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Einleitung: Viren, die Uiber Vernebelungsexperimente in eine Raumlufttechnische(RLT)-Anlage eingebracht werden,
sind bis zu vier Stunden spater noch in infektioser Form im Zuluftstrom nachweisbar. Dabei sind in RLT-Anlagen zu
verwendende F5/F7-Filterelemente nicht in der Lage, Viren in ausreichendem Mal3 zurtickzuhalten. Durch Integ-
ration von UVC-Modulen in den Luftstrom lassen sich Viren zum Teil bis unter die diagnostische Nachweisgrenze

reduzieren.

Methode: Fir die Studien zur Virustransmission wurde eine Auswahl morphologisch differenter Bakteriopha-

gen als Modellsystem herangezogen. Die Bestimmung der Infektiositat der Phagen erfolgte tUber standardisierte
Weichagar-Plattierungsmethoden, die Quantifizierung Gber die Bestimmung der PFU (Plaque Forming Units). Virale
Nukleinsauren wurden mittels Real-Time PCR nach Luftprobenahme im Filtrationsansatz bestimmt. Zur Uberpru-
fung des Ruckhaltevermdgens von Fs- und F7-Filtern wurde eine standardisierte RLT-Anlage mit kommerziellen

Ta schenfilterelementen aufgebaut. Die Inaktivierungsexperimente wurden mit VIROBUSTER® Steritube Modulen
durchgefihrt.

Ergebnisse: Nach Vernebelung von 4,68 *1010 Viren in den Luftstrom des RLT-Moduls lassen sich nach vier Stunden
noch mehr als 100 infektiose Partikel des Bakteriophagen MS2 pro Kubikmeter Zuluft nachweisen. Erst 300 Minu-
ten nach der Vernebelung sind keine infektiosen Virenpartikeln mehr nachweisbar. Bei Integration eines Fs- oder
F7-Filterelements werden MS2-Aerosole nicht in ausreichender Form durch diese Filterelemente zurlickgehalten
werden. Ein Grof3teil der eingebrachten Viren verbleibt in der RLT-Anlage. Es kommt im Vergleich zur Kontrolle ohne
Filter zu einer mechanischen Abeicherung der Viren um eine log-Stufe (F7) bzw. 0,2 log-Stufen (Fs). Bei Integration
eines UVC-Moduls in den Luftstrom werden flr das MS2-Virus Reduktionen der infektiosen Partikeln um fast vier

log-Stufen erreicht.

Schlussfolgerungen: Die derzeit in der Richtlinie VDI 6022 vorgeschlagenen Filterelemente bieten nur eine begrenz-
te Reduktion von infektiosen Virenpartikeln in Zuluft- bzw. Umluftstromen. Hier bietet UVC-Strahlung eine Alter-
native zur Inaktivierung viraler Erreger. Die Integration von UVC-Strahlern in RLT-Anlagen zeigt eine hohe Inaktivie-

rungseffizienz im Vergleich zum Riickhaltevermogen der getesteten Filterelemente.
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Zusammenfassung Viren, die Uber Vernebelungsexperimente in eine
Raumlufttechnische(RLT)-Anlage eingebracht werden, sind bis zu vier
Stunden spéter noch in infektioser Form im Zuluftstrom nachweisbar.
Selbst komplex gebaute Viren sind Uiber diesen Zeitraum in infektioser
Form detektierbar. Uber Real-Time PCR besteht die Méglichkeit, mit
hoher Sensitivitdt virale Nukleinsduren in Luftstromen quantitativ zu
erfassen. Die nach VDI 6022 in RLT-Anlagen zu verwendenden
F5/F7-Filterelemente sind nicht in der Lage, Viren in ausreichendem Mal
zurlickzuhalten. Durch Integration von UVC-Modulen in den Luftstrom
lassen sich Viren zum Teil bis unter die diagnostische Nachweisgrenze
reduzieren.

Virus transmission via HVAC systems and
inactivation using UVC irradiation

Abstract The present study demonstrates that viruses that have been
introduced into an experimental heating, ventilation, and air conditioning
(HVACQ) system in nebulization experiments will be detectable in the
supply air stream up to four hours later. Even complex viruses remain
detectable within this timeframe in an infectious form. Real-time poly-
merase chain-reaction (PCR) provides quantitative and highly sensitive
detection of viral nucleic acids in air streams. The F5/F7 filter units re-
quired for HVAC systems by the VDI 6022 guideline are not capable of
removing viruses to a sufficient degree. Viruses can be reduced, partly to
below the detection limit, by integrating UVC modules into the air
stream.

1 Einleitung

Um Infektionsrisiken durch Raumlufttechnische Anlagen
(RLT-Anlagen) zu minimieren, wurde im Juli 1998 die Richt-
linie VDI 6022 entworfen und im April 2006 neu verfasst.
Diese Richtlinie definiert den Stand der Technik hinsichtlich
hygienischer Anforderungen an RLT-Anlagen [1]. Neben der
hygienegerechten Auswahl und Anordnung der RLT-Kom-
ponenten sind auch regelmiflige Wartungsarbeiten ent-
scheidend fiir die Verhinderung der Ubertragung von Krank-
heitserregern iiber den Luftstrom. Im Fokus der Richtlinie
stehen bei den mikrobiellen Erregertypen Bakterien und Pil-
ze, wihrend Viren eher unbeachtet bleiben. Welchen we-
sentlichen Anteil jedoch Viren an Atemwegsinfektionen
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haben, wird dadurch deutlich, dass bei den meisten Erkran-
kungen des Atemtraktes in den Wintermonaten stets eine
initiale Virusinfektion zu beobachten ist. Das Erregerspek-
trum umfasst Adenoviren, Coronaviren, RS-Viren, Rhinovi-
ren, Influenza-A- und -B-Viren sowie Parainfluenzaviren
und Enteroviren [2; 3]. Dabei kann auch ein Transfer viraler
Erreger durch RLT-Anlagen nicht sicher ausgeschlossen
werden.

Derzeit ist wenig tiber die Infektiositit von Viren nach linge-
rer Luftexposition bekannt, was aber nicht zwangsldufig be-
deutet, dass man die Infektionsroute iiber RLT-Anlagen aus-
schliefen kann. So ist beispielsweise fiir Noroviren, einen
wichtigen Erreger der Gastroenteritis bekannt, dass er
dullerst umweltstabil und infektios ist. Die Infektionsdosis
liegt bei 10 bis 100 Partikeln [4]. Ein Transfer von Viren iiber
RLT-Anlagen wire denkbar, inshesondere bei Anlagen mit
Umluftanteil.

Also stellt sich die Frage, ob die derzeit in RLT-Anlagen fiir
Biiro-, Versammlungs- und Produktionsrdumen verwende-
ten Filterelemente fiir Auienluftanteile (F7 Zuluft/F5 Um-
luft) in der Lage sind, Virusaerosole zuriickzuhalten. Aufler-
dem soll diese Arbeit eine Aussage dariiber liefern, in wie
weit Viren verschiedener morphologischer Struktur in Luft-
stromen stabil und infektios verbleiben. Im Vergleich zu Fil-
terelementen werden weiterhin physikalische Desinfekti-
onsmaflnahmen (UVC-Strahlung) zur Inaktivierung luft-
getragener Viren in RLLT-Anlagen vorgestellt. Die Integration
von UVC-Systemen in RLT-Anlagen fiihrte zu einer Reduk-
tion von arbeitsplatzbezogenen Krankheitssymptomen, ins-
besondere der Atemwege und der Schleimhaut [5].

2 Material und Methoden

Fiir die Studien zur Virustransmission wurde aus sicher-
heitstechnischen Griinden eine Auswahl morphologisch dif-
ferenter Bakteriophagen bzw. eines tierpathogenen Virus als
Modellsystem herangezogen. Diese unterscheiden sich hin-
sichtlich Gréfie, Virusgenom und Hiillstruktur (Bild 1). Die
Virenauswahl reprisentiert ein breites morphologisches
Spektrum. Die Bestimmung der Infektiositédt der Phagen er-
folgte tiber standardisierte Weichagar-Plattierungsmetho-
den mit definierten Bakterien-Indikatorstimmen, die Quan-
tifizierung tiber die Bestimmung der PFU (Plaque Forming
Units). Die Quantifizierung feliner Caliciviren erfolgte mit-
tels CRFK(Crandel Feline Kidney)-Zellen [6]. Neben der In-
fektiositdt wurde die virale Nukleinsdure mittels Real-Time
PCRY nach Luftprobenahme im Filtrationsansatz bestimmt.
Hierzu wurde eine Aufreinigungsmethode erarbeitet, die Vi-
rus-Nukleinsdure in ausreichender Reinheit fiir die nachfol-
gende PCR liefert. Fiir die Real-Time PCR wurde ein Ther-
mocycler Rotorgene 3000 (Corbett Research, Sydney) ver-
wendet. Durch Einsatz verschiedener Primerkombinatio-

" PCR: Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
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Virus Virusgenom Hill- GroRe Morphologie Modellvirus fur
(Wirt) struktur ki humanpathogenes
Nuklein- | Struktur Analogon
sdure
Lambda ds-DNA linear Kopf- 250 nm Herpesviridae
(Escherichia coli) Schwanz- (Kopf 64 nm) z.B. Epstein-
Typ, nackt Barr-Virus
M13 ss-DNA ringférmig Filament, |760 bis 1950 nm Herpesviridae
(Escherichia coli) (+Strang) nackt (Durchmesser z. B. Epstein-
7 nm) Barr-Virus
o X174 ss-DNA ringférmig lkosaeder, 25 nm Adenoviridae
(Escherichia coli) (-Strang) nackt z.B. Adenovirus
MS2 ss-RNA linear lkosaeder, 26 nm Caliciviridae
(Escherichia coli) (+Strang) nackt z.B. Norovirus
Felines 55-RNA linear lkosaeder, 33 nm Caliciviridae
Calicivirus (FCV) | (+Strang) nackt z.B. Norovirus
(Katze)

I Elektronenmikroskopische Aufnahmen aus ICTVdB (The Universal Virus Database of the International Committee on Taxonomy

of Viruses)

Bild 1. Virenauswahl und humanpathogenes Analogon.

Bild 2. Steritube UVC-Modultechnologie
(Fa. Virobuster) zum Einbau in RLT-Anlagen.
oben: Ansicht eines Steritube-Moduls und mehrerer
in paralleler Schaltung

1A) (B

nen konnten virenspezifische Amplifikate unterschiedlicher
Léange erzeugt und mit spezifischen fluoreszenzmarkierten
TagMan-Sonden detektiert werden [7].

Zur Uberpriifung des Riickhaltevermogens von F5- und
F7-Filtern wurde eine standardisierte RLT-Anlage tiber eine
Lange von 6 m mit einem Kanalquerschnitt von 400 mm x
700 mm aufgebaut, die mit kommerziell erhéltlichen Ta-
schenfilterelementen ausgeriistet wurde. Neben den beiden
Filterstufen waren ein Kiihlerelement sowie die Ventilator-
kammer und ein UVC-Modul mit Lichtfallen integriert. Die
beaufschlagten Luftvolumina wurden entsprechend der Fil-
terherstellerangaben tiber eine variable Ventilatorsteue-
rung eingestellt (2 000 m3/h). Die Differenzdruckkontrolle

unten: Links befindet sich der Lufteinlass, rechts der
Luftauslass; (A): Der Pfeil verweist auf die Position
des Ventilators im Inneren des Steritubes; (B): Der
Pfeil verweist auf die Position des UVC-Bestrahlungs-
bereichs im Inneren des Steritubes (2 x 95 W
UVC-Réhren, Philips)

erfolgte tiber ein Differenzdruckmanometer. In die Ver-
suchs-RLT-Anlage wurden iiber einen Pari-Aerosolgenera-
tor (Pari-LC Plus) definierte Virenmengen eingebracht. Der
mediane Durchmesser der erzeugten Aerosolpartikeln lag
bei 3,8 pm.

Sowohl fiir die Bestimmung der Infektiositét als auch fiir die
PCR erfolgte die Luftprobenahme am Luftauslass mithilfe
der Membranfiltration. Hierzu wurde eine isokinetische
Luftprobenahme (Luftprobenahmegerit Sartorius MD8) mit
standardisierten Gelatinefiltern durchgefiihrt, wobei jeweils
1 m3 Luft iiber 10 min bei einer Saugleistung von 6 m3/h ab-
filtriert wurde. Die Filter wurden anschlieiend fiir die jewei-
lige Nachweismethodik aufbereitet.
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Die Inaktivierungsexperimente wurden mit Steritube UVC-
Modulen (TUV, UVC 2 x 95 W, Philips) der Fa. Virobuster
Technology, Niederlande, durchgefiihrt, wobei die UVC-
Strahler separat zuschaltbar waren. Jedes Modul hat eine
Durchflusskapazitit von maximal 400 m3/h und ldsst sich in
beliebiger Anzahl iiber einfache Steckverbindungen mit
Adapteranschliissen in RLT-Anlagen integrieren (Bild 2).
Die Bestrahlungsdosis kann bei einer Luftgeschwindigkeit
von 4,1 m/s mit 5,4 mWs/cm? angegeben werden. Diese
Dosiswerte werden aber gemil} Herstellerangaben durch ei-
nen Radialventilator (Luftverwirbelung) und durch reflek-
tierende Brennerkammeroberflichen um ein Vielfaches er-
hoht. Die Luftprobenahmen erfolgten direkt im Auslass-
bereich eines Moduls mit Membranfiltration.

3 Ergebnisse

Die Verweilzeit des Bakteriophagen MS2 in einer RLT-Mo-
dellanlage wurde untersucht (Bild 3). MS2 kann als Modell-
system fiir Noroviren betrachtet werden. Nach Vernebelung
von 4,68 - 1010 Viren in den Luftstrom des RLT-Moduls (kein
Filterelement integriert), lassen sich selbst nach vier Stun-
den noch mehr als 100 infektiose Partikeln pro Kubikmeter
Zuluft nachweisen. Die Abreicherung der Viren wird iiber
Real-Time PCR bestétigt. Deutlich wird hierbei ebenfalls die
Sensitivitidt des spezifischen Nukleinsdurenachweises mit
Real-Time PCR. 300 min nach der Vernebelung (Z5q,) sind
keine infektiosen Virenpartikeln mehr nachweisbar, wih-
rend die PCR einen deutlichen Nachweis tiber amplifizier-
bare Genomanteile liefert.

Ahnliche Ergebnisse wurden ebenfalls fiir die anderen in
Bild 1 gezeigten Viren erhalten. Selbst komplexe Viren, wie
der Bakteriophage LLambda und M13, scheinen eine entspre-
chend hohe Stabilitét in Luftstromen zu haben.

Bei Integration eines F5- oder F7-Filterelements wird deut-
lich, dass Aerosole des Virus MS2 nicht in ausreichender
Form durch diese Filterelemente zuriickgehalten werden
(siehe Bild 4). Dabei zeigt sich, dass ein GroBteil der einge-
brachten Viren in der RLT-Anlage verbleibt, bzw. nicht auf
dem Membranfilter des Luftprobenahmesystems nieder-

109E+0T T SBE+DE |4 BVE+DE 2 14E+06 [B3GE+DD T ODEE+05

Bild 3. Verweilzeit von
MS2-Viren nach Ver-
nebelung in eine
RLT-Anlage.

Ermittelte MS2-Konzen-
trationen mittels Phagen-
titerung (PFU; graue Balken)
und Real-Time PCR (Kopien;
schwarze Balken) pro Gelatine-
filter. Nach einmaliger Ver-
nebelung von 4,68 - 10" PFU
in die RLT-Anlage wurden
Luftproben zum Zeitpunkt t,
sowie zu den Zeitpunkten tg,
bis t;pp (min) entnommen; die
untere Nachweisgrenze der
PFU-Bestimmung betrégt

100 PFU/Filter, die der Real-
time PCR 50 Kopien/Filter.

11

1210 1240 127 1300

Eingebrachte Virenmenge (MS2) 1,56 - 102 PFU

14 - 105 -
12 - 108
1,2 - 10° AL
9,7 - 10¢
1,0 - 10°- L (78 %)
E 8,0 - 104
>
B 60 104 .
4,0 - 1044 :
i 1,1 10¢
2,0 - 10 %)
0,0 | |

ohne Filter F5-Filter F7-Filter
Wiederfindungsrate :

Ohne Filter: 0,082 %
Mit F5-Filter: 0,064 %
Mit F7-Filter: 0,007 %

Bild 4. Abreicherung von MS2-Viren (PFU) mittels F5- bzw. F7-Filter.
Dargestellt ist die Wiederfindung von MS2-Phagen nach Passage einer RLT-Anlage mit und
ohne Filterelemente

geschlagen wird. Dies war zu erwarten, da der fiir die Mem-
branfiltration eingesetzte Filterquerschnitt nur einem Teil-
querschnitt des Luftkanals entspricht. Die Wiederfindungs-
rate betrdgt zwischen 0,82 (ohne Filter) und 0,07 %. (F7) nach
Passage. Damit kommt es zwar zu einer mechanischen Ab-
reicherung der Viren um eine log-Stufe (F7) bzw. 0,2 log-Stu-
fen (F5) im Vergleich zur Kontrolle ohne Filter, jedoch ist
dies inshesondere beim F5-Filterelement wenig effektiv.

Wird dagegen in den Luftstrom ein UVC-Modul integriert,
lassen sich, wie aus Bild 5 zu erkennen ist, fiir das Virus MS2
Reduktionen der infektiosen Partikeln um fast vier log-Stu-
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[ ] Kopien/'Filte I:DI.LI ntifiziert 2 A5E+10 3, 28E+11 2.02E+11 mittels Titerung (PFU; graue Balken) und
mit 60 bp Amaolifikat) Real-Time PCR mit 60 bp (schwarze Balken)
. ) bzw. 1 058 bp-AmplifikatgroBe (schraffierte
Hﬂﬂlﬂ nFilter [l:]L.IEI.I"Ii.IrI.EIEI“l 1 DBRE+0Y 2 EE+11 3 3BE+11 Balken) bestimmten Kopienzahlen nach

mit 1058 bp Amplifikat)

Vernebelungsexperiment

1,0E+06

1,0E+05

1,0E+04

1,0E+03

PFUIFilter

1,0E+02

1,0E+

1,0E+00 5
UVC ein

8 5E+01

7 TE+M 2,0E+05

4 1E+01 2. TE+05
Vernebelungsexperiment

UVC aus

Experiment & 3 3E+05

Experiment B

Experimant C

Bild 6. Reduktion des Felinen Calicivirus (FCV) mit UVC-Strahlung in einer
RLT-Anlage (Steritube, Fa. Virobuster).

fen erreichen. Die amplifizierbare Nukleinsduremenge wird
in Abhéngigkeit von der zur Analyse eingesetzten Amplifi-
kat-Linge durch UVC-Bestrahlung reduziert.

Der komplex gebaute Bakteriophage Lambda lédsst sich so-
gar bei einmaliger Passage des Steritube-UVC-Moduls von
1,64 - 106 infektiosen Virenpartikeln unter die Nachweis-
grenze von 1 - 102 reduzieren. Fiir den filamentésen E.-coli-

verschiedenen Vernebelungsexperimenten
mit und ohne UVC-Bestrahlung des
Luftstroms sowie eingeschalteten
abgedeckten UVC-Réhren

Phagen M13 und phi X174, beides ss-DNA-Phagen, wurden
Reduktionsraten bei zugeschalteter UVC von 99,999 % er-
mittelt.

Die Vernebelung feliner Caliciviren in RLT-Modellanlagen
zeigte, dass der Einsatz eines F7-Filterelements lediglich zu
einer Reduktion luftgetragener Viren um eine log-Stufe fiithr-
te. Wiahrenddessen konnte durch UVC-Strahlung eine Re-
duktion um vier log-Stufen erzielt werden (Bild 6). Die Da-
ten belegen also die Effektivitit von UVC-Modulen gegen-
iiber klassischen Filterelementen hinsichtlich der Inaktivie-
rung luftgetragener Viren.

4 Diskussion

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die derzeit in der Richt-
linie VDI 6022 vorgeschlagenen Filterelemente nur eine be-
grenzte Reduktion von infektiosen Virenpartikeln in Zuluft-
bzw. Umluftstromen bieten. Die Zahl der bei einer
Norovirusinfektion einer Einzelperson iiber Erbrochenes
(Vomitus) freigesetzten Viruspartikeln kann bei tiber 3 -107
liegen [4]. Die experimentell ermittelten Daten mit dem
morphologisch eng verwandten MS2-Virus demonstrieren,
dass man durchaus einen Transfer von Bioaerosolen tiber
RLT-Anlagen vermuten kann, zumal Infektionsdosen bei
diesem extrem umweltstabilen Virus von 10 bis 100 Virus-
partikeln ausreichen. Selbst komplex gebaute Viren sind in
Luftstromen von RLT-Anlagen mehrere Stunden stabil.

Die molekularbiologischen Analysen mit Real-Time PCR de-
monstrieren, dass eine schnelle und sensitive Analytik vira-
ler Nukleinsduren im Luftstrom von RLT-Anlagen auf der
Basis der Membranfiltration moglich ist. Die PCR-Analytik
kann nicht die eigentlichen Plattierungsexperimente erset-
zen, die den Nachweis tiber infektiose Viren liefern. Aller-
dings besteht mit der Real-Time PCR die Méglichkeit, RLT-
Anlagen schnell und sensitiv auf mégliche virale Kontami-
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nationen zu tiberpriifen. Dies kénnte in Zukunft eine Mog-
lichkeit bieten, die Effizienz von Reinigungs- bzw. Desinfek-
tionsmafinahmen zu validieren.

Eine Alternative zu mechanischen Filterelementen fiir die
Inaktivierung viraler Erreger bietet die UVC-Strahlung. Die
Integration von UVC-Strahlern in RLT-Anlagen zeigt eine ho-
he Inaktivierungseffizienz im Vergleich zum Riickhaltever-
mogen der getesteten Filterelemente. Die Entwicklungs-
arbeitin der Strahlertechnologie in den letzten 15 Jahren hat
zu leistungsfahigen ozonfreien Strahlertypen gefiihrt, die
bei Einbau in eine RLT-Anlage eine gute Alternative zur Re-
duktion luftgetragener Mikroorganismen, inshesondere von
Viren bieten. Die Modularitét des hier verwendeten Steritu-
bes bietet die Moglichkeit eines einfachen Einbaus der Mo-
dule auch in bereits bestehende Anlagen.

Zukiinftige Feldstudien sollen zeigen, inwieweit eine Inte-
gration von UVC-Modulen in RLT-Anlagen zur Reduktion
von Befindlichkeitsstorungen/Gesundheitsheschwerden bei
Mitarbeitern fithren kann. Weiterhin sollen im Rahmen von
Feldstudien zukiinftig bei Hygieneinspektionen an RLT-An-
lagen gewonnene Luftproben mit Real-Time PCR auch auf
Viren untersucht werden. Dabei wire insbesondere eine
Analyse der Filterriickstinde von Interesse.
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