdisatie bij de technieken die gebruikt worden om bacterién in lucht te
collecteren. Zo is het moeilijk om gemeten gemiddeldes betreffende de aanwezigheid van
bepaalde bacterién in lucht toe te kennen aan het gebruik van verschillend materiaal of aan de
biologische variatie. Een bijkomend probleem is dat alles weatlopig geweten is over micro
organismen inde lucht, voortkomt uit de veronderstellingdat de atmosfeer slechts een
tranportmedium (voor de verspreiding) zou zijn voor miorganismenWomad et al., 2010)
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1.3.ANALYSETECHNIEKEN VANE
BIODIVERSITEIT IN LUCHT

Bij het onderzoek naar microrganismen en hun biologische componenten aanwezig in lucht
bestaan er verschillende technieken die gebruikt kunnen worden om de microbiéle divesesitei
analyseren. Hedendaagse technieken maken zowel gebruik van klassieke cultuurgdbadse
moleculaire technieken.

1.3.1. Staalname

Door de stijgende bekommernis omtrent ddemische en microbiologische luchtkwaliteit zijn er
de laatste decenniaerschillende soorten staalnametoestellen ontwikkeld. Dit maakt het echter
moeilijk om de resultaten van verschillende studies met elkaar te verge(iaineret al., 2007).

1.3.1.1. Actieve staalname

Er kunnerverschillendecollecteringmechanismegebruiktworden woor de actieve staalname van
lucht zoalso.a. filtratie, impactie (zoals 0.a. 'MAS 1@zo Air Sampler', 'RCS Plus' en -Séyxer
100" of bezinking (zoals o.a. 'Lék®0' en 'Button Aerosol Samplegh 'impigement'(Kestens,
2004).

Hierbij zal let principe van de 'Coriolis air sampler' verder uitgewerkt worden omdat detieve

vorm van staalnameok tijdens de masterproef gebruikt werd (ZRaragraafl.3.1.]). Bij de
'‘Coriolis air sampler' wordt gebruik gemaakt van een verdunde bufferoplossing of een
fysiologische zoutoplossing. Aan de bufferoplossing worden additieven toegevoegd zoals anti
schuimmidel waardoor tijdens staalname de vorming van schuim inelend wordt. Met behulp

van een vacuumsysteem wordt de omgeven lucht aan een bepaald debiet opgezogen. De
aangezogen lucht mondhet drie gebogen pijpjes uit in het vioeibare medium en zal vervolgens
het toestel terug verlaten. Tijdens de staalname orastar tussen de lucht die ingeblazen wordt

en de bufferoplossing een werveling/cycloon waardoor er traagheidskrachten ontstadfigaie

1-8). Deze traagheidskracht zorgt ervoor dat de zwaarste deeltjes (foiganismen en
dergelijke) tegen de wand worden geduwd en zo in de bufferoplossing blijven. De lichte deeltjes
(vrij zuivee lucht) verlaat de kegelvormige tube terug. Alle deeltjes groter ®l@n5 pm worden

op deze manier gecollecteerd in de voorziene bufferoplossdagvalhcet al., 2009.
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Figuurl-8: Werkingsprincipe van de 'Coriolis Air Sampler'. Op de fig
is te zien hoe microrganismen (oranje bolletjes) doc
traagheidkrachten tegen de wand geduwd worden en zo gecollect
worden in de daarvoor voorziene vloeistof. Brc
http://www.peglab.de/wcms/en/products/index.php?do=getArticlesB)
Group&which=CORIOLIS

1.3.1.2. Passieve staalname met de 'Electrostatic Dust Fall
Collector'

Bij grotere bewlkingsstudieds het moeilijk om gebruik te maken van de geavanceerde toestellen
hierboven beschreven om de microbiéle luchtkwaliteit na te gaan. Dedeieken die op een
actieve wijze het in de lucht aanwezige stof verzamelteangen immerdogistiekeen financiéle
beperkingen (hoge kosten) me&aak wordt daaromeenvoudigweggebruik gemaakt varen
stofzuiger om hettof op te zuigenvan vioeren en/of matrasse(PlattsMills et al., 1992)Deze
methodeis, door het eenvoudige gebruik en lage kost,Nauig de meest gebruikte methode om
(passiefstalen van stof te nemen en ze later te analyseren. Desondanks zorgt deze methode voor
een vertekend beeld van wat voor soort biologisch materiaal er nu juist in de lucht is en
ingeademd kan worden door de menBepaalde fracties van het opgenomen stof van vioere
en/of matrassen zullerechter door hun grootte/gewicht nooit in de lucht als aerosol kunnen
voorkomen. Deze fracties zullen ondanks dat ze wel mee opgenomen en geanalyseerd worden
geen gevaar vormenoor de gezondheid van de mens. Een interessant alternatief is de EDC (zie
Figuur 1-9): een eenvoudige, goedkope en passieve methode om stof aanviezigcht te
collecteren en op die manier een idee kan geven over de hoeveelheid microbiéle endotoxinen en
andere parameters van de (microbiéle) luchtkwaliteit waaraan mensen binnen een bepaalde
omgeving blootgesteld kunnen worden (Ne&tsal., 2008).
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Figuur 1-9: Foto van een ontworpen ED®e EDCis
opgebouwd uiteenkartonnen rechthoekmet een folie ui
polypropyleen rond, vier elektrostatische doekjes (elk
een opperviakte van 032 nf) en ‘'frames' i
aluminiumfolie om de elektrostatische doekjes
bevestigen aan het karton. Bron: Noss et al., 2008.

Het collecteringsmechanisme van B®C is eenvoudig: deeltjes aanwezig in de lucht worden via
elektrostatische krachten aan het elektrostatisabeltje gebonden (Nos al., 2008).

DestudievanNosset al., (2008) werd uitgevoerd in 16 verschillende huizen (9 boerderijhuizen en

7 gewone huizen). In deze studie werden drie verschillende methoden gebruikt en met elkaar
vergeleken om de endotoxines aanwezig in de verschillende woningen te collecteren. Elke EDC
werd voor 14 dagen, in een horizontale positie, op anderhalve meter hoogte in elk van de
verschillende huizen geplaatst en nadien werd via extractie van de stofdoekjes een amaalydke
endotoxines gedaan via de ‘Limulus amocbocyte lysate '(LAL) dsda8i1-3 toont aan dat de

EDC detecteerbare hoeveelheden aangeeft voor het endotoxinegehalte en dat de hoeveelheid stof
in boerderijwoningen zoals verwachanzienlijk groter is dan in nigerderijwoningen. Analyse

van de verschillende stalen toonde aan dat, de hoeveelheid aan endotoxinen (irf)BUésen

EDCs die simultaan aanwezig waren op dezelfde locatie of tussen EDCs die op verschillende
tijdstippen op eenzelfde locatie gebruikt werden, sterk gecorreleerd zijn met elkaar (r =
correlatiecoéfficiént > 0,8). Zo werd in dit onderzoek tussen twee elektrostatische doekjes van
eenzelfde EDC een gemiddelde correlatiecoéfficiént gevonden van 0,82. Bovéndete het
endotoxinegehalte met EDC een matig tot sterke (r = 0,6 tot 0,8) correlatie op met het
endotoxinegehale gemeten dode overige 2 technieken die in deze studie gebruikt werden.
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Tabel1-3: De geometrische gemiddelden van het endotoxinegehalte van binnenhuis omge\
gemeten met verschillende methoden om stof te collecteren. Waarden voor EDC en vl
worden weergegeven in EUfmwaarden voor actief verzameld stof in EG/fron: Nost al.,
2008.

Collecterings
mechanisme Niet-boerderijwoningen Boerderijwoningen
Geometrisch Geometrisch
gemiddelde | Minimum [ Maximum| gemiddelde| Minimum| Maximum

'ElectrostatidDust
Fall ®@llector 3.000 900 9.000 10.000 2.500 41.000

Actief verzameld

stof 0,36 0,07 2 1,04 0,15 6,14
Vloerstof 11.500 400 110.800 28400 2500 |1.500.000
1.3.2. Cultuurgebaseerde technieken

Bij cultuurgebaseerde technieken worden er uitplatingen gemaakt op een geschikte
voedingsbodem. Via hetpstellen vaneen verdunningsreeks kan het aantal CFU (‘colony forming
units') per liter luchtstaal bepaald worden. De identiteit van een in reincultuur gebrachte kolonie
kan bepaald worden via allerlei metabolisdesten (zoals o.a. de katalasst en demethylrood

test) die dienen als probabiliteitsindicator (Kuske, 2006).

Bij cultuurgebaseerddechnieken groeien en vermenigvuldigen enkel de mimmganismen die
levensvatbaar ('viable') zijn en het vermogen bezitten om zich aan te passen aan opgelegde
omstandigheden. Een groot deel van de levensvatbare nruoganismen zijn dus niet
cultiveerbaar.Cultuurgebaseerdé&chnieken zullen dus altijd leiden tot een ruime onderschatting
van de microbiéle ecologie. Ondanks deze onderschatting zijn de cultuueggtagechnieken bij

het onderzoek naar biaerosolennog steeds populair omdat cultuurgebaseerde technieken de
onderzoekers toelaten om tegelijk de microbiéle samenstelling als de microbiéle concentratie te
bepalen(Changet al, 2000). Cultuurgebaseerdietectie blijft dus voor vele toepassingen zoals
forensisch en epidemiologisch onderzoek de gouden standaard. Een belangrijk voordeel is dat,
eens een bepaalde bacterie gedetecteerd wordt, bij gebruik van cultuurgebaseerde technieken er
nog altijd cultuuris die dan verder onderzocht kan worden naar bijvoorbeeld pathogene
eigenschappeiiKuske, 2006)

1.3.2.1.  Streptococci

Zoals eerder aangehaald vormen verschillesdieptococcuspecies een potentieel gevaar voor

de microbiéle luchtkwaliteitZo kan infectie metancefield group A streptococcs.(pyogengs
bijvoorbeeld tijdens een keelontstekinigidden tot serieize gevolgenzoals acuut reumaen
glomerulonefritis een nieraandoeningStandaard worden dezstreptococcuspecies gemonitord

met cultuurgebaseerde mieK 2 RSy 1 21 f & rfpidse SO BREZA | | ORY Y WA S
supplementen zoals bloedrypticase Soy Agar met 5% schapenbloed (TSA Il) wordt het meest
gebruikt voor de selectieve kweek en bepaling van meoplytische redgtieptococcuspeces.
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Vaak worden ook extra selectieve ingrediénten toegevoegd om de overgroei door andere micro
organsmen te vermijden.

1.3.2.2. Lactobacilli

De aanwezigheid vahactobacillenin luchtstalen is nog maar amper onderzactlgemeen
worden Lactobacillusspecies geassocieerd mgunstige invioeden op de gezondheid van zowel
dieren als mensen érminderen o.a. de incidentie vatarminfecties). Zo worden er wereldwijd
verschillende soorten Lactobacilli gebruikt als probiotica (Sanders, 1993). Daarnaast zijn
Lactobacillus species voornamelijk gekend voor hun rol in de fermentatie van allerlei
voedingsmiddelerfRoet al., 200Q. Daarbij kan gepostuleerd worden dat Lactobacillen in de lucht
een belangrijke factor vormt in het al dan niet gewenst fermenteren ear avorden van
voedingsmiddelen.

In de lucht karbovendieneen grote diversiteit aahactobacilluspecies teruggevonden worden.

Dit omdat Lactobacillusspecies kunnen voortkomen uit allerlei verschillende niches zoals het
menselijk en dierlijk lichaam (ragdarmstelsel, mondholte (speeksel), moederme#nz.),
ASTSNY¥YSYGSSNRS @2SRAYy3a 612SASyYSt1x altlYAx
Lactobacillus species hebben vaak de eigenschap van stressreistent te Zin vormen
Lactobacillusspecies vaa een biofilm.De biofilmvormingscapaciteit zegt niet enkel ietser de
stresscapaciteit maar ook over de adhesiecapaciteit aawstijipartikels of polystyreen e.dkan

zowel eempositievealseen negatieve invloed met zich mee brengen (Lele¢el.,, 2007).

Het Lactobacillusgeslachtomvat een breed scala aan organismen. Lactobacilli zijn staafvormige,
Grampositieve, niesporevormende anaerobe of facultatief aerobe bacterién die complexe
voedingsbehoeften hebben en op verscheidene plaatsen kurteemggevonden worden(zie
Figuur1-10). Zo kunnen Lactobacilli geisoleerd worden van het lichaam van mensen en dieren
(mondholte, maag, ingewanden, \ag), van planten en plantaardig materiaal en van rioleringen
en gefermenteerde producten. Lactobacilli zijneestal strikt fermentatief en zuurresistent
(Hammes en Vogel, 1995).

Figuur 1-10: Foto vanLactobacillusacidophilusgenomel
met elektronenmicroscopie. Bronhttp://www.institut -
roseltlallemand.com/page.php?idPage=33
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Lactobacillivorden algemeen geisoleerd op rijke, lichtzure media zoals BIRISB&gars. Voor de
meeste (gefermenteerde) voedingsproducten volstaat deze media voor de selectieve isolatie van
Lactobacilli aangezien ze in zulke omgevingen het meesirdeedig aanweg zijn. In faees en
andere stalenkomen Lactobacilli slechts in lage mate voor zodat bovenstaande media niet
selectief genoeg meer zijn voor de isolatie \actobacilli Met zo'n media wordt de groei van
andere zuurresistente bacterién niet beperkt isrhet mogelijk dat andere bacteriéle soorten zoals
bifidobacteria streptococci enenterococciook kunnen groeien. Het LAMVAB medium is dus
ontwikkeld voor de isolatie van lactobacilli in omgevingen waarin ze slecht in kleine mate
voorkomen t.0.v. een gtere hoeveelheid aarbifidobacterig streptococcien/of enterococci
(Harteminket al., 1997).

1.3.3. Moleculair biologische technieken

Voor het analyseren en kwantificeren van luchtstalen kunnen er verschillende moteculai
technieken gebruikt worden.

1.3.3.1. ‘Quantitatieve polymerase chain reaction ' (QPCR)

Reailtime PCR (gPCR) wordt de laatste jaren meer en meer gebruikt voor snelle en specifieke
detectie van microbimgische agentia in aerosolen. Hier zijn enkele redenen v{br;de
mogeljkheid tot onlinemonitoring, (3 geen nood om na desactie nog analyses te doen) @een
cultiveerbar of levend organisme nodig, )(4gPCR heeft eerhoge sequentispecificiteit.
Bovendien is het gebruik van primers waaraan een fluorescent deeltje gehecht is relatief
goeckoop en kan de amplificatie van het produgp¢controleerd worden met smeltcurves. Een
nadeel van deze techniek is het dure materiaal en reagentia dat noigspodsket al., 2010).

Een voorbeeld van eenteressante studie waarbij qPCR gebruikt werdiézevan Mangalat al.
(2002). zij vonden metiPCRdat de concentratieaan anaerobe bacterién gemeten uit stalen
afkomstig uit het tandencariés van meerdere personen 40 keer groter was darcdezentratie
berekend uit cultuurafhankelijke methoden

1.3.3.2. Fluorescentie in situ hybridisati e (FISH)

FISH, toegepast op bacterién, werd voor het eerst beschreven meerR ddecenniageleden
(Giovannoniet al,, 1988; DeLongt al, 1989; Amanret al., 1990. Dit werd aangezien FISH veel
mogelijkheden biedtin de microbiéle ecologibeschouwdals eenbelangrijkedoorbraak.Een van
deze mogelijkheden is het identificeren van bacterién met oligonucleotide pratiesspeciaal
voor bacterién ontwikkeld worden. Hierdoor is het, zonder de bacterién eerst op teemoe
cultiveren, mogelijk om structuren van bacteriologische gemeenschappen te analyseren, en om de
ruimtelijke en temporele dynamiek te volgen van individuele microbiéle populaties in hun habitat
(Simon et al., 1999Y.ochondervinden onderzoekensij toepassing varFISH in minder eutrotrofe
(minder voedselbronnen beschikbaar) systenmag vaakmoeilijkheden.Zo iseerderaangetoond

door de studie van Pernthaler et al. (200dat de meerderheid van de bacterién in aquatische
milieus klein, traaggroeiend osktervend zijn, waardoor de bekomen intensiteit voorde
opgevangen signalen vagehybridiseerde bacterioplankton cellen vaak onderdetectielimiet
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ligt. Pernthaler et al. (2001) toonden ook aan dat er vaak hoge achtergrondfluorescentie@n
teruggevoneén worden waardoor lichtsignalen afkomstig van bacterién vaak verloren gaan.
Bovenvermelde problemen zipndanksbetere resultaten bij nieuw ontwikkeld&ISH protocollen
nog altijd aanwezigeen voorbeeld hiervan is het FISH protocol dat gebruikt wemkeistudie
waarbij onderzoek werd gedaan naar biofiimvormendeactobacillus species in het
maagdarmkanaal van mensen, kippen en muideor Lebeer et al. (2001).
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2. MATERIAAL EN METHODKI

2.1. METHODE VANSTAALNAME

In dit eindwerk waarbij de karakterisatie van bacterién aanweizigde lucht vanbinnenhuis
omgevingercentraal staatwerd een actieve en een passieve methagiebruikt omluchtstalen te
nemen

2.1.1. Actieve staalname

Actieve staalname gebeurdm.b.v. de 'Coriolis Air SampléBertin Technologies)Hierbijwerd
vaniedere locatie op drie verschillende tijdstipperen luchtstaal genomerBj iedere staalname
werden volgende prameters geregistreerdl) de temperatuurtijdens staalname van de
binnenhuis omgeving(2) het aantatycli (1 cyclus = 10 min lucht aanzuigen aan een debiet van
300 I/h) dat de 'Coriolis Air Sampleper staalname gerunderd, (3) de datum van staalname, (4)
het totale volume datijdens de staalnam@gecollecteerd werd elf5) de hoeveelheiderdampte
vloeistof ('Coriolis collection buffer’) per staalnamBe luchtvochtigheid i®ok een relevante
parametermaar kondoor een gebrek aan apparatuur niet gemeten worden.

Het toestel werd tijdens staalnamep een hoogtevan 90 cm geplaatstom te vermijden dat
deeltjes die in natuurlijke toestand normaalniet in de lucht zouden voorkomen via de
aanzuigkracht van het toestédch gecollecteerd zouden worden in de 'Coriallection Buffer:.

Het toestel werd tijdens staalname zalenogelijk centraal gezet in de ruimte waar het staal werd
genomen.Luchtstromen rondom de 'Coriolis Air Samphlerden zoveel mogelijk vermeden door
tijdens staalnameramen en deuren te sluiten en toevallige passanten te wergij.iedere
staalname wercervoor gekozen om het toestel gedurende tien minuten lucht te laten aanzuigen
aan een debiet van 300 I/min. Dit wer@m voldoende volume staal te hebbesm later
verschillende analyses mée doen,driemaal herhaald per staalnamBer staalname (8yclivan

10 min aan 300 I/mipwordt er m.b.v. de 'Coriolis Air Sampler' dumdlucht gesampledMet de
'Coriolis Air Sampler' worden vastieeltjes (>0.5 um), aanwezig in de aangezogen lucht, via een
in de 'cube' ontstanecycloonomwille van traagheidskrachtetegen de wand geduwd en zo
gecollecteerd in delaarvoorvoorziene'Coriolis collection bufferDedrie gecollecteerde volumes
narespectievelijkcycli 1, 2 en 3jdenséén staalnamegwerden na staalname 'samengepoold' door
de drie volumes bij elkaar te voegen in edfalcon" buisje Het totaal gecollecteerde volume
verkregen bigén staalnamaverd koel bewaard en zo snel mogelijk getransporteerd rragrlabo
voor bewaring bi}80° Celsiuslnvriezen biF80°Cis voor bacteién de glasovergangstemperatuur
de temperatuur waarbipacterién gecollecteerd in het staal stabiel blijven leet metabolisme
onveranderd blijft Van iedere staalname werglen aliquot van3 ml staal samen me3 ml 50%
glycerol ingevroren b§80°C om déevensvatbaarheid van de bacterién te vrijwaren.

27



2.1.2. Passieve staalname

Passievestaalname gebeurde m.b.v. de 'Electrostatic Dust Falle@or' (EDC). Deze werd bij
ontwerp zo goed mogelijk nagebootshet het ontwerp beschreven in Paragrad&out!
erwijzingsbron niet gevonden. Hierbij werd als volgt te werk gegaan: (1) per EDC werden 4
papieren in A4 formaat gebruikt en op elk-Blad werd, gelijkmatig over hejanse A4, een
vierkant getekend van 20 op 16 centimeter (= 0,032 (Riguur2-1), (2 elk Adblad werd na het
tekenen van het vierkant geplastificeein een plastieken folie m.b.v. plakimh (zieFiguur2-2) (3)

vier geplastificeerde ABladen werden aan elkaar bevestigd met plakband en (4) m.b.v. een klein
stukje plakband werden de op maat uitgeknipte elektrostatische stofdodige®sigd aan het
voorziene geplastificeerd@erkant gie Figuur2-3).

Figuur2-1: Bij het ontwerp van de EDC werd eerst e
passend vierkant getekend waarop later ¢
elektrostatishe doekjes bevestigd werden.

Figuur2-2: Elk A4 blad werd geplastificeerd om nac
samen met 3 andere geplastificeerde A4 bladen de
te kunnen vormen.
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Figuur 2-3: zelf ontworpen EDC metevi elektrostatische stofdoekjes, tijder
passieve staalname in de living.

Elke zelf ontworpen ED@8 in totaal: 1 voor elke locatieyerd in opgevouwen vorm (dit om
eerdere contaminatie van deelektrostatische stofdoekjes met de lucht vermijden)
getransporteerd naar de verschillende locaties. Aangekomen op de locatie der&DC
opengevouwen enverd hetin horizontale positicop een hoogte van minimaal anderhalve meter
bevestigd op een geschéondersteuning Staalnameduurde 14 dagen en de stroming van lucht
over de EDC werd zoveel mogelijk vermeden door de EDC niet te dicht bij ramen of deuren te
plaatsen. Bij de koeienstal en de varkensstalleas het belangrijk dat de EDOfeplaatst werd
zodat de dieren er niet in contact mee konden komen. Na de veertiendaagse staalmardelk
elektrostatisch stédoekje er ter plaats@afA SKI I £ R Sy  buyisje 8a850 mlQéplkdise vy u
HetC I £ Omdigjerwerd zo snel mogelijk @ipeld tot-20°C voobewaring Belangrijk tijdens dit
gebeuren was dat contact van de handen met het elektrostatische stofdoekje zoveel mogelijk
vermeden werd door het dragen van steriele handschoeRasieve staalnam gebeur@ 1 maal

en er werden geen controles meegenomen.
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2.2.MICROBIELE GROEIEXHHMENTEN

2.2.1. Uitplatingen

Om verschillende soorten bacterién, aanwezig in luchkaekteriseren werden op verschillende
soorten voedingsbodemsitplatingen uitgevoerdHieronder wordt een overzicht gegeven welke
voedingsbodems gebruikt werden

2.2.1.1. TSA (Tryptic soy agar')

Als algemene voedingsbodenerd gekozen voor TS@amenstelling zidabel2-1) (Heidelberget
al., 1997. Dit medium werd bereidloor 40 g TSAvoeder op te lossein 1 | gedestilleerd water en
het nadien ter volledige oplossingan het TSAoeder, op te koken door hefedurende een vijftal
minuten in de microgolfoven te plaatse8terilisatie vondlaatsdoor hetmediumgedurende 15
minuten te autoclavereibij 121°CCycloheximide (0,%/L) (Hyvérinenet al., 2009)werd (opgelost
in een kleine hoeveelheid methanddegevoegdom schimmelgroei te weren ten gunste van
bacteriéle groeiDit zijn beide antischimmelmiddelen, die hat oplossen m.b.veen klein beetje
methanol, toegevoegd werdeman het geautoclaveerdESAmedium.

Tabel2-1: Onderstaande tabel geeft de samenstelli
(in g) van het TSA medium weer. Hoeveelhe
worden weergegeven in functie van 1 L gedestille

water.
Digest van caseingt alvleesklier 1509
Papaic @jest van Soja 509
Natriumchloride 509
agaragar 1509

Uitplatingen op dit medium gebeurderlkensR 2 2 NJ wmammet gevortextestaalte pipetteren

op daarbij horendelr'SAplaat en ditvervolgenauit te spreidenover de ganse plaat met een glazen
pasteurpipet. Het glazen einde van de pasteurpipet werd door de hitte van de bunsenbrander
manueel tot de juiste vorm gebracht om het uitspreiden mogelijk te makéastaal werdn triplo
uitgeplaat, ditom de variabiteit te schetsen Na het uitplatenwerden de platenvoor drie dagen

bij 37°CgeincubeerdKolonievormende eenheden werden geteld dag 1, 2 en Na dag drie
werd het aantalCFU/ni bepaald.
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2.2.1.2. MRSmedium

LactobacillusMRSagar (samenstelling zi&dabel2-2) (Tsaiet al, 2002)wordt aanbevolen voohet
opgroeienvan alleLactobacillus species Dit medium werd bereid door 76 MRSpoeder op te
lossen in 1L gedestilleerd water en het nadien, ter volledig oplossen van het-ptiR8er (BD

5 A T O@na)warmen tot de oplossing kookt. Sterilisatie vond plaats door het gedurende 15
minuten te autoclaveren bij 121°ditplatingen op dit medium gebeurden door 56Q van een

staal tepipetterenop een MR$laat en vervolgens dit uit te spreiden over de gapBatmet een
glazen pasteurpipet. Het glazen einde van de pasteurpipet werd door de hitte van de
bunsenbrander manueel tot de juiste vorm gebracht om het uggten mogelijk te makerElk

staal werdin duplo uitgeplaatdit om de variabiliteit te schetserNa het uitplaten werden de
platen voor drie dagen bij 37°C geincubeerd. Er werd getracht de kolonies zowel te tellen na dag 1,
2 en 3.Kolonievormende eenhedewerden geteld na dag 1, 2 en 3. Na dag drie werd het aantal
CFU/n bepaald

Tabel 2-2: Onderstaande tabel geeft d
samenstelling (in g) van het MR&dium weer.
Hoeveelheden worden weergegeven in functie \
1 L gedestilleerd water.

Proteosepepton 10
Vleegxtract 10
Gisextract 5
Dextrose 20
PolysorbaaB0 1
Ammoniumcitraat 2
Natriumacetaat 5
Magnesiumsulfaat 0,1
Mangaansulfaat 0,05
Dikaliumfosfaat 2
Agaragar 12
Uiteindelijke pH at 25°Chij 6.5+ 0.2

2.2.1.3. LAMVAB(= Lactobacillus Anaeroob MRS medium met
vancomycine en bromocresol groen)

Het LAMVAB medium is een medium ontwikkeld voor de isolatieLaatobacillus soorten van
faeces. Het medium is door de lage pH (inhibitie Gramnegatieve bacterién) en de aanwezigheid
van vancomycine (20 gi) (inhibitie competitieve Grampositieve bacterién) sterk selectief.
Bovendien bevat het medium cystefHCL om maé&obe condites te bevorderen en
bromocresolgroen als pH indicator. Concurrerende flora in faecesemogginhibeerd door de
samenhang van een lage pHnferobacterip Bacteroidesen andere Gramnegatieve anaerobe
bacterién,Clostridig en de aanwezigheid van vancormgiEnterococgiBifidobacteria Qostridia)
(Harteminket al.,, 1997).
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Het mediumwordt uit drie verschillende componentespgebouwd (1) glossing A104 g/LMRS
broth (Merck 1.10661)net cysteineHCI (0,59/L) en bromocresol green (0,0%L). De pHwerd
voor het autoclavererm.b.v. 4 M HChangepast tot 5.0 + 0;12) gplossing B40 g/Lagaropgelost
in gedestilleerd water en (3)pbossing C2 mg/ml vancomycime hydrochloride (zuiverheid > 95 %)
opgelost inwater. Oplossing @oet bewaard worden bij eetemperatuur tussen 0 en 4°C en blijft
stabielgedurende drie maanderOplossingA en B werden gesteriliseerddoor ze te autoclaveren
op 121°C gedurende 15 minuter®Oplossing C werdyesteriliseerd doorfiltratie met een
poriegrootte vann Z H . Ber&idingvan het medium omvat sterilisatie van gelijke hoeveelheden
van opbssing A en B. Oplossing B wgeakoeld tot 50°C in eewarmwaterbad. Oplossing A werd
gekoeld tot kamertemperatuurAan 500 ml van oplossing A werap aseptische wijze 10 ml
oplosshg C togevoegd. Uiteindelijk werdplossing B aan het MR@ncomycie mengsel (A+C)
toegevoegd. Dit resulteert in een uiteindelijke vancomycine concentratie van @A rier
vermijding van brokvorming (stollen agar) was het belangajkna het toevoegen van amsing B
aan oplossing A+C de platen zo snel mogelijk gegeteden (Harteminket al., 1997)

Uitplatingen op dit medium gebeurden door 580[van een taal te pipetteren op een LAMVAB
plaat en vervolgens dit uie spreiden over de ganse plaaet een ghzen pasteurpipet. Het glazen
einde van de pasteurpipet werd door de hitte van de bunsenbrander manueel tot de juiste vorm
gebracht om het uitspreiden mogelijk te makeglk staal werd in duplo uitgeplaat, dit om de
variabiliteit te schetsen. Na het uitgkn werden de platen voor drie dagen bij 37°C geincubeerd.

Er werd getracht de kolonies zowel te tellen na dag 1, 2 en 3. Kolonievormende eenheden werden
geteld na dag 1, 2 en 3. Na dag drie werd het aantal CHh¥paald.

2.2.1.4. Agar met 5 % schapenbloed (ssA) voor de selectie van
Streptococci groep A

Platen (samenstellingzie Tabel 2-3) (Singhet al, 2013)werden niet zelf bereid en werden
F+y3aS120KU({ @ipiitingerbop dit njediuin gebeurden door 5680[van een staal te
pipetteren en vervolgens dit uit te spreiden over de ganse piaeit een glazempasteurpipet. Het
glazen einde van de pasteurpipet werd door de hitte van de bunsenbrander manueel tottde juis
vorm gebracht om het uitspreiden mogelijk te maké&itk staal werd in triplo uitgeplaat, dit om de
variabiliteit te schetsen. Na het uitplaten werden de platen voor drie dagen bij 37°C geincubeerd.
Kolonievormende eenheden werden geteld na dag 1, 2.e4a3dag drie werd het aantal CFU/m
bepaald.

Tabel 2-3Y {FYSyadaSttaAy
Groep A selectievBtreptococcusagar met
5% schapenbloedo aa! n ! 3F N
selectie varBtreptococcengroep A.

Digest van caseine uit alvleeskliy 14.5
Papaidigest van sojameel 5.0
Natriumchloride 5.0
Agaragar 14.0
groeifactoren 15
Selectieve agentia 0,0402
Schapenbloed, gedefibrineerd 5%
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2.2.2. Reinculturen

Na uitvoering varde hierboven vermeld uitplatingenwerdenin een aantal gevallen kolonies in
reincultuur gebracht m.b.v. vijfhoekentingd.actobacillus kolonievormende eenheden, opgepikt

van LAMVAB platen, werden in reincultuur gebracht op MRS platen en voor 2 dagen geincubeerd
bij 37°C. Kolnievormende eenheden, opgepikt van TSA platen (met antischimmelmiddel), werden
in reincultuur gebracht op TSA platen (zonder antischimmelmiddel) en voor 2 dagen geincubeerd
bij 37°C.

Reinculturen die moesten bewaard worden voor later gebruik, werdeneimrgren in de-80°C
diepvries. Dit gebeurde door van de desbetreffende reincultuur, m.b.v. een steriele pipet tip, een
beetje cultuur op te pikken en over te brengen naar een welletje in eewdlbmicrotiterplaat
(Corning dat gevuld was met 106 [vloebaar medium (TSB voor reinculturen op TSA en MRS
bouillon voor reinculturen op MRS agar) en 20(b0%glyceroloplossing.
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2.3.BIOFILMEXPERIMENT

2.3.1. Werkwijze

Om de biofilmvormingscapaciteit van de geisoleestiammen op polystyreen te bepalen werd

een protocol gevolgd zoals eerder beschreven in Lekateal. (2007). Op dag 1 werd een

precultuur gemaakt van de geisoleertiactobacillusstammen (in MRS ineen @St € LJ | G 0 X X0
De plaat werd overnacht geincubeerd bij 37°C. Op dag 2 werden de culturen, met een verdunning

vanl/100 keer overgeént in vers MRS medium (200ul/well) in 8 herhalingen in een speciale
microtiterplaat (Nunc microvell plates norpretreated 269787%. Hierop werd een dekselfNunc

TSP screening sterile 44549Tet speciale kegels geplaatst, waarop de biofilmen gegroeid
GSNRSYy® 9NJ gSNR 221 SSy yS3aIrGAS@S O2yaNRtS YSS3s
eventuek contaminatie waargenomen worden. Op dag 3 werd het medium ververst door nieuwe
steriele 966 St t LI I 4GSy obdzyOuv (S ySYSy Sy RSI S GS @dz t S
van de vorige dag werden overgezet naar deze nieuwe platen. Platen werdem lupnieuw

overnacht bij 37°C geincubeerd. Op dag 4 werd hetzelfde als op dag 3 opnieuw herhaald. Op dag 5

werd de biofilm gekwantificeerd door de volgende stappen in chronologische volgorde uit te

voeren: (1) platen met kegels werden gewassen in een nficioS NLJ | + & I SWeMEBR Y SO H .
(voor 1L gedestilleerd water: 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44Ppen 0,24 g KEPQ), (2) kegels

GSNRSY Ay SSy YAONRGA WSINtistalvidlefopl @i lnln G 2 Yi®m 5 n o &
kristalviolet toevoegemaan een isopropanol/methanol/PBS oplossing (v/v 1:1et8yedurende 30

min geincubeerd bij kamertemperatuur, (4) kegels werden gewassen in een microtiterplaat met

Hnn >[kgStft 3SR Sntkiewingt varSddRegatidvel @Mtdole, (5) kegels werden

gedurende 30 minuten gedroogd door ze uit de microtiterplaat te nemen en ze om te draaien, (6)
1S3Sta 6SNRSY 2yiG{1ftSdNR Ay SSy yASdzwS YAONRGAGSN]
werden in een microtiterplaatlezgfThermo Scientifiy geplaast en de OD werd gemeten bij 570

nm.
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2.4. DNA-EXTRACTIE

DNA extractie werd uitgevoerd op zowel stalen gecollecteerd met de 'Coriolis air samples', als met
de EDC methode.

2.4.1. DNA-extractie van de stalen genomen met de
‘Coriolis Air Sampler’

Voor het optimaliseren van d®NAextractie voor luchtstalengenomen met de Coriolis Air
Sampler werden de volgende commerciéle 'kjtsvolgens de instructies van de fabrikant,
uitgeprobeerd: 'DNeasy blood and tissue kit' van Qiagen en de 'RTR@riBdaNA Mini Kit' van
Invitek

Samengevat werd voor de DMXtractie meestal het volgende protocol gebruikt: (1) 10 ml van elk
staal werd opgeconcentreerd door het 20 minuten te centrifugeren aan 8500 g bij 4°C, (2) het
supernatans werd weggegoten em resduele vioeistoffen werden zoveel mogelijk verwijderd, (3)

de pellet werdmet. 400> [resuspension buffer' terug opgelodbor het op en neer te pipetteren

en vervolgensverd de oplossing ovgepipetteerd en kort gevortexn een 'Extraction Tube L', (4)

het staal werd in chronologische volgorde eerst geincubeerd voor 10 min bij 37°C, dan voor 10 min
geincubeerd bij 65°C om vervolgens 10 minuten geincubeerd te worden bij °@00> [
'‘Binding Buffer B6' werd toegevoegd en kort gevortext, (6) elk staadl geladen op de 'RTA Spin
Filter Set' ergedurendel minuut geincubeerd aan kamertemperatuur, (7) de 'RTA Spin Filter Set'
werd gedurendel minuut gecentrifugeerd aan 10000 rpfrotations per minute) en het filtraat

in de 'RTA Receiver Tube' werd vgaerd waarna de 'RTA Receiver Tube' terug herbruikt werd,
(8) 500> [wasbuffer 1werd toegevoegd en de 'RTA Spin Filter Set' werd tgredurendel
minuut gecentrifugeerd aan 10000 rpm waarna zowel het filtraat als de 'RTA Receiver Tube'
verwijderd werdenen de 'RTA Spin Filter Set' geplaatst werd op een nieuwe 'BdevBr Tube',

(9) 500 > [wasbuffer 2werd toegevoegd en de 'RTA Spin Filter Set' werd tgedurendel
minuut gecentrifugeerd aan 10000 rpm waarna het filtraat verwijderd werd en de 'RTA-Bpr

Set' terug op de 'RTA Receiver Tube' geplaatst werd en nog eens voor 3 minuten gecentrifugeerd
werd aan maximale snelheid oafle overgebleven ethanol te verwijderen, (10) de 'RTA Spin Filter
Set' werd geplaatst op een 1,5 ml 'Receiver Tube' e {'ElutiebufferD’, voorverwarmd tot

65°C, werd in het centrum van het membraan toegevoegd waarnagkdturendel minuut
geincubeerd wordt bij kamertemperatuur, (11) in een laatste stap werd de 'RTA Spin Filter Set'
met 1,5 ml 'Receiver Tube' gecentgierdgedurendel minuut aan 8000 rpm en het filtraat (met

het DNA erin aanwezig) in de 1,5 ml '‘Receiver Tube' werd zo snel mogelijk bewaadff®ipm
degradatie van het geéxtraheerde DNA te vermijden.
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2.4.2. DNA-extractie van de elektrostatische doekjes

Voor de DNAextractie van de elektrostatische $timekjes/EDC was er hog geen gamaliseerd

protocol voorhanén. Er werd een protocol opgesteld o.b.v. Ne$sal. (2008) voor de extractie

van microbiéle endotoxines, met enkele aanpassingen. De uitigetesthodologie verliep gelijk

aan de DNAxtractie van de gecollecteerde luchtstalen. Een bijkomende eerste stap bestond uit
voorbehandeling van de elektrostatische doekjes. leder stofdoekje werd hierbij gedurende een uur

(bij KT) al schudden@an 200 rm)2 Y RSNESR2YLISt R 6Ay SSympmg@ Yt CIfO
water met 0,05% Tween 20. De verkregen extracten, werden bijkomend opgezuiverd m.b.v. een

filtratie waarbij het filtreerpapiertieq b dzOf SradRdicBed membranes') een poriegrootte had

van10>Y® Iy KS{G 0S5 2 ¥eelfde MatifiodeNdals titgetedNiFParag#il

een DNAextractie, uitgevoerd.
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2.5.DNA-CONCENTRATIEBEPALINEN

2.5.1. Nanodrop

De zuiverheid en de concentratie vhat geéxtraheerdddNAwerd nagegaan m.b.v. ddanodrop
(Thermo ScientificHierbij werd telkens, na schoonmaken van het meetpunt met steriel water en
een papieren doekje, * [DNAgesanpled. Het gemet&n DNAconcentratiewerd uitgedrukt in
ng/> [ De Nanodrop berekent de ratio 260/280 260/230. De 260/280 ratio is deerhouding van

de absorptie verkregen na meting bgr golflengte van 260 nm en 28dn. Dit zijn respectievelijk
de golflengtes waarbij DNAreeiwitten licht absorberen. D860/230 ratio is de verhouding van
absorptie verkrijgen na meting bij 260 nm en 230. Bij een golflengte van 260 nm absorbeert
DNA licht, suikers en fenolen doen dit &§n golflengte van 230 nneen mogelijk nadeel vade
Nanodrop is de verminderdegevoeligheid bij lage DNA concentraties en de invioad v
contaminerende stoffen in dgemeten oplossing, zoals eiwitten
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2.6.DNA-OPZUIVERING

Geéxtraheerd DNA kan onzuiver zijn en om moleculaire technieken zo goed mogelijk te laten
verlopen kan het nodig zijn om het geéxtraheerde Daéfst op te zuiveren. Opzuiveringn het

DNA verkregen uit de extracties van de verschillergibeurdedoor een ethanolprecipitatie
Opzuivering van het PCR product uit gblj koloniePCR, zieFout! Verwijzingsbron niet
evonden) gebeurde door gelextractie

2.6.1. Ethanolprecipitatie

Bij het opzuiveren van het geéxtraheerde DNA werd volgende methodologie toegepast: (1) aan
het geéxtraheerde DNA (opgelost in 'elution buffer' bij'B@P® Bacteria DNA Mini Kiterden 2
volumes ijskoud®6-100% ethanotoegevoegd, (2hierna volgde overnacht een incubatie aan
20°C (3) na overnachting werd het DNgedurendel1l5 minuten bij een temperatuur vaa°C
gecentrifugeerd aan 21460g, ($ellet werd gewassen meb0 pLijskoude 70% ethanol en
gedurendel5 minutenbij een temperatuur vamt°Cgecentrifugeerd aan volle snelheid, (5) het
grootste volume van het 'supernatans' werd weg gecentrifugeerd en (6) uiteindelijk werd de pellet
aan KT uitgedroogd en opnieuw in suspensie gebracht met 30-pUffEE

2.6.2. Gelexctracti e

Voor de opzuivering van DNA stalen/PCR producten uit agarose gels wé¥dicle Gel Extraction
Kit (Qiagen) gebruikt volgens de instructies van de fabrikant, mits enkele aanpassigfeeen
scherp scalpel werd het DNFagment zo fijn mogelijk uit dagarose gel, waarbij de gel zo weinig

mogelijk werd bloot gesteld aan UV licBiS &G+ f Sy ¢gSNRSYy 3ISHH @EIBGNR Ay

mM TrisHCI, pH 8,5).
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2.7."POLYMERASE CHAIN RECTION'(PCR)

2.7.1. Werkwijze gewone PCR

Op verschillende stalen werden Rfacties uitgevoerd met primers die het 16S rRNA gen
amplificeren, meer bepaald de universele primers 8F (BBE) / PRE&557) en 1525R (PRO
8552). Dez@rimers hebben volgende nucleotide sequentie: 8FA®BA GTT TGATTGG CTC AG
-3') en 1525R (5'AAG GAG GTG ATC CAG CC&'CMAe gebruikte primers hadden een
concentratie van 0.5 mM.

Voor de PCR reactie zelf werd gebruik gemaakt van het 'hot £8PtC 5 min)PCR programma
(zieTabel2-4)

Tabel2-4: Gekozen condities voor PCR reactie.

Step Temperatuur °C ~ Time Number of cycle)
Initial Denaturation 95 5 min 1
Denaturation 95 30s
Annealing 50 30s 35
Extension 72 90s
Final Extension 72 7 min 1

lfa YIFGaNR2a oY bhSAekiadten,$ie dekom& MR ey geB Bkt zoals besahr
in paragraaR.4. om te controleren of het geéxtiheerde DNA van goede kwalitéliabel2-5 toont
aan hoe het PCR staal bereid werd. Belangrijk hierbij is dat de mastbenéd werd voor n+1
stalenom kleine fouten in pipeteervolumes in te calculeren,dat er steedgen positieve en een
negatieve controle meegenomen werdoor elk staal werd 24 [van de mastermix in een PCR
tube overgepipetteerd en aangelengd tot 25[door 1> [te nemen van de overeenkomstige DNA
template.

Tabel2-5: Bereiding PCR staal

x1 ¢t 0 |Mastermix X
PCR mastermix (2x) 12,5
Primer 8F 0,5
Primer 1525R 0,5
Template 1
Water 10,5
25
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2.7.2. Werkwijze kolonie -PCR

Voor het identificeren van enkele kolonies werd edfoloniePCR toegepast, waabij
koloniemateriaal rechtstreeks als matrijs voor PCR gebruikt wordt. Hiervoor werd water aan de
PCR tube toegevoegd, waarna m.b.v. een steriele tip een beetje cultuur van één enkele kolonie
werd toegevoegd. De PCR tubes werden vervolgens in de microgotiedeinende twee minuten
opgewarmd waarna de mastermizander water) werd toegevoegd.

2.7.3. gPCR

2.7.3.1. Principe real -time PCR

Het principe van redime PCR is hetzelfde als de conventionele PCR. Een specifiek
nucleinezuurfragment wordt namelijk in grote hoevealha geamplificeerd. Voor dgPCRzijn,

net zoals bij de gewone PCR, twee primers noodzaketit specifieke voordeel van retine

PCR t.0.v. een gewone PCR is dat de reactie constant gevolgd kan worden. Dit is mogelijk door de
aanwezigheid van fluoresrende moleculen die aan de reactiemix toegegt worden voordat
amplificatieplaatsvindt. Tijdens dit project werden enkel TagMam@bes gebruikt.

2.7.3.2. Werkwijze

De werkwijze voor de qPCR die in dit eindwerk gebruikt werd is terug te vinden in Bathats
(2007).

Gebruikte universele probes (Uniprobe) voevarernt Uniprobe (alle bacterién) (uit Yang et al.
(2002))):Fdzy A Hh ¢DD ! D/ ! ¢D ¢DD ¢¢¢ ! ¢ ¢/ D !3I wuydzyA
' YALINRBOGS M /!/ D!D /¢D-TAMRA).! /! w// 1 ¢D /! O6C! a

Gebruikteprobes voorLactobacilluspecieswarend dzA G . @ dzy S | f AOMNCAGN VO Y [ | (
weD /¢! 1 ¢! / /D3I [ OG2w THabdbéciluptingers walee nilddet | D! ¢ ¢ .
Tagman probes.
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2.8.GELELEKTR®ORESE

2.8.1. Principe gelelektroforese

Detectie, scheiding en visualisatie van R@Rlucten gebeurd door het uitvoeren van
gelelektroforese. Hierbij migreert het DNA, dat negatief geladen is, 0.i. van een elektrisch veld van
de negatieve naar de positieve pool. Vermits verschillende -DNl&cuen ongeveer dezelfde
vorm en lading hebben, kunnen de fragmenten enkel gescheiden worden in een poreuze gel
(agarose of polyacrylamide). Scheiding van Bidgmenten gebeurt dus op basis van grootte. Hoe
groter het DNAfragment, hoe meer weerstand het zahdervinden van de poreuze gel, en hoe
minder ver het zal migreren naar de positieve pool. Belangrijk is dat bij de uitvoering ook een
lengtemerker op gel moet gezet worden zodat de lengte van de gescheiderradiienten
geschat kunnen worden. Door deténsiteit van de verkregen bandjes te vergelijken met de
intensiteit van de bandjes van de lengtemerker kan ook de kwaliteit vanDiNAfragment
bepaald worden.

2.8.2. Werkwijze

Geb werden bereid (1% agarose, 1x buffer TBE> [GelRed (Biotum, Incen de butenste lanen
werden gevuld met 5> ['GeneRulerTM 1kb Plus' DNA Ladder (Fermentas). De PCR producten
werden per laan geladen met * [ 6x Loading Dye (Fermentas) en >5[ PCR product
Gelelektroforese gebeurde gedurend# minuten onder een spanningsveld van 100 V. Na
gelelektroforese werd de gel, ter detectie van de bandjes, beschenen nmbthit\én werd er een

foto gemaakt

2.9.SEQJENCEN VAN DNA

PCRproducten die goede bandjes vertoonden werden naar GATC Biotech (W& CKULeuven)
gestuurd waar ze gesequenced werden via 'Sanger sequencing'. Uitvoering van 'Sanger
sequencing' verliegoalsweergegeven in Sanget al. (1977).

Opgestuurde PCR producten moesten een [abicentratie tussen 10 en 50 ng/ul hebben.
Primers yan elke primer 10 pl, voor 4 reacties ) en DNA werden samen opgestuurd, elk in een
aparte 1.5 ml 'reaction tube'. DNA kon best opgelost worden in water en de oplossingen mochten
geen EDTA bevatten.
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2.10. FLUORESCENTIE INSITUHYBRIDISATIE
(FISH)

2.10.1. Principe

FISHs een techniek om de aanwezigheid van sequentievan het genoom van eeorganisme
(in dit eindwerk een bacterie)te detecteren. Hierbiworden fluorescente'probes gebruikt die
ontwikkeld zijn om te imden aan geconserveerde DM&gio's Eenprobe is opgebouwd uit een
stulje enkelstrengiddNAwaaraanverschillende soorten fluorochromen gehecht kunnen worden.
Met defluorochromen, die elk ondezen specifieke golflengte opgelicht kunnen worden, is het bij
de juiste vergroting mogelijk om bactén te detecteren. Dgrobe wordt zo ontworpen dat het
enkel complementriteit vertoond meteen stukjeDNAwaarvoorinteresse isEr kunnen zowel
universele (alle bacterién) als specifieke (bijvoorbeeld eeobe voor Lactobalillusspecies)
'probes' ontwikkeld worden.

FISH bestaat uit 5 fundamentele stappen. In de eerste stap worden de cellen gefikeemigens
worden de cella gepermeabiliseerd waardoor deobes makkelijker het DNA kunnen bereiken.
Achtergrondsignalen worden hierbij ook verminderd. De hybridisatie detprobes gebeurt
overnacht. De achtereenvolgende wasstappen zijn nodigdenmietgebonden en nietspecifiek
gebondenprobes te verwijderen. Varzodra de fluorescent@robe op de cellen is aangebracht,
wordt gewerkt in een verduisterde omgeving om het verlies aan fluorescentie tot een minimum te
beperken. In een laatste fase worden dprobes gedetecteerd met behulp van de
fluorescentiemicroscoopRaff & Schwanitz, 2001).

2.10.2. Werkwijze

Commercieel gebruiktprobes (Eurogentec) waren fluorescent gelabeld met Cy3 (Cytochrome 3).
Gebruikte probe sequenties waren: (1) EUB8 Hugenholtzet al, 200) complementairmet
eubacteria (targetl6rRNA mesequentie 5GCTGCETCACGTAGGAGT3') (Rudolf et al., 1990);

(2) Lab158 Harmsenet al, 1999, eerder aangetoond specifiek te zijn voor Lactobacillen
(verwijzing) (target, 16rRNA met sequentieGESTATFAGCAYCTGTFTTCCAS3') en(3) Lackn722
(Ampeet al., 1999).

FISH werd toegepast op de 8 stalen bij staalname 2 en 3. Permeabilisatie zoals uitgelegd in
Paragraaf 2.10.1 werd niet toegepast. Fixatie gebeurde door aan de stalen een equivalente
hoeveelheid ethanol (100%) toe te voegen. Formamide (fixaia de cellen) of lysosyme
(openbreken van de celwand van grampositieve bacterién zoals Lactobacillus species) werden niet
gebruikt.

Voor de FISH werden de volgende stappen uitgevoerd. Na staalname werd van elk staal 3 ml
overgepipetteerd in een 50 ml Eain™ buis en gedurende 16 uur bR0°C gefixeerd met drie ml
100% ethanol. De stalen van de eerste staalname werden aanvankelijk niet opgeconcentreerd.
Aangezien bij de niedpgeconcentreerde stalen van de tweede staalname niet veel te zien was
werd besist om de stalen van de derde staalname zowel te bekijken zonder als met
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opconcentrering. Een bijkomende reden dat dit gedaan werd was om de invloed te bekijken van
het opconcentreren op het gevormde beeld bij microscopie. Toegepaste opconcentrering
gebeude verschillend voor de staalnamen van de dierlijke stadlervoor de staalnamen van de
huishoudelijke omgeving. Het opconcentreren van de huishoudelijke stalen verliep door: (1) 10 mi
staal 20 minuten te centrifugeren aan 15000 g, (2) supernatans wegeten en pellet terug in
adzalLISyairsS 4SS oNBy3aASy YSG pn >[ U/ 2NR2fA& [ 2ff
toe te voegen. Stalen uit huiselijke omgeving werden dus opgeconcentreerd met een factor 100.
Opconcentrering van de stallen verli@p uitzondering van stap (1) waarbij slechts 1 ml voor 5
minuten werd gecentrifugeerd aan 15000 g volledig analoog. De stalen van de varkens die
gebruikt werden voor FISH werden dus 10 keer opgeconcentreerd.

Na het al dan niet opconcentreren werd van aflaal 10 > [gepipetteerd op een gereinigd
dekglaasje waarna het glaasje gedurenti@ minuten in de oven bij 50°C gedroogd werd. Na
droging vond overnacht de hybridisatie plaat, dit in een vochtige kamer bij 50°C. De
hybridisatiebuffer (0,9 M NdC20 mM Tis-HCI [pH 7.2], 0% SDS [wt/vol]) bevatte % [
fluorescent gelabeldgorobe met een concentratie van 1 ng/ml. Formamide, ter fixatie van de
cellen of lysosyme, ter openbreken vanawand kan ook toegevoegd worde@elen werden na
hybridisatie, gedurede 30 minuten bij 50°C, gewassen in een 50 ml Falcon foeis35 ml
wasbuffer (0,9 M NaCl, 20 mMrisHCI [pH 7,2]) bij 50°C gedurend@ minuten. Egenkleuring
gebeurde met DAPDAPI werd bereid door 10 mg DAPI op te lossen in 10 mived€r en van

deze oplossing 3% [toe te voegen aan 35 ml hybridisatiebuffer. DA®leen fluorescerende
kleurstof die vooral aan chromatine vastbindt. DAPI zendt een cyaanblauw licht uit, dus wanneer
genoeg DAPI aachromatine gebonden is worditet chromatine zichtbaar als blauw lichtgevende
slierten.De emissie van DAPI ligt rond de 461 hNa.het wassen werd het dekglaasje ofwel direct
bekeken onder de microscoop ofwel bewaard 43p°C in een 50 ml Falcon buis. Dekglaasjes
werden in epifluorescente made, bekeken net een epifluorescentiemicroscoop (Ze)sB8ij het
bekijken van de dekglaasjes werd telken afgewisagdddn groenéCy3, kleurt enkdbacteriénen
blauwe DAPI, alle DNAbevattende partikels worden zichtbaar gemaaKtuorescentie Ook
werden de dekglaasjes op een grotere vergroting (600 X) zonder fluorescentie bekeken. Hierbij
moest, ter bescherming van de lens, een druppel olie op het dekglaasje gebracht witelen.
bijhorende software werd op gepaste wijze een foto gemaakt.
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3. RESULTATENEN BESPREKING

3.1.STAALNAME

Voor het nemen van de binnenhuis luchtstalen werd gekozen voor 5 huiselijke omgevingen en 3
agrarische omgemgen (Tabel 3-1). De 5 locaties in huis werden gekozeangezien ze een
indicatie zouden kunnegeven van waar juist in huis de lucht het meesgezond isOok was het
interessant om na te gaaof de in delucht aanwezigebacterién al dan niet beinvioediorden

door enkele plaa@fhankelijke activiteiten (bv. badkamer = toiletgang, #f2m na te gaan of (1)

de bacteriéle concentratie in dierlijke stallen wel degelijk zoveel groter is dan in huiselijke
omgevngen en (2) of boeren in hun stallen een grotere kans zouden hebben op allerlei
gezondheidsrisico's zoals bijvoorbeeld longaandoeningen evetivendien nog 3 extra stalen
genomen. Hierbij werd gekozen voor een koeienstal en twee varkdlesstélle opgemeten
gegevendlie tijdens de drie staalnamen genoteerd werdgijdstip van staalname, temperatuur,
enz.)zijn terug te vinden imBijlage 1.0p Figuur3-1 is te zienhoe staalname op de verschillende
locaties praktisch verliep.

Tabel3-1: Overzicht van de locaties die geselecteerd werden voor staalname. Elke locatis
specifiek een nummer toegewezen (staalnummiif).nummer zal verderop gebruikt worde
om naar de specifieke locaties te verwijzen (bv. staal 1 = slaapkamer thuis).

Locatie staalname
Staalnummeyf Plaats Stad/Dorp Provincie
1 slaapkamer thuis Mortsel Antwerpen
2 badkamer thuis Mortsel Antwerpen
3 living thuis Mortsel Antwerpen
4 keuken thuis Mortsel Antwerpen
5 studentenkot Antwerpen Antwerpen
6 koeienstal Borsbeek Antwerpen
7 varkensstal zonder verluchting Oosteeklo Oost-Vlaanderer
8 varkensstal met machinale verluchtipg Oosteeklo Oost-Vlaanderer]
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Figuur3-1: Actieve staalname van de verschillende binnenhuis locaties m.B@omdelis Air
Sampler'.

3.1.1. '‘Casestudy’ 1: eengezinswoning

Op vier verschillende plaatsém een eengezinswonin@le slaapkamer, de badkamer, de living en

de keuken)werden luchtstalen genomenDe slaapkamer, gevestigd aan de zonnekant, heeft

totaal volume varb0 m°. Tijders staalname in deze ruimte wenhgeveer 8% (9 n¥/50 m®) van

de totale hoeveelheid lucht aangezogen. De slaapkamer is gelegen onder het schuine dak en bevat
drie ramen met elk een oppervlakte van Ob. De badkamer, warin een douche, een lavabo en

een toilet aanwezig zijrheeft een totaal volume vari2 m®. Tijdens staalname in deze ruimte
werd ongeveer90% (9 n¥12 m® vande totale hoeveelheid lucht aangezogen. De badkamer,
gelegen aan deschaduwkantvan het schuinelak, bevat slecht €één raam met een opperviakte van
0,5 m® De living, gelegen aan de niet zonnekahgeft een totaal volume var®6 m®. Tijdens
staalname in deze ruimte werdus ongevee®% (9 n/96 m®) vande totale hoeveelheid lucht
aangezogen. De livifgevat één groot raam met een oppervlakte van 5 De keuken, waar het

eten wordt gekookt en de afwas gebeuheeft een totaal volume va22 m®. Tijdens staalname in

deze ruimte werddus ongeveed1% (9 n¥22 m® vande totale hoeveelheid lucht aangezogen. De
verschillende binnenhuis plaatsen worden wekelijks grondig schoongemaakt en worden dagelijks
verlucht door het raam gedurende een korte periode open te zetten.
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3.1.2. ‘Casestudy’ 2: multifunctionele ruimte

De studentnkamerdie in deze masterproef onderzocht werd &Zasetudy' is gelegen in het

centrum van Antwerpelop de tweede verdieping en bemt zich aan de zonnekant. Heatt is een

multifunctionele ruimte met de nodige sanitaire voorzieningen (WC, lavabo enhd). Het kot

heeft een totaal volume varlil4 m°. Tijders staalname in deze ruimte wemhgeveer8% (9

m%114 m® vande totale hoeveelheid lucht aangezogen. Het kot, wordt in tegenstelling tot de
verschillende binnenhuis locaties thuis, slecht maandelgkondig schoongemaakt. Dagelijkse

verluchting vindt wel plaats. Doordat het kot aan de zonnekant gelegen is, en grote ramen met

een totale opperviakte van 127@ NP 1S K2 S@3SSt KSRSy f A OKkoteeh Yy Sy f I (¢
goed verlichte ruimte.

3.1.3. '‘Casestudy’ 3: koeienstal Borsbeek

De koeienstal in Borsheek is een binnenhuis omgeving maar is niet volledig afgesloten van de
buitenlucht. Zo is er een grote open inkom en zijn er aan de zijkant van de stal meerdere
verluchtingsgaten voorziefzie Figuur 3-2). In de koeienstal kan tijdens winderige dagen een
luchtstroom ontstaan waarbij lucht van buitenaf vermengd wordt met lucht binnenin de stal. De
staalnamen vonden dan ook plaats op dagentdgtwindstil was zodat er niet te veel invioed was

van lucht van buitenaf. Zoals te zien is Eiguur3-2 werden de koeien dagelijks gevoederd met
hooi en bieten.

Figuur3-2: De koeienstal in Borsbeek met een grote open inkom en enkele verluchtingsgat
open structuur kan ervoor zorgen dat op winderige dagen de microbiéle leefgemeer
gewijzigd kan worden.
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De uitwerpselen en urine van de koeien worden door openingdreirbetonafgevoerd naar een
put. De koeienstal heefeen totaal volumevan 5940 M (22 m x 44 m x 6 m). Tijdens staalname in
deze ruinte wordtongeveer 0,1% (9 n¥/5904 nt) van de totalehoeveelheiducht aangezogen. In
totaal waren er tijdens staalnantelkens 180 koeien aanwezig.

3.1.4. '‘Casestudy’ 4: varkensstallen Oosteeklo

In Oosteeklo werden luchtstalen genomen van twee naast elkaar gelegen varkensstallen. In één
varkensstal was er nauwjs verluchting gie Figuur3-3), terwijl de andere varkensstal (zieguur

3-4) machinaal verlucht en zo thermisch geregeld kon worden. Beide varkensstallen worden
gebruikt om de varkens vet tmestenom dan later na slachting het viees aan de consument te
verkopen. Beide stallen zijn, voor heselfieiden van urine en uitwerpselen, voorzien van roosters.

Figuur 3-3: Varkensstal zonder machinal
verluchting

Figuur 3-4: Varkensstal met machinale
verluchting
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