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An vielen Arbeitspldtzen existieren Raumlufttechnische Anlagen, um ein konstantes Raumklima zu gewdhrleisten.
Luftbefeuchtung ist dabei fiir viele industrielle Prozesse vorteilhaft, birgt allerdings auch das Risiko, dass sich mi-
krobiell belastete Bioaerosole bilden. Diese konnen zu Atemwegserkrankungen bei den Beschéftigten fiihren. Mikro-
bielle Verunreinigungen miissen deshalb zeitnah erkannt und beseitigt werden. Zu diesem Zweck wurde auf Initiative
der Berufsgenossenschaft Energie Textil Elektro und Medienerzeugnisse (BGETEM) ein Schnelltest zur Untersuchung
von Befeuchterwasser auf Basis der ATP-Messung im IPA evaluiert. Die bereits international veréffentlichten Ergeb-

nisse werden hier zusammengefasst [1].

Luftbefeuchtung ist eine wichtige Mafnahme fiir verschiedene in-
dustrielle Prozesse zum Beispiel in der Druck- und Textilindustrie,
teilweise auch zurVerbesserung der Raumluft allgemein. Allerdings
bietet Wasser, vor allem stehendes Wasser bei Raumtemperatur,
ein gutes Mikroklima fiir das Wachstum von Bakterien und Pilze,
das nur durch entsprechende Reinigungsmafnahmen eingeddmmt
werden kann. Durch die Bildung von Bioaerosolen kdnnen sich
die Keime im Raum verteilen, tiber die Atemwege aufgenommen
werden und unter anderem zu Atemwegssymptomen wie Husten,
Atemnot und/oder auch Fieber fiihren. Eine fortlaufende Kontrolle
und friihzeitige Beseitigung von verstarktem mikrobiellem Wachs-
tum in den Befeuchteranlagen ist deshalb unabdingbar.

VDI 6022 ,,Raumlufttechnik, Raumluftqualit&dt*

In derVDI 6022 ,,Raumlufttechnik, Raumluftqualitat“ wird zur Pri-
fung der Wasserqualitdt die Keimzahlbestimmung mittels Kultivie-
rungsmethode empfohlen [3]: Dabei wird die jeweilige Probe auf
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Nahrboden und bei Temperaturen von 22 °C und 36 °C inkubiert
und anschliefend die Kolonien der keimfahigen Mikroorganismen
gezahlt, die auf den Ndhrboden anwachsen. Diese Methode ist
auch das Standardverfahren zur Uberpriifung der Trinkwasserqua-
litdt. Die sachgemafie Ausfiihrung erfordert eine entsprechende
Laborausstattung, die Inkubationszeiten betragen zwei bis drei
Tage. Aus diesem Laborverfahren wurde bereits ein verkiirztes Ver-
fahren der Keimzahlbestimmung, die sogenannten ,,Dip Slides*
entwickelt. Dabei handelt es sich um eine semiquantitative Be-
stimmung keimfahiger Organismen in einem mit Nahrboden vor-
beschichteten Réhrchen, das zumeist nur bei einer Temperatur fiir
mindestens 24 Stunden bebriitet wird. Dennoch bleibt auch mit
dieserverkiirzten Methode ein Zeitfenster zwischen Messung und
Aussage Uber die Keimbelastung. Je nach Nahrboden und Inkubati-
onszeit, werden nur bestimmte Organismen in diesem Test sichtbar,
nicht keimfahiges mikrobielles Material entzieht sich dem Nach-
weis. Dabei ist bekannt, dass gesundheitliche Gefahren nicht nur
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von vermehrungsfahigen Mikroben ausgehen. Zum Beispiel kann
das Einatmen von Zellwandbestandteile Gram-negativer Bakterien
(Endotoxin) zu Atemwegserkrankungen fiihren.

Schnelltest fiir die Bestimmung der Keimbelastung

Auf Initiative der BGETEM wurde deshalb im IPA die Evaluation ei-
nes Schnelltests durchgefiihrt, der einen anderen Parameter als
die keimfahigen Organismen abgreift. Da Adenosintriphosphat
(ATP) in den Zellen lebender Organismen die wichtigste Speich-
erform chemischer Energie darstellt, ist dessen Nachweis ein er-
folgversprechendes Verfahren. Weitere Kriterien fiir die Auswahl
des Tests waren aufierdem Schnelligkeit und der mogliche Einsatz
im Betrieb ohne Laborausstattung [1,2].

Testprinzip

Das Prinzip der Biolumineszenz findet sich in der Natur auch beim
Gluhwiirmchen, chemische Energie wird in Lichtenergie umgesetzt.
Im verwendeten Test kann die freigesetzte Energie mit Hilfe einer
enzymatischen Reaktion in Form von Licht sichtbar gemacht werden.
Dabei setzt das Enzym Luciferase das Substrat D-Luciferin unter
Verbrauch von Sauerstoff um. Fiir diesen Vorgang wird ATP beno-
tigt, das zu AMP (Adenosinmonophosphat) umgewandelt wird. Das
ausgestrahlte Licht kann mittels Luminometer gemessen werden,
das Ergebnis wird in RLU (= relative light units) angegeben. Die
Lichteinheiten sind direkt proportional zum intra- und extrazellu-
laren ATP und liefern entsprechend eine Aussage liber den Anteil
lebenden Materials in einer Probe. Messgerate fiir diese Reaktion
gibt es von verschiedenen Firmen, in der IPA-Studie kam das HY-
LiTE 2-Verfahren von Merck zum Einsatz.

Urspriinglich wurde die ATP-Messung vor allem im Lebensmittel-
bereich verwendet. Dort geht es darum, bereits minimale Verun-
reinigungen zu erkennen. Auf Tischen und anderen Bereichen der
Lebensmittelindustrie werden Wischproben angefertigt, die mittels
HY-LiTE analysiert werden. Im Hinblick auf Befeuchterwasser ste-
hen andere Anforderungen an die Messtechnik im Vordergrund.
ATP wird hier in wassrigen Materialien bestimmt, zudem ist eine
absolute Keimfreiheit fiir Befeuchterwasser nicht notwendig. Ein
gewisser mikrobieller Gehalt in Befeuchterwasser ist durchaus zu
tolerieren. Bisher gibt es keine gesundheitsbasierten Erkenntnisse,
welcher mikrobielle Gehalt im Wasser notwendig ist, um Krankhei-
ten auszuldsen. Generell gilt aus praventiven Griinden das Mini-
mierungsgebot. In der VDI 6022 wurden anhand der Keimzahlbe-
stimmung 1000 KBE/ml als Grenze definiert, die eine Reinigung des
Wassers implementiert. 100 KBE/ml (Trinkwasserqualitat) gelten
als addquat fiir das Wasser, das zur Befiillung Raumlufttechnischer
Anlagen verwendet wird.

Die Ergebnisse der Keimzahlbestimmung kdonnen allerdings nicht
als ’Goldstandard‘ angesehen werden, da diese Methode neben
dem hohen Zeitaufwand verschiedene Fallstricke enthilt.

Das Ziel der Untersuchungen im IPA bestand deshalb zundchst da-

rin, die Anwendung der Biolumineszenzmessung im Hinblick auf
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Abb. 1: Der Messstift wird direkt in das zu untersuchende Wasser ge-
taucht und das Messergebnis liegt innerhalb von fiinf Minuten vor.

zwei Fragestellungen zu priifen: Einerseits sollte die Aussagekraft
der Ergebnisse durch den Vergleich mit anderen Tests untersucht
werden; andererseits galt es, die Tauglichkeit des Schnelltests in
der Praxis zu tiberpriifen.

In dem Projekt wurden 186 wéssrige Proben aus Befeuchteranla-
gen und anderen Quellen daher zusétzlich zur ATP-Messung unter
anderem mit folgenden Verfahren charakterisiert:
1. Mit Hilfe des LAL-Tests (Limulus-Amdbocyten-Lysat-Test) wur-
de die Endotoxinaktivitat erfasst.

2. Durch Stimulation von kryokonserviertem Vollblut mit dem
Probenmaterial und nachfolgender Messung des freigesetzten
Zytokins IL-18 wurde die pyrogene Aktivitat ermittelt.

3. Anhand der Kultivierung auf Hefeagar bei 22 und 36 °Cwurden
die Koloniebildenden Einheiten (KBE) der Proben bestimmt.

Die Korrelation der Ergebnisse aus den drei genannten Tests war
signifikant und lag zwischenr=0,5und r,=0,79. Dies ist ein Hin-
weis, dass die ATP-Messung ein relevanter Parameter ist, um die
mikrobielle Belastung von wassrigen Proben abzubilden.

Einsatz in der Praxis

Fiir den Praxistest der Biolumineszenzmessung waren verschiede-
ne Fragestellungen elementar. Einerseits musste die Methode vor
Ort und mit geringem Zeitaufwand durchfiihrbar sein, andererseits
galt es, die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu priifen.
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Wichtig ist in diesem Zusammenhang, dass es fiir die Messung
mit HY-LIiTE 2 nicht notwendig ist, die Proben zu verdiinnen oder
anderweitig aufzuarbeiten. Der Messstift wird direkt in das zu un-
tersuchende Wasser getaucht (Abb.1). Das Messerergebnis liegt
innerhalb von fiinf Minuten vor.

Anhand von 67 Wasserproben, die doppelt untersucht wurden (im
Betrieb vor Ort und im Labor), lieB sich bestétigen, dass auch die
Resultate, die direkt im Betrieb erhoben wurden, vertrauenswiir-
dig sind.

Da die mikrobiellen Bestandteile nicht unbedingt homogen in den
Wasserproben verteilt sind, hdngt die Reproduzierbarkeit der ATP-
Ergebnisse allerdings auch von der Art des Probenmaterials ab. In
dervorliegenden Studie wurde eine signifikante Korrelationvon r,
= 0,93 zwischen zwei unabhdngigen Proben aus einem Wasserbe-
cken gefunden. Dennoch kann es im Einzelfall zu Abweichungen
zwischen zwei Messergebnissen kommen. Ahnlich wie es unter
anderem auch fiir die Keimzahlbestimmung tiblich ist, ist es des-
halb empfehlenswert, nur den Mittelwert von drei Messungen fiir
die Beurteilung einer Probe einzusetzen. Die Reproduzierbarkeit
von Messwerten aus biologischen Proben ist nur bedingt gegeben,
da das biologische Material selbst nicht homogen verteilt ist. Ein
Mittelwert aus mehreren Messungen wird die reale Situation am
besten widerspiegeln.

Bewertung der Testergebnisse

DerEinsatz der ATP-Messung zur Analyse von Befeuchterwasserpro-

ben wirft allerdings auch die Frage nach einem Bewertungsschema

auf. Da es keine gesundheitsbasierten Grenzwerte gibt, ist eine Re-

gelung [1] anhand dertechnischen Moglichkeiten und im Vergleich

mit anderen Testergebnissen sinnvoll. Der Messbereich des HY-LITE

betragt laut Hersteller 0-99000 RLU. Im Verlauf der Untersuchun-

gen lief sich als Hintergrundwert fiir nicht kontaminierte Proben

von 50 RLU festlegen. Der Wert ,,Null“ konnte auch in Reinstwasser

nicht dokumentiert werden. Zur weiteren Beurteilung der Proben

sind RLU-Bereiche heranzuziehen, analog zur bisherigen Praxis

aufgrund der Keimzahlbestimmung. Eine sinnvolle Einteilung wére

etwa das Aufstellen von drei Biolumineszenz-Kategorien:

¢ bis1500 RLU (Kategorie 1, akzeptierter mikrobiologischer Hin-
tergrund),

® 1500-15000 RLU (Kategorie 2; Reinigung empfohlen) und

¢ »15000 RLU (Kategorie 3; Reinigung erforderlich).

Im Ubrigen kann der Verlauf der Messergebnisse im Rahmen von
Hygienekontrollen, unabhangig von konkreten Kategorien zur Ein-
schatzung des mikrobiellen Eintrags verwendet werden: Sollte sich
tiber mehrere Wochen ein Anstieg der Messwerte dokumentieren
lassen, kdnnten bereits frithzeitig Gegenmafinahmen gegen den
mikrobiellen Bewuchs getroffen werden.

Zeit
[Min]

Gerat aufstellen und anschalten, Probe und Messstift bereit stellen

Ersten Messstift erst in die Probe tauchen, dann in die Probenkammer mit
Enzymldsung driicken. Schutteln.

1. Messung, Ergebnis notieren,

2. Messung (Kontrollwert), Ergebnis notieren.

Zweiten Messstift erst in die Probe tauchen, dann in die Probenkammer mit
Enzymldsung driicken. Schitteln .

1. Messung, Ergebnis notieren,

2. Messung (Kontrollwert), Ergebnis notieren.

Dritten Messstift erst in die Probe tauchen, dann in die Probenkammer mit
Enzymldsung driicken. Schitteln .

1. Messung, Ergebnis notieren,

2. Messung (Kontrollwert), Ergebnis notieren.

Auswertung: Mittelwert berechnen.

Abb. 2: Ablauf einer ATP-Messung mit der im IPA evaluierten Messmethode.
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Fazit

Mit den Untersuchungen im IPA konnte gezeigt werden, dass die
ATP-Messung mittels Biolumineszenz ein schnelles und robustes
Verfahren ist, das einen summarischen Uberblick tiber die mikrobi-
elle Belastung des Wassers in Raumlufttechnische Anlagen erlaubt.
Damit liefert der Test eine unkomplizierte Moglichkeit, Risiken zu
erkennen, zu bewerten und gegebenenfalls weitere Masnahmen
zu ergreifen. Es istvorgesehen, die Ergebnisses dieses Projekts im
B2-Seminar Biologische Arbeitsstoffe vorzustellen und den Praxis-
einsatz des Tests dort und in weiteren Arbeitskreisen der DGUV
zu diskutieren
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