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Zu diesem Bericht

Die Kommission Arbeitsschutz und Nor-
mung (KAN) wurde 1994 eingerichtet, um
die Belange des deutschen Arbeitsschutzes
vor allem in der Européischen Normung
geltend zu machen. Sie setzt sich zu-
sammen aus Vertretern der Sozialpartner
(Arbeitgeber, Arbeitnehmer), des Staates
(Bund, Lander), des Hauptverbandes der
gewerblichen Berufsgenossenschaften
(HVBG) und des DIN Deutsches Institut fiir
Normung. Die KAN hat u.a. die Aufgabe,
die offentlichen Interessen im Arbeitsschutz

zu biindeln und mit Stellungnahmen auf lau-

fende oder geplante Normungsvorhaben
EinfluB zu nehmen.

Zur Analyse von arbeitsschutzrelevanten
Sachverhalten in der Normung und zur Er-
mittlung von Defiziten oder Fehlentwick-
lungen in der Normungsarbeit vergibt die
KAN u.a. Studien und Gutachten.

Der vorliegenden Studie lag folgender Auf-
trag zugrunde:

Waéhrend fir eine Vielzahl biologischer
Agenzien (z.T. auch als Summen- und Leit
parameter) die Erarbeitung einheitlicher
MeRverfahren auf der Basis von Vorwissen
mit vertretbarem Aufwand gegenwadrtig als
leistbar angesehen wird, bereitet die Aus-
arbeitung eines Verfahrens fiir Aktinomy:-
ceten grofse Schwierigkeiten.

Aktinomyceten sind grampositive Bakterien,
die myzelartig wachsen (sog. ,,Strahlen-
pilze*) und ubiquitér in der Umwelt, insbe-

sondere im Boden, vorkommen. Einige
Arten verschiedener Gattungen besitzen
pathogene Eigenschaften (z.B. Actinomy-
ces, Nocardia) und kénnen chronische
Infektionssyndrome hervorrufen. Daneben
kénnen thermophile Aktinomyceten (z.B.
Thermoactinomyces vulgaris, Saccharopoly-
spora rectivirgula) beim Menschen eine
exogen-allergische Alveolitis (EAA) aus-
l6sen. Die EAA wird durch Inhalation
groBer Mengen von in der Luft dispen-
sierten Konidiosporen hervorgerufen. Hohe
Konidienkonzentrationen in der Atemluft
finden sich insbesondere bei bestimmten
Arbeitsabldufen und im weiteren tech-
nischen Umfeld des Menschen. Beispiele
hierfiir sind landwirtschaftliche Betriebe
(Farmerlunge), Kompostieranlagen, Pilz-
zucht (Pilzarbeiterlunge), aber auch R&ume
mit technischer Luftbefeuchtung (Befeuchter-
lunge).

Fiir die Bestimmung der Aktinomycetenkon-
zentrationen in der Luft in Arbeitsbereichen
stehen bislang keinerlei standardisierte
Melverfahren zur Verfiigung. Da sie fiir
den Menschen durch ihre krankheitserzeu-
genden Eigenschaften eine besondere
medizinische Bedeutung besitzen, ist ein
standardisiertes MelSverfahren fiir Aktino-
myceten von hohem Interesse, um in der
Zukunft eine einheitliche Beurteilung ver-
schiedener Arbeitsplétze zu gewéhrleisten.
Dabei stellen Aktinomyceten besondere
Anforderungen an die Meftechnik, da sie
schwierig nachzuweisen sind. Neben
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einer gro3en systematischen Vielfalt wach-
sen Aktinomyceten auf den Kulturn&hr-
baéden im allgemeinen wesentlich lang-
samer als begleitende andere Bakterien
und Pilze und bilden zudem kleinere Kolo-
nien. Die Identifizierung gestaltet sich
kompliziert, da neben der Heranziehung

morphologischer Kriterien auch unterschied-

liche physiologische Tests, z.B. Abbau
unterschiedlicher Biopolymere, durch-
zufiihren sind.

Ein zu entwickelndes MeRverfahren fiir Akti-

nomyceten mul3 den spezifischen Anspri-
chen des Arbeitsschutzes geniigen. Da die
Luftsporen der Aktinomyceten im Vergleich
Zu vegetativen Formen relativ austrock-
nungsresistent sind, bietet sich ein Probe-
nahmeverfahren auf der Basis des Filtra-
tionsprinzips unter Beachtung der EN 481
an.

Ziel einer Projektstudie miifSte es daher
sein, das vorhandene Wissen zur Messung
von Aktinomyceten aus der Literatur zu-
sammenzutragen, ggf. Defizite zu be-
schreiben und damit Ansétze fir Aufgaben-
verteilungen im Vorfeld der als notwendig
erachteten Normung in einer vom BTS 4
als wiinschenswert erachteten WG 5
.Probenahmeverfahren biologischer Agen-
zien“ des CEN/TC 137 zu liefern, um

die Aussichten und Méglichkeiten fiir eine
Normung zu beschreiben.

Die KAN dankt den Verfassern fiir die
Durchfiihrung des Projekts und fir die Vor-
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lage des Berichts sowie den folgenden
Experten fir die kritische Begleitung und
die Unterstiitzung bei der Auswertung der
Arbeit:

Frau Dr. Arnold-Sundermann
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Herrn Dr. Dieter Brauer
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Die folgende Zusammenfassung der Studie
und die Empfehlungen wurden von der
KAN am 28. Juni 1996 verabschiedet.

Zusammenfassung der Studie
1 Einleitung

Im Rahmen der Studie wird zur Vor-

bereitung eines standardisierten MeRverfah-

rens zur Erfassung luftgetragener Aktinomy-
ceten (gram-positive, berwiegend aerobe,
mycelbildende Bakterien) in der Arbeits-
platzatmosphére das hierzu vorhandene

Wissen zusammengestellt und ein erster An-

satz fiir eine mogliche Normung erarbeitet.

Bedarf an einem solchen MeRverfahren be-
steht, da luftgetragene Aktinomyceten — ins-

besondere thermophile, thermotolerante
sowie mesophile Arten — ein Risiko fir den
Arbeitnehmer insbesondere durch die Aus-
|6sung einer allergischen Lungenerkran-
kung, der exogen-allergischen Alveolitis
(EAA), darstellen. Die fur den Arbeitnehmer
gesundheitlich relevanten Aktinomyceten
finden sich vor allem in Kompostier-, Wert-
stoffsortier- und mechanisch-biologischen

Restabfallbehandlungsanlagen, in geschlos-

senen Stallungen, Silos, Getreidemihlen
sowie Klimaanlagen und kdnnen bei der
Bodensanierung und der Pilzzucht in hohe-
ren Konzentrationen in der Atemluft auf-
treten.

2 Entwicklung einer MeRstrategie fur
die Bestimmung von Aktinomyceten

2.1 Probleme bei der Entwicklung einer
standardisierten MeRstrategie

Ein wesentliches Problem bei der Entwick-
lung eines standardisierten MeRverfahrens
besteht darin, daR alle gangigen Verfahren
zur Quantifizierung der aerogenen Keim-
konzentration lebens- und vermehrungs-
fahiger Mikroorganismen auf der Kultivie-
rung der gesammelten Keime beruhen. Auf
lange Sicht muR das Probenahmeverfahren
aber auch die Moglichkeit bieten, den
Gehalt an nicht-kultivierbaren abgestor-
benen Zellen oder Zellfragmenten zu be-
stimmen, da auch diese eine allergische
Reaktion hervorrufen kdnnen.

2.2 Anforderungen an ein Mel3verfahren

Das MeRverfahren sollte folgenden Anfor-
derungen geniigen:

O einfache Handhabung (hohe Mobilitat
der Apparatur, einfaches Wechseln der
Medien, einfache Reinigung bzw. Des-
infektion, Unempfindlichkeit gegen
AuReneinfliisse);

O geringer personeller, zeitlicher und finan-
zieller Aufwand;

O hohe Leistungsfahigkeit (gute Reprodu-
zierbarkeit, grofRer MeRbereich, Unter-
scheidung verschiedener Parameter und
PartikelgroRen, Erfassung auch ab-
gestorbener Zellen oder Zellfragmente);

7
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O Ermittlung reprasentativer Mel3ergeb-
nisse fir die Exposition der Beschaftig-
ten (durchschnittliche und maximale
[worst case] Belastung).

0 Nachweisgrenze, Empfindlichkeit und
Prazision des Melverfahrens sind ent-
sprechend einem (noch zu entwickeln-
den) vorlaufigen, nationalen Orientie-
rungswert fur Aktinomyceten bzw.
deren allergieausldsende Strukturein-
heiten in der Luft am Arbeitsplatz aus-
zuwahlen. Dabei stellt dieser Orientie-
rungswert den arbeitshygienischen
Standard dar, der durch technische
Malinahmen erreicht und moglichst
unterschritten werden muf3.

O Es sollten mehrere Parallelmessungen

durchgefiihrt werden. Die Zahl der Ein-

zelmessungen héngt von der Probe-
nahmedauer ab und sollte mindestens
drei betragen.

0 Zur Bestimmung der Hintergrundbela-
stung sollte eine Kontrolimessung im
Aulenbereich auf der zum Wind hin
gerichteten Seite erfolgen.

2.3 Vorschlag fir ein MeRverfahren

Es wird das zur Messung von Stauben be-

reits praxiserprobte Filtrationsverfahren fiir
die Probenahme von Aktinomyceten aus
der Arbeitsplatzatmosphéare empfohlen.

1) DNA = Desoxyribonucleinsaure
2) PCR = Polymerase chain reaction

8

Dieses Verfahren bietet neben der Analyse
der lebenden Zellen den Vorteil, dal? prin-
zipiell auch der Gehalt der Probe an nicht
mehr lebensfahigen Zellen und Zellbruch-
stiicken (z.B. an spezifischen Allergenen
iber Immunoassays oder an relevanten
Aktinomyceten durch spezifische DNA1-
Sonden oder PCR?Verfahren) bestimmt
werden kann. Allerdings besteht hier weite-
rer Forschungsbedarf.

2.4 Strategie der Probenahme

Der Arbeitsplatz sollte zuerst hinsichtlich
der moglicherweise vorkommenden Mikro-
organismen sowie des zeitlichen Verlaufs
der Exposition der Arbeitnehmer ab-
geschatzt werden.

Es ist wichtig, dal}

O die Probenahme in Atemhdhe und in
unmittelbarer N&he der Beschatftigten
erfolgt,

O die Probenahme zum Zeitpunkt der
héchsten Belastungen erfolgt, jedoch
auch relevante Arbeitsgdnge mit erfah-
rungsgemal niedrigerer Belastung be-
probt werden, sofern eine durchschnitt-
liche Belastung ermittelt werden soll,

O kurze Probenahmezeiten verwendet
werden, um eine Schadigung des bio-
logischen Materials moglichst gering
zu halten (max. 60 Minuten),



O die verwendeten Filtermaterialien den
aufleren Bedingungen (Temperatur,
Feuchtigkeit) entsprechend angepafdt
ausgewahlt werden.

2.5 Transport

Spezielle Anforderungen an das Transport-
system fiir Aktinomycetenproben sind:

0 Zeit zwischen Probenahme und Unter-
suchung im Labor: < 24 Stunden,

OO0 keine Zufuhr von Feuchtigkeit,

[0 Transporttemperatur sollte maximal bei
Raumtemperatur liegen.

2.6 Nachweis und Differenzierung von
Aktinomyceten im Labor

Da Aktinomyceten in der Regel langsamer
wachsen als andere Bakterien und Pilze,
sollte bei der Aufarbeitung im Labor das
Kulturmedium so gewahlt werden, daB es
den Aktinomyceten einen Selektionsvorteil
bietet.

0 Beim Kulturmedium sollte soweit mog-
lich auf chemisch genau definierte
Medienbestandteile zuriickgegriffen
werden (Vorschlag: Glycerin-Arginin-
Agar nach El-Nakeeb und Lechevalier
unter Zugabe geeigneter Antibiotika,
z.B. Cycloheximid und/oder Nystatin).

0 Die Bebritung sollte bei 50 °C (thermo-
phile und thermotolerante Aktinomyce-

ten) sowie bei 28 °C (mesophile Aktino-

myceten) erfolgen.

O Beimpfte Platten sollten maximal
14 Tage bebriitet werden.

3 Vorschlag an die KAN

Der vorliegende Vorschlag fir ein MeRver-
fahren sollte in einem Ringversuch evaluiert
werden, bevor er an die Normung weiter-
gereicht wird.

Die Forschung im Bereich der MeRver-
fahren fur Aktinomyceten sollte geftrdert
werden, um

O die Einfliisse von Probenahmestrategie,
Anzahl der Proben, Probentransport
und Probenaufbereitung auf die er-
haltenen Mel3werte sowie die ein-
gesetzten Nahrmedien hinsichtlich der
Qualitat der erhaltenen MeRwerte
genau zu evaluieren,

O den Entwurf des MeRverfahrens fiir
luftgetragene Aktinomyceten auf Grund-
lage der genannten Aspekte weiter-
zuentwickeln.

Uber das MeRverfahren hinaus besteht zu
folgenden Punkten Forschungsbedarf:

0 Vergleich der derzeit gangigen Ver-
fahren zur Ermittlung lebensfahiger
Keime in der Arbeitsplatzatmosphére
mit alternativen Verfahren, die die ge-
samte Belastung an lebenden und toten
Keimen sowie deren Bruchstiicke er-
fassen,
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O Weiterentwicklung der Mefstrategie,
Forderung epidemiologischer Studien
zur Belastung der Arbeitnehmer durch
Aktinomyceten sowie die Schaffung der
Grundlagen zur Festlegung eines natio-
nalen Orientierungswertes fiir Aktino-
myceten.

Empfehlungen der KAN
Gesamteinschéatzung

Die KAN schlief3t sich den Ergebnissen
der Studie an und beschlieBt, sie als KAN-
Bericht zu veroffentlichen.

Der Bericht gibt einen guten Uberblick tber
den zum Zeitpunkt der Studie vorliegenden
Stand des Wissens bzgl. der Messung von
luftgetragenen Aktinomyceten. Alle fiir den
Bereich relevanten MefRverfahren sind mit-
einander verglichen und daraus ein erster
Entwurf (siehe Anhang) fir ein mogliches
zu standardisierendes MefRverfahren ent-
wickelt worden.

Handlungsbedarf fiir die KAN
und ihre Geschéaftsstelle

Der in der Studie entwickelte Vorschlag fir
ein MeRverfahren bedarf der Evaluierung
und Weiterentwicklung. Besonderen For-
schungsbedarf sieht die KAN zu folgenden
Punkten:
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O Beurteilung des Einflusses der Unter-
suchung in verschiedenen Laboratorien,

O EinfluR von Probenahmeverfahren,
Probenanzabhl, -transport, -aufbereitung
und der eingesetzten Nahrmedien auf
die Qualitat der MeRergebnisse,

O Vergleichbarkeit der derzeit gangigen
Verfahren zur Ermittlung lebensfahiger
Keime in der Arbeitsplatzatmosphéare
mit alternativen Verfahren, die die ge-
samte Belastung an lebenden und toten
Keimen sowie deren Bruchstiicke er-
fassen,

OO Weiterentwicklung dieser Verfahren zur
Erfassung von abgestorbenen Zellen
und Zellbruchstiicken,

OO0 Entwicklung eines nationalen Orientie-
rungswertes.

Die Forschungsforderung (z.B. bei der
Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und Arbeits-
medizin [BAuA] oder beim Berufsgenossen-
schaftlichen Institut fur Arbeitssicherheit
[BIA]) soll hierzu angestoRen werden.

Parallel dazu soll das vorgeschlagene Mef-
verfahren vor der Weiterleitung an die
Normungsebene in der Praxis erprobt und
eine erste Uberarbeitung des Vorschlags
erfolgen. Die Mitglieder der Projekt:
begleitenden Arbeitsgruppe haben sich be-
reit erklart, im Rahmen ihrer Moglichkeiten
an einem hierzu notwendigen, vom Projekt-
nehmer koordinierten einmaligen Ringver-
such teilzunehmen. Die KAN tragt die fir
die Probenahme vor Ort anfallenden Reise-
kosten der Arbeitsgruppenmitglieder.



Die KAN wird das anschlieBend Gber-
arbeitete MelRverfahren als Normungsvor-
schlag beim DIN einreichen.

Die Ergebnisse der Studie, die Empfeh-
lungen der KAN und das MeRverfahren
sind an den Ausschul fiir Biologische
Arbeitsstoffe (ABAS) weiterzuleiten. Dieser
soll gebeten werden, die Mef3strategie an
schon vorhandene, beim ABAS entwickelte
MeRstrategien zur Bestimmung von bio-
logischen Arbeitsstoffen anzupassen.

Handlungsbedarf fiir das DIN

Das DIN soll iber die Ergebnisse der
Studie und die Empfehlungen der KAN
informiert werden, damit diese in die
Arbeit der WG 5 ,,Probenahmeverfahren
biologischer Agenzien“ des CEN/TC 137
»Geféhrliche Stoffe am Arbeitsplatz* ein-
flieRen kénnen. Das DIN wird gebeten, fiir
die Melstrategie die Ergebnisse des ABAS
und fiir den Bereich des MeRverfahrens
den Normungsvorschlag der KAN auf-
zugreifen.
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This Report

The Commission for Occupational Health,
Safety and Standardization (KAN) was
founded in 1994 to assert German inter-
ests in OH & S matters, especially with re-
gard to European standardization. KAN is
composed of representatives of the social
partners, the federal state and the Laender,
the Hauptverband der gewerblichen Berufs:
genossenschaften (HVBG, Federation of
the statutory accident insurance institutions
of the industrial sector) and the German
Standards Institute (DIN). One of KAN’s
tasks is to focus the public interests in the
field of occupational health and safety and
to exert influence on current and future stan-
dardization projects by delivering opinions
on specific subjects.

KAN procures studies and expert opinions
in order to analyse occupational health
and safety aspects in standardization and
to reveal deficiencies or erroneous develop-
ments in standardization work.

This study was based on the following task
in hand:

While it is currently considered possible to
develop uniform measuring methods for nu-
merous biological agents relatively straight-
forwardly on the basis of previous knowl-
edge (also as sum and guide parameters

in some cases), the development of a
method for actinomycetes presents consider-
able difficulties.

12

Actinomycetes are Gram-positive bacteria
which grow mycelially (so-called “ray-fun-
gi”) and are to be found in all areas of the
environment, especially in the ground. Sev-
eral types of different species have patho-
genic properties (e.g. actinomycetes, no-
cardia) and can cause chronic infection
syndromes. Moreover, thermophile actino-
mycetes (e.g. Thermoactinomyces vulgaris,
Saccharopolyspora rectivirgula) can bring
about extrinsic allergic alveolitis (EAA) in
people. EAA is caused by inhaling large
quantities of conidium spores dispensed in
the air. High conidia concentration in the
air we breathe is produced during certain
work routines and in some of our technical
environments. Examples include agricultural
facilities (farmer’s lung), composting plants,
mushroom cultivation (mushroom worker’s
disease) and also rooms with technical air
humidifiers (air-conditioner disease).

There are as yet no standardized measur-
ing methods available for determining

the actinomycete concentration in the air
in work areas. Actinomycetes represent

a special medical problem for people be-
cause of their allergenic pathogenic proper-
ties. Therefore a standardized method for
measuring actinomycetes is of consider-
able interest if the uniform assessment of
different workplaces is to be guaranteed in
the future. However, since their presence is
difficult to prove, actinomycetes represent
a special problem for measuring technol-
ogy. In addition to their wide systematic



diversity, actinomycetes in general grow
considerably more slowly on culture media
than other bacteria and fungi present and
also form smaller colonies. Identification is
complicated because as well as taking mor-
phological criteria into account, various
physiological tests, e.g. tests in biopolymer
degradation, have to be carried out.

A measuring method for actinomycetes
must meet the specific demands of occupa-
tional health and safety. Since the air
spores of actinomycetes are relatively resis-
tant to drying compared with vegetative
microorganisms, a sampling procedure
based on the filtration principle taking ac-
count of EN 481 would provide a solution.

In order to describe the prospects and pos-
sibilities for standardization, this study is
aimed at collecting existing knowledge on
measuring actinomycetes from various sour-
ces of literature, describing possible defi-
cits and thus at providing initial ideas for
task distribution in the run-up to the neces-
sary standardization in a WG 5 “Sam-
pling procedures for biological agents” of
CEN/TC 137 which BTS 4 considers de-
sirable.

KAN thanks both the authors for carrying
out the study and presenting the report and
the following experts for their critical assis-
tance and support throughout the evalua-
tion of the study:

Dr. Arnold-Sundermann
Verwaltungs-Berufsgenossenschatft, Mainz

Dr. Dieter Brauer
Hoechst AG, Frankfurt a.M.

Cornelia Eckrich
Institut WAR, Technische Hochschule Darm-
stadt

Angela Janowitz
KAN-Geschaftsstelle, Sankt Augustin

Dr. Ridiger Pipke
Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und Arbeits-
medizin, Dortmund

Dr. Rumler
Arbeitsmedizinischer Dienst der Tiefbau-
Berufsgenossenschaft, Héchberg

Dr. B. Schappler-Scheele
Niederséchsisches Landesamt fiir Okolo-
gie, Hannover

Dr. Ursula Schies
Tiefbau-Berufsgenossenschaft —
Technischer Aufsichtsdienst—, Miinchen

Dr. D. Tommerdich
Zentralverband des Deutschen
Baugewerbes, Bonn

Barbara Zeschmar-Lahl
BZL GmbH, Oyten

Dorit Zimmermann
KAN-Geschaftsstelle, Sankt Augustin
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This Report

KAN adopted the following summary
of the study and recommendations on
June 28, 1996.

Summary of KAN Study
“Microorganisms in the
workplace atmosphere -
Actinomycetes -’

1 Introduction

Within the framework of the study, existing
information has been compiled and an ini-
tial approach for possible standardization
drawn up in preparation for a standard-
ized measuring method for the evaluation
of airborne actinomycetes (Gram-positive,
mainly aerobic, mycel-forming bacteria) in
the workplace atmosphere.

This kind of measuring procedure is
needed since airborne actinomycetes — par-
ticularly thermophilic, thermotolerant and
mesophilic types — represent a risk for work-
ers, especially as they can cause an aller-
gic lung disease known as extrinsic aller-
gic alveolitis (EAA). Actinomycetes which
can be damaging to workers’ health are
found above all in composting, recycling
and mechanical/biological residual waste
treatment plants, in closed stables, silos,
grain mills and air conditioning systems.
High actinomycete concentration in the air
can also occur during soil purification pro-
cedures and mushroom cultivation.
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2 Development of a measuring strategy
for determining actinomycetes

2.1 Problems involved with developing
a standardized measuring strategy

One of the main problems involved with de-
veloping a standardized measuring pro-
cess is that all conventional processes used
to quantify the airborne concentration of
living and reproducing microorganisms are
based on cultivating the germs collected.
In the long term, however, the sampling
procedures must also make it possible to
determine the proportion of dead cells or
cell fragments which cannot be cultivated,
since these can also cause an allergic re-
action.

2.2 Measuring procedure requirements

The measuring process must satisfy the
following requirements:

OO0 Simple to use (highly mobile apparatus,
easily changeable media, simple
cleaning and disinfection, insensitivity
towards outside influences).

O Minimum staff, time and financial re-
quirements.

0 High efficiency (good reproducibility,
large measuring range, discrimination
between different parameters and
particle sizes, dead cells and cell frag-
ments also recorded).



O Establishing representative measure-
ment results for worker exposure (aver-
age and maximum [worst case] level).

0 Cutoff limit, sensitivity and precision of
the measuring procedure must be se-
lected in accordance with a temporary,
national reference value (still to be de-
veloped) for actinomycetes and their
allergy-causing structural units in the
workplace atmosphere. This reference
value represents the standard for occu-
pational hygiene which must be met
and, if possible, bettered with the help
of technical measures.

0 Several parallel measurements should
be carried out. The number of individ-
ual measurements depends on the
sampling period, but there should be
at least three.

0 In order to determine background expo-
sure, a check measurement should be
taken outdoors on the side located up-
wind.

2.3 Proposal for a measuring procedure

The filtration process already tried and
tested for measuring dust is recommended
for sampling actinomycetes in the work-
place atmosphere. This process has the ad-
vantage that in principle, the proportion of

1) DNA = deoxyribonucleic acid
2) PCR = polymerase chain reaction

dead cells and cell fragments contained in
the sample can also be determined (e.g.
of specific allergens by immunoassays or
of relevant actinomycetes using specific
DNADY probes or PCR2 processes) in addi-
tion to living cells. Further research in this
field is, however, necessary.

2.4 Sampling strategy

First of all, the workplace should be as-
sessed with regard to the microorganisms
which could possibly occur and the time
for which workers are exposed to them.

It is important that

O samples are taken at the level at which
air is breathed in and in the worker’s
direct proximity,

O samples are taken when concentration
is at its highest. Relevant operations
which are known to subject workers to
a lower level of concentration should,
however, also be tested if an average
level is to be established,

O short sampling times are used in order
to minimize damage to the biological
material (max. 60 minutes),

O filter materials used are selected accord-
ing to external conditions (temperature,
humidity).

15
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2.5 Transport

Special requirements concerning the trans-
port system for actinomycete samples are
as follows:

O Time between sampling and laboratory
examination: < 24 hours.

[0 The sample has to be protected from
moisture.

0 Transport temperature should be no
higher than room temperature.

2.6 Detection and differentiation of
actinomycetes in the laboratory

Since actinomycetes generally grow more
slowly than other bacteria and fungi, it

is important to chose for the treatment in
the laboratory a culture medium that gives
actinomycetes a selective advantage.

O As far as the culture medium is con-
cerned, media components which are
precisely defined in chemical terms
should be used as far as possible (pro-
posal: glycerine-arginine-agar accord-
ing to El-Nakeeb and Lechevalier, with
the addition of suitable antibiotics, e.g.
cycloheximide and/or nystatine).

O Incubation should take place at 50 °C
(thermophilic and thermotolerant actino-

mycetes) or at 28 °C (mesophilic actino-

mycetes).

[0 Inoculated plates should not be incu-
bated for longer than 14 days.
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3 Proposal to KAN

This proposal for a measuring procedure
should be evaluated in an inter-laboratory
test before being introduced into standardiz-
ation.

Research in the field of measuring proce-
dures for actinomycetes should be sup-
ported in order to

O evaluate precisely the effects of sam-
pling strategy, number of samples, sam-
ple transport, sample treatment and the
culture media used on the quality of
measuring results,

OO0 develop the draft of the measuring pro-
cedure for airborne actinomycetes on
the basis of the aspects just mentioned
above.

In addition to the measuring procedure it-
self, there is need for research in the follow-
ing areas:

0 Comparing conventional procedures
for establishing living germs in the work-
place atmosphere with alternative pro-
cedures which record overall exposure
to living and dead germs and their frag-
ments.

O Developing the measuring strategy,
supporting epidemiological studies on
worker exposure to actinomycetes
and creating the basis for establishing
a national reference value for actino-
mycetes.



KAN’s recommendations
Overall evaluation

KAN endorses the results of the study and
has decided to publish them as a KAN re-
port.

The report provides a good overview of
the information available at the time of the
study concerning the measurement of air-
borne actinomycetes. All measuring proce-
dures relevant to this field have been com-
pared and an initial draft (see annex; also

in English) developed for a possible measur-

ing procedure suitable for standardization.

Need for KAN and its Secretariat
to take action

The proposal for a measuring procedure
developed in the study must be evaluated
and developed further. KAN sees a particu-

lar need for research in the following areas:

O Assessing the effect of examinations car-

ried out in different laboratories.

0 Effect of sampling procedures, number
of samples, sample transport, sample
treatment and the culture media used
on the quality of measuring results.

O Comparability of conventional proce-
dures used to establish living germs in
the workplace atmosphere with alterna-

1) Committee for Biological Work Substances

tive procedures which record overall
exposure to living and dead germs and
their fragments.

[0 Developing these procedures with the
aim of recording dead cells and cell
fragments.

0 Developing a national reference value.

In addition, research projects (e.g. at the
Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und Arbeits-
medizin [BAuA] or at the Berufsgenossen-
schaftliches Institut fur Arbeitssicherheit
[BIA]) should be encouraged.

Parallel to this, the proposed measuring
procedures should be tested in practice
and the proposal revised for the first time
before being passed on to the standardiza-
tion stage. The members of the working
group accompanying the project have
agreed, within their means, to take part in
a necessary one-off inter-laboratory test
coordinated by the contractor of the KAN
project. KAN is to bear the travel expenses
of working group members incurred during
on-site sampling.

KAN will then submit the subsequently re-
vised measuring procedure to DIN as a
proposal for a standard.

The results of the study, KAN’s recommenda-
tions and the measuring procedure should
be passed on to the ,,Ausschu} fir Biologi-
sche Arbeitsstoffe“?) (ABAS). The ABAS

17
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should be requested to adapt the measur-
ing strategy in line with existing measuring
strategies which it has developed for deter-
mining other biological agents.

Need for DIN to take action

DIN should be informed of the results of
the study and KAN'’s recommendations so
that they can be incorporated into the work
of WG 5 “Procedures for sampling biolog-
ical agents” of CEN/TC 137 “Assessment
of workplace exposure”. DIN is requested
to adopt the ABAS’ results for the measur-
ing strategy and KAN'’s proposal for a
standard for the measuring procedure.

18



A ce propos

La Commission pour la sécurité et la santé
au travail et la normalisation (KAN) a été
fondée en 1994 pour représenter les inté-
réts allemands en matiére de sécurite et de
santé au travail surtout dans la normalisa-
tion européenne. Elle est composée des re-
présentants des partenaires sociaux, de
I'état fédéral et des Laender, du Hauptver-
band der gewerblichen Berufsgenossen-
schaften (HVBG, Fédération des orga-
nismes d’assurance accident de I'industrie)
et de I'Institut allemand de normalisation
(DIN). La KAN a pour mission de réunir les
intéréts publics quant a la sécurité et la
santé au travail et d’influer sur les projets
de normalisation en cours d’élaboration et
de planification en soumettant des avis.

La KAN commissionne des études et exper-
tises pour I'analyse des questions qui tou-
chent & la sécurité et la santé au travail
dans la normalisation et pour révéler des
déficits ou développements érronés dans le
travail de normalisation.

La présente étude a été fondée sur la mis-
sion suivante:

Tandis que I'élaboration de procédures uni-
formes de mesure pour de nombreux

agents biologiques (parfois comme parameé-

tre principal ou comme ensemble de para-
meétres), sur la base de connaissances pré-
alables, est considérée a I’heure actuelle
comme faisable et justifiable, la concep-
tion d’une procédure pour les actinomy-
cetes pose de gros problemes.

Les actinomycetes sont des bactéries Gram
positif qui ont une croissance de type mycé-
lien et que I'on trouve, ubiquitaire, dans
I’environnement, dans le sol en particulier.
Quelques espéces de la famille possédent
des caractéristiques pathogénes (Actinomy-
ces et Nocardia, par exemple) et peuvent
provoquer des syndromes de maladies
chroniques. Par ailleurs, les actinomycétes
thermophiles (Thermoactinomyces vulgaris,
Saccharopolyspora rectivirgula, par exem-
ple) peuvent déclencher chez ’lhomme une
alvéolite allergique extrinséque. Cette aller-
gie est la conséquence de I'inhalation de
grandes quantités de spores conidies ré-
parties dans I’air. On trouve une concentra-
tion élevée de conidies dans I'air respiré
en particulier dans certaines activités profes-
sionnelles et dans I'environnement tech-
nique de l'individu. Les exploitations agri-
coles (poumon du fermier), les installation
de compostage industriel et la culture de
champignons (poumon des champignon-
nistes) en sont des exemples, ainsi que les
salles équipées d’humidificateur d’air (mala-
die des climatiseurs).

On ne dispose actuellement d’aucune mé-
thode normalisée qui permette de détermi-
ner la concentration d’actinomycétes dans
Iair sur les lieux de travail. Etant donné
que les actinomycetes jouent un réle essen-
tiel sur le plan médical en raison de leurs
propriétés pathogénes, il serait trés intéres-
sant de disposer d’une méthode de mesure
normalisée afin de pouvoir, a I'avenir, éva-
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luer les lieux de travail en fonction de cri-
téres identiques. Les actinomycétes consti-
tuent une difficulté particuliere d’un point
de vue technique de mesure car il est diffi-
cile d’apporter la preuve de leur présence.
Outre le fait qu’elles sont par principe tres
diverses, les actinomycetes se développent
beaucoup moins rapidement en bouillon
de culture que les autres bactéries égale-
ment présentes; elles constituent, par ail-
leurs, des groupements plus réduits. Cela
rend leur identification compliquée étant
donné qu’il faut recourir aux critéres mor-
phologiques et de surcroit effectuer égale-

ment divers tests physiologiques, un catabo-

lisme de différents biopolyméres par exem-
ple.

La procédure de mesure a développer doit
satisfaire aux critéres requis en matiere de
sécurité et santé au travail. Etant donné
que les spores des actinomycétes dans I'air
sont relativement résistantes a la dessicca-
tion par comparaison aux formes végéta-
tives, une méthode d’échantillonage repo-
sant sur le principe de filtration conformé-
ment a 'EN 481 conviendrait.

Par conséquent, I'objectif de cette étude
consiste a rassembler ce qui est publié sur
les connaissances concernant la mesure
d’actinomycétes, d’identifier le cas échéant
les manques en la matiére et de fournir
ainsi le prélude a la répatrtition des travaux
a réaliser au sein d’'un WG 5 ,,Méthode
d’échantillonnage d’agents biologiques*
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considéré comme souhaitable par le BTS 4
a la veille de la normalisation jugée néces-
saire, cela afin d’en décrire les possibilités
et les perspectives.

Les remerciements de la KAN vont aux
auteurs de I'étude pour son travail et la pré-
sentation du rapport ainsi qu’aux experts
suivants pour leurs appréciations critiques
et leur apport aux conclusions de I’étude:

Dr. Arnold-Sundermann
Verwaltungs-Berufsgenossenschaft, Mainz

Dr. Dieter Brauer
Hoechst AG, Frankfurt a.M.

Mme. Cornelia Eckrich
Institut WAR, Technische Hochschule Darm-
stadt

Mme. Angela Janowitz
KAN-Geschéftsstelle, Sankt Augustin

Dr. Rudiger Pipke
Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und Arbeits-
medizin, Dortmund

Dr. Rumler
Arbeitsmedizinischer Dienst der Tiefbau-
Berufsgenossenschaft, Hochberg

Dr. B. Schappler-Scheele
Niederséchsisches Landesamt fiir Okolo-
gie, Hannover



Dr. Ursula Schies
Tiefbau-Berufsgenossenschaft —
Technischer Aufsichtsdienst—, Miinchen

Dr. D. Tommerdich
Zentralverband des Deutschen Bau-
gewerbes, Bonn

Mme. Barbara Zeschmar-Lahl
BZL GmbH, Oyten

Mme. Dorit Zimmermann
KAN-Geschéftsstelle, Sankt Augustin

Le 28 juin 1996, la KAN a adopté le
résumé et les recommandations suivants.

Résumé de I’étude de la KAN
«Les micro-organismes dans
I’atmosphére au poste de travail
les actinomycétes»

1 Introduction

Cette étude a pour objet d’élaborer une
procédure de mesure standardisée per-
mettant de détecter les actinomycétes (bac-
téries & Gram +, pour la plupart aérobies,

provoquant la formation de mycélium) véhi-

culés par I'air dans I'atmosphére du poste
de travail. A cet effet, les auteurs ont com-

pilé les connaissances disponibles sur le su-

jet et élaboré une premiére approche pour
une normalisation possible.

Une telle procédure de mesure s’avere né-
cessaire, car les actinomycetes véhiculés
par I'air, et en particulier ceux de type ther-
mophile, thermotolérant et mésophile, cons-
tituent un risque pour la santé des travail-
leurs. Ces bactéries déclenchent en parti-
culier une maladie pulmonaire de type
allergique, I'EAA (alvéolite allergique extrin-
seque). Les actinomycétes, qui ont une in-
cidence sur la santé des travailleurs, se trou-
vent surtout dans les installations de com-
postage, de tri de déchets valorisables, de
traitement mécanique et biologique de dé-
chets résiduaires, dans les étables fermées,
les silos, les moulins & céréales, ainsi que
dans les systemes de climatisation. lls peu-
vent également se présenter en concentra-
tions élevées dans le contexte de la dépol-
lution des sols et de la culture de champi-
gnons.

2 Elaboration d’une stratégie de
mesure pour la détermination
d’actinomycetes

2.1 Problemes rencontrés lors de
I’élaboration d’une stratégie de
mesure standardisée

L'un des principaux problémes rencontrés
lors de I'élaboration d’une procédure de
mesure standardisée réside dans le fait
que toutes les procédures classiques uti-
lisées pour quantifier la concentration en
germes véhiculés par I'air dans les micro-
organismes viables et capables de se
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reproduire se basent sur la culture des
germes recueillis. Or, le procédé de préle-
vement d’échantillons doit, a long terme,

permettre également de déterminer la quan-

tité de cellules, ou fragments de cellules,
mortes et non cultivables, qui sont en effet
également susceptibles de provoquer une
réaction allergique.

2.2 Conditions auxquelles doit satisfaire
une procédure de mesure

La procédure de mesure doit satisfaire aux
exigences suivantes:

O Etre simple d’exécution (grande mobi-
lit¢ des appareils, facilité¢ de change-
ment des milieux, simplicité de net-
toyage et/ou de désinfection, insensibi-
lité aux facteurs d’influence externes).

O Ne pas requérir de moyens importants
(personnel, temps, investissements).

O Etre performante (bonne reproductibili-
té, grande fourchette de mesure, diffé-
renciation de divers parametres et de
taille de particule, détection des cel-
lules ou fragments de cellules morts).

[0 Permettre d’obtenir des mesures repré-
sentatives pour I'exposition des travail-
leurs, en termes de charge moyenne et
maximale (worst case).

O La limite de décelement, la sensibilité et
la précision de la procédure de mesure
doivent correspondre a une valeur de
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référence provisoire (qu’il restera & dé-
finir), applicable au niveau national,
relative aux actinomyceétes et a leurs uni-
tés structurelles allergénes présentes
dans I'atmosphére du poste de travail.
En termes d’hygiéne industrielle, cette
valeur de référence constituera le
standard que des mesures techniques
devront permettre d’atteindre, mais au-
dessous duquel il sera préférable de
rester.

O Il conviendra d’effectuer plusieurs me-
sures paralléles. Le nombre de mesures,
qui devra étre au minimum de trois, dé-
pendra de la durée du prélevement des
échantillons.

0 Pour déterminer la contrainte d’arriere-
plan, une mesure de référence devra
étre effectuée a I'extérieur du batiment,
du c6té du vent.

2.3 Procédure de mesure préconisée

Pour mesurer les poussiéres, il est recom-
mandé d’utiliser le procédé par filtration,
largement éprouvée dans la pratique, pour
prélever des échantillons d’actinomycétes
dans I'atmosphére du poste de travail. Ce
procédé permet non seulement d’analyser
les cellules vivantes, mais présente en outre
'avantage de déterminer également, dans
les échantillons prélevés, la quantité de
cellules ou fragments de cellules qui ne
sont plus viables (p.ex. d’allergenes spéci-
fiques, par immunoassays, ou d’actinomy-



cétes importants, par sondes ADNY ou
procédé PCR2). Il y a toutefois lieu de pour-
suivre la recherche dans ce domaine.

2.4 Lla stratégie de prélevement
des échantillons

Il convient, en un premier temps, d’évaluer
le poste de travail pour ce qui est de la
présence éventuelle de micro-organismes,
ainsi que, au niveau temporel, de I'exposi-
tion du travailleur a ces micro-organismes.

Il 'est important:

0 d’effectuer le prélévement a proximité
immédiate du travailleur et a hauteur
de respiration;

O d’effectuer le prélévement au moment
ou la charge atteint son niveau maxi-
mum. Si I'on souhaite calculer une

charge moyenne, des prélévements peu-
vent toutefois étre effectués lors d’opéra-

tions significatives, pour lesquelles on
sait par expérience que la charge est
moins élevée;

O d’effectuer les prélévements sur des pé-
riodes courtes (maximum 60 minutes),
afin de réduire au maximum les risques
d’endommagement du matériau biolo-

gique;

1) ADN = Acide désoxyribonucléique
2) PCR = Polymerase chain reaction

O de choisir des matériaux filtrants adap-
tés aux conditions extérieures (tempéra-
ture, humidité).

2.5 Transport

Le transport des échantillons d’actinomycé-
tes est soumis a des conditions particu-
lieres:

O la période écoulée entre le prélevement
et I'analyse en laboratoire doit étre infé-
rieure a 24 h,

O I’échantillon doit étre parfaitement pro-
tégé contre 'humidité,

O la température de transport ne doit pas
étre supérieure a la température am-
biante.

2.6 Détection et différenciation des
actinomycetes en laboratoire

Les actinomyceétes se propageant générale-
ment plus lentement que d’autres bactéries
et champignons, on veillera, pour la pré-
paration en laboratoire, & choisir un milieu
de culture apte a offrir aux actinomycétes
un avantage sélectif.

O Le milieu de culture choisi devra, autant
que possible, se composer d’éléments
chimiques parfaitement définis (recom-
mandation: glycérine-arginine-agar-
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agar selon El-Nakeeb et Lechevalier,
avec adjonction d’antibiotiques adé-
quats, p.ex. cycloheximide et/ou nysta-
tine);

O la température d’incubation devra étre
de 50 °C (actinomycétes thermophiles
et thermotolérants) et de 28 °C (actino-
mycétes mésophiles);

O la durée d’incubation des coupelles ino-
culées ne devra pas dépasser 14 jours.

3 Recommandation a I’adresse
de la KAN

Il conviendra, lors d’un essai interlabora-

toire, d’évaluer la procédure de mesure pré-
conisée, avant de la transmettre a la norma-

lisation.

Il convient de promouvoir la recherche rela-
tive aux procédures de mesure pour actino-
mycétes, et ce dans les buts suivants:

0 é&tre en mesure d’évaluer avec exacti-
tude I'influence des stratégies de préle-
vement des échantillons, du nombre,
du transport et de la préparation des
échantillons, ainsi que des milieux
de culture utilisés sur la qualité des
mesures obtenues,

[0 en se basant sur les aspects évoqués
plus haut, poursuivre le perfectionne-
ment d’une procédure permettant de
mesurer les actinomycétes véhiculés par
I"air.
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Outre la procédure de mesure, il y a lieu
de faire progresser la recherche également
dans les domaines suivants:

O Comparaison des procédures cou-
ramment utilisées pour déterminer les
germes viables dans I'atmosphére d’un
poste de travail, avec des procédures
alternatives permettant de déterminer la
charge totale causée par des germes
vivants et morts, ainsi que par des frag-
ments de ces germes,

O Perfectionnement de la stratégie de
mesure, promotion des études épidémio-
logiques portant sur le risque que repré-
sentent les actinomycétes pour les tra-
vailleurs, et mise en place de regles fon-
damentales destinées a définir, en
matiére d’actinomyceétes, une valeur de
référence applicable au niveau natio-
nal.

Recommandations de la KAN
Evaluation globale

La KAN se rallie aux conclusions de I’étu-
de et décide de publier celle-ci sous forme
de rapport KAN.

Ce rapport donne un vaste apergu des
connaissances disponibles au moment de
I'étude au sujet de la détermination des
actinomycetes véhiculés par I'air. Toutes les
procédures de mesure pertinentes ont été
comparées entre elles, et ont servi de base



a un premier projet (cf. annexe, aussi en
frangais) portant sur une procédure de me-
sure possible, qu’il resterait a standardiser.

Interventions souhaitées de la part
de la KAN et de son secrétariat

Il restera & évaluer et a perfectionner la pro-

cédure de mesure proposée et élaborée
dans I'étude.

La KAN estime qu’il y a lieu d’approfondir
particulierement la recherche dans les do-
maines suivants:

0 Evaluation de I'impact de I’étude dans
différents laboratoires,

O Influence des procédures de préléve-
ment des échantillons, du nombre, du
transport et de la préparation des
échantillons, ainsi que des milieux de
culture utilisés sur la qualité des me-
sures obtenues,

[0 Comparabilité des procédures utilisées
couramment pour déterminer les
germes viables dans I'atmosphére du
poste de travail, avec des procédures
alternatives capables de déterminer la
quantité totale de germes vivants et
morts, et de leurs fragments,

O Perfectionnement de ces procédures
permettant de déterminer les cellules ou
les fragments de cellules mortes,

1) Comité pour Substances de travail Biologiques

[0 Elaboration d’une valeur de référence
applicable au niveau national.

Il conviendra de solliciter a cet effet des
aides a la recherche (p.ex. auprés de
Bundesanstalt fur Arbeitsschutz und Arbeits-
medizin [BAuA] ou Berufsgenossenschaft-
liches Institut fiir Arbeitssicherheit [BIA]).

Avant de passer au niveau de la normalisa-
tion, la procédure de mesure préconisée
devra, parallelement, étre expérimentée
dans la pratique, une premiére révision de
la proposition devant alors étre effectuée.
Les membres des groupes de travail qui ac-
compagnent le projet se sont déja déclarés
disposés a participer, dans la mesure de
leurs possibilités, & un essai unique inter-
laboratoire. Cet essai nécessaire serait co-
ordonné par le mandataire de I'étude
KAN. Les frais de déplacement des mem-
bres du groupe de travail occasionnés
dans le contexte du prélévement in situ
seront & la charge de la KAN.

La procédure de mesure revue et corrigée
sera ensuite transmise au DIN, sous forme
de proposition de norme.

Les résultats de I’étude, les recommand-

ations de la KAN et la procédure de me-
sure devront étre transmis a I’ Ausschuf3 fiir
Biologische Arbeitsstoffel) (ABAS). Il sera
demandé a celui-ci d’adapter la stratégie
de mesure aux stratégies de mesure déja
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A ce propos

existantes élaborées par I’ABAS, utilisées
pour déterminer les substances biologiques
de travail.

Interventions souhaitées de la part du DIN

Il conviendra d’informer le DIN des conclu-
sions de I'étude et des recommandations
de la KAN, pour permettre de les intégrer
dans le travail du WG 5 «Procédures de
prélevement d’agents biologiques» du
CEN/TC 137 «Substances dangereuses
au poste de travail». Il est demandé au
DIN de recourir aux conclusions de I’ABAS
pour ce qui est de la stratégie de mesure,
et a la proposition de normalisation de la
KAN pour ce qui reléve de la procédure
de mesure.
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1 Einleitung

Fir eine Vielzahl chemischer Verbindungen
sind zahlreiche Daten (iber die Toxizitat

und Kanzerogenitat verfiigbar. Probenahme-

verfahren und Analytik sind fir diese Agen-
zien erprobt und standardisiert. Ebenso
sind Richt- und Grenzwerte in einer Fille
von Normen und technischen Regeln fest-
gelegt.

Derzeit wird das Gefahrdungspotential
biologischer Agenzien diskutiert. Fur das
Land Niedersachsen (1995) wurde eine
erste Richtlinie fiir die Erfassung von biolo-
gischen Agenzien in Wertstoffsortier-
anlagen vorgelegt. Durch das berufs-
genossenschatftliche Institut fiir Arbeitssicher-
heit (BIA, 1995) wurde ein MeRverfahren
fur die Erfassung von luftgetragenen Pilz-
sporen publiziert.

Fir luftgetragene Aktinomyceten steht der-
zeit noch kein standardisiertes MeRver-
fahren zur Verfigung. Ziel dieser Studie ist
es, das fir die Erfassung von luftgetrage-
nen Aktinomyceten vorhandene Wissen zu-
sammenzustellen und erste Ansatze fiir eine
mogliche Normung eines Verfahrens zur
Erfassung von Aktinomyceten darzulegen.

Die Studie liefert eine Ubersicht zur Frage
der Erfassung der fir die Sicherheit der Be-
schaftigten relevanten Aktinomyceten in der
Arbeitsplatzatmosphare. Ein Bedarf fiir ein
MeRverfahren fur luftgetragene Aktinomyce-
ten besteht, da insbesondere thermophile,
aber auch mesophile Vertreter eine aller-
gische Lungenerkrankung, die exogen-all-
ergische Alveolitis (EAA), ausldsen kdnnen.

Die Arbeit enthalt eine kurze Einfihrung in
die Biologie der Aktinomyceten, wobei der
Schwerpunkt auf den Vertretern liegt, die

an typischen Arbeitsplatzen (Land- und Forst-
wirtschaft, Gartenbau, Entsorgungswirt-
schaft etc.) vorkommen kénnen. Eine Tabel-
le entsprechender Arbeitsplatze ist in der
Studie enthalten.

Die Problematik der Erfassung luftgetrage-
ner Keime wird in dieser Studie abgehan-
delt. Dabei wird sowohl die personenbezo-
gene Probenahme wie auch die nicht-per-
sonenbezogene Probenahme diskutiert. Die
derzeit gangigen Verfahren zur Erfassung
luftgetragener Keime werden abgehandelt
unter dem Gesichtspunkt der Erfassung von
Aktinomyceten in der Arbeitsplatzatmo-
sphére. Derzeit etabliert sind nur Verfahren,
die lebende Keime nachweisen. Da Aller-
gien auch durch Zellfragmente oder Zell-
bestandteile ausgeldst werden kénnen,
sollte ein MeRverfahren aber auch die
Maglichkeit bieten, tote Zellen oder Zell-
bruchstiicke und -komponenten zu erfassen.

Derzeit existieren keine Normen oder Richt-
linien fur die Erfassung luftgetragener Akti-
nomyceten. Es ist ein Ziel dieser Studie,
einen entsprechenden Norm-Entwurf vor-
zubereiten.

Als Ergebnis der Studie wird ein Vorschlag
fur ein MeRverfahren gemacht. Es wird ein
Filtrationsverfahren empfohlen, da diese
Technik bereits in der Staubmessung praxis-
erprobt ist. Sie ist weiterhin auch fiir die Er-
fassung lebender Zellen aus der Luft eta-
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1 Einleitung

bliert und bietet prinzipiell die Moglichkeit
der Erfassung toter Zellen oder von Frag-
menten (z.B. iber Immunoassays, PCR
etc.). Hier besteht aber noch Forschungs-
bedarf. Die Studie enthalt Angaben zur
Probenahme sowie zum Transport der
Proben. Der EinfluR einzelner Parameter
(Temperatur, Feuchte etc.) auf die Proben
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beim Transport muR jedoch noch praktisch
untersucht werden. Fiir die Laborunter-
suchung wird zunéchst die Lebendkeimzahl-
bestimung auf einem mineralischen Agar
bei zwei Bebritungstemperaturen vor-
geschlagen. Das vorgeschlagene MelRver-
fahren sollte erprobt und ggf. modifiziert
werden.



2 Welche Aktinomyceten sind relevant
unter dem Gesichtspunkt des Arbeitsschutzes?

Aktinomyceten sind grampositive, tiber-
wiegend aerobe Bakterien, die im Gegen-
satz zu anderen Bakterien ein Mycel
bilden, was in der Bezeichnung Aktinomy-
ceten zum Ausdruck kommt. Es handelt sich
dabei nicht um Vertreter der eukaryonti-
schen Klasse der Pilze, sondern um proka-
ryontische Organismen.

Zur Gruppe der Aktinomyceten werden
eine Reihe von Bakteriengattungen gezahit.
Namengebend ist die Gattung Actino-
myces, wobei es sich um anaerobe oder
fakultativ aerobe Organismen handelt,

die Filamente bilden. Diese zerfallen aber
leicht in einzelne coryneforme Zellen.
Vertreter dieser Gattung kénnen human-
oder auch tierpathogen sein.

Nach Brock und Madigan (1991) wer-
den folgende Gruppen zu den Aktino-
myceten im weiteren Sinne gerechnet
(vgl. Tabelle 1 auf Seite 30).

Fir die Betrachtung der Arbeitsplatz-
atmosphare sind solche Gruppen be-
sonders relevant, die aufgrund ihrer
Biologie in den Biotopen gute Bedin-
gungen vorfinden, die an Arbeitsplatzen
vorkommen. Weiterhin besitzen die im
Zusammenhang dieser Studie wichtigen
Keime die Eigenschaft, daR sie sich gut
Uber die Luft verbreiten und dort eine hohe
Toleranz gegenuber Trockenheit und
Warme besitzen.

Dies ist vor allem bei solchen aerob wach-
senden Vertretern gegeben, die starke
Luftmycelien ausbilden und hier insbe-
sondere dann, wenn Sporen gebildet
werden.

Aus der Sicht des Arbeitsschutzes ist
die Gruppe der wichtigen Organismen
weiter einzugrenzen auf die Arten, die
eine nachteilige Wirkung auf den Men-
schen ausiiben kdnnen. Derartige
Wirkungen auf den Menschen kdnnen
einerseits Infektionen und andererseits
allergische Reaktionen sein.

Infektionen sind charakterisiert durch das
Eindringen eines Infektionserregers in

den Wirt (hier: Mensch), gefolgt von einer
Vermehrung und damit verbunden der
Auslésung einer Reaktion im Wirtsorganis-
mus. Die Zeitspanne zwischen dem Ein-
dringen des Erregers und dem Auftreten
der Reaktion wird als Inkubationszeit
bezeichnet.

Eine Allergie ist hingegen eine lber-
schieRende Reaktion des Immunsystems,
die durch bestimmte Epitope von Anti-
genen hervorgerufen werden kann und
Krankheitssymptome zur Folge hat (Kayser
et al., 1993). Allergieauslésende Anti-
gene konnen in der Natur haufig vor-
kommen, wie z.B. Pollen oder Schimmel-
pilzsporen.
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2 Welche Aktinomyceten sind relevant
unter dem Gesichtspunkt des Arbeitsschutzes?

Tabelle 1:  Die wichtigen Vertreter der Aktinomyceten (nach Brock und Madigan, 1991)
Gruppe Gattungen Okologie Anmerkungen
Physiologie

Aktinomyceten
im engeren
Sinne

Actinomyces

anaerob oder fakultativ aerob,
filamentos,

Filamente zerbrechen leicht in
Einzelzellen

kdnnen pathogen fiir Mensch
und Tier sein

Mycobacterien

Mycobacterium

obligat aerob, Saprophyten,
keine Mycelbildung

M. tuberculosis erregt
Tuberkulose,

pathogene Vertreter wachsen
langsam und haben komplexe

von Luftsporen, Nocardia
obligat aerob, kommt im
Boden vor, Rhodococcus im
Boden und im Verdauungstrakt
von Insekten

Nabhrstoffanspriichel

No-bindende Frankia microaerophil, symbiontisch mit

Aktinomyceten Pflanzen (z.B. Erlen)

Dermatophilus Dermatophilus gelegentlich treten
Hautinfektionen auf,
keine Sporen

Nocardia-artige | Nocardia, Mycel zerféllt leicht in Einzel-

Rhodococcus zellen, gelegentliche Bildung

Streptomyceten Streptomyces und stark entwickeltes, stets intakt
andere bleibendes Mycel, lange
Ketten von Luftsporen
Micromono- Micromonospora, Mycel bleibt intakt, Sporen
spora-artige Thermoactinomyces, | werden einzeln, in Paaren
Thermomonospora oder in Ketten gebildet,

Saprophyten, an verrottendem

Pflanzenmaterial, einige thermo-

phil

1 Schlegel, 1985

30




Die aus der medizinischen Sicht wichtigen
Gruppen unter den Aktinomyceten sind in
der folgenden Tabelle 2 (Seite 32) auf-
geflhrt.

Kutzner et al. (1993) stellen fest, dal In-
fektionen mit Aktinomyceten vor allem
opportunistische Erkrankungen darstellen.
Allerdings kénnen durch obligat aerobe
Aktinomyceten wie den verschiedenen Mit-
gliedern der Gattungen Nocardia, Rhodo-
coccus, Gordona und Tsukamurella sowie
durch fakultativ anaerobe Aktinomyceten
auch bei abwehrgesunden Personen Infek-
tionen hervorgerufen werden. Am Arbeits-
platz relevant kénnen z.B. Nocardia-Arten
sein, die bei der Bodensanierung zum Ab-
bau von polyaromatischen Kohlenwasser-
stoffen eingesetzt werden. Hier kdnnte eine
speziellere Betrachtung und ggf. eine An-
passung der Strategie von Probenahme
und Laboruntersuchung notwendig sein.

Land et al. (1991) geben als Infektions-
krankheiten der Actinomycetales fiir immun-
kompetente Patienten Mycetome der Haut
an. Dabei handelt es sich nach Pschyrem-
bel (1982) um ,,chronisch-fiesteinde Haut-
prozesse“, die nach Land et al. (1991)
durch das traumatische Eindringen konta-
minierter Vegetation oder kontaminierten
Bodens verursacht werden. Somit ist der
Infektionsweg in diesem Falle nicht die Luft,
so dal derartige Erkrankungen bei der Be-
wertung der mikrobiologischen Qualitat
der Arbeitsplatzatmosphére auRer Betracht
bleiben kénnen.

Fir immunkompetente Patienten kbnnen
nach Land et al. (1991) daneben noch
Infektionen mit Dermatophilus congolensis
auftreten. Als Infektionsweg wurde der Um-
gang mit erkrankten Tieren (z.B. Aus-
weiden nach der Jagd) beschrieben. Somit
scheint der direkte Kontakt entscheidend zu
sein. Fur eine luftgetragene Infektion gibt es
keine Hinweise. Zusatzlich kommt der
Keim nicht in Europa vor (vgl. Tabelle 2),
so daB er in dieser Studie fir die weiteren
Betrachtungen nicht relevant ist.

Das fir die Betrachtung der Arbeitsplatz-
atmosphére vordringlichste Risiko stellen

die Allergien dar. Nach Kutzner et al.
(1993) und Kempf und Kutzner (1994)
sind hier thermophile Aktinomyceten die Ver-
ursacher einer allergischen Lungenerkran-
kung, der ,exogen-allergischen Alveolitis*
(EAA). Als wichtigste Verursacher werden
von diesen Autoren Saccharopolyspora rec-
tivirgula und Saccharomonospora viris und
verschiedene Spezies der Gattung Thermo-
actinomyces angesehen.

Diese Angaben decken sich auch mit den
Ausfuhrungen anderer Autoren. Die all-
ergische Erkrankung der Atemwege wird
dabei als wesentliches Krankheitsbild aero-
ber und hier insbesondere thermophiler
Aktinomyceten beschrieben.

Okologisch ist das Vorkommen von thermo-
philen Aktinomyceten beschrieben fir
geschlossene Stallungen, Silos, Getreide-
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2 Welche Aktinomyceten sind relevant

unter dem Gesichtspunkt des Arbeitsschutzes?

Tabelle 2: Liste einiger medizinisch relevanter aerober Aktinomyceten (veréndert nach Land et al., 1991)
Keim Krankheit Vorkommen Sporenbildung | Luftmycel Anmerkungen
Nocardia Abszesse in ubiquitar ja ja Wachstum
asteroides der Lunge, in Boden, (Ketten von bei 46 °C

systemische Tiere, Arthrosporen)
Erkrankung, Menschen
h&aufig mit ZNS-
Involvierung
Nocardia Mycetom Vorkommen ja ja kein Wachstum
brasiliensis vorwiegend (Ketten von bei 46 °C
in Amerika Arthrosporen)
Nocardia otiti- Mycetom ubiquitar ja ja variables
discaviarum in Boden, (Ketten von Wachstum
vorwiegend Arthrosporen) bei 46 °C
in sudlichen
Landern
Actinomadura Mycetom ubiquitér ja sparlich Temperatur-
madurae in Béden, (in kurzen entwickelt optimum 30 °C
zerfallender Ketten)
Vegetation
Actinomadura Mycetom Boden und ? sparlich Temperatur-
pellitieri Pflanzen in entwickelt optimum
Afrika und 30°C -37°C
Indien
Nocardiopsis Mycetom ubiquitér in ja reich Wachstum
dassonvillei Boden entwickelt, bei 40 °C,
lange Ketten kein Wachstum
von Sporen bei 45 °C
Streptomyces Mycetom Boden in ja ja Optimum
somaliensis Afrika, bei 30 °C
Arabien, USA
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Keim Krankheit Vorkommen Sporenbildung | Luftmycel Anmerkungen
Streptomyces nicht pathogen | ubiquitar in Um- | ja ja
ssp. weltproben, (in langen (Mycel fragmen-
Mist, Kompost, | Ketten) tiert nicht)
an Pflanzen
und in Klima-
anlagen
Micropolyspora- | restriktive ubiquitar in Luft- | ja ja
Gruppe: allergische kanalen, Mist, | (gebildet in
Saccharomono- Lungen- Kompost Paaren oder
spora viridis erkrankung kurzen Ketten
Micropolyspora sowohl an Luft-
faenil wie auch
Substratmycel)
Thermoactino- allergische ubiquitér in Luft- | ja ja
myces-Gruppe?2: | Lungen- kanalen, Mist, | (Endosporen),
Thermoactino- erkrankung Kompost, Be- einzeln an Luft-
myces vulgaris feuchterwasser, | oder
T. sacchari Heu, Zuckerrohr | Substratmycel
T. candidus
Dermatophilus epidemisches bei Menschen | ? ja kein Wachstum
congolensis Ekzem und Tieren in (Zoosporen) auf Sabouraud-
Australien, Glucose-Agar
Afrika, USA

1 = Saccharopolyspora rectivirgula = Faenia rectivirgula

2 Die Gattung Thermoactinomyces wird heute der Familie der Bacillariaceae zugeordnet, wurde jedoch lange
den Actinomyceten zugerechnet, da sie ein mycelartiges Wachstum aufweist. Sie wird auch heute noch z.B.
von Kutzner et al. (1993) mit den Actinomyceten zusammen bearbeitet. Dies soll daher auch in dieser Studie
geschehen, zumal diese Gattung auch fir die Auslésung von EAA wichtig ist.
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2 Welche Aktinomyceten sind relevant
unter dem Gesichtspunkt des Arbeitsschutzes?

miihlen, Bagassen und Klimaanlagen
(Williams et al., 1984).

Neben den oben erwahnten Arten wird als
weniger haufiger Erreger der EAA noch
der mesophile Streptomyces albus genannt
(Kutzner et al., 1993; Sennekamp, 1991;
Kagen et al., 1981).

In Klaranlagen wurde das Vorkommen von
Rhodococcus ssp. und Nocardia ssp. be-
schrieben. Diese sollen die Hauptursache
fir starke Schaumbildung sein, wobei sie
moglicherweise auch als Aerosol in die Luft
ubergehen konnen. Dabei gibt es kryophi-
le wie auch mesophile Vertreter (Soddell
und Seviour, 1995). Spezies aus beiden
Gattungen kdnnen pathogen sein. Inwie-
weit es hier jedoch zu einem gesundheit-
lichen Risiko fiir Beschaftigte kommt, ist aus
den uns vorliegenden Daten nicht ersicht-
lich.

Neben aeroben Organismen gehéren

zu den Aktinomyceten auch anaerob
lebende Vertreter. Klinisch bedeutend ist
hier vor allem die Gattung Actinomyces
mit den wichtigsten Vertretern A. israelii,
A. naeslundii, A. gerencseriae und Pro-
pionibacterium propionicum. Neben
diesen beiden Arten sind noch A. viscosus,
A. odontolyticus, A. pyogenes und

A. meyeri als humanpathogen beschrieben
(Hillier und Moncla, 1991). Das natirliche
Habitat dieser Mikroorganismen sind die
Schleimh&ute und die Mundhohle. Nach
Kayser et al. (1993) handelt es sich bei
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Aktinomykosen zu 90 % um Infektionen mit
A. israelii und zu 7 % um Infektionen mit

A. naeslundii. Die Ursache derartiger In-
fektionen sind stets die in der endogenen
Flora vorkommenden Keime der Gattung
Actinomyces. Aus diesem Grunde kdnnen
die Vertreter dieser Gattung bei einer weite-
ren Betrachtung der Mikroorganismen in
der Arbeitsplatzatmosphére aul3er Betracht
bleiben.

Zusammenfassend |aRt sich sagen, dal}
das wesentliche Risiko in einer Belastung
der Arbeitsplatzatmosphére bei solchen
aeroben Aktinomyceten liegt, die EAA
hervorrufen. Dies sind im wesentlichen ther-
mophile bzw. thermotolerante Aktinomyce-
ten. Somit focussieren die weiteren Erorte-
rungen in dieser Arbeit auf diese zuletzt
genannte Gruppe, wobei aber auch meso-
phile Vertreter mit betrachtet werden sollen,
um z.B. Streptomyces albus mit zu erfassen.

2.1 Arbeitsplatze mit einer
maoglichen Belastung
durch Aktinomyceten

Im nachfolgenden Abschnitt wurde der Ver-
such unternommen, eine Auflistung aller
Arbeitsplatze zu erstellen, an denen das
Auftreten von Aktinomyceten und insbe-
sondere von thermophilen Vertretern dieser
Gruppe maglich ist.



Tabelle 3:

Arbeitsplatze mit dem Risiko des Auftretens luftgetragener Aktinomyceten

in hohen Konzentrationen

Bereich bearbeitete Materialien auftretende Aktinomyceten | Anmerkungen
Landwirt- Heu, Stroh, Dreschstaub, thermophile
schaft Gemise

Tabakblatter thermophile

Viehhaltung: Kuhstélle, thermophile

Pferdestalle, Schweinestalle

Futtersilos thermophile
Forstwirt- Holzstaub, verschimmelte thermophile nachgewiesen:
schaft Holzschnitzel Thermoactinomyces vulgaris
Landwirt- Champignonanbau auf thermophile und mesophile nachgewiesen:
schaft speziellem Substrat, Thermomonospora ssp.,
und Garten- | Umgang mit Speise- und Streptomyces ssp.
bau Giftpilzen, Pilzkompost
Gartenbau Umgang mit Rindenmulch thermophile
Entsorgungs- | Kompostierung thermophile und mesophile
wirtschaft

Wertstoffsortieranlagen, thermophile und mesophile

mechanisch-biologische

Restmiillbehandlung

biologische Sanierungs- ?

verfahren
diverse Klimaanlagen ?

35




2 Welche Aktinomyceten sind relevant
unter dem Gesichtspunkt des Arbeitsschutzes?

Wenngleich thermophile Aktinomyceten
die EAA ausltsen kdnnen, sind sie keines-
wegs die einzige Ursache dieser Erkran-
kung. So wurden auch Pilze als Erreger
nachgewiesen (Kutzner et al., 1993) wie
auch Serumproteine von Vogeln, die mit
dem Kot ausgeschieden werden (Nolte,
1980).

Unter den Aktinomyceten werden nach
Lacey und Crook (1988) bzw. Kutzner et
al. (1993) folgende Organismen als Ur-

sache von EAA in der Literatur beschrieben:

O Saccharopolyspora rectivirgula
Saccharomonospora viridis
Streptomyces albus
Streptomyces olivaceus

I I R I I

Thermoactinomyces sacchari
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O Thermoactinomyces vulgaris
O Streptomyces albus

Hinsichtlich der Biologie thermophiler Akti-
nomyceten weisen Kutzner et al. (1993)
darauf hin, dal} sie durch ein Wachstums-
optimum bei Temperaturen zwischen

50 °C und 65 °C gekennzeichnet sind.
Dies fuhrt dazu, dal es zu einer Massenver-
mehrung vor allem bei der Selbsterhitzung
organischer Materialien kommt. Dies kann
vor allem bei der Lagerung von feuchtem
Heu, Getreide sowie bei der Kompostie-
rung von Bioabfall und der mechanisch-bio-
logischen Restmiillbehandlung vorkommen.
Eine Massenentwicklung von thermophilen
Aktinomyceten kann auch bei einer lan-
geren Lagerung von Miill in den Sommer-
monaten auftreten.



3 Erfassung des Aktinomyceten-Gehalts in der Luft

3.1 Einleitende Bemerkungen

Dieses Kapitel befaldt sich vorwiegend mit
der Erfassung von kultivierbaren Mikro-
organismen aus der Luft, da dieser Ansatz
derzeit der nahezu ausschlieBlich prak-
tizierte Weg zur Erfassung eines mikrobio-
logischen Gefahrdungspotentials ist. Dies
beruht auf der Tatsache, daf? die klassi-
schen Verfahren der Differenzierung von
Organismen in der Mikrobiologie auf den
phanotypischen Eigenschaften des leben-
den Organismus beruhen.

Bei der Erfassung der kultivierbaren Mikro-
organismen werden jedoch sowohl ab-
gestorbene Zellen wie auch Zellbruch-
stiicke nicht erfaldt; beide kdnnen aber so-
wohl durch gebildete Toxine wie auch
durch allergenes Potential ein Risiko be-

deuten. Ebenfalls nicht erfa3t werden leben-

de, aber nicht mehr kultivierbare Keime,
sogenannte ,viable but not culturable*
Mikroorganismen.

Generell ist die Beschrankung auf lebende
Mikroorganismen gerade dann proble-
matisch, wenn diese Mikroorganismen All-
ergien auslésen konnen, wie es bei den
Aktinomyceten und der EAA der Fall ist.
Die Fahigkeit, Allergien hervorzurufen, ist
nicht mit der Lebensfahigkeit eines Organis-
mus korreliert, da auch Teile von Orga-
nismen wie Eiweille etc. Allergien verur-
sachen kénnen. Eine Erfassung auch der

toten Mikroorganismen wére von Vorteil, zu-

mal die Relation zwischen der Zahl der le-

benden Mikroorganismen und der Gesamt:
zahl von lebenden und toten Zellen nicht
fest ist, sondern je nach Umweltbedin-
gungen schwanken kann (Nielsen und
Breum, 1995).

In der BIA-Verfahrensbeschreibung 9420
»verfahren zur Bestimmung der Schimmel-
pilz-/Hefenkonzentration am Arbeitsplatz*
werden zur Analyse derzeit ausschliefilich
Kulturverfahren beschrieben. Dennoch
wird von den Verfassern die Problematik
der Erfassung aller (lebenden und toten)
Mikroorganismen gesehen; denn es ist ein
ausdriicklicher Vorbehalt formuliert dahin-
gehend, daR in Zukunft auch weitere ana-
Iytische Verfahren eingesetzt werden kon-
nen, die zur Erfassung aller Organismen
geeignet sind wie die direkte Z&hlung
durch Fluoreszenzmikroskopie.

In dieser Studie werden daher ungeachtet
ihrer derzeit noch geringen Bedeutung
unter 3.8.2 Verfahren diskutiert, die eine
Erfassung auch der abgestorbenen Mikro-
organismen erlauben.

3.2 Personengebundenes und
nicht personengebundenes
Sammeln

Bei Messungen der Arbeitsplatzatmo-
sphére z.B. auf Feinstaub oder Gesamt-
staub werden haufig personengebundene
Probenahmesysteme eingesetzt, die so be-
schaffen sind, dall der Arbeitnehmer sie
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3 Erfassung des Aktinomyceten-Gehalts in der Luft

bei seiner Tatigkeit tragen kann, ohne stark
behindert zu werden. Diese Methodik er-
moglicht es, die tatsachliche Belastung des
Arbeitnehmers z.B. mit Gesamtstaub zu er-
fassen. Fir Fein- oder Gesamtstaub-
messungen, die am ehesten mit der in der
vorgelegten Studie behandelten Proble-
matik vergleichbar sind, kommen Probe-
nahmesysteme bestehend aus einer Pumpe
sowie einem 37-mm-Quarzfilter zum Ein-
satz. Die Gerate werden mit einem Luft:
durchsatz von 2 oder 3,5 I/Minute be-
trieben. Die MelRdauer betragt mindestens
zwei Stunden, so daf sich ein Luftvolumen
von 240 bis 420 Litern erfassen |aft.

Personengebundene Verfahren werden bei
der Erfassung von Luftkeimen derzeit kaum
eingesetzt. Fir vegetative Keime ist eine
Probenahmedauer von zwei Stunden viel
zu hoch. Diese lange Verweilzeit auf dem
Filter kann zu einer Schadigung fiihren, so
dal zumindest eine Erfassung der leben-
den Keime mit einem hohen Fehler behaftet
ist. Die Halbwertszeit z.B. fir E. coli be-
tragt an Luft 70 Minuten bei 50 % Luft-

feuchte (Mdller, 1987). Insbesondere gram-

negative Keime sind vergleichsweise emp-
findlich gegen Austrocknung, so daR hier
bei langer Verweilzeit auf dem Filter in
einem Luftstrom eine Inaktivierung zu er-
warten ist. Staphylococcus aureus ist hin-
gegen vergleichsweise resistent gegen
Hitze und Austrocknung (Schmidt, 1994).
So werden auch im Rahmen des derzeit im
Land Niedersachsen durchgefiihrten Vor-
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habens zur Untersuchung von Arbeits-
platzen und Beschatftigten bei der Abfall-
entsorgung personengebundene Systeme
lediglich bei der Probenahme fiir Sporen
eingesetzt. Dabei kommen Geréate zum Ein-
satz, die fir die Sammlung von Feinstaub
verwendet werden (Missel, 1996).

Die veroffentlichten Daten sind in der Regel
mit ortsgebundenen Systemen ermittelt
worden.

Cohen et al. (1984) berichten von einem
Vergleich zwischen personengebundener
Probenahme und nicht personengebun-
denen Systemen bei der Staubmessung.
Sie fanden mit personengebundenen Syste-
men im Durchschnitt dreifach héhere MeR-
werte. Als Hauptursache beschreiben die
Autoren den Eintrag von Staub, der sich
von der Arbeitskleidung gelést hat, auf den
Filter des personengebundenen Systems.
Poulsen et al. (1995) schlieBen aus den An-
gaben von Cohen et al. (1984), daB die
vorhandenen Expositionsdaten fiir Luftkeime
moglicherweise zu niedrig sind.

Das oben angesprochene Problem des Aus-
trocknens auf der Filtermembran bei langen
Probenahmezeiten konnte bei der Erfas:
sung luftgetragener Aktinomyceten eine
geringere Rolle spielen, da hier, wie auch
die Daten von Kutzner et al. (1993) zei-
gen, Uberwiegend Sporen erfafdt werden.
Diese wiederum sind nach allgemeiner Lehr-
meinung gegen Austrocknung vergleichs-
weise resistent.



In der BIA-Verfahrensbeschreibung 9420
wird fur Schimmelpilze und Hefen der Ein-
satz personengetragener Probenahme-
systeme als ,erstrebenswert angesehen®.
Die entsprechenden Gerate miften je-
doch ausreichend erprobt und validiert
werden.

Zusammenfassend miifte der Einflul per-
sonengetragenen Sammelns sicherlich
grindlich Gberprift werden, um zu klaren,
ob es nicht durch die tblicherweise ein-
gesetzte nicht-personengetragene Probe-
nahme in der Nahe des Beschaftigten zu
einer Unterbewertung der tatsachlichen
Belastung kommt.

3.3 Verfahren zum Sammeln
von Luftkeimen

Luftkeime werden derzeit in der Regel nicht
durch direkte Beobachtung nachgewiesen
(z.B. Filtration mit anschlieRender Vital-
farbung und mikroskopischer Betrachtung).
Alle derzeit gangigen MeRverfahren
beruhen darauf, dal? die gesammelten
Proben einem Kultivierungsschritt mit ge-
eigneten N&hrmedien unterzogen werden,
wobei auf diese Weise die Zahl der Kolo-

nie-bildenden Einheiten (KBE) ermittelt wird.

Derartige Verfahren sind somit nur in der
Lage, die Anzahl der lebensfahigen Mikro-
organismen in einer Luftprobe zu ermitteln.
Abgestorbene Zellen oder Zellfragmente,
die moglicherweise als Allergene wirken

konnten, werden nicht erfat. Die Vor- und
Nachteile der einzelnen Geréte sind ins-
besondere bei WallhauRer (1995) und
Daschner (1995) zusammengefaft. Da-
neben bestehen am ISB auch eigene Erfah-
rungen mit unterschiedlichen Geraten zur
Erfassung der Luftkeimzahl.

3.3.1 Die Sedimentationsplattenmethode

Diese Methode stellt das &lteste Verfahren
zur Ermittlung der Keimbelastung der Luft
dar. Dabei wird eine Agarplatte mit ab-
genommenem Deckel fiir eine festgelegte
Zeit an Raumluft exponiert. Dieses Ver-
fahren liefert keine quantitativen Ergebnisse
Uber den Keimgehalt pro Volumeneinheit
Luft, wohl aber gute Vergleichswerte flr die
Routinekontrolle von Sterilrdumen. Da keine
quantitativen Aussagen maglich sind, soll
dieses Verfahren hier nicht weiter diskutiert
werden.

3.3.2 Das Impaktionsverfahren

Geréate nach dem Impaktionsverfahren
werden von einer Reihe von Herstellern an-
geboten. Die Keime bzw. die mit Keimen
kontaminierten Partikel werden dabei direkt
oder durch Nutzen der bei einem kreis-
formigen Luftstrom auftretenden Zentrifugal-
kréafte auf einen Agar-Nahrboden auf-
geschleudert. Nach diesem Prinzip arbei-
ten unterschiedliche Gerate wie der Schlitz-
sammler, der Reuter-Zentrifugal-Sammler
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und der Andersen-Sammler. Die Vor- und
Nachteile der einzelnen Geréate sollen hier
flr jedes Gerét einzeln aufgezeigt werden.

Der Andersen-Sammler wurde z.B. auch
von Kutzner et al. (1993) bzw. Kempf und
Kutzner (1994) eingesetzt. Der grofite Vor-
teil der von diesen Autoren verwendeten
sechsstufigen Ausfiihrung liegt darin, da
eine Analyse der luftgetragenen Keime
bzw. keimtragenden Partikel nach GréRie
erfolgt. Es lassen sich gut lungengéngige
Partikel mit einer GroRe von weniger als
4,7 pm von den groReren, nichtlungen-
gangigen Partikeln unterscheiden.

Fir jede Einzelmessung sind jedoch bei
diesem Gerat sechs Petrischalen mit Nahr-
agar erforderlich. Die Ansaugleistung be-
tragt 28,3 | pro Minute, so dal bei einer
maximalen Probenahmedauer von fiinf
Minuten, wie von den o.a. Autoren ver-
wendet, 141,5 | Luft analysiert werden
kdnnen. Eine solche Analysezeit wird auch
von WallhauRRer (1995) als optimal be-
schrieben. Die untere Erfassungsgrenze
betragt somit 7 Keime pro Kubikmeter Luft.
Diese fir die Untersuchung von Steril-
rdumen recht hohe Erfassungsgrenze bedeu-
tet fir Arbeitsplatzuntersuchungen keinen
Nachteil und diirfte auch bei Immissions-
messungen nicht kritisch zu bewerten sein.

Bei einer Probenahme an hoch belasteten
Stellen hat aber der Andersen-Sammler wie
alle Impaktionsgerate den grof’en Nach-
teil, dal? die Keimzahlen zu hoch liegen
konnen, um noch einzelne Kolonien unter-
scheiden zu kénnen. Generell wird in der
Mikrobiologie eine Keimzahl von ca. 50 —
150 pro Petrischale (Durchmesser: 9 cm)
fur optimal erachtet (Stfmuth et al.,
1987). Somit wiirden beim Andersen-
Sammler, eine gleichmaBige Verteilung auf
die sechs Stufen vorausgesetzt, bis zu ca.
200 - 1000 Keime optimal auszuwerten
sein. Dies bedeutet bei einer Keimzahl von
105 pro Kubikmeter ca. 100 | Luftl). Bei
hoheren Keimzahlen mufte das Luftvolumen
entsprechend reduziert werden. Da in der
Regel keineswegs genau bekannt ist,
welche Keimkonzentration vorherrscht, sind
u.U. auch mehrere Parallelmessungen mit
unterschiedlichen Probevolumina erforder-
lich, was den Aufwand erheblich steigert.

Fir die Untersuchung unterschiedlicher Para-
meter missen jeweils neue Nahrbdden
verwendet werden. Eine Untersuchung
unterschiedlicher Parameter aus derselben
Luftprobe ist leider nicht moglich. Dieser
Nachteil gilt zwar fur alle Impaktions-
gerate, jedoch ist der Materialaufwand
beim Andersen-Sammler besonders hoch,
da hier fiir jede Einzelmessung jeweils
sechs Agarplatten eingesetzt werden

1) Diese Annahme ist optimistisch, da in der Praxis nicht von einer gleichmagigen Verteilung der Keime auf die
einzelnen Fraktionen des Andersen-Sammlers auszugehen ist.
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missen. Auch Abdou (1979) und Dasch-
ner (1995) sprechen von einem hohen
Materialaufwand fiir den Andersen-Samm-
ler. Zwar ist das Thema dieser Studie nur
die Erfassung von luftgetragenen Aktino-
myceten, jedoch wére eine parallele Er-
fassungsmaoglichkeit anderer mikrobio-
logischer Parameter aus einer Luftprobe,
wie sie bei anderen Verfahren mdglich ist,
auf jeden Fall sinnvoll.

Der gréite Vorteil des Andersen-Sammlers
scheint in seiner hohen Genauigkeit zu
liegen. So beschrieben lensen et al.
(1992) — allerdings bei Arbeiten mit kiinst-
lich hergestellten Aerosolen — Fehlerbreiten

von 10 % fur einen sechsstufigen Andersen-
Sammler, wohingegen andere Gerate weit-

aus ungenauer waren. Auch Buttner und
Stetzenbach (1993) und Kang und Frank
(1989) fanden mit dem Andersen-Sammler
die besten Ergebnisse.

Der RCS-Sammler ist sehr einfach zu hand-
haben. Die Keime werden dabei auf einen
spezifischen, vom Hersteller mitgelieferten
Agarstreifen aufgeschleudert. Kritisch wird
bemerkt, dal hier keine genaue Trennung
von ein- und ausstromender Luft aufgrund
des Konstruktionsprinzips moglich ist
(Daschner, 1995), was moglicherweise

zu einer Verfalschung der Ergebnisse
fuhren kann. Die Sammeleffizienz soll mit
der GroRe der Partikel (Macher und First,
1983) oder deren Masse (Kang und
Frank, 1989) korreliert sein. Kanz und
Kanz (1986) vertreten die Auffassung, daR

der RCS-Sammler ohnehin keine absoluten
Angaben (ber die Luftkeimzahl ermégliche.

Ebenso wie beim Andersen-Sammler
miissen zur Bestimmung unterschiedlicher
Parameter verschiedene Agarstreifen ver-
wendet werden, die Bestimmung mehrerer
Parameter aus einer Luftprobe ist nicht még-
lich. Dabei ist der Aufwand im Vergleich
zum Andersen-Sammler deutlich geringer,
da hier nur jeweils ein Agarstreifen neu ein-
gelegt werden muB.

Wie auch beim Andersen-Sammler kdnnen
die Streifen leicht Uberwachsen werden,
wenn die Luftkeimzahlen zu hoch liegen.

Der grof3e Vorteil des RCS-Sammlers liegt
in seiner Handlichkeit und geringen
Grole, die einen Einsatz an nahezu allen
denkbaren Probenahmepunkten méglich
machen.

Der SAS-Luftkeimsammler (Firma Zinsser)
verwendet statt spezifischer Agarstreifen,
wie beim RCS-Sammler erforderlich,
RODAC-Abklatschplatten, die von zahl-
reichen Herstellern angeboten werden
oder mit einem gewissen Aufwand auch
selbst hergestellt werden kdnnen. Das
Gerat ist wie der RCS-Sammler leicht und
kompakt, so dal es bei Aullenmessungen
gut eingesetzt werden kann. Die Nachteile
des Impaktionsverfahrens treffen auch fiir
dieses Gerat zu und wurden oben bereits
diskutiert.
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Der Luftkeimsammler KS 101 der Firma
MLE kann ebenfalls mit RODAC-Platten und
dariiber hinaus mit konventionellen Petri-
schalen bestlickt werden. Derartige Scha-
len werden zur Herstellung von Nahr-
boden in jedem mikrobiologischen Labor
eingesetzt. Auch dieses Gerat besitzt eine
gute Handlichkeit als positives Merkmal
und die oben beschriebenen, mit dem
Impaktionsverfahren generell verbundenen
Nachteile.

Der Schlitzsammler ist nach WallhauRRer
(1995) vor allem durch seine Unhandlich-
keit und schlechte Transportierbarkeit
gekennzeichnet, so daB er fiir Arbeitsplatz-

messungen in Kompostierwerken oder land-

wirtschatftlichen Betrieben wenig geeignet
erscheint.

3.3.3 Filtrationsverfahren

Bei diesem Verfahren wird die Keime bzw.
mit Keimen kontaminierte Partikel enthal-
tende Luft durch ein Membranfilter gesaugt,
auf dem die Mikroorganismen bzw. die
kontaminierten Partikel zuriickgehalten und
abgeschieden werden. Nach dem Filtra-
tionsverfahren arbeiten die Luftkeimsammel-
gerate der Firma Sartorius (MD 8). Es wird
ein spezieller Gelatinefilter eingesetzt,
wobei sich der Filter steril verpackt in einer
Einweghalterung befindet, die einerseits
zum Sammeln der Probe wie auch zum an-
schlieBenden Transport eingesetzt werden
kann. Im Labor koénnen die Filter direkt auf
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geeignete Agarmedien aufgelegt werden,
wo sie sich dann auflésen, so dal keiner-
lei Barriere fiir die Diffusion von Nahr-
stoffen aus dem Agar besteht. Eine solche
Behandlung der Filter erméglicht den
Nachweis von sehr geringen Keimkon-
zentrationen. Werden héhere Keimkonzen-
trationen erwartet, kann der Filter in steriler
Kochsalzlésung oder anderen geeigneten
Solventien gel6st werden. Dabei ist nach
den Erfahrungen des ISB ein Mindest-
volumen von 20 ml Flussigkeit erforderlich.
Die so hergestellte Suspension kann als
Basis flr Verdunnungsreihen dienen. Aus
der Suspension kénnen dann zahlreiche
unterschiedliche Nahrbéden beschickt
werden. Somit ist nach dem Auflésen der
Filter die Untersuchung einer Luftprobe
auch auf verschiedene mikrobiologische
Parameter moglich. Wahrend aber bei
einem direkten Auflegen der Filter auf N&hr-
bdden noch ein lebensfahiger Keim pro
Filter nachgewiesen werden kann, kommt
es durch das Auflésen und unter Bertick-
sichtigung der Tatsache, daB iblicher-
weise 0,1 ml Bakteriensuspension zur Be-
stimmung der Keimzahl auf einen Agar auf-
gespatelt werden, zu einer Senkung der
Nachweisgrenze auf 200 Keime pro Filter.
Dieser Empfindlichkeitsverlust dirfte jedoch
fur Arbeitsplatzmessungen unerheblich
sein. Selbst fiir Immissionsmessungen er-
scheint diese Nachweisgrenze durchaus
ausreichend, da in ,normaler” Luft bereits
Keimzahlen von mehr als 200 KBE/m3
vorkommen.



Daneben kann im Falle niedriger Keim-
zahlen der Filter immer noch direkt auf den
Néahragar gelegt werden. Es bleibt aber
die Frage offen, ob bei Auflosen der Mem-
branfilter gleiche Ergebnisse erzielt werden
wie beim direkten Auflegen auf die Agar-
oberflache. Werden die Filter direkt auf
die Agaroberflache aufgelegt, muR aller-
dings fur jeden Parameter ein neuer Filter
eingesetzt werden, wie auch beim Impak-
tionsverfahren fiir jeden Parameter ein
neuer Nahragar eingesetzt werden muR.

Das geringste Volumen des Sartorius MD 8
liegt bei 41,67 | (Sammeldauer 1 Minute).
Angesichts der Moglichkeit zur Anlage von
Verdunnungsreihen dirfte dies nicht limitie-
rend sein.

Als Nachteil der Filtrationsmethode wird dis-

kutiert, daR die Keime bei zu hohen Probe-
volumina durch Austrocknen geschadigt
werden kénnten. Im Jahre 1988 schrieb
WallhauRer in Bezug auf dieses Problem,
daR der Keimdurchsatz bei der Nutzung
der Filtrationsmethode auf 250 |/Filter

zu begrenzen sei, da sonst die Gefahr der
Schadigung bestiinde (Wallh&auler,

1988). Diese Behauptung wird in der neue-

sten Auflage seines Standardwerks zur
Sterilisation (WallhauRer, 1995) aber nicht
mehr wiederholt. Jensen et al. (1992)
fanden fur die Filtrationsmethode mit Zellu-
losefiltern im Vergleich zu anderen Luftkeim-
sammlern eine schlechtere Ausbeute fir
vegetative Zellen von E. coli, wohingegen
die Ausbeuten mit Bacillus subtilis vergleich-

bar zum als gut bewerteten sechsstufigen
Andersen-Sammler lagen. Die Autoren
flhren dies auf das Austrocknen von E. coli
auf der Membran zuriick.

Gelatine-Membranfilter sind nach Angaben
des Herstellers nur bis zu einer relativen Luft-
feuchte von 85 % zu verwenden. Eine
solche Luftfeuchte wird nach unseren Erfah-
rungen aber an manchen Arbeitsplatzen
wie z.B. umhausten Kompostierwerken in
Einzelfallen durchaus Uberschritten. Nach
Angaben von Jaschhof (1992) verandert
sich die Konsistenz des Filters aber auch
bei 90 % Luftfeuchte nicht. Nach Angaben
des Herstellers kann das Filter fiir kurz-
zeitige Messungen auch bei einer Luft-
feuchte von Uber 90 % eingesetzt werden,
solange es sich nur um kurzzeitige Messun-
gen handelt und Gewaéhr daflr getragen
wird, daR das Filter nicht naR wird. Da an
Arbeitspléatzen hohe Keimkonzentrationen
zu erwarten sind, kdnnen hier durchaus
kurzzeitige Messungen (wenige Minuten)
durchgefiihrt werden. Ebenso berichten An-
wender dariiber, daR die Filter sich bei
Temperaturen deutlich tber 30 °C in ihrer
Konsistenz verandern.

Es besteht die Moglichkeit, auf wasserunlos-
liche Filter auszuweichen (z.B. auf Zellu-
losebasis), die in der Mikrobiologie bei

der Membranfilteranalytik wéaRriger Proben
ebenfalls eingesetzt werden. Diese miifdten
dann in einem waRrigen Medium (z.B.
physiologische Kochsalzlésung) suspendiert
werden, wobei die auf dem Filter vorhan-
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denen Keime durch Plattieren von Ali-
quoten der waRrigen Phase quantifiziert
werden. Dabei geht allerdings der be-
sondere Vorteil der Wasserldslichkeit der
Gelatine verloren, und es besteht die Mog-
lichkeit, daR Teile der Probe nicht vom
Filter abgewaschen und somit nicht erfaf3t
werden.

3.3.4 Das Impinger-Verfahren

Bei diesem Verfahren wird die mit Keimen
bzw. keimtragenden Partikeln befrachtete
Luft in eine Flissigkeit geleitet. Dabei kann
es sich um einen Puffer oder aber auch um
eine Nahrlésung handeln. Im Prinzip han-
delt es sich bei einem Impinger um eine
Waschflasche, wobei allerdings die Eintritts-
offnung fiir die Luft in die Flussigkeit spezi-
ell und fir verschiedene Typen auch unter-
schiedlich gestaltet ist.

WallhauRRer (1995) beschreibt den Impin-
ger als recht aufwendig und zeitraubend.
Nach seinen Angaben liefert er keine
besseren Ergebnisse als die Membranfilter-
methode. Hier kamen Jensen et al. (1992)
jedoch zu einem anderen Ergebnis. Diese
Autoren arbeiteten aber mit Aerosolen von
ca. 2 pm Durchmesser und fanden fiir
einen Endosporenbildner vergleichbare Er-
gebnisse zwischen Membranfilterverfahren
und Impinger.

Der von WallhauRer (1995) kritisierte ge-
ringe Luftdurchsatz dirfte zumindest bei
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Arbeitsplatzmessungen mit hohen Keim-
konzentrationen keinen Nachteil darstellen.

Auch Daschner (1995) halt die Anwen-
dung des Impingers fiir relativ aufwendig.
Kiefer (1992) weist auf die schlechte Des-
infizierbarkeit des Impingers unter Freiland-
bedingungen hin.

Die Handhabung eines Impingers unter Pra-
xisbedingungen erscheint bereits aufgrund
der Tatsache, daR hier eine Fliissigkeit im
Impinger vorhanden ist, problematisch im
Vergleich zu Filtern oder auch Agarstreifen
oder -platten.

3.4 Auswahl eines geeigneten
Probenahmeverfahrens

Generell wird in der Literatur stets darauf
hingewiesen, dall nach wie vor ein For-
schungsbedarf hinsichtlich des optimalen
Verfahrens zur Erfassung von Luftkeimen
besteht. Ein Standardverfahren fir die Er-
fassung von Luftkeimen allgemein existiert
derzeit nicht. Hinzu kommt, daR die der-
zeit am Markt befindlichen Verfahren
hdchst unterschiedliche Resultate liefern,
die sowohl nach den Angaben der Litera-
tur wie auch nach unseren eigenen Erfah-
rungen um bis zu 50 % und mehr vonein-
ander abweichen konnen, selbst wenn
eine groRere Zahl von Messungen pro
Mefpunkt durchgefihrt wird. Alle derzeit
eingesetzten Verfahren beruhen auf der
Quantifizierung lebender Zellen; tote



Zellen, Zellbruchstiicke und -teile werden

somit nicht erfallt. Diese kdnnten moglicher-

weise teilweise mit der Nukleinsdureanaly-
tik oder Immunoassays erfadt werden.

Fur die Erfassung von Luftkeimen allgemein
im Reinraumbereich werden derzeit unter-
schiedliche Verfahren empfohlen (Wall-
hauRer, 1995; DIN prEN 1632-4). Fir
Arbeitsplatzmessungen existiert derzeit eine
Anweisung des Landes Niedersachsen
(Niederséchsisches Landesamt fiir Oko-
logie, 1995).

Daher gilt es festzustellen:

1. Ein standardisiertes MeRverfahren fiir
Luftkeime allgemein und speziell fir Aktino-
myceten fehlt derzeit.

2. Aus der Literatur und aus eigenen prak-

tischen Erfahrungen ergibt sich, dafl mit ver-

schiedenen Verfahren fir vergleichbare
Proben unterschiedliche MeRRwerte ermittelt
werden.

3. Es laBt sich aus der Literatur kein einheit-

licher Trend entnehmen dergestalt, daB die
Resultate mit einem Verfahren immer in
einem bestimmten, festen Verhaltnis zu
einem anderen Verfahren liegen. Dies ist
sicher auch darin begriindet, dal? unter-
schiedliche Verfahren gegenlaufige Effekte
beinhalten. So kdnnen im Impinger Keime
durch die plétzliche Hydrierung geschadigt
werden, wohingegen sowohl fir das Mem:-
branfilterverfahren wie auch fiir verschie-
dene Impaktionsverfahren eine Schadigung

der Keime durch Austrocknen diskutiert
wird. Die Auswirkungen dieser Effekte auf
konkrete MefRergebnisse dirften von den
erfaliten Spezies abhangig sein.

Somit ist die Vergleichbarkeit von MeRer-
gebnissen, die an unterschiedlichen Arbeits-
platzen und mit unterschiedlichen Geraten
gewonnen wurden, nicht gegeben. Auf der
anderen Seite ist eine Bewertung des
Gefahrdungspotentials fur die Arbeitsplatz-
atmosphére dringend notwendig. Dies
beinhaltet die Notwendigkeit, fir die Be-
wertung aller Arbeitsplatze untereinander
vergleichbare MeRwerte zu haben.

Aus unserer Sicht sollte daher eine Fest-
legung auf ein MeRverfahren erfolgen, das
fur alle Arbeitsplatzmessungen eingesetzt
wird. Dies wirde zur Vergleichbarkeit der
Mefergebnisse fiihren und aufgrund der
grolReren Datenbreite in Zukunft auch eine
sicherere Beurteilung eventueller Gefahren-
potentiale erm@glichen.

Ein solches MefRverfahren sollte folgende
Kriterien erfillen:

O hohe Reproduzierbarkeit der Mef3-
ergebnisse auch mit unterschiedlichen
Geraten des gleichen Typs,

0 grofRer MeRbereich,

O hohe Mobilitat (geringes Geréate-
gewicht, Mdglichkeit zu netzunab-
hangigem Betrieb),
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O einfaches Wechseln der Medien, mit
denen die Einzelproben aufgefangen
werden (insbesondere auch unter
Beriicksichtigung der Kontaminations-
gefahr in einer stark belasteten Um-
gebung), oder die Verwendung steriler
Einwegeinheiten,

O einfache Reinigung bzw. Desinfektion
oder Sterilisation zwischen den Einzel-
messungen,

O Unempfindlichkeit gegen Aufl3enein-
flusse (hohe Feuchte, extreme Tempera-
turen),

O geringer zeitlicher und personeller Auf-
wand, geringe Kosten.

Daneben sind weitere Kriterien wiinschens-
wert wie z.B.

[0 Diskriminierung zwischen Partikeln unter-

schiedlicher GroRe,

0 Madglichkeit zur Untersuchung einer Luft-
probe auf unterschiedliche Parameter
(verschiedene Keimgruppen, Endo-
toxine, Staub etc.).

Die DIN prEN 1632-4 (1994) beschreibt
zwei Haupttypen von Sammelverfahren fiir
Risikozonen mit normaler (auf niedrigem

Niveau liegender) Biokontamination als ge-

eignet: Aufprallsammelgeréte (Impaktions-
verfahren) und Filtersammelgerate. Die BIA-
Verfahrensbeschreibung 9420 empfiehlt
die Probenahme mit einem Filtersammelge-

rat fur die Beprobung der Arbeitsplatzatmo-

sphére.
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Unter der Beriicksichtigung aller oben ge-
machten Ausfiihrungen sollte aus unserer
Sicht derzeit das Filtrationsverfahren fiir die
Probenahme von Aktinomyceten aus der
Luft am Arbeitsplatz empfohlen werden. Es
handelt sich hier um eine Arbeitstechnik,
die bei der Messung von Stauben ver-
breitet und erprobt ist und ihre Praxistaug-
lichkeit fiir Arbeitsplatzmessungen bereits
bewiesen hat. Im Gegensatz zum Impak-
tionsverfahren ist mit dieser Technik die Er-
fassung eines hinreichend grofRen MeR-
bereichs méglich, ohne daR zahlreiche
Proben mit unterschiedlichen Luftvolumina
genommen werden missen. Die Filter
lassen sich nach der Probenahme leicht
und schnell in sterile Beutel verstauen, so
daR die Handhabbarkeit unter Praxisbedin-
gungen gut ist.

Der haufig genannte Nachteil beim Filtra-
tionsverfahren, das Austrocknen der Orga-
nismen wéahrend der Probenahme, er-
scheint fur Aktinomyceten weniger erheb-
lich zu sein, da es sich bei den in der Luft
befindlichen, vermehrungsfahigen Aktino-
myceten in der Regel um Sporen handelt
(Kutzner et al., 1993). Sporen stellen Dau-
erformen dar, die sich durch eine erhohte
Toleranz gegeniiber Strel wie Trockenheit
auszeichnen. In Ubereinstimmung mit
dieser Feststellung spricht auch die BIA-Ver-
fahrensbeschreibung 9410 ,Probenahme
von Bioaerosolen am Arbeitsplatz“ davon,
daf sich robustere Zellen wie Sporen von
Bakterien mit dem Filtrationsverfahren sehr



gut erfassen lassen. Ebenso beschreiben
Jensen et al. (1992), dalk Endosporen-
bildner mit dem Filtrationsverfahren in ver-
gleichbarer GrofRenordnung wie mit dem
Impinger nachgewiesen werden konnten.

Weiterhin bietet ein Filtrationsverfahren
auch die Maoglichkeit, auf direktem Wege
z.B. den Gehalt der Probe an spezifischen
Allergenen (iber Immunoassays zu ermitteln
oder auch durch spezifische DNA-Analy-
sen den Gehalt einer Luftprobe auf die

DNA relevanter Aktinomyceten hin zu unter-

suchen und auf diesem Wege die nicht
mehr lebensfahigen Keime mit zu erfassen.
Dies erscheint bei Impaktionsverfahren nur
schwer mdglich, wohl aber beim Impinger-
Verfahren.

Gegen den Einsatz des Andersen-Samm:-
lers spricht der vergleichsweise hohe Mate-
rialaufwand bei der Probenahme sowie
die Notwendigkeit, u.U. mehrere Parallel-
messungen mit unterschiedlichen Luftvolu-
mina durchfiihren zu miissen.

Der Impinger erscheint wegen der Tat-
sache, daf die einzelnen Sammelflaschen
mit Flissigkeit geflllt sind, sowie der Bruch-
anfalligkeit (Glas) unter Praxisbedingungen
weniger geeignet.

Zwar sind die verschiedenen Impaktions-
gerate fur eine mobile Probenahme auf-
grund ihrer Handlichkeit noch besser

geeignet als Filtrationsgerate wie der Sarto-

rius MD 8, jedoch spricht gegen Impak-

tionsgerate die Tatsache, dall die Nahr-
bdden insbesondere bei hohen Keimkon-
zentrationen leicht Uberladen werden. Bei
unbekannter Mikroorganismenkonzentra-
tion missen daher zahlreiche Proben mit
unterschiedlichen Volumina genommen
werden, um auswertbare Ergebnisse zu er-
reichen. Beim Filtrationsverfahren kann hin-
gegen aus einer Probe ein weiter Konzen-
trationsbereich untersucht werden, wobei
hier noch der Vorteil hinzukommt, daf par-
allel auch verschiedene Parameter getestet
werden kénnen.

Das hier fir die Erfassung von Aktinomyce-
ten empfohlene Filtrationsverfahren deckt
sich mit der in der BIA-Verfahrensbeschrei-
bung 9420 gegebenen Empfehlung fir die
Erfassung von Schimmelpilzen, wo eben-
falls das Filtrationsverfahren empfohlen
wird. In beiden Féllen sind die nachzuwei-
senden Agenzien Sporen, die sich tber
die Luft verbreiten und gegeniber vegeta-
tiven Zellen gegen Austrocknung vergleichs-
weise resistent sind.

Die Vor- und Nachteile der einzelnen
Verfahren sind auf Seite 48 noch einmal
tabellarisch zusammengefafit.

Insgesamt ergibt sich aus dieser Tabelle,
dal die StreBbelastung der Mikroorganis-
men der grofite Nachteil des Membran-
filterverfahrens ist. Diese Belastung ist
jedoch bei sporenbildenden Mikroorganis-
men als nicht so schwerwiegend zu
bewerten.
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Tabelle 4:  Tabellarischer Vergleich verschiedener Verfahren zur Luftkeimsammlung
Andersen-Sammler | Impaktionssamm- Impinger Membranfilterver-

ler (z.B. SAS, RCS- fahren
Sammler, MLE KS (station&r oder per-
101) sonengebunden)

Transportierbarkeit | weniger gut sehr gut weniger gut gut

Materialaufwand hoch gering gering gering

fur die Probenahme

Handhabbarkeit weniger gut gut weniger gut gut

unter Arbeitsplatz-

bedingungen

Eignung fiir die Er- | weniger gut weniger gut sehr gut sehr gut

fassung hoher Keim-

konzentrationenl

StreBbelastung fur gering gering sehr gering hoch

die Mikroorganis-

men

Eignung fiir groBen | weniger gut gut weniger gut gut

Probendurchsatz

1 Keimkonzentrationen = 105 KBE/m3 Luft

In Tabelle 5 findet sich eine Abschatzung
der Kosten und des notwendigen Zeitauf-
wands. Die Geratekosten liegen mit Aus-
nahme des Andersen-Sammlers in der
GroRenordnung zwischen 3.500 und
6.000 DM, da fur das Impinger-Verfahren
auch eine entsprechende Zahl an Impin-
gern angeschafft werden muf? (bei zwei
MeRpunkten mit jeweils dreifacher Probe-
nahme sind das bereits Kosten von
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DM 2.100). Dem bei Impinger- und Mem:-
branfiltermethode entstehenden Labor-
aufwand steht beim Andersen-Sammler und
anderen Impaktionsgeraten der u.U.
hoéhere Aufwand bei der Probenahme
gegenliiber, da bei einer nicht genau be-
kannten Keimkonzentration aus Sicherheits-
grinden mehrfach Proben mit unterschied-
lichen Luftvolumina genommen werden
sollten.




Tabelle 5:

Zeit- und Kostenaufwand fir den Einsatz der unterschiedlichen Luftkeimsammler

eine Einzelprobe

Andersen- Impaktions- | Impinger Membranfilter-
Sammler sammler verfahren
(stationar oder
personengebunden)
Geratepreisl (DM) ca. 11.000 3.500 bis 350,- pro Impinger, |5.400 DM
6.000 DM ca. 2.000 DM fir
Vakuumpumpe
Verbrauchsmaterial 12 DM 2,— (SAS, wenige Pfennige ca. 10 DM (Filter)
fir eine Einzel- MLE)
probe2 (DM) 4,— (RCS)
Vorbereitungszeit fir | ca. 2 bis 3 Minuten | weniger als | ca. 5 Minuten weniger als 1 Minute
eine Probenahme 1 Minute (Beschicken der
Impinger im Labor,
Anschlieen vor der
Messung)
angesaugtes 141,51 2001 (RCS) | 62,51 17,5 | (personen-
Luftvolumen 500 | (MLE gebundene Systeme)
in 5 Minuten KS 101) bis max. 666 |
(Sartorius MD 8)
Aufbereitungszeit keine keine ca. 10 Minuten fur ca. 15 Minuten
der Probe nach Verdinnungsreihe (Lésen der Filter,
der Messung3 und Ausplattieren Verdinnungsreihe
und Ausplattieren
Materialkosten keine keine ca. DM 17,- ca. DM 17,-
fur die Probenauf-
bereitung4
Auswertungszeit fiir ca. 5 Minuten ca. 1 Minute | ca. 5 Minuten ca. 5 Minuten

1 Der Impinger muf mit mindestens 508 mm Hg Unterdruck betrieben werden; daher mu eine ent-
sprechende Vakuumpumpe zusatzlich angeschafft werden. Weiterhin missen die Impinger unter sterilen Be-
dingungen mit der Impinger-Flissigkeit (Puffer 0.&.) beschickt werden, so daB fiir eine Arbeitsplatzmessung
eine Zahl an Impingern mitgefiihrt werden muR3, die zumindest der Anzahl der Einzelproben entspricht.

2 Der Preis einer RODAC-Abklatschplatte bzw. einer mit einem N&hragar beschickten 9-cm-Petrischale wurde
mit DM 2,— veranschlagt.

3 Die Kosten fir GlasgefaRe, Sterilisation etc. als Vorbereitung fiir Verdiinnungsreihen werden pauschal mit
DM 5, in Rechnung gestellt.

4 Hier gehen insbesondere die Kosten fir die Nahragarplatten ein. Es wird davon ausgegangen, daR drei
verschiedene Verdinnungsstufen einer dekadischen Verdinnungsreihe jeweils in einer Doppelbestimmung aus-
plattiert werden. Die Materialkosten fiir das Verdinnungsmedium (z.B. physiologische Kochsalz-Losung) sind
zu vernachlassigen. Somit ergeben sich pro Einzelprobe fiir die Nahragarplatten Kosten von DM 12,-.
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3.5 Strategie der Probenahme

Vor Beginn der Probenahme sollten die Ver-
héltnisse am Arbeitsplatz ermittelt werden.
Dazu ist es erforderlich, Informationen Uber
den Arbeitsablauf sowie den Aufbau des
Arbeitsbereichs zu beschaffen. Aus diesen
Informationen kdnnen dann die moglicher-
weise vorkommenden Mikroorganismen,
hier Aktinomyceten, abgeleitet werden.
Dabei ist vor allem darauf abzuheben, ob

tiberwiegend mesophile oder kryophile Ver-

treter oder aber thermophile Spezies zu er-
warten sind.

Die Arbeitsplatze sollten aus mikrobio-
logischer Sicht bewertet werden hinsicht-
lich der unterschiedlichen Expositionsorte
und des jeweiligen zeitlichen Verlaufs einer
moglichen Exposition (gleichférmige Ver-
teilung der Mikroorganismen (iber die Zeit
oder variierende Betriebszustande mit diffe-
rierenden Expositionen). Treten unterschied-
liche Betriebszustande auf, in denen eine

jeweils verschiedene Freisetzung von Mikro-

organismen zu erwarten ist, missen die di-
versen Betriebszusténde einzeln beprobt
werden.

Da mdglicherweise auch kurzzeitige Expo-
sitionsspitzen Auswirkungen auf die Be-
schaftigten haben, sind diese in geeigneter
Weise zu erfassen. Die Probenahmedauer
sollte dabei so gewahlt sein, dal die kurz-
zeitigen Spitzen der Keimbelastung wirk-
lich erfat werden kénnen. Fir die Bewer-
tung der Expositionsspitzen ist ein Referenz-
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wert fiir die durchschnittliche Belastung zu
erheben. Dies kann geschehen durch Probe-
nahme wahrend Tatigkeiten, die keine
Expositionsspitze der Keimbelastung er-
warten lassen.

Bekannte Expositionsquellen sollten in mog-
lichst geringem Abstand beprobt werden,
um den EinfluR dieser Quellen moglichst
genau ermitteln zu kénnen.

Die BIA-Verfahrensbeschreibung 9420
macht keine weiteren Angaben Uber
Details der Probenahme wie z.B. Hohe
der Ansaugung liber dem Boden etc.

Die ,,Methodik zur lufthygienischen Unter-
suchung in Wertstoffsortieranlagen in
Niedersachsen* enthalt zu diesem Punkt
detailliertere Vorgaben. Weitere Hinweise
fur die Probenahme lassen sich der

TRGS 402 (1986) entnehmen.

Neben einer eindeutigen Festlegung auf
ein Filtrationsverfahren fiir die Erfassung

der Keime werden in der ,Methodik zur luft-
hygienischen Untersuchung in Wertstoffsor-
tieranlagen in Niedersachsen“ eindeutige
Angaben auch fiir die MeRorte gemacht.
Da sich der o0.a. Erlal3 aber lediglich auf
einen eng umgrenzten Bereich bezieht mit
definierten Tatigkeiten, ist eine solche Vor-
gabe verhaltnismagig leicht mdglich.

Die Arbeitsplatze, an denen Aktinomyceten
auftreten konnen, sind sehr vielschichtig
(vgl. Tabelle 3). Unter Berticksichtigung der
TRGS 402 (1986) konnen folgende all-
gemeine Vorgaben fiir die Probenahme ge-
macht werden:



1. Die Probenahme sollte bei station&rer
Probenahme in Atemhohe der Beschaftig-
ten erfolgen, wie auch in der ,Methodik
zur lufthygienischen Untersuchung in Wert-
stoffsortieranlagen in Niedersachsen
vorgesehen. Dies steht auch in Uberein-
stimmung mit der TRGS 402, die eine
Probenahme ,mdglichst in Atemhéhe und
in unmittelbarer Nahe der Beschéaftigten*
fordert. Bei einer stehenden Tatigkeit diirfte
hierfiir der in der ,,Methodik zur lufthygie-
nischen Untersuchung in Wertstoffsortier-
anlagen in Niedersachsen“ angegebene
Wert von 1,5 m Hohe tiber dem Boden
sinnvoll sein. Kutzner et al. (1993) ver-

wendeten bei ihrer Untersuchung auf Aktino-

myceten eine Hohe von 1,6 m.

Nach TRGS 402 sollten mdglichst per-
sonenbezogene Probenahmegerate ein-
gesetzt werden, die vom Beschéftigten am
Korper getragen werden. Die derzeit
kommerziell verfligbaren Luftkeimsammel-
gerate sind nicht personenbezogen ein-
setzbar, so daB eine derartige Probe-
nahme mit diesen Geréten nicht méglich
ist. Aus unserer Sicht erscheint es nach
derzeitigem Stand der Technik tragbar,
wenn die Probenahme durch stationére
Geréate direkt am Arbeitsplatz des Mit-
arbeiters in Atemhéhe erfolgt. Diese Pro-
blemstellung mifte jedoch noch einmal
genauer untersucht werden mit der Ziel-
setzung, die Einsatzméglichkeit nicht per-
sonengebundener Staubsammelgerate zu
priifen.

2. Die Probenahme sollte unter Bedin-
gungen erfolgen, bei denen die hdchsten
Emissionen zu erwarten sind. Dies ist in
der Regel dann der Fall, wenn das zu be-
handelnde Material bewegt wird.

3. Die TRGS 402 fordert, dal die Nach-
weisgrenze sowie ,Empfindlichkeit und Pra-
zision des MeRverfahrens dem Grenzwert
angepalt sein missen.” Dies gilt nach
TRGS 402 dann als gewahrleistet, wenn
Konzentrationen der zu messenden Kom-
ponente zwischen einem Zehntel, min-
destens aber einem Fiinftel und dem Dreifa-
chen des Grenzwertes gemessen werden
kénnen. Fir luftgetragene Aktinomyceten
existieren derzeit noch keine verbindlichen
Grenzwerte. Aus der Literatur lassen sich
lediglich Angaben entnehmen, die als Ver-
gleichswerte dienen kdnnen. So gibt Lacey
(1981) einen Wert von 10¢ bis 1010
Sporen thermophiler Aktinomyceten pro
Kubikmeter Luft an, die eine EAA ausldsen
kénnen. Miller (1992) stellt fest, da3 108
Sporen pro Kubikmeter Luft akute Sym:-
ptome auslésen kénnen. Crook (1992) stell-
te fest, dall Personen, die einer Exposition
von 103 Sporen pro Kubikmeter in
Schweinestallen ausgesetzt waren, bereits
allergische Symptome entwickelten. Beziig-
lich der Grenzwertproblematik besteht
aber noch grof3er Forschungsbedarf

(vgl. Kapitel 6).

4. Die MeRunsicherheit als integraler
Fehler aus allen bei einer Messung auftre-
tenden systematischen und zufalligen Feh-
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lern soll nach TRGS 402 30 % nicht Uber-
schreiten. Daraus und aus der von Dasch-
ner (1995) noch einmal unterstrichenen Er-
fahrung, daR Einzelmessungen flir Keim-
gehalte der Luft relativ ungenau sind, ergibt
sich, dal? mehrere Parallelmessungen
durchgeflihrt werden sollten. Lembke et al.

(1981, stellten fest, daf fur eine Ungenauig-

keit von weniger als 10 % 16 Einzelmes-
sungen notwendig sind. Daschner (1995)
halt es in diesem Zusammenhang fiir még-
lich, daR sich bei Reihenuntersuchungen
zwischen verschiedenen Labors Toleranzen

um den Faktor 10 ergeben und daher Wert-
unterschiede in der entsprechenden Grofl3en-

ordnung als irrelevant anzusehen sind. Die
Zahl der EinzelmeRwerte fiir einen Mel-
punkt und Betriebszustand sollte jeweils
mindestens drei betragen, wobei bei sehr
kurzen Probenahmezeiten mehr Einzel-
messungen erforderlich sein kénnen (flir die
Ermittiung der durchschnittlichen Exposition
Uber eine Schichtlange vgl. Punkt 6).

5. Eine Kontrolimessung im Auenbereich
auf der zum Wind hin gerichteten Seite
der Anlage (luvseits) sollte vorgenommen
werden, um die Hintergrundbelastung in
der natrlichen, ungestorten Umgebung zu
ermitteln.

6. Zur Ermittlung der Exposition (iber eine
ganze Schichtlange gibt die TRGS 402
(1986) die Zahl der notwendigen Proben
in Abhangigkeit von der Probenahmedauer
vor. Um die Méglichkeit einer Schadigung
des biologischen Materials gering zu
halten, sollten Probenahmezeiten von maxi-
mal einer Stunde verwendet werden.?
(Vermutlich werden Aktinomycetensporen
auch durch langere Probenahmezeiten
nicht geschadigt, dies miidte jedoch zu-
nachst experimentell verifiziert werden,
bevor langere Probenahmezeiten z.B. in
personenbezogenen Sammelsystemen ein-
gesetzt werden.) Zur Erfassung der Be-
lastung Uber eine Schichtlange hinweg
sind ggf. mehrere Einzelmessungen durch-
zufiihren.

3.6 Transport

Der Transport von bakterienhaltigem Unter-
suchungsgut fir medizinisch-mikrobio-
logische Untersuchungen ist in DIN 58942
Teil 4 geregelt. Ein Transportsystem wird
hier definiert als diagnostisches Hilfsmittel,
das einen hygienisch sicheren Transport
von bakterienhaltigem Untersuchungsgut fiir
den Zeitraum von der Entnahme der Probe

1) Aus der Sicht des Arbeitsschutzes erscheinen lange Probenahmezeiten sinnvoll, um eine mdglichst
wirklichkeitsnahe Aussage iber die tatséachliche Belastung zu erhalten. Daher sollte die Frage des Einflusses der
Probenahmezeit auf die MeRergebnisse in jedem Falle untersucht werden mit dem Ziel, méglichst lange
Probenahmezeiten zu ermdglichen. Eine Probenahmezeit von acht Stunden (Schichtiange) wurde nach
derzeitigem Kenntnisstand auch von der projektbegleitenden Arbeitsgruppe fiir problematisch gehalten.
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bis zur Verarbeitung im Labor gewahr-
leistet. Nach DIN 58942 Teil 4 bestehen
die Transportbehaltnisse aus flissigen oder
halbflissigen Medien, dem Behdltnis und
ggf. der Entnahmevorrichtung.

Die Anforderungen an Transportmedien
werden dort zusammenfassend wie folgt
definiert:

0 Das Transportsystem muf keimdicht
sein. (Hintergrund dieser Forderung ist

primar der Umgebungsschutz vor patho-

genen Keimen, die in medizinischen
Proben vorkommen konnen.)

0 Das Transportsystem muf} eine derartige
Fallfestigkeit besitzen, dal es sich bei
einem Aufprall auf eine harte Ober-
flache aus 1 m Hohe nicht 6ffnet oder
Risse aufweist, die zu einer Kontami-
nation in der Umwelt fiihren kénnen.

O Es darf keine chemischen Reaktionen
zwischen dem Transportmedium und
dem Material des Behaltnisses geben,
die den bakteriellen Status des Unter-
suchungsgutes verandern konnten.

OO0 Transportsysteme fiir den allgemeinen
Einsatz miissen bei einer Temperatur
von 20 % 2 °C und einem bakteriellen
Inokulum von = 5x103 KBE fiir E. coli
bzw. Staphylococcus aureus eine Uber-
lebenszeit von 72 h gewahrleisten. Fir
Streptococcus pyogenes, Haemophilus
influenzae und Bacteroides fragilis wird
eine Uberlebensdauer von 48 h und fiir
Streptococcus pneumoniae eine Uber-

lebenszeit von 24 h verlangt. Diese
Anforderungen gelten als erfiillt, wenn
Proben, die aus beimpften Systemen
nach den entsprechenden minimalen
Uberlebenszeiten enthommen wurden,
Wachstum des zu testenden Keimes
zeigen.

Das Uberleben eines Keimes bei einem
Inokulum von = 5x103 KBE zu gewabhr-
leisten, bedeutet sicherlich kein hinreichen-
des Qualitatsmerkmal fiir ein Transport-
system, das bei der Quantifizierung von
Aktinomyceten in der Arbeitsplatzatmo-
sphére eingesetzt werden soll. Das o.a.
Kriterium ware bereits erfillt, wenn von
einem Inokulum von 5x103 KBE genau ein
Mikroorganismus iberleben wiirde, was
effektiv einer Reduktion der Keimzahl um
den Faktor 5x103 wahrend des Transports
entsprache.

Fir eine quantitative Erfassung ist es viel-
mehr anzustreben, daf sich die Zahl der
lebensfahigen Organismen zwischen dem
Zeitpunkt der Probenahme und der Unter-
suchung im Labor mdglichst wenig ver-
andert.

Die bereits angefiihrte ,,Methodik zur luft-
hygienischen Untersuchung in Wertstoff-
sortieranlagen in Niedersachsen gibt
folgende Parameter vor:

[0 Zeit zwischen Probenahme und Unter-
suchung im Labor: <24 h

O Transporttemperatur: 4 — 7 °C
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Vor allem die Temperatur ist bei einem Ver-
sand per Post bzw. Kurierdienst nur schwer
und validierbar einzuhalten.

Die BIA-Verfahrensbeschreibung 9420
Lverfahren zur Bestimmung der Schimmel-
pilz-/Hefenkonzentration“ stellt hier etwas
unbestimmtere und allgemeinere Anfor-
derungen: ,Beim Transport sollten die be-
aufschlagten Filter in sicheren Behéaltnissen
... moglichst rasch ins Laboratorium zur
Analyse gebracht werden, das bedeutet in
der Regel am Tage der Probenahme. Sollte
dies aus bestimmten Griinden nicht még-
lich sein (Versand per Post, Probenahme
am Wochenende), ist die Erhaltung der
Lebensfahigkeit der Pilzeinheiten sowie die
Verhinderung des Pilzwachstums auf den
beaufschlagten Filtern durch Festlegung der
Umgebungsparameter (z.B. Kihlung, Dun-
kelheit) zu gewahrleisten.”

Alle zitierten Empfehlungen sind nicht spezi-

fisch auf die Erfassung von Aktinomyceten
ausgerichtet. Fir Erfordernisse des Trans-
ports von Proben, die auf Aktinomyceten
hin untersucht werden sollen, erscheint
uns die Festlegung folgender Parameter
wichtig:

Transporttemperatur

Die niederséchsische Richtlinie empfiehlt
generell eine Kiihlung auf 4 — 7 °C bei der
Sammlung von Luftkeimen. Die DIN prEN
1632-4 macht iber die Transporttempera-
tur keine Angaben. Das oben bereits er-
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wahnte MeRverfahren des BIA fiir die Er-
fassung von luftgetragenen Pilzsporen legt
sich in Bezug auf die Transporttemperatur
nicht eindeutig fest. Dies gilt im tUbrigen
auch fir die Transportdauer. Hinsichtlich
der Temperatur wird davon gesprochen,
daR die Proben, sofern sie nicht direkt
am Tage der Probenahme in das Unter-
suchungslabor gebracht werden kénnen,
so behandelt werden missen, daR die
Erhaltung der Lebensfahigkeit der Pilzein-
heiten sowie die Verhinderung des Pilz-
wachstums auf den beaufschlagten Filtern
durch Festlegung der Umgebungspara-
meter (z.B. Kihlung, Dunkelheit) sicher-
zustellen ist.

Die DIN 58942 Teil 4 hebt auf eine
Testtemperatur von 20 + 2 °C fir die Be-
wertung von Transportmedien im Bereich
der medizinischen Mikrobiologie ab. Dies
entspricht der Erfahrung, dal derartige
Proben auch ohne Kiihlung versandt
werden. Da der Inhalt von Untersuchungen
im medizinisch-mikrobiologischen Sektor
jedoch der qualitative Nachweis eines be-
stimmten Keimes und weniger die exakte
Quantifizierung von Keimgehalten ist, lait
sich hier eine eventuelle Vermehrung der
Keime wahrend des Transports tolerieren.
Im Gegensatz hierzu sind Arbeitsplatz-
messungen des Luftkeimgehalts jedoch
Messungen zur méglichst genauen Quanti-
fizierung von Keimgehalten, so daf? hier
eine Vermehrung der Keime wahrend des
Transports moglichst zu unterbinden und



ein Fremdeintrag ausgeschlossen werden
muf3.

Bei der Erfassung thermophiler Aktinomy-
ceten mul jedoch beachtet werden, daR
es sich hierbei um Organismen handel,
deren Wachstumstemperatur zwischen
45-65 °C liegt (Greiner-Mai et al.,1986).
Als vermehrungsféahige Agenzien in der Luft
liegen thermophile Aktinomyceten als
Sporen vor (Kutzner und Kempf, 1994)
Dies ergibt sich schon allein aufgrund der
Biologie der Organismen. Bei Sporen
handelt es sich um Ruhestadien, die

0 erst unter geeigneten Bedingungen
wieder auskeimen und

0 eine hohe Toleranz gegen Strel3
(UV-Strahlung, Austrocknung) besitzen.

Diese beiden Faktoren lassen es aus un-
serer Sicht ausreichend erscheinen, den
Transport auch ohne Kiihlung durch-
zufiihren, wenn sich die Proben auf einem
Filter befinden und somit keine nennens-
werte Zufuhr von Feuchtigkeit durch die
Matrix (wie z.B. bei Agar) moglich ist.

Sollen die Proben jedoch nicht nur auf ther-

mophile, sondern auch auf mesophile Akti-
nomyceten hin untersucht werden, ist eine
Kihlung (4 — 8 °C Transporttemperatur)
empfehlenswert, jedoch aus heutiger Sicht
nicht zwingend erforderlich, sofern keine
Feuchtigkeit vorhanden ist. Hier sollten
aber experimentelle Untersuchungen end-
giltige Klarheit schaffen.

Feuchtigkeit

Die Feuchtigkeit ist ein wichtiger Parameter,
der das Auskeimen von Sporen generell
beeinflult. Sporen — die meisten Aktino-
myceten bilden Sporen im Sinne von Koni-
dien — keimen bei optimalen Umweltbedin-
gungen aus, wozu auch eine ausreichende
Wasserversorgung gehort. Auf der anderen
Seite sind sie selbst im Wassergehalt redu-
ziert und besitzen eine deutliche Toleranz
gegenliber Trockenheit, um die Verbreitung
durch die Luft zu Uberdauern. Wahrend des
Transports von Proben mit Aktinomycetenspo-
ren sollte die Feuchtigkeit somit als Schutz
vor dem Auskeimen niedrig gehalten wer-
den. Zudem kdénnen Aktinomyceten im feuch-
ten Milieu auch ohne Anwesenheit groRerer
Nahrstoffmengen wahrend des Transports
rasch von Gram-negativen Bakterien und
saprophytaren Pilzen Giberwuchert werden.

Dies ist beim Sammeln der Proben auf
Agaroberflachen naturgemal nicht még-
lich, wohl aber dann, wenn das Material
auf Filtern gesammelt wird. Daher ist schon
aus dem Grund der geringeren Feuchtig-
keitszufuhr wahrend Lagerung und Trans-
port das Sammeln der keimtragenden Parti-
kel auf Filtern gegeniiber einem Impaktions-
verfahren zu bevorzugen.

Transportdauer

Wahrend die DIN prEN 1632-4 keine
Angaben uber die Transportdauer macht,
empfiehlt die Richtlinie fiir die Erfassung von
biologischen Agenzien in Wertstoffsortier-
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anlagen des Landes Niedersachsen einen
Zeitraum von maximal 24 h, wobei hier
allerdings die aerobe Gesamtkeimzahl in
der Luft bestimmt wird. Die BIA-Verfahrens-
beschreibung 9420 zur Bestimmung der
Schimmelpilz-/Hefenkonzentration emp-
fiehlt eine Laboranalyse der Proben noch
am Tag der Probenahme, 18Rt jedoch auch
langere Zeitrdume zu, die allerdings nicht
genauer spezifiziert sind. In einem solchen
Falle soll aber die Erhaltung der Lebensfa-

higkeit der Pilzeinheiten sowie die Verhinde-

rung des Pilzwachstums sichergestellt sein.

In der Literatur wird fur Streptomyces albus
eine Halbwertszeit von 771,6 Minuten bei
einer relativen Luftfeuchte von 50 % und
22 °C angegeben (Miiller, 1987). Dies
bedeutet, daf3 sich die Keimzahl innerhalb
von ca. 13 h halbiert. (Zum Vergleich:

Fir E. coli gibt der gleiche Autor eine Halb-

wertszeit von 70 Minuten bei vergleich-
baren Bedingungen an.) Diese Daten
zeigen, daR Streptomyces albus, der zur
Gruppe der Aktinomyceten gehort, ver-
gleichsweise unempfindlich gegen die
Inaktivierung an Luft ist. Dennoch wiirde
sich die Keimzahl auch hier innerhalb von
24 h auf ca. ein Viertel reduzieren. Unter
Praxisgesichtspunkten ist heute ein Trans-
port in das Priiflabor innerhalb von 24 h
moglich. Diese Zeitdauer sollte nicht (iber-
schritten werden, bevor nicht weitere
Daten vorliegen.

Zusammenfassend sollte das Uberleben
von Aktinomyceten nach der Auswahl
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eines geeigneten Probeverfahrens noch
einmal untersucht werden, um den EinfluR
von Temperatur, Feuchte und Zeitdauer
zwischen Probenahme und Aufarbeitung
im Labor fiir die gewahlte Probenahme zu
prifen. Diese Prifung sollte mit Proben aus
typischen Arbeitsplatzmessungen und nicht
mit Testaerosolen erfolgen, da Kompo-
nenten der Arbeitsplatzatmosphére einen
EinfluR auf das Uberleben der Aktino-
myceten wahrend des Transports haben
koénnen.

3.7 Nachweis und
Differenzierung von
Aktinomyceten im Labor

3.7.1 Isolierung von Aktinomyceten

Aktinomyceten wachsen in der Regel lang-

samer als andere Bakterien oder auch

Pilze. Weiterhin bilden sie relativ kleine

Kolonien (Kutzner und Kempf, 1994).

Dabher sollten die Kulturmedien bei der Auf-

arbeitung im Labor so gewahlt werden,

daR sie den Aktinomyceten einen Selek-
tionsvorteil bieten. Kutzner und Kempf

(1994) verwendeten in ihren Untersuchun-

gen Glycerin-Arginin-Agar. Sie beschreiben

ihn als ein ,generelles Medium fiir die

Anzucht von mesophilen und thermophilen

Aktinomyceten®”.

Kutzner et al. (1993) nutzten vier verschie-
dene Nahrboden: Glycerin-Arginin-Agar
modifiziert nach El-Nakeeb und Leche-



valier (1963), R—8-Agar (Amner et al.,
1989), Hippurat-Agar (Mattinson-Rose,
1986) und einen Standard-l-Malzextrakt-
Agar, wobei es sich um Standard-l-Agar
von Merck handelte (enthalt Pepton und
Hefeextrakt), der mit Malzextrakt sowie

CaCOg erganzt wurde. Diese Autoren ver-

setzten alle Medien mit einer Kombination
aus Nystatin und Cykloheximid zur Unter-
driickung des Pilzwachstums. Von den vier
hier beschriebenen Né&hrbéden enthalten
der R-8-Agar sowie der Standard--Malz-
extrakt-Agar komplexe Bestandteile wie
Hefeextrakt oder Pepton, wéhrend der
Glycerin-Arginin-Agar sowie der Hippurat-
Agar Medien mit einer exakten stochio-
metrischen Zusammensetzung sindy). Eine
Tabelle mit einer genauen Beschreibung
der einzelnen Nahrboden befindet sich im
Anhang.

Auch am ISB wurde Glycerin-Arginin-Agar
bereits erfolgreich zur Erfassung luft-
getragener Aktinomyceten eingesetzt.
Wichtig ist nach unseren Erfahrungen der
Zusatz von Antibiotika wie Cykloheximid,
die die pilzliche Begleitflora unterdriicken.
Viele Pilze wie Aspergillus fumigatus oder
andere sind durchaus noch in der Lage,
bei Temperaturen von 45 oder 50 °C zu
wachsen, wie sie flr die Kultur thermophi-
ler Aktinomyceten eingesetzt werden. Da
die Pilze auch groRiere Kolonien bilden

1) Hippurséure ist N- Benzoylglycin.

kénnen und dabei leicht die Agarplatten
liberwachsen, konnten sie aufwachsende
kleine Aktinomyceten-Kolonien tberdecken.
Das Pilzwachstum muf} daher effizient unter-
driickt werden.

Spezielle Selektivmedien setzten die glei-
chen Autoren fiir drei im Hinblick auf die
EAA besonders interessante Erreger ein:
Hippurat-Agar fiir Saccharomonospora
rectivirgula, R-8-Agar mit Rifampicin fir Sac-
charomonospora viridis und Standard-I-
Malzextraktagar mit Novobiocin fiir Ther-
moactinomyces ssp. Die beiden zuerst ge-
nannten Keimarten sollen dabei aber auch
gut auf Glycerin-Arginin-Agar wachsen,
wahrend zu den Wachstumseigenschaften
von Thermoactinomyces ssp. auf Glycerin-
Arginin-Agar keine Angaben gemacht
werden. Von El-Nakeeb und Lechevalier
(1963) wird Glycerin-Arginin-Agar eben-
falls als ein universales N&hrmedium fiir
aerobe Aktinomyceten beschrieben.

Korn-Wendisch und Weber (1992) haben
verschiedene Medien untersucht fiir die
selektive Isolierung verschiedener Aktino-
myceten, wobei insbesondere darauf ge-
achtet wurde, daR das Uberwachsen der
Nahrboden durch Pilze oder andere Bak-
terien unterdriickt wurde. Dabei waren von
18 Medien sieben effektiv fiir die selektive
Isolierung von thermophilen Aktinomyceten,
wobei die Selektivitat hoch war, so daf
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immer nur eine oder zwei Arten isoliert
wurden. Es ist aus unserer Sicht fraglich,
ob eine derartig hohe Selektivitat im Hin-
blick auf Arbeitsplatzmessungen notwendig
ist oder ob es nicht vielmehr ausreichend
ist, generell die thermophilen und evtl.
mesophilen Aktinomyceten zu erfassen,
ohne eine genauere Differenzierung vor-
zunehmen. Die meisten von Korn-\WWen-
disch und Weber (1992) verwendeten
Medien bauten auf TSA (Tryptic Soy Agar
= Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar)
auf. Dieses Medium ist ohne weitere Zu-
satze ein Universalnahrboden, der z.B.
bei der Priifung auf Verkeimung nach dem
Deutschen Arzneibuch (1991) eingesetzt
wird. Aufgrund seiner von Hause aus
aulerst geringen Selektivitat mu3 dieser
Nahrboden durch den Zusatz eines oder
mehrerer Antibiotika selektiv gemacht
werden.

Dunger und Fiedler (1989) geben eine
Ubersicht iiber verschiedene Nahrbéden
fur Bodenaktinomyceten. Die verwendeten
Medien lassen sich dabei grob in zwei
Gruppen unterteilen:

1. Mineralmedien, die als Kohlenstoff-
quelle Glycerin und als Stickstoffquelle eine
Aminosaure enthalten wie Glycin, Arginin
oder Aspararaginsaure.

2. Komplexe Medien. Diese enthalten ent-
weder eine hochmolekulare C-Quelle wie
Starke mit Casein oder Ammoniumsulfat
oder aber auch Casein mit Glucose als C-
Quelle.
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Greiner-Mai (1988) gibt in ihrer Disser-
tation eine Reihe von verschiedenen Nahr-
bdden fir die Kultivierung von Aktinomyce-
ten an. Diese Medien enthalten einen oder
mehrere komplexe Bestandteile wie Hefe-
extrakt, Kartoffel-Karotten-Extrakt, Malz-
extrakt etc. Leider werden in dieser Arbeit
keine allgemeinen Angaben dazu ge-
macht, welche Nahrboden universell
geeignet sind und welche eine hohe Selek-
tivitat besitzen.

Medien, die in den Handbiichern der
klinischen Mikrobiologie angefhrt
werden, erscheinen weniger hilfreich fiir
Arbeitsplatzmessungen zu sein, da die
Angaben auf die pathologisch wichtigsten
Aktinomyceten ausgerichtet sind, wahrend
die Erreger der EAA, wenn (iberhaupt, nur
am Rande aufgefiihrt sind. So empfiehlt
Land (1992) fir die Erfassung von Aktino-
myceten Hirn-Herz-Agar oder Columbia-
Agar, wobei Chloramphenicol und Cyklo-
heximid bzw. Colistin und Nalidixinséure
als Hemmstoffe zur Unterdriickung der
Begleitflora zugesetzt werden. Unter den
von diesem Autor als wichtig angefiihrten
Aktinomyceten ist jedoch kein thermophiler
Vertreter, sondern lediglich die mesophilen
Vertreter Nocardia ssp., Actinomadura
ssp., Streptomyces ssp., Rhodococcus ssp.
und Dermatophilus congolensis. Im Manual
of Clinical Microbiology empfehlen Land
et al. (1991) ebenfalls ahnliche Komplex-
medien fir die Erfassung von Aktinomyce-
ten.



Zusammenfassend sind zahlreiche Medien
zur Erfassung von Aktinomyceten be-
schrieben, wobei allerdings keine Daten
explizit vorliegen iiber den Vergleich der
Ausbeute verschiedener Medien fiir die
Messungen der Arbeitsplatzatmosphére.
Grundsatzlich erscheint es sinnvoll, so weit
wie moglich auf chemisch genau definierte
Medienbestandteile zuriickzugreifen, da
diese die Nahrmedien gerade im Sinne
einer spateren Normierung eines Verfah-
rens national und auch international am
besten reproduzierbar sind. Dies spricht
gegen komplexe Medien, die nicht stdchio-
metrisch definierte Bestandteile wie Hefe-
extrakt, Pepton oder andere Komponenten
enthalten. Die in der Arbeitsgruppe um Pro-
fessor Kutzner zusammengetragenen Daten
sprechen dafir, dalR Glycerin-Arginin-Agar
nach El-Nakeeb und Lechevalier (1963)
mit einer Bebritungstemperatur von 50 °C
ein geeignetes Medium fiir die Erfassung
von thermophilen Aktinomyceten darstellt,
wobei nach Kempf und Kutzner (1994)
das gleiche Medium mit einer Bebriitungs-
temperatur von 28 °C auch fir die Erfas-

sung mesophiler Aktinomyceten wie Strepto-

myces ssp. geeignet ist.

3.7.2 Differenzierung im Labor

Es stellt sich grundsatzlich die Frage, inwie-
weit Uber die Klassifizierung als mesophile
oder thermophile Aktinomyceten hinaus
eine genauere Identifizierung notwendig

ist, da einige verschiedene Gattungen als
Ausloser der EAA in Frage kommen kon-
nen. Fir eine erste Beurteilung der Arbeits-
platzatmosphére erscheint es zunéachst aus-
reichend, die Konzentration an thermo-
philen und evtl. mesophilen Aktinomyceten
generell zu bestimmen. Fir die Erhebung
genauer epidemiologischer Daten wére
eine maglichst weitgehende Differenzie-
rung jedoch wichtig.

Eine einfache Differenzierung ist nach
Kempf und Kutzner (1994) sowie Kutzner
et al. (1993) bereits anhand der Farbe
von Substratmycel und Luftmycel sowie der
Anordnung der Sporen und der Sporen-
oberflache moglich. Wahrend die beiden
zuerst genannten Kriterien sich mit bloRem
Auge bzw. mit einer Lupe gut erkennen
lassen, wird fiir die Untersuchung der Spo-
renanordnung ein Lichtmikroskop und fiir
die Bewertung der Sporenoberflache ein
Elektronenmikroskop benétigt, was die Ana-
lyse natirlich aufwendiger macht.

Weitere biochemische Analysen sind das
Zuckerspektrum in Ganzzellhydrolysaten

sowie der Abbau verschiedener Biopoly-
mere (Kempf und Kutzner, 1989).

Moderne molekularbiologische Verfahren,
die auf der selektiven Erkennung bestimm:-
ter Gensequenzen beruhen, werden die
Identifizierung von Mikroorganismen in Zu-
kunft sicherlich sehr erleichtern. Neben den
Verfahren, die mit Sonden fiir Gene der
ribosomalen RNS erarbeitet wurden und
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die sogar eine In-situ-ldentifizierung ermég-
lichen kdnnen, werden sich auch weitere
DNA:Techniken etablieren und durch einen
hohen Grad an Automatisierung eine
schnelle und prazise Identifizierung von
Mikroorganismen ermdglichen (DeBruijn,
1996). Wenn eine solche Methodik fiir
Aktinomyceten verfugbar ist, erscheint nach
Isolation einer entsprechenden Anzahl von
Kolonien aus der Arbeitsplatzatmosphére
auch die Bestimmung einer grofRen Anzahl
von Einzelisolaten (einige hundert) inner-
halb eines Tages durchaus méglich.

Der Laboraufwand zur Erfassung von Mikro-

organismen aus der Luft laRt sich durch
eine Charakterisierung von Einzelisolaten
zur Erfassung einer genauen Speziesver-
teilung praktisch beliebig steigern. Es
bleibt jedoch die Frage zu beantworten,
inwieweit eine Identifizierung der Keime
bis zur Speziesebene und gar darunter fir
eine Erfassung des Gefahrenpotentials der
Luft an Arbeitsplatzen notwendig ist. Fir
eine generelle Erfassung der Geféahrdung
durch Aktinomyceten in der Arbeitsplatz-
atmosphare, die ja im wesentlichen in der
Maoglichkeit einer EAA gegeben ist, er-
scheint es ausreichend, die thermophilen
bzw. mesophilen Aktinomyceten zunéchst
summarisch zu bestimmen und von einer
aufwendigen weiteren Differenzierung ab-
zusehen.
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3.8 Alternativen zur Erfassung
der kultivierbaren
Aktinomyceten

3.8.1 Staubmessungen

Kutzner et al. (1993) fiihrten bei ihren
Untersuchungen parallel zur Erfassung der
kultivierbaren Aktinomyceten auch Staub-
messungen durch. Dies liegt begriindet in
der Tatsache, daR Keime und insbeson-
dere Sporen Teil des in der Luft befind-
lichen Staubes sind. Es erhebt sich die
Frage nach einer Parallelitat zwischen dem
Keimgehalt und dem Staubgehalt in der
Luft. So berichtet Wallh&uRer (1995) im
Zusammenhang mit der Beschreibung der
Problematik bei der Herstellung von Arz-
neimitteln, daf3 in entsprechenden Raum-
lichkeiten ein Verhaltnis von Keimzahl zu
Partikelzahl zwischen 1:1000 und
1:5000 vorliegt.

Kutzner et al. (1993) fanden flir Aktino-
myceten eine Tendenz zu héheren Konzen-
trationen in der Luft an Stellen hoher
Staubbelastung nur dann, wenn sie die
MeRwerte innerhalb eines Werkes betrach-
teten. Wurden hingegen alle acht be-
probten Werke (drei Kompostwerke, ein
Wertstoff- und Humuswerk, eine Wertstoff-
sortieranlage, zwei Millheizkraftwerke
sowie eine Millldeponie) betrachtet, war
eine solche Beziehung nicht mehr zu er-
kennen. Die Autoren fiihren dies auf eine
unterschiedliche Beschaffenheit des Mills



und der MeRbedingungen zuriick. Da
Mikroorganismen keineswegs die einzige
Quelle flr Staub in der Luft darstellen, muf}
eine solche Korrelation zwischen Staub-
gehalt und Mikroorganismenkonzentration
auch keineswegs zwingend sein, da die
Anteile aus mikrobiologischen und nicht-
mikrobiologischen Quellen am Gesamt:
staubgehalt mit Sicherheit variieren kon-
nen. Diese Schwankungen sind durch die
unterschiedliche biologische Aktivitat wie
auch durch die variierende Gro3enver-
teilung der ubrigen eingetragenen Staub-
partikel gegeben.

Die Befunde von Kutzner et al. (1993)
stehen auch nur in einem scheinbaren
Widerspruch zu den Angaben von Dutkie-
wicz und Molocznik (1970), die eine
Korrelation zwischen Staubgehalt und
Keimzahl beschrieben. Diese Autoren be-
trachteten jedoch lediglich Bereiche, wo
Getreide verarbeitet wird. In derartigen
Bereichen ist aber ein weitaus homogene-
rer Eintrag als bei Kompostierung und
Wertstoffsortierung zu erwarten, die in den
Arbeiten von Kutzner et al. (1993) unter-
sucht wurden.

Fir die pharmazeutische Produktion und
somit fur reine R&ume wird, wie oben
gesagt, in der Literatur ein Verhaltnis zwi-
schen Partikelzahl und Mikroorganismen-
konzentration in der Luft angegeben, das
zwischen 5000:1 und 1000:1 schwan-
ken soll (Wallh&uf3er, 1995). Die fir die
Bereiche der pharmazeutischen Produktion

gemachten Angaben lassen sich aber
kaum mit der Arbeitsplatzatmosphéare in
Wertstoffsortieranlagen oder Kompostier-
werken vergleichen.

Aus diesen Ausfihrungen ergibt sich, daf}
eine reine Staubmessung als Ersatz fiir eine
Erfassung der Aktinomyceten zur Risiko-
bewertung der Arbeitsplatzatmosphére
wenig geeignet ist. Allenfalls bei Abwesen-
heit von Staub bzw. bei extrem geringen
Staubkonzentrationen wie in der Reinraum-
technik kann geschlossen werden, daf}
keine oder nur sehr geringe Mikroorganis-
men- bzw. Aktinomycetenkonzentrationen
vorhanden sind. Das Vorkommen hoher
Staubkonzentrationen ist jedoch keines-
wegs zwingend mit einer hohen Luftkonzen-
tration an Aktinomyceten korreliert.

Ein Einsatz der Partikelmessung erscheint
allenfalls moglich bei der Beurteilung der
Sicherheit von Maschinen gemal DIN EN
292-1 (1991). In dieser Norm wird unter
4.8 beschrieben, da Maschinen ein bio-
logisches Gefahrdungspotential durch
Schimmel, Bakterien und Viren besitzen
kénnen. Die Uberprifung eines derartigen
Gefahrdungspotentials ware durch Einsatz
eines ,,Modellstaubs* mit entsprechender
Staubmessung oder Partikelz&hlung denk-
bar.

Im Sinne eines ,,worst case“-Szenarios
sollte in diesem Falle die PartikelgrofRe des
Modellstaubs durch die kleinstmégliche
real vorkommende PartikelgroRRe festgelegt
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werden. Dies ware im Falle der Aktinomy-
ceten die GroRe einer Einzelspore, die
nach Kutzner et al. (1993) 0,8 — 2 pum
betragt. Fir Thermoactinomyces wird an
gleicher Stelle eine Grél3e zwischen 0,5
und 1,5 uwm angegeben.

Wiirde eine Maschine zur Uberpriifung mit
einem Modellstaub von 0,5 pwm KorngroRRe
betrieben und wirde keinerlei Emission ge-
messen, kann mit hoher Wahrscheinlichkeit
davon ausgegangen werden, daf auch
einzelne Aktinomycetensporen oder gar
Aggregate solcher Sporen emittiert werden
konnen, sofern die sonstigen Rahmenbedin-
gungen wie insbesondere die Feuchte ent-
sprechend eingehalten werden.

Hinsichtlich der GroRenverteilung von Parti-

keln mit Aktinomycetensporen in der Arbeits-

platzatmosphére geben Kutzner et al.
(1993) an, daR die meisten Kolonien mit
einer PartikelgroRe zwischen 1,1 und

2,2 um assoziiert waren, wohingegen die
zu den Bacillariaceae gehdrende Gattung
Thermoactinomyces Kolonien iiberwiegend
auf den Agarplatten bildete, wo Partikel
mit einer GréRe von mehr als 7 um ab-

geschieden wurden. Somit kann davon aus-

gegangen werden, dal die Aktinomyceten
Uberwiegend als Einzelsporen in der Luft
vorkommen, wahrend bei der Gattung
Thermoactinomyces entweder grofiere
Aggregate aus Myzel und Sporen gebildet
werden oder die Sporen stéarker an Staub-
partikel gebunden sind als die Aktinomyce-
tensporen (Kutzner et al., 1993).
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3.8.2 Alternative Verfahren zur
Bestimmung der Belastung
der Luft mit Mikroorganismen

Alle Mikroorganismen und Viren besitzen
Nukleinsauren. Daher ist die Bestimmung
des Nukleinsdure-Gehalts einer Probe ein
Ansatz zur Bestimmung der Biomasse, wo-
bei die modernen Verfahren der PCR dar-
Uber hinaus auch die Mdglichkeit bieten,
die zugehdrigen Spezies zu ermitteln. Erste
Ansatze in dieser Richtung werden bereits
in der neueren Literatur beschrieben (Alva-
rez et al., 1995). Diese Autoren zeigten,
daf PCR-Verfahren auch dann noch gute
Ergebnisse erbringen, wenn die Empfindlich-
keit der konventionellen Lebendkeimzahl-
bestimmung durch StreBphanomene bereits
deutlich reduziert ist. Inwieweit sich PCR-An-
satze auch fiir exakte Quantifizierung der

in der Luft vorkommenden Mikroorganismen
eignen, bleibt noch abzuwarten. Einen
Uberblick iiber molekulare Techniken und
ihre Anwendung bei der Uberwachung der
Luftqualitat liefern Macneil et al. (1995).
Solche Verfahren kdnnen nach Angaben
diese Autoren sein: Hybridisierung mit Son-
den, Restriktionsanalyse, Pulsfeldgelelektro-
phorese, DNA-Fingerprints, PCR-Techniken.
Macneil et al. vertreten die Uberzeugung,
daR die PCR-Verfahren auch mit gutem Er-
folg zur quantitativen Erfassung von Mikro-
organismen eingesetzt werden kénnen,
sofern die Bedingungen gut kontrolliert sind.

Ebenso wie die DNA ist der Proteingehalt
einer Probe in der Regel mit der Biomasse



korreliert. Colorimetrische Proteinbestimmun-

gen mit einer Empfindlichkeit bis in den
wg-Bereich (Bradford, 1976) dirften je-
doch mdglicherweise noch nicht empfind-
lich genug sein. Weiterhin ergibt eine Aus-
sage Uber das Gesamtprotein noch keine
Aussage Uber qualitative Eigenschaften
wie Toxizitat oder Allergenitét.

Sowohl quantitative Aussagen (ber die Kon-

zentration einer MeRRgréiRe wie auch quali-
tative Aussage erlauben immunologische
Methoden wie ELISA (,,Enzyme-linked immu-
nosorband assay“). Hiermit lassen sich mit
hoher Spezifitat unter Verwendung von Anti-
korpern z.B. allergene Substanzen quanti-
fizieren. Die Antigene, die die EAA hervor-
rufen kdnnen, sind allerdings bislang erst
unzureichend charakterisiert. Es handelt
sich dabei um Proteine oder Glycoproteine.
Ein derartiges Antigen wurde aufgereinigt.
Es handelte sich dabei um ein Protein mit
einem Molekulargewicht von ca. 16 kD,
das mit allen Seren von 15 Farmerlunge-
Patienten in einer Studie reagierte (Kurup et
al., 1984). Kurup (1985) berichtet, da
Seren von 18 Farmerlunge-Patienten mit
Antigenen aus Kulturfiltraten von Saccharo-
polyspora rectivirgula reagierten. Keine
Reaktion erfolgte jedoch mit zellfreien Zell-
extrakten oder Zellwandextrakten. Dies
spricht dafiir, daB die antigenen Determi-
nanten durch den Mikroorganismus nach
aulRen abgegeben werden und nicht fest
mit der Zellwand verbunden sind. Zu-
sammenfassend kann festgestellt werden,

daf zwar prinzipiell die Méglichkeit be-
steht, die Antigene der Aktinomyceten immu-
nologisch nachzuweisen. Da diese Anti-
gene bislang jedoch noch nicht hinreichend
charakterisiert sind und daher auch keine
allgemein verfligbaren Antiseren zur Ver-
fligung stehen, scheidet dieser Ansatz der-
zeit fir eine Quantifizierung des Risikopoten-
tials dieser Organismen in der Luft aus.

Theoretisch ist weiterhin noch eine klassi-
sche chemische Analytik denkbar, um das
Risikopotential fiir Aktinomyceten in der
Arbeitsplatzluft zu erfassen. Einen solchen
Ansatz als Ersatz fur einen biologischen Test
schlagen Walters et al. (1994 fiir Endoto-
xine gramnegativer Bakterien vor, die Endo-
toxine als 3’-Hydroxyfettsauren iber Gas-
chromatographie gekoppelt mit Massen-
spektrometrie bestimmten. Fir Protein-Anti-
gene ist jedoch eine derartige Analytik
wenig sinnvoll.

SchlieRlich sei noch erwahnt, daB einige
Autoren auch die Gesamtzahl der lebenden
und toten Mikroorganismen durch direktes
mikroskopisches Auszé&hlen ermitteln (Niel-
sen und Breum, 1995). Diese Technik er-
scheint jedoch aufgrund des Aufwands fir
Routinemessungen weniger geeignet, zumal
sie auch ohne weitere Hilfsmittel kaum Infor-
mationen z.B. Uber die Speziesverteilung
liefert. Moglicherweise bringt hier die elek-
tronische Bildanalyse eine Senkung des Zeit-
aufwands und eine Steigerung der Spezi-
fitat, so daB auch dieses Verfahren evtl. spa-
ter routinemanig eingesetzt werden kann.
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4 Ansatze fir die Normung von Verfahren
zur Erfassung von Aktinomyceten

4.1 Literaturrecherche

Im Rahmen der Studie wurde eine Literatur-
recherche in den Jahrgangen 1994 und
1995 des Referateorgans ,,Current Con-
tents, Agriculture, Biology and Environmen-
tal Sciences” vorgenommen. Als Such-
begriffe wurden dabei unter anderem

LJActino?“Y und ,Air verwendet, wobei so-

wohl die Titel und Keywords als auch die
Abstracts der Veroffentlichungen abgesucht
wurden. Wahrend nach dieser Recherche
1994 keine Arbeit zur Untersuchung von
Aktinomyceten in Luft erschienen ist, konn-
ten im Jahrgang 1995 einige Arbeiten er-
mittelt werden.

So untersuchten Lavoie et al. (1995) unter
anderem Aktinomyceten in der Schweine-
zucht und kommen zu der Schlu3folgerung,
dafl in den von ihnen untersuchten spezi-
fischen Systemen ideale Bedingungen fiir

die Vermehrung von Aktinomyceten und As-

pergillus fumigatus herrschen. Die Beschaf-
tigten sollten daher HEPA-Filter tragen, die
mindestens 99,7 % der Sporen zuriick-
halten sollten. Die Untersuchungen wurden
mit einem Andersen-Sammler mit extrem
kurzen Probenahmezeiten (15 oder 30 Se-
kunden) durchgefiihrt, wobei Vollmedien
zum Einsatz kamen. Raty et al. (1994) iso-
lierten u.a. Aktinomyceten aus der Innen-
raumluft, wobei allerdings die biologische

Aktivitat der Organismen im Mittelpunkt der
Arbeit stand.

Poulsen et al. (1995) geben eine umfang-
reiche Ubersicht iber die Gesundheitspro-
bleme, die mit dem Sortieren und Recyclen
von hauslichem Abfall verbunden sind.
Generell wird in dieser Arbeit auf die stei-
gende Bedeutung der Problematik hin-
gewiesen, die sich durch den Trend er-
geben, weniger Abfall thermisch zu behan-
deln bzw. in Deponien zu entsorgen. Ein
spezielles Risikopotential fiir thermophile
Aktinomyceten sehen diese Autoren in Kom-
postwerken.

Fir die Mel3strategie wird in dieser Arbeit
darauf verwiesen, dal} ein groRer Mangel
an standardisierter Methodik in diesem Be-
reich besteht, wobei es wiinschenswert
ware, nicht nur die lebensfahigen und kulti-
vierbaren, sondern auch die Gesamtzahl
aller Mikroorganismen in der Luft zu er-
fassen. Personengebundene Probenahme
konnte hohere MelRwerte ergeben als die
ublicherweise durchgefiihrten nicht-per-
sonengebundenen Probenahmesysteme. Es
wird auf die hohe Bedeutung einer durch-
dachten Strategie der Probenahme hin-
gewiesen, wobei es nach den Angaben
von Poulsen et al. besonders wichtig ist,
daR die Ursachen einer Variation in der
Exposition bei der Erarbeitung einer der-
artigen Strategie berticksichtigt werden.

1) ,?“ist eine sogenannte Wildcard, die es ermdglicht, beliebige Zeichenfolgen mit dem Prafix Actino zu erkennen.

65



4 Ansatze fir die Normung von Verfahren
zur Erfassung von Aktinomyceten

Besonders wird unter Verweis auf eine
Arbeit von Heedrik (1990) vermerkt, daf
fUr allergische Alveolitis, wie sie durch Akti-
nomyceten hervorgerufen werden kann,
die Expositionsspitzen wichtig sind, wéh-
rend fiir Bronchitis Durchschnittswerte liber
langere Zeitraume eine groRere Bedeutung
haben. Nach Poulsen et al. (1995) besteht
derzeit noch ein groRRer Forschungsbedarf,
um die kausalen Verknipfungen zwischen
der Exposition gegeniiber Bioaerosolen
einerseits und bestimmten gesundheitlichen
Auswirkungen andererseits zu klaren. In
einer Literaturibersicht werden von Poulsen
et al. (1995) 17 Literaturzitate aufgefihrt,
die eine Korrelation zwischen einer mikro-
biellen Exposition in der Arbeitsplatzatmo-
sphare und gesundheitlichen Problemen
untersucht haben, wobei sich allerdings
keine der Arbeiten mit Aktinomyceten be-
schaftigt.
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4.2 Recherche in der Datenbank
PERINORM

In der CD-ROM-Datenbank PERINORM
wurde im Februar 1996 eine Recherche
durchgefiihrt hinsichtlich bereits bestehen-
der Normen oder Richtlinien fir die Samm-
lung von Luftkeimen und insbesondere von
Aktinomyceten.

Fir die Erfassung von Aktinomyceten
konnte keine Norm oder Richtlinie ermittelt
werden. Fir die Bestimmung des Luft-
keimgehalts allgemein wird derzeit die

EN 1632 in nationale Normen umgesetzt,
wobei in Deutschland die im Entwurf vor-
liegende DIN EN 1632-4 speziell die
Grundsatze und Analyseverfahren fir

die Bewertung der Luft in Risikozonen be-
schreibt. Diese Norm bezieht sich aber
explizit auf die Reinraumtechnologie und
ist daher auf Arbeitsplatzmessungen nur
bedingt zu Ubertragen. Dariiber hinaus exi-
stieren lediglich drei &ltere Angaben aus
den Jahren 1972 bis 1975 uber die Be-
stimmung des Luftkeimgehalts in der Lebens-
mittel- und Verpackungsindustrie, die vom
Fraunhofer Institut fur Lebensmitteltechno-
logie und Verpackung in Stuttgart heraus-
gegeben wurden.



5 Empfehlungen fir den Auftraggeber

Derzeit existiert noch keine verbindliche
Norm fir die Erfassung luftgetragener Akti-
nomyceten in der Arbeitsplatzatmosphéare.
Die Erfassungsverfahren fur Luftkeime ins-
gesamt bedirfen somit einer Standardisie-

rung, wobei die derzeit verfligbaren Metho-

den noch nicht hinreichend validiert sind.

Ungeachtet dessen besteht die Notwendig-
keit einer moglichst einheitlichen und liber-
tragbaren Erfassung von Aktinomyceten an
Arbeitsplatzen.

Als Melstrategie wird vorgeschlagen:

1. Die zu untersuchenden Arbeitsplatze

werden hinsichtlich der moglicherweise vor-

kommenden Mikroorganismen bewertet.
Besteht die Moglichkeit des Vorkommens
solcher Organismen in héheren Konzentra-
tionen, werden die Arbeitsvorgange dahin-
gehend untersucht, wann die hdchsten

und wann niedrige Belastungen auftreten
koénnen.

2. Zum Zeitpunkt der hdchsten Belastun-
gen erfolgt eine Erfassung der Luftkeime mit
dem Membranfilterverfahren in einer Drei-
fachmessung pro MelRpunkt. Daneben soll-
ten auch relevante Arbeitsgange mit erfah-

rungsgeman niedrigerer Belastung beprobt
werden, sofern eine durchschnittliche Be-
lastung ermittelt werden soll.

3. Die Proben werden méglichst innerhalb
der nachsten 24 h in das Labor gebracht
und nach Aufarbeitung auf Glycerin-Arginin-
Agar plattiert, dem zur Unterdrliickung des
Pilzwachstums geeignete Antibiotika wie
Cykloheximid oder Nystatin beigefligt sind.

4. Die Bebritung erfolgt bei 50 °C und
bei 30 °C, um sowohl thermophile wie
auch mesophile Aktinomyceten zu erfassen.

5. Die beimpften Platten werden maximal
14 Tage bebriitet, wobei sichergestellt
werden mui, daf’ sie wahrend dieser Zeit
nicht austrocknen.

6. Parallel erfolgt eine Staubmessung, um
die Belastung der Arbeitsplatzatmosphéare
mit Staub zu ermitteln und somit noch einen
unabhéangigen Parameter zur Bewertung
der Luft am Arbeitsplatz zur Verfigung zu
haben.

7. Zur besseren Bewertung der Ergebnisse
kann eine Referenzmessung an Auenluft
sinnvoll sein.
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6 Forschungsbedarf

Der bestehende Forschungsbedarf 1&R3t sich
wie folgt darlegen:

1. Die Einflisse von Probenahmestrategie,
Anzahl der Proben, Probentransport und

Probenaufarbeitung auf die erhaltenen MeR-

werte missen genau evaluiert werden.

2. Die im Labor eingesetzten Nahrmedien
missen hinsichtlich der Qualitat der erhal-
tenen MeRwerte evaluiert werden. Dazu
miissen neben dem hier vorgeschlagenen
Glycerin-Argin-Nahrboden auch andere im
Vergleich untersucht werden, um die Frage
zu beantworten, welcher Néhrboden ggf.
die optimale Ausbeute ermdglicht.

3. Die unter 1. und 2. zusammengefalten
Faktoren sollten zunachst in einem Labor
praxisnah untersucht und bewertet werden,
um daraus einen Entwurf fir ein MeRver-
fahren luftgetragener Aktinomyceten zu er-
arbeiten. Dieser Entwurf sollte dann unab-
héngig in einem Ringversuch getestet
werden.

4. Derzeit existieren noch keine Grenz-
werte hinsichtlich der Bewertung der Keim-

zahlen. Lediglich Lacey (1981) gibt einen
Wert von 106 bis 1010 Sporen thermo-
philer Aktinomyceten pro Kubikmeter Luft
an, die eine EAA auslésen konnen. Miller
(1992) stellt fest, dal 108 Sporen pro
Kubikmeter Luft akute Symptome ausldsen
konnen. Crook (1992) stellte fest, daly
Personen, die einer Exposition von 103
Sporen pro Kubikmeter in Schweinestallen
ausgesetzt waren, bereits allergische Sym-
ptome entwickelten. Da nur wenige Daten
vorhanden sind, sollten Grenzwerte durch
epidemiologische Studien unter Einsatz
eines einheitlichen MelRverfahrens er-
arbeitet werden.

5. Die derzeit gangigen Verfahren zur Er-
mittlung der lebensféhigen Keime in der
Arbeitsplatzatmosphare sollten abgegli-
chen werden mit alternativen, weiter zu ent-
wickelnden Verfahren, die die gesamte
Belastung an lebenden und toten Keimen
sowie deren Bruchstiicken erfassen (DNA-
Analytik, Immunologie etc.). Ziel soll es
sein, eine allgemeingiiltige Bezugsgrole
zu erhalten.
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Anhang 1/Annex 1/Annexe 1

Nahrmedien/ Culture media/Milieux de culture

Darstellung, leicht veréndert, nach Kutzner et al., 1993.
Presentation, slightly modified, according to Kutzner et al., 1993.
Cette description se réfere, sous une forme légerement modifiée, a Kutzner et al., 1993.

Glycerin-Arginin-Agar/Glycerine-arginine-agar/
Glycérine-arginine-agar-agar

Dieses Nahrmedium ist in Anhang 2 (Vorschlag fiir eine MeRstrategie) genau beschrieben.
This culture medium is described in detail in annex 2 (proposal for a measuring strategy).
Ce milieu de culture fait I'objet d’une description détaillée a I'annexe 2 (stratégie de
mesure préconisée).

R 8-Agar/R8-agar/R 8-agar-agar

(Amner et al. 1989)

Hefeextrakt/ Yeast extract/Extrait de levure 10,0 g/I
MgCl, x 6 H,O 5,1 g/I
NaOH (1 M) 7,0 mi/l
Agar/Agar-agar 12,0 g/I

Nach dem Autoklavieren zugeben:
Added after autoclaving:
Apres le passage en autoclave, ajouter:

L-Prolin/Proline L 3,0 g/1

CaCly (5 M) 10,0 mi/|
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Nahrmedien/ Culture media/Milieux de culture

Hippurat-Agar/Hippurate-agar/Hippurate-agar-agar

(Mattinson-Rose, 1986; modifiziert von/modified by/modifié par Kutzner et al., 1993)

Natrium-Hippurat/Sodium hippurate/Hippurate de sodium 3,0 g/1
(NH4)H2PO4 1,0 g/1
KaHPO, 1,0 g/I
MgSO4 x 7 Ho0 0,4 g/!
NacCl 20,0 g/I
Agar/Agar-agar 12,0 g/1

Der pH-Wert wird auf 7,2 eingestellt.
The pH value is set at 7.2.
Le pH est amené a 7,2.

Standard-1-Malzextrakt-Agar/Standard |I-malt extract-agar/

Agar-agar-extrait de malt-l1 standard

(Greiner-Mai, 1988)

Standard-l-Agar (Merck, Nr. 7881) 37,0 g/I
Standard l-agar (Merck, No. 7881)

Agar-agar | standard (Merck, n° 7881)

Malzextrakt/Malt extract/Extrait de malt 10,0 g/I
CaCO3 2,0 g/I1

Der pH-Wert wird auf 7,2 eingestellt.
The pH value is set at 7.2.
Le pH est amené a 7,2.

78




Anhang 2

Vorschlag flir eine MeRstrategie

Aerobe Aktinomyceten und darunter insbe-
sondere thermophile Vertreter kdnnen bei
einem Vorkommen in der Arbeitsplatzatmo-
sphére ein gesundheitliches Risiko fir die
Beschéatftigten bedeuten. Daher soll hier
eine Kurzanleitung fir die Erfassung der-

artiger Organismen in der Arbeitsplatzatmo-

sphére gegeben werden.

Procedere

0 Probenahme in Atemhdhe oder im Atem-

bereich der Beschéattigten (ca. 1,50 m
Hohe).

0 Dreifachproben mit Membranfilterver-
fahren (bei sehr kurzen Probenahme-
zeiten wird eine héhere Zahl an Einzel-
proben empfohlen).

0 Empfohlene Dauer der Probenahme 10
oder 15 Minuten. (Eine Zeit von einer

Stunde sollte jedoch in keinem Fall uber-

schritten werden!)

0 Transport der Proben ins Labor mdg-

lichst innerhalb von 24 h. (Fur Actinomy-

cetensporen sind wahrscheinlich 1an-
gere Transportzeiten zulassig. Dies
sollte jedoch zunachst geprift werden.)

Auflésen oder Suspendieren der Filter in
20 ml steriler physiologischer Kochsalz-
[6sung.

Plattieren auf Glycerin-Arginin-Agar.
(Dieses Medium ist ein Mineralmedium,
daher gut standardisierbar und fiir meso-
phile wie auch thermophile Aktinomyce-
ten geeignet.)

Von jedem aufgeldsten bzw. suspen-
dierten Filter ist jeweils eine Doppel-
bestimmung bei jeder Bebriitungstempe-
ratur durchzufiihren.

Bebriitung bei 50 °C und 28 °C fiir
maximal 14 Tage.

Wichtig ist der Zusatz von Antibiotika,
um das Aufwachsen von Pilzen zu ver-
hindern. Vorgeschlagen werden Cyklo-
heximid und Nystatin, jeweils mit einer
Endkonzentration von 50 pg/ml.

Wegen der langen Bebritungsdauer ist
das Austrocknen ein Problem. Kutzner
et al. (1993) empfehlen, das ubliche
Agar-Volumen von ca. 25 ml auf 40 ml
zu erhdhen, evtl. missen die Schalen
auch mit Parafilm verschlossen werden.

Fir die Bewertung der MeRergebnisse
ist eine Referenzmessung der AuRenluft
im Luv der Anlage empfehlenswert.
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Vorschlag flir eine MeRstrategie

Rezept fur Glycerin-Arginin-Agar Spurenelement-Losung
nach Drews (1983)
(El-Nakeeb und Lechevalier, 1963;
modifiziert nach Kutzner et al., 1993) Die Substanzen werden getrennt in Wasser
geldst und zur EDTA-L6sung gegeben.

Glycerin 12,5971 Danach wird der pH-Wert auf etwa 4 ein-
L-Arginin 1,0 g/I gestellt und die Losung mit Wasser auf
1000 ml aufgefilllt.
KHoPO4 0,3 g/
MgSO, x 7 H20 0,5 g/ FeSO4 x 7 HO 300 mg/I|
NaCl 1,0 g/I MnCly x 4 H,O 3 mg/l
Spurenelemente nach 1,0 ml CoClp x 6 H20 5 mg/!
Drews (1983, s. rechts) CUCly x 6 Hy0 1 mg/l
Agar 12,0971 NiCly x 6 HpO 2 mg/l
) ) NaMoOy4 x 2 H,O 3 mg/I|
Der pH-Wert wird auf 7,2 eingestellt.
ZnSOy4 x 7 H20 5 mg/I
H3BO3 2 mg/|
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Proposal for a measuring strategy

Aerobic actinomycetes, especially thermo-
philic types, can constitute a health risk for
workers if present in the workplace atmo-

sphere. For this reason, here is a brief intro-

duction to recording organisms of this type
in the workplace atmosphere.

Procedure

O Sampling at workers’ breathing level
and within their breathing range
(at a height of approx. 1.50 m).

[0 Triple samples using membrane filter

process (a higher number of single sam-

ples is recommended if sampling times
are very short).

0 Recommended sampling period: 10 or
15 minutes. (A period of one hour
should not be exceeded under any cir-
cumstances!)

0 Samples should be brought into the lab-

oratory within 24 hours if possible. (A
longer transport period is probably per-
missible for actinomycete spores. This
should, however, be checked first.)

Dissolving or suspending filters in 20 ml
of sterile physiological sodium chloride
solution.

Making plates on glycerine-arginine-
agar. (This is a mineral medium and is
therefore suitable for standardization
and for both mesophilic and thermophi-
lic actinomycetes.)

Two evaluations should be made of
each dissolved and suspended filter at
each incubation temperature.

Incubation at 50 °C and 28 °C for a
maximum of 14 days.

It is important to add antibiotics to pre-
vent fungi from growing. Cyclohexi-
mide and nystatine are recommended
with a final concentration of 50 png/ml.

Due to the long incubation period,
drying out is a problem. Kutzner et al.
(1993) recommend that the usual vol-
ume of agar be increased from
approx. 25 ml to 40 ml; dishes may
also have to be sealed with parafilm.

A reference measurement of the outside
air on the windward side of the labora-
tory is recommended for assessing mea-
suring results.
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Proposal for a measuring strategy

Formula for Trace element solution according
glycerine-arginine-agar to Drews (1983)
(EI-Nakeeb and Lechevalier, 1963; modi- Substances are dissolved separately in
fied according to Kutzner et al., 1993) water and added to the EDTA solution. The
: pH value is then set to approx. 4 and the
Glycerine 12.5 9/ solution is filled up with water to 1000 ml.
L-arginine 1.0 g/I
EDTA 500 mg/|
KH2PO4 0.3 g/l
FeSO4 x 7 H0 300 mg/I
KoHPO4 0.7 g/!
MnCly x 4 H,O 3 mg/I|
MgSO4 x 7 H20 0.5 g/!
954 2 9 CoCly x 6 Hy0 5 mg/I
NacCl 1.0 g/I
CuCly x 6 HoO 1 mg/I
Trace elements acc. to 1.0 ml -
Drews (1983, see right) NiClz x 6 H20 2 mg/I
Agar 12.0 g/I NaMoOy4 x 2 H>O 3 mg/l
ZnSO4 x 7 H,O 5 mg/|
The pH value is set at 7.2. H3BO3 2 mg/|
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Annexe 2

Stratégie de mesure préconisée

Les actinomycetes aérobies, et en particu-
lier les especes thermophiles, peuvent, par
leur présence dans I'atmospheére d’un
poste de travail, constituer un risque pour
la santé des travailleurs. On trouvera donc
ci-dessous de bréves instructions sur la
maniére de détecter ces organismes dans
I’atmosphére du poste de travail.

Procédure a suivre

O Effectuer le prélevement a la hauteur ou
dans la zone de respiration des travail-
leurs (a environ 1,50 m de hauteur).

[0 Effectuer un triple prélevement en uti-
lisant un filtre & membrane (si les du-
rées de prélevement sont trés courtes, il
est conseillé de prélever un nombre
plus important d’échantillons).

[0 Durée de prélévement conseillée : 10
a 15 minutes (on ne dépassera en
aucun cas une durée d’une heure).

[0 Les échantillons devront étre transportés
au laboratoire si possible dans les 24
heures qui suivent (pour les spores
d’actinomycetes, un laps de temps plus
long est probablement admissible.
Ceci reste toutefois a vérifier).

O Dissolution ou suspension des filtres
dans 20 ml de solution saline physiolo-
gique stérile.

Mise en culture dans un milieu glycéri-

ne-arginine-agar-agar (étant de nature

minérale, ce milieu est facile a standar-
diser et convient donc aussi bien pour

les actinomyceétes mésophiles que ther-
mophiles).

Pour chaque filtre dissous ou mis en sus-
pension, on effectuera une double éva-
luation pour chaque température d’incu-
bation.

Incubation & 50 °C et 28 °C. Durée
maximum : 14 jours.

Il est important d’ajouter des antibio-
tiques pour éviter I'apparition de cham-
pignons. Antibiotiques recommandés :
cycloheximide et nystatine, a une con-
centration finale de 50 g/ml.

Du fait de la période d’incubation pro-
longée, le desséchement peut poser un
probléme. Kutzner et al. (1993) recom-
mandent d’augmenter le volume usuel
d’agar-agar de 25 ml a 40 ml. Le cas
échéant, il conviendra de fermer les
coupelles a la paraffine.

Pour pouvoir évaluer les résultats des
mesures, il est recommandé de procé-
der a une mesure de référence de I'air,
prise & I'extérieur des batiments, du
cOté du vent.

83



Annexe 2

Stratégie de mesure préconisée

Formulation du Solution d’oligo-éléments
glycérine-arginine-agar-agar selon Drews (1983)

(E-Nakeeb et Lechevalier, 1963; modifié Les substances sont dissoutes séparément

selon Kutzner et al., 1993) dans I'eau et ajoutées a la solution
— d’EDTA. Le pH est ensuite amené a 4 en-
Glycérine 125971 viron. De I'eau est ajoutée a la solution
Arginine L 1,0 g/l jusqu’a obtenir 2000 ml.
KH2PO4 0,3 g/1 EDTA 500 mg/|
KoHPO4 0,7 g/! FeSO4 x 7 HoO 300 mg/I
MgSOy4 x 7 H>0 0,5 g/1 MnCl, x 4 H,O 3 mg/I
NacCl 1,0 g/1 CoCly x 6 H,O 5 mg/|
Oligo-éléments selon 1,0 ml CuCls x 6 H,O 1 mg/I
Drews (1983, cf. a
droite) NiCly x 6 H,O 2 mg/|
Agar-agar 12,0 g/1 NaMoOy4 x 2 H,O 3 mg/I|
ZnSOy4 x 7 H20 5 mg/I
Le pH est amené a 7,2. HsBO3 2 mg/|
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Teil 2 Ringversuch

1 Einleitung

Die KAN hatte in einer Literaturstudie die
Maglichkeiten zur Erfassung von luftgetrage-
nen Aktinomyceten in der Arbeitsplatzatmo-
sphére untersuchen lassen.1

Diese Arbeit enthielt eine Empfehlung fir
ein mogliches Verfahren zur Probenahme
und Laborauswertung, wobei dies aber im
Rahmen der Studie nicht experimentell ab-
gesichert werden konnte.

Es wurde in dieser Literaturstudie jedoch
die Empfehlung ausgesprochen, das vor-
gestellte Verfahren in einem Ringversuch zu
erproben. Dies geschah mit dem Ziel, eine
Praxisbewertung zu erhalten. Sofern er-
forderlich, sollten auf der Basis experimen-
teller Daten auch Modifikationen vor-
genommen werden.

Inhalt dieses Berichtes ist eine Zusammen-
stellung der Ergebnisse und eine Bewer-
tung.

Die experimentellen Arbeiten wurden
1997 und 1998 durchgefihrt. Am Ring-
versuch haben teilgenommen:

O Berufsgenossenschaftliches Institut fur
Arbeitssicherheit (BIA), Sankt Augustin

0 Justus-Liebig-Universitat GielRen, Institut
fur angewandte Mikrobiologie, Gief3en

O Labor Dr. Rabe, Essen

O Tierarztliche Hochschule Hannover,
Hannover (konnte am Teil 2 des Ring-
versuchs nicht teilnehmen)

O TOUV Energie- und Systemtechnik
GmbH, Institut fir Sicherheit in der Bio-
technologie (ISB), Freiburg/Eschborn

O Universitat Hohenheim, Institut fir Um-
welt und Tierhygiene sowie Tiermedizin
mit Tierklinik, Stuttgart

Allen Teilnehmern, dem Kompostwerk Leon-
berg bei Stuttgart, in dem die Probenahme
durchgefiihrt wurde, sowie der KAN sei an
dieser Stelle gedankt.

2 Experimentelle Durchfihrung

2.1 Teil 1: Probenahme mit
anschlieBender Laborauswertung

2.1.1 Probenahme

Die Probenahme erfolgte in der Rottehalle
des Kompostwerks Leonberg. In der Rotte-
halle wurde zum Zeitpunkt der Probe-
nahme eine Intensiv-Kompostierung durch-
gefihrt, wobei das Material wahrend der
Probenahme an der Probenahmestelle nicht
umgesetzt oder anderweitig stark bewegt
wurde. Im hinteren Teil der Halle wurden
jedoch zeitweise Umsetzarbeiten durch-
gefihrt.

1) KAN-Bericht 13 (1. Auflage, 1997); jetzt Teil 1 in der vorliegenden Broschiire.
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Tabelle 1:  Varianten der Probenahme im Kompostwerk Leonberg
Probenahmegerét | Filter Volumen Probenahmedauer Anzahl der
(Minuten) Einzelproben
Luftkeimsammler Gelatinemembranfilter, 1m3 10 3
Sartorius MD 8 & 80 mm
Luftkeimsammler Gelatinemembranfilter, 0,105 m3 30 2
PGP & 37 mm
Luftkeimsammler Polycarbonatfilter, 0,105 m3 30 2
PGP & 37 mm
Starke Luftbewegungen waren in der 2.1.2 Llaboruntersuchungen

Hallenluft nicht wahrnehmbar.

Die Probenahmestelle befand sich seitlich in
Wandnahe etwa in der Mitte der Langs-
achse der Halle. Die Probenahme erfolgte
in einer Hohe von ca. 1,5 m, wobei die
Probenahmekdpfe der einzelnen Gerate

einen seitlichen Abstand von ca. 1 m hatten.

Es wurden insgesamt 7 Einzelproben ge-
nommen in den in Tabelle 1 genannten
Varianten.

Die beaufschlagten Filter wurden nach
Probenahme so gelagert, dal ein Zutritt
von Keimen ausgeschlossen war. Die Filter
wurden bei Umgebungstemperatur durch
die Probenehmer in die einzelnen Labors
verbracht.?

Die Aufarbeitung der Filter fiir die Labor-
untersuchungen erfolgte nach maximal
24 h.

Die Filter wurden in physiologischer
Kochsalzlosung (0,9 % NaCl versetzt

mit 0,01 % Tween 80) suspendiert (10 ml
Volumen fir die grof3en Filter (& 80 mm)
und 5 ml Volumen fiir die kleinen Filter

(& 37 mm)). Danach wurden die Ansatze
fur ca. 15 Minuten bei 35 - 40 °C ge-
schilttelt, darauf gevortext und dekadische
Verdiinnungsreihen angelegt.

Jeweils 0,1 ml aus jeder Verdinnungsstufe
wurde auf Agarplatten (& 90 mm) in drei
Parallelen ausplattiert.

Fir Aktinomyceten wurde Glycerin-Arginin-
Agar (abgekiirzt: GA-Agar) verwendet.
Die Zusammensetzung ist hachfolgend be-
schrieben.

1) Bei der Gruppe GielRen wurden Kihlelemente in der Rottehalle temperiert und anschlieBend mit den Proben

in einer Kiihltasche transportiert.
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Glycerin 12,5 g/I
L-Arginin 1,0 g/I
KHoPO4 0,3 g/
KoHPO, 0,7 g/|
MgSOy4 x 7 HyO 0,5 g/I
NacCl 1,0 g/I
Spurenelemente 1,0 ml
Agar 12 g/l

Der pH-Wert wird auf 7,2 eingestellt.

SpurenelementLosung: Die Substanzen
werden getrennt in Wasser geldst und zur
EDTA-L6sung gegeben. Danach wird der
pH-Wert auf etwa 4 eingestellt und die
Lésung mit Wasser auf 2000 ml aufgefillt.

EDTA 500 mg/|
FeSO4 x 7 H,O 300 mg/I|
MnCly x 4 H,O 3 mg/I
CoCly x 6 H,O 5 mg/I
CuCly x 6 H,O 1 mg/I
NiCl, x 6 H,0O 2 mg/|
NaMoOg4 x 2 H,O 3 mg/I
ZnSOy4 x 7 HO 5 mg/I
H3BO3 2 mg/|

Die Agarplatten enthielten Cykloheximid
und Nystatin jeweils mit einer Endkonzen-
tration von 50 pg/ml.

1) TRBA = Technische Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe.

Die Bebritung erfolgte bei 50 °C zur Er-
fassung der thermophilen Aktinomyceten,
die bei der Bewertung der Arbeitsplatzat-
mosphare aufgrund der Art der Arbeits-
platze die bedeutendste Aktinomyceten-
Gruppe darstellen. Zusatzlich wurden par-
allel GA-Platten bei 30 °C bebritet, um die
mesophilen Aktinomyceten zu erfassen. Die
Bebriitungsdauer betrug 14 Tage.

Um eine bessere Bewertung der Ergeb-
nisse zu ermdglichen, wurde aus den glei-
chen Proben heraus weiterhin die Schimmel-
pilz-Konzentration ermittelt. Hierbei wurde
das eingefiihrte Verfahren nach TRBA 4301
in der Fassung vom Oktober 1997 verwen-
det (Bebrltungsdauer: 7 Tage).

Als Nahrmedium kam dabei gemafll TRBA
430 Dichloran-Glycerin-(DG 18)-Agar zum
Einsatz. Die Zusammensetzung ist:

Pepton 5,0 g/I
Glucose 10,0 g/1
KH2PO, 1,0 g/!
MgSO4 0,5 g/I1
Dichloran 0,002 g/I
Chloramphenicol 0,1 g/I
Glycerin 18 %
Agar 15,0 g/I
pH-Wert 56+0,2
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Die Platten wurden wie oben beschrieben
in drei Parallelen beschickt und fiir eine
Woche bei 25 °C bebriitet. Die Inkubation
der inokulierten Platten erfolgte zum Schutz
gegen Austrocknung stapelweise in ver-
schlossenen Kunststoffbeuteln. Eine Gruppe
setzte zusatzlich noch oberhalb und unter-
halb jedes Plattenstapels eine Petrischale
mit feuchter Watte ein.

Alle Platten wurden nach Abschlu3 der Inku-

bationszeit ausgewertet in Anlehnung an
die Vorgaben der TRBA 430. Die Ergeb-
nisse wurden unter Berlcksichtigung der
Verdinnungsstufe und des Probenahmevolu-
mens auf ein Luftvolumen von einem Kubik-
meter umgerechnet.

2.2 Teil 2:
Zusétzliche Laboraufarbeitung
einer geteilten Probe

Im Kompostwerk Leonberg wurden durch

die Universitdt Hohenheim vier Proben mit
dem Sartorius MD 8 auf Gelatinefiltern ge-
nommen. Die vier Gelatinefilter wurden zu-

sammen in 40 ml physiologischer Kochsalz-

I6sung suspendiert und bis zum Erreichen
der Homogenitat geschiittelt.

Anschlieend wurden Aliquote von ca.
5 ml in sterile GefaRe gegeben und per
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Post an die einzelnen Versuchsteilnehmer
verschickt. Aus einem Aliquot wurde sofort
nach Herstellung der Suspension eine Keim-
zahlbestimmung durchgefihrt.

Die Proben trafen am folgenden Tage in
den beteiligten Labors ein. Die weitere Auf-
arbeitung (Erstellung der Verdiinnungs-
reihen, Plattieren) wurde in allen beteiligten
Labors zur gleichen Zeit begonnen.

Es wurden dekadische Verdinnungsreihen
wie oben beschrieben hergestellt. Medien
und Inkubationsbedingungen sind in zusam-
mengefal’t. Der im Teil 1 nicht verwendete
DIFCO-Agar ist ein kommerziell erhaltliches
Medium zur Isolierung von Aktinomyceten.
Es handelt sich dabei um ein Medium, das
vom Hersteller unter der Artikelnummer
0957-17 vertrieben wird und folgende
Komponenten enthalt:

Natrium-Caseinat, 2 g/l
Asparagin 0,1 g/I
Natrium-Propionat 4 g/|
Di-Kalium-Phosphat 0,5 g/I
Magnesium-Sulfat 0,1 g/l
Eisen (Ill)-Sulfat 0,001 g/I
Agar 15 g/I




Tabelle 2:

Medien und Inkubationsbedingungen bei der Laboruntersuchung einer gesplitteten Probe

Nr. Medium Inkubationstemperatur Inkubationsdauer Parameter
1 GA 50 °C 14 Tage thermophile
Aktinomyceten
2 GA 55°C 14 Tage thermophile
Aktinomyceten
3 DIFCO 50 °C 14 Tage thermophile
Aktinomyceten
4 DIFCO 55 °C 14 Tage thermophile
Aktinomyceten
5 GA 30 °C 14 Tage mesophile
Aktinomyceten
6 DG 18 25 °C 7 Tage mesophile
Schimmelpilze
3 Ergebnisse
3.1 Teil 1: 3.2 Teil2:
Probenahme mit anschlieBender Zuséatzliche Laboraufbereitung einer
Laborauswertung geteilten Probe

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Ta-
belle 3 und in Tabelle 4 zusammengestellt.

In Tabelle 5 und Tabelle 6 sind die fiir eine
Bewertung der Schwankung der Mel3werte

wichtigen Parameter zusammengefalit.

Die Ergebnisse lassen sich Tabelle 7 ent-
nehmen.

Tabelle 8 zeigt die fir eine Bewertung der
Variation der MelRwerte wichtigen Para-
meter.

91



Teil 2 Ringversuch

Tabelle 3:  Erfassung der Konzentration an luftgetragenen Mikroorganismen
bei Probenahme und Laboraufarbeitung durch verschiedene Gruppen: Aktinomyceten
Eschborn Essen St. Augustin | Hannover | GieRen | Hohenheim
Gerat/
Nr. Filter Parameter | KBE/m3 | KBE/m3 KBE/m3 KBE/m3 | KBE/m3 KBE/m3
1 | MD8, Aktinomy- | 1,3x105| 4,5x105 4,9%x105 4,6x105 | 3,9x105| 4,6x104
Gelatine ceten 30°
2 | MD8, Aktinomy- | 2,7x105| 4,5x105 1,3x106 6,7x105 |5,8x105| 1,3x105
Gelatine ceten 30°
3 | MD8, Aktinomy- | 3,1x105| 2,9x105 1,4x106 4,7x105 | 6,0x105| 7,6x104
Gelatine ceten 30°
4 | PGP, Poly- | Aktinomy- |2,3x105| 4,7x105 2,0x105 1,5x105 | 3,4x105| 1,2x105
carbonat ceten 30°
5 | PGP, Poly- |Aktinomy- |6,5x104| 5,7x105 1,6x105 8,7x104 | 3,6x105| 2,2x105
carbonat ceten 30°
6 |PGP, Aktinomy- | 2,9x104| 7,1x105 4,9%x105 2,7x105 | 9,8x104| 1,1x105
Gelatine ceten 30°
7 | PGP, Aktinomy- | 3,8x104| 3,2x105 3,9x105 2,0x105 |1,3x105| 8,9x104
Gelatine ceten 30°
1 |MD8, Aktinomy- | 8,0x104| 1,6x105 6,5x105 1,6x105 | 1,1x106 | 8,9x104
Gelatine ceten 50°
2 | MD8, Aktinomy- | 1,7x105| 3,0x105 1,5%x106 1,1x105 | 2,7x106 | 1,7x105
Gelatine ceten 50°
3 | MD8, Aktinomy- | 2,0x105| 2,0x105 1,2x106 4,2x104 | 3,4x106 | 1,1x105
Gelatine ceten 50°
4 | PGP, Poly- | Aktinomy- |2,2x105| 4,4x105 5,6x105 4,8x104 |1,4x106 | 1,6x105
carbonat ceten 50°
5 | PGP, Poly- |Aktinomy- |6,5x104| 6,3x105 3,1x105 4,5x104 |1,4x106 | 1,9x105
carbonat ceten 50°
6 |PGP, Aktinomy- | 3,5x104| 4,4x105 8,4x105 1,3x104 | 3,8x105| 1,0x105
Gelatine ceten 50°
7 | PGP, Aktinomy- | 1,8x104| 2,5x105 8,9x105 8x103 |[2,3x105| 7,8x104
Gelatine ceten 50°
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Tabelle 4:  Erfassung der Konzentration an luftgetragenen Mikroorganismen
bei Probenahme und Laboraufarbeitung durch verschiedene Gruppen: Schimmelpilze
Eschborn Essen St. Augustin | Hannover | GieBen | Hohenheim

Gerat/

Nr. Filter Parameter | KBE/m3 | KBE/m3 KBE/m3 KBE/m3 | KBE/m3 KBE/m3

1 |MDS8, Schimmel- [2,8x104| 8,6x104 1,5x105 3,0x105 |2,1x105 | 4,5x104
Gelatine pilze

2 |MDS8, Schimmel- [8,5x104| 4,0x105 5,4x105 5,4x105 |5,1x105 | 2,1x105
Gelatine pilze

3 |MDS, Schimmel- [5,1x104| 3,6x105 6,0x105 6,8x105 |5,7x105 | 1,0x105
Gelatine pilze

4 |PGP, Poly- |Schimmel- |1,4x105| 8,9x105 3,7x105 2,3x105 [ 2,0x105| 4,0x105
carbonat | pilze

5 |PGP, Poly- |Schimmel- |1,4x104| 3,8x10%5 1,8x105 6,0x104 | 1,5x105| 5,7x105
carbonat | pilze

6 |PGP, Schimmel- 9x103 | 6,7x105 3,5x105 | 4,1x105 [1,4x105| 5,1x10%5
Gelatine pilze

7 |PGP, Schimmel- 9x103 | 1,3x105 3,4x105 3,0x105 |3,5x104 | 9,5x104
Gelatine pilze
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Tabelle 5:  Maximum-, Minimum-, Median und Mittelwerte der einzelnen MeRwerte
fur die Erfassung luftgetragener Aktinomyceten gemaf Tabelle 3
Max./ | Mittel- Standard-
Maximum [ Minimum | Median Min. wert abweichung
% des
Gerat/ Para- Mittel-
Nr. Filter meter KBE/m3 | KBE/m3 | KBE/m3 KBE/m3 | KBE/m3 | wertes
1 |MD8, Aktinomy- | 4,9x105 | 4,6x104 | 4,2x105 | 10,7 | 3,3x105 | 1,9%x105 58
Gelatine | ceten 30°
2 | MD8, Aktinomy- | 1,3x106 | 1,3x105 | 5,2x105 9,8 | 5,6x105 | 4,0x105 71
Gelatine | ceten 30°
3 | MD8, Aktinomy- | 1,4x106 | 7,6x104 | 3,9x105 | 18,4 | 5,3x105 | 4,6x105 88
Gelatine | ceten 30°
4 | PGP, Poly- | Aktinomy- | 4,7x105 | 1,2x105 | 2,2x105 3,9 2,5x105 | 1,3x105 52
carbonat | ceten 30°
5 | PGP, Poly- | Aktinomy- | 5,7x105 | 6,5x104 | 1,9x105 8,7 | 2,4x105 | 1,9%x105 78
carbonat | ceten 30°
6 |PGP, Aktinomy- | 7,1x105 | 2,9x104 | 1,9x105 | 24,3 | 2,8x105 | 2,7x105 93
Gelatine | ceten 30°
7 | PGP, Aktinomy- | 3,9x105 | 3,8x104 | 1,6x105 | 10,2 | 1,9x105 | 1,4x105 71
Gelatine | ceten 30°
1 | MD8, Aktinomy- | 1,1x106 | 8,0x104 | 1,6x105 | 13,8 | 3,7x105 | 4,2x105| 112
Gelatine | ceten 50°
2 | MD8, Aktinomy- | 2,7x106 | 1,1x105 | 2,3x105 | 25,7 | 8,2x105 | 1,1x106| 129
Gelatine | ceten 50°
3 | MDS8, Aktinomy- | 3,4x106 | 4,2x104 | 2,0x105 | 81,0| 8,5x105 | 1,3x106| 154
Gelatine | ceten 50°
4 | PGP, Poly- | Aktinomy- | 1,4x106 | 4,8x104 | 3,3x105 | 29,2 | 4,7x105 | 4,9x105| 104
carbonat | ceten 50°
5 | PGP, Poly- | Aktinomy- | 1,4x106 | 4,5x104 | 2,5x105 | 31,1 | 4,4x105 | 5,2x105| 118
carbonat | ceten 50°
6 |PGP, Aktinomy- | 8,4x105 | 1,3x104 | 2,4x105 | 64,2 | 3,0x105 | 3,2x105| 106
Gelatine | ceten 50°
7 | PGP, Aktinomyce| 8,9x105 | 8x103 | 1,5x105 |111,5| 2,5x105 | 3,3x105| 136
Gelatine |[ten 50°

94




Tabelle 6:

Maximum-, Minimum-, Median und Mittelwerte der einzelnen MeRwerte

fur die Erfassung luftgetragener Schimmelpilze gemaR Tabelle 4

Maximum | Minimum | Median | Max./ | Mittel- Standard-

Min. wert abweichung

% des

Gerat/ Mittel-

Nr. Filter Parameter | KBE/m3 | KBE/m3 | KBE/m3 KBE/m3 | KBE/m3 | wertes

1 |MD8, Schimmel- | 3,0x105 | 2,8x104 | 1,6x105 | 10,8 | 1,4x105 | 1,1x105| 77
Gelatine | pilze

2 | MDS8, Schimmel- | 5,4x105 | 8,5x104 | 4,5x105 | 6,4 | 3,8x105 [1,9x105| 51
Gelatine | pilze

3 | MD8, Schimmel- | 6,8x105 | 5,1x104 | 4,7x105 | 13,3 | 3,9x105 | 2,7x105| 68
Gelatine | pilze

4 | PGP, Poly- | Schimmel- | 8,9%x105 | 1,4x105 | 3,0x105 | 6,4 | 3,7x105 |2,7x105| 74
carbonat | pilze

5 |PGP, Poly- | Schimmel- | 5,7x105 | 14x104 | 1,7x105 | 40,7 | 2,3x105 | 2,1x105| 93
carbonat | pilze

6 |PGP, Schimmel- | 6,7x105 | 9x103 | 3,8x105 | 74,1 | 3,5x105 | 2,4x105| 69
Gelatine | pilze

7 | PGP, Schimmel- | 3,4x105 9x103 1,1x105 | 38,1 | 1,5%x105 | 1,4%x105 91
Gelatine | pilze
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Tabelle 7:  Ergebnisse der Keimzahlbestimmung einer gesplitteten Luftkeimprobe
in unterschiedlichen Labors

Hohenheim
Tag der

Sankt Hohen- Probe- Verande-

Eschborn | Essen | Augustin | GielRen heim nahme rung

Nahr- | Tempe-

Nr. | boden | ratur | KBE/m3 | KBE/m3 | KBE/m3 | KBE/m3 | KBE/m3 KBE/m3 (%)
1 GA 30°C |8,9%x105|4,9%x105|2,4%x105|6,1x105|6,4%x105 8,2x105 -22
2 GA 50°C |7,1x105|1,8x105|4,4x105|3,6x105|4,1x105 5,7x105 -28

kein kein
3 GA 55°C | Wachst. |1,0x105 | Wachst. | 5,8x104|5,6x104 1,7x104 + 229

4 | DIFCO | 50°C |4,7x105|4,7x105|2,0x105|2,5%x105|6,9%x105 7,2x105 -4

5 | DIFCO | 55°C |5,1x104|2,0x105|1,4x104|4,7x104|5,4x104 8,6x104 -37

6 |DG 18| 25°C |4,8x105|3,0x105|1,6x105|2,9%x105 |3,8x105 3,9x105 -3
Anmerkung:

Die Probe wurde durch die Gruppe Hohenheim auf Membranfilter genommen. Direkt nach der Probenahme
wurden die Filter suspendiert und eine Keimzahlbestimmung durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in der 2. Spalte
von rechts dargestellt. Ein Aliquot der Probe wurde dann von der Uni Hohenheim per Post an die eigene
Adresse versandt, wo sie am folgenden Tage eintraf, ebenso wie die anderen Aliquote bei den (ibrigen
Labors. Darauf wurde die auf dem Postweg erhaltene Probe in Hohenheim zeitlich parallel mit allen anderen
Arbeitsgruppen untersucht.

Die Spalte ,Hohenheim Veranderung“ gibt die prozentuale Veranderung der Hohenheimer Werte zwischen
dem am Tag der Probenahme erhaltenen Wert und der Keimzahl, die einen Tag spéater nach Postversand in
Hohenheim ermittelt wurde, wieder.
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Tabelle 8:

Maximum-, Minimum-, Median und Mittelwerte der einzelnen MeRwerte

bei der Keimzahlbestimmung einer gesplitteten Luftkeimprobe gemaf Tabelle 7

Maximum | Minimum Median Max./ Mittel- Standard-
Min. wert abweichung

% des

Nahr- | Tempe- Mittel-

Nr. | boden ratur KBE/m3 | KBE/m3 | KBE/m3 KBE/m3 | KBE/m3 wertes
1 GA 30°C | 8,9x105 | 2,4x105 | 6,1x105 3,7 | 5,7x105 | 2,4x105 41
2 GA 50°C | 7,1x105 | 1,8x105 | 4,1x105 3,9 4,2x105 | 1,9x105 45
3 GA 55°C | 1,0x105 0 5,6x104 o 4,4x104 | 4,4x104 100
4 | DIFCO | 50°C | 6,9%x105 | 2,0x105 | 4,7x105 3,5 | 4,2x105 | 2,0x105 47
5 | DIFCO | 55°C | 2,0x105 | 1,4x104 | 5,1x104 | 14,3 | 7,3x104 | 7,3x104 100
6 |DG 18| 25°C | 4,8x105 | 1,6x105 | 3,0x105 3,0 | 3,2x105 | 1,2x105 37
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4 Diskussion

4.1 Teil 1: Probenahme mit
anschlieBender Laborauswertung

Der durchgefiinrte Versuch erfolgte unter
praxisnahen Bedingungen, d.h. jeder Ver-
suchsteilnehmer stellte die Medien selbst
her und fuhrte die Beprobung mit den eige-
nen Mef3geraten und Ausriistungsgegen-
standen selbst durch, wobei die Probe-
nahme der Einzelproben fiir alle Gruppen
exakt zeitgleich erfolgte. Wahrend die
Laboraufarbeitung bei Teil 1 nicht synchro-
nisiert erfolgte, wurde dieser Vorgang in
Teil 2 (Aufarbeitung einer gesplitteten
Probe) genau zeitgleich durchgefihrt.

Es wurde hier bewul3t darauf verzichtet,

in Analogie zum publizierten Ringversuch
Uiber Schimmelpilzmessungen (Averdiek et
al., 1997) samtliche erforderlichen Mate-
rialien (Probenahmesysteme, Filter, N&hr-
medien, Verdinnungsldsungen) aus einer
Hand zur Verfligung zu stellen. Es sollte auf
diese Weise die Streuung der MelRergeb-
nisse ermittelt werden, die bei Praxis-

messungen durch unterschiedliche MeRinsti-

tute zu erwarten ist.

Die Erfassung von Schimmelpilzen wurde

parallel durchgefiihrt, um eine Vergleichbar-

keit der hier gewonnenen Aussagen mit
dem publizierten Ringversuch ,Schimmel-
pilze* zu erméglichen. In jenem Versuch
wurden fir die MeRBwerte von Schimmel-
pilzen auf DG18-Agar ein Verhaltnis Maxi-

98

mum/Minimum von weniger als 4 ermittelt.
Die Standardabweichung lag dort um

40 % oder niedriger bezogen auf den
Mittelwert.

Im Vergleich dazu streuen die hier fur
Schimmelpilze gewonnenen Melergeb-
nisse deutlich stéarker (vgl. Tabelle 6). In

4 Fallen (Zeile 1 — 4) lag das Verhaltnis
Maximum/Minimum in einer GréRenord-
nung von 10, in den drei Ubrigen Fallen
sogar deutlich hoher. Dies war unabhan-
gig davon, ob Gelatine- oder Polycarbonat-
filter zum Einsatz kamen.

Fir Aktinomyceten bei einer Bebriitungstem-
peratur von 30 °C wurde in einem Einzel-
fall (vgl. Tabelle 5) ein Maximum/Minimum-
Verhaltnis von 3,9 erzielt. In 4 weiteren
Fallen lag der Maximalwert um das Zehn-
fache tiber dem Minimalwert. In den letz-
ten zwei Fallen war aber ein Verhaltnis in
einer GréRenordnung von 20 zu verzeich-
nen. Die Standardabweichung aller Resul-
tate lag fir Aktinomyceten und eine Bebri-
tungstemperatur von 30 °C zwischen 52
und 93 % des jeweiligen Mittelwertes.

Somit war in diesem Versuch die Streuung
der Daten fiir Aktinomyceten bei einer Be-
britungstemperatur von 30 °C tendenziell
eher noch giinstiger als die Streuung der
unter den gleichen Bedingungen erhal-
tenen Werte fiir Schimmelpilze, die nach
der etablierten Methode (TRBA 430) er-
mittelt wurden.

Fir thermophile Aktinomyceten (Tabelle 5,
Bebriitungstemperatur 50 °C) wurde im



ersten Teil des Ringversuchs eine hohere
Streuung der MeRergebnisse verzeichnet.
Das Verhaltnis Maximum/Minimum lag in
einem Falle in einer GroRenordnung von
10 (genau 13,8), in drei weiteren Fallen
in einer GroéRenordnung von 30 und in
den letzten drei Fallen (iber 60 (Spitzen-
wert Uber 111). Entsprechend wurde hier
auch eine Standardabweichung verzeich-
net, die stets groRer war als der zugeho-
rige Mittelwert.

Somit kann zusammenfassend fir den er-
sten Versuchsteil festgestellt werden, daf
die Streuung der MeRergebnisse in dem
hier durchgefihrten Ringversuch sowohl fir
Schimmelpilze als auch fiir Aktinomyceten
héher war als im publizierten Ringversuch
~Schimmelpilze” (Averdiek et al., 1997).

Es stellt sich die Frage nach den Ursachen.
Diese kdnnen einerseits im Bereich der
Probenahme und andererseits im Bereich
der Laboraufarbeitung liegen.

Probenahme:

O Die Verteilung der Mikroorganismen
in der Luft ist wahrscheinlich nicht
homogen, so daR auftretende Schwan-
kungen in den MeRergebnissen z.T. auf
die real existierenden Konzentrations-
schwankungen zurtickzufihren sind.

[0 Die MeRgerate waren nicht speziell kali-

briert worden. Im Gegensatz zum PGP-
System ist beim Sartorius MD8 keine
Kontrolle des Volumenstroms (iber einen

DurchfluBmesser moglich. Ein Teil-
nehmer berichtete auch von deutlichen
Abweichungen vom nominalen Volu-
menstrom bei seinem MD8-System.
Diese Beobachtungen waren jedoch
zu einem weiter zuriickliegenden Zeit-
punkt gemacht worden. Aus den hier
erhaltenen Ergebnissen |aft sich jedoch
keine hohere Streuung der Daten fir
das MD 8 im Vergleich zum PGP-
System ersehen.

O Die Zeit zwischen Probenahme und
Aufarbeitung war nicht standardisiert.
Da der Transport aber trocken und bei
Umgebungstemperatur (vgl. 2.1.1) er-
folgte, sind fir Sporen keine deutlichen
Konzentrationsabnahmen zu erwarten.
Dies wird auch in der Literatur fir Schim-
melpilze berichtet sowie fir thermophile
Bakterien (Thorne et al., 1994). Es
wurde im Rahmen der Arbeiten nicht
weiter untersucht, ob und zu welchem
Anteil auch Hyphenfragmente in der
Luft enthalten waren, die eine geringere
Austrocknungstoleranz haben diirften
und fiir die damit eine Konzentrations-
abnahme eher zu erwarten waére.

Laboraufarbeitung :

O Der Glycerin-Argin-Agar ist aus ver-
gleichsweise zahlreichen Komponenten
zusammengesetzt, so daB hier bei der
Herstellung moglicherweise Fehler vor-
kommen konnen, die zu unterschied-
lichen Eigenschaften des Nahrbodens
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der verschiedenen Labors gefihrt
haben konnten.

O In Art und Geschwindigkeit der Auf-
arbeitung wie auch den Inkubations-
bedingungen (Temperaturschwan-
kungen der Brutschrénke, relative Luft-
feuchte bei der Bebriitung) kann es
Unterschiede zwischen den einzelnen
Labors geben, die sich in Ergebnis-
schwankungen ausdriicken. Vergleichs-
weise hohe Konzentrationen wurden
von der Gruppe Giel3en festgestellt,
die neben einer relativ schnellen Auf-
arbeitung nach Probenahme (ca. 5 h)
auch versuchte, durch die Inkubation
von Petrischalen mit feuchter Watte in
den verschlossenen Kunststoffbeuteln
eine besonders hohe Luftfeuchte zu er-
zielen.

O Die beteiligten Versuchsteilnehmer be-
sitzen Erfahrungen in der Erfassung von
Arbeitsplatzkonzentrationen fir bio-
logische Agenzien, sind jedoch keine
ausgewiesenen Spezialisten auf dem

Gebiet der Aktinomyceten. Daher kénn-

ten die Schwankungen der MeRergeb-
nisse auch in einer unterschiedlichen
Interpretation der kultivierten Platten be-
griindet sein. Die gewahlten Kultivie-
rungsbedingungen fir thermophile Akti-
nomyceten gewabhrleisten jedoch ein
weitgehend ausschlieffliches Wachstum
dieser Keimgruppe (Kutzner, mdl. Mit-
teilung).

100

42 Teil 2:
Zusatzliche Laboraufarbeitung
einer gesplitteten Probe

Bei der AbschluRbesprechung des 1. Ver-
suchsteils wurde vereinbart, einen weiteren
Versuch durchzufiinren. Es sollte ermittelt
werden, ob die gefundene Streuung der
Resultate im Bereich der Probenahme oder
der Laboraufarbeitung zu suchen ist.

Daher wurden Gelatinefilter einer Luftprobe
gemeinsam suspendiert, in verschiedene
Aliquote geteilt und dann nach Postversand
getrennt durch unterschiedliche Labors auf-
gearbeitet und ausgewertet. Die Ergeb-
nisse sind in Tabelle 7 dargestellt, die
Daten in Tabelle 8 hinsichtlich ihrer Streu-
ung analysiert.

Die Daten zeigen sowohl fir Schimmel-
pilze wie auch fiir Aktinomyceten bei den
Bebritungstemperaturen 30 °C und 50 °C
ein Verhaltnis Maximum/Minimum zwi-
schen 3 und 4. Diese Streuung wurde
auch im ersten Ringversuch fir die Bestim-
mung von Schimmelpilzen ermittelt (Aver-
diek et al., 1997).

Fir die hier noch zusatzlich gewahlte Inku-
bationstemperatur von 55 °C wurde aber
eine sehr hohe Streuung verzeichnet. So
konnte auf GA-Agar in zwei Fallen hier gar
kein Wachstum festgestellt werden. Offen-
sichtlich ist diese Temperatur fur die in der
Luftprobe enthaltenen Aktinomyceten an
der oberen Grenze ihrer Wachstumsféhig-
keit. Damit kénnen auch geringfigige



Schwankungen der Temperaturen, wie sie
in Brutschrénken auftreten kénnen, deut-
liche Auswirkungen haben (die Schwan-
kungsbreite der Temperatur in den Brut-
schranken wurde hier nicht aufgezeichnet).

Auffallig ist auch, daR fehlendes Wachs-

tum beim GA-Agar verzeichnet wurde, wah-

rend beim komplexen DIFCO-Agar ledig-
lich grofRe Schwankungen zu verzeichnen
waren. Der nahrstoffreichere Nahrboden
fordert offensichtlich die Uberlebensfahig-
keit in Grenzbereichen.

Beim Vergleich beider Nahrboéden bei der
Bebritungstemperatur 50 °C wurde jedoch
kein signifikanter Unterschied in den Ergeb-
nissen festgestellt. Beide Nahrbdden er-
geben vergleichbare Keimzahlen und ver-
gleichbare Schwankungsbreiten der Daten.

Somit kann fiir die Laboraufarbeitung fest-
gestellt werden, daB das hier durch-
geflhrte Verfahren mit Glycerin-Arginin-
Agar bei Durchfiihrung in unterschiedlichen
Labors vergleichbare Ergebnisse bringt.
Diese haben eine &hnlich Qualitat wie die
Ergebnisse, die fiir das etablierte Verfahren
fur die Ermittlung der Konzentration an luft-
getragenen Schimmelpilzen erhalten wur-
den.

Der DIFCO-Aktinomyceten-Agar ist eine
Alternative zum in der KAN-Studie (Teil 1
dieser Broschiire) vorgestellten Glycerin-
Arginin-Agar, die hinsichtlich der ermittelten
Konzentrationen firr thermophile Aktinomy-
ceten vergleichbar ist.

Als Bebriitungstemperatur sollte 50 °C ge-
wahlt werden.

5 Empfehlungen

Es wird empfohlen, das hier durchgefiihrte
Verfahren zur Ermittlung der Konzentration
von Aktinomyceten in der Arbeitsplatzatmo-
sphéare an die zustandigen Gremien weiter-
zuleiten. Dazu sollte eine detaillierte Verfah-
rensanweisung ausformuliert werden.

Die fiir die Laborphase in der KAN-Studie
gemachten Vorschlage sind grundsatzlich
geeignet, sollten ggf. noch erganzt werden
durch die in diesem Ringversuch gewon-
nen Erfahrungen (z.B. DIFCO-Medium als
alternatives Medium).

Hinsichtlich der Probenahme erscheinen
die im Ringversuch festgestellten Schwan-
kungen noch zu hoch und missen durch
geeignete MaRnahmen verringert werden.
Maogliche Verbesserungen lassen sich z.B.
durch eine zeitnahe Kalibrierung der Samm-
ler erreichen. Entsprechende Anweisungen
sollten noch formuliert werden, wobei
dies durchaus im Verlauf des Diskussions-
prozesses in den zustéandigen Gremien
erfolgen kann.

Nach mindlicher Auskunft von

Prof. Schaal, Bonn, dem kultivierte Petri-
schalen fir eine qualitative Bewertung uber-
lassen wurden, befanden sich unter den
gewachsenen Kolonien kaum medizinisch

101



Teil 2 Ringversuch

wichtige thermophile Aktinomyceten. Ob
dies auf eine entsprechende Selektivitét
des Mediums oder auf eine entsprechende
Zusammensetzung der beprobten Luft hin-
deutet, kann nicht ausgesagt werden.

Der hier dokumentierte Ringversuch stellt
eine Methodenevaluation verschiedener
Labors dar, wobei lediglich ein Ort be-

probt wurde, was bei generalisierenden
Aussagen berticksichtigt werden muf3.
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Vorschlag fiir eine Melstrategie

zur Erfassung luftgetragener thermophiler Aktinomyceten

in der Arbeitsplatzatmosphére

Nachfolgend werden Empfehlungen fiir ein
MeRverfahren zur Erfassung von vermeh-
rungsfahigen luftgetragenen thermophilen
Aktinomyceten gegeben. Die Erfassung er-
folgt durch ein kulturelles Verfahren. Die
Keimkonzentration wird angegeben in KBE
(koloniebildende Einheiten) pro m3 Luft.

1 Probenahmeverfahren
1.1 Probenahmestellen

0 Die Probenahme sollte in Atemhdhe der
Beschaftigten erfolgen. Dazu ist vor Be-
ginn der Probenahme eine Ermittlung
der Verhaltnisse vor Ort durchzufiihren,
um die Stellen zu definieren, an denen
eine Exposition der Arbeitnehmer durch
luftgetragene thermophile Aktinomyce-
ten insbesondere uber die Atemluft statt-
finden kann.

1.2 Vorbereitung der Probenahme

[0 Die Situation am Arbeitsplatz sollte wie
in der BIA-Verfahrensbeschreibung
9411 beschrieben erhoben werden.
Dies gilt insbesondere im Hinblick auf
die Frage, ob das Auftreten thermophi-
ler Aktinomyceten in der Arbeitsplatzat-
mosphare des betreffenden Arbeits-
platzes liberhaupt zu erwarten ist.

O Der Luftdurchflul der Keimsammler soll-
te maximal vier Wochen vor der Bepro-
bung kalibriert worden sein. Bevorzugt
sollten solche Keimsammler verwendet
werden, die mit einem DurchfluBmesser
ausgestattet sind und so eine Kontrolle
des Luftflusses wahrend der Probe-
nahme ermdglichen. Derartige Durch-
fluBmesser sollten entsprechend kali-
briert sein (vgl. Teil 2, Kap. 5).

1.3 Probenahme

O Die Probenahme sollte mit dem Mem:-
branfilterverfahren erfolgen, wobei
generell sowohl Polycarbonat- als auch
Gelatinefilter eingesetzt werden kdnnen.

O Fir eine orientierende Messung sollten
mindestens drei Proben an einer Probe-
nahmestelle gezogen werden.

O Fir Schichtmessungen gelten die in der
BIA-Verfahrensbeschreibung 9411
bzw. in der TRBA 405 gemachten Vor-
gaben.

[0 Es wird eine Probenahmezeit von min-
destens 10 Minuten empfohlen. Eine
Probenahmezeit von einer Stunde sollte
nicht lberschritten werden.

O Als Referenz sollte eine Probenahme in
der Umgebung der Anlage (luv) durch-
geflihrt werden, wobei auch diese
Probenahme jeweils mindestens drei
Einzelproben pro Probenahmestelle
umfassen sollte.
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2

O

Transport?!

Die Proben kdnnen trocken bei Um-
gebungstemperatur (maximal 25 °C)
transportiert werden.

Wahrend des Transports sollen die
Filter in entsprechenden Behaltnissen
vor Sonnenlicht, tUberméaRiger Feuchtig-
keit oder Trockenheit, Staub und ins-
besondere dem Zutritt von Keimen
geschitzt werden.

Die Transportzeit sollte in der Regel
24 Stunden nicht tiberschreiten.

Laboraufarbeitung

Die Membranfilter sollten in einem an-
gemessenen Volumen physiologischer
Kochsalzlésung (0,9 % NacCl versetzt
mit 0,01 % Tween 80) suspendiert wer-
den (z.B. 10 ml fur 85 mm Gelatine-
filter, bei 37 mm Gelatinefilter 5 ml).

Die Filter sollen in der Stammlésung 15
bis maximal 30 Minuten bei einer Tem-

peratur von 35 — 40 °C geschittelt wer-

den.

Es ist ggf. eine dekadische Ver-
dinnungsreihe in physiologischer
Kochsalzlésung mit 0,01 %
TWEEN 80 anzusetzen.

Von jeder Verdiinnungsstufe sollten
mindestens zwei gleiche Aliquote auf
einen entsprechenden Nahrboden aus-
gespatelt werden. Sofern notwendig,
missen die Platten vorgetrocknet wer-
den.

Als Medien lassen sich mit Glycerin-
Arginin-Agar (mit jeweils 50 png/ml
Cykloheximid und Nystatin? und mit
Aktinomyceten-Agar (Difco, angesetzt
nach Herstellervorschrift) vergleichbare
Ergebnisse erzielen. Diese werden
daher zunachst vorgeschlagen.3

Fir thermophile Aktinomyceten wird
eine Bebriitungstemperatur von 50 °C
vorgeschlagen bei einer Bebriitungszeit
von maximal 14 Tagen.

Wegen der langen Bebritungsdauer
muf das Austrocknen verhindert wer-
den. Dazu sollte pro Petrischale 40 ml
Agar verwendet werden, sofern nicht
sichergestellt ist, dal ein Austrocknen
der inokulierten Nahrbéden auf andere

1) Der genaue EinfluR der Temperatur und anderer Transportbedingungen sollte noch systematisch untersucht

werden.

Eine konzentrierte Stammli@sung von Nystatin &3t sich in DMSO herstellen.

) Diese Medien ergaben mit Praxisproben bei unterschiedlichen Labors vergleichbare Werte. Es wurde bislang

nicht das Kulturverhalten verschiedener Aktinomyceten-Typstamme gepriift. Moglicherweise kdnnten hier
komplexe Medien noch bessere Ergebnisse bringen. Bei der Verwendung derartiger Medien milite die
Vergleichbarkeit von Mef3ergebnissen unterschiedlicher Labors durch Ringversuche hinreichend belegt werden.
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Weise fir die Dauer der Bebritung zu-
verlassig verhindert wird. Stapel von
inokulierten Platten sollten in Kunststoff-
beuteln inkubiert werden. Es ist empfeh-
lenswert, auf der Ober- und Unterseite
der in den Beuteln befindlichen Platten-
stapel leere Petrischalen mit feuchter
Watte einzuschlieRen.

Auswertung

Eine Zwischenablesung sollte nach
einer Woche erfolgen, die Endaus-
wertung nach 14 Tagen.

Fir die Auswertung sind die gleichen
Kriterien wie fiir Schimmelpilze an-
zulegen (vgl. TRBA 430, BIA-Verfahrens-
beschreibung 9420).

Es wird empfohlen, Einzelkolonien
von Kultivaren, deren Anteil an der
Gesamtzahl der erfaliten Aktinomyce-
ten (bewertet anhand ihrer Kolonie-
morphologie) héher als 10 % liegt, zu
isolieren, damit sie fir eine evtl. not-
wendige genaue systematische Zuord-
nung (z.B. Uber Fingerprints) zugang-
lich bleiben.

5 Medien

5.1 Glycerin-Arginin-Agar

Die Zusammensetzung ist nachfolgend
beschrieben.

Glycerin 12,5 g/l
L-Arginin 1,0 g/1
KH2PO, 0,3 g/I
KoHPO, 0,7 g/!
MgSO4 x 7 H20 0,5 g/1
NaCl 1,0 g/1
Spurenelemente 1,0 ml

Agar 12 g/1

Der pH-Wert wird auf 7,2 eingestellt.

Spurenelement-Lésung: Die Substanzen
werden getrennt in Wasser gel6st und zur
EDTA-LOsung gegeben. Danach wird der
pH-Wert auf etwa 4 eingestellt und die
Lésung mit Wasser auf 1000 ml aufgefiillt.

EDTA 500 mg/I|
FeSO4 x 7 H20 300 mg/I|
MnClz x 4 H,O 3 mg/I|
CoCly x 6 H20O 5 mg/I
CuCly x 6 HO 1 mg/I
NiCly x 6 Hy0 2 mg/|
NaMoOy4 x 2 H,O 3 mg/I
ZnSO4 x 7 HoO 5 mg/I|
H3BO3 2 mg/|
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Nach dem Autoklavieren werden Nystatin
und Cykloheximid in einer Endkonzen-
tration von 50 wg/ml zugegeben.

5.2 Aktinomyceten-Agar (DIFCO)

Hierbei handelt es sich um ein kommerziell
erhéltliches Medium, das (iber den Fach-

handel zu beziehen ist und nach Hersteller-

angaben angesetzt wird.
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