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Biologischer Arbeitsstoffe in der Luft am Arbeitsplatz

Erster Ringversuch ,Schimmelpilze”

B. Averdiek, Ch. Deininger, S. Engelhart, Th. Missel, W.

Zusammenfassung Biologische Arbeitsstoffe (Schimmelpil-
ze, Bakterien u.a.) kommen an einer Vielzahl von Arbeits-
pldtzen vor, z.B. in der Abfallwirtschaft oder beim Einsatz
von Kiihlschmierstoffen. Um zu einer einheitlichen mefitech-
nischen Beurteilung von Arbeitspldtzen hinsichtlich ihrer
mikrobiellen Belastung zu kommen, sind standardisierte
Mef3verfahren fiir Biologische Arbeitsstoffe Voraussetzung.

Der vorliegende erste Ringversuch sollte weitergehende
Informationen zu den Leistungskenndaten des ,Verfahrens
zur Bestimmung der Schimmelpilz/Hefenkonzentration in
der Luft am Arbeitsplatz® erbringen, das unter Federfiihrung
des Berufsgenossenschaftlichen Instituts fiir Arbeitssicher-
heit - BIA in der Projektgruppe 4 ,,Arbeitsplatzbewertung
(vormals AK ,,Mef§verfahren, Mef3strategie®) des Ausschusses
fiir Beiologische Arbeitsstoffe entwickelt wurde. Das Verfah-
ren beruht auf einer Probenahme mit Abscheidung auf ei-
nem Membranfilter und anschlieflender Bestimmung durch
Anziichtung auf Nahrboden.

Am Ringversuch beteiligten sich insgesamt acht Einrich-
tungen. Die Probenahme erfolgte auf dem Geldnde einer
Kompostieranlage: zum einen an der Auflenluft im Ein-
gangsbereich des Verwaltungsgebdudes (Einsatz der Direkten
Methode), zum andern in der Sortierkabine des Aufarbei-
tungsbereiches (Indirekte Methode).

Das Mef3verfahren bewihrte sich nachdriicklich unter den
gegebenen Probenahmebedingungen. Schliefit man die Aus-
reifler (hochster und niedrigster Einzelwert) der ermittelten
Schimmelpilzkonzentration pro Filterserie aus, ergibt sich
zwischen den Teilnehmern eine Abweichung um den Faktor
~2 bei der Indirekten Methode. Die relative Standardabwei-
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chung zwischen allen acht Teilnehmern betrégt fiir DG-18-
Agar 30 bis 41%, fiir MEA 45 bis 48%. Die Streuungen der
Einzelwerte sind nicht allein laborbedingt, sondern liegen
auch in der inhomogenen Sporenverteilung am Probenah-
meort begriindet. Die Bestimmung der einatembaren Frak-
tion, das personentragbare Probenahmesystem, die quantita-
tive Erfassung sehr grofler Schimmelpilzkonzentrationen mit
moglichen langen Probenahmezeiten sowie die variable Auf-
arbeitung der beaufschlagten Filter (direkt; indirekt) stellen
Vorteile gegentiber anderen Probenahmeverfahren (z.B. Im-
paktionsverfahren) dar.

Aufgrund der Erkenntnisse aus umfangreichen Mef$kam-
pagnen und dem hier beschriebenen Ringversuch wurde ei-
ne iiberarbeitete Version der Mef3verfahrensvorschrift er-
stellt. Zukinftige Ringversuche (Schimmelpilze, Bakterien)
sind geplant.

Determination of atmospheric

workplace concentrations of biological agents.

First interlaboratory trial “Moulds”
Abstract Biological agents (moulds, bacteria etc.) can be
found at many workplaces, e.g. in the waste industry or
where cooling lubricants are used. Standardised measuring
methods are indispensable for ensuring a harmonised evalu-
ation of microbiological workplace exposure.

The first interlaboratory trial was intended to gather in-
formation on the efficiency of the “Method for determining
mould/yeast concentrations in workplace air”. Coordinated
by the Berufsgenossenschaftliches Institut fiir Arbeitssicher-
heit - BIA, the trial was carried out by the project group 4
“Workplace assessment” (former task force “Measuring
methods, measuring strategy”) of the Committee for Biologi-
cal Agents at Work, The method includes sampling with sep-
aration on a membrane filter and determination after cultur-
ing on nutrient media.

A total of eight institutions participated in the interlabo-
ratory trial. Samples were taken in a composting plant, both
outdoors near the entrance of the administration building
(Direct method) and indoors in the sorting cabin, where or-
ganic waste is prepared for composting (Indirect method).

The sampling method made its proof under the given
sampling conditions. If outliers (highest and lowest individ-
ual value) are excluded, mould concentration values deter-
mined in one filter series vary by the factor ~2 as far as the
Indirect method is concerned. The relative standard devia-
tion comes to 30 to 41% for DG-18-Agar and 45 to 48% for
MEA. Variance of values is not only due to laboratory condi-
tions, but also to heterogeneous spore distribution at the
sampling place. Compared to other approaches (e.g. im-
paction), the investigated sampling system offers several ad-
vantages: determination of the inhalable fraction, personal
sampling, quantitative determination of high mould concen-
trations with long sampling times and variable preparation
of loaded filters (direct, indirect).
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On account of the results obtained in exhaustive measur-
ing series and in the described interlaboratory trial, a re-
vised version of the measuring protocol was elaborated. Fur-
ther interlaboratory trials (moulds, bacteria) are planned.

1

Einleitung

Pilze sind eukaryotische Organismen, die zu den Mikroorga-
nismen gezihlt werden und verschiedene Wuchsformen (Hy-
phen, Sprofibildung) aufweisen. Sie werden u.a. unterteilt in
Basidiomyceten (Stidnderpilze), Sprofipilze (Hefen), Schim-
melpilze (Aspergillus, Mucor, Penicillium), Dermatophyten
(Hautpilze) und dimorphe Pilze. Schimmelpilze kommen in
allen Lebensrdumen des Menschen vor; sie sind im Boden,
im Wasser und in der Luft enthalten. Der Mensch kommt
durch Luft, Stoffe, Zubereitungen und Erzeugnisse, die aus
diesen Mikroorganismen bestehen, diese enthalten oder die-
sen anhaften, bzw. durch andere Menschen und Tiere mit ih-
nen in Kontakt. Dies gilt auch fiir verschiedene Arbeitsberei-
che, wo zum Teil sehr hohe Konzentrationen an Schimmel-
pilzen in der Luft angetroffen werden, die weit iiber den
Referenzauflenluftwerten liegen kénnen. Solche Arbeitsberei-
che finden sich z.B. in der Landwirtschaft, bei der Holzver-
arbeitung und in der Abfallwirtschaft. Schimmelpilze kom-
men aber auch im Innenraumbereich von Gebduden regel-
mifig vor [1 bis 4]. In allen diesen Fillen spricht man von
einem nicht gezielten (,,unbeabsichtigten®) Umgang mit Bio-
logischen Arbeitsstoffen.

Schimmelpilze spielen eine wichtige Rolle im Stoffhaus-
halt der Natur, indem sie an der Mineralisierung organischer
Stoffe beteiligt sind und so anderen Lebewesen die Besiede-
lung eines Lebensraumes ermdéglichen bzw. Nihrstoffe ver-
fiigbar machen. Auf der anderen Seite kénnen einige Arten
fiir den Menschen auch ein Risiko darstellen. Sie sind in der
Lage, Lebensldufe zu besiedeln, in denen sie unerwiinscht
sind oder natiirlich nicht vorkommen. Durch ihr massives
Auftreten kénnen sie beim Menschen zu lokalen oder allge-
meinen Stérungen des Makroorganismus fithren (Mykoaller-
gose, -toxikose, Mykose). Von besonderem Interesse ist die
Exposition iiber die Luft, bei der die Schimmelpilze als Luft-
sporen, Aggregate von Luftsporen, Hyphenbruchstiicke und
Einzelzellen, frei oder an Staubpartikeln oder Fliissigkeits-
tropfen gebunden, vorkommen (Bioaerosol). Inbesondere
im o.g. Bereich des unbeabsichtigten Umgangs mit Mikroor-
ganismen sind die Kenntnisse tiber Art und Ausmafd der Be-
lastungen gering und Schutzmainahmen oftmals unzurei-
chend. Somit stellen die Belastungen in diesem Bereich fiir
den Arbeitsschutz ein besonderes Problem dar.

Gemifl der EG RL 90/679/EWG zihlen Schimmelpilze zu
den Biologischen Arbeitsstoffen. Ziel dieser Richtlinie ist der
Schutz der Arbeitnehmer vor der Gefdhrdung ihrer Sicher-
heit und Gesundheit, der sie auf Grund der Exposition ge-
geniiber Biologischen Arbeitsstoffen bei der Arbeit ausge-
setzt sind oder sein konnen, einschliefllich der Vorbeugung
gegen solche Gefdahrdung [5]. Die nationale Umsetzung er-
folgt in Form einer Verordnung auf der Basis des neuen Ar-
beitsschutzgesetzes.

Danach miissen kiinftig fur jede Tatigkeit, bei der eine
Exposition gegeniiber Biologischen Arbeitsstoffen auftritt,
die Art, das Ausmaf} und die Dauer der Exposition der Ar-
beitnehmer ermittelt werden, damit alle Risiken fiir die Si-
cherheit und Gesundheit abgeschatzt und Schutzmafinah-
men festgelegt werden kénnen. Voraussetzung hierfiir ist die
qualitative und quantitative Bestimmung Biologischer Ar-
beitsstoffe auf der Grundlage einer einheitlichen Mefimetho-
dik und Mefistrategie.

Dies stellt fiir den Arbeitsschutz die Grundvoraussetzung
dar, um in Zukunft eine einheitliche Beurteilung von Ar-
beitsplatzen hinsichtlich des Vorkommens von Mikroorga-
nismen zu gewihrleisten und ggf. Richtwerte einfiithren zu
konnen.

Im Rahmen der Tatigkeit des Arbeitskreises ,MefSverfah-
ren, Mef3strategie“ des BMA-Beratergremiums ,,Biologische
Arbeitsstoffe” (jetzt Projektgruppe 4 , Arbeitsplatzbewer-
tung“ des Ausschusses fiir Biologische Arbeitsstoffe — ABAS)
wurde ein standardisiertes Mef3verfahren zur Bestimmung
der Schimmelpilzkonzentration erstellt und in der BIA-Ar-
beitsmappe Messung von Gefahrstoffen, Kennziffer 9420, ver-
Sffentlicht [6]. In der Zwischenzeit wurde dieses Verfahren
auch als Technische Regel Biologische Arbeitsstoffe (TRBA
430) vom Bundesministerium fiir Arbeit und Sozialordnung
bekanntgegeben [7].

Der 1. Ringversuch wurde mit der Zielsetzung geplant, die
Durchfiihrbarkeit und die Leistungskenndaten des Verfah-
rens unter Praxisbedingungen zu ermitteln und die Verfah-
rensvorschrift entsprechend anzupassen.

Mangels verfiigbarer Bioaerosol-Beaufschlagungstechni-
ken konnten im Ringversuch keine einheitlich im Labor be-
legten Filter zur Verfigung gestellt werden, so dafd die Pro-
benahme durch die beteiligten Einrichtungen unter realen,
nicht-experimentell kontrollierten Expositionsbedingungen
(AufSenluft, Sortierkabine) erfolgte.

2
Durchfiihrung

2.1

MeBprinzip

Dem Meflverfahren liegt die Probenahme iiber Filtration zu-
grunde. Hierbei wird mit Hilfe einer im Sammelgerit inte-
grierten oder an den Probenahmekopf angeschlossenen
Pumpe ein volumendefinierter Luftstrom durch ein Mem-
branfilter angesaugt und das Bioaerosol auf dem Filter abge-
schieden. Die Auswertung der beaufschlagten Filter erfolgt
durch Kultivierung der Pilze gemafS der Direkten oder Indi-
rekten Methode. Bei der Direkten Methode werden die be-
legten Filter direkt auf den Nahrboden gelegt, bebriitet, die
gewachsenen Kolonien ausgezahlt und die Konzentration pro
m® Luft berechnet.

Zur Indirekten Konzentrationsbestimmung wird das auf
dem Filter abgeschiedene Bioaerosol in einer Losung suspen-
diert und nach Anlegen einer Verdlinnungsreihe auf Nahr-
béden ausgespatelt. Diese werden anschlieflend bebriitet und
die Schimmelpilzkonzentration pro m” Luft ermittelt.

2.2
Material, Gerate

Filter, Nahrmedien

Als Filtermaterialien kamen Cellulose-Nitrat-Membranfilter
(CN-Filter, 0,8 pm Porengréfle, Sartorius) und Polykarbonat-
Membranfilter (Pk-Filter, 0,8 um Porengrofle, Costar) zum
Einsatz. Zur Kultivierung von Schimmelpilzen wurde Malz-
extrakt-Agar (MEA, Merck) als gidngiges Ndhrmedium zum
Nachweis, zur Isolierung und zur Koloniezahlbestimmung
von Pilzen sowie Dichloran-Glyzerin-Agar (DG 18, Oxoid) als
Nidhrmedium zum selektiven Nachweis xerophiler Schimmel-
pilze verwendet.

Probenahmesystem
Zur Probenahme wurde das personengetragene Gefahrstoff-
probenahmesystem PGP mit Gesamtstaubsammelkopf GSP



Bild 1. Aufbau der Probenahmegerite in der Sortierkabine der
Kompostieranlage

und Pumpe PP5EX eingesetzt. Durch die Verwendung des
GSP-Kopfes werden die einatembaren Schimmelpilzsporen
erfafSt.

Die Probenahmekopfe waren in ca. 15 cm Abstand von-
einander horizontal an einem Stativ befestigt (Bild 1).
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Probenahme

Probenahmeort

Die Probenahme erfolgte auf dem Geldnde einer Kompo-
stieranlage im Eingangsbereich (Auflenluftwert) des Verwal-
tungsgebdudes sowie in der Sortierkabine des Aufbereitungs-
bereiches (Bild 1). Die Kompostieranlage stellt im Annahme-
bereich und in der Aufbereitung ein geschlossenes eingehau-
stes System dar. Die Hallenluft wird abgesaugt und iiber ein
Biofilter abgeleitet. Intensiv-Vorrotte und -Nachrotte finden
unter Luftabsaugung und Desodorierung der Abluft auf ei-
ner Fliche im Freien statt (Tafelmiete). Nachrotte und Lage-
rung des Kompostes erfolgen in einer Halle. Am Tag des
Ringversuches sind 53,5 t Biomiill und Strauchschnitt ange-
nommen worden. Der Biomiill wurde am Anlieferungstag
verarbeitet.

In der Sortierkabine befinden sich zwei gegeniiberliegen-
de Arbeitsplatze, und die aussortierten Storstoffe werden
tiber zwei Abwurfschichte in darunterstehende Container
abgeworfen. Die Sortierkabine wird mit Frischluft versorgt,
die oberhalb des Sortierbandes eintritt. Am Probenahmetag
wurde das Stativ mit den Probenahmeképfen am unbesetz-
ten Sortierplatz aufgestellt. Wahrend der Probenahme wurde

die Frischluftzufuhr abgeschaltet, um eine gleichmifigere
Verteilung des Bioaerosols zu erreichen.

Der Probenahmeort fur den Auflenluftwert lag im Ein-
gangsbereich (Eingang Biiro-, Sozialgebdude) zur Kompo-
stieranlage, ca. 200 m von Annahme, Aufbereitungs- und
Rottebereich entfernt. Der Standort war so gewdhlt, daf§ von
der Kompostieranlage weitgehend unbelastete Umgebungs-
luft angesaugt wurde. Wakrend der Probenahme herrschte
auf dem Geldnde bei wolkenlosem Himmel und Sonnen-
schein ein Luftdruck von ca. 1012 mbar, eine relative Luft-
feuchte von 48% bis 31%, eine Lufttemperatur von 21 bis
25 °C. Der Wind wehte aus &stlichen Richtungen mit 4 m/s.

Durchfiithrung

Am Ringversuch beteiligten sich insgesamt acht Einrichtun-
gen. Die acht Probenahmek&pfe wurden vor Ort mit den Fil-
terkapseln bestiickt (Auflenluft CN-Filter, Sortierkabine Pk-
Filter) und die acht kalibrierten Pumpen (3,5 1/min) unmit-
telbar hintereinander gestartet, in der gleichen Reihenfolge
abgeschaltet und die Durchfluflrate kontrolliert.

Die Probenahmezeiten zur Bestimmung des Auflenluft-
wertes betrugen zwei und vier Minuten (insgesamt sechs Fil-
ter je Teilnehmer) und zur Bestimmung der Schimmelpilz-
konzentration in der Sortierkabine 15 Minuten (drei Filter je
Teilnehmer). Die beaufschlagten Filter wurden trocken in
der Filterkassette bei Umgebungstemperatur transportiert
und am folgenden Tag zeitgleich entsprechend der Vorschrift
des Ringversuchs aufgearbeitet. Die beaufschlagten Filter
eines der acht Teilnehmer wurden per Expresskurier in das
entsprechende Labor geschickt.

Die CN-Filter (Auflenluftwert) wurden entsprechend der
Direkten Methode und die Pk-Filter nach der Indirekten Me-
thode ausgewertet. Zur Kultivierung sind Malzextrakt -
(MEA)- und Dichloran-Glyzerin (DG 18)-Agarplatten ver-
wendet worden. Die Pk-Filter wurden in jeweils 10 ml phy-
siologische NaCl-Losung (0,9%ige Saline)+0,01% Tween 80
tberfiihrt und fiir vier Minuten bei starkster Stufe auf ei-
nem Vortexer gemischt. Diese Originallésung wurde tber ei-
ne dezimale Verdiinnungsreihe (physiologische NaCl-Lo-
sung+0,01% Tween 80) verdiinnt. Zwischen den einzelnen
Verdiinnungsschritten und vor dem Ausplattieren wurden
die Reagenzgldser nochmals zehn Sekunden gemixt (Vorte-
xer). Ausplattiert wurden 0,1 ml der Originallosung und die
1. und 2. Verdiinnungsstufe auf je drei Parallelagarplatten.
Die Néhragarplatten der Direkten und Indirekten Methode
wurden maximal sieben Tage bei 25 °C inkubiert und die
Kolonien tédglich ausgezahlt.

Die Berechnung der Schimmelpilzkonzentration erfolgte
unter Berticksichtigung der Originallésung gemafd der Be-
rechnungsformel des BIA-Mef3verfahrens Kennziffer 9420 [6].

Die fiir den Ringversuch erforderlichen Materialien (Pro-
benahmesysteme, Filter, Ndhrmedien, Verdiinnungslosungen)
wurden vom BIA bereitgestellt. Die Aufarbeitung der beauf-
schlagten Filter und die Auszdhlung erfolgte in den Labors
der acht beteiligten Einrichtungen. Die Ergebnisse wurden
dann im BIA gesammelt und anonymisiert zusammenge-
stellt. Auswertung und Diskussion der Ergebnisse erfolgten
gemeinsam mit den Vertretern der beteiligten Einrichtungen.

3
Ergebnisse

3.1

Direkte Methode

In Tabelle 1 und Bild 2 sind die mit Hilfe der Direkten Me-
thode erzielten Ergebnisse in Abhédngigkeit zur Probenahme-
zeit und dem verwendeten Nihrboden dargestellt.
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Die ermittelten Konzentrationen an Schimmelpilzen in
der Auflenluft entsprechen unter Beriicksichtigung der vor-
liegenden Randbedingungen und der Untersuchungsmetho-
dik den zu erwartenden Werten von 10'-10” KbE pro m’
Luft [8, 9]. Eine Korrelation zwischen Probenahmezeit und
bestimmter Koloniezahl pro Filter wurde im Mittel unter
den natiirlichen Expositionsbedingungen nicht gefunden. Als
Ursache werden die zu kurze Probenahmezeit (zwei Minu-
ten) und damit verbunden die starke Abhingigkeit der Er-
gebnisse von den augenblicklichen Expositionsbedingungen
sowie der hohe Umrechnungsfaktor (x142,9 KbE/m® Luft)
angenommen. Der Versuch belegt, daf$ sich bei Koloniezah-
len von weniger als 10 KbE/Platte der Zufallsfaktor stark
auswirkt.

Die Anzahl der nachweisbaren Schimmelpilze in der Au-
Benluft ist vom Ndahrmedium abhingig. Unter den gewihlten
Untersuchungsbedingungen zeigte sich, dafl im Mittel mit
MEA mehr Schimmelpilze bei einer gréfleren Standardab-
weichung der Einzelergebnisse kultivierbar waren als mit

Tabelle 1. Durchschnittliche Koloniezahl pro Filter in der Auenluft,
Standardabweichung der Ergebnisse in Abhidngigkeit zur Probenah-
mezeit und zum Nihrboden (Direkte Methode)

t Filter Ndhragar n X S Konz.
[min] [KbE/ [KbE/ [KbE/m’
Filter]  Filter]  Luft]
2 CN-1 DG 18 8 5,12 2,29 732
CN-2 DG 18 8 5,00 1,93 714
CN-4 MEA 8 5,75 2,96 821
CN-5 MEA 8 7,50 3,16 1071
4 CN-3 DG 18 8 6,87 2,03 491
CN-6 MEA 8 7,62 2,67 544
n = Anzahl der Ergebnisse
X = Mittelwert der Koloniezahl pro Filter
S = Standardabweichung der Ergebnisse
KbE = Koloniebildende Einheiten
MEA = Malzextrakt-Agar
DG 18 = Dichloran-Glyzerin-Agar
Konz. = Schimmelpilzkonzentration pro m” Luft, bezogen auf X
t = Probenahmezeit
CN = Cellulose-Nitrat-Membranfilter
1600 = 1600
1400 == 1400
1200 - 1200
1000 1000
t
w 800 — 800
N4
600 T 600
400 T = 400
200 = 200
0 + 0
CN-1 CN-2 CN-4 CN-5 CN3  CN-6
Filter

Bild 2. Graphische Darstellung der mit der Direkten Methode er-
mittelten Schimmelpilzkonzentration in der Auflenluft, Mittelwert
aus acht Einzelergebnissen

[] MEA, CN-1, -2, -4, -5, Probenahmezeit 2 min

B DG-18-Agar, CN-3, -6, Probenahmezeit 4 min

T Minimal-, Maximalwert

DG 18. Auf MEA erfolgt im Gegensatz zum DG-18-Agar kei-
ne Inhibition von Bakterien oder Groflenbegrenzung von
Schimmelpilzkolonien. Dadurch wird die Auswertung er-
schwert, und es kann zu einer Uber- bzw. Unterbewertung
der Koloniezahlen kommen.

3.2

Indirekte Methode

Tabelle 2 beinhaltet die Ergebnisse der Indirekten Methode.
Zusammengestellt wurden die bestimmten Koloniezahlen je
zur Auswertung herangezogener Verdiinnungsstufe und Fil-
ter (Mittelwert aus drei Parallelplatten) und die Standardab-
weichung zwischen den Teilnehmern sowie zwischen den
Parallelplatten. Angegeben sind auflerdem die errechneten
mittleren Konzentrationen an Schimmelpilzsporen. Eine aus-
fithrliche Zusammenstellung der Einzelergebnisse enthalt
Tabelle 3.

Die Ergebnisse unterstiitzen die mit der Direkten Metho-
de gemachten Erfahrungen. Beide Nahrbdden sind zum
Nachweis von Schimmelpilzen in der Luft geeignet. DG-18-
Agar hat auf Grund seiner Zusammensetzung bei der Aus-
wertung gegeniiber dem MEA Vorteile.

Um die optischen Unterschiede beider Pilzndzhrmedien zu
objektivieren, wurde eine statistische Auswertung in Form
»Gekerbter Box-Whisker-Diagramme* durchgefiihrt, die der
Untersuchung der Symmetrie, der Verteilungsannahmen so-
wie der Entdeckung von Ausreiflern dienen und somit einen
optischen Vergleich verschiedener Mef3orte und Mefireihen
erlauben.

Das Diagramm unterteilt die Daten in vier Bereiche glei-
cher Hiufigkeit. Die Box selbst schliefit die mittleren 50%
ein, der innerhalb der Box gezogene Querstrich bezeichnet
den Median. Die vertikalen Linien (Whiskers) verlaufen un-
terhalb der Box vom ersten Quartil (25. Perzentil) zum
kleinsten Datenpunkt innerhalb 1,5 Quartilabstinden vom
ersten Quartil und oberhalb der Box vom dritten Quartil
(75. Perzentil) zum grofiten Datenpunkt innerhalb 1,5 Quar-
tilabstdnden vom dritten Quartil. Datenpunkte jenseits der
Whiskers werden einzeln gezeichnet. Ausreifler, die mehr als
drei Quartilabstinde unter dem ersten bzw. iiber dem drit-
ten Quartil liegen, werden mit speziellen Zeichen dargestellt.

Die Linge der vom Median ausgehenden Kerben ent-
spricht einem ca. 95%-Konfidenzintervall fiir den Median.
Ragt eine Kerbe tiber ein Quartil hinaus, falten sich die En-
den der Box ein. Die Breite der Box ist proportional zur
Wurzel der Anzahl von Beobachtungen innerhalb der Mef3-
reihe. Uberschneiden sich die Kerben zweier Boxen, so sind
die jeweiligen Mittelwerte der Mef8reihen nicht signifikant
voneinander verschieden. Uberschneiden sich die Kerben je-
doch nicht, so sind die Mittelwerte als signifikant unter-
schiedlich zu bewerten.

Zur Auswertung der in Bild 3 dargestellten Boxen kamen
samtliche von den acht beteiligten Mefteilnehmern errech-
neten Mittelwerte fiir die Konzentration an Schimmelpilzen,
bezogen auf die Filter Pk-1 bis Pk-3 und die zwei Pilzme-
dien. Die auf 1 m” Luft berechneten Mittelwerte ergaben sich
aus der Anzahl gewachsener Pilzkolonien auf den pro Filter
und Verdiinnungsstufe in jeweils drei Parallelen beimpften
Agarplatten. Das heif3t, dafl jede Box die Streuung von acht
Mittelwerten um ihren Median unter Angabe des 95%igen
Vertrauensbereiches erfaf3t.

Im Vergleich zu dem oben dargestellten dufleren Erschei-
nungsbild sind in der statistischen Bewertung die Unter-
schiede zwischen den beiden Medien fast vollstdndig nivel-
liert. Aus den beinahe deckungsgleichen Ausmafien der Bo-
xen im jeweiligen Direktvergleich der Filter auf MEA- bzw.



Tabelle 2. Zusammenfassende Ubersicht der Ergebnisse der Indirekten Methode

DG 18 MEA
Min. X Max. S rel. S Min. X Max. S rel. S
Pk-1
K/10 2 38,67 74,00 117,00 28,74 38,83 42,00 76,78 149,33 37,15 48,38
S 3,78 7,99 16,82 4,04 7,52 14,18
rel. S,,, 6,68 11,05 19,5 3,04 12,33 24,87
Konz. 7,36 14,09 22,29 5,44 38,47 8,00 15,45 28,44 7,08 45,68
X 10°
1
Pk-2 33
K/107! 27,67 46,67 70,67 14,11 30,21 29,67 53,58 104,00 24,30 45,39
Spi 3,51 7,15 12,00 1,00 8,49 17,62
rel. Sy, 9,32 14,99 21,16 2,32 16,5 23,59
Konz. 0,52 0,89 1,35 0,27 30,62 0,57 1,02 1,98 0,46 45,29
X 10°
Pk-2
K/10 ' 23,00 53,92 86,33 22,35 41,45 21,67 53,79 97,67 24,19 44,97
Spi 2,65 5,24 9,87 2,65 6,85 17,0
rel. Sy, 4,99 11,17 26,44 5,08 12,83 23,28
Konz. 0,44 1,03 1,64 0,43 41,28 0,41 1,03 1,86 0,51 49,12
X 10°
Min. = Minimalwert S = Standardabweichung in KbE (Bezug drei Parallel-
X = Mittelwert platten aller Teilnehmer)
Max. = Maximalwert rel. S, = relative Standardabweichung in Prozent
S = Standardabweichung in KbE (Koloniebildende Konz. = Schimmelpilzkonzentration (KbE/m" Luft)
Einheit) Pk-1, -2, -3 = Polykarbonat-Membranfilter 1, 2, 3
rel. S = relative Standardabweichung in Prozent DG 18 = Dichloran-Glyzerin-Agar
K/10 ', K/10 * = Koloniezahl je Verdiinnung (Mittelwert aus drei MEA = Malzextrakt Agar

Parallelplatten)

DG-18-Agar ist zu entnehmen, daf§ beide Pilzndhrmedien
unter den gewidhlten Versuchsbedingungen als gleichwertig
anzusehen sind.

Die Abstufung zwischen den Verdiinnungsstufen ist gege-
ben. Im Mittel sind die relativen Standardabweichungen bei
weniger als zehn Kolonien pro Platte grofier als bei Kolonie-
zahlen kleiner gleich 100. Diese Tendenz ist unabhangig vom
Kultivierungsmedium (siehe hierzu Bild 4). Sind pro Platte
deutlich mehr als 100 Kolonien gewachsen, ist eine Abstu-
fung zwischen den Verdiinnungsstufen nicht mehr gegeben
(z.B. unverdiinnt: 162, 146, 188; 10" ': 40, 32, 38). Wegen der
Uberbelegung kommt es zu einer gegenseitigen Hemmung
des Wachstums und damit zur Bestimmung falsch niedrige-
rer Schimmelpilzkonzentrationen.

L4t man die Ausreifier (héchster und niedrigster Einzel-
wert) der ermittelten Schimmelpilzkonzentration pro Filter
weg, ergibt sich zwischen den Teilnehmern eine Abweichung
um den Faktor ~2 (vgl. Tabelle 4). Die relative Standardab-
weichung zwischen allen acht Teilnehmern betrdgt fiir DG-
18-Agar 30 bis 41%, fiir MEA 45 bis 48%. Die Streuungen
der Einzelwerte sind nicht allein laborbedingt, sondern ha-
ben ihre Ursache auch in nicht einheitlich beaufschlagten
Filtern. Als Grund hierfar konnen die nicht homogene Ver-
teilung des Bioaerosols in der Luft und die horizontale An-
ordnung der Probenahmeképfe (I. und VIII. GSP-Kopf sind
etwa 1,20 m voneinander entfernt) angesehen werden. Bild 5
zeigt einen Konzentrationsgipfel bei den in der Mitte (dem
Sortierer gegeniiberliegend) angeordneten Probenahmekép-
fen. Bandeintritt und der Abwurfschacht befinden sich ne-
ben den Probenahmeképfen I und VIIL

Zusitzlich zur Bestimmung der Konzentration an ,,Ge-
samt“schimmelpilzen wurde auch eine Differenzierung der

anteilmédflig haufigsten Pilzkolonien vorgenommen. In der
Innenluft der Sortierkabine wurden als dominante Schim-
melpilzspezies Aspergillus niger, A. flavus, A. fumigatus und
Penicillium aurantiogriseum-Komplex nachgewiesen.

4

SchluBfolgerungen

Das Mef3verfahren zur Bestimmung der Schimmelpilzkon-
zentration in der Luft am Arbeitsplatz auf der Basis der Fil-
trationsmethode Kennzahl 9420 [6] hat sich fiir Arbeitsplatz-
messungen bewdhrt. Die Bestimmung der einatembaren
Fraktion, das personentragbare Probenahmesystem, die
quantitative Erfassung sehr grofler Schimmelpilzkonzentra-
tionen und die variable Aufarbeitung der beaufschlagten Fil-
ter (direkt, indirekt) stellen Vorteile gegeniiber anderen Pro-
benahmeverfahren (z.B. Impaktionsmethode) dar. Aus diesen
Grinden und wegen der Méglichkeit langer Probenahmezei-
ten, bedingt durch die hohe Austrocknungstoleranz der
Schimmelpilzsporen, ist die Sammlung tiber Filtration be-
sonders geeignet zur Bestimmung der Schimmelpilzkonzen-
tration in der Luft und als Standardmethode zu empfehlen.

Auf eine weitergehende statistische Auswertung der Un-
tersuchungsergebnisse wird verzichtet, da die Anzahl der
Einzelergebnisse fiir eine représentative Stichprobe insge-
samt zu gering ist.

Die Untersuchungsergebnisse unterstreichen, wie in-
homogen die Sporenverteilung am Arbeitsplatz sowohl in
raumlicher (Konzentrationsgipfel bei den in der Mitte an-
geordneten GSP-Képfen) als auch in zeitlicher Hinsicht (Pk-1
bei allen Teilnehmern tUber eine Zehnerpotenz hoher als
Pk-2, -3) ist. Die Systematik der Abweichungen spricht ein-
deutig gegen ausschliellich laborbedingte Schwankungen.



Tabelle 3. Einzelergebnisse aller acht Teilnehmer (Indirekte Methode)

Filter/ GSP- DG 18 MEA
Verd. Kopf
K X Spi rel Konz. K X Spi rel. Konz.
Spi [X 10°] Spy [X 10°]
Pk-1 I 76, 64, 69 69,67 6,03 8,65 13,27 80, 79, 71 76,67 4,93 6,43 14,60
10 2 11 56, 65, 51 57,33 7,09 12,37 10,92 58, 61, 42 53,67 10,21 19,03 10,22
i 38, 43, 35 | 3867| 404 1045 36, 36, 54 | 42,00| 1039 24,74
v 106, 88, 94 96,00 9,17 9,54 18,29 108, 114, 116 112,67 4,16 3,68 21,46
134 \4 104, 136, 111 117,00 | | 16,82 14,37 22,29 144, 153, 151 149,33 4,73 3,16 28,44
VI 110, 111, 98 106,33 7,23 6,8 20,25 105, 105, 98 102,67 4,04 3,04 19,55
VII 56, 56, 39 50,33 9,82 19,50 9,59 73, 46, 52 57,00 | 14,18 24,87 10,86
VIII 61, 55, 54 56,67 3,78 10,79 54, 63, 48 55,00 7,55 13,72 10,48
Mittel 74,00 7,99 11,05 14,09 76,78 7,52 12,33 15,45
S 28,74 5,44 37,15 7,08
rel. S 38,83 38,47 48,38 45,68
Pk-2 I 40, 32, 38 3667 416 11,35 0,69 42, 44, 43 43,00 0,82
107" Il 41, 50, 50 47,00 5,19 11,05 0,89 40, 36, 31 35,67 4,51 12,64 0,68
11 32, 24, 27 | 27,67| 404 14,60 22, 33, 34 | 2967| 666 2244
v 51, 36, 55 47,33 10,02 21,16 0,90 37, 54, 62 51,00 12,77 25,0 0,97
v 51, 75, 63 63,00 |1200] 1904 120 64, 95, 65 74,67 2359 1,42
VI 34, 38, 41 37,67 3,51 9,32 0,72 52, 42, 39 44,33 6,81 15,35 0,84
VII 61, 71, 80 9,50 13,44 95, 109, 108 104,00 7,81 7,51 11,98
VIII 34, 51, 46 43,67 8,74 20,00 0,83 54, 34, 51 46,33 10,79 23,28 0,88
Mittel 46,67 7,15 14,99 0,89 53,58 8,49 16,5 1,02
S 14,11 0,27 24,30 0,46
rel. S 30,21 30,62 45,39 45,29
Pk-3 I 27, 16, 26 23,00 6,08 26,44 0,44 18, 22, 25 21,67 3,51 16,2 0,41
10 I 51, 56, 52 53,00 | 2,65 1,01 50, 34, 35 39,67 896 2259 0,76
11 36, 32, 27 31,67 451 1432 060 36, 32, 31 33,00 801 063
v 72, 71, 65 69,33 3,79 5,46 1,32 62, 67, 61 63,33 3,21 5,08 1,21
\ 89, 71, 73 77,67 9,87 12,70 1,48 56, 90, 73 73,00 17,0 23,28 1,39
Vi 78, 92, 89 737 853 88, 95,110 | 97,67 11,51
VII 43, 37, 42 40,67 3,12 7,90 0,77 51, 44, 46 47,00 3,61 7,67 0,89
VIII 45, 50, 54 49,67 4,51 9,07 0,95 56, 59, 50 55,00 4,58 8,33 1,05
Mittel 53,92 5,24 11,17 1,03 53,79 6,85 12,83 1,03
S 22,35 0,43 24,19 0,51
rel. S 41,45 41,28 44,97 49,12
Yerd. = Verdiinnung |:| = Minimal-/Maximalwert
X = Mittelwert aus drei Parallelplatten (KbE) K = Koloniezahl pro Platte in KbE
Spl = Standardabweichung in KbE Konz. = Schimmelpilzkonzentration in KbE pro m’
(Bezug drei Parallelplatten) KbE = Koloniebildende Einheit
rel. S, = relative Standardabweichung in Prozent DG 18 = Dichloran-Glyzerin-Agar
S = Standardabweichung der einzelnen Mittelwerte bzw. MEA = Malzextrakt-Agar
Schimmelpilzkonzentration in KbE rel. S = relative Standardabweichung in Prozent
Das auf dem Forderband befindliche Sortiergut wies in Die hiufig diskutierte Schwankungsbreite der Meflergeb-
seiner Zusammensetzung wahrend der drei Probenahme- nisse bei Einsatz eines mikrobiologischen Luftkeimmefver-
zeiten (Pk-1, Pk-2, Pk-3) erhebliche Schwankungen auf (Bio- fahrens im Bereich mehrerer Groflenordnungen konnte un-
miill, Griinschnitt u.a.), die die zeitliche Varianz erkliaren ter Einsatz des standardisierten Mef3verfahrens im 1. Ring-

kénnten. versuch nicht bestitigt werden. Aufgrund der Erkenntnisse
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Bild 3. Vergleich der Streuung samtlicher von den acht beteiligten
Teilnehmern pro Filter und Ndhrmedium errechneten Mittelwerte,
dargestellt als gekerbte Box- und Whisker Plots (Indirekte Methode)
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Bild 4. Abhingigkeit der mittleren relativen Standardabweichung
von der Koloniezahl pro Platte

1 Dichloran-Glyzerin-Agar

(1 Malzextrakt-Agar

T Minimale und maximale relative Standardabweichung

aus umfangreichen MefSkampagnen und dem hier vorliegen-
den Ringversuch wurde eine iiberarbeitete Version des Mef3-
verfahrens erstellt, die vor allem in einer Vereinfachung und
Konkretisierung desselben besteht.

Als Filtermaterialien sind Gelatine-, Polykarbonat- und
Cellulosenitrat-Membranfilter verwendbar. Fiir die Direkte
Methode werden Cellulosenitrat-Membranfilter (grau mit
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Bild 5. Rdumliche Schimmelpilzsporenverteilung am Arbeitsplatz
am Beispiel der horizontalen Anordnung der Probenahmekopfe (In-
direkte Methode)

Tabelle 4. Maximale Abweichung der ermittelten Schimmelpilzkon-
zentration zwischen den Teilnehmern um den Faktor

Filter DG 18 MEA
Ausreifler Ausreifler
mit ohne mit ohne
Pk-1 3,03 2,11 3,56 2,09
Pk-2 2,56 1,72 3,50 2,09
Pk-3 3,74 2,45 4,50 2,21
DG 18 = Dichloran-Glyzerin-Agar
MEA = Malzextrakt-Agar

Pk-1, -2, -3 = Polykarbonat-Membranfilter 1, 2, 3

Gitternetz) empfohlen. Cellulosefilter sind fiir die Indirekte
Methode ungeeignet, da die Sporen stark auf der Oberfliche
anhaften und somit eine quantitative Ablosung sehr er-
schwert wird. Zu empfehlen sind Polykarbonat- und Gelati-
ne-Membranfilter, letzterer 16st sich in Fliissigkeit bei 35 bis
40 °C vollstandig auf.

Fir den Transport und die Lagerung der beaufschlagten
Filter wird nunmehr empfohlen, diese trocken bei Umge-
bungstemperatur (nicht hoher als die Bebriitungstempera-
tur) vorzunehmen. Nachdem die Filter in physiologische
NaCl-Losung mit 0,01% Tween tberfiihrt, aufgelost bzw. die
Sporen in der Losung resuspendiert wurden, sollte die weite-
re Aufbereitung innerhalb von zwei Stunden erfolgen. Unab-
hangig von der Art der eingesetzten Filter sind diese zum
Abldsen der Sporen bzw. zum Auflésen des Filters 15 Minu-
ten bei 35 bis 40 °C zu schiitteln und vier Minuten zu vorte-
xen. Anschlieflend muf} sofort pipettiert werden, da sich er-
neut Aggregate bilden.

Die zwei getesteten Pilznahrbéden haben sich im Sinne
des Untersuchungsgegenstandes bewahrt. Ein signifikanter
Unterschied zwischen dem DG-18- und dem MEA-Agar
konnte nicht festgestellt werden. Als Standardnahrboden
(Schiedsmedium) wird jedoch der DG-18-Agar empfohlen,
weil die Inhibition der Vermehrung von Bakterien und He-
fen sowie die Groflenbegrenzung des Wachstums von Zygo-
myceten-Kolonien eine deutlich verbesserte Auswertbarkeit
der Platten bei geringeren Schwankungsbreiten der Ergeb-
nisse bedingt. Diese dem DG-18-Agar inhédrenten Eigen-
schaften wirken sich insbesondere bei lingeren Bebriitungs-
zeitraumen vorteilhaft aus.

Die Bebriitungstemperatur fiir die Bestimmung mesophi-
ler Schimmelpilze wird auf 25 °C festgeschrieben. Die bisher
gewahlten Temperaturen 22 °C und 30 °C besitzen keinen zu-
sdtzlichen Aussagewert fiir dieses Spektrum. Fiir den Nach-
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weis spezieller (humanpathogener thermotoleranter) Schim-
melpilzarten werden in der iiberarbeiteten Verfahrensvor-
schrift Hinweise gegeben.

Um Hemmeffekte von Kolonien durch eine Uberbelegung
von Platten zu vermeiden bzw. den hohen Zufallsfaktor bei
geringen Kolonienzahlen pro Platte zu reduzieren, wird vor-
geschlagen, als Optimumsbereich nur Platten mit einer
Spanne von 10 bis 100 KbE/Platte (¢ZJ 85 mm) bei der Indi-
rekten Methode bzw. 3 bis 30 KbE/Platte (¢ 37 mm) bei der
Direkten Methode in die Auszihlung einzubeziehen. Je nach
Abstufung der Koloniezahlen pro Verdiinnungsstufe ist bei
Prioritdt der niedrigeren Verdiinnungsstufe als Toleranzbe-
reich eine Spanne von 5 bis 150 KbE/Platte bei der Indirek-
ten Methode zuldssig. Voraussetzung ist die Hemmung
schnellwachsender Schimmelpilzarten durch entsprechende
Zusitze.

Unter den Probenahmebedingungen des 1. Ringversuches
war eine homogene Keimverteilung in der Luft nicht zu er-
warten und gegeben, so daf$ die festgestellten Konzentra-
tionsabweichungen nicht nur laborbedingt sind. Somit
kommt fir zukiinftige Ringversuche der Wahl des Mefiplat-
zes im Rahmen der Mefistrategie eine besondere Bedeutung
zu. Um die laborabhidngige Abweichung des Verfahrens zu
ermitteln, wire vor allem die Bereitstellung einheitlich be-
aufschlagter Filterproben erforderlich.

Die tiberarbeitete Version des Meflverfahrens wurde unter
der Kennziffer 9420 als ,Verfahren zur Bestimmung der
Schimmelpilzkonzentration in der Luft am Arbeitsplatz® in
der BIA-Arbeitsmappe verdffentlicht [6]. Die aktuelle Ver-
sion des Verfahrens wird dem ABAS als Beschlufivorlage zur
Anderung der TRBA 430 im Mirz 1997 vorgelegt.
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