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Evaluierung von Endotoxinproben -
Vergleich von Analysen sowie Transport-
und Lagerungsbedingungen durch
standardisierte Proben

C. Pogner, M. Gorfer, A. Kolk

ZUSAMMENFASSUNG Die Inhalation von Endotoxinen
in hohen Konzentrationen kann zu akuten und chronischen Er-
krankungen fihren. Deshalb ist vor allem an Arbeitsplatzen die
Erhebung und - wenn mdglich - die Reduktion der Konzentra-
tion wichtig. Fiir die Sammlung, Verarbeitung (Transport, Lage-
rung, Extraktion) und Analyse von Endotoxinen aus Luftproben
an Arbeitsplatzen gibt es zurzeit jedoch keine umfassenden
oder aktuell veroffentlichten Verfahren zu qualitétssichernden
Kriterien und MaRnahmen. Das fiihrt zu unterschiedlichen Me-
thoden und nicht vergleichbaren Ergebnissen. In der Qualitats-
sicherung sind Ringversuche ein wichtiger Bestandteil fiir die
Uberwachung der Einhaltung von Standardverfahren bei der
Analyse. Um die quantitativen Nachweise von Endotoxinen zu
vergleichen und Einfliisse durch Lagerung und Transport zu un-
tersuchen, sind Proben notwendig, die kontrolliert und wieder-
holbar mit definierten Mengen an endotoxinhaltiger Luft be-
aufschlagt werden. Das in dieser Publikation beschriebene,
entwickelte Prozedere erlaubt die gleichzeitige Sammlung von
acht Proben unter kontrollierten Bedingungen in einer Bioaero-
soltestkammer. Durch Wiederholungen kann damit eine Viel-
zahl von einheitlich beaufschlagten Filterproben hergestellt
werden. Mithilfe solcher Proben konnten Einfllisse von Lage-
rungszeit und -bedingungen untersucht werden. In einem
anschlieBendenTestringversuch bestimmten neun Labore die
Endotoxinaktivitdten von Proben mit verschiedenen Staubkon-
zentrationen. Die Labore verwendeten zur Analyse jeweils das
in ihrem Haus etablierte Standardverfahren. Wahrend eine La-
gerung bei Raumtemperatur von bis zu 14Tagen keinen Ein-
fluss auf das Ergebnis hat, konnte eine deutliche Reduktion der
gemessenen Endotoxingehalte nach einer Lagerung der Ex-
trakte bei -80 °C ermittelt werden.

1 Einleitung

Luft enthilt eine Vielzahl von fliissigen oder festen Stoffen, die
als Aerosole transportiert werden. Einige Aerosole biologischen
Ursprungs, sogenannte Bioaerosole, konnen zu Beeintrichtigun-
gen der Gesundheit fiithren. Zu diesen luftgetragenen Stoffen zih-
len auch Endotoxine, die sowohl am Arbeitsplatz als auch in der
Umweltmedizin von gesundheitlicher Bedeutung sein konnen.
Endotoxine sind Zellwandbestandteile von gramnegativen Bakte-
rien, die bei deren Absterben freigesetzt werden [1]. Die Inhalati-
on von Endotoxinen iiber die Atemluft kann zu Husten, Beein-
trichtigung der Lungenfunktion, Fieber und grippeihnlichen
Symptome fithren. Eine wiederholte oder andauernde Belastung
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Production of standardized endotoxin dust
samples for comparison of transport, sto-
rage and analysis of workplace relevant
samples

SUMMARY The inhalation of high concentrations of endo-
toxins can lead to acute and chronic diseases. Until now there
are no extensive and up-to-date criteria and measures for qua-
lity control of sampling, processing (transport, storage, ex-
traction) and analysis of endotoxin containing air samples. For
quality control purposes, standardized samples have to be
produced in a controlled and reproducible way with defined
concentrations or endotoxin containing bioaerosols. In this
project we developed a setup to produce eight samples simul-
taneously in a reproducible way to obtain a high number of
uniform filter samples, by the use of a bioaerosol test cham-
ber. Using these samples, we investigated storage and trans-
port conditions. After that in a testrun of an interlaboratory
trial endotoxin activity of the test samples was determined by
nine laboratories. All participants of this trial used the well
established method of their lab for extraction and analysis.
Our results show, that storage of dust filter samples up to two
weeks on room temperature had no significant reduction, but
storage of extracts at -80°C showed clear reduction of measu-
red endotoxin activity.

mit Endotoxinen in hoherer Konzentration kann in akuten und
chronischen Erkrankungen resultieren [2; 3]. Arbeitsplitze, an
denen erhohte Konzentrationen an Endotoxinen in der Luft auf-
treten konnen, befinden sich im Kriuter- und Getreideumschlag,
in der Gemiise- und Baumwollverarbeitung, in landwirtschaftli-
chen Betrieben und in Biogas- und Bioethanolanlagen. Ebenso
konnen Arbeitsplitze in abwassertechnischen Anlagen sowie Re-
cycling- und Wertstoffsammlung erhohtes Auftreten von Bakte-
rien und deren Zerfallsprodukten aufweisen [4 bis 6].

Um die Gefiahrdung durch Endotoxine an Arbeitsplitzen ab-
schitzen zu konnen, ist es notwendig, ihre Konzentration vor Ort
zu erheben. Dafiir sind die Sammlung vor Ort, die Verarbeitung
der Proben im Labor und die Analyse notwendig. Als Standard-
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Bild 1 Aufbau der Sammelkopfhalterung mit angeschlossenen Pumpen in
der Bioaerosolkammer CCB3000. Rechts oben: Filter mit Filterhalter und
Transportddschen; rechts unten: Schema der Position der Probenamekdpfe
und der kurzen (blau) und der mittleren (rot) Diagonale; Quelle: Autoren

verfahren fiir die Erfassung von Endotoxinen in der Arbeitsplatz-
atmosphire in Deutschland gilt das in der IFA-Arbeitsmappe ver-
offentlichte Verfahren [7]. Die Luftprobe wird hier mittles Filtra-
tion gewonnen und die Endotoxinaktivitit mit dem Limulus-
Amoebocyten-Lysat (LAL)-Verfahren bestimmt. Aus Griinden
des Tierschutzes, der Nachhaltigkeit und der besseren Reprodu-
zierbarkeit durch geringere Unterschiede zwischen verschiedenen
Chargen wurden in den letzten Jahren alternative Verfahren zum
LAL entwickelt, wie der rekombinante-Faktor-C (rFC) -Test
oder der Monozyten-Aktivierungs-Test (MAT) [8; 9]. Da der
rFC auf dem Faktor C der Gerinnungskaskade des LAL basiert,
sind die Ergebnisse in einem gewissen Rahmen vergleichbar. Die
neuen Verfahren sind jedoch noch nicht in der IFA-Arbeitsmappe
oder dem internationalen Standard [10] eingearbeitet. Zurzeit
gibt es aulerdem noch keine vorgeschriebenen qualititssichern-
den Kriterien und Mafinahmen fiir die Messung von Endotoxinen
der Arbeitsplatzatmosphire. Ringversuche, mit denen die Analy-
sequalitit von Laboren, die solche Messungen durchfiihren, iiber-
priift werden kann, fehlen bisher ginzlich. Lediglich im Bereich
der pharmazeutischen und medizinischen Produkte werden fiir
den Nachweis von Endotoxinen regelmifig Ringversuche zur
Qualititssicherung durchgefiihrt. Aufgrund der sehr unterschied-
lichen Konzentrationsbereiche und Matrizes sind diese fiir die
Uberpriifung der Analysequalitit von Arbeitsplatzproben nur be-
dingt geeignet.

Analyseergebnisse von Umweltproben konnen sehr stark
schwanken; dadurch kann es zu signifikanten Variationen bei der
Belastungsbeurteilung kommen [2; 6]. Auch die Lagerung und
der Transport von Proben oder Extrakten konnen die Ergebnisse
beeinflussen. Obwohl es sich hier um entscheidende Kriterien fiir
die Qualitat der Analysen handelt, sind diese Themen bisher nur
ungeniigend betrachtet worden [5; 11]. Um Qualititskontrollen
des Sammel- und Analyseverfahrens durchfithren zu konnen und
Einfliissse von Transport, Lagerung und Extraktion zu untersu-
chen, sind standardisierte Proben nétig, die kontrolliert und wie-
derholbar mit bestimmten Mengen an endotoxinhaltigen Aeroso-
len beaufschlagt wurden.

In dem hier vorgestellten Projekt wurden Methoden entwi-
ckelt, mit denen kontrolliert und reproduzierbar eine Vielzahl an
Proben mit einem Priifstaub von Arbeitsplitzen beladen werden
konnten. Mit diesen kiinstlich hergestellten, standardisierten Pro-
ben wurden die Einfliisse von Transport-, Lagerungsdauer und
-bedingungen untersucht. Anschliefend wurden in einem Test-
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ringversuch dquivalente Testproben von neun Laboren untersucht
und die Analyseergebnisse miteinander verglichen.

2 Material und Methoden
2.1 Versuchsaufbau und Bioaerosolkammer

Um eine Vielzahl von Proben mit gleichem Endotoxingehalt
herstellen zu konnen, wurde das Multisammelsystem (Fa. MO-
TEC) in der Bioaerosoltestkammer CCB 3000 (Fa. PALAS) ver-
wendet. Die Kammer und ihre Eigenschaften sowie ihre Eignung
zur Herstellung einer homogenen Verteilung an Bioaerosolen fiir
Testzwecke wurde bereits in fritheren Arbeiten beschrieben [12
bis 14]. Nachdem die Kammer mit einer neuen Tiir ausgestattet
worden war, wurde die gleichmifige Partikelverteilung mit der
gleichen Methode wie 2013 [12] iiberpriift.

Fur die Produktion von endotoxinhaltigem Staub wurde
Schweinestallstaub als Priifstaub eingesetzt. Dieser wurde durch
die Sozialversicherung fiir Landwirtschaft, Forst und Gartenbau
(SVLFG) gesammelt, homogenisiert und gemahlen. Die Korngro-
fenverteilung und Zusammensetzung des Schweinestallstaubes
sind gut charakterisiert. Er enthilt nachweislich Endotoxine und
eine natiirliche Mischung aus Substanzen, die an belasteten Ar-
beitsplitzen vorzufinden sind, und ist dadurch ein geeigneter Priif-
staub. Fiir die Produktion von luftgetragenen Schimmelpilzsporen
wurden Sporen von Cladosporium sphaerospermum (ARWT1704)
in 0,01 % Tween 20 (Sigma Aldrich) eingesetzt. Zur Herstellung
der Sporensuspension wurden die Sporen mittels Filtration durch
Glaswolle vom Myzel getrennt, durch vortexen (3 min, 2 700
rpm) vereinzelt und die Konzentration wurde anschliefend durch
mikroskopische Zahlung bestimmt (C-Chip, Neubauer improved,
INCYTO Co). Zur Erzeugung der Bioaerosole wurden die Aero-
solgeneratoren RGB 1 000 fiir Staub (Fa. PALAS) und LSA fiir
Sporen (CH Technology) verwendet [12; 13].

Das Multisammelsystem besteht aus einem Trager fir acht
Probenahmekopfe, einem Ventilsystem (Fa. MOTEC) und einer
Pumpe. Damit kénnen alle acht Probentriager gleichzeitig beauf-
schlagt werden. Fiir die Sammlung von aerosolisiertem Staub
wurden die Sammelképfe GSP 3,5 (Fa. Laschke Messtechnik)
eingesetzt und entweder mit acht einzelnen personengetragenen
Pumpen (Gilian 5000, Fa. DEHA Haan & Wittmer) oder mit ei-
ner gemeinsamen Pumpe betrieben (RV3 Vakuumpumpe, Ed-
wards). Die Aerosolsammlung erfolgte auf Quarzfaserfiltern fir
Staubproben (37 mm QMA, Whatman) oder Polycarbonatfilter
fir die Sammlung von Pilzsporen (37 mm, 0,4 pm Porengrofe
HTTC, Milipore).

2.2 Verarbeitung und Analyse der Proben

Fur die Endotoxinmessung wurden Filter in Metalldosen,
Sammelkopfe, Glaswaren und Werkzeuge zunichst durch Backen
bei trockener Hitze von 200 °C fiir 4 h von moglicherweise an-
haftenden Endotoxinen befreit. Die Oberflichen der Aerosolkam-
mer, Pumpen und der Aerosolgeneratoren wurden vor und nach
jedem Versuch mit 70 % Ethanol gereinigt.

Zum Transport wurden die mit Staub beladenen Filter in pas-
sende Metalldosen verpackt (Bild 1). Mit Priifstaub beladene Fil-
ter und Negativkontrollen wurden in Erlenmayerkolben im Hori-
zontalschiittler mit 10 ml endotoxinfreiem Wasser extrahiert, 2 h
schiitteln bei 28 °C und 100 rpm. Die Extrakte wurden in Eprou-
vetten iiberfiihrt (15 ml, Schott Duran), 10 min bei 28 °C und
1 000 rpm abzentrifugiert und die Uberstinde anschliefend mit
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Bild 2. Ergebnisse der Evaluierung der Sammelkopfhalterung in der CCB3000 mit Cladosporium sphaerospermum und Gillian 5000 Pumpen, je Versuchs-
aufbau (Boxplot) wurden acht Filter getestet. A) Vergleich der Sammlung mit Pumpen zeitgleich bzw. nacheinander (n = 16); B) Vergleich der Sammlung
einzeln bzw. Gber die mittlere und kurze diagonale (n = 24); C) Vergleich der zeitgleichen Sammlung mit dem Multisammler und acht einzelnen Pumpen

(n = 16) Quelle: Autoren

dem Haemotox rFC Kit vermessen (Haemochrom Diagnostica
AB). Die Fluoreszenzmessung erfolgte in einem Mikrotiterplat-
tenlesegerit (Synergy MX, BioTek am Austrian Institute of Tech-
nology (AIT) bzw. FLx808, BioTek am IFA). Die Messung wur-
de nach 60 min Inkubationszeit mit einer eingestellten RFU von
2 000 beim 0,05 EU/ml Standard durchgefiihrt.

Mit Sporen beladene Filter wurden auf festen Nihrbdden auf-
gelegt (MEA, Fa. Merck) und fiir fiinf Tage bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliefend wurde die Anzahl an koloniebildenden
Einheiten (KBE) pro Platte bestimmt und daraus die KBE/m? be-
rechnet [13].

2.3 Durchgefiihrte Versuche

Zur Evaluierung des Testaufbaus wurde zunichst die stabile
und gleichmiflige Sammlung bei parallelem und seriellem Betrieb
der Sammelkopfe mit Aerosolen von Schimmelpilzsporen iiber-
priift. Anschliefend wurde der Testaufbau mit Schweinestallstaub
und Analyse mittels rFC tberpriift (parallele Sammlung, eine
Pumpe).

Fur die Evaluierung von Transport und Lagerung wurden
16 Proben fiir den Versuch zum Transport und 64 Proben fiir
den Lagerungsversuch mit der gleichen Konzentration an Schwei-
nestallstaub beladen. Vier Transportproben blieben im AIT, die
restlichen Proben wurden bei zwei verschiedenen Bedingungen,
bei Raumtemperatur (RT) und gekiihlt bei ca. 4 °C, versandt. Je
acht Transportproben wurden nach drei Tagen gleichzeitig am
AIT und am IFA analysiert.

Die Lagerungsproben wurden bei drei Bedingungen gelagert,
in der Metalldose bei RT und 4 °C, sowie im Glasgefifl bei 4 °C
(Uberf(ihrung in die Glasgefile direkt nach Eintreffen im La-
bor). Je vier Proben pro Lagerungsbedingung wurden nach drei,
sieben, zehn bzw. 14 Tagen entnommen und gleichzeitig analy-
siert. Die Kontrollproben wurden direkt am Tag ihrer Herstel-
lung am AIT extrahiert und analysiert (Lagerungsdauer = d0).

Fiir den Vergleich der Analyseergebnisse verschiedener Labore
wurde ein Testringversuch durchgefiihrt. Dafiir wurden 70 Filter
mit drei verschiedenen Konzentrationen an endotoxinhaltigem
Staub hergestellt. 22 Negativproben wurden direkt nach dem Ba-
cken verpackt, 24 Filter wurden mit einer geringen Konzentrati-
on von durchschnittlich 120 EU/m3? pro Referenzfilter und 24
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mit einer hohen Konzentration von durchschnittlich 650 EU/m3
pro Referenzfilter, beaufschlagt. Bei jedem Sammelvorgang wur-
den acht Filter gleichzeitig beladen, davon wurden zwei Filter als
Referenzfilter analysiert (insgesamt sechs Filter je Konzentration,
vier Negativkontrollen). Neun Labore aus vier Landern (Oster—
reich, Deutschland, Frankreich und Vereinigtes K6nigreich) ha-
ben sich am Testringversuch beteiligt. Sie erhielten je zwei Filter
jeder Konzentration (insgesamt sechs Filter). Zur Extraktion und
Analyse der Proben wurden die in den jeweiligen Laboren etab-
lierten Standardverfahren zur Bestimmung der Endotoxinaktivi-
tat verwendet.

3. Ergebnisse und Diskussion
3.1 Evaluierung des Versuchsaufbaues

Zur Evaluierung von Lagerungs- und Transporteinfliissen so-
wie zum Vergleich von Analysemethoden sind vergleichbare und
reproduzierbare Probentriger notig. Dafiir sollten in einer Bio-
aerosolkammer mit einem Multisammler mdoglichst viele Filter
ohne Storung des Systems und unter reproduzierbare Bedingun-
gen beaufschlagt werden. Fiir die Herstellung von mdoglichst glei-
chen Filtern sind geringe Abweichungen zwischen den Filtern ei-
ner Beladung sowie geringe Abweichung zwischen Wiederholun-
gen des gleichen Experiments notig.

Im ersten Schritt wurde tberpriift, ob zwischen zeitlich ver-
setzter und gleichzeitiger Sammlung ein Unterschied bei der Be-
ladung der Probentriger besteht. Dazu wurde ein Versuchsaufbau
mit dem Multisammler und acht einzeln ansteuerbaren Pumpen
gewihlt (Bild 1). Als Testaerosol wurden Sporen von Cladospori-
um sphaerospermum verwendet, die auf Polycarbonatfiltern gesam-
melt wurden. Bei der Verwendung der gleichen Sporensuspension
wurden bei zeitlich versetzter Sammlung im Mittel 20 KBE/Filter
bzw. 290 KBE/m? gesammelt und bei gleichzeitiger Sammlung
durchschnittlich 12 KBE/Filter bzw. 170 KBE/m? (Bild 2A). Die
Standardabweichungen waren mit 28 bzw. 24 % bei beiden Ver-
suchsanordnungen vergleichbar.

Anschlieflend wurde getestet, ob die Entfernung von zwei Pro-
benahmekopfen den Einfluss verstirkt. Als Abstinde wurden die
kurze und die mittlere Diagonale gewihlt (Bild 1). Damit kon-
nen bei gleichzeitiger Beaufschlagung von jeweils zwei Filtern
nacheinander alle acht Positionen verwendet werden. Bei der
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Bild 3. Ergebnisse der wiederholten Sammlung und Analyse von beaufschlagten Filtern. A) Drei Beaufschlagungen zu je acht Filtern mit unterschiedlichen
Mengen an Schweinestallstaub; Je Filter wurden zwei Messungen mit dem Analysesystem Haemotox rFC durchgefiihrt; B) Vier Beaufschlagungen zu je
acht Filtern mit der gleichen Konzentration von Cladosporium sphaerospermum; angegeben ist die Position des Sammelkopfes im Multisammler (x-Achse).
Die Wiederholungen sind farblich gekennzeichnet. Jeder Punkt stellt das Ergebnis einer Einzelmessung dar. Quelle: Autoren

Verwendung der langen Diagonale zwischen den Positionen
4 und 8 wire das nicht moglich.

Bild 2B zeigt die Ergebnisse aus der gleichzeitigen Sammlung
mit zwei Pumpen bei unterschiedlichem Abstand zueinander
(kurze und mittlere Diagonale). Es wurde kein Unterschied zwi-
schen der Sammlung einzeln (35 KBE/Filter) oder parallel {iber
die kurze (35 KBE/Filter) bzw. mittlere Diagonale festgestellt
(34 KBE/Filter). Der Vergleich des Betriebes der Sammelképfe
gleichzeitig und getrennt zeigte keinen Unterschied in der Streu-
ung der Ergebnisse (13, 12 bzw. 72 % relative Standardabwei-
chung, standard deviation, sd). Im nichsten Schritt wurde die
Sammlung mit acht Einzelpumpen mit dem Multisammler vergli-
chen. Bild 2C zeigt, dass die Variation der KBE zwischen den
Sammelkopfen beim Multisammler etwas hoher war als bei den
Einzelpumpen (relative sd: 17 bzw. 11 %).

Wir haben ebenfalls die Variation zwischen den Sammelkop-
fen untersucht. Bei gleichzeitiger Beaufschlagung war sowohl bei
Cladosporium (Bild 3B, relative sd 6, 5, 8 bzw. 9 % fiir die vier
Wiederholungen), als auch bei endotoxinhaltigem Schweinstall-
staub gering (Bild 3A, relative sd 10, 12 bzw. 8 % fiir die drei
Wiederholungen). Fir die Unterschiede zwischen den Sammel-
kopfen konnte kein Muster erkannt werden, die Schwankungen
scheinen nicht von der Position des Sammelkopfes abhingig zu
sein. Die angegebenen Standardabweichungen stellen die Summe
der Abweichungen dar, die sich durch die Verteilung in der Kam-
mer, die Sammlung, Verarbeitung und Analyse der Proben erge-
ben. Eine Abweichung von 10 % liegt innerhalb der natiirlichen
Schwankungsbreite biologischer Systeme. Fiir die Herstellung von
biologischen Priifaerosolen stellt eine Abweichung dieser Gro-
fenordnung sehr gute Versuchsbedingungen dar. Aufgrund der
Ergebnisse des Tests des Versuchsaufbaues, wurden alle folgen-
den Versuche mit gleichzeitigem Betrieb aller acht Probenahme-
kopfe mit einer Pumpe und endotoxinhaltigem Priifstaub durch-
gefiihrt.

3.2 Evaluierung von Lagerungs- und Transportbedingun-
gen

Um den Einfluss des Transports auf den Endotoxingehalt von
Filterproben zu tiberpriifen, wurden acht Filter bei zwei unter-
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schiedlichen Temperaturen, ungekiihlt und gekiihlt bei ca. 4 °C,
an das IFA versandt. Diese Proben wurden gleichzeitig mit den
Kontrollproben am AIT extrahiert und analysiert. Die Ergebnisse
zeigen, dass am IFA deutlich weniger Endotoxineinheiten gemes-
sen werden konnten als bei den Proben ohne Transport (Bild
4A). Durch die Erschiitterungen beim Transport wurden einige
Doschen teilweise geoffnet und es wird vermutet, dass dadurch
Endotoxinmaterial verloren gegangen ist.

Um die Lagerungsbedingungen zu testen, wurden 64 Filter
hergestellt, die Kontrollfilter (zwei je Sammelwiederholung)
wurden am selben Tag am AIT extrahiert und gemessen (d0).
Die restlichen Proben wurden versandt (ungekiihlt bei Raumtem-
peratur (RT) und gekiihlt bei ca. 4 °C) und unterschiedlich lange
gelagert. Die Lagerungsbedingungen:
1.In der Metalldose bei Raumtemperatur,

2. Filter nach Ankunft in Glasgefif} tiberfiihrt, Lagerung bei 4 °C,
3. Lagerung in der Metalldose bei 4 °C.

Die Uberfithrung in ein Glasgefi wurde getestet, um einen
Einfluss durch mégliches Rosten der Dosen durch Kondenswas-
serbildung zu evaluieren. Fiir jede Kombination aus Lagerungs-
dauer und -temperatur wurden vier Filter analysiert. Bild 4B
zeigt, dass die Lagerungsdauer keinen Einfluss auf den Endoto-
xingehalt der Proben hatte. Bei der Lagerung in der Metalldose
konnten fiir die Temperatur nur geringe Unterschiede gefunden
werden (433 EU/m® RT, 498 EU/m3 4 °C). Die Lagerung im
Glasgefdl brachte keine signifikante Verbesserung (im Mittel
326 EU/m?). Die Betrachtung der Lagerungszeit zeigt fiir 4 °C an
jedem Analysetag die hochsten Werte, alle Ergebnisse unterlagen
jedoch hohen Schwankungen.

Aus den Ergebnissen der Transport- und Lagerungsversuche
wurde das Standardprotokoll fiir die Herstellung der Ringver-
suchsproben erstellt. Die Metalldosen mit Filtern werden nach
der Beaufschlagung mit einem Klebefilm verschlossen und kén-
nen bis zur Extraktion und Analyse bei Raumtemperatur bis zu
14 Tage trocken gelagert werden.

3.3 Durchfiihrung eines Testringversuches

In einem Testringversuch sollten die Analyseergebnisse von
verschiedenen Laboren miteinander verglichen werden. Neun La-
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Bild 4. Ergebnisse desTransport- und Lagerungsversuches. 80 Filter mit der gleichen Endotoxikonzentration wurden unterschiedlich gelagert und transpor-
tiert. A) griin — Ergebnisse Kontrollfilter (AIT), je 4 Filter, blau - Ergebnisse derTransportfilter (IFA), je 4 Filter; B) griin — Ergebnisse Kontrolle (dO, 16 Filter),
blau Ergebnisse Lagerungszeit (d3 bis d14; je zwolf Filter) Ergebnisse relativ zu Kontrollfiltern (d0), C) Lagerungsbedingungen: |, rot) RT in Déschen, II,
weil3) 4 °C in GlasgefaB3, Ill, gelb) 4 °C in Doschen; Ergebnisse bei unterschiedlicher Lagerungszeit und -bedingung, je vier Filter, griin — Ergebnisse

Kontrolle (dO, 16 Filter). Quelle: Autoren

bore nahmen am Versuch teil und erhielten je zwei Proben jeder
Konzentration (Blindwert, gering, hoch). Die Proben waren ano-
nymisiert, die zu messenden Konzentrationen wurden vorab
nicht genannt. Das Sammelvolumen wurde angegeben, um die
Berechnung der Ergebnisse in EU/m3 zu ermdoglichen. Zur Ex-
traktion und Analyse wurden die jeweils in den Laboren etablier-
ten Standardverfahren zur Bestimmung der Endotoxinaktivitit
eingesetzt. Die Ergebnisse gaben die teilnehmenden Labore als
EU/ml (Rohwert) und als EU/m? (berechnetes Ergebnis) an. Als
Referenz wurden von jeder Filter-Beaufschlagung in der Aerosol-
kammer zwei Filter als Kontrollproben verwendet (Bild 5A).
Dabei wurden stehts die gleichen Positionen am Multisammler
fir die Kontrollproben herangezogen. Als Blindwerte (Negativ-
kontrollen) wurden vier unbeaufschlagte, aber ebenfalls vorbe-
handelte Filter extrahiert und analysiert.

Die teilnehmenden Labore verwendeten zwei verschiedene
Testverfahren von vier verschiedenen Herstellern.

Die Negativkontrollen wurden mit zwei Ausnahmen von allen
teilnehmenden Laboren (T1 bis T9) richtig bestimmt (je eine
Probe von T1 und T6, Bild 5B). Die Ergebnisse fiir die hohe und
die niedrige Konzentration (Bild 5C und 5D) zeigten, dass T3
jeweils hohere Werte bei Verwendung des LAL-Tests als Analyse-
verfahren im Vergleich zum rFC-Test erhalten hat. Die Ergebnis-
se von T6 liegen, genau wie bei der Negativkontrolle, deutlich
iiber dem Durchschnitt der anderen Labore und der Referenzer-
gebnisse (auferhalb des Darstellungsbereiches).

Die Ergebnisse ohne die Werte von T3, LAL-Test und T6 zei-
gen, dass die meisten Ergebnisse im Bereich von 50 bis 200 %
der Referenzwerte (rote Linien) liegen. Die Ergebnisse von T4
und T5 lagen bei beiden Konzentrationen unter der 50-%-Gren-
ze. Aus den Protokollen der Labore wurde ersichtlich, dass die
Uberstinde nach der Extraktion bis zur Analyse bei -80 °C einge-
froren worden waren. Dass Einfrieren zu Aktivititsverlust bei
Endotoxinen fiihrt, ist bekannt [5; 15-18]. Fiir Staubproben von
Arbeitspliatzen wird diese Vorgehensweise zur Beurteilung der
Exposition deshalb nicht empfohlen.

Die Ergebnisse der rFC-Kits von beiden Herstellern lagen alle
innerhalb des Toleranzbereiches von 50 bis 200 % der Referenz-

GEFAHRSTOFFE 80 (2020) NR.9

werte und zeigten deutlich geringere Schwankungen als Messun-
gen mit dem LAL-Test.

Der Transport der beaufschlagten Filter zu den am Ringver-
such teilnehmenden Laboren dauerte zwischen zehn und 14 Ta-
ge. Dies soll durch eine Anderung des Versands zukiinftig be-
schleunigt und optimiert werden. Die Analyseergebnisse lagen
iiberwiegend innerhalb der Grenzen von 50 und 200 % der je-
weiligen Referenzwerte. Diese Grenzen und Endotoxinaktivitdten
wurden somit als praktikabel fiir solche Probenvergleichsuntersu-
chungen angesehen und entsprechen den Toleranzen bei #hnli-
chen Ringversuchen, z. B. Endotoxinaktivitit in der Qualitdtskon-
trolle bei pharmazeutischen und medizinischen Produkten.

4 Zusammenfassung und Ausblick

Die Gefihrdungsbeurteilung am Arbeitsplatz, die Beurteilung
von Arbeitsschutzmaflnahmen und Mafnahmen zur Belastungs-
vermeidung bauen auf moglichst genauen und nachvollziehbaren
Kenntnissen der Expositionssituation durch belastende Agenzien
auf. Arbeitsplitze mit hohen Konzentrationen an Endotoxinakti-
vitit bergen fiir Beschiftigte ein erhohtes Risiko des Einatmens
von Endotoxinen, die so in die Atemwege gelangen und dort zu
Immun- und Entziindungsreaktionen fithren kénnen. Nur durch
vergleichbare Messungen ist eine genaue Bestimmung der Belas-
tungssituation und Préavention von akuten und chronischen Er-
krankungen moglich. Die Uberpriifung der Endotoxinaktivitit am
Arbeitsplatz beginnt mit der Erfassung als Luftprobe vor Ort,
wird beeinflusst durch Transport und Lagerung und endet mit
der Analyse und Bestimmung der Endotoxinaktivitit der Proben.
Fir die Qualitit der Arbeitsplatzmessungen ist die Qualitétssiche-
rung der Mess-, Transport- und Analyseverfahren unerlisslich.

Die Validierung eines Messverfahrens baut darauf auf, dass re-
produzierbar standardisiertes Priifmaterial in ausreichender Men-
ge erstellt werden kann. Um das fiir endotoxinhaltigen Staub zu
gewihrleisten, wurde im hier vorgestellten Projekt ein Aufbau in
einer Bioaerosoltestkammer zur Beaufschlagung von mehreren
Quarzfaserfiltern eingerichtet und erfolgreich getestet. Dieser
Aufbau ermoglicht eine kontrollierte und gleichmiflige Beauf-
schlagung von mehreren Probentrigern gleichzeitig, mit einer
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Bild 5. Ergebnisse des Ringversuchs: A) hohe und geringe Endotoxinaktivitdt (Referenzlabor); B) Negativproben der teilnehmenden Labore und Referenz-
werte; C und D) Ergebnisse der Filter mit geringer und hoher Konzentration, ohne die Ergebnisse vonT3 LAL undT6; griine Linie — Median der Referenz-

messungen, rote Linien — 50 und 200 % des Referenzmedian. Quelle: Autoren

kombinierten relativen Standardabweichung aus Aerosolerzeu-
gung, Sammlung, Extraktion und Analyse von unter 10 %.

Mithilfe der standardisiert hergestellten Proben wurde der
Einfluss von Transport und Lagerung evaluiert und die Grundla-
ge fiir die Optimierung von Lagerungs- und Transportprotokol-
len fiir endotoxinhaltige Proben geschaffen. Die gezeigte Stabilitit
der Proben macht eine unkomplizierte Lagerung bei Raumtempe-
ratur bis zu 14 Tage moglich.

Mit dem reproduzierbar hergestellten Probenmaterial ist es
erstmals moglich, Ringversuche zur Endotoxinanalytik mit dqui-
valentem, arbeitsplatzrelevantem Ausgangsmaterial durchzufiih-
ren. Ringversuche bieten die Moglichkeit, die Qualitdt der Analyse
und Gefahrdungsbeurteilung zu sichern. Damit konnen Analyse-

Tabelle 1 Im Ringversuch verwendete Testverfahren.

Test Hersteller

Haemochrom (rFC_H)
rFCTest Lonza (rFC_L)

Lonza (LAL_L)
LAL Test ACC Pyrochrome (LAL_P)

Charles River Endosafe (LAL_ES_CR)
Charles River Endochrom (LAL_CR)
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labore ihre Ergebnisse vergleichen und die Qualitit der Analyse-
ergebnisse beurteilt werden. Im Testringversuch wurde ein deut-
licher Einfluss des Extraktions- und Analyseverfahrens sowie des
Lagerungsprozederes auf die Analyseergebnisse des jeweiligen La-
bors ersichtlich.

Zukiinftig sollen weitere Ringversuche durchgefithrt und
durch unterschiedliche Schwerpunktsetzungen der Einfluss von
Analyseprotokoll bzw. Labor klar herausgearbeitet werden. So
kann z. B. durch Vorgaben zur Vorgehensweise bei Extraktion
und Analyse, wie Extraktionsvolumen, Extraktionsbedingungen,
Verdiinnungsschritte und Analysesystem, nur die Varianz durch
die Handhabung der Labore untersucht werden. Im vorgestellten
Testringversuch wurde darauf bewusst verzichtet, um die jeweils
etablierten Routineverfahren (inkl. Vorgehensweise zur Verdiin-
nung) vergleichen zu konnen. Je nach Fragestellung, welche Vor-
gehensweisen und Analysen verglichen werden sollen, kénnen
dementsprechend mehr oder weniger umfassende Vorgaben ge-
macht werden.

Fur die Qualititssicherung der Endotoxinmessung an Arbeits-
plitzen ist auch das Probenahmeverfahren ein bisher offener
Punkt, da hierfiir mit Blick auf endotoxinhaltigen Staub keine un-
teren und oberen Verfahrensgrenzen und Reproduzierbarkeiten
in verschiedenen Belastungssituationen bekannt sind. Mit dem
vorgestellten Verfahren zur gleichmifligen und kontrollierten Be-
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aufschlagung von Filtern ist auch die Uberpriifung von Sammel-
verfahren méglich.

In einer Studie des Institut National de Recherche et de Sécu-
rité (INRS) in Frankreich wurden endotoxinhaltige Priifaerosole
aus Bakteriensuspensionen hergestellt und verschiedene Sammel-
systeme fiir die Erfassung von Endotoxinenaus der Luft hinsicht-
lich ihrer Sammeleffizienz miteinander verglichen [11]. Ahnliche
Untersuchungen konnten mit Stiuben oder Suspensionen auch
fir das Gesamtstaubprobenahme-System (GSP) durchgefiihrt
werden. Ein kooperatives Projekt mit dem Vergleich beider Pro-
benahmesysteme mit Suspensionen und Staub ist angedacht.

In allen Fragestellungen zur Sammlung, Aufarbeitung und
Analyse von endotoxinhaltigen Luftproben von Arbeitsplitzen
liefern die Ergebnisse des vorgestellten Projektes wertvolle Er-
kenntnisse sowie Vorarbeiten fiir weiterfithrende Vergleichsun-
tersuchungen zur Qualititssicherung in diesem sehr speziellen
analytischen Bereich.
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