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Staubproben an Arbeitsplatzen
untersuchen, Endotoxine messen

Qualitatspriifung der Messverfahren

@ Verena Liebers, Maria Duiser, Monika Raulf

Staub am Arbeitsplatz, sei es in der Industrie, Landwirtschaft oder auch im Biiro, kann gesund-
heitlich belastend sein. Entscheidend fiir das Gefdhrdungspotential des Staubes ist neben der
Zusammensetzung vor allem die Dosis. Um diese Wirkfaktoren zu ermitteln, bedarf es valider
Messverfahren. Eine wichtige Forschungsaufgabe ist es deshalb, die Qualitiit der Messmetho-
den zu tiberpriifen und sie auf dem wissenschaftlich aktuellen Stand zu halten.
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Kurz gefasst

Stdube an Arbeitsplatzen, die Partikel biologischer
Herkunft enthalten, knnen infektits, entziindlich
oder allergisierend wirken.

Um mogliche gesundheitsschadliche Wirkungen zu
identifizieren, bedarf es valider Messverfahren.

Am IPA wurde die Neueinfiihrung einer Endotoxin-
Messmethode tberpriift.

Finden sich in der Luft Partikel biologischer Herkunft, wie
Pilze, Bakterien oder Viren, spricht man von Bioaerosolen.
Ihre Zusammensetzung kann je nach Arbeitsplatz stark vari-
ieren. Allerdings konnen Bioaersosole beim Einatmen sowie
bei Haut- oder Augenkontakt, infektios, entziindlich oder
allergisierend wirken. Je nach Art des Bioaerosols, Dauer
und Intensitat des Kontakts und personlicher Empfindlich-
keit kann sich die gesundheitliche Wirkung unterscheiden.
Der Aufwand, alle Komponenten solcher luftgetragenen
Stdube zu untersuchen, ist immens. Deswegen konzentriert
man sich meist auf die Analyse einzelner Leitkomponenten,
wie den Endotoxinen (Liebers et al. 2007). Dabei handelt es
sich um Bestandteile der duf3eren Zellmembran von Gram-

deren Absterben freigesetzt werden. Endotoxine kommen
nahezu iiberall vor. Sie konnen bei entsprechend hoher

Probe
(Staubextrakt)

—

LAL Test
Chromogen-kinetisch
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Exposition an staubigen Arbeitspldtzen gesundheitliche
Beschwerden verursachen (Liebers etal. 2006 und 2020).
Chemisch betrachtet sind Endotoxine Lipopolysaccharide,
die aus einem Vielfachzucker (Polysaccharid) und einem
Lipidanteil bestehen und hitzestabil sind.

Tests zum Nachweis von Endotoxinen

Der Nachweis von Endotoxinen erfolgt iiber ihre Fahig-
keit, Enzyme zu aktivieren. Dafiir hat sich bisher in vie-
len Laboren der sogenannte Limulus-Amé&bozyten-Lysat
(LAL)-Test etabliert.

Der Pfeilschwanzkrebs (Limulus) besitzt statt Blut als
zirkulierende Korperfliissigkeit die sogenannte Hamo-
lymphe. Sie gerinnt, sobald das Enzym Serinprotease ak-
tiviert wird. Die Aktivierung des Enzyms kann durch En-
dotoxine erfolgen. Dieser Mechanismus ist die Basis fiir
das urspriingliche Testverfahren, den LAL-Test. Mit Hilfe
der gerinnenden Hamolymphe wurden drei Varianten des
LAL-Tests entwickelt, wobei der chromogen-kinetische
LAL-Test die iiberwiegend genutzte Methode darstellt,
um Endotoxin in Arbeitsplatzproben oder aus der Umwelt
zu analysieren. Chromogen-kinetisch bedeutet, dass ein
Farbumschlag im Zeitverlauf gemessen wird.

Um einerseits auf tierisches Material zu verzichten und

andererseits den Test besser zu standardisieren, haben
verschiedene Hersteller mittels rekombinant — kiinstlich
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Abb. 1

Der Nachweis von Endotoxin erfolgt tiber
seine Fahigkeit, Enzyme zu aktivieren.
Diese Enzymaktivitat wird im LAL-Test in
einer mehrstufigen Reaktionskaskade
gemessen, die letztlich zu einem Farb-
umschlag der Proben fiihrt. Die Zeit bis

zum Farbumschlag unterscheidet sich
je nach Konzentration. Auch im rFC-Test

| Zeit bis zum Farbumschlag | —Standards j r Standards =—— |Relative Fluoreszenz units (RFU)

| Endotoxinaktivitdt [EU/ml] |

wird die Endotoxinaktivitdt gemessen,
allerdings wird hier statt Zeit Fluoreszenz
gemessen.

20



Gram-negativ: Durch ein Farbeverfahren (Gram-
farbung) lassen sich Gram-negative von Gram-posi-
tiven Bakterien unterscheiden. Die unterschiedliche
Farbung entsteht, weil diese Bakteriengruppen sich
hinsichtlich ihrer Zellwand unterscheiden. Nur Gram-
negative Bakterien besitzen in der duReren Zellmemb-
ran Verbindungen aus Fett (Lipo-) und Zucker-Bestand-
teilen (Polysacchariden). Diese Lipopolysaccharide,
wirken beim Zerfallen der Bakterien als Endotoxine.

Pharmakopoe: Arzneibuch, Sammlung anerkannter
pharmazeutischer Regeln

Spezifitdt/Sensitivitat: Spezifitdt beschreibt die Ge-
nauigkeit, Sensitivitdt die Empfindlichkeit, mit der ein
Verfahren die gesuchte Substanz misst.

mit Hilfe von gentechnisch verdnderten Mikroorganis-
men — hergestellter Enzyme alternative Messsysteme auf-
gebaut. So auch den rFC-Test (= rekombinanter Faktor C
Test). Bei ihm wurde allerdings nicht nur das Enzym, die
Serinprotease Faktor C, im Reagenzglas hergestellt, son-
dern auch das Messprinzip verandert. Statt anhand einer
mehrstufigen Aktivierungskaskade mit Farbreaktion, er-
folgt die Messung iiber einen einstufigen Fluoreszensas-
say (Liebers etal. 2019a, 2019b) (Abb. 1).

Aufgrund der Vorteile des neuen Testsystems ist es sinn-
voll, den rFC-Test fiir zukiinftige Studien zu etablieren.
Jedoch erfordert jede Umstellung von einem bereits eta-
blierten System wie dem LAL-Test auf ein neues Verfah-
rens eine Validierung des neuen Testsystems. So soll ge-
klart werden, ob die neue Methode den Anforderungen

Abb. 2  Elektrostatischer Staubsammler (electrostatic dust sampler = EDC)
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Staubsammlung in Haushalten
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Abb. 3 Graphische Zusammenfassung der Studie

an Spezifitdt und Sensitivitit gerecht wird (- Info), und

inwieweit sie mit der urspriinglichen Methode vergleich-
bar ist.

Die wissenschaftliche Priifung von Verfahren ist auch
wichtig, um abzuschitzen, welche Parameter Messergeb-
nisse beeinflussen konnen.

Fiir die vorliegende Studie wurden elektrostatische
Staubsammler (electrostatic dust sampler = EDC) einge-
setzt (Liebers etal. 2023). Hiermit konnen sowohl Allerge-
ne als auch Endotoxine {iber einen langeren Zeitraum mit
geringem Personalaufwand gesammelt werden (Sander
etal. 2023; Zahradnik etal. 2022) (Abb. 2).

Vergleichsuntersuchung am IPA mit Staubextrakten

Insgesamt wurden von 20 EDCs, auf denen sich fiir 14
Tage Luftstaub abgesetzt hatte, wissrige Extrakte herge-
stellt. Diese wurden zunédchst portioniert und anschlie-
Bend bei -80 C eingefroren. Nach dem Auftauen und vor


https://de.wikipedia.org/wiki/Pharmazie

den Messungen wurden sie fiir maximal drei Tage im
Kiihlschrank aufbewahrt (Abb. 3, 4, 5).

Um die Reproduzierbarkeit der Messungen zu iiberpriifen,
erfolgte der Vergleich von Mehrfachmessungen, sowohl
im LAL- als auch im rFC-Test. Zusétzlich wurde die Repro-
duzierbarkeit der zugehdrigen Standardkurven gepriift.

Priifung der Standardkurven, Mehrfachmessungen und
der Einsatz von positiven Produktkontrollen dienen ins-
gesamt der Qualitatsiiberpriifung.

1. Standardkurven

Zu jeder Endotoxinmessung gehort eine Standardreihe
mit definierten Endotoxinkonzentrationen von 0 bis 50
Endotoxin-Units (EU/ml). Zwolf unabhédngige Standard-
kurven kamen in dieser Studie fiir jeweils LAL- als auch
rFC-Test zum Einsatz. Der Variationskoeffizient der Dop-
pelbestimmungen lag im Median {iber alle Konzentratio-
nen bei 9 % fiir den rFC-Test und 12 % fiir den LAL-Test.

2. Mehrfachmessungen

An drei aufeinander folgenden Tagen wurden die 20 Pro-
benextrakte parallel sieben beziehungsweise acht Mal
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gemessen. Nach dem Auftauen lagerten die Proben im
Kiihlschrank. Diesem Versuchsansatz lag die Uberlegung
zugrunde, dass in der Praxis Staubextrakte innerhalb
eines Zeitraums von drei Tagen gemessen werden, ohne
erneut eingefroren zu sein. Bei 90 % der Proben unter-
schieden sich die Mehrfachbestimmungen um weniger
als 20 % und lagen damit in einem fiir Messungen von
biologischem Material akzeptablen Bereich (Abb. 4).

3. Produktkontrollen: Endotoxinaktivitdt in der Probe
wiederfinden

Die Probenzusammensetzung, aber auch Lagerung und
Verarbeitung kann zu Stérungen bei der Aktivitdtshestim-
mung der Endotoxine fiihren. Deshalb wird empfohlen,
jede Probe in einem zweiten Ansatz mit definiert zuge-
fligtem Endotoxin zu messen. Dieses Kontroll-Endotoxin
muss sich bei der Messung in einem gewissen Rahmen
wiederfinden lassen. Man spricht hier von der sogenann-
ten Wiederfindungsrate, auch Recovery genannt. Ist das
nicht der Fall, weist das auf eine Uber- oder Unterschit-
zung der Messwerte hin. Solche Stérungen lassen sich im
Regelfall durch das Verdiinnen der Probe beseitigen.
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Abb. 4 Endotoxinaktivitat von 20 Staubextrakten, gemessen im rFC-Test

. Jede Probe wurde 8fach an drei aufeinanderfolgenden Tagen gemessen.

Die Balken zeigen Minimum und Maximum dieser Bestimmungen. Die schwarzen Linien markieren orientierende Kategorien von <1/<10/<100 oder

»100 EU/mlin dieser logarithmischen Darstellung.
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Abb.5 Entnahme des elektrostatischen Staubtuchs unter der
Sterilwerkbank zur Herstellung der wdssrigen Extrakte

Entsprechend der Herstellerangabe und der Pharmako-
poe (- Info), geniigt es, wenn diese positive Produktkon-
trolle zwischen 50 und 200 % liegt, um grobe Fehlein-
schatzungen zu vermeiden. In den Untersuchungen am
IPA wurde ein Zusatz von 5 EU/ml als positive Produkt-
kontrolle verwendet. Die Recovery fiir die 20 untersuch-
ten Proben lag beim rFC-Test im Median bei 94 % und
bei 69 % fiir den LAL-Test. Zwei Proben, die in der ersten
Messung Recovery-Werte unter 50 % aufwiesen, konnten
in hoherer Verdiinnung korrekt analysiert werden. Damit
waren alle eingesetzten Proben analysierbar.
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Ausblick

Die Mehrfachmessungen zeigten, dass sowohl LAL als
auch rFC -Test gut reproduzierbare Ergebnisse liefern, so-
fern derselbe, zuvor eingefrorene Staubextrakt wiederholt
eingesetzt wird. Fiir die Untersuchung von Bioaerosolen
ist aber zu bedenken, dass Art und Ort der Sammlung die
Zusammensetzung und den Anteil von Endotoxin ver-
andern. Daher bedarf es einer zusammenfassenden Be-
wertung, um die jeweilige Exposition an Arbeitspldtzen
korrekt zu beschreiben. Mit LAL- und rFC-Test stehen
geeignete Verfahren zur Verfiigung, um Endotoxine aus
Staubextrakten anhand ihrer Aktivitat valide zu bestim-
men. Um Tierversuche zu vermeiden und auch die Re-
produzierbarkeit einzelner Testchargen zu erhéhen, sind
rekombinante Verfahren gegeniiber dem urspriinglichen
LAL-Test zu bevorzugen.
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