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Kurzfassung

Die vorliegende Studie zeigt, dass Viren, die (iber Vernebelungsexperimente in eine Versuchs-
RLT-Anlage eingebracht werden, bis zu vier Stunden spater noch in infektiéser Form im
Zuluftstrom nachweisbar sind. Selbst komplex gebaute Viren sind tber diesen Zeitraum in
infektidser Form detektierbar. Uber Real-Time PCR besteht die Méglichkeit mit hoher Sensitivitéat
virale Nukleinsauren in Luftstrdmen quantitativ zu erfassen. Die nach VDI6022 in RLT-Anlagen
zu verwendenden F7-Filterelemente sind nicht in der Lage, Viren in ausreichendem Maf
zuriickzuhalten. Durch Integration von UVC-Modulen in den Luftstrom lassen sich Viren zum Teil

bis unter die diagnostische Nachweisgrenze reduzieren.

Abstract

This study demonstrates, that virus particles nebulized in the airstream of an air-conditioning
system are infectious even four hours later in the delivery air. In addition, the stability of complex
structured viruses in the airstream was demonstrated. Real-Time PCR offers the possibility to
quantify viral nucleic acids in air-streams. The demanded F7 filter elements (VDI6022 guideline)
in conditioning systems are not able to hold back virus particles. However, integrated UVC-

modules are capable to reduce air born viruses under the diagnostic detection limit.

Einleitung

Mit der VDI Richtlinie 6022 (liberarbeitete Fassung 2. Auflage / April2006) liegt ein Regelwerk
vor, dass den Stand der Technik im Bereich der Lufthygiene von Raumlufttechnischen Anlagen
(RLT-Anlagen) definiert. Als Kernaussage der VDI6022 kann hierbei gelten, dass die Zuluft in
keiner Kategorie (organische, anorganische, biologische Inhaltsstoffe) schlechter sein darf als
die Vergleichsluft (in der Regel die Auenluft) [1].
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Im Focus der Richtlinie stehen hierbei bei den mikrobiellen Erregertypen Bakterien und Pilze,
wahrenddessen Viren eher unbeachtet bleiben. Welchen wesentlichen Anteil jedoch Viren an
Atemwegsinfektionen haben, wird deutlich bei der Beobachtung, dass bei den meisten
Erkrankungen des Atemtraktes in den Wintermonaten stets eine initiale Virusinfektion zu
beobachten ist. Das Erregerspektrum umfasst hierbei Adenoviren, Coronaviren, RS-Viren,
Rhinoviren, Influenza A und B Viren sowie Parainfluenzaviren und Enteroviren [2, 3].

Allein die Tatsache, dass die Allgemeine Ortskrankenkasse (AOK) in Deutschland bei ihren
Versicherten pro Jahr mit ca. 2,5 Millionen Erkrankungen der Atemwege und daraus folgend mit
25 Millionen Tagen Arbeitsunfahigkeit rechnet [4], l4sst die berechtigte Frage nach einem
mdglichen Transfer viraler Erreger durch RLT-Anlagen zu.

Derzeit ist wenig (iber die Infektiositat von Viren nach langerer Luftexposition bekannt, was aber
nicht zwangsléufig bedeutet, dass man die Infektionsroute tiber RLT-Anlagen a priori verneinen
kann. So ist beispielsweise fiir das Norovirus, einem wichtigen Erreger der Gastroenteritis
bekannt, dass er &uRerst umweltstabil und infektids ist. Die Infektionsdosis liegt hierbei bei 10-
100 Partikeln [5]. Ein Transfer von Viren iber RLT-Anlagen wére denkbar, insbesondere bei
Anlagen mit Umluftanteil.

Es stellt sich also die Frage, ob die derzeit in RLT-Anlagen fiir Biiro- Versammlungs- und
Produktionsrédumen verwendeten Filterelemente (F7/F5) in der Lage sind, Virusaerosole
zurlickzuhalten. AuRerdem soll diese Arbeit eine Aussage dariiber liefem, in wie weit Viren
verschiedener morphologischer Struktur in Luftstrémen stabil und infektids verbleiben. Im
Vergleich zu Filterelementen werden weiterhin physikalische DesinfektionsmaRnahmen (UVC-
Strahlung) zur Inaktivierung luftgetragener Viren in RLT-Anlagen vorgestellt. Die Integrationvon
UVC-Entkeimungssystemen in RLT-Anlagen hat in einer Studie von Menzies et al. [6] zu einer
Reduktion von arbeitsplatzbezogenen Krankheitssymptomen insbesondere hinsichtlich

Atemwegs- und Schleimhaut bezogenen Symptomen gefiihrt.

Material und Methode

Fur die Studien zur Virustransmission wurden aus sicherheitstechnischen Griinden eine Auswahi
morphologisch differenter Bakteriophagen als Modellsystem herangezogen. Diese
unterscheiden sich hinsichtlich GroBe, Virusgenom und Hiilistruktur (Tab. 1). Die
Phagenauswahl représentiert in Analogie zu den tier- und humanpathogenen Viren ein
vergleichbares morphologisches Spektrum, wobei &hnliche biophysikalische Eigenschaften
(Stabilitét, Wirkung von UVC, mechanisches Rickhaltevermégen durch  Filter,

Dehydratationseigenschaften) zu erwarten sind.
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Tab. 1: Bakteriophagenauswahl und humanpathogenes Analogon

Virusgenom

Virus Nuklein- Hiill- GroRe Morphologie " | Modellvirus
(Wirt) séure Struktur | struktur fir
Lambda ds-DNA Linear Kopf- 250 nm Herpesviridae
(Escherichia coli) Schwanz- | (Kopf 64 z.B. Epstein

Typ, nm) Barr Virus

nackt
o X174 ss-DNA | ringférmig | Ikosaeder | 25 nm Adenoviridae
(Escherichia coli) (-Strang) , nackt zB.

Adenovirus

MS2 ss-RNA Linear |lkosaeder| 26 nm Caliciviridae
(Escherichia coli) (+Strang) , nackt z.B. Norovirus
6 ds-RNA Linear | Spherisch | 86 nm Orthomyxo-
(Pseudomonas , umhillt viridae
syringae z.B.
phaseolicola) Influenzavirus

" Elektronenmikroskopische Aufnahmen ausICTVdB (The Universal Virus Database of the International Committee on Taxonomy of
Viruses); MaRstab 100 nm

Die Bestimmung der Infektiositat der Phagen erfolgte (iber standardisierte Weichagar-
Plattierungsmethoden mit definierten Bakterien-Indikatorstdmmen, wobei eine Quantifizierung
liber die Bestimmung der PFU (Plaque Forming Units) erfolgte.

Neben der Bestimmung der Infektiosit4t wurde die virale Nukleinsaure mittels Real-Time PCR
nach Luftprobenahme im Filtrationsansatz bestimmt. Hierzu wurde eine Aufreinigungsmethode
erarbeitet, die Phagen-Nukleinséure in ausreichender Reinheit fiir die nachfolgende PCR liefert.
Fir die Real-Time PCR wurde ein Rotorgene 3000 (Corbett Research, Sydney) Thermocycler
verwendet. Durch Einsatz verschiedener Primerkombinationen konnten virenspezifische
Amplifikate unterschiedlicher Lénge gewonnen werden.

Zur Uberpriifung des Riickhaltevermdgens von F5 und F7 Filtern wurde eine standardisierte
RLT-Anlage mit einem Kanalquerschnitt 400mm x 700mm aufgebaut, die mit kommerziell
erhéltlichen Taschenfilterelementen ausgeriistet wurde. Die beaufschlagten Luftvolumina wurden
entsprechend der Filterherstellerangaben (iber eine variable Ventilatorsteuerung eingestellt. Die
Differenzdruckkontrolle ~ erfolgte (iber ein Differenzdruckmanometer. Der generelle

Versuchsaufbau ist in Abb.1 wiedergegeben.
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Abb. 1: Versuchsaufbau
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In die oben beschriebene Versuchs-RLT-Anlage [7] wurden liber einen Pari-Aerosolgenerator
(Pari-LC Plus) definierte Virenmengen eingebracht.

Sowohl fir die Bestimmung der Infektiositat als auch fiir die PCR erfolgte die Luftprobenahme
am Luftauslass mittels Sartorius Membranfiltration. Hierzu wurde eine isokinetische
Luftprobenahme (Luftprobenahmegerat Sartorius MD8) mit standardisierten Gelatinefiltern
durchgefiihrt, wobei jeweils 1 m® Luft Giber 10 min bei einer Saugleistung von 6 m*h abfiltriert
wurde. Die Filter wurden anschlieRend fiir die jeweilige Nachweismethodik aufbereitet [7].

Die Inaktivierungsexperimente wurden mit Steritube UVC-Modulen (TUV,UVC 2 x 95W, Philipps)
der Firma Virobuster Technology, Niederlande durchgefiihrt, wobei die UVC-Strahler separat
zuschaltbar waren. Jedes Modul hat eine Durchflusskapazitét von 400m?h pro Stunde und l&sst
sich in beliebiger Anzahl Uber einfache Steckverbindungen mit Adapteranschliissen in RLT
Anlagen integrieren (Abb.2). Die Bestrahlungsdosis betrug 77mJ/cm? Die Luftprobenahmen

erfolgten im Auslassbereich eines Modules.
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Abb. 2: Steritube UVC-Modultechnologie der Firma Virobuster zum Einbau in RLT-Anlagen

Ergebnisse

Exemplarisch werden hier Ergebnisse fir einzelne Bakteriophagen wiedergegeben. Die
Gesamtergebnisse sind unter [7] publiziert.

Die Abbildung 3 stellt die Verweilzeit des Bakteriophagen MS2 dar. MS2 kann als Modellsystem
fiir Noroviren betrachtet werden. Nach Vernebelung von 4,68 x 10™ Viren in den Luftstrom des
RLT-Modules (kein Filterelement integriert) lassen sich selbst nach vier Stunden noch >100
infektiose Partikel pro Kubikmeter Zuluft nachweisen (heller Balken). Die Abreicherung der Viren
wird (iber Real-Time PCR bestétigt (dunkler Balken).
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Abb. 3: Verweilzeit von MS2 nach Vernebelung in eine RLT-Anlage
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Deutlich wird hierbei ebenfalls die Sensitivitit des spezifischen Nukleinsdurenachweises mittels
Real-Time PCR. Nach 300 min nach Vernebelung (tsgo) sind keine infektiésen Virenpartikel mehr
nachweisbar, wahrenddessen die PCR einen deutlichen Nachweis (iber amplifizierbare
Genomanteile liefert.

Ahnliche Ergebnisse wurden ebenfalls fiir die anderen in Tab.1 verwendeten Viren erhalten.
Selbst komplexe Viren wie der Bakteriophage Lambda scheinen eine entsprechend hohe
Stabilitat in Luftstromen zu haben [7].

Bei Integration eines F5 oder F7 Filterelementes wird deutlich, dass weder Aerosole des Virus
MS2 noch Nukleinsaure-Molekiile in ausreichender Form durch diese Filterelemente

zuriickgehalten werden (siehe Tab. 2 und Tab. 3).

Tab. 2:Riickhaltevermégen von F5/F7 Filterelementen: Viren

Filterelement Vernebelte Virenmenge Infektidse Viren (PFU*) im

Zuluftstrom pro m®

ohne 1,5x10° 1,23x 10°
F5 1,5x 10° 9,67 x 10°
F7 1,0x 10" 7,57 x 10°

* PFU= Plaque Forming Units
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Tab. 3: Riickhaltevermégen von F5/F7 Filterelementen: Nukleinsduremolekiile

Filterelement Vernebelte Nukleinsiurekopien Nukleinsiurekopien

Nukleinsdure-Kopien im Zuluftstrom im Zuluftstrom
(60bp-Ampilifikat) t, | (60bp- Amplifikat) t
4,49x 10" 7,9x 10’ 1,29 x 107
2,56 x 10 p ’

1,15x 10" 2,54 x 10

Wird dagegen in den Luftstrom ein UVC-Modul integriert, lassen sich wie aus Abb. 4 zu
erkennen ist fiir den Virus MS2 Reduktionen der infektisen Partikel um fast vier log-Stufen

F5
F7

erreichen. Die amplifizierbare Nukleinsauremenge wird in Abhéngigkeit von der zur Analyse
eingesetzten Amplifikat-Ldnge durch UVC-Bestrahlung reduziert.

Abb. 4: Reduktion des Bakteriophagen MS2 durch UVC Strahlung
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Der komplex gebaute Bakteriophage Lambda lasst sich sogar bei einmaliger Passage des
Steritube-UVC Modules von 1,64 x 10 infektiésen Virenpartikeln unter die Nachweisgrenze von
1 x 102 reduzieren [7].

Diskussion

Die vorliegenden Daten zeigen (Tab. 2), dass die derzeit in der VDI6022 vorgeschlagenen
Filterelemente keine ausreichende Reduktion von infektidsen Virenpartikeln bieten. Die bei einer
Norovirusinfektion einer Einzelperson freigesetzten Viruspartikel (einmalig/Vomitus) kénnen bei
tiber 3 x 107 liegen [5). Die experimentell ermittelten Daten mit dem morphologisch eng
verwandten MS2-Virus demonstrieren, dass man durchaus einen Transfer von Bioaerosolen
Uber RLT-Anlagen vermuten kann, zumal Infektionsdosen bei diesem extrem umweltstabilen
Virus von 10-100 Viruspatikeln ausreichen. Selbst komplex gebaute Viren sind in Luftstrémen
von RLT-Anlagen mehrere Stunden stabil.

Die molekularbiologischen Analysen mittels Real-Time PCR demonstrieren, dass eine schnelle
und sensitive Analytik viraler Nukleinsauren im Luftstrom von RLT-Anlagen auf Basis der
Sartorius Probenahme-Technik mdglich ist. Die PCR-Analytik kann nicht die eigentlichen
Plattierungsexperimente ersetzen, die den Nachweis Uber infektiése Viren liefern. Allerdings
besteht mit der Real-Time PCR die Méglichkeit, RLT-Anlagen schnell und sensitiv auf mégliche
virale Kontaminationen zu Uberpriifen. Dies konnte in Zukunft eine Mdglichkeit bieten, die
Effizienz von Reinigungs- bzw. DesinfektionsmalRnahmen zu validieren. Die geringere
Kopienanzahl nach PCR mit UVC-Bestrahlung (1058 bp-Amplifikat, Abb. 4) ist durch eine
hohere Mutationswahrscheinlichkeit bei Iangeren Ziel-Molekiilen zu begriinden. UVC induzierte
Mutationen stellen Hemmstellen fir die in der Reaktion verwendete DNA-Polymerase dar [8].

Eine Alternative zu mechanischen Filterelementen bietet hinsichtlich der Inaktivierung viraler
Erreger die UVC-Strahlung. Die Integration von UVC-Strahlern in RLT-Anlagen zeigt eine hohe
Inaktivierungseffizienz im Vergleich zum Riickhaltevermégen der hier getesteten Filterelemente.
Die Entwicklungsarbeit in der Strahlertechnologie in den letzten 15 Jahren hat zu
leistungsfahigen, ozonfreien Strahlertypen gefiihrt, die bei Einbau in eine RLT-Anlage eine echte
Alternative zur Reduktion luftgetragener Mikroorganismen insbesondere von Viren bieten. Die
Modularitat des hier verwendeten Steritubes (Fa. Virobuster, Niederlande) bietet die Mdglichkeit
eines einfachen Einbaues der Module auch in bereits bestehende Anlagen.

Zukunftige Feldstudien sollen zeigen, inwieweit eine Integration von UVC-Modulen in RLT-
Anlagen zur Reduktion von Gesundheitsbeschwerden bei Mitarbeitern fiihren kann. Geplant ist
weiterhin zu Uberpriifen, ob die an Bakteriophagen gewonnenen Daten tatsachlich auch auf
human- bzw. tierpathogene Viren lbertragbar sind. Hierzu wird derzeit fiir das Feline Calicivirus
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(Modell fiir Norovirus) ein Zellkultursystem entwickelt, das experimentell genutzt werden kann,

um die Infektiositét dieser Viren nachzuweisen. Weiterhin sollen im Rahmen von Feldstudien

zukinftig bei Hygieneinspektionen gewonnene Luftproben mittels Real-Time PCR auch auf Viren

untersucht werden.
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