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Kurzfassung

Die Standardisierung von Prifverfahren ist im Bereich des Arbeitsschutzes entscheidend, um
die Einhaltung von Sicherheitsnormen zu iberwachen und Gesundheitsrisiken genau zu be-
werten sowie geeignete SchutzmalRnahmen zu ergreifen. Da es in Deutschland keine einheit-
lichen Prifstandards fiir die Wirksamkeit von Luftreinigern gegen luftgetragene Pathogene,
insbesondere Viren, gibt, besteht Bedarf an einem Standardverfahren. Dieses Verfahren soll
verschiedene Technologien umfassen und auch Nebenprodukte sowie arbeitsschutzrele-
vante Parameter beriicksichtigen.

In einem Forschungsvorhaben, das das Fraunhofer WKI, Fachbereich Materialanalytik und
Innenluftchemie, in Kooperation mit dem Institut fiir Tierhygiene, Tierschutz und Nutztie-
rethologie der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover durchfiihrt hat, wurde eine ent-
sprechendes Prifmethodik fir mobile Luftreiniger entwickelt und anhand verschiedener Ge-
ratetypen evaluiert. Die Prifung der Reinigungsleistung eines Gerats unter definierten Rand-
parametern basiert auf einem Emissionsprifkammerverfahren. Fiir den Nachweis kultivier-
barer Viren und Viren-RNA in der Prifkammerluft wird ein Impingement-Verfahren einge-
setzt. Fir die Messung von Viruslasten in Priifkandlen werden ebenfalls Probenahmeverfah-
ren beschrieben.

Abstract

Standardization of test methods is essential in the field of occupational health and safety to
monitor compliance with safety standards and to accurately assess health risks and take ap-
propriate protective measures. Since there are no uniform test standards in Germany for the
effectiveness of air purifiers against airborne pathogens, especially viruses, there is a need
for a standard procedure. This procedure should cover different technologies and also take
into account by-products and parameters relevant to occupational health and safety.

In a research project of the Fraunhofer WKI, Department for Material Analysis and Indoor Air
Chemistry, in cooperation with the Institute for Animal Hygiene, Animal Welfare and Animal
Ethology of the University of Veterinary Medicine Hannover (Stiftung Tierarztliche
Hochschule Hannover), a test method for mobile air purifiers was developed and evaluated
using different types of devices. The testing of the cleaning performance of a device under
defined boundary parameters is based on an emission test chamber method. An impinge-
ment method is used to detect cultivable viruses and viral RNA in the test chamber air. Sam-
pling methods are also described for measuring viral loads in test channels.
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1. Einfithrung

Die Standardisierung von Priifverfahren spielt, wie in vielen anderen auf Qualitat, Sicherheit
und Effizienz angewiesenen Branchen auch, im Bereich des Arbeitsschutzes eine wesentliche
Rolle. Standardisierte Prifverfahren stellen sicher, dass Sicherheitsausriistung wie Helme,
Schutzbrillen, Sicherheitsschuhe und andere personliche Schutzausriistungen den erforderli-
chen Vorgaben entsprechen. Die Einhaltung von Arbeitsplatzsicherheitsvorschriften und -nor-
men kann mithilfe standardisierter Prifverfahren leichter berwacht und nachgewiesen wer-
den. Dies hilft auch, Unternehmen gegen rechtliche Konsequenzen abzusichern. Die standar-
disierte Prifung von Arbeitsumgebungen, beispielsweise in Bezug auf Luftqualitat oder Larm-
belastung, gestattet eine genauere Bewertung von Risiken fir die Gesundheit der Mitarbeiter.
Dies ermoglicht es Arbeitgebern, geeignete MaRnahmen zur Risikominderung zu ergreifen
und die Gesundheit ihrer Belegschaft zu schiitzen.

Die Ubertragung von atemwegsassoziierten Krankheitserregern wie SARS-CoV2 oder Influeza-
Viren erfolgt hauptsachlich durch die Inhalation Erreger-haltiger Partikel, wie zahlreiche Stu-
dien belegen[1-4]. Diese Partikel gelangen beim Ausatmen, Sprechen, Husten oder Niesen ei-
ner infizierten Person in die Luft. Dabei wird die Erreger-beladene Luft mit der Umgebungsluft
vermischt und rasch verdiinnt. Nach derzeitigem Kenntnisstand ist die Verdiinnung in der Au-
Renluft groR genug, um bei ausreichendem raumlichem oder zeitlichem Abstand das Ubertra-
gungsrisiko gegeniiber dem Risiko in Innenrdumen deutlich zu verringern. Ob dies allein auf
die starke Verdinnung oder auch auf Umwelteinflisse (Temperatur, Luftfeuchte, Open-Air-
Effekt (OAF)) zuriickzufiihren ist, ist noch nicht hinreichend geklart, unterstreicht aber die Not-
wendigkeit, gerade vor dem Hintergrund zukiinftiger Infektionsgeschehen wirksame MaRnah-
men zur Senkung des Infektionsdrucks in Innenrdumen zu identifizieren und weiterzuentwi-
ckeln.

Einen wesentlichen Beitrag dazu kdnnen raumlufttechnische Anlagen (RLT) und Luftreiniger
leisten [5, 6]. RLT-Anlagen sind ventilatorgestiitzte Anlagen, die mindestens eine der Funktio-
nen Filtern, Heizen, Kiihlen, Befeuchten oder Entfeuchten bereitstellen. Je nach Raumgestal-
tung und bestehendem Liftungskonzept kdnnen verschiedene Verfahren von Vorteil sein. Die
Innenraumlufthygiene-Kommission (IRK) des Umweltbundesamtes (UBA) fiihrte in ihrer Er-
ganzung der Stellungnahme des UBA zum Einsatz von mobilen Luftreinigern an Schulen [7]
aus, dass der Einsatz mobiler Luftreiniger in Schulen sinnvoll sein kann, jedoch fiir viele Gerate
derzeit noch keine ausreichend belastbaren erhobenen Daten vorliegen. Dariiber hinaus sind
bestimmte Voraussetzungen bei der Gerateauswahl und den Aufstellbedingungen zu beach-
ten, sowie auch neben raumluftchemischen, mikrobiologischen und aerosolphysikalischen As-
pekten Belange des Arbeitsschutzes zu bericksichtigen. So ist z. B. bekannt, dass falsche oder
unsachgemall betriebene Gerate sogar zu einer Anreicherung von Krankheitserregern in In-
nenrdumen fihren kénnen [8]. Gdngige Luftreinigungssysteme fiir Innenrdume nutzen ver-
schiedene Moglichkeiten, um die Viruskonzentration in der Raumluft zu reduzieren. Wahrend
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MaBnahmen wie Luftaustausch mit AuBenluft (Verdiinnung) und Filtration oder elektrostati-
sche Abscheidung darauf abzielen, die Viruspartikelkonzentration insgesamt zu reduzieren,
werden beispielsweise Ozonisierung, lonisierung/Plasmaerzeugung oder UV-Bestrahlung der
behandelten Luft oder der Partikel-abscheidenden Bauteile zur Inaktivierung von Viren einge-
setzt. Bei den letztgenannten physikalischen Verfahren konnen grundsatzlich Nebenreaktions-
produkte, wie Stickoxide oder auch Ozon, entstehen. Daher sollte vor dem Einsatz solcher Ge-
rate in 6ffentlichen oder privaten Raumen geklart werden, ob Reaktionsprodukte in gesund-
heitlich relevanten Konzentrationen auftreten kénnen. Ein weiteres Problem bei der Bewer-
tung von Luftreinigungsgeraten ist der Nachweis der Abscheidung und Inaktivierung von Vi-
ren. Filter wie HEPA-Filter werden z.B. mit definierten Feststoff- oder Olpartikeln gepriift [9].
Bioaerosole besitzen jedoch sehr unterschiedliche Eigenschaften hinsichtlich elektrischer La-
dung, Form, GroRe und Tenazitat. Darliber hinaus dndern sich diese Eigenschaften im luftge-
tragenen Zustand in Abhangigkeit von den Umgebungsparametern. Ab einer bestimmten Gro-
RBenordnung kdnnen Viren beispielsweise HEPA-Filter passieren. Allerdings ist es fraglich, in-
wieweit die Abscheideraten von luftgetragenen Viren mit denen von Standardpartikeln ver-
gleichbar sind. Bei physikalischen oder chemischen Inaktivierungsverfahren (z. B. UV-Bestrah-
lung oder Ozonierung) ist zudem das Dosis-Wirkungs-Prinzip zu berilcksichtigen.

Fiir die Bewertung der Wirksamkeit von Luftreinigern existieren zwar bereits mehrere inter-
nationale Normen, diese unterscheiden sich jedoch in ihren technischen Ansatzen oft erheb-
lich und sind in der Regel nur fiir eine oder wenige Schadstoffarten definiert. Dies hat zur
Folge, dass die auf dem Markt erhaltlichen Raumluftreiniger nicht einheitlich geprift und so-
mit nicht vergleichend bewertet werden kénnen. Eine Norm zur Priifung der Wirksamkeit von
Innenraumluftreinigern existiert in Deutschland bislang nicht. Angewandte Prifnormen fiir
die Wirksamkeit von Luftreinigern, wie die chinesische GB/T 18801:2015 oder die US-ameri-
kanische ANSI/AHAM AC-1:2015, beinhalten ebenfalls keine genormten Priifverfahren zur
Uberpriifung der Wirksamkeit von Geraten, deren Reinigung auf UV-Bestrahlung oder dem
Einsatz von Ozon oder Plasma basiert, obwohl gerade diese Verfahren im Rahmen der Strate-
gien in der vergangenen COVID-19-Pandemie im Fokus standen [z.B. [10-12]]. Es fehlt daher
an Verfahrensvorschriften, die neben der Bewertung der Gesundheitsgefadhrdung durch aus
Luftreinigern freigesetzten Stoffen auch die Wirksamkeit solcher Gerate hinsichtlich der Ab-
scheidung oder Inaktivierung luftgetragener Pathogene prifen und somit belastbare und re-
produzierbare Ergebnisse fiir eine Validierung liefern kénnen.

1.1. Stand der Wissenschaft und Technik

1.1.1. Luftgetragene Viruspartikel

Virushaltige Partikel gehdren zu den Bioaerosolen. Als Bioaerosol gelten alle im Luftraum be-
findlichen Ansammlungen von Partikeln, denen Pilze (Sporen, Konidien, Hyphenbruchstlicke),
Bakterien, Viren und/oder Pollen sowie deren Zellwandbestandteile und Stoffwechselpro-
dukte (z. B. Endotoxine, Mykotoxine) anhaften bzw. diese beinhalten oder bilden [13]. Partikel
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in einem Bioaerosol haben in der Regel einen aerodynamischen Durchmesser im GréRenbe-
reich von 0,01 pum bis 100 pm. Auch groRere Partikel konnen generiert werden, diese sedi-
mentieren in Abhdngigkeit von ihrem aerodynamischen Durchmesser allerdings relativ
schnell. Kleine Bioaerosolpartikel konnen hingegen sehr lange in der Luft verbleiben und auch
Uber weite Strecken transportiert werden. Zur Ausbreitungscharakterisierung von Bioaeroso-
len, genauso wie fir die Abscheidung in Filteranlagen, sind daher die Sedimentationsge-
schwindigkeit und die Depositionsgeschwindigkeit der enthaltenen Partikel von Bedeutung,
da diese Einfluss darauf haben, wie schnell Bioaerosolpartikel z. B. durch Absinken oder Anla-
gerung auf Oberflachen wieder aus der Luft entfernt werden. Bioaerosolpartikel mit einem
aerodynamischen Durchmesser bis 20 um werden beispielsweise bei fiir Innenrdume typi-
schen Stromungsgeschwindigkeiten um 0,1 m/s Gber langere Zeit in der Schwebe gehalten
[14] und schnell im ganzen Raum verteilt. Wird die Raumluft nicht ausgetauscht (Liften) oder
gefiltert (Liftungsanlage oder Luftreiniger), kommt es mit der Zeit zu einer Anreicherung, die
im Falle von SARS-CoV-2 das Infektionsrisiko erhoht.

Das SARS-CoV-2 hat eine Grof3e von ca. 100 nm [15]. Exhalierte Aerosolpartikel sind hingegen
zunachst groRer, schrumpfen aber bei Raumluftbedingungen schnell durch den Verlust von
freiem Wasser [16]. Neben Husten und Niesen gelten beziiglich der Ausbreitung von SARS-
CoV-2 auch Sprechen und Singen [17, 18] als maRgebliche Mechanismen zur Emission von
Viren in Form von Bioaerosolen. Dabei werden bis zu mehreren hunderttausend Bioaerosol-
partikel pro Liter Luft erzeugt [19], die jedoch in der Regel groRer sind als die allein durch den
Atemluftstrom generierten Partikel. Nach Asadi et al. [20] haben die dabei entstehenden Bio-
aerosolpartikel eine GroRRe von ca. < 1000 nm , wobei die Partikelzahl, nicht aber die —groRe
mit steigender Sprechlautstarke zunimmt. Pro Stunde atmet eine erwachsene Person durch-
schnittlich etwa 750 Liter ein und aus [21], so dass eine infizierte Person ein Bioaerosol mit
einer beachtlichen Virusfracht erzeugen kann.

In vielen Studien zu Bioaerosolen bleibt aus methodischen Griinden (v. a. unzureichende Sam-
melverfahren) der Nanometerbereich weitgehend unberiicksichtigt [22]. Sehr kleine Partikel
verhalten sich allerdings in vielen Belangen anders als Partikel im Mikrometerbereich [23-25].
Im PartikelgréRenbereich von 100 nm ist bei kurzen Distanzen die Diffusion ein wichtiger Pro-
zess zur Verteilung im Raum [21]. Dies gilt ebenso fiir Aerosole in ruhender Luft. Gleichzeitig
werden kleine Partikel zusatzlich maBgeblich von Luftstromen beeinflusst. Mit Filtern ausge-
stattete Luftreiniger nutzen neben elektrostatischen Effekten auch diese Brownsche Moleku-
larbewegung, um gerade kleine Partikel wirksam zu entfernen [26]. GroRere Partikel dagegen
impaktieren aufgrund ihrer grofReren Tragheit in den Filtern [21].

1.1.2. Funktionsweisen von Luftreinigungsgeraten

Neben der Filtration (Entfernung aus dem Luftstrom) ist die Inaktivierung eine weitere Mog-
lichkeit die Infektionsgefahr durch luftgetragene Viren zu senken. Dass die UV-C-Bestrahlung
(254 nm) von Viren zu deren Inaktivierung flihren kann, ist lange bekannt [27]. Verschiedene
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UV-Bestrahlungsverfahren werden in Luftreinigern bereits eingesetzt [28] [29] [10]. Diese sind
aufgrund der potentiellen Schadigung der menschlichen Haut und der Augen nicht offen im
Raum anwendbar, solange sich Personen im Raum befinden. In der Praxis wird der Luftstrom
daher iblicherweise an einer eingehausten UV-C Quelle vorbeigefiihrt. Uber Verweilzeit und
Strahlungsstarken konnen die Dosen, die luftgetragene Erreger erfahren, ermittelt werden.
Offene UV-Anwendungen erscheinen unter bestimmten Bedingungen jedoch auch in mit Per-
sonen besetzten Raumen maoglich. Buonanno et al. [12] zeigten, dass luftgetragene humane
Coronaviren bei Bestrahlung mit Strahlung der Wellenldange 222 nm abgetotet werden kon-
nen. Der Einsatz von 222 nm findet in der Praxis zur Luftreinigung zwar noch keine breite An-
wendung, wird aber aufgrund der geringeren Gesundheitsgefahrdung fiir den Menschen als
mogliche Alternative bei offenem Einsatz angesehen.

1.1.3. Bewertungsgrundlagen fiir die Effektivitat von Luftreinigern

Fir die Bewertung der Effektivitat von Luftreinigern hat sich international die Clean Air De-
livery Rate (CADR) etabliert, die standardisiert Gber Abklingraten in einer Prifkammer be-
stimmt wird [30]. Die CADR gibt an, wieviel Kubikmeter an gereinigter Luft der Luftreiniger pro
Stunde zur Verfligung stellt und entspricht somit dem Produkt von Filtereffizienz und Volu-
menstrom, den das Gerat umwalzt. Oftmals wird nur die CADR bei hochster Liifterstufe ange-
geben, die in der Regel aufgrund hoher Gerdauschentwicklung nur kurz zur Anwendung kommt.
Einige Innenraumluftreiniger verfligen iber Automatikmodi, welche den Volumenstrom ei-
genstandig basierend auf vom Gerat durchgefiihrten Partikelkonzentrationsmessungen re-
geln. Entscheidend ist also nicht allein eine moglichst hohe Filtereffizienz, sondern vor allem
die Kombination mit einem ausreichenden Luftumsatz. Wenn die Reduktion des Volumen-
stroms durch den héheren Druckverlust nach Einsatz hoherer Filterklassen den Zugewinn an
Filtereffizienz (ibersteigt, sinkt letztlich die CADR [31], wdhrend Gerduschemissionen und
Energieverbrauch bei den meisten Geraten ansteigen.

Fiir den Betrieb von Luftreinigern sind grundsatzlich zwei Einsatzzeitraume moglich: wahrend
der Nutzung eines Raums und somit bei Aufenthalt von Personen (z.B. wahrend des Schulun-
terrichts oder Besprechungen) oder in Pausen ohne Belegung des Raumes. Im letzteren Fall
waren Gerauschemissionen, aber auch mogliche Reaktionsprodukte wie Stickoxide oder Ozon
weniger relevant. Befindet sich unter den Anwesenden eine Person, die infektiose Partikel
exhaliert, stellt sich im ersten Fall mit der Zeit eine Gleichgewichtskonzentration an Viren im
Raum ein [32]. Diese liegt umso niedriger, je hoher die CADR des Luftreinigers ist, kann aller-
dings niemals bei null liegen. Werden die Viren im Raum gleichmaRig verteilt, so ist die resul-
tierende Gleichgewichtskonzentration nur von der Menge der exhalierten Viren und der pro
Zeiteinheit entfernten Menge an Viren abhangig. Letztere hangt nur von der CADR, nicht aber
vom Raumvolumen ab. Dies wird am besten in einer dynamisch betriebenen Prifkammer
nachgebildet. Im zweiten Fall werden die Belegungspausen dazu genutzt, um eine vorhandene
Ausgangskonzentration zu reduzieren. Dies geht umso schneller, je hoher die Luftwechselrate
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ist. Diese ergibt sich als Quotient aus CADR und Raumvolumen. Gangige Prifnormen empfeh-
len daher einen Luftwechsel von circa drei bis sechs pro Stunde, wovon der héhere Wert auch
im Kontext der COVID-19-Pandemie empfohlen wurde [33].

2. Vorhabenziele

Da es bislang keine verbindlichen Vorgaben fiir die Prifung der Wirksamkeit von Luftreinigern
zur Reduktion der Virenfracht in Innenraumluft gibt, die eine vergleichende Bewertung von
Luftreinigungsgerdaten mit unterschiedlichen Technologien erméglichen, sollte in dem Vorha-
ben ein Standardverfahren fir die Prifung von Luftreinigern entwickelt und evaluiert werden,
das sich auf alle Luftreiniger unterschiedlicher Technologien anwenden ldsst und wenige tech-
nische Hiirden beinhaltet, um eine breite Anwendung zu erméglichen. Neben der Priifung der
Effizienz der Viren- und Partikelentfernung sollte das Verfahren das Auftreten moglicher Ne-
benprodukte, wie Ozon oder Stickoxide und weitere arbeitsschutzrelevante Parameter, wie
die Betriebslautstarke, Zugluftentstehung oder austretende UV-Strahlung beinhalten. Das
Verfahren sollte sich auf mobile Luftreiniger fiir Arbeitsplatze und Schulen mit den auf dem
Markt verfligbaren verschiedenen Technologien zur Reduktion der Virusfracht konzentrieren.

3. Arbeitsplan

Das Projekt war Uiber eine Laufzeit von zwei Jahren in 4 Arbeitspakete (AP) mit 3 Meilensteinen
gegliedert. Tabelle 1 zeigt einen Uberblick tiber die Zeitplanung mit den einzelnen Arbeitspa-
keten und die zugehdrigen Meilensteine.

Die Kammerversuche wurden vom Fachbereich Materialanalytik und Innenluftchemie (MAIC)
am Fraunhofer WKI in Braunschweig Gbernommen. Laborarbeiten wie die mikrobiologische
Analyse wurden im mikrobiologischen S2-Labor am Institut flr Tierhygiene, Tierschutz und
Nutztierethologie (ITTN) der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover durchgefiihrt.

Das Projekt wurde kostenneutral verlangert, ansonsten gab es keine wesentlichen Abwei-
chungen zum vorgesehenen Zeitplan. Aufgetretene Verzégerungen durch z. B. technische De-
fekte von Geraten konnten kompensiert werden.
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Tabelle 1: Arbeitspakete im zeitlichen Verlauf laut Antrag

. Jahr1 Jahr 2
Arbeitspakete
verantwortli-
cher Projekt-
partner Ql |2 (@3 |4 |5 |6 |Q7 (@8
AP 1 "Kammer M1
AP 1a Einrichtung und Optimierung der Testkammer
MAIC
AP 1b Installation / Kalibrierung der Sensoren
MAIC
AP 1c Zusammenschau auf dem Markt erhaltlicher Gerdte unter-
schiedlicher Verfahren zur Luftreinigung MAIC
AP 1d Auswahl und Installation reprédsentativer Luftreinigungsgerate
MAIC
AP 1e Festlegung einer standardisierten Operationsweise der Test-
MAIC

kammer fiir Luftreinigungsgerdte

AP 2a Literaturrecherche

MAIC/ITTN
AP 2b Vorversuche zur Einstellung des Priifaerosols mit MS2-Phagen

ITTN
AP 2c Erarbeitung eines Anwendungsprotokolls fir Zweistoffdise

MAIC/ITTN
AP 2d Erarbeitung eines Anwendungsprotokolls fiir Bubble-Burst-Ge-
nerator MAIC/ITTN
AP 2e Vergleich der Verfahren und Auswahl des geeigneteren

ITTN
AP 2f Festlegung der KenngroBen des ausgewahlten Verfahrens

MAIC/ITTN

AP 3a Literaturrecherche

MAIC/ITTN
AP 3b Erarbeitung eines Anwendungsprotokolls fur Filtrationsverfah-
ren ITTN
AP 3c Erarbeitung eines Anwendungsprotokolls fiir Impingement-
Verfahren ITTN
AP 3d Erarbeitung eines Anwendungsprotokolls fiir Fliehkraftabschei-
der-Verfahren ITTN
AP 3e Vergleich der Sammelmethoden und Auswahl des geeignetsten
Verfahrens ITTN
AP 3f Festlegung der KenngroBen des ausgewahlten Verfahrens
MAIC/ITTN

AP 4a Erarbeitung eines Testprotokolls anhand der ausgewdhlten

Verfahren und KenngréRen MAIC/ITTN
AP 4b Validierung des Testprotokolls

MAIC/ITTN
AP 4c Ableitung eines Prifstandards fur Innenluftreiniger

MAIC/ITTN

M1: Operationsweise der Bioaerosolprifkammer fiir die Testung von Luftreinigern optimiert
M2: Anwendungsprotokoll fiir die Generation eines Viren-Aerosols fiir die Testung von Luftreinigern erstellt
M3: Verfahren fiir den Nachweis einer Virenreduktion durch die Luftreiniger festgelegt und evaluiert
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4. Ausfiihrliche Darstellung der durchgefiihrten Forschungsarbeiten
und Ergebnisse

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird im Folgenden die Darstellung der durchgefiihrten Ar-
beiten und erhaltenen Ergebnisse zusammengefasst in Themenblécken nach den entspre-
chenden Arbeitspaketen (s. Tabelle 1) vorgenommen.

4.1. Prifkammer

In AP 1 wurde eine Emissionsprifkammer flir den Betrieb als Bioaerosoltestkammer fir die
Installation von verschiedenen Luftreinigungsgeraten eingerichtet und optimiert (AP 1a). Da-
bei mussten die verschiedenen Dimensionen und Anbringungsorte der zu untersuchenden
Luftreiniger berilicksichtigt werden. Fiir ein Wandgerat musste ein Gestell gebaut werden, wel-
ches eine wandstdndige Positionierung erlaubte. Tischgerdte wurden ebenfalls auf diese
Weise in der vom Hersteller angegebenen Hohe positioniert. Mit Ausnahme der wandstandi-
gen Installation wurden alle Luftreiniger mittig auf dem Boden der Kammer stehend positio-
niert. Die verwendeten Gestelle aus Aluminium-Profilen (Iltem Industrietechnik GmbH) hatten
keine geschlossenen Seiten, um moglichst wenig Stromungshindernisse zu generieren.

Die Prifungen wurden in einer Edelstahlemissionsprifkammer mit einem Gesamt-Innenvolu-
men von 30 m3 durchgefiihrt (s. a. Abbildung 1a). Diese Dimensionierung ist geeignet, das
Luftvolumen von klassischen Birordaumen zu simulieren. Die klimatischen Parameter Tempe-
ratur und relative Luftfeuchtigkeit in der Prifkammerluft waren regelbar und wurden stan-
dardmaRig auf 23 +2 °Cund 50 + 5 % rel. LF eingestellt. Die Prifkammer kann in zwei Grund-
einstellungsarten betrieben werden: dynamisch, mit Zufihrung von gefilterter und konditio-
nierter Zuluft von auRen (hier zur Einstellung von Temperatur und Luftfeuchtigkeit im Vorfeld
der Versuche genutzt) oder statisch, im Umluftbetrieb. Im Umluftbetrieb wird die Luft durch
Lochbleche gefiihrt, welche die gesamte Decken- und Bodenflache einnehmen. Auf diese
Weise wird eine gute Luftdurchmischung und eine gleichmaBige Verteilung zudosierter Sub-
stanzen im gesamten Luftraum gewahrleistet. Die Untersuchungen der Luftreinigungsgerate
erfolgten grundsatzlich im Umluftbetrieb in zwei verschiedenen Modi: (1) mit Umluftfihrung,
(2) ohne kontinuierliche Umwalzung. In Modus 2 wurde die Umluft nach Zufiihrung und
Durchmischung der Testsubstanzen ausgeschaltet. Somit wurde die Prifkammerluft nicht
mehr gleichmaRig im Prifraum verteilt und ausschlieRlich durch die Luftflihrung der Reini-
gungsgerate bewegt. Mit dieser Betriebsart wurde das Vermogen der getesteten Innenluftrei-
niger geprift, die zu reinigende Luft selbstandig anzusaugen und die gereinigte Luft anschlie-
Rend im gesamten Raum wieder zu verteilen. Bei einer zu schwachen Liiftungsleistung eines
Gerats kann es zur Entstehung sogenannter ,clean-air-bubbles” kommen. Dies bezeichnet ge-
reinigte Luft ausschliefSlich in unmittelbarer Umgebung des Gerates. Um reprasentative Daten
zu erheben, erfolgte die Luftprobenahme zur Bestimmung der Konzentrationen luftgetrage-
ner Substanzen daher in einigem Abstand (mindestens 1 Meter) zum Luftreiniger und versetzt
zur Luftaustrittsoffnung (sofern anwendbar) des mittig in der hinteren Halfte der Kammer
(Ausnahme: Wandgeréte) positionierten Gerates (Abbildung 1b+c).
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Die Luftprobenahme erfolgte lber Edelstahlsonden und Silikonschlauche, die durch Probe-
nahmeports in der Seitenwand der Emissionsprifkammer geflihrt wurden. Die Luftproben
wurden in einer Hohe von 100 bis 120 cm entnommen, dies entspricht dem Einatembereich
sitzender Personen [34]. Neben den Bioaerosolproben wurden kontinuierlich Partikel-, Stick-
oxid- und Ozonkonzentrationen in der Kammer erfasst. Dies erfolgte mittels Fast Mobility Par-
ticle Sizer (FMPS 3091, TSI) fur Ultrafeinpartikel, Optical Particle Sizer (OPS 3300, TSI) fir Fei-
partikel und den UV Absorptionsmonitoren APNA-370 (Horiba Europe GmbH) fiir Stickoxide
und APOA-370 (Horiba Europe GmbH) fiir Ozon.

Abbildung 1 a-c: a gedffnete 30 m? Edelstahl-Priifkammer; b Ansicht Priifling in Kammer po-
sitioniert; c schematische Darstellung der Positionen, Blick von oben auf den Kammerboden
(LR Luftreiniger, D Phagendosierung, » Probenahmeports in der Kammerwand)

In der VDI-EE 4300 Blatt 14 [35] wird empfohlen, dass Luftreiniger die Konzentrationen luft-
getragener Viren innerhalb von 30 Minuten um eine Log-Stufe reduzieren sollen. In Abbildung
2 ist zu erkennen, dass alle gepriften Luftreiniger im Modus 1, mit zusatzlicher kontinuierli-
cher Durchmischung der Kammerluft, diese Vorgabe erflillen. Wird aber der Umluftbetrieb
der Kammer ausgeschaltet, werden die Konzentrationen mit einigen Luftreinigern nicht mehr
innerhalb von 30 Minuten auf 10 % der Ausgangskonzentration reduziert. Es ist daher davon
auszugehen, dass die kammerseitige Umwalzung, sei es durch vermehrte Partikelsenken in
der Luftfiihrung oder Unterstiitzung des Luftreinigers in der Luftbewegung, zu einer Uber-
schatzung der eigentlichen Luftreinigerleistung flhrt. Daher wurde die Prifkammer fir die
vergleichende Luftreinigerprifung zur Evaluation der Prifmethode in Modus 2 (ohne Umwal-
zung der Kammerluft nach Dosierung) betrieben.
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Abbildung 2: Bereich der in der Luft gefundenen Surrogat-Konzentrationen (pfu/m? MS2) als
Prozentsatz der Anfangskonzentration (absolute Minima und Maxima aller Messungen von
11 verschiedenen Luftreinigern) iiber die Zeit in der Priifkammer mit (Modus 1) und ohne
zusdtzliche Luftumwidlzung (Modus 2); die griine Linie stellt die natiirlichen Abklingrate dar
(,natural decay”, ND, ohne Luftreiniger, beispielhaft dargestellt durch die Ergebnisse einer
Messreihe), die orangefarbene Linie die in der VDI-EE 4300 Blatt 14 geforderte Reduktion
um eine Logstufe.

Zur Reinigung wurde die Prifkammer nach jeder Messreihe iber mindestens 12 Stunden auf
80°C ausgeheizt, um Kontaminationen und Memory-Effekte zu vermeiden. In regelméaRigen
Abstdanden wurde die Prifkammer auBerdem durch Ozonierung desinfiziert. Zur Kontrolle der
Reinigung wurde vor jeder neuen Messreihe eine Blindprobe entnommen (s. a. 4.6 und Ta-
belle 3).

4.2. Prufkanal

Flr Vorversuche zum Einstellen unterschiedlicher KenngréRen und fiir Messungen in Luftstro-
men wurde ein Prifkanal nach Vorgaben der VDI Richtlinie 4258 [36] aufgebaut. Die zehn Me-
ter lange Messstrecke (Abbildung 3a) wurde mit Unterdruck betrieben und konnte auf unter-
schiedliche Luftgeschwindigkeiten eingestellt werden. An mehreren Stellen wurden Luftpro-
ben entnommen und Messgerate fiir physikalische KenngrofRen (Luftdruck, Temperatur, rela-
tive Luftfeuchtigkeit, Luftgeschwindigkeit) im Prifkanal und im umgebenden Laborraum an-
gebracht. Dies ermdoglichte eine kontrollierte und gezielte Durchfiihrung von Messungen. Zu-
satzlich wurde durch das Anbringen zweier Nanopartikelzahler die Menge an Nanopartikeln
in der Luft bestimmt. Die in den Prifkanal eingehende Luft wurde tber einen H13 Filter vor-
gereinigt. Die Abluft wurde vor dem Verlassen des Priifkanals durch UV-C Strahlung und einer
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H14 Filter-Endstufe dekontaminiert. Die ausstromende Luft wurde auf Virusriickstande getes-
tet. Die Verneblung der Priiforganismen erfolgte nach VDI Richtlinie 4258 [36, 37] mit einer
Zweistoffdiise (medizinischer Vernebler), die Probenahme unter anderem nach VDI Richtlinie
4252 Blatt 2 [38] in einer Out-stack Anordnung (Prifkomponenten werden auRerhalb des
Prifkanals aus der Luft abgeschieden, s. Abbildung 3b + c). Die Sonden zur Luftprobenahme
hatten eine optimierte und gleichbleibende Position im Luftstrom. Eine gleichmalige Vertei-
lung der Luft ohne Verwirbelungen und damit eine gleichmaRige Verteilung der Priiforganis-
men vor der Messposition wurde durch eingebaute Stromungsgleichrichter gewahrleistet. Ge-
nerell kann in Prifkandlen mit unterschiedlichen Luftvolumenstrémen bzw. Luftgeschwindig-
keiten gerechnet werden. Plausibel ware daher, dass sich in Abhdngigkeit vom Sammelverfah-
ren (AP3) ein sichtbarer Verdiinnungseffekt abzeichnet, wenn der Volumenstrom erhéht wird.
Zur Prifung der Hypothese wurden die Untersuchungen mit verschiedenen Sammelverfahren
bei zwei verschiedenen Luftgeschwindigkeiten (1 m/s und 3 m/s) durchgefiihrt.

Die Reinigung der Messstrecke und der fest verbauten Sonden erfolgte nach jedem Messtag
mit 113 ppm Ozon fir 60 Minuten. Vor erneuter Messung wurde die Dekontamination der
Strecke per Blindwertprobe (iberpriift.

Abbildung 3 a-c: a Edelstahl-Priifkanal in S2-Labor am Standort ITTN; b + c Probenahmen mit
Sammelképfen und Impingern an vorlédufigem baugleichen Priifkanal aus mineralfaserver-
stdrkten Polypropylen-Kanalgrundrohren zur Findung der optimalen Messpositionen

4.3. Auswahl von Luftreinigungsgeraten

Anhand einer Recherche zu auf dem Markt verfiigbaren Innenluftreinigern und angewende-
ten Reinigungsmechanismen (AP1c) wurden zu jedem Geratetypus reprdsentative und kom-
merziell erhaltliche Luftreiniger ausgewahlt und angekauft (AP 1d). Auf dem Markt werden
viele verschiedene Verfahren zur Luftreinigung beworben und angeboten. Filtrationsverfah-
ren mit Vor-, HEPA- und Nachfilter sind am haufigsten zu finden. Daneben finden UV-basierte
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Verfahren zunehmend Verwendung. Auch bei den Filtrationsgeraten wird teilweise auf zusatz-
liche Verfahren, wie Photolyse durch UV-Strahlung oder thermische Inaktivierung innerhalb
der Filterstufen, zurlickgegriffen. Einige Gerate setzen auch mehrere Wirkprinzipien zur Luft-
reinigung in Kombination ein. Ozonierung, UV-C-Bestrahlung (222 nm) oder andere Verfahren
sind nur sehr vereinzelt oder (noch) gar nicht zu finden. Die Wirkprinzipien der auf dem Markt
erhaltlichen Luftreinigungsgerate flir Innenraume sind (in absteigender Haufigkeit):

e Filtration (ungeladene Vliesstofffilter oder Elektretfilter)
e UV-C(253-260 nm)

e Elektrostatische Abscheider (Elektrofilter)

e |onisation/Plasma

e Ozon

e sonstige (z. B. Hydroxylradikale)

e UV-C(222 nm)

Die anzuschaffenden Gerdte mussten ausreichend dimensioniert flr die Luftreinigung in ei-
nem Standardbuiro (ca. 30 m3) sein. AuRerdem sollte die Abscheideeffizienz und die Betriebs-
sicherheit herstellerseitig bereits belegt sein.

Zur Erflllung des Kriteriums ,kommerziell erhiltlich” sollte das Gerat bei einer Recherche in
entsprechenden Katalogen! oder mit den Suchbegriffen , Luftreiniger”, ,Innenluftreiniger”,
»,Raumluftreiniger” ggf. in Kombination mit den Wirkungsmechanismen (z. B. ,UV“ oder
,0zon“) in Suchmaschinen zu finden sein. Dariliber hinaus sollte ein Kaufpreis angegeben sein
oder die Moglichkeit, ein Angebot anzufordern, bestehen.

Bei einer empfohlenen [7, 39, 40] Luftwechselrate von mindestens 4 bis 6 h* ergab sich fiir
einen Raum mit einem Volumen von 30 m3 ein erforderlicher Luftumsatz von 120 bis 180
m3/h. Die Spanne der Luftwechselraten war bei den auf dem Markt verfligbaren Geraten sehr
grolR. Obwohl die Leistung der Liufter (und damit die Luftwechselrate) in der Regel positiv mit
dem Schalldruckpegel verknlipft ist, gab es groRe Unterschiede in den herstellerseitigen An-
gaben zur Lautstarke der Luftreiniger (dB (A)_Wert). Trotzdem sollte das ausgewahlte Gerat
nicht , Uberdimensioniert” fiir die Priifkammer sein und die maximale Luftwechselrate 600
m3/h nicht Gbersteigen. Der angegebene Schalldruckpegel wurde bei der Auswahl der Geriate
nicht berlcksichtigt. Bei den nicht auf Filtration beruhenden Geraten finden sich mitunter
auch Luftwechselraten unterhalb von 120 m3/h. Wird die Luft in der Luftreinigungseinheit
keimtotend behandelt (z. B. Ozonierung oder UV-Bestrahlung), so kann bei einem hohen Luft-
durchsatz die Verweildauer und damit die Einwirkzeit zu kurz sein, so dass bei den Geratespe-
zifikationen eher niedrigere Luftwechselraten zu finden sind. Hier wird herstellerseitig statt
oder zusatzlich zu der Luftwechselrate oft eine RaumgroRe angegeben, fir die das Gerat ge-
eignet sein soll.

Unter den in Deutschland auf den Markt erhaltlichen Luftreinigungsgeraten wurden insge-
samt 10 Gerate fiir das Projekt ausgewahlt. Ein weiteres Gerdt wurde vom Hersteller zuséatzlich

! Online-Kataloge von Vertreibern, Listen aus Verbraucher-Tests
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kostenfrei zur Verfligung gestellt, so dass insgesamt 11 Gerate fiir die Untersuchungsreihen
zur Verfiigung standen. Es wurden keine reinen Filtrationsgerate gewahlt und Filtrationstech-
nik nur in Kombinationen mit anderen Wirkprinzipien bericksichtigt. Tabelle 2 zeigt die aus-
gewahlten Gerdte anonymisiert ohne Herstellernennung und Produktname. Bei groRen Preis-
unterschieden innerhalb einer Gerateklasse mit demselben Wirkprinzip wurde jeweils ein
Luftreiniger aus der hohen und der niedrigen Preiskategorie einbezogen. Uberlegung dabei
war, dass schlechtere Verarbeitung und mangelhafte Gehduseabschirmung gilinstigerer Ge-
rate ggf. ein Austreten von Strahlung oder chemischen Reaktionsprodukten begilinstigen
konnten. Hohe Preisunterschiede gab es vor allem bei den auf UV-Strahlung basierten Geraten
(< 500 € bis > 5000 €). Gunstigstes Gerat der getroffenen Auswahl war ein Luftreiniger mit
HEPA 13-Filter, zusatzlicher UV-Strahlungsbehandlung der Filtereinheit und lonisator fir ca.
100 € (Gerat h).

Tabelle 2: ausgewdihlte Innenluftreiniger

Wirkprinzip

Filtration UV- Elektrostat  Plasmagenerator Ozon  Hydroxyl- max.
Strah- /lonisator generator  Luftum-

Sunuydiazag

lung satz
[m3/h]
(RaumgroRe

nach Her-
stelleranga-

ben)

X X 470
300
300
200
X 55 (30 m?)
X 550
(100 m?)
X X 200
X X 300
X 400
k X X X 30 (40 m?)

xX X X X

> m —» ®© O O T 9
x
x
x

X X X X

Bis zum Ende der Versuchsreihen war auf dem deutschen Markt kein Luftreiniger mit UV-
Strahlung der Wellenlange 222 nm verfligbar. Im Ausland werden diese bereits vereinzelt ver-
trieben. Moglicherweise sind demnachst auch in Deutschland solche Gerate erhaltlich. Es ist
durch die Ahnlichkeit zu den Geraten mit UV-Strahlung der Wellenldnge 354 nm davon auszu-
gehen, dass das Priifverfahren auf diese Gerate ebenfalls ohne Einschrankung anzuwenden
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ist. Gegen Ende der Versuchsreihen kamen zeitlich dicht hintereinander zwei Luftreiniger auf
den Markt, die die Luft durch in die Raumluft abgegebene Hydroxylradikale behandeln. Diese
(Gerate i und k) wurden ebenfalls in die Untersuchungen mit einbezogen.

4.4. Surrogate - Priiforganismen
4.4.1. Auswahl der Surrogate

Es wurden in Prifkammer und Priifkanal zwei unterschiedliche Organismen als Stellvertreter
fr luftgetragene Viren eingesetzt. Zusatzlich wurde die Surrogatauswahl in der Prifkammer
noch um einen Vertreter aus der Gruppe der Bakterien erganzt. In der Priifkammer wurden
ausschlieRlich Surrogate der Risikogruppe 1 vernebelt. Um die Sicherheit des Laborpersonals
zu erhohen und die Bearbeitung in S1 Laboren zu ermdglichen, wurden nicht pathogene und
etablierte Surrogatviren ausgewahlt. Der unbehdiillte Coliphage MS2 (DSM 13767) besitzt eine
ssRNA und eine GréRe von 30 nm. Der Bakteriophage ist ein etabliertes Surrogat fiir Noroviren
und fiir einige pathogene respiratorische Viren. Zusatzlich wurden Tests mit dem dsRNA Bak-
teriophagen Phi6 (DSM 21518) durchgefihrt. Mit seiner GroRe von 85 nm und der behdillten
Struktur ahnelt es unter anderem Influenzaviren und wurde in den letzten Jahren auch als
Surrogat fur luftgetragene Coronaviren verwendet.

4.4.2. Herstellung der Suspension

Die MS2 Phagensuspension wurde nach ISO Verordnung 10705-2 [41] im Lyseverfahren her-
gestellt. Phié wurde von Agarplatten abgeschwemmt. Hier wurden 5ml Salz-Magnesium-Puf-
fer auf eine Platte mit die Oberflache vollstandig bedeckenden Phagenplaques gegeben und
40 Minuten bei 100 rpm geschwenkt. 10 ml beider Phagen-Suspensionen wurden jeweils mit-
tels Dialyse aufgereinigt. Die Dialyse erfolgte in Membranschlauchen aus Cellulose Esther mit
einer Molekulargewichtsgrenze von 1000 kd (Spectra/Por Biotech CE) Gber Nacht bei 4 °Cin 1
Liter deionisiertem Wasser. Staphylococcus xylosus wurde liber 24 Stunden auf CASO-Agar
angezogen, mehrere frische Kolonien in physiologische Kochsalzlésung Gberfihrt und durch
Zentrifugation aufkonzentriert bis eine Suspension mit einer Zelldichte etwa 1 x 10’ CFU er-
reicht wurde.

4.4.3. Einsatz der Suspensionen

Die jeweilige erhaltene Suspension wurde direkt in die Priifkammer vernebelt, fiir die Verneb-
lung im Priifkanal wurden die Phagen auf ca. 10° eingestellt. Die Verdiinnung erfolgte fiir MS2
in deionisiertem Wasser, fiir Phi6 wurde Salz-Magnesium-Puffer mit 0,01% BSA (bovines Ser-
umalbumin) verwendet. Vernebelt wurden zwischen 7 und 9 ml der Phagensuspensionen.

Ausgewertet wurden die Proben der Verneblung des MS2 Phagen im Zweischichtagarverfah-
ren nach I1SO 10705-2 [41] mit E. coli (DSM5210). Die Proben mit Phié wurden entsprechend
mit 3 ml Tryptic Soy Broth (TSB) und ohne Zugabe von Calciumglucose (iber die Agarplatten
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gegeben. Als Host wurde hier Pseudomonas sp. (DSM21482) verwendet. Die Petrischalen, die
fiir die Ausplattierung von Phi6 eingesetzt wurden, war auBerdem mit mit Agar versetztem
TSB vorbeschichtet. Aliquote aus Impingern und den Waschpuffern zur Elution der Filter wur-
den flr die RNA Quantifizierung eingesetzt. Zur Aufreinigung der RNA wurde das QlAamp viral
RNA Mini Kit von Qiagen verwendet, die Aufreinigung erfolgte nach Angaben des Herstellers.
Zur Durchfiihrung der gPCR wurde das Invitrogen™ SuperScript™ Ill One-Step RT-PCR System
mit Platinum™ Tag DNA Polymerase von ThermoFisher verwendet. Das Protokoll der gPCR
und die Primer wurden hinsichtlich MS 2 nach Dreier et al. [42, 43] und hinsichtlich Phi6 gemal
Kleesiek et al. [44] erstellt.

Die Ausgangskonzentration der Surrogate in der Priifkammer wurden rechnerisch gemal fol-
gender Gleichung ermittelt:

Formel 1 KR - KS X VS - VR

mit Kr= Konzentration der Surrogate in der Prifkammerluft in PFU/m3 oder CFU/m3
Ks= Konzentration der Surrogatsuspension in PFU/ml oder CFU/ml
Vs=Volumen der vernebelten Surrogatsupension in ml
Vg=Luftvolumen der Priifkammer in m3

Die Menge der vernebelten Surrogatsuspension wurde gravimetrisch durch Auswiegen des
befillten Verneblerkopfes vor und nach der Dosierung bestimmt.

Die Ausgangskonzentrationen der Surrogate fielen in der Priifkammer unterschiedlich aus. Die
mittlere rechnerische Ausgangskonzentration lag flir mit dem medizinischen Vernebler do-
sierte MS2-Phagen bei 2x10%° PFU/m?3 (Median), fiir Phi6-Phagen bei 2x10° PFU/m3 (Median)
und fur Staphylococcus xylosus bei 2x10% CFU/m?3 (Median).

Per Messung wurden um etwa 90 % niedrigere Werte fir die Ausgangskonzentrationen ermit-
telt (s. 4.6). Dadurch wurde bei effektiven Luftreinigern und niedrigen Ausgangskonzentratio-
nen die untere Nachweisgrenze (2x10% PFU/m?3 bzw. CFU/m3) bereits nach kurzer Zeit erreicht.
Die natlrlichen Konzentrationsabnahmen (natural decay, ND) verliefen bei allen drei Surroga-
ten ahnlich (Abbildung 4) und nach 60 Minuten wurden etwa 50 % der Ausgangskonzentrati-
onen erreicht. War der Luftreiniger in Betrieb, fielen die Konzentrationen vergleichsweise
schnell ab. Nach 30 Minuten lagen die Konzentrationen luftgetragener Stapylococcus xylosus
in der Kammerluft bereits dicht an der unteren Nachweisgrenze, obwohl die Reduktion insge-
samt bei dem robusten Surrogat keine zwei Log-Stufen betrug. Die Abklingkurven der beiden
Viren-Surrogate verliefen steiler, hier wurde bereits innerhalb von 15 Minuten die Konzentra-
tion um etwa 90 % gesenkt.
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Abbildung 4: die mit Impingement erhaltenen mittleren Konzentrationen der drei in der Priif-
kammer verwendeten Surrogate im Vergleich, mit (Sdulen) laufendem Luftreiniger (UV-C-
Geridit) und ohne (Linien; ND, natural decay).

Die Unterschiede in den Konzentrationsverlaufen waren zwischen den Luftreinigertypen gro-
Rer als im Vergleich der Surrogate. Abbildung 5 zeigt exemplarisch die Konzentrationsverlaufe
PFU/m3 fur die beiden Virus-Surrogate bei Verwendung unterschiedlicher Luftreiniger-Typen.
Bei UV-basierten Luftreinigern wurde phi6 etwas schneller inaktiviert als der gegentiber UV-
Strahlung robuste MS2 [45]. Generell kann aber vermutlich davon ausgegangen werden, dass
die beiden Surrogate gleichermalen als Priforganismen geeignet sind, auch wenn MS2 durch
seine leichtere Anzucht im Labor und die einfache Handhabung das Surrogat der Wahl sein
sollte.

Daruber hinaus wurde in der zweiten Projektphase damit begonnen, Influenza A und B Viren
als mogliche Surrogate fir Studien unter S2 Bedingungen zu testen. Zunachst wurde neben
der klassischen Methode zur Virusgewinnung (iber angebritete Hiihnereier, die Verwendung
von Zellkulturen etabliert, um infektioses Virus z.B. aus Impingementproben nachzuweisen.
Die Virusgewinnung Gber Hihnereier stellt unverandert den ,Goldstandard” fiir die Viruspro-
duktion und den Nachweis der Infektiositat dar. Die Vermehrung des Virus, Anzucht der Zellen
und die Quantifizierung Giber den 50% tissue culture infectious dose (TCID50)-Assay sind aus-
fUhrlich in der anhangenden SOP beschrieben, die fiir die Arbeitsablaufe am ITTN verfasst
wurde. Prinzipiell kann die Zellkultur sowohl zur Virusstock-Produktion als auch fiir den quan-
titativen Nachweis infektioser Influenzaviren eingesetzt werden. In diesem Vorhaben wurden
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MDCK (Madin-Darby canine kidney) —Zellen mit Verdinnungen von Influenza A Viren zur Be-
stimmung der TCID50 infiziert. Der Nachweis liber die Zellkultur hat das Potential, Viruslasten
infektidser Viruspartikel zu bestimmen und stellt eine Alternative zur Detektion im Ei dar.

1,E+00 \\
~N
1,E-01 D —_—
N
o 1,E-02 N
S N
3 1E03 ~
a N\
o 1,E-04 N
55 .
= ® 1E05
2 g
< 9 1,E-06
oo €
) % 1,E-07
0 TO T1 T2 T3 T5 T6
8
3 e= e= phi6 bei UV-basiertem LR e phi6 bei Ozon-basiertem LR
<

MS2 bei UV-basiertem LR MS2 bei Ozon-basiertem LR

Abbildung 5: Vergleich der Konzentrationsverldufe luftgetragener Phagen in der Priifkam-
mer bei laufendem Luftreiniger zweier unterschiedlicher Typen als Anteil der Konzentratio-
nen zum Zeitpunkt des Luftreiniger-Starts (T0)

4.5. Priifbioaerosol-Herstellung

AP 2 beschaftigte sich mit dem Bereich ,Priifbioaerosol” und sollte mit einem Anwendungs-
protokoll fur eine Zweistoffdiise (AP 2c) und einen Bubble-Burst-Generator (VDI-Richtlinie
4258 Blatt 2) (AP 2d) abgeschlossen werden. Die eingesetzten medizinischen Vernebler (Zwei-
stoffdiisen) (PariBoy® Pro, Pari, Starnberg) zeigten mit dem entwickelten Anwendungsproto-
koll eine gute und stetige Performance. Das MS2-Phagen-Priifbioaerosol konnte stabil in der
Kammerluft gehalten und eine kontinuierliche Konzentrationsabnahme (Natural Decay) in der
Kammer gemessen werden. Der Bubble-Burst-Generator (Sparging Liquid Aerosol Generator
(SLAG), CH Technologies, USA) war fiir eine Dosierung des Bioaerosols in niedrigeren Konzent-
rationen Uber einen langeren Zeitraum gedacht. Mit diesem sollte im Gegensatz zu der kurz-
zeitigen Dosierung sehr hoher Konzentrationen des medizinischen Verneblers (etwa einem
Superspreader vergleichbar) eine kontinuierliche Freisetzung durch z. B. einen subklinisch in-
fizierten Vektor simuliert werden. Allerdings gelang es nicht, den Bubble-Burst-Generator
deutlich langer zu betreiben als den medizinischen Vernebler. Wahrend nach 30 Minuten die
maximale Flllmenge des medizinischen Verneblers meist auf weniger als 1 ml Restmenge auf-
gebraucht war, war nach maximal 40 Minuten die pordse Scheibe des Bubble-Burst-Genera-
tors mit ansteigender Flussigkeit durch nicht vernebelte und sich an den GefaBRwanden nie-
derschlagende Tropfen, liberspiilt und nicht mehr funktionsfahig. Damit scheint der medizini-
sche Vernebler in der Anwendung das geeignetere Verfahren zu sein. Aullerdem ist er das
deutlich glinstigere und in der Handhabung einfachere Gerat. In der Priifkammer lieRen sich
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beide Verneblertypen deutlich langer betreiben als im Priifkanal. In dieser wurden die zur Ver-
fligung stehenden Reservoirs an Surrogatsuspension schneller aufgebraucht bzw. war der Be-
hélter schneller mit nicht vernebelter Suspension geflillt. Dies lasst sich mit dem in dem Priif-
kanal herrschenden Unterdruck begriinden.

Die GroRenverteilung der Ultrafeinpartikel in der Priifkammer verschob sich bei beiden Ver-
neblertypen (Abbildung 6 und Abbildung 7) im Laufe einer 90-minitigen Abklingzeit leicht zu
grofReren Partikeldurchmessern, unabhangig davon, welche Surrogate vernebelt wurden. Un-
mittelbar nach Vernebelung mit dem Bubble-Burst-Generator waren 93 % der Ultrafeinparti-
kel groBer als 30 nm, konnten also einen oder mehrere der ca. 30 nm durchmessenden MS2-
Phagen enthalten. Bei Vernebelung mit dem medizinischen Vernebler galt das fir 84 % der
Ultrafeinpartikel. Das initiale GroRenspektrum des medizinischen Verneblers unmittelbar
nach Dosierungsende war bei allen verwendeten Surrogaten recht dhnlich und variierte im
Peak (groRter prozentualer Anteil je GroRenkanal) zwischen 45,4 nm und 60,4 nm (Abbildung
8). Der Bubble-Burst-Generator hatte dabei ein engeres Spektrum an Partikeldurchmessern
als der medizinische Vernebler (Abbildung 7). Die Partikelanzahl, die generiert werden konnte,
war beim medizinischen Vernebler hoher.
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Abbildung 6: Ultrafeinpartikelanzahl und -gréfienverteilung nach Vernebelung von MS2-
Phagen mit zwei verschiedenen Bioaerosolgeneratoren in der Priifkammer.

Um zu zeigen, dass das gewahlte Priifverfahren im Hinblick auf mogliche zukiinftige Infekti-
onsgeschehen auch auf andere luftgetragene Pathogene (ibertragen werden kann, wurden
Staphylococcus xylosus als Surrogate fir luftgetragene Bakterien eingesetzt (s. 4.4). Dies ist
insbesondere fir die Bioaerosolherstellung, aber auch fir die Sammelverfahren aufgrund
der unterschiedlichen PartikelgrofRenklassen von Bedeutung.
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Abbildung 7: Vergleich der Gréfenverteilung der von zwei verschiedenen Biosaerosolgene-
ratoren erzeugten Ultrafeinpartikel direkt nach Vernebelung von MS2-Phagen und nach 90
Minuten Abklingzeit in der Priifkammer
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Abbildung 8: Gréfienverteilung der Ultrafeinpartikel in der Kammerluft unmittelbar nach
Ende der Surrogatdosierung bei Vernebelung von MS2-Phagen, Staphylococcus xylosus oder
Phi 6-Phagen mit dem medizinischen Vernebler.
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Bei der Anzahl der generierten Feinpartikel konnte keine Verschiebung des Spektrums zu gro-
RBeren Partikeldurchmessern nach 90 Minuten Abklingzeit festgestellt werden. Die Partikel-
zahlen sanken in allen GroRenfraktionen gleichmaRig ab (Abbildung 9). Aufféllig ist, dass die
Partikelzahlen bei zudosierter Phi6-Losung insgesamt eine Log-Stufe hoher lagen als fir MS2-
Suspension. Dies kann mit einem héheren Anteil an Festbestandteilen in der fiir phi6é verwen-
deten Pufferlosung begriindet werden.

Der grofSe Unterschied im Durchmesser der eingesetzten Surrogate scheint einen deutlich ge-
ringeren Einfluss auf das PartikelgroBenspektrum zu haben, auch wenn die Anzahl grofRerer
Feinpartikel bei Staphylococcus im Vergleich zu MS2 etwas hoéher ist. Dies ist vor allem bei
Korrelationsberechnungen zwischen Partikelanzahl (UFP oder FP) und PFU/CFU oder
RNA/DNA Kopiezahlen zu beachten, da ein GroRteil der Partikel anscheinend kein Surrogat
enthielt.
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Abbildung 9: Gréfienverteilung der Feinpartikel in der Kammerluft unmittelbar nach Ende
der Surrogatdosierung bei Vernebelung von MS2-Phagen, Staphylococcus xylosus oder Phi
6-Phagen mit dem medizinischen Vernebler, Ergebnisse des Optischen Partikelgréfsenmess-
geriits (OPS)

4.6. Sammel- und Nachweisverfahren (AP 3)

Messverfahren fir die Wiederfindung der aerosolisierten Viren und die Bestimmung der Vi-
renreduktion wahrend und nach Einsatz der Luftreiniger waren Bestandteil von AP 3. Anhand
der erhaltenen Ergebnisse zu den Sammelverfahren in Priifkanal und Priifkammer sollte das
zuverlassigste und im Hinblick auf die Durchfiihrung einfachste/praxisnachste Verfahren aus-
gewahlt werden (AP 3e). Phagen und Bakterienkonzentrationen wurden in Kultur-Verfahren
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aus gesammelten Luftproben ermittelt. Die Sammlung der Viren fand in pufferbefillten Im-
pingern, mit Fliehkraftabscheidern (Coriolis®u) und auf Filter (GSP-, IOM- Messkopfe,
ViraPore-Filterkassetten) statt. Fir MS2 wurden die AGI-30 mit 30 ml PBS gefiillt, fir Phi6 wur-
den 30 ml SM-Puffer mit Gelatine vorbereitet. Je nach Aufbau des Impingers musste hier be-
achtet werden, dass das SMG starker Blasen schlagt und eventuell eine Anpassung der Durch-
laufmenge erforderlich wurde. Hinter dem ersten Impinger wurde eine zweite Waschflasche
mit Ethanol-Glycerin-Lésung angeschlossen, um durch den ersten Impinger durchschlagende
Surrogate abzuscheiden und zu inaktivieren. Die Luftprobenahme erfolgte aktiv mit Hilfe einer
Vakuumpumpe mit einer Durchflussrate von 11 |/min und einem Probenahmevolumen von
165 Litern |. Vorversuche hatten ergeben, dass ein Durchfluss leicht unter der fiir AGI30 vor-
gesehenen Durchflussrate von 12 L/min [46] die Durchlassigkeit fir Phagen verringert. Wur-
den Bakterien als Prifkomponenten eingesetzt, wurde die Durchflussrate auf 12 bis 12,5
L/min erhoht und durch die kritische Duise der AGI30 reguliert.

4.6.1. Probenahme in der Prifkammer

Der Einlass der Impinger wurde mit einer durch Probenahmeports der Kammerwand gefiihr-
ten Edelstahlsonde so verlangert, dass die Ansaugoffnung 10 cm in die Prifkammer hinein-
ragte. In der Prifkammer wurden IOM-, GSP- und die ViraPore-Filterképfe mit einer Durch-
flussrate von 3,5 I/min betrieben. Im Gegensatz zur Out-Stack Anordnung des Priifkanals konn-
ten die Filterkdpfe (ViraPore-Kassetten ,open face”, IOM-Sammelkdpfe) direkt im Luftraum
der Priiffkammer positioniert werden. Dafiir wurden sie jeweils durch die Probenahmeports
eingefiihrt. Die Probenahme erfolgte aktiv mit einer Durchflussrate von 3,5 Litern pro Minute
(SKC-Pumpen) und einem Probevolumen von 52,5 Litern. Die GSP-Filterkopfe waren zu breit,
um vollstandig durch die Probenahmeports der Priifkammer geschoben zu werden und wur-
den nur so dicht wie moglich in den Ports positioniert und riickseitig abgedichtet.

In AP3 wurde Impingement als am besten geeignetes Sammelverfahren bewertet und daher
fir die aktive Probenahme von Bioaerosolen in der Prifkammer verwendet. Insgesamt wurden
in der Prifkammer Gber 700 Bioaerosolproben mit Impingement entnommen.
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Tabelle 3: Bioaerosolproben in der Priifkammer

Probebezeichnung

Entnahmezeitpunkt

Anmerkung

Vernebler-Start

Stammlésung vor Surrogat-
dosierung

Konzentrationen sollten schon be-
kannt sein, hier wird der Einfluss
des Verneblers auf die Konzentra-
tionen geprift

Blindwert nach Aufbau, vor Surrogat- zur Uberpriifung der vorangegan-

dosierung genen Desinfektion

T initial nach Surrogatdosierung, Erfassung der Ausgangskonzent-

vor Luftreinigerstart ration, zusatzlich auch rechneri-
sche Ausgangskonzentration aus
Probe ,Vernebler-Start‘ und ,Ver-
nebler- Ende” und vernebelter
Menge Stammlésung (Ein- und
Auswaage)

TO Minute 0 bis Minute 14 abnehmende Konzentrationen im
zeitlichen Verlauf erfassen,

T1 Minute 15 bis Minute 29 . L .
mit laufendem Luftreiniger in Pri-
fung oder natirliche Reduktion

T2 Minute 30 bis Minute 44 "natura| decay“

T3 Minute 45 bis Minute 59 TO bis T6 fir CADR-Berechnung

T4 Minute 60 bis Minute 74

T5 Minute 75 bis Minute 89

T6 Minute 90 bis Minute 104 optional, Surrogatkonzentrationen
mdglicherweise schon unterhalb

T7 Minute 105 bis Minute 119 der unteren Nachweisgrenze
zur langeren Verfolgung der Ge-

T8 Minute 120 bis Minute 134 rate-Emissionen

Vernebler-Ende

Stammldsung nach Surrogatdosie-
rung in Vernebler-Reservoir

Nachweis gleichbleibender Kon-
zentrationen, keine Aufkonzentra-
tion oder Verdiunnung wahrend
des Dosierungsprozesses

Impinger und Filter wurden fiir jeweils 15 Minuten beaufschlagt. Vor der Dosierung wurde

zundachst eine Probe fiir den Blindwert gezogen, anschliefend folgte die 30minlitige Zudosie-

rung der Phagen oder Bakterien. Stickstoff- und Ozonmonitore sowie FMPS und OPS liefen

kontinuierlich ab der Blindwertprobe. Die alle 10 bzw. alle 20 Sekunden erhaltenen Werte

wurden mit einem sekundengenauen Zeitstempel versehen. Die Bioaerosolmessung aus der

Kammerluft mit Impingern oder Filterkopfen erfolgte in direkt aufeinanderfolgenden Probe-

nahmen im Anschluss an die Dosierung. In Tabelle 3 sind die standardmafiig entnommenen

Bioaerosolproben in der Priifkammer aufgefiihrt. Bei den Messreihen zur natiirlichen Abkling-

rate begannen die Probenahmen direkt mit TO und ebenso, wenn die technischen Vorausset-

zungen fehlten, den Luftreiniger von aullen zu starten.
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Die Probenahmezeiten wurden mit der entsprechenden Uhrzeit protokolliert, um die Bioae-
rosolproben den Partikel- und Gas-Proben zeitlich zuordnen zu kdénnen. Letztere wurden in
tabellarischer Form mit den berechneten Mittelwerten fiir jeweils eine Minute aufgearbeitet,
fir die Bioaerosolproben ergaben Sammlung und mikrobiologische Analyse letztlich einen
Mittelwert fiir jeweils 15 Minuten. Die Konzentrationen der Surrogate in der vernebelten Sus-
pension wurden fiir jeden Messdurchgang mitbestimmt, indem Aliquots aus dem Vernebler
vor und nach Dosierung mit analysiert wurden. So konnte auch nachgewiesen werden, dass
keine Aufkonzentrierung der Surrogate in dem Vernebler auftritt und sie mit dem eingesetz-
ten Vernebler in gleichmaRigen Mengenverhaltnissen dosiert werden. Die mikrobiologische
Analyse erfolgte in einem Labor der Schutzstufe 2 durch Auswiegen der Impingerlésungen und
Uberfiihrung in Verdiinnungsreihen, um auswertbare Konzentrationen zu erhalten. Fiir jede
Probe wurden drei bis vier Verdiinnungsstufen weiterbearbeitet. Dies entspricht einem Wer-
tebereich von drei bis vier Zehnerpotenzen. Konnte ein Luftreiniger in seiner Effizienz nicht
sicher eingeschatzt werden, wurden entsprechen mehr oder direkt alle Verdiinnungsstufen
von 10° bis 107 weiterbearbeitet. Die behandelten Proben wurden dann mit dem jeweiligen
Wirtsorganismus fiir die Phagen in log-Phase zusammengefiihrt, im Zweischichtagar-Verfah-
ren ausplattiert und fiir 24 Stunden bei 36 °C bebriitet. AnschlieRend konnten die Konzentra-
tionen aktiver Phagen in der Probe durch Auszahlung der Plaques bestimmt werden.

In einer zum ersten Vergleich der Sammelverfahren durchgefiihrten parallelen Luftprobe-
nahme mit vier verschiedenen Sammelverfahren (Abbildung 10) zeigte sich eine einge-
schrankte Anwendbarkeit des Coriolis®u-Sammlers. Ohne verfligbare Sonde, um Luftproben
durch die Probenahmeports der Kammer zu entnehmen, mussten die drei vorhandenen
Coriolis®u-Gerate in der Kammer stehen und tber eine einprogrammierbare Startverzogerung
in Reihe gesetzt werden. Das Probenhamevolumen betrug 500 Liter. Aufgrund der maximalen
Startverzégerung von 100 Minuten und dem friihesten Start 30 Minuten nach Start der Dosie-
rung fur das erste Gerat (Minute 0) ergab sich ein Probenahme-Intervall von 30 Minuten, um
die drei moglichen Probenahmen in der maximal abzudeckenden Zeit zu verteilen. Die durch-
gangig sehr geringe Wiederfindungsrate mit dem Coriolis®u-Sammler (Abbildung 10) liel8 ver-
muten, dass die Phagen mehrheitlich dem Luftstrom folgen und nicht in die Sammelflissigkeit
abgeschieden werden. Damit schien die die Fliehkraftabscheidung kein geeignetes Sammel-
verfahren fir luftgetragene Viren zu sein. Aus diesem Grund wurde die Sammlung mit dem
Coriolis®u-Sammler nicht weiter optimiert und AP 3d beendet.
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Abbildung 10: Erhaltene PFU/m? MS2 als Prozentanteile der rechnerischen Ausgangskon-
zentration aus Parallelmessungen mit Impingern, Filtern und Fliehkraftabscheidern in der
Priifkammer in Modus 2 (ohne Umwidilzung der Kammerluft) ohne laufenden Luftreiniger
(natural decay)

Auch fir das Impingement als Sammelmethode fiir Viren ist in der Literatur beschrieben, dass
Phagen und auch Nanopartikel im Luftstrom verbleiben und nur in sehr geringem MaRe in der
Sammelfllssigkeit abgeschieden werden [47, 48]. Nach den entsprechenden Vorversuchen
wurde daher die Durchflussgeschwindigkeit fiir den AGI-30 Impinger auf 11 L/min gesenkt, um
die Verweil- und Flissigkeitskontaktdauer leicht zu erhéhen.

Mit der rechnerischen Ausgangskonzentration an MS2-Phagen in der Kammerluft konnte fiir
alle Sammelmethoden eine Wiederfindungsrate zu TO (Zeitpunkt unmittelbar nach Surrogat-
Dosierung) bzw. Sammeleffizienz bestimmt werden. Abbildung 11 zeigt die Lage- und Streu-
ungsmale bei Sammlung auf Gelatinefilter, PTFE-Filter (Teflon-Filter) und in AGI30 Impinger.
Bei Teflon- und Gelatinefiltern schwankten die erhaltenen Konzentrationen PFU/m? in einem
weiteren Bereich, wahrend Impingement-Ergebnisse weniger streuten. Da die Fliehkraft-
abscheider keine verwertbaren Resultate lieferten, wurden sie nur einmal vergleichend zur
Sammlung eingesetzt. Die drei Filterkopf-Systeme |OM-Filterkopf, GSP-Filterkopf und
ViraPore-Kassette zeigten keinen Unterschied in den abgeschiedenen PFU-Konzentrationen,
daher wurden Gelatine- und PTFE-Filter vergleichend mit einbezogen.

In Abbildung 12 sind exemplarisch die Konzentrationsverldufe von MS2 in der Priiffkammer in
Modus 2 mit laufendem Luftreiniger gezeigt. In dieser Beispielmessung sind die Ergebnisse fiir
Ausgangskonzentration (Ti) und Endkonzentration (T6) zwar (zufallig) ahnlich, der Kurvenver-
lauf ist aber sehr unterschiedlich und schwankt bei den beiden Filtersystemen stark.
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Abbildung 11: Wiederfundrate MS2-Phagen in 30m3*-Kammer zu Probenahmezeitpunkt TO;
Lage- und Streuungsmapfe aus allen ,,natural decay“-Messungen in Modus 2 (ohne Umwiil-
zung der Kammerluft)
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Abbildung 12: mit drei verschiedenen Sammelmethoden erhaltene Konzentrationsverléufe
PFU/m?3 MS2 in der Priifkammer mit laufendem Luftreiniger

Die mit Impingement erhaltenen Ergebnisse zeigten eine kontinuierliche Reduktion. Dies galt

fiir alle Messreihen mit Impingement. Trotz der niedrigen Sammeleffizienz konnten mit Im-
pingement gut reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden. Dies erleichterte bei Wiederho-
lungsmessungen auch die genauere Einschatzung der erforderlichen Verdiinnungsstufen, so
dass Impingement fir Priiffkammer und Priifkanal die Sammelmethode der Wahl darstellte.
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4.6.2. Probenahme im Prifkanal

Fir die Prifkanalmessungen befand sich zum Anschluss an die jeweiligen Sammeleinheiten
eine fest verbaute gekriimmte Edelstahlsonde mittig im Luftstrom (s. a. Abbildung 3). Die
Probenahme im Priifkanal mit den Filtern erfolgte abweichend zu den Priifkammer-Messun-
gen bei 5 I/min. Die Ubrigen Mess- und Probenaufbereitungsverfahren entsprachen denen
der Prifkammer-Messungen.

In allen im Prifkanal entnommenen Proben wurden, zur Ermittlung von Unterschieden zwi-
schen den Sammelverfahren und zur Darstellung von Abweichungen des jeweiligen Sammel-
verfahrens, sowohl die PFU- als auch RNA Konzentrationen gemessen. Daraus konnten dann
Anwendungsempfehlungen fir die in der Praxis einsetzbaren Verfahren abgeleitet werden.
Die Untersuchungen im Prifkanal zeigten, dass im bewegten Luftstrom das Impingement sig-
nifikant hohere Ausbeuten an kultivierbaren MS2- und Phi6-Viren (Mediane) gegeniiber Gela-
tinefiltern aufwies (Abbildungen 13 bis 16).
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Abbildung 13: Konzentrationen von MS2 an zwei Positionen (vorne, hin-
ten) im Priifkanal zeitgleich erfasst. Strémungsgeschwindigkeit 1 m/s.
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Abbildung 14: Konzentrationen von MS2 an zwei Positionen (vorne, hin-

ten) im Priifkanal zeitgleich erfasst. Strémungsgeschwindigkeit 3 m/s.
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Abbildung 15: Konzentrationen von Phi6é an zwei Positionen (vorne, hinten) im Priifkanal
zeitgleich erfasst. Strémungsgeschwindigkeit 1 m/s.
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Abbildung 16: Konzentrationen von Phi6é an zwei Positionen (vorne, hinten) im Priifkanal
zeitgleich erfasst. Stromungsgeschwindigkeit 3 m/s.

Zudem waren beim Impingement im Vergleich zu den Filtrationsverfahren die Abweichungen
der Messwerte zum Median deutlich geringer. Die Gelatinefilter wurden in Filterhalter einge-
legt, deren Erfassungskegel in Ausmal} und Durchmesser des Lufteintrittes dem Erfassungske-
gel des Probenahmekopfes GSP 3,5 (DGUV) entsprach. Ob die Sammeltechnik, der Sammel-
stress oder die Rliickgewinnung der Viren bei der Aufarbeitung der Filter einen Einfluss auf die
Konzentrationen kultivierbarer Viruspartikel nahmen, ist nicht klar. Die Mediane in den Abbil-
dungen 17 bis 20 deuten an, dass die Anzahl der RNA Kopien aus den Gelatinefilter eher auf
dem gleichen Niveau liegen, wie die Anzahlen aus den Impingern. Das kdnnte zumindest ein

Hinweis darauf sein, dass die Anzahl der gesammelten Viruspartikel auf den Gelatinefiltern
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verhaltnismaRig dahnlich war und die Diskrepanz nicht wesentlich durch Sammeleffizienz von
Partikeln beeinflusst wurde. Das Impingement schien hohere kultivierbare Viruszahlen gemes-
sen zu haben (Mediane), als Kassetten von ViraPore, die mit Teflonfiltern ausgestattet waren
(Abbildung 13 bis Abbildung 16).
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Abbildung 18: Konzentrationen von MS2 RNA Kopien an zwei Positionen
(vorne, hinten) im Priifkanal zeitgleich erfasst. Stromungsgeschwindig-
keit 1 m/s.
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Abbildung 17: Konzentrationen von MS2 RNA Kopien an zwei Positionen
(vorne, hinten) im Priifkanal zeitgleich erfasst. Stromungsgeschwindig-
keit 3 m/s.
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Abbildung 19: Konzentrationen von Phi6 RNA Kopien an zwei Positionen
(vorne, hinten) im Priifkanal zeitgleich erfasst. Stromungsgeschwindig-
keit 1 m/s.
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Abbildung 20: Konzentrationen von Phi6 RNA Kopien an zwei Positionen
(vorne, hinten) im Priifkanal zeitgleich erfasst. Stromungsgeschwindig-
keit 3 m/s.

Allerdings waren die Unterschiede bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% lediglich bei
einem Luftstrom von 3 m/s und dem Surrogat Phi6 signifikant (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Vergleich der Probenahmeverfahren an zwei Messorten (v = vorne; h = hinten)
und bei zwei verschiedenen Luftgeschwindigkeiten im Priifkanal. Ergebnisse mit signifikan-
ten Unterschieden bei Anwendung des Kruskal Wallis Test mit anschliefSfendem post-hoc
Dunn‘s Test (Signifikanz bei P < 0,05). Signifikant héhere Ausbeuten sind in roter Schrift dar-
gestellt.

Einheit; Probenahme | Median Probenahme | Median P-Wert
Geschw.
MS2 Impinger v 15.500.000 Gelatine v 738.950 0.01147
PFU/m3;
im/s
MS2 Impinger h 12.300.000 Gelatine h 466.100 0.009969
PFU/m3;
im/s
MS2 Impinger v 5.480.000 Gelatine v 72.665 0.006134
PFU/m3;
3m/s
MS2 Impinger h 4.430.000 Gelatine h 185.645 0.02952
PFU/m3;
3m/s
Phi6 Impinger v 147.000.000 Teflonv 21.500.000 0.004113
PFU/m3;
3m/s
Phi6 Impinger h 113.000.000 Teflon h 12.900.000 0.004718
PFU/m3;
3m/s
MS2 RNA | Impinger h 13.800.000.000 | Teflon h 58.800.000.000 0.01622
Kopien/m3;
1m/s

MS2 RNA | Impingerv 8.610.000.000 Teflon v 58.900.000.000 0.02397
Kopien
/m3; 3m/s
MS2 RNA | Impinger h 4.870.000.000 Teflon h 32.300.000.000 0.003276
Kopien
/m3; 3m/s
Phi6  RNA | Impinger h 91.500.000.000 | Teflon h 1.520.000.000.000 | 0.005054
Kopien/m3;
im/s

Vergleiche der RNA-Kopiezahlen zwischen den Impingern und den Filterkassetten zeigten zu-

dem, dass Teflonfilter teilweise signifikant hohere RNA Ausbeuten lieferten als der Impinger.

Dies konnte fiir beide Surrogate gezeigt werden. Zur Beurteilung der Ergebnisse der Virus- und

der RNA-Messungen wurden im Vorfeld bei dhnlichem Versuchsaufbau Partikelmessungen im
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Luftstrom vor und wahrend der Vernebelung durchgefihrt. Durch die rasche Austrocknung
der vernebelten Tropfchen waren keine Anstiege in PartikelgroBen der Fraktionen > 3,0 um
erkennbar. Bei Annahme von Partikeln, z. B. der GroRRe 3 um (aerodynamischer Durchmesser),
dem Disenquerschnitt der Probenahmesonde (0,09 m), der mit ca. 0° Abweichung zum Luft-
strom stand, und den eingestellten Luftgeschwindigkeiten, liegt die Stokes Zahl deutlich unter
0,01. Mit der Stokes Zahl wird angegeben, wie stark eine Partikel aufgrund seiner Tragheit
Strémungen abweicht, wenn es einer Anderung der Strémungsrichtung oder -geschwindigkeit
ausgesetzt ist. Eine Stokes Zahl von unter 1 bedeutet, dass Partikel der Stromung gut folgen,
ohne stark abzulenken. Eine Anpassung der Einsauggeschwindigkeiten fir eine isokinetische
Probenahme war daher nicht nétig. Auch Verluste durch Impaktion an Kanal- oder Sonden-
wanden sind bei so kleinen Partikeln vernachlassigbar. Wahrend der Untersuchungen im Prif-
kanal wurden die Nanopartikelkonzentrationen bis zur unteren Grenze von 4 nm (aerodyna-
mischer Durchmesser) an beiden Messpositionen erfasst. Fir den Phagen MS2 konnten mitt-
lere bis gute Korrelationen (signifikant nach Kendalls t) zwischen Nanopartikeln und PFU sowie
Nanopartikeln und RNA Kopien bei beiden Luftgeschwindigkeiten beobachtet werden. Bei den
Untersuchungen mit Phi6 als Surrogat konnten solche Korrelationen nicht beobachtet wer-
den. Phi6 wurde aus einer Pufferlésung mit Salzen und Proteinzusatz vernebelt (s. 4.5), wah-
rend MS2 aus reinem Wasser freigesetzt wurde. Vermutlich haben Einflliisse durch die ver-
schiedenen Suspensionen die Partikelbildung und Anzahlen beeinflusst. Die Nanopartikelzah-
len lagen beispielsweise bei der Vernebelung von Phi6 etwa eine Log-Stufe hoher, was wahr-
scheinlich durch die Festbestandteile der Pufferldsung verursacht wurde. Diese Annahme wird
durch die Ergebnisse des Feinpartikelspektrums in der Priifkammer bei Vernebelung von phi6-
Stammldsung im Vergleich zu den anderen Surrogaten gestitzt (s.a. Abbildung 9). Etwaige
Einflisse, sei es bei Messungen im Prifkanal oder in der Priiffkammer, missen beachtet wer-
den, wenn ein Zusammenhang zwischen Partikelfraktionen und Viruskonzentrationen unter-
sucht werden soll.

4.7. Emissionsprifungen

Die Uberpriifung méglicher sekundirer Emissionen der Gerite fand fiir die Parameter Ozon
und Stickoxide wahrend des Betriebs der Luftreiniger in der Prifkammer statt. Die hier aufge-
flihrten Ergebnisse wurden aus Messungen in Modus 2 (ohne zuséatzliche Umwalzung der
Kammerluft) und mit MS2-Phagen als Surrogat erhalten. Es gab keinen Unterschied zu Werten
aus Messungen mit anderen Surrogaten. In Modus 1 (mit kontinuierlicher Umwalzung der
Kammerluft zusatzlich zur Luftbewegung des Luftreinigers) fielen die Konzentrationen beider
Parameter erwartungsgemal etwas niedriger aus. Andere Messungen, wie zum Beispiel die
Erhebung des Schalldruckpegels, konnten in der Edelstahl-Priifkammer nicht sinnvoll durch-
gefuhrt werden. Auch Messungen zu UV-Strahlung und Zugluft wurden aus Griinden der leich-
teren Zuganglichkeit zu allen Seiten der Gerate in einem moblierten Testraum (90 m3) durch-
gefihrt.
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4.7.1. Ozon

Ozon ist ein sehr reaktives Molekiil, das mit allen biologischen Systemen reagiert. Ozon beein-
flusst Struktur und Funktion des menschlichen Atemtrakts in vielfaltiger Weise und ist insbe-
sondere bei hohen Konzentrationen mit negativen Effekten assoziiert [49]. Seine schadigende
Wirkung auf niedere Organismen, wie Bakterien, wird auch zu Desinfektionszwecken genutzt.
Es kann an Zell- oder Gewebsmembranen Permeabilitatsanderungen verursachen und durch
die Reaktion mit verschiedenen Biomolekiilen zur Freisetzung von Wasserstoffperoxid, Singu-
lett-Sauerstoff und Aldehyden fiihren, die dann ihre spezifische toxische Wirkung auf die Zel-
len entfalten. Zusatzlich kdnnen funktionelle Gruppen in Biomolekiilen oxidiert und Radikale
oder andere reaktive Zwischenprodukte gebildet werden, die eine Lipidperoxidation initiieren,
die Zellmembranstruktur verandern oder zerstéren, Entziindungen induzieren und sekundare
hormonale Effekte hervorrufen kénnen [50].

In Deutschland gilt aktuell kein verbindlicher Arbeitsplatzgrenzwert (AGW, friiher: Maximale
Arbeitsplatzkonzentration MAK) fiir Ozon, da Ozon nicht in der TRGS 900 aufgefihrt ist und
kein verbindlicher Grenzwert der EU zu Ozon zu beachten ist. Die TRGS 402 "Ermitteln und
Beurteilen der Gefahrdungen bei Tatigkeiten mit Gefahrstoffen: Inhalative Exposition" fiihrt
dazu aus: ,,Bei Stoffen ohne einen verbindlichen Grenzwert missen zur Bewertung der Expo-
sition und zur Uberpriifung der Wirksamkeit der SchutzmaRnahmen andere BeurteilungsmaR-
stabe herangezogen werden.” Und laut LASI-Leitlinie 45 [51] kdnnen, soweit kein verbindli-
cher Grenzwert veroffentlicht ist, als BeurteilungsmaRstab auch andere geeignete Grenzwerte
herangezogen werden.

Ozon wird durch seinen intensiven Geruch schon in geringsten Konzentrationen wahrgenom-
men. Die Geruchsschwelle liegt bei etwa 0,02 ppm. Eine Reihe von effektiven Schutzmecha-
nismen (enzymatische Reaktionen, reduktiv wirkende Stoffe und Radikalfanger) scheinen den
ausgepragten oxidativen Stress, der durch Ozon hervorgerufen wird, bis zu einer gewissen
Konzentration vermindern zu kénnen, so dass hohe Konzentrationen erforderlich sind, um
systemische Wirkungen hervorzurufen [52]. Neben den systemischen Wirkungen sind aber
bereits bei niedrigeren Konzentrationen (100 bis 200 ppb) aulRer der Geruchsbeladstigung auch
Schleimhautreizungen und Lungenfunktionsveranderungen beschrieben [49]. Eine aus der re-
versiblen Lungenfunktionseinschrankung resultierende Abnahme der maximalen korperlichen
Leistungsfahigkeit war bereits bei Konzentrationen > 120 ppb, insbesondere bei Frauen, nach-
weisbar [53]. Ozon-Konzentrationen zwischen 1 und 5 ppm verursachen bereits nach kurzer
Expositionszeit Schadigungen der Augenbindehaut und der Schleimhaute des oberen Atem-
traktes sowie des Alveolarepithels. Bei langeren Expositionen (2h) konnten auch schon bei
niedrigeren Konzentrationen (400 - 500 ppb) Proteine, Entziindungszellen und Entziindungs-
mediatoren in der Nasen- und Lungenflissigkeit nachgewiesen werden [52]. Als niedrigste le-
tale Konzentration fir den Menschen wurden 50 ppm/60 min) publiziert [54]. Eine kontinu-
ierliche Exposition flihrte im Tierexperiment zu geringeren Veranderungen als eine intermit-
tierende (sogar geringere) inhalative Belastung gegeniiber Ozon [52].

Das Umweltbundesamt (UBA) legt fiir Ozon in der AuRRenluft einen maximalen 8-Stunden-
Wert von 60 ppb fest, der an hochstens 25 Tagen pro Kalenderjahr, gemittelt Giber drei Jahre,

36/73



Uiberschritten werden darf. Das UBA empfiehlt aber, dass es langfristig tiberhaupt keine Uber-
schreitung dieses Wertes geben sollte. Ab einem Wert von 90 ppb muss die Bevélkerung in-
formiert, ab 120 ppb muss Ozonalarm ausgeldst werden. Der friiher fir Arbeitsplatze geltende
MAK-Wert von 100 ppb oder der von der OSHA (Occupational Safety and Health Agency) fest-
gelegte Grenzwert von 80 ppb kénnen ebenfalls als unverbindlicher Orientierungswert heran-
gezogen werden. Fir Bliro-Arbeitsplatze sollte allerdings der maximale 8-Stunden-Wert des
Umweltbundesamtes von 60 ppb beachtet werden.

Ozon (O3) bildet sich aus Sauerstoff, z. B. durch Einwirkung von UV-Strahlung, bei sehr hohen
Temperaturen und bei hohen elektrischen Entladungen. Bei den im Projekt untersuchten Ge-
raten wurde Ozon durch Verwendung einer UV-C Quelle in Verbindung mit einem Katalysator
(Titandioxid) produziert. Zudem waren unter den Geraten auch Plasmageneratoren und loni-
satoren, bei denen Ozon als (unerwiinschtes) Nebenprodukt entstehen kénnte. Zum Zeitpunkt
der Anschaffung wurde eines der beiden Gerate nur mit der Produktion von Hydroxylradikalen
und deren Wirksamkeit beworben. Mittlerweile ist auch die Produktion von Ozon Bestandteil
der Produktdokumentation.

Die Ozon-Konzentrationen in der Prifkammer-Luft wurden mit dem Ozon Analysator (APOA
370, Horiba Europe GmbH) bestimmt. Dieser arbeitet nach dem Prinzip der UV-Absorption.
Die zeitliche Auflosung betrug 10 Sekunden bei einem Probenahmefluss von etwa 0,8 L/min.
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5,6 bis 560 nm =03 NOx e 10.000 pfu/m3
60.000 ° 0,30
50.000 0.25
40.000 0,20 ¢
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Abbildung 21: Konzentrationsverléufe von Ultrafeinpartikeln, Ozon, Stickoxiden und MS2-
Phagen in der Priifkammer mit laufendem Luftreiniger (Ozongenerator)

Die Wasserloslichkeit von Ozon wird im Vergleich zu anderen Reizgasen einerseits und Sauer-
stoff andererseits sehr unterschiedlich eingeschatzt [55]. Aufgrund der moglichen hohen
Ozonkonzentration in der Probenahmeluft stellte sich im Hinblick auf die verschiedenen Sam-
melverfahren mit trockener oder nasser Deposition die Frage, ob dort das Ozon wahrend und
nach der Sammlung noch unterschiedlich stark nachwirken kann. Zur Klarung dieser Frage,
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wurden 1,5 ml MS2-Phagen-Suspension in einer kleineren 1 m3-Kammer vernebelt und an-
schliefend ohne laufenden Luftreiniger (Natural Deacy) parallel Proben mit Impingern, Teflon-
und Gelatine-Filtern entnommen. Da in der kleineren Kammer damit die 5 bis 6fache Phagen-
konzentration (im Vergleich zur 30 m3 Kammer) vorlag und viele Luftproben gleichzeitig ent-
nommen wurden, wurde die Sammelzeit auf 5 Minuten beschrankt. Die Durchflussgeschwin-
digkeit wurde wie bei den Kammermessungen auf 11 L/min fir die Impinger und auf 3,5 L/min
fiir die Filterkopfe eingestellt. Die so bereits vorab quantitativ gleich mit Phagen beaufschlag-
ten Sammelmedien wurden anschlieBend einer weiteren Luftprobenahme aus der 30m3-Kam-
mer ohne Luftreiniger und ohne Surrogate aber mit etwa 200 ppb Ozon in der Kammerluft
zugefiuhrt. Jeweils eine beaufschlagte Probe von jedem Sammelmedium wurde davon ausge-
nommen. Die Probenahmedauer betrug hier wieder 15 Minuten. Die Ergebnisse sind Abbil-
dung 22 zu entnehmen. Wie im Vergleich der Sammelmethoden auch bereits beschrieben,
zeigen die mit Impingement ermittelten Konzentrationen einen, der natural decay entspre-
chenden stetig abnehmenden Verlauf.
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Abbildung 22: Konzentrationen luftgetragener MS2-Phagen (Kammer ohne Umwidilzung,
ohne Luftreiniger) anhand der Ergebnisse verschiedener Sammelmedien mit anschliefSender
Ozon-Exposition

Dabei scheinen die Konzentrationen aber durch die nachtragliche Durchstromung des Sam-
melmediums mit Ozon-haltiger Kammerluft zusatzlich reduziert zu werden, da die Konzentra-
tionen in regularen Natural Decay-Messreihen auf etwa 50 % des Startwertes abfallen (s. a.
Abbildung 4). Diese Reduktion fallt fiir die trockene Sammlung auf dem PTFE-Filter starker aus
als fur die Sammlung in wassriges Medium (AGI30). Bei der Priifung von Luftreinigern welche
Ozon in die Kammerluft emittieren, muss daher eine moégliche nachtragliche inaktivierende
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Wirkung durch die Probenahme selbst — insbesondere bei Verwendung von Filterkdpfen — be-
riicksichtigt werden. Das Risiko einer Uberschatzung der Wirksamkeit des gepriiften Luftreini-
gers ist somit vorhanden, aber beim Einsatz von Impingement als Sammelmethode geringer.

Tabelle 5 zeigt die nach 90 Minuten Luftreinigerbetrieb maximal ermittelten Ozon-Konzentra-
tionen in der Priifkammer. Die hochsten Werte wurden mit 539 und 463 ppb erwartungsge-
mal von zwei Geraten mit Ozonierung als Wirkprinzip erhalten. Ein bei dem dritten Gerat mit
Ozonierung eingesetzter Aktivkohlefilter (Gerat g) scheint einer Freisetzung von Ozon in die
Kammerluft entgegengewirkt zu haben.

Tabelle 5: maximal ermittelte Ozon-Konzentrationen in allen Priifdurchgéngen innerhalb
von 90 Minuten fiir die 11 untersuchten Luftreiniger

Wirkprinzip

Plasma-

Luft-
ini Filtration Elektro- genera- Hydroxylgene- o
reiniger (HEPA) uv at tor Ozon A 3
sta rator

/loni- ppm

sator
a X X 0,002
b X 0,003
C X 0,017
d X 0,017
e X 0,463
f X 0,006
g X X X X X 0,001
h X X X 0,001
i X X 0,001
j X X 0,001
k X X 0,539

Ein geringer Anstieg der Ozonkonzentrationen war auch bei zwei weiteren UV-Strahlungs-ba-
sierten Geraten ohne weitere Filtrationseinheiten (Gerate c und d) sowie auch bei dem Elekt-
rostaten (Gerat f) zu beobachten. Nach 90 Minuten Laufzeit lagen die Konzentrationen noch
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weit unterhalb moglicher Orientierungswerte. Da die Konzentrationen in der statischen Prf-
kammer aber stetig anstiegen (s. a. Abbildung 21Abbildung 23) muss davon ausgegangen wer-
den, dass im Dauerbetrieb dieser Luftreiniger weit hohere Konzentrationen erreicht werden
kénnen.

4.7.2. Stickoxide

Stickoxide oder Stickstoffoxide ist eine Sammelbezeichnung fiir die gasférmigen Oxide des
Stickstoffs. In Bezug auf die Luftqualitdt werden oft vereinfacht nur die beiden wichtigsten
Verbindungen NO (Stickstoffmonoxid) und NO; (Stickstoffdioxid) betrachtet. Sie entstehen oft
als Produkte unerwiinschter Nebenreaktionen zum Beispiel bei Verbrennungsprozessen. Auch
bei hohen elektrischen Entladungen kann Luftsauerstoff und der reaktionstrage Stickstoff mit-
einander zu Stickstoffmonooxid NO reagieren. Das farblose Stickstoffmonooxid ist an der Luft
nicht bestandig und reagiert schnell mit weiterem Sauerstoff zu braunlichem Stickstoffdioxid.
Gemische aus Stickstoffmonooxid und Stickstoffdioxid, die nitrosen Gase, wirken als starke
Atemgifte. Nach Einatmen dieser Gase treten Reizerscheinungen der Nasen-, Rachen- und Au-
genschleimhaute auf. Bei hoherer Konzentration kdnnen Lungenddeme hervorgerufen wer-
den. Dabei ist NO2 jedoch nur etwa 1/20 bis 1/10 so wirksam wie Ozon [56] [57] - NO noch
geringer. In der EU-Richtlinie 2008/50/EG, mit der 39. BImSchV in deutsches Recht umgesetzt,
soll seit 2010 ein Jahresgrenzwert von 40 pug/m?3 im Jahresmittel nicht Gberschritten werden.
Der Stunden-Grenzwert zum Schutz der menschlichen Gesundheit liegt fiir Stickoxide (NO und
NO;) bei 200 pg/m? (entspricht bei 20 °C etwa 0,16 ppm NO bzw. 0,1 ppm NO3), der nicht 6fter
als 18-mal pro Jahr tberschritten werden darf.

Das Umweltbundesamt gibt Richtwerte fir Innenrdume von 80 pg/m? (0,03 ppm bzw. 0,04
ppm) im Mittel einer Stunde und 40 pg/m? als Jahresmittelwert vor. Als kurzfristiger Alarm-
wert werden 250 pg/m3 angegeben.

Als Arbeitsplatzgrenzwert von NO, werden 950 pg/m? festgelegt mit zahlreichen Ausnahmen.
Dieser hohe Wert gilt allerdings insbesondere fiir die Arbeitnehmer, die an ihrem Arbeitsplatz
erhohter Stickstoffdioxid-Belastung ausgesetzt sind, also nicht in Bliros arbeiten. Das Umwelt-
bundesamt empfiehlt - auch in Innenrdaumen - den maximalen Wochen-Mittelwert auf 40
pg/m?3 (0,03 ppm bzw. 0,02 ppm) festzusetzen.

Tabelle 6 zeigt die Konzentrationen an Stickoxiden die bei Priifung der jeweiligen Luftreiniger
im Verlauf von 90 Minuten maximal in der Kammerluft erreicht wurden. Ein Wert von 0,002
bis 0,003 ppm muss hierbei als Hintergrundwert gelten, da diese auch in der Priifkammer ohne
laufendem Luftreiniger vorlagen. Einen tatsachlichen Anstieg der NOx-Konzentrationen zeig-
ten Messreihen mit Gerat a und Gerat f, sowie ganz leicht auch mit Gerat e, h und i. Diese
Gerate bendtigen fir ihre Wirkweisen hohe elektrische Spannungen. Auch Gerat g enthilt je-
weils eine auf Plasmageneration und elektrische Abscheidung basierende Einheit fiir die ho-
here elektrische Spannungen angelegt werden, hier konnten keine ansteigenden Stickoxid-
Konzentrationen gemessen werden.
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Tabelle 6: maximal ermittelte NOx-Konzentrationen (Summe aus NO und NO2) in allen
Priifdurchgéngen innerhalb von 90 Minuten fiir die 11 untersuchten Luftreiniger

Wirkprinzip

Plasma-

Luft-
ini Filtration Elektro- genera- Hydroxylgene- [NO
reiniger (HEPA) uv tat tor Ozon ¢ X
sta rator

/loni- ppm

sator
a X X 0,014
b X 0,003
C X 0,003
d X 0,003
e X 0,006
f X 0,026
g X X X X X 0,003
h X X X 0,005
i X X 0,005
j X X 0,001
k X X 0,002

Wenn Luftreiniger Filtrationseinheiten mit Aktivkohle enthalten, welche hinter die Stickoxid-
produzierenden Einheiten positioniert sind, kdnnen die Stickoxid-Konzentrationen dadurch
wieder gesenkt werden. Es ist davon auszugehen, dass eine Laufzeit der Luftreiniger von mehr
als 90 Minuten zu einem weiteren Anstieg der NOX-Konzentrationen fiihrt, da die Kurven ste-
tig anstiegen (s. Abbildung 23). Eine Uberschreitung des Wochen-Mittelwertes wurde im Un-
tersuchungszeitraum von 90 Minuten nur fir ein Gerat festgestellt (Elektrostat). Bei einer lan-
geren Laufzeit wiirden aber mit hoher Wahrscheinlichkeit noch weitere Gerate hinzukommen.
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Abbildung 23: Konzentrationsverlédufe von Feinpartikeln, Ozon, Stickoxiden und MS2-Pha-
gen in der Priifkammer mit laufendem Luftreiniger (Elektrostat)

4.7.3. Zugluft

Zugluft ist eine erhohte Luftbewegung, die zu einer ortlichen Abkihlung des menschlichen
Korpers fihren kann. Die Luftgeschwindigkeit wird je nach Lufttemperatur, Aktivitatsgrad, Be-
kleidungszustand, Luftfeuchte und Anderungsfrequenz der Luftgeschwindigkeit und -richtung
(Turbulenz) unterschiedlich empfunden. Grundsatzlich empfinden Personen bei koérperlicher
Arbeit eine erh6hte Luftgeschwindigkeit als weniger storend. Hohere Luftgeschwindigkeiten
fordern die Verdunstung auf der Haut und dadurch die Warmeabgabe. Luftgeschwindigkeits-
schwankungen werden sehr sensibel auf der Haut als Temperaturschwankungen bzw. zentral
als Warnsignal wahrgenommen [58]. Auch wenn Zugluft kein unmittelbares Gesundheitsrisiko
darstellt ist sie flr die Akzeptanz und damit die korrekte und so auch effektive Anwendung
eines Luftreinigers von Bedeutung. Untersuchungen bei einer Lufttemperatur von 23°C erga-
ben, dass dabei laminare Luftstrémungen bei gleicher Luftgeschwindigkeit weniger stérend
empfunden werden als turbulente [59]. Somit wird Zugluft mit hohem Turbulenzgrad, insbe-
sondere bei sitzender Tatigkeit, mit wenig kdrperlicher Arbeit, als besonders stérend empfun-
den. Fir mobile Klimageradte zum Beispiel kann von einem Turbulenzgrad im Bereich von ca.
40 % ausgegangen werden [60]. Unter den Auslegungskriterien fiir die lokale thermische Un-
behaglichkeit sind in der DIN EN 16798-1 [61] zulassige Luftgeschwindigkeiten in Abhangigkeit
von Temperatur und Turbulenzgrad zwischen 0,1 m/s (Winter) und 0,3 m/s (Sommer) ange-
geben.

Als empfindlich gegeniiber Luftbewegungen gelten der menschliche Schulter-Nacken-Bereich
und der FuRRgelenk-Bereich sowie die riickwartige Korperseite. Das Empfinden der Luftge-
schwindigkeit ist im Wesentlichen abhangig von der "Gleichféormigkeit" der Stromung bzw.
dem Turbulenzgrad und dem damit verbundenen Zugluftrisiko sowie der Lufttemperatur.
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Man unterscheidet gerichtete und ungerichtete Luftstromungen. Die Anstromrichtung ist ein
wesentliches Kriterium zur Beurteilung der Arbeitsplatzsituation bzw. zur Optimierung der kli-
matischen Situation (z.B. durch Veranderung der Anordnung von Arbeitspldtzen und der Posi-
tionierung eines oder mehrerer Luftreiniger). Die Anordnung der Luftein- und -austrittsoff-
nungen am Luftreiniger wird bei der Anschaffung im Idealfall im Hinblick auf die zukiinftige
Positionierung schon beachtet. Tischgerate haben in der Regel einen niedrigeren Luftumsatz
und damit meist niedrigere Luftgeschwindigkeiten, sind in ihren Positionen oftmals aber
raumlich naher an den Arbeitsplatzen. Bei Wand-, Decken- oder Standgerdaten mit hohem
Luftumsatz sollten die gegenliber Zugluft empfindsamen Koérperregionen nicht direkt ange-
stromt werden kdnnen.

Die (gereinigte) Luft wurde bei allen untersuchten Luftreinigern in einem Uber die Auslassfla-
che weitestgehend gleichférmigen Luftstrom an die Raumluft abgegeben. Lamellengitter wirk-
ten dabei bei den meisten Luftreinigern als Gleichrichter des Luftstromes. Die Luftgeschwin-
digkeit direkt an Luftein- und -auslass wurde mit einem Hitzedrahtanemometer (TSI Veloci-
calc) ermittelt. Gegeniiber dem ebenfalls eingesetzten Fligelradanemometer (Hontzsch HFA)
wurden mit dem Hitzedrahtanemometer héhere Luftgeschwindigkeiten ermittelt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Mittelwerte der Ergebnisse aus Messungen der Luftaustrittsgeschwindigkeit mit
zwei verschiedenen Luftgeschwindigkeitsmessern

Luft-reiniger Luftaustrittsgeschwindigkeit Luftaustrittsgeschwindigkeit
mit Hitzedrahtanemometer [m/s] mit Fligelradanemometer [m/s]

a 5,55 4,11

b 5,02 4,7

c 16,06 15,21

d 2,51 2,11

e 4,06 1,36

f 4,63 3,41

g 1,52 1,85

h 7,03 6,8

i 10,22 7,81

i 1,67 2,08

k 3,21 1,11
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Tabelle 8: Mittlere 1-Minuten-Maxima der Luftgeschwindigkeit an Luftein- und auslass der

Luftreiniger
Luftreiniger mittleres Maxi- STABW mittleres Maximum STABW
mum  Einlass Auslass [m/s]
[m/s]
a 0,90 0,0321455 5,55 0,55108983
b 2,70 0,04582576 5,02 1,13696966
c 0,42 0,02 16,06 4,33621955
d 0,69 0,12489996 2,51 0,19078784
e 2,38 0,12489996 4,06 0,35594943
f 1,23 0,27 4,63 0,19078784
g 1,21 0,18520259 1,52 0,3318132
h 0,65 0,13527749 7,03 0,22271057
i 2,73 0,09 10,22 1,38578498
i 1,61 0,70192592 1,67 0,36041643
k 0,78 0,13228757 3,21 1,06409586

Dies kdnnte mit leichten Turbulenzen an der Messposition (5 cm Abstand, mittig tiber Off-
nung), welche die exakte Ausrichtung des Fliigelradanemometers im Luftstrom erschwerten,
und einer héheren Empfindlichkeit des Hitzedrahtanemometers bei niedrigen Luftgeschwin-
digkeiten, zu erklaren sein. An jedem Gerat wurden in der hochsten Reinigungsstufe jeweils
drei 1-minitige Geschwindigkeitsmessungen mit dem Hitzedrahtanemometer durchgefiihrt
und ein Mittelwert aus den drei 1-Minuten-Maxima gebildet.

Eine Luftstromung mit wechselnder Intensitat kann anhand von Standardabweichungen der
Luftgeschwindigkeitsmessungen festgestellt werden [62]. Die vorliegenden Standardabwei-
chungen (Tabelle 8) wurden jedoch zu den gefundenen Maximalwerten berechnet und kon-
nen daher nur naherungsweise zur Ableitung wechselnder Intensitdten herangezogen wer-
den. Eine Berechnung des Turbulenzgrades und des Zugluftrisikos [63] ist damit nicht zulassig.
Da aber das Zugluftrisikos neben dem Turbulenzgrad, ebenso stark von der Umgebungstem-
peratur und auch von der individuellen Positionierung des Luftreinigers im Anwendungsfall
abhangt, kann dieses priifseitig ohnehin nicht vorhergesagt werden. Generell kann nur fest-
gehalten werden, dass hohere Luftgeschwindigkeiten an Luftein- und -auslass des Luftreini-
gers, bzw. starkere Luftbewegung, das Risiko fiir die Entstehung von Zugluft erhdéhen. Hier ist
es dann hilfreich, wenn die Luftreiniger so positioniert werden, dass Personen, insbesondere
Schulter-Nacken-Bereich und FuRgelenk-Bereich sowie die riickwartige Korperseite, nicht di-
rekt angestromt werden. Die Maximalwerte der Luftaustrittsgeschwindigkeiten wurden erho-
ben, um eben diese besonders hohen auftretenden Luftgeschwindigkeiten direkt am Luftrei-
niger vergleichend zu erfassen, da sie am ehesten auch weit in den Raum hineinwirken und
gegebenenfalls auch in einiger Entfernung als Zugluft wahrgenommen werden kénnen. Bei
allen gepruften Luftreinigern war die Luftgeschwindigkeit am Luftauslass hoher als am -ein-
lass. Eine hohe Luftaustrittsgeschwindigkeit muss dann allerdings nicht zur Abwertung eines

Luftreinigers flihren, da die Stromungsrichtung (zum Beispiel bei einem Luftauslass nach oben)
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genauso maligeblich ist. Das Zugluftrisiko und damit die Wahrscheinlichkeit fiir einen bestim-
mungsgemallen und effektiven Einsatz des Luftreinigers ist jeweils nur im konkreten Anwen-
dungsfall zu bestimmen und die Luftaustrittsgeschwindigkeit kann bei der Einschatzung vorab
hilfreich sein.

4.7.4. Schall

In der TA Larm [64] werden Hochstgrenzen festgelegt fiir Innenrdume (25 dB nachts, 35 dB
tagsiiber). Zum Schutz vor Larmeinwirkungen am Arbeitsplatz gilt zunachst die Larm-Vibrati-
ons-Arbeitsschutzverordnung (LarmVibrationsArbSchV). Darin werden, je nach Art der Tatig-
keit, Dauer und spezifischem Ort der Gerdauschexposition verschiedene Grenzwerte festgelegt.
Die Auslosewerte in Bezug auf den Tages-Larmexpositionspegel liegen bei 80 bzw. 85 dB(A)
(unterer und oberer Auslosewert) und die Auslosewerte fiir den Spitzenschalldruckpegel be-
tragen: 135 bzw. 137 dB(C). Fir Arbeitsstatten mit Schalldruckpegeln unterhalb des Pegelbe-
reiches der Gehorgefahrdung wie Blros, gibt zusatzlich die DIN 45645-2:2012-09 Messvor-
schriften fiir die Ermittlung von Beurteilungspegeln an [65]. Die jeweils vom Hersteller ange-
gebenen maximalen Schallleistungen sind in Tabelle 9 aufgelistet. Zu erkennen ist, dass bis auf
eine Ausnahme, Filtrationsgerate (alle mit HEPA-Filter) zu den lauteren Geraten gehdren. Das
lasst sich mit dem erhdhten Luftwiderstand durch die Filter erklaren.

Tabelle 9: Untersuchte Luftreiniger mit Wirkprinzipien und herstellerseitigen Angaben zur

Schallleistung

Luft- Wirkprinzip maximale  Schall-

reiniger Filtration UV  Elektrostat Plasma- Ozon  Hydroxyl- ::.Ii::si;Ea:A)
generator generator
/lonisator

a X X 56

b X 47

C X a7

d X 44

e X 37

f X 50

g X X X X X 25

h X X X 53

i X X 51

i X X 60

k X 30
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Acht der elf verwendeten Gerate waren mit einem Schalldruckpegel von iber 40 dB ausge-
wiesen. Dies Ubersteigt die Hochstgrenze der TA Larm fir Innenrdume tagsiliber [64]. Die Ar-
beitsstattenverordnung Anhang Nr. 3.7 (teilweise erganzt durch die Technischen Regeln fiir
Arbeitsstatten, ASR) besagt, dass der Schalldruckpegel so niedrig zu halten ist, wie es in dem
jeweiligen Betrieb moglich ist. Flir die konzentrierte Arbeit am Bliro-Arbeitsplatz missen sehr
viel strengere MaRstdabe herangezogen werden als beispielsweise in handwerklichen Betrie-
ben. Fir iberwiegend geistige Tatigkeiten oder bei notwendiger Kommunikation mit Kunden
und Anforderung an eine sehr gute Sprachverstdandigung wird ein Schalldruckpegel von maxi-
mal 40 dB(A) bis 45 dB(A) als geeignet betrachtet. In bestimmten Situationen, wie zum Beispiel
Arbeit in Call Centern und bei Bildschirmarbeit im gewerblichen Umfeld oder bei routinema-
Riger Biroarbeit waren auch bis 55 dB(A) akzeptabel. Bei einem solchen Beurteilungspegel
von maximal 55 dB(A) am Tag ist der Tages-Larmexpositionspegel nach 3 Stunden bei 60 dB(A)
(lautestes Gerat der Untersuchung) bereits erreicht. Allerdings ist zu beachten, dass aufge-
stellte Luftreiniger eine zusatzliche Larmquelle darstellen, die zu dem bereits vorhandenen
Larm hinzugerechnet werden und zur Bewertung der Belastung (bzw. Beldstigung) durch den
Larm die Art der Tone bericksichtigt werden muss. Hohe und schrille Téne werden allgemein
als unangenehmer empfunden als tiefe Tone und wahrend Gesprache (im Mittel 50 dB [66])
und nicht vorhersehbarer Larm eher als stérend empfunden werden, werden in Frequenz und
Lautstarke gleichbleibende Gerausche, wie zum Beispiel von Computerliftern, leichter tole-
riert. So kann am Beispiel eines Call-Centers mit einem bereits vorhandenen Pegel von 51
dB(A) ein zusatzlicher Luftreiniger mit einer Schallleistung von 53 dB(A) den 8h-Larmexpositi-
onspegel auf 55,1 dB(A) erhéhen, ohne selbst als besonders storend empfunden zu werden.
Zudem ist fur die Larmeinwirkung die Position ein entscheidender Faktor.

4.7.5. UV C-Strahlung

Die Nukleinsdauren DNA und RNA sind sehr gute Chromophore im ultravioletten (UV) Bereich,
mit einem Absorptionsmaximum bei 260 nm. Die Absorption von UV-Strahlung in diesem Wel-
lenlangenbereich flihrt zur Anregung der Basen, was zur Reaktion mit Nachbarbasen und da-
mit zur Entstehung von Mutationen fiihren kann. Der wichtigste so entstehende Strahlungs-
schaden ist das CyclobutanPyrimidin-Dimer (CPD), das sich zwischen benachbarten Thymin-,
Cytosin- oder Uracil-Einheiten bilden kann. Das weitaus haufigste Produkt (bei DNA) ist das
Thymin-Dimer, welches bereits innerhalb sehr kurzer Zeit nach Anregung entstehen kann [67].
Dies macht man sich bei der Desinfektion mit UV-Strahlung zunutze, indem durch eine ausrei-
chende Strahlendosis Konformitatsanderungen der DNA oder RNA entstehen und die Replika-
tion der Pathogene behindert wird. Diese verlieren damit ihre Infektiositat und werden so
inaktiviert statt aus der Luft entfernt. Bakterien, Pflanzen und Pilze besitzen dabei aber durch
das Enzym Photolyase die Moglichkeit zur Reparatur dieser Schaden (sog. Photoreaktivie-
rung). Viren werden folglich nachhaltiger inaktiviert als Bakterien (s. a. Abbildung 4).

Die in dieser Untersuchung in den Luftreinigern eingesetzten UV-Lampen emittierten Strah-
lung der Wellenlange 254 nm. Wird die Haut oder das Auge einer direkten UV-C Strahlung

ausgesetzt kdnnen beim Menschen ebenso bereits nach kurzer Zeit Veranderungen im Erbgut
46 /73



der Zellen entstehen. Als kurzfristige Effekte sind zum Beispiel Binde- und Hornhautentziin-
dungen und entziindliche Rétungen der Haut (Erytheme / Sonnenbrand) sowie eine Schwa-
chung des Immunsystems beschrieben. Als langfristige Wirkung kann es zur Entstehung von
Grauem Star (Linsentriibung) kommen, vermehrter Hautalterung durch Zerstérung elastischer
Fasern, sowie zu verschiedenen Hautkrebs-Formen durch Mutationen im Erbgut von Hautzel-
len. Als Alternative zur Bestrahlung mit Strahlung der Wellenlange 254 nm zu Desinfektions-
zwecken kann auch Strahlung mit einer Wellenlange von 222 nm eingesetzt werden. Mit die-
ser Wellenlange werden vor allem Proteine zerstort, wobei dafilir h6here Strahlendosen erfor-
derlich sind als mit 254 nm. Da diese Strahlung nur eine sehr geringe Eindringtiefe hat, wird
ein Einsatz auch ohne Abschirmung und in personenbesetzen Raumen diskutiert . Bisher ist
allerdings auf dem deutschen Markt kein solcher Luftreiniger erhaltlich (s. 4.3).

Flr Arbeitsplatze an denen UV-Strahlung entweder bewusst eingesetzt wird (z. B. zur Desin-
fektion oder um Kleber zu trocknen) oder als Nebeneffekt auftreten (z. B. beim Schweil3en)
gelten die UV-Grenzwerte der EU Richtlinie 2006/25/EG. Diese Richtlinie legt europaweit ein-
heitliche Expositionsgrenzwerte fir kinstliche optische Strahlung (inklusive UV-Strahlung)
fest. Der dort angegebene Expositionsgrenzwert fiir den Wellenlangebereich 180 — 400 nm
(UV-A, -B, -C) liegt bei 30 J/gm und soll vorrangig dem Schutz vor kurzfristigen und langfristi-
gen Haut- und Augenschaden dienen. In die Berechnung sind wellenlangenspezifische Ge-
wichtungsfaktoren mit eingeflossen, welche die biologische Wirksamkeit der untersuchten
Wellenlange widerspiegeln. Um den Grenzwert nicht zu Giberschreiten, darf dann die Bestrah-
lungsstarke der UV-Quelle, bei einer 8 stiindigen gleichméaRigen Exposition, 1 mW/m? nicht
Uberschreiten. Die Verordnung zum Schutz der Beschaftigten vor Gefahrdungen durch kiinst-
liche optische Strahlung ist am 27. Juli 2010 auch in der deutschen Gesetzgebung in Kraft ge-
treten (BGBI. I. Nr. 38).

Von den elf untersuchten Luftreinigern enthielten sechs UV-C-Strahlung emittierende Lam-
pen, entweder zur Bestrahlung der durchstrémenden Luft oder zur Bestrahlung von internen
Bauteilen (z. B. Filtermatten). Auch Hydroxyl- und Ozongenerator enthielten UV-Lampen. In
der Regel wird die UV-Strahlung dabei gut abgeschirmt, so dass keine Strahlung nach auRen
dringen kann. Allerdings ist denkbar, dass Schwachen in der Konstruktion oder im Material (z.
B. bei Geraten der unteren Preiskategorien) dazu fiihren kdnnen, dass Strahlung austreten
kann. Beim Einsatz eines solchen Luftreinigers in Betreuungs- und Bildungseinrichtungen mit
Kindern muss dabei zusatzlich bedacht werden, dass der Strahlengang auch fir kleinere Kin-
derhdnde unzugénglich sein sollte und Kinder aus anderen Positionen heraus in den Luftreini-
ger schauen kénnen.

Aus diesem Grund wurden die Messungen der UV-Strahlung in zehn Zentimetern Entfernung
an allen freien Seiten des Gerates vorgenommen. Die Messungen fanden in einem moblierten
Testraum statt in dem die Luftreiniger (mit Ausnahme des Wandgeréates) nach Herstelleran-
gaben positioniert und in Betrieb genommen wurden. Verwendet wurde ein UV-Meter von
Gigahertz-Optik mit XD-9506 Messkopf und das X1-Optometer UV B/C mit ACGIH (skin effec-
tive irradiation)-Messkopf. Der jeweils hochste gemessene Wert in pW/m? aus drei Wieder-
holungsmessungen an allen Seiten wurde als Ergebnis in Tabelle 10 festgehalten.
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Tabelle 10: emittierte UV-Strahlung der Gerdte in uW/m? als maximal gemessener Wert in
zehn Zentimetern Entfernung vom Geriit

Wirkprinzip
Plasma-
Luft- o genera- UV C-Strahlung
reiniger | Filtration UV Elektro- tor Oz0n Hydroxylgene- [;;wW/m?
(HEPA) stat Jloni- rator (maximaler Wert in
sator 10 cm Entfernung)
a X X 230
b X 7241
c X 7262
d X 3200
e X 260
f X 210
g X X X X X 230
h X X X 290
i X X 230
j X X 230
k X X 870

Gerate d und k wurden darlber hinaus auch am 10.08.2023 in der Priifstelle der BG ETEM in
K6In geprift (s. Anhang). Gemessen wurde mit dem kalibrierten Spektrometer (spektrale Mes-
sung der Bestrahlungsstarke) der Fa. Instrument Systems, Typ: CAS 140 CT-152, SN
136314211, mit der Einkoppeloptik EOP-146. Gerat d wurde dafiir ausgewahlt, weil Gerat d
der giinstigste UV-basierte Luftreiniger in der Untersuchung war (durch mangelhafte Abschir-
mung eventuell Austritt von UV-C-Strahlung moglich), in den Messungen zur emittierten UV-
Strahlung im Testraum aber die niedrigeren Werte unter den UV-basierten Geraten aufwies.
Die Messungen im Priifstand der BG ETEM zeigten, dass es entscheidenden Einfluss hatte, an
welcher Stelle des Gerates die Messungen vorgenommen wurden. Sehr dicht am oberen Luft-
auslass war die UV-C Strahlung bei Gerat d deutlich geringer als an der unteren Ansaugung auf
Hohe der Strahlungsquelle. Je dichter (weniger als 10 cm Abstand) am Lufteinlass gemessen
wurde umso hoher war die UV-C Strahlung. Trotzdem war das Messergebnis flir Gerat d um
etwa den Faktor 2 kleiner als fiir Gerat k. Auch bei Gerat k verringerte jeder Zentimeter mehr
Abstand zu den Liftungsgittern die UV-Exposition. Insgesamt ergaben sich fir beide Gerate

Werte oberhalb von 1 mW/m?2. Fur das Tischgerdt k wurden direkt am Lufteinlass mit dem
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ACGIH-Messkopf 12,2 mW/m? gemessen. Mit 10 cm Entfernung (s. Tabelle 10) von dem Luf-
teinlass wurden nur noch 0,87 mW/m? ermittelt. Da eine dauerhafte Exposition selbst in zehn
Zentimetern unwahrscheinlich ist, miissen die Gerate die in den Messungen Strahlungsstar-
ken von Gber 1000 uW/m?3 aufwiesen, nicht unbedingt als gefdhrlich oder unsicher eingestuft
werden. Hier ist es wichtig zu beachten, ob die betreffende Position Giberhaupt erreicht wer-
den kann. Bei allen Geraten waren die hdchsten Werte je nach Einbauposition der UV-Lampe
an Luftein- oder -auslass zu messen. Gerat b war ein Wandgerat, bei dem die Luft seitlich zu-
und abgefiihrt wurde. Gerat c zeigte die hohen Werte am Luftauslass, welcher aber oben an
dem hohen Standgerat lag. Eine langer andauernde Exposition kann hier also ausgeschlossen
werden. Im Gegensatz zu Gerat d kann bei diesen beiden aufgrund der Position und Bauweise
auch nicht in den Strahlengang gefasst oder geschaut werden. Das etwa 80 cm hohe Gerat d
hatte hingegen oben am Luftauslass eine Offnung die fiir den Messkopf (und fiir Finger oder
Kinderhdande) breit genug war um ihn mittig Gber dem Luftauslass in den Strahlengang zu
schieben. Hier wurden 23 mW/m? gemessen. Das glinstigste Gerat in dieser Untersuchung
war Gerat h. Dieser Luftreiniger hatte eine photokatalytische Filtereinheit mit UV-Lampe ver-
baut, welche zwischen den Filterplatten positioniert war. Bei diesem Gerat waren zwar leicht
hohere Strahlungsstarken messbar als bei anderen Geraten ohne UV-Einheit, lagen aber noch
weit unter 1000 uW/m?2. Allerdings lieR sich dieses Gerat auch ohne korrekt eingesetzte Filter-
platten betreiben. Dann erreichte die Strahlungsstarke in zehn Zentimetern Entfernung zum
Luftreiniger 1000 mW/m? (Honle UV Meter, Messkopf UVC F0). Solche Gefahrenquellen soll-
ten unbedingt beachtet und moglichst konstruktionsseitig ausgeschlossen werden.

4.8. Bewertungsmaf3stab fiir Virenreduktion

Zur Bewertung von Luftreinigern wurde die Clean Air Delivery Rate (CADR) in den 1980er Jah-
ren von der Association of Home Appliance Manufacturers (AHAM) entwickelt. Sie dient als
einheitlicher MaRstab zur Bewertung der Effizienz von Luftreinigern bei der Entfernung von
spezifischen Luftschadstoffen. Die CADR misst die Reinigungsleistung urspriinglich in KubikfuR
pro Minute (CFM) und bewertet die Entfernung von Rauch (kleinste Partikel, 0,09 - 1,0 Mikro-
meter), Staub (mittelgroBe Partikel, 0,5 - 3,0 Mikrometer) und Pollen (grofRte Partikel, 5,0 -
11,0 Mikrometer)[69]. Ein hoher CADR-Wert zeigt eine grofRere Reinigungsleistung und Effizi-
enz eines Luftreinigers an. Die CADR war einer der ersten objektiven, vergleichbaren Mal3-
stabe zur Luftreinigerbewertung und findet heute breite internationale Anwendung. Die Me-
thodik des CADR-Tests umfasst standardisierte Testbedingungen, bei denen die Anzahl der
Schadstoffpartikel vor und nach der Reinigung gemessen wird. Auch andere Priifstandards fir
Luftreiniger wie der chinesische Standard GB/T 18801-2022 [70], der kanadische Standard CSA
C22.2 No. 187-M1986 (R2014) [71] und der japanische Standard JEM 1467 [72] definieren die
Leistungs- und Sicherheitsanforderungen von Luftreinigern und legen Prifmethoden fest.
Trotz ihrer weiten Verbreitung und Akzeptanz hat die CADR als Bewertungsmalstab auch ihre
Grenzen. So werden in den Standards bisher nicht alle Arten von Schadstoffen, wie fllichtige
organische Verbindungen (VOCs) oder gasformige Schadstoffe berlicksichtigt und sie sind we-
niger relevant fiir ultrafeine Partikel, die kleiner als 0,3 Mikrometer sind. Aufgrund der weiten
49/73



Akzeptanz bleibt die CADR aber ein entscheidender Faktor bei der Bewertung der Effizienz von
Luftreinigern.

Wahrend der CADR-Wert ein etablierter MaRstab fir die allgemeine Effizienz von Luftreini-
gern ist, gibt es spezifische Tests und Standards, die zur Bewertung der Virenreduktion von
Filtersystemen herangezogen werden kdnnen. Die ASTM (American Society for Testing and
Materials) Normen F2101 (Testmethode zur Bewertung der bakteriellen Filtrationseffizienz
von Gesichtsmasken) und F2100 (Spezifikation fiir Leistungsanforderungen fiir medizinische
Gesichtsmasken) werden genauso auf Luftfilter und Filtrationsmaterialien angewendet um
ihre Wirksamkeit bei der Entfernung von Viruspartikeln zu bewerten wie andere zahlreiche
nationale Normen und Prifvorschriften. Die Microbial Reduction Rate (MRR) gibt dann die
Rate der Reduktion mikrobieller Partikel, einschlielich Viren, an. Diese wird oft in Prozent
angegeben und beschreibt, wie effektiv ein Filtersystem bei der Entfernung oder Inaktivierung
von Mikroben aus der Luft ist. Immer haufiger finden sich auch modifizierte CADR-Tests, um
die Wirksamkeit von Luftreinigern gegen spezifische biologische Aerosole, einschliefllich Vi-
ren, zu bewerten. Diese Tests nutzen Surrogate oder inaktivierte Viren, um die Filtrationseffi-
zienz und die Luftreinigungskapazitat des Gerats zu bestimmen.

In Deutschland gibt es ebenfalls verschiedene Verfahrensvorschriften (z. B. [73, 74] [75] oder
[76]). Diese finden aber ausschlieflich bei Filtrationsgeraten Anwendung. Auch die ISO 29463-
Serie, basierend auf den EN 1822-Standards, befasst sich mit Hochleistungsfiltern und Filter-
materialien, die zur Luftreinigung verwendet werden. Diese Standards definieren Priifmetho-
den und Klassifikationen fir Filtermaterialien basierend auf ihrer Effizienz bei der Entfernung
von Partikeln in verschiedenen GroRRenbereichen, einschlielich solcher, die kleiner als 0,1
Mikrometer sind, was die GrofR3e vieler Viren umfasst. Werden andere Technologien eingesetzt
als Filtration gibt es kaum Prifvorschriften. Die Experten-Empfehlung des VDI ,Messen von
Innenraumluftverunreinigungen - Anforderungen an mobile Luftreiniger zur Reduktion der ae-
rosolgebundenen Ubertragung von Infektionskrankheiten” [40] gilt fiir raumlufttechnische
Gerate, die zur Verbesserung der Luftqualitdt in Innenraumen eingesetzt werden (insbeson-
dere zur Reduktion von Partikeln, gasférmigen Schadstoffen und Mikroorganismen) und
macht Vorgaben zu deren liftungstechnischer Bewertung und Prifung. In der DIN/TS 67506:
Entkeimung von Raumluft mit UV-Strahlung —UV-C-Sekundarluftgerate [77] werden genaue
Testbedingungen festgelegt, unter denen UV-basierte Luftreiniger auf ihre Leistungsfahigkeit
bei der Entfernung von Viren getestet werden sollen. Diese umfasst unter anderem die Belas-
tung der Luft mit spezifischen Virenpartikeln und die Messung der Reduktionsrate dieser Par-
tikel durch den Luftreiniger. Als Bewertungsmalistab verwendet der DIN-Normenausschuss
Lichttechnik (FNL) analog zur CADR den Term HADR (hygienic air delivery rate) um der mogli-
chen Inaktivierung biologischer Partikel durch UV-Strahlung, ohne Entfernung dieser Partikel
aus der Luft, Rechnung zu tragen. In der Literatur wird entsprechend aulRerdem fiir den Ver-
gleich verschiedener mobiler Luftreiniger auch eine CARm (Clean Air Rate microbial) fur eine
auf mikrobiologische (Bio-)Aerosole angewendete Berechnung nach AHAM Standard AC-1
verwendet [78-80]. In der Ergdanzung zur ANSI/AHAM AC-1-2020 (Portable Electric Room Air

Cleaners) [81] wird die Prifung der Luftreiniger mit MS2-Phagen beschrieben.
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In der vorliegenden Arbeit wurde zu jedem Parameter (Feinpartikel, Ultrafeinpartikel, jewei-
lige Surrogate) eine spezifische CADR berechnet. Dazu wurde die Reduktion der luftgetrage-
nen Konzentrationen durch den Luftreiniger wie flr die Partikel-CADR im zeitlichen Verlauf
gemessen und flr die Berechnung herangezogen. Durch Miteinbeziehung der natdrlichen Ab-
klingrate (Ergebnisse der ,natural decay“-Messreihen) wurde den verschiedenen natirlichen
Verlusten lber die Zeit Rechnung getragen. Die CADR mit der Einheit m®*/h wurde nach Formel
2 berechnet und in Klammern dahinter angegeben, auf welche Prifkomponenten (Partikel,
Bakterien, Phagen) sich der Wert bezieht.

Formel 2 CADR {Priifkomponente} [m{] = H xV * (kt — kn)

mit

H = Anzahl Zeiteinheiten pro Stunde;

V = Volumen der Priifkammer in m3;

kt = im Luftreinigertest ermittelte Abbaukonstante (je Zeiteinheit);
kn = natlirliche Abbaukonstante (je Zeiteinheit)

Die Konzentrationsverlaufe in der Prifkammer sind exemplarisch in Abbildung 24, Abbildung
25 und Abbildung 26 gezeigt. Zu erkennen ist, dass die PFU/m3 MS2 sowohl in der natirlichen
Abklingrate als auch bei Einsatz eines Luftreinigers mit Filtrationseinheit den Kurvenverlaufen
fiir Partikel folgen (Abbildung 24, Abbildung 25). Wird jedoch eine inaktivierende Technologie
zusatzlich eingesetzt, reduzieren sich die Konzentrationen der PFU schneller als die Partikel
(hier UV-Strahlung, Abbildung 26). Dies zeigt noch einmal, wie wichtig ein Bewertungsmal-
stab fir die Virenreduktion getrennt von der Partikelreduktion ist.

51/73



4E+10 ——#5,6bis560nm —=#0,3bis10um e PFy LO00E+09

k=

%) S~

o 3em0 8,00E+08 3
T 6,00E+08

= 2E+10 %

9 4,00E408 =

.E ©

g 1410 2,00E+08 &

I

0 0,00E+00 &

30 75 s

Minuten nach Probenahmestart

Abbildung 24: Konzentrationsverldufe von Feinpartikeln, Ultrafeinpartikeln und MS2-Pha-
gen in der Priifkammer ohne Luftreiniger (natural decay)
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Abbildung 25: Konzentrationsverldufe von Feinpartikeln, Ultrafeinpartikeln und MS2-Pha-
gen in der Priifkammer mit laufendem Luftreiniger (Filtergerdit)
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Abbildung 26: Konzentrationsverlédufe von Ultrafeinpartikeln und MS2-Phagen in der Priif-
kammer mit laufendem Luftreiniger (Inaktivierung durch UV-Strahlung und Filter)
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Abbildung 27: exemplarischer Konzentrationsverlauf von MS2 in der Priifkammer ohne Um-
wdlzung mit laufendem Luftreiniger mit Steigungsgleichung und Bestimmtheitsmaf3

Die Reduktionskurven der Priifkomponenten verlaufen erwartungsgemaR exponentiell und

unterschiedlich stark. Aus den unterschiedlich starken Reduktionen lasst sich nach Transfor-

mation in den LN (logarithmus naturalis) eine Abklingkonstante in Form der Steigung berech-

nen (s. a. Abbildung 27). Diese flieRt als GrofRe in die CADR-Berechnung ein. Die mit Impinge-

ment erhaltenen Werte wiesen dabei stets ein hohes Bestimmtheitsmald auf. Bei sehr effektiv
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arbeitenden Luftreinigern sanken die Phagenkonzentrationen nach einiger Zeit in den Bereich
der unteren Nachweisgrenze ab, was rechnerisch zu einer Abflachung der Steigung fiihrte.
Daher wurden fiir die CADR-Berechnung nur die Werte von TO (erste 15 Minuten nach Luft-
reiniger-Start) bis T5 (Probenahme von Minute 75 bis 89) berticksichtigt (s. a. Tabelle 3).

In Wiederholungsmessungen wurde die Reproduzierbarkeit der erhaltenen Werte ermittelt.
Dazu wurde ein Luftreiniger insgesamt zehnmal in der Prifkammer in unter gleichbleibenden
Bedingungen (Kammer ohne Umwalzung, MS2-Phagen als Virus-Surrogat, Bioaerosolsamm-
lung mit AGI30) gepriift (s. Tabelle 11). Die zehn durch Berechnung erhaltenen CADR (MS2)
lagen sehr dicht beieinander (mit einer Standardabweichung von 2,96). Das angewendete
Prifverfahren fuhrt somit zu reproduzierbaren und belastbaren Ergebnissen. Da die Redukti-
onsraten der natirlichen Abklingraten (Natural Decay) auch leichten Schwankungen unterlie-
gen ist es dabei fir eine moglichst exakte Berechnung der CADR (MS2) notwendig, jeweils
einen zeitlich dicht an der Luftreiniger-Messung erhobenen Natural Decay-Wert fiir die Be-
rechnung zu verwenden.

Tabelle 11: Ergebnisse aus den zehn Priifungen von Gerdit g mit MS2-Phagen in der Kammer
in Modus 2

Messung Nr. BestimmtheitsmaR Steigung CADR (MS2)
1 0,99896601 -0,0900558 100,595757
2 0,99896601 -0,06272925 110,234008
3 0,99663349 -0,05999707 105,608792
4 0,93287155 -0,06901918 102,133904
5 0,98332054 -0,07024976 104,199955
6 0,99193469 -0,07346778 109,59075

7 0,99667607 -0,0705323 104,673944
8 0,95965466 -0,0701708 104,067449
9 0,99218675 -0,06040722 106,303938
10 0,98647875 -0,05964116 105,005351

In Tabelle 12 sind zum leichteren Vergleich nochmals alle wesentlichen Bewertungsparameter
der gepriften Luftreiniger aufgefihrt. Hier zeigt sich das breite Spektrum der Priifergebnisse.
Bis auf eine Ausnahme weisen alle Gerate eine hohere CADR (MS2) als CADR (Ultrafeinparti-
kel) auf, was auf die zusatzlich zur eventuellen Abscheidung stattfindende Inaktivierung von
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Viren hinweist. Gerate ohne HEPA-Einheit zeigen wie zu erwarten eine sehr niedrige CADR
(Ultrafeinpartikel). Werte unter 20 sind zu gering um als nennenswerte Reinigungsleistung zu
gelten und sind mit eher ungerichteten Depositionen in und am Luftreiniger (z. B. Grobfilter)
durch die Luftbewegung zu erklaren. Ein Gerat weist sogar einen negativen CADR-Wert fiir die
Prifkomponente Ultrafeinpartikel auf. Dieser Wert liegt innerhalb der Schwankungsbreite der
CADR-Berechnungen (s. a. vorhergehenden Abschnitt). Es ist allerdings auch durchaus denk-
bar, dass es bei diesem Gerat (Ozongenerator) durch Ozonreaktionen mit organischen Verbin-
dungen zur Bildung von partikularen Sekundarprodukten (sekundaren organischen Aerosolen
(SOA)) kam und somit in hoherem Male zusatzliche Partikel gebildet wurden als dass bereits
vorhandene zerstort bzw. entfernt wurden.

Tabelle 12: Liste aller Priifergebnisse der getesteten Luftreiniger in den Leistungs- und Emis-
sionsparametern

Reinigungs-leis-
uv C- NOx
tung OF ) .
Strahlung ppm maximale Luft- maximale
m
. CADR pW/m? (max. PP austritts-ge- | Schallleistung
Luftrei- ] (maxx. T
. CADR | (Ultra- (max. Konz. in ) schwindigkeit dB (A)
niger ) _ | Konz.in allen
(MS2) | fein-par- | Wertin |allen Prif- priifdurch (m/s) (Hersteller-
afdurch-
m3/h tikel) 10 cm Ent-| durch- . (Zugluftrisiko) angaben)
. gangen)
m3/h fernung) | gangen)
a 326 155 250 0,014 0,002 5,55 56
b 185 13 7241 0,003 0,003 5,02 47
C 315 19 7262 0,003 0,017 16,06 47
d 53 14 3200 0,003 0,017 2,51 44
e 93 -2 260 0,006 0,463 4,06 37
f 253 204 210 0,026 0,006 4,63 50
g 106 152 230 0,003 0,001 1,52 25
h 179 105 210 0,005 0,001 7,03 53
i 230 186 230 0,005 0,001 10,22 51
i 239 174 230 0,001 0,001 1,67 60
k 80 10 870 0,002 0,539 3,21 30

Ersichtlich wird hier auch, dass bisher keines der gepriiften Gerate optimal fir den Einsatz an
(Buro)Arbeitsplatzen geeignet zu sein scheint. Werden z. B. Ultrafeinpartikel und Virus-Surro-
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gate gleichermalien effektiv abgeschieden, ist dafiir die Lautstarke hoher. In einem nicht her-
metisch abgedichteten Raum ist wiederum die Generation von (geringen Mengen) Ozon we-
niger problematisch als in der Prifkammer mit wenig chemischen Reaktionspartnern. Hier
muss flr jeden Anwendungsfall differenziert und mit Beachtung der lokalen Gegebenheiten
und Anforderungen entschieden werden, welcher Luftreiniger diesen am besten gerecht wird.
Dafir ist die umfassende Prifung aller relevanten Parameter mit dem hier entwickelten Priif-
verfahren ein wichtiges Werkzeug.

5. Ergebnisse des Gesamtvorhabens

Empfehlungen fiir die Priifung von Luftreinigern in einer Priifkammer

Aus Griinden der leichteren Reinigung und Desinfektion empfiehlt sich eine Edelstahlkammer
zur Einbringung der Surrogate. Aber auch andere Systeme (z. B. Folientunnel, Kunststoffcon-
tainer) konnen dafiir geeignet sein, wenn sie ausreichend grof8 dimensioniert sind um einen
Wohn-, Biiro- oder Klassenraum zu simulieren. Hier missen aber mogliche zusétzliche elekt-
rostatische Senkeneffekte bedacht werden. Luftreiniger fur gréRere Raume (> 200 m?) sollten
entsprechend in Priifkammern mit mehr Luftvolumen geprift werden. Temperatur und rela-
tive Luftfeuchtigkeit sollten auf gleichbleibende Werte reguliert und idealerweise auf 50 % rel.
Luftfeuchte bei 23 °C eingestellt werden konnen. Diese Vorgaben entsprechen den bestehen-
den Prifstandards fiir (Partikel-abscheidende) Luftreiniger, so dass auf deren Priifergebnisse
Rickbezug genommen werden kdnnte. Fir die Vorkonditionierung der Kammer mit Zuluft und
die gleichmaRBige Verteilung der Surrogate in der Kammerluft ist eine Luftumwalzung notwen-
dig. Dies kénnte auch durch einen zusatzlich aufgebauten und von aulSen schaltbaren Ventila-
tor ermoglicht werden, eine Prifkammer-interne Luftumwalzung ist aber von Vorteil, da dann
kein zusatzliches mogliches Stromungshindernis in der Kammer steht. Stromungshindernisse
sollten weitgehend vermieden werden (besonders beim Aufbau von Tischgeraten), um gleich-
bleibende Bedingungen fir die Priifung zu schaffen. Dass dies nicht den realen Bedingungen
in einem (Bliro)Raum entspricht, ist fiir den Vergleich unter Luftreinigern unerheblich. Da die
Luftfiihrung bei den Luftreinigern sehr unterschiedlich ist muss die Eignung fiir einen spezifi-
schen Biroraum individuell entschieden werden. Mit der Kammerprifung soll die Leistungs-
fahigkeit einheitlich dargestellt werden kénnen. Deshalb sollte nach der Dosierung der Surro-
gate die Luftumwalzung der Kammer ausgestellt und die Luftbewegung alleinig dem Luftrei-
niger Uberlassen werden. Fiir den Fall dass der Lufteiniger durch Kurzschlussstromungen im
Nahbereich eine Zone besonders ,sauberer” Luft um sich bildet (sog. , Clean Air Bubble“), die
mit der Probenahme (mindestens 1 Meter entfernt vom Luftreiniger) nicht erfasst wird, kann
in Erwdgung gezogen werden, die Kammerluft am Ende der Luftprobenahme nochmals zu
durchmischen um die insgesamt reduzierten Konzentrationen zu bestimmen. Fiir Konzentra-
tionsbestimmung zur Berechnung des BewertungsmaRstabs (CADR) ist es jedoch notwendig,
die Bedingungen Uber einen Zeitraum von 90 Minuten gleichbleibend zu lassen. Der Probe-
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nahmezeitraum sollte mindestens 90 Minuten betragen um ausreichend Werte fiir eine Ab-
klingkurve zu erhalten. Im Anschluss an die Blindwertprobe zur Uberpriifung der Desinfekti-
onsmalinahmen, nach Aufbau des Luftreinigers und des Probenahmeequipments, sollte die
Dosierung erfolgen. Die Lange der Dosierung richtet sich nach den Konzentrationen der
Stammldsung. Je hoher die Ausgangskonzentrationen, die mit einer Initialprobe nach der Do-
sierung und vor Luftreinigerstart bestimmt werden, sind, desto langer kdnnen auch die Kon-
zentrationen bei besonders effektiv arbeitenden Luftreinigern nachverfolgt werden. Luftreini-
ger deren Wirkprinzip auf der Abgabe von inaktivierenden Substanzen in die Raumluft beruht,
zeigen bei besonders hohen Konzentrationen moglicherweise eine geringere Leistung, da die
abgegebenen Reaktionsprodukte (Hydroxylradikale und/oder Ozon) eine bestimmte Menge
umfassen, die nur eine entsprechende Zahl an Surrogaten inaktivieren kann und dann ,ver-
braucht” ist und neu produziert werden muss. Diese Gerate schneiden folglich mit sehr hohen
Surrogat-Konzentrationen schlechter ab als andere Gerate, obwohl sie bei realistischen Kon-
zentrationen luftgetragener Pathogene vielleicht eine gleichwertige Reinigungsleistung zeigen
wirden. Als Surrogate werden aus Sicht des Arbeitsschutzes Organsimen der Risikogruppe 1
empfohlen. MS2 Phagen eignen sich z. B. gut als Viren-Surrogate, da sie vergleichsweise ein-
fach anzuziehen sind und sie relativ robust gegenliber den im luftgetragenen Zustand auftre-
tenden Effekten sind. MS2-Viren werden bevorzugt als Surrogat fiir Noroviren eingesetzt. Dass
sie auch z. B. gegeniber UV-Strahlung widerstandsfahiger sind als viele pathogene Viren und
zu den kleineren Viruspartikeln zihlen, sollte kein Argument gegen die Ubertragbarkeit der
Ergebnisse sein. Vielmehr muss davon ausgegangen werden, dass ein Luftreiniger, der MS2-
Phagen effektiv inaktiviert oder entfernt, auch in der Lage ist, die Konzentrationen anderer
Viren zu senken. Dabei spielt auch die Uberpriifung méglicher sekundérer Emissionen in die
Raumluft eine wichtige Rolle. Wie die Untersuchungen zeigten, kann es beim Betrieb verschie-
dener Luftreinigertypen zu relevanten Ozon-, Stickoxid- oder UV-Strahlungs-Emissionen kom-
men, so dass es fiir die Bewertung eines Luftreinigers notwendig ist, diese ebenfalls zu erfas-
sen.
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Tabelle 13: empfohlene Rahmenbedingungen fiir einen Luftreinigertest in Priifkammer

edrisches unbehiill-
tes Kapsid mit ca. 30
nm Durchmesser,
(+)ssRNA, Enterobac-
teriaceae als Wirts-
organismen

scherichia coli
(DSM5210) und Auf-
reinigung durch Dia-
lyse gemaB ISO
10705-2, Einstellung
der Suspension auf
eine Konzentration
von etwa 10 bis
102 PFU/ml in deio-
nisiertem Wasser

Spezifikation Verfahren Anmerkung
Priifkammer 30 m® Edelstahlkam- | Prufling nach Her- | Desinfektion der
mer, Temperatur | stellerangaben  an | Kammer durch Aus-
und Luftfeuchte kon- | Wand oder in Kam- | heizen oder Spilen
ditionierbar, gleich- | mermitte positionie- | mit Ozon
maRige Durchmi- | ren, medizinischen
schung der Kammer- | Vernebler mit Surro-
luft durch regelbare | gatsuspension
Ventilatoren, Probe- | (Menge  eingewo-
nahmesonden min- | gen) einstellen, nach
destens 1 m entfernt | Vorkonditionierung
und nicht in An-| der Kammerluft auf
stromrichtung  des | 23 °C, 50 % rel. Luft-
Priiflings, feuchte Kammer ge-
schlossen halten, an-
schlieRend Zuluft
aus, Surrogatdosie-
rung starten mit
Kammer in Umluft-
betrieb, nach 30 Mi-
nuten Dosierung
Umluft aus, Start von
Probenahme (min.
90 Minuten) und
Luftreinigerbetrieb
Surrogat MS2-Phagen, ikosa- | Anzucht in E-

Sammelmethode

Impingement in
AGI30 mit 30 ml PBS

Durchfluss auf 11 Li-
ter pro Minute ein-
stellen, kontniuier-
lich aufeinander fol-
gende Probenahmen
fiir jeweils 15 Minu-
ten (s. Tab. 3)

Parallele Erfassung
von Ultrafeinparti-
kel-,  Feinpartikel-,
Ozon- und Stickoxid-

konzentrationen

Nachweisverfahren

Zweischicht-Agar-
Kultur-Verfahren

Impingerlésungen
auswiegen und in
Verdiinnungsreihen
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Spezifikation Verfahren Anmerkung
Uberflihren, E-
scherichia coli
(DSM5210) in TYGB
in log-Phase bringen
(frische Kolonie in 50
ml Bouillon, 37 C
Schiittelbad ca. 1,5
Stunden), je 1 ml
Phagen- und Bakte-
rienldsung mit halb-
festem TYG-Agar
vermischen und auf
vorbeschichtete Pet-
rischalen ausgieRen ,
24 Stunden bei 36 °C

bebriiten
Bewertungsmaf3- CADR (MS2) CADR berechnen aus | i. D. R. ist CADR
stab CADR (Ultrafeinpar- | Konstante der Kon- | (MS2) durch inakti-
tikel) zentrationsreduk- vierende Mechanis-
CADR (Feinpartikel) | tion abziglich der | men hoéher als CADR
Reduktionskon- (Partikel)

stante der ND pro
Stunde und Kubik-
meter, daflir ermit-
telte Werte von Mi-
nute 0 bis Minute 89
verwenden

Empfehlungen fiir Virusmessungen Priifkandlen

Grundsatzlich kann fiir die Messungen von Virusfrachten in Luftstromen wie sie in Luftkana-
len, Priifkanalen, Zu- und Abluftschachten etc. vorkommen eine Out-stack Anordnung fiir die
Probenahme empfohlen werden. Die Benutzung von Messsonden, die mit der Eintrittséffnung
in Richtung der Luftstromung ausgerichtete werden kdnnen, hat gleich mehrere Vorteile. Bei
geradliniger Einstromung in die Sonde und bei zu erwartenden kleinen PartikelgréRen bend-
tigt es keine Anpassung flr isokinetische Messungen. Bei nicht bekannten PartikelgroBen oder
zu erwartenden PartikelgroRen, die von der Tragheit starker beeintrachtigt werden, kann tiber
den Durchmesser der Sondenoffnung und ein geregeltes Luftprobevolumen eine isokinetische
Messung erfolgen. Messwiederholungen sind moglich ohne dass ein Probenahmegerat von
aullen kontaminiert wird. Zu beachten gilt, dass der Probevolumenstrom, der das Sammelme-
dium und das Messgerat passiert, nicht zu einer Kontamination von Rdumen oder der AuRen-
luft flihren sollte oder gar ein mogliches Risiko fiir Mensch oder Tier darstellt. Es wird daher
empfohlen den Probevolumenstrom entweder in den Luftkanal bzw. Prifkanal zurlickzuleiten
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oder diesen z.B. durch den Einsatz geeigneter HEPA-Filter zu dekontaminieren. Bei Untersu-
chungen an Priifkandlen mit Einsatz von Erregern die einer Risikogruppe nach Biostoffverord-
nung zugeordnet werden kénnen, muss gewihrleistet werden, dass durch die Offnung fiir
Messsonden und von der Probenluftfiihrung auBerhalb des Priifkanals keine Bioaerosole frei-
gesetzt werden kénnen. Fir Flissigkeitssammler wie Impinger oder Biosampler werden Si-
cherheitsklammern empfohlen, die das versehentlich Offnen der SammelgefiRe verhindern.
Bei Erregern hoherer Risikogruppe (ab Risikogruppe 2) kann empfohlen werden, die Sammel-
gerate in einer gasdichten Kammer zu betreiben und die Probenluft (iber Sicherheitsventile zu
und abzufihren. Die Aufarbeitung der Proben sollte nach der Probenahme unter geeigneten
Sicherheitswerkbanken erfolgen. Wird tiber die Luftférdereinheit bzw. Pumpen die Probenluft
in den Raum abgegeben, muss durch Priifungen gewahrleistet werden, dass diese nach der
Aufbereitung Erregerfrei ist. Hier ist insbesondere darauf zu achten, dass zu hoch eingestellte
Virusfrachten auch einen gepriiften HEPA-Filter passieren. Die Viruslasten miissen unter den
garantierten Abscheideraten liegen. Eine Abscheiderate von 99,995 % fur einen HEPA-Filter
der Klasse H14 klingt hoch. Bei Einsatz von 108 infektiosen Viruspartikeln pro Kubikmeter wiir-
den allerdings theoretisch noch infektiose 50 Partikel pro Kubikmeter den Filter durchdringen.
Untersuchungen in dieser Studie zeigten, dass bei Dekontamination des Abluftstromes der
Messstrecke mit einer UV-C Einheit und einem gepriiften H14 Filter Phagen ab einer Konzent-
ration von 4 x 10% PFU/m3 im Abluftstrom mehrfach nachweisbar waren. Es wird daher fiir
Versuchseinstellungen bei denen Prifviren eingesetzt werden empfohlen, die Viruslast im
Luftstrom deutlich unter 108 kultivierbaren oder infektiésen Partikeln pro Kubikmeter zu hal-
ten, wenn nur mit einer Filterstufe der Klasse H14 die Luft dekontaminiert werden soll. Ideal-
erweise wird zur Sicherheit eine zweite Filterstufe der Klasse H14 oder héher zur Dekontami-
nation der Abluft eingesetzt. An dieser Stelle sei ausdriicklich darauf hingewiesen, dass das
Ziel dieser Untersuchungen war, festzustellen welches Probenahmeverfahren fiir den Nach-
weis behillter und unbehdillter Surrogat-Viren und deren Nukleinsduren geeignet scheint. Um
bei gleichartigen Untersuchungen mit eingestuften Bioaerosolen die Sicherheit am Arbeits-
platz zu gewahrleisten, sind die bestehen Vorschriften wie die Biostoffverordnung und Tech-
nischen Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe zu beachten und einzuhalten. Die Empfehlungen
zu den Probenahmeverfahren setzten voraus, dass die jeweils geltenden Vorschriften einge-
halten werden.

Aufgrund der héheren Nachweisraten und geringeren Streuung kann das Impingement gegen-
Uber den getesteten Filterprobenahmen fir den Nachweis kultivierbarer bzw. infektidser Vi-
ruspartikel empfohlen werden. Je nach Fragestellung ist eine untere Nachweisgrenzen zu be-
ricksichtigen. Bei den hier durchgefihrten Untersuchungen lag die untere Grenze etwa bei
300 PFU/m3. Wenn 10° kultivierbare Viruspartikel pro m3 eingesetzt werden, lieRen sich somit
z.B. Reduktionen von ca. 3 Logstufen (99,9%) ermitteln. Durch ldngere Probenahmen kdnnte
die Nachweisgrenze noch gesenkt werden bzw. ein noch héherer Verlust ermittelt werden,
wenn dies fiir die Fragestellungen von Bedeutung sein sollte.

Fiir den quantitativen Nachweis von RNA Kopien (ssRNA und dsRNA) scheint das Impingement
ebenfalls geeignet. Ein Vorteil der Anwendung bestlinde darin, dass der kulturelle Nachweis
von Viren und derer RNA aus derselben Probe geflihrt werden kdnnte. Interessiert nur die
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Quantifizierung von RNA-Kopien, zeigte der PTFE-Filter bei dhnlichen Abweichungen vom Me-
dian wie beim Impingement teilweise signifikant hohere Ausbeuten fiir beide RNA Arten. Da-
her kann der PTFE-Filter als Sammelmedium fir luftgetragene Virale RNA empfohlen werden.
Es darf angenommen werden, dass dieser Filter auch fiir den Nachweis von viraler DNA geeig-
net ist. Vergleichsuntersuchungen mit DNA Viren wurden allerdings nicht vorgenommen.
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UV-Messung am Luftreiniger (siehe Bilder 1 und 2), Multiflex Range Air Purifier, Model no. MF 40 am
10.08.2023 in der Priifstelle der BG ETEM in KolIn:

Messort:  // ca. 2 cm hinter den Liftergittern, in der Ndhe der Netzzuleitung  (dichter geht nicht!)
// an dieser im Bild festgehaltenen Position wurde die maximale UV-Bestrahlung ermittelt.
// ...jeder cm mehr Abstand zu den Liftungsgittern verringert die UV-C Exposition enorm.
(Ein cm mehr Abstand verringert die UV-C Belastung um ca. den Faktor 2!)

=

Bild 1
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reassemble before reconnecting power.
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Messergebnis aus Bild 1: ACGIH = 12,2 mW // Bewertung incl. S(A)

Mame der Importdatei- ‘Spectrum-2_MF4U_Seite-El_22mm.ISD
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Bild 3

Gemessen wurde mit dem kalibrierten Spektrometer (spektrale Messung der Bestrahlungsstarke)
der Fa. Instument Systems, Typ: CAS 140 CT-152, SN 136314211, mit der Einkoppeloptik EOP-146.



UV-Messung am Luftreiniger (siehe Bilder 4 und 5), UV-C STERILON, Model FLOW 1440W am 10.08.2023 in
der Prifstelle der BG ETEM in Koln:

Messort:  sehr dicht am oberen Luftauslass (siehe Bild 4) ist die UV-C Strahlung deutlich geringer als an
der untern Ansaugung (orangener Pfeil). Je héher an der Ansaugung (orangener Pfeil)
gemessen wird umso hoher ist die UV-C Strahlung. Das Messergebnis ist ca. um den Faktor 2
kleiner als beim Model MF40.

// ...jeder cm mehr Abstand zu den Liftungsgittern verringert die UV-Exposition enorm.

Bild 4
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1. Biologisches Material

1.1 Zelllinien

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien

Name Beschreibung Herkunft
MDCK (NBL-2) Kanine Nierenzellen, adharent Merck
1.2 Virusstamme
Tabelle 2: Verwendete Virusstdmme
Name Herkunft

Influenza A/Hessen/40/2020 (A/H1N1pdm09)
Influenza A/Saarland/25/2019 (A/H3N2)
Influenza B/Berlin/23/2020 (B/Victoria)
Influenza B/Berlin/5/2020 (B/Yamagata)

Robert-Koch-Institut
Robert-Koch-Institut
Robert-Koch-Institut
Robert-Koch-Institut

2. Medien und Medienzusatze

Tabelle 3: Verwendete Medien und Medienzusatze

Name Herkunft
Albumin-Lésung (BSA,7.5%) Merck/Sigma-Aldrich
Cryopan-Einfriermedium PanBioTech

Fetales Rinderserum (FBS)

Gentamicin (50 mg/ml)

Glasgow-MEM (GMEM)

HEPES

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Penicillin-Streptomycin

Trypsin 0.25 %/EDTA 0.53 mM
L-1-Tosylamide-2-phenylethyl chloromethyl ketone
(TPCK)-treated Trypsin

Gibco/ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
Gibco/ThermoFisher Scientific
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Gibco/ThermoFisher Scientific
PanBioTech

Sigma-Aldrich




3. Zellkulturmethoden

3.1 Auftauen der Zellen

Die folgenden Protokolle beziehen sich ausschlieBlich auf die kanine Nierenzellllinie MDCK
(engl. Madin-Darby canine kidney, auch NBL-2).

Kryokonservierte MDCK-Zellen werden aus dem Stickstofftank (-196°C) enthnommen und in
einem vorgeheizten Wasserbad (37°C) zligig aufgetaut. Dabei ist darauf zu achten, dass die
Dichtung (O-Ring) nicht mit dem Wasser in Berlhrung kommt, um Kontaminationen zu
vermeiden. Das Kryordhrchen wird vor dem Offnen desinfiziert und die Zellen in ein
Zentrifugenrdéhrchen (15 ml) mit 9 ml vorgewarmten MDCK Growth Medium (37°C, s. Tabelle
4: Verwendete Kulturmedien) Uberflihrt. Die Zellsuspension wird bei 125 xg (~ 1300 rpm) flr
5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wird verworfen. Um im néchsten
Schritt die Rickgewinnung der Zellen nicht durch eine GberméaBige Alkalitat des Mediums zu
geféhrden, wird das im weiteren verwendete Kulturmedium far 15 Minuten im Inkubator
akklimatisiert, damit es seinen regularen pH-Wert von 7,0-7,6 bereits erreicht hat, bevor es mit
der Zellsuspension in Kontakt kommt. Das Zellpellet aus dem Originalstock/ECACC Vial wird
in 10 ml MDCK Growth Medium resuspendiert und in eine 25 cm?-Kulturflasche berfiihrt. Fr
alle weiteren Zellpellets gilt, dass diese entsprechend ihrer GréBe (2 Zellkonzentration) in
10 ml MDCK Growth Medium resuspendiert und in 25 cm?- oder 75 cm?2-Kulturflaschen
Uberfihrt werden. Entsprechend der Zellkonzentration (die als Tribung im Kulturmedium
sichtbar ist) werden der Suspension noch weitere 5-10 ml MDCK Growth Medium hinzugeflgt.

3.2 Kultivierung der Zellen

Die MDCK-Zellen werden in Inkubatoren bei 37°C und 5% CO: kultiviert und in regelmafigen
Abstanden mikroskopisch kontrolliert.

Fur die Subkultivierung werden subkonfluente Zellkulturen (2 70-80% Monolayer/75 cm?-
Kulturflasche) verwendet. Dabei wird das MDCK Growth Medium verworfen und der Zellrasen
zweimal mit sterilem PBS oder Trypsin/EDTA (0.25%/0.53 mM) gewaschen, um alle Rest von
Serum, das Trypsininhibitoren enthélt, zu entfernen. Um den Zellrasen zu lésen, wird dieser
mit 2-3 ml Trypsin/EDTA behandelt. In der Regel dauert dieser Vorgang 5-15 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) und sollte nicht durch Schlagen oder Schitteln der Flasche ergéanzt

werden, da dies zur Verklumpung der Zellen flihren kann. Lésen sich durch dieses Vorgehen
2



nicht, kénnen die Trypsin/EDTA-behandelten Kulturflaschen auch fir einige Minuten im
Brutschrank inkubiert werden, bis sich der Zellrasen aufgelést hat. Um die Reaktion
abzustoppen, werden 6-8 ml MDCK Growth Medium hinzugefligt und die Zellen durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren aus der Flasche entfernt. Die Zellsuspension wird nun in
einem Verhaltnis von 1:3 bis 1:10 auf neue 25/75 cm?-Kulturflaschen aufgeteilt, welche dann
mit dem entsprechenden Volumen MDCK Growth Medium aufgefillt und bei 37°C und 5%
CO: weiter kultiviert werden. Das Kulturmedium wird dabei alle zwei bis drei Tage erneuert.

Werden die MDCK-Zellen fir Infektionsversuche mit Influenza geerntet, werden diese
ebenfalls zunachst in MDCK Growth Medium ausgeséat. Kurz vor der tatséchlichen Infektion
wird das Kulturmedium dann entfernt und der Zellrasen zweimal mit Infektionsmedium (s.
Tabelle 4: Verwendete Kulturmedien) gewaschen werden, um alle Reste von FBS zu
entfernen, die das Viruswachstum hemmen. AnschlieBend wird der Zellrasen mit

Infektionsmedium versetzt.

Die Basis des Infektionsmediums ist ein Complete Medium, dem unmittelbar vor der
Verwendung -71-Tosylamide-2-phenylethyl chloromethyl ketone (TPCK)-treated Trypsin
hinzugeflgt wird (s. Tabelle 4: Verwendete Kulturmedien). Zu diesem Zweck wird eine TPCK-
Trypsin-Stocklésung mit einer Konzentration von 2 mg/ml hergestellt: 20 mg TPCK-Trypsin
werden in 10 ml GMEM gelést, durch eine 0,2 um-Membran filter-sterilisiert und in 0,5 ml-
Aliqouts bei -70°C bis -80°C gelagert.

Tabelle 4: Verwendete Kulturmedien

Kulturmedium Agenzien Menge
MDCK Growth Medium GMEM 445 m|
FBS 50 ml
Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (100 pg/ml) 5ml
Complete Medium GMEM 470 ml
Penicillin G (100 U/ml)/Streptomycin (100 pg/ml) 5ml
BSA-Lésung (7,5% — final 0,2%) 12,5 ml
Infektionsmedium Complete Medium 500 ml

TPCK-Trypsin-Stocklésung (2 mg/ml — final 2 pg/ml) 0,5 ml

Die Zellen wurden freundlicherweise durch die Arbeitsgruppe Haltung & Tierschutz von
Versuchstieren (ITTN) regelmaBig auf eine Mykoplasmenkontamination getestet.



3.3 Kryokonservierung der Zellen

Zur Kryokonservierung wurde das kommerziell erhéltliche Einfriermedium ,Cryopan®
verwendet. Alternativ kann auch das MDCK Growth Medium mit 5% DMSO versetzt und zur

Konservierung genutzt werden (= MDCK Freeze Mix).

Zunachst werden das MDCK Growth Medium, das Einfriermedium sowie die Kryoréhrchen kalt
(auf Eis) gestellt. Dann werden die Zellen nach dem reguléaren Protokoll vom Flaschenboden
geldst (s. Abschnitt ,Subkultivierung” in Kapitel 3.2 Kultivierung der Zellen) und in dem
geklhlten Kulturmedium gesammelt. Die Zellsuspension wird in ein Zentrifugationsréhrchen
(15 ml) Oberfihrt und fir 5 Minuten bei 125 xg (~ 1300 rpm) und 4°C zentrifugiert. Der
entstandene Uberstand wird nun verworfen und die Zellen entsprechend der GréBe des
Zellpellets erneut in MDCK Growth Medium (~ 5-10 ml) aufgenommen. Mit Hilfe einer
Neubauer Zahlkammer wird die Zellzahl bestimmt und auf 1-5x108/ml eingestellt. In Folge wird
die Zellsuspension mit dem gleichen Volumen des gekihlten Cryopan-Einfriermediums
versetzt und sorgféltig auf und ab pipettiert. Von dieser Suspension werden je 1 mlin die kalten
Kryoréhrchen gegeben. Alternativ wird die Suspension erneut abzentrifugiert (s. oben) und
das Pellet in je 1 ml MDCK Freeze Mix pro Kryorbhrchen resuspendiert. Von dieser
Suspension werden ebenfalls je 1 ml in die kalten Kryoréhrchen gegeben. Die Kryoréhrchen
werden bis zur endgiltigen Lagerung in einem Einfrierbehélter (,Mr. Frosty) mit Isopropanol
verwahrt. Fir eine mdglichst schonende Konservierung und um Kristallbildung zu minimieren,
werden die Ampullen zuné&chst fir 15 Minuten im Kahlschrank bei 4°C gestellt, damit das
Einfriermedium in die Zellen eindringen kann. AnschlieBend werden die Zellen flr zwei bis vier
Stunden bei -20°C und schlieBlich Gber Nacht bei -70°C bis -80°C eingelagert. Sollte die Zeit
limitiert sein, kébnnen die ersten beiden Schritte lbersprungen und die Kryoréhrchen auch
unmittelbar bei -70°C bis -80°C eingelagert werden. Am né&chsten Tag werden die
Kryoréhrchen fir die dauerhafte Lagerung in den Stickstofftank (-196°C) umgelagert.



4. Virus-assoziierte Arbeiten

4.1 Herstellung von Influenza-Stocks

Alle Arbeiten mit den genannten Virusstdmmen (s. Tabelle 2: Verwendete Virusstamme) sind
entsprechend der biologischen Schutzstufe 2 (BSL-2) durchzufiihren. Dazu zahlen biologische
Sicherheitswerkbénke der Klasse Il sowie eine entsprechende persdnliche Schutzausriistung
(PSA). Das Vorgehen im Havarie-Fall ist festgeschrieben und den zustandigen
Mitarbeiter*innen bekannt. Bei Verdacht auf eine Influenza-Infektion des Personals wird
entsprechend der RKI-Richtlinien (Hinweise fur die Labordiagnostik bei Verdacht auf eine

Influenza-Virusinfektion - RKI) verfahren.

4.1.1 Herstellung von Influenza-Stocks in embryonierten Hiihnereiern

Die Infektion von embryonierten Hihnereiern wird auf Grund der hohen Ausbeute als ,Gold-
Standard” bei der Vermehrung von Influenza-Viren angesehen (Spackman & Kilian, 2014,
Methods in Molecular Biology). Dennoch etablieren sich zunehmend Protokolle fir die Anzucht
in Zellkultur. Diese resultieren in niedrigeren Virustitern (Differenz ~ 1 Log-Stufe, persdnliche
Kommunikation mit Dr. EI-Sayed Mohammed Abd EI-Whab, FLI), haben allerdings den Vortell,
dass sie wahrend der Vermehrung keinen Einfluss auf die Haemagglutininkomposition
nehmen und keine Unterschiede in der Empfanglichkeit verschiedener Virusisolate bestehen
(Youil et al., 2004, Journal of Virological Methods; Tree et al., 2001, Vaccine). Die Arbeit mit
embryonierten Huhnereiern folgt daher dem 3R-Prinzip (3R-Prinzip - BfR) und wird auf das

notwendige Minimum reduziert. Die Arbeitsanweisungen in den folgenden Kapiteln folgen den
Methodenpapern von Balish (Balish et al. 2013, Current Protocols in Microbiology) und Brauer
(Brauer & Chen, 2015, Journal of Visualized Experiments).

Als Vorbereitung auf die Inokulation wird zunachst der Influenza-Stock verdinnt, der zur
initialen Infektion dienen soll. Die Konzentration dieses Stocks gibt dabei vor, wie stark das
Original verdinnt werden muss. Als Faustregel gilt: eine 1:10 bis 1:1000 Verdlinnung ergibt
eine optimale Virusvermehrung von 10° EIDso (s. Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.). Zur Verdinnung wird Egg-Diluent oder eine Tryptose-Phosphat-Bouillon
(s. Tabelle 5: Verwendete Lésungen zur Virusanzucht) genutzt.



Im nachsten Schritt werden pro Verdlnnung drei bis finf embryonierte Hihnereier (9 bis 11
Tage alt) mit dem Luftsack nach oben angeordnet. Als ,stand* wird ein autoklavierbarer,
metallener Eierbecher genutzt. Im die Position des Luftsackes zu arrangieren wird eine
Schierlampe genutzt. Der Rand des Luftsacks wird rundherum mit einem Bleistift markiert
(s. Abbildung 1, gestrichelte Linie). AnschlieBend wird ein steriles Tuch mit 70% Ethanol
benetzt und zur Reinigung des Eis verwendet. Folglich wird das Ei zusatzlich noch einmal
abgeflammt. Mit Hilfe einer ebenfalls abgeflammten kommerziellen Leder- oder Sacknadel
kénnen nun zwei Locher (s. Abbildung 1, x1 & x2) in das Ei gestochen werden. Das erste Loch
(x1) dient zum Druckausgleich und wird direkt oben mittig des Luftsackes gesetzt. Das zweite
Loch (x2) dient zur Inokulation und wird einen halben Zentimeter unterhalb der markierten
Bleistiftlinie am Luftsackrand gesetzt. Pro Ei kdnnen nun 0,2 ml Inokulum mit einer 21 G- oder
23 G-Kanule und einer 1 ml-Spritze Uber das zweite Loch in die Allantoishéhle injiziert werden
(s. Abbildung 1). Die Schutzdecke der benutzten Kanlilen werden dabei niemals wieder auf
die Kanlle gesetzt (,recapping”). Schutzkappe und Kanile werden zwingend einzeln in einem
entsprechenden Abfallbehalter entsorgt. Um die Punktierungen wieder zu verschlieBen
werden Paraffin-Stabchen Uber einem Bunsenbrenner erhitzt und das Paraffin vorsichtig tber
die Offnungen gestrichen. Je nach Virusstammy/-isolat werden die Eier in einem Ei-Inkubator
48 Stunden (Influenza A) oder 72 Stunden (Influenza B) bei 33°C bis 35°C inkubiert.

Luftsack

Allantoishohle Schale

Fruchtblase

Dottersack

Abbildung 1: Verwendete Inokulationsroute bei der Infektion eines Hihnereis.
Modifiziert nach Short et al., 2011, Journal of Visualized Experiments.

Schematische Darstellung der Strukturen eines embryonierten Hilhnereis mit Schale,
Luftsack, Allantoishéhe, Fruchtblase und Dottersack. Die gestrichelte Linie zeigt die
zu kennzeichnende Luftblase mittels Schierlampe sowie die roten Kreuze je ein
Einstichloch zum Druckausgleich (x1) sowie zur Inokulation (x2).



Um das vermehrte Virus zu ernten, werden die Eier Gber Nacht (12-24 Stunden) bei 4°C bis
8°C gekihlt, was dazu fihrt, dass der Embryo verendet und die BlutgefaBe verengt werden,
um das Risiko einer Kontamination der infizierten Allantoisflissigkeit mit Blut zu minimieren.
Ferner besteht die Mdéglichkeit eines ,quick-chill-Verfahrens (Inkubation far 30 Minuten bei
-20°C), dabei muss allerdings beachtet werden, dass es zu Verletzungen der Blutgefae und
so zu einem Bluteinfluss in die Allantoisflissigkeit kommen kann. Dieser ist grundsatzlich zu
minimieren, da die Erythrozyten das Virus absorbieren, was die Virusausbeute verringert.
Die gekuhlten Eier werden mit Ethanol gereinigt und die Schale entlang der gekennzeichneten
Luftblase mit einer sterilen Schere entfernt. AnschlieBend wird die Allantoismembran mit einer
sterilen Pinzette er6ffnet. Bei Bedarf kénnen der Embryo und der Dottersack unter
Zuhilfenahme eines Spatels oder Loffels vorsichtig zur Seite geschoben werden. Dabei ist
unbedingt darauf zu achten, dass der Dottersack nicht beschadigt wird. Sollte sich dennoch
Allantoisflissigkeit mit dem Dotter vermischen, ist die Flissigkeit zu verwerfen. Mit einer
sterilen Eppendorf-Pipette oder einer Einweg-Spritze (mit oder ohne Partikelfilter) kann die
Allantoisflissigkeit (5-10 ml/Ei) abgenommen und in einem 50 ml-Zentrifugenréhrchen
gesammelt und unbedingt auf Eis gestellt werden. Die gesammelte Virusausbeute wird
anschlieBend bei 500 xg (~ 2100 rpm) und 4°C fir mindestens 5 Minuten zentrifugiert, um
etwaige Erythrozyten oder Gewebsteilchen zu pelletieren. Die entstandene klare Flissigkeit
wird in ein neues Zentrifugenréhrchen Gberfihrt. Es kann unmittelbar ein Titrationstest
angeschlossen werden (s. Kapitel 4.2 Titerbestimmung eines Influenza-Stocks) oder die
Lésung wird zunachst aliqutiert (0,5-2 ml/2 ml-Eppi) und bei -70°C/-80°C (< 1 Jahr) gelagert.
Flr die Langzeitlagerung sind Temperaturen von -135°C bis -150°C notwendig.

Tabelle 5: Verwendete L6sungen zur Virusanzucht

Name Agenzien Menge
Egg-Diluent KPBS (= PBS mit Kalium, 100 mi
136 mM KCI & 10mM 10 mM KH2PQOa, pH 7.3)
Penicillin G (100 U/ml)/Streptomycin (100 pg/ml) 1mi
Gentamycin (50 mg/ml) 0,2 ml
0,2 uM filtriert fiir bis zu 2 Monate bei 4° bis 8°C haltbar
Tryptose-Phosphat- Tryptose-Phosphat-Bouillon 29,5¢
Bouillon
Wasser (steril) 100 ml
Gentamycin (50 mg/ml) — stets frisch hinzufigen! 2%

Autoklaviert bis zu 3 Monate bei 4° bis 8°C haltbar




4.1.2 Herstellung von Influenza-Stocks in MDCK-Zellen

Die MDCK-Zellen eigenen sich fir die Vermehrung von Influenza A- & B-Stdammen, sind aber,
auf Grund von Inkompatibilitdt zwischen Zelloberflachenstrukturen und viralen Rezeptoren,
nicht for Influenza C-Stdamme geeignet (vgl. Balish et al. 2013, Current Protocols in
Microbiology).

Far die Herstellung von Influenza-Stocks aus MDCK-Zellen, missen die Ausgangsvirusstocks
zunachst schonend in kaltem Wasser oder auf Eis aufgetaut und wahrend der gesamten Zeit
auf Eis gekihlt werden, um einen Verlust der Virusvitalitdt zu verhindern. Fir anschlieBende
Inokulation werden konfluente MDCK-Kulturen in 25 cm?-Zellkulturflaschen verwendet, was
bedeutet, dass der gesamte Flaschenboden mit einem kompletten Zellrasen bedeckt ist. Sind
die Zellen bereits Uberwachsen (& Areale mit Uberlappenden Zellen), werden diese nicht fur
eine Infektion genutzt werden, da diese weniger sensitiv auf die Viren reagieren. Mit Hilfe einer
10 ml-Pipette wird das Zellkulturmedium entfernt und der Zellrasen zweimal mit PBS (RT)
gewaschen. Ein weiterer Waschschritt mit Complete Medium wird angeschlossen. Alle
Waschschritte dienen dazu, mdglichst jegliche FBS-Rickstéande zu entfernen, da diese einen
negativen Einfluss auf den Viruseintritt haben. Es wird eine 1:5 bis 1:1000 Verdinnung des
aufgetauten Virusstock in Complete Medium angesetzt und 200 pl dieser Verdinnung
vorsichtig auf den Zellrasen gegeben, um diesen nicht zu zerstéren. Dabei wird die
Zellkulturflasche rotierend gedreht, so dass der gesamte Zellrasen mit dem Inokulum bedeckt
ist. Die inokulierten Zellkulturflaschen werden anschlieBend fur 30 bis 60 Minuten in den
Inkubator (37°C, 5% CO2) gestellt, um die Virusabsorption zu ermdglichen. Dabei ist zu
beachten, dass eine Verlangerung dieser Inkubationszeit zum Austrocken der Zellen und somit
zu einer reduzierten Uberlebensfahigkeit filhren kann. Darauffolgend kénnen 6 ml
Infektionsmedium hinzugeftgt und die Zellen weiter inkubiert werden — bei 33°C optimal fur
Influenza B-Stdmme und bei 37°C optimal fir Influenza A-Stdmme. Der Zellrasen wird mit
einem inversen Mikroskop taglich auf zytopathische Effekte (cytopathic effects, CPE)
kontrolliert. Charakteristisch fur CPE, die durch Influenza hervorgerufen werden, sind
Abrundung und Ablésung der MDCK-Zellen. Der Kulturliberstand wird geerntet, wenn
mindestens 75% des Zellrasens CPE zeigt. Dazu wird der Uberstand in ein 15 ml-
Zentrifugenréhrchen dekantiert und fir 15 Minuten bei 300 xg (~ 1600 rpm) und 4°C
zentrifugiert. Der klare Uberstand wird in ein neues 15 ml-Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt. Zur
verbesserten Stabilitat des Virus kann ein Stabilisator (0,5% Glycerin, 0,5% Gelatine oder
7,5% BSA) hinzugefiigt werden. AnschlieBend wird der Uberstand in 2 mil-Kryordhrchen
aliquotiert und fr bis zu einem Jahr bei -70/-80°C oder flr die Langzeitkonservierung bei -
135/-150°C gelagert.



4.2 Titerbestimmung eines Influenza-Stocks mittels TCIDso

Zur  Titerbestimmung  kénnen eine  Reihe  verschiedener  Methoden  wie
Haemagglutinierungsassays, Virus Plaque-Assays, Focus Forming-Assay oder Infektions-
Dosis-Assays herangezogen werden (vgl. Balish et al. 2013, Current Protocols in
Microbiology). Im Rahmen des DGUV-Projektes (Deutsche Gesetzliche Unfallversicherung:
~Entwicklung & Evaluierung eines Priifstandards fiir die Wirksamkeit von Luftreinigern zur
Reduktion der Virenfracht in der Luft“) werden die Titer Uber Infektions-Dosis-Versuche
Zellkultur bestimmt.

Der 50% tissue culture infectious dose (TCIDso)-Assay misst die Menge infektiéser Viren in
einer Probe oder einem Stock durch die Bestimmung der héchsten Verdiinnung, die noch 50%
einer MDCK-Zellkultur infizieren kann. Dazu werden die MDCK-Zellen zunéachst durch
Trypsinierung geerntet (s. 3.2 Kultivierung der Zellen) und auf eine Zellzahl von 2-3x10°
Zellen/ml in MDCK Growth Medium eingestellt. Von dieser Zellsuspension werden 100 pl in je
ein Well einer sterilen 96-Well-Platte gegeben (2 2-3x10* Zellen/Well) und die Platte zum
Adhéarieren (min. 30-45 Minuten bis maximal 24 Stunden) im Inkubator bei 37°C und 5% CO:
gelagert. Pro Platte kdnnen zwei Stocks oder Proben in Vierfachbestimmung getestet werden
(s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Verwendetes Pipettierschema fiir den TCIDso-Assay.

Stock/Probe 1

Stock/Probe 2
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Halb-logarithmierte Verdinnungsreihe der unverdinnten Ausgangsprobe
(unverd.) inklusive Negativkontrolle (ctrl) fir zwei Stocks oder Proben
(Stock/Probe 1& 2) in Vierfachbestimmung.



In der Zwischenzeit wird der Virusstock bzw. die Virusprobe auf Eis aufgetaut und 1:100 in
Infektionsmedium verdiinnt. Folgend kann das MDCK Growth Medium mit einer Eppendorf-
Pipette aus der Platte abgenommen werden, wobei darauf zu achten ist, den nun adharenten
Zellrasen nicht zu beschadigen. AnschlieBend werden die Zellen zweimal mit je 200 pl
Infektionsmedium gewaschen, um FBS-Rickstéande zu entfernen. Es werden dann je 100 pl
Infektionsmedium in alle bis auf die ersten Wells der Platte gegeben (s. Abbildung 2). Folglich
werden 146 pl des verdinnten Virusstocks (oder der verdinnten Virusprobe) in die ersten
Wells gegeben und eine halb-logarithmierte (2 log10) Verdinnungsreihe hergestellt. Dazu
werden je 46 pl von Well zu Well geben und die finalen 46 pl (aus Well 11, s. Abbildung 2)
verworfen, da die letzte Reihe (12) als Negativkontrolle genutzt wird. Die Platte wird far 2
Stunden bei 37°C und 5% CO: inkubiert, bevor das Inokulum abgenommen und die Zellen
vorsichtig mit 250 pl Infektionsmedium gewaschen werden. Es werden 200 pl 2% FBS-haltiges
Infektions- oder MDCK Growth Medium hinzufiigt und die Platte fir bis zu 72 Stunden weiter
inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit werden die Zellen mit Hilfe eines inversen
Mikroskops taglich auf CPE-Effekte und -Endpunkte hin kontrolliert. Hierbei werden die Wells
bereits als CPE-positiv definiert, wenn auch nur ein kleiner Teil der Zellen bereits CPE-Effekte
(Abrundung, Ablésung) aufweist. Der Endpunkt wird als letztes Well mit CPE-Effekten
definiert. Nach maximal 72 Stunden werden die Platten fotografisch dokumentiert und der Titer
wie folgend beschrieben nach Reed-Muench (vgl. Reed und Muench, 1938) berechnet.

Bei der Anwendung der Reed-Muench-Rechnung wird in drei Schritten vorgegangen.
Zunachst werden dem Protokoll folgend die CPE/Well bestimmt (s. Abbildung 4).
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Abbildung 3: CPE-Bestimmung in einer 96 Well-Kulturplatte.

Entsprechend dem mikroskopischen Befundes werden die Wells als CPE-
positiv oder -negativ bestimmt und mit einer Markierung (hier: +)
gekennzeichnet.

Pipettierschema

Stock/Probe

[in Vierfachbestimmung]
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AnschlieBend wird wie in Abbildung 4 gezeigt die TCIDso kalkuliert.

CPE auf Platte Akkumulierte Zahlen
Verdiinnungsstufe i:;ir;iz::;r nich??:f?z?l:rter |(rg::2):§+r;t N]c(hélli?lg’z)lert (E_:g) Pr(zf\i(r;: ig;f;eor:)g%)
Wells (CPE") Wells (CPE) (A) (B)
unverd.

1005 4 0 23 0 23 100 (23/23)
10+ 4 0 19 0 19 100 (23/23)
1015 4 0 15 0 15 100 (23/23)
102 4 0 1 0 1" 100 (23/23)
1025 3 1 7 1 8 88 (7/8)
103 3 1 4 2 6 67 (4/6)
1035 1 3 2 5 7 17 (2/7)
10+ 0 4 0 9 9 0 (0/9)
1045 0 4 0 13 13 0(0/13)
105 0 4 0 17 17 0(0/17)
ctrl

Abbildung 4: TCIDso-Kalkulation nach Read & Muench.

Mit Hilfe einer Tabelle wird die Anzahl infizierter (CPE*) und nicht infizierter (CPE") Wells
bestimmt, die Zahlen akkumuliert (A & B) und auf dieser Grundlage der prozentuale Anteil der
infizierten Wells bestimmt.

Und letztlich folgt die TCIDso-Berechnung auf Grundlage folgender Formel:

— log Gesamtverdinnung iber 50% - (I x log h)
TCID, =10

dabei qilt:

2 interpolierter Wert des 50%-Endpunktes; auch proportionate distance (PD) genannt

bedeutet, bei den Verdinnungen, die am n&chsten beieinanderliegen, d. h. ber 50% positiv

und unter 50% positiv, wird der proportionale Abstand zwischen diesen beiden Verdiinnungen

berechnet: | = (positiv Giber 50% - 50%) / (positiv Uber 50% - %positiv unter 50%)

h 2 Verdiinungsfaktor
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Beispielrechnung:

1. Berechnung des interpolierten Wertes |

= (positiv tber 50% - 50%) / (positiv Uber 50% - %positiv unter 50%)
= (85,7 - 50) / (85,7-14,3) = 0,5

2. Bestimmung des Verdinnungsfaktor h

h = Verdlnungsfaktor = 3,16 (2 halb-logarithmische Verdinnungsreihe)

3. Berechnung des LoglDso/IDso

LoglDso= Gesamtverdliinnung uber 50% - (I x log (h))
=-3-(0,34 x log(3,16) = -3,17 — IDso = 103"7

Dies ist die Endpunktverdinnung (2 die Verdlinnung, die 50% der inokulierten Wells
infiziert). Der Kehrwert dieser Zahl ist der Virustiter in Form von infektiésen Dosen pro
Volumeneinheit und wird in TCIDso/ml angegeben.

4. Berechnung des TCIDso

TCIDso/ml = (1/IDso)/Volumen des Inokulums in mi

= (1/10317)/0,046 ml = 32154,53 = 3,2 x10* — log(3,2 x10%) = 10%°

Darliber hinaus gilt: Die TCIDsp kann mit Hilfe der Poisson-Verteilung in plaquebildende
Einheiten (PFU) umgerechnet werden. Dabei handelt es sich um eine Schatzung, die darauf
basiert, dass bei der Grenzverdinnung, die 50% der angegriffenen Zellschichten infizieren
wirde, die Bildung einer einzigen Plaque in einer Zellmonolage zu erwarten ist (Umrechnung
TCIDso_in PFU).
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4.3 Bestimmung der Viruslast von Impinger-Proben mittels TCIDso

Um einen Prufstandard fur die Wirksamkeit von Luftreinigern zur Reduktion der Virenfracht in
der Luft zu etablieren, ein Projekt aus Mitteln des Forschungsfonds der Deutschen
Gesetzlichen Unfallversicherung (DGUV), wird eine zu diesem Zweck konstruierte
Messstrecke verwendet (s. Abbildung 5). Die Bioaerosolsammlung wird dabei nach dem
Impingementverfahren (2 Abscheidung von Partikeln in Flissigkeiten) durch den Einsatz von
All-Glass Impingern (AGI-30) erreicht. Die genaue Beschreibung der Messstrecke und ihrer
Funktionsweise ist der entsprechenden SOP zu entnehmen.
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Abbildung 5: Schematische Abbildung der Messstrecke.

Die Bioaerosolsammlung innerhalb der Messstrecke erfolgt nach dem
Impingementverfahren. Nach der Verneblung der Viren, werden diese an den
Messpunkten 1 & 2 mit Hilfe von Impingern (All-Glass-Impinger, AGI-30)
abgeschieden. Messpunkt 3 befindet sich am Ende der Messstrecke und dient
als Kontrolle des Dekontaminationsabschnittes, der UV-Bestrahlung und
HEPA-Filtration (H14) beinhaltet.

Um die Bioaerosolsammlung von Influenza-Viren innerhalb der Messstrecke zu untersuchen,

werden die aus embryonierten Hihnereiern hergestellten Virusstocks (s.4.1.1 Herstellung von
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Influenza-Stocks in embryonierten Hiihnereiern) verwendet. Fir die Verneblung (~ 9 ml mit
einer Konzentration von ca. 10° Viren) sowie die Sammlung in den Impingern (30 ml) wird der
Egg-Diluent (s. Tabelle 5) verwendet. Nach der Messung wird die Virussuspension aus den
Impingern in 50 ml-Zentrifugationsréhrchen tberfihrt und auf Eis gestellt. Entsprechend der
Titerbestimmung, kénnen die Proben nun mittels TCIDso (s. 4.2 Titerbestimmung eines
Influenza-Stocks mittels TCIDso) auf ihre Infektiositat bzw. den Virustiter hin analysiert werden.
Der Vergleich zwischen Start- und Endkonzentration gibt so Aufschluss darlber, wie viel
infektiéses Virus durch das Impingementverfahren abgeschieden werden konnte.
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