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1 Forschungsthema

LegioAir - Freisetzungsmechanismen legionellenhaltiger Aerosole aus Verdunstungs-
kUhlanlagen und aussagekraftige Bewertungsmethoden fur das Ausbruchsmanage-
ment

2 Zusammenfassung

Bei haufig eingesetzten Bauformen von Verdunstungskuhlanlagen (VKA) liegt ein
unmittelbarer Kontakt des umlaufenden erwarmten Kihlmediums mit der zur
Ruckkihlung des Mediums genutzten angesaugten Umgebungsluft vor. Sowohl im
erwarmten Kuhlmedium als auch an Oberflachen von Anlagenbauteilen mit Kontakt
zum Kuhlwasser kdnnen erhohte Populationen an Mikroorganismen bzw. ein Biofilm-
wachstum auftreten. Da bei diesen Anlagen die Freisetzung von Mikroorganismen mit
der erwarmten Fortluft nicht ausgeschlossen werden kann, erfolgt nach der 42.
BImSchV eine fortlaufende Uberwachung der Gehalte an Mikroorganismen im
Umlaufwasser, insbesondere relevanter Legionellenpopulationen. Da der Frei-
setzungspfad der Mikroorganismen als Aerosole mit der Fortluft der VKA als
besonders gefahrdungsrelevant angesehen werden kann, wurden im Vorhaben
LegioAir diesbezuglich bestehende Freisetzungsmechanismen untersucht. Im Fokus
standen die Erarbeitung aussagekraftiger Probenahme- und Bestimmungsmethoden
fur das Ausbruchsmanagement an zwangsbelufteten Anlagen mit weniger als 200 MW
Klhlleistung. Dazu sollten Verfahren zur Aerosolprobenahme am Auslass der
Verdunstungskuhlanlagen in Kombination mit einer gegenuber der Kultivierungs-
methode schnellen Analytik abgeleitet und kombiniert werden. Einsatzmaoglichkeiten
dieser Instrumente zur beschleunigten Identifikation mdglicher Emissionsquellen im

Ausbruchsfall sollen abgeschatzt werden.

An der TUM wurden kulturunabhangige Methoden zur schnellen Quantifizierung von
Legionellen bzw. Gesamtheit der Bakterien in Bioaerosolen etabliert. Die allgemeine
und biologische Sammeleffizienz der Bioaerosolsammler Coriolis g und Next
Generation Impactor (NGI) wurde erstmalig mit der Durchflusszytometrie bestimmt.
Dazu wurden DNA-interkalierende Farbstoffe Pl und Syto9 mit den Proben inkubiert,
um die Gesamtzellzahl bzw. Intaktzellzahl zu bestimmen. Der Coriolis y erreichte bei

einer Flussrate von 300 mL/min eine sehr hohe biologische Sammeleffizienz von 90 +
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10 %. Der NGI zeigte bei einer Flussrate eine allgemeine Sammeleffizienz von 95 +

12 % und eine biologische Sammeleffizienz von 60 + 17 %. Der NGI weist je Sammel-
stufe eine spezifische Zahl an Zutrittsdisen mit jeweils spezifischem Durchmesser auf.
Bei Durchflussraten zwischen 30 L/min und 100 L/min ergeben sich somit sieben
Trennstufen, was den aerodynamischen Partikeldurchmesserbereich zwischen 11 ym
bis 0,24 um abdeckt. Mit der Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass die
meisten Bioaerosole einen Durchmesser von 2 — 0,7 ym haben. Bei Verwendung der
selbstgebauten Dispergiereinheit zeigte sich, dass die meisten Bioaerosole schon in
der ersten Stufe gesammelt werden. Dies scheint plausibel, da die feuchten
Bioaerosole groflder sind als die trockenen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
mit der Dispergiereinheit im NGI mit 90 + 7 % eine hdhere biologische Sammeleffizienz

erreicht werden kann.

Fir die kulturunabhangige Quantifizierung von Legionella pneumophila-haltigen Bio-
aerosolen wurde eine qPCR von Hygenia sowie eine Immunomagnetische Separation
mit einer Durchflusszytometrie (IMS-FCM) der Firma rgmicro gekoppelt. Die
Nachweisgrenze fiir L. pneumophila Sg 1 im Bioaerosol lag fur IMS-FCM bei 4.0 + 103
Zellen m= Sammelvolumen (TLC) und 5.8 + 102 Zellen m (ILC) und fiir gPCR bei 9.5
+ 102 Zellen m3 (TLC) und 7.8 = 102 Zellen m™ (ILC). Es zeigte sich dabei, dass die
Wiederfindung mit 63 + 14 % (ILC) bei IMS-FCM hdher ist als bei gPCR (42 £ 16 %
(ILC)). Die Aerosolbestimmung von Legionella spp. uber Kultivierung erreichte mit 1.5
+ 10° Zellen m3 Probengasvolumen eine ahnliche Nachweisgrenze. Die
Wiederfindung der kultivierbaren Zellen lag jedoch bei 31 + 18 %. Dies zeigt, dass IMS-
FCM fur die Quantifizierung von Legionella pneumophila eine schnelle und
nachweisstarke Methode ist, welche die Anwesenheit von lebenden L. pneumophila

besser widerspiegelt als eine Kulturmethode.

Fir die Serotypisierung von L. pneumophila Sg1-haltigen Bioaerosolen wurde der
Legiotyper angewendet, welcher uber einem Sandwich-Microarray-Immunoassay das
Dresden Panel abbildet. Es zeigte sich, dass eine Subtypisierung von L. pneumophila
Sg1 erst ab einer Konzentration von 10° Zellen/ml madglich ist. Dies bedeutet, dass nur
bei hohen Kontaminationen in einer Anlage eine direkte Subtypisierung moglich ist. Es
erscheint aber sinnvoller, im Ausbruchsfall eine Schnell-Subtypisierung mittels

LegioTyper nach Kultur durchzufihren, ohne die Bestatigung der Kulturisolate auf
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Legionella spp. per Kultur abzuwarten. Fir eine schnelle kulturunabhangige Quantifi-

zierung von L. pneumophila im Bioaerosol, im Prozesswasser oder im Biofilm kann die

IMS-FCM von rgmicro als Alternative zur gPCR verwendet werden.

Im Rahmen des Vorhabens wurde eine zweiteilige Laboranlage konzipiert und aufge-
baut, in der das Biofilmwachstum unter Bedingungen einer realen Verdunstungskuhl-
anlage in der Zweiphasenatmosphare sowie im Umlaufwasser auf Testoberflachen
sowie die Tropfenaerosolprobenahme untersucht werden kann. Die Anlage ist gezielt
temperierbar und bei variablen Umlaufvolumenstromen fur Gas und Umlaufwasser
betreibbar. Die Anlage wurde zur Etablierung und Erprobung von kulturunabhangigen
Nachweisverfahren auf Basis von IMS-FCM zur schnellen Quantifizierung von
Legionella pneumophila in Bioaerosolen nach Bioaerosolsammlung genutzt. Die
Aerosolsammlung erfolgte mittels Zyklonabscheider, Impaktion sowie Impingement. In
der Laboranlage konnte die Wirkung von Bioziden, die in Verdunstungsanlagen einge-
setzt werden, in Abhangigkeit der Bildung eines Biofilms oder die Anwesenheit von
Amoeben untersucht werden. Hier zeigte sich, dass mit IMS-FCM nach Biozidbehand-
lung lebende L. pneumophila im Prozesswasser zu finden sind, die aber per Kultur
nicht nachweisbar sind. Es zeigte sich, dass ein Biofilm eine wichtige Rolle vor allem
bei der Verbreitung von L. pneumophila auch in Verdunstungskuhlanlagen einnimmt,
dain den Untersuchungen gezeigt wurde, dass ein Schutzeffekt fur Legionellen auftritt.
Auch scheinen Amdben einen positiven Einfluss auf die Uberlebensraten von Legio-
nellen zu haben, was bei der Risikoabschatzung in Kihlanlagen beachtet werden
sollte. Die chemische Zusammensetzung der beiden untersuchten Biozide zeigte
starke Unterschiede in der Wirksamkeit, weswegen zuklnftig weitere Untersuchungen,
besonders im Hinblick auf nicht-kulturunabhangige Methoden, mit allen eingesetzten
Bioziden notwendig sind, um eine Ubersicht zu erhalten, welches Regrowth-Potential
einzelne Biozide in den Verdunstungsanlagen haben. Nur so kann zukunftig zielge-
richtet ein Biozid derart eingesetzt werden, dass optimale Hygienebedingungen bei

moglichst geringem Biozideinsatz gewahrleistet sind.

Um die Bioaerosolfracht am Luftaustritt von Verdunstungskuhlanlagen zu bestimmen,
ist mindestens die Austrittsgeschwindigkeit der Fortluft und der darin enthaltene Gehalt
an Mikroorganismen zu bestimmen. Sollen diese GroRRen in Verbindung zur emittierten

Tropfenmasse und zum Gehalt an Mikroorganismen im Umlaufwasser gebracht
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werden, ist zusatzlich noch die Tropfenmenge im Fortluftstrom zu bestimmen. Auf-

grund der Grolde der Fortluft-Austrittsflache bei VKA sind diese Grof3en im Rahmen
einer Netzmessung zu erfassen. Bei den haufig anzutreffenden Anlagen mit saugend
angeordnetem Geblase ist dies ebenfalls erforderlich, da in Abhangigkeit vom radialen
Abstand der Rotorachse lokal deutlich verschiedene Austrittsgeschwindigkeiten und
damit Austrittvolumina gegeben sind. Die Durchfuhrung dieser insbesondere bei ver-
tikal-tangential gerichteter Stromung in Summe zeitaufwandigen Messungen konnte
durch Gerateentwicklungen zur Mehrrichtungs-Strdomungsmessung und Verbesserung
der Sammeleffizienz bei der isokinetisch-isoaxialen Tropfen-Probenahme deutlich ver-

einfacht werden.

Vom Gasstrom durch die Rieselpakete und Tropfenabscheider mitgerissene Primar-
tropfen weisen in erster Naherung dieselbe Legionellenpopulation auf wie das Umlauf-
wasser. In Abhangigkeit von der Transportgeschwindigkeit ist aber auch die Freiset-
zung sogenannter Sekundartropfen maoglich, die sich von Oberflachen und Bauteilen
ablésen konnen und ggf. aufgrund dortiger lokal ausgebildeter Organismengemein-
schaften in Konzentration und Zusammensetzung vom Umlaufwasser abweichen kon-
nen. Daher wurde im Labor- bzw. Technikumsmalfistab die Tropfenfreisetzung ausge-
hend von verschiedenen Oberflachengeometrien in Abhangigkeit von der Gasge-
schwindigkeit untersucht. Die Geometrien wurden von innen heraus mit Wasser
benetzt und der abluftseitig auftretende Tropfengehalt mit unterschiedlichen Methoden
erfasst. Als Geometrien kamen eine eher spitze Kante (in Analogie zu einem
Rotorblatt), ein unstetiger 90-Grad-Winkel (in Analogie zu einem Diffusor oder einem
Motorgehause) sowie eine nassfeuchte, schwamm- bzw. gelartige Struktur (analog
Biofilm-Surrogat) zum Einsatz. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass fur die
spitze Kante ab Uberstrémgeschwindigkeiten von 12,5 m/s eine Tropfenablésung
auftritt. Diese Relativgeschwindigkeiten kdnnen sehr wohl an Rotorblattern im Betrieb
auftreten. Die Tropfen-Abwurfrichtung ist aufgrund der Rotorausrichtung primar gegen
die Diffusorwand gerichtet, so dass die direkte Freisetzung in Richtung des Fortluft-
Austritts eher weniger relevant scheint. Fur die unstetige 90-Grad-Erweiterung tritt die
Ablésung bei Uberstrdmungsgeschwindigkeiten oberhalb ca. 15 m/s auf. Fur die
nassfeuchte schwammartige Struktur sind nochmals hohere Geschwindigkeiten von

ca. 20 m/s erforderlich, um hier Tropfen abzuldsen.
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Realprobenahmen wurden u. a. an einer Verdunstungskihlanlage auf dem For-

schungscampus der TU Midnchen in Garching im Januar 2023 durchgefuhrt, um das
Gesamtverfahren aus der Kombination von Probenahmeverfahren und Analytik in der
Praxis zu erproben. Nach erfolgreicher Probenahme zeigte sich, dass alle Legionellen-
Messungen in Luft- und Wasserproben mittels IMS-FCM und Kultivierung negativ
ausfielen. Zum Zeitpunkt der Messkampagne konnte kein Nachweis dahingehend
gefuhrt werden, dass Legionellen mit der Fortluft freigesetzt werden. Bei der
Probenahme an einer weiteren Anlage kam allein das Kultivierungsverfahren zum Ein-
satz. Die vorliegenden Messdaten zeigen Moglichkeiten der Zuordnung der

Emissionsfracht zu Primar- und Sekundartropfen auf.

3 Wissenschaftlich-technische und wirtschaftliche

Problemstellung

3.1 Ausgangssituation

Verdunstungskuhlanlagen (VKA) sind bei vielfaltigen Industrieeinrichtungen im Ein-
satz, um dort anfallende und nicht nutzbare Prozesswarme Uber einen flussigen War-
metrager an die Umgebungsluft abzufuhren. Als Warmetrager kommt i.d.R. im Kreis-
lauf geflhrtes Prozesswasser zu Einsatz, das auch als Kreislauf- oder Kihlwasser be-
zeichnet wird. Dieses Prozesswasser wird innerhalb der Anlage grol¥flachig Uber
Tropf- oder Rieselkdrperschichten verteilt und am Fuld der Anlage in einer Kuhlturm-
tasse aufgefangen. Durch den Kontakt zu meist im Gegenstrom durch die Anlage
gefuhrter kalterer Umgebungsluft kiihlt das Prozesswasser ab und kann dem jeweili-
gen warmeerzeugenden Prozess erneut zu Kuhlzwecken zugefuhrt werden. Neben
dem indirekten Warmeaustausch, bei dem das Prozesswasser in Rohrbundeln gefuhrt
wird, ist der direkte Warmeaustausch mit unmittelbarerem Kontakt zwischen Luft und

Prozesswasser konstruktiv haufig anzutreffen, vgl. der untere Bildteil in Abbildung 1.

Bei diesem als Nasskuhlturm oder offenem Nasskihler bezeichneten Anlagentyp
findet zusatzlich die Verdunstung von Teilen des Prozesswassers und damit eine

weitere Abkuhlung des Prozesswassers statt, soweit die zugefihrte Umgebungsluft
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wahrend des Kontaktes nicht wasserdampf-gesattigt vorliegt. Verdunstungs-

kUhlanlagen werden oftmals kontinuierlich betreiben.

Auch in kleinen und mittelstandischen Unternehmen ist die Abfihrung von Warme
mittels Verdunstungskuihlanlagen Stand der Technik. So werden in der Lebensmittel-
industrie (Molkereien, Brauereien), in der Stahlindustrie (Giel3ereien, Drahtziehereien),
in der chemischen Industrie und Kunststoffverarbeitung, in Reinigungsbetrieben sowie

in der Gebaudetechnik Ruckkihlanlagen bendtigt, um nur einige Beispiele zu nennen.

Das Prozesswasser wird mit Temperaturen von einigen zehn Grad Celsius in die VKA
eingespeist und beim Durchlaufen des Ruckkuhlprozesses in der VKA typischerweise
um funf bis acht Grad abgekuhlt. Durch die in der Anlage feuchte Atmosphare bei
Temperaturen von oftmals 20 °C oder hoher herrschen gute Wachstumsbedingungen
fur aerobe Mikroorganismen vor. Im umlaufenden Prozesswasser lassen sich daher
oftmals erhdhte Konzentrationen an Mikroorganismen nachweisen. Zusatzlich findet
unter diesen Bedingungen an den dauer-feuchten Wandungen der Anlagen ein
Biofilmaufwuchs statt. Wahrend die Anteile des Prozesswassers, die in die zugefuhrte
Luft verdunsten, keine Mikroorganismen aufweisen, kdnnen zusatzlich Prozesswas-
sertropfchen mitgerissen und mit der Fortluft aus der Anlage in die Atmosphare ausge-
tragen werden. Von den Anlagen werden taglich groRe Mengen an tropfenhaltigem
Aerosol in die Umgebungsluft abgeflhrt und je nach Ausbreitungsbedingungen tber
ein groles Gebiet verteilt. Kommt es zu einer Inhalation dieses Tropfchenaerosols
durch den Menschen, bevor die Mikroorganismen inaktiviert werden, kdnnen schwere

Atemwegserkrankungen die Folge sein.

Geschlossener Nasskuhler f

= =
Kihlstelle é 2 @

}
= ==

Offener Nasskihler

e —f%

Abbildung1 Schema von geschlossenem und offenen Nasskiihler [1]
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Tabelle 1 Priif-, MaBnahme- und Zielwerte gemaR 42. BimSchV [3]
Art der Anlage Priifwert 1 Priifwert 2 MaRBnahmenwert
Legionellenkonzentration (KBE Legionella spp. je 100 mL)
Verdunstungskihlanlagen 100 1.000 10.000
Nassabscheider 100 1.000 10.000
Kuhltirme 500 5.000 50.000

Verdunstungskuhlanlagen, von denen in Deutschland mehr als 10.000 Anlagen im
Einsatz sind [2], werden diesbezlglich allgemein als potentiell relevante Quelle
eingestuft. Bei konservativer Abschatzung kann angenommen werden, dass sich
jahrlich mindestens 110 Legionelleninfektionen auf ein solches Ausbruchsgeschehen
zuruckfihren lassen [3]. Andere Schatzungen gehen sogar von 30.000 bis 50.000
Anlagen aus [4]. Bspw. trat in Warstein/NRW im Jahr 2013 eine solche
Legionellenepidemie auf. In diesem Zusammenhang erkrankten 165 Menschen, zwei
Menschen starben [5]. Vorliegende Erfahrungen zeigen, dass insbesondere kleinere
Anlagen wie kompakte Verdunstungskihlanlagen bei diesem und vergleichbaren

Ereignissen von Bedeutung waren [6 S. 51].

Zur Gewabhrleistung eines hygienisch einwandfreien Betriebs und Verhinderung nicht
ordnungsgemalier Betriebszustande an Verdunstungskuhlanlagen, Kiahltirmen und
Nassabscheidern ist 2017 die 42. Bundesimmissionsschutzverordnung (BImSchV) in
Kraft getreten [3]. Diese soll insbesondere die Umsetzung von technischen und orga-
nisatorischen MalRnahmen beim Betrieb von Verdunstungskuhlanlagen, Kuhltirmen
und Nassabscheidern sicherstellen. Die darin vorgesehene Uberwachungsstrategie
basiert vor allem auf der Untersuchung des Umlaufwassers der betreffenden Anlagen
sowie der mehrstufigen Bewertung der Wasserqualitat anhand von mehrstufigen Prif-
und MaRnahmenwerten, vgl. Tabelle 1. Als Kuhltirme werden dabei solche
Verdunstungskuhlanlagen bezeichnet, bei denen eine Kuhlleistung von mehr als 200
MW je Luftauslass durch einen natlrlichen Luftzug erzeugt wird, ohne zusatzliche

Unterstitzung durch Geblase oder Ventilatoren.

Die Anlagenzahl, fur die aufgrund potentieller Legionellenfreisetzung Uberwachungs-
bedarf besteht, ist dementsprechend sehr hoch. Die Bundesregierung geht von insge-

samt ca. 40.000 uberwachungsbedurftigen Anlagen aus [2]. Der Grol3teil der Anlagen
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(schatzungsweise 70 bis 80 %) sind dabei Verdunstungskihlanlagen mit einer Leis-

tung von weniger als 200 MW je Luftauslass. Da das Gesundheitsgefahrdungspoten-
tial dieser ,kleineren® Verdunstungskihlanlagen als deutlich grofder als das von
Anlagen oberhalb 200 MW eingeschatzt wird, liegen hierin auch die hdheren Prif- und
Malnahmenwerte in der 42. BImSchV fur Kihltirme mit ihrer gréReren Bauhéhe und
dem andersartigen Emissionsverhalten mit erheblich starkerer Verdiunnung bis zum

Immissionsaufpunkt begrundet (vgl. [7]).

Die stetig wachsenden Anforderungen an die Uberwachung der einzelnen Anlagen
erfordern neben eingehender Gefahrdungsbeurteilung durch o&ffentlich bestellte und
vereidigte Sachverstandige alle fiinf Jahre eine laufende, wiederkehrende Uberwa-
chung der Anlagen durch Probenahme des Umlaufwassers und Laboranalysen der
gewonnenen Proben. Die Anlageninspektion durch den Betreiber und die notwendige
regelmallige Behandlung bzw. Aufbereitung des Umlaufwassers sind weitere Fakto-
ren, die fur jede Anlage anfallen und einen Kostenaufwand in der Grél3enordnung von

jahrlich mehreren Tausend Euro erzeugen konnen.

3.2 Problemstellung

An den Anlagen ist aufgrund des erheblichen erforderlichen Aufwands keine direkte
Uberwachung der Konzentration an Mikroorganismen in der Fortluft durch den
Betreiber moglich. Diese Grofien stellen aber aus Sicht der Antragssteller das zentrale
Mal des tatsachlichen Gefahrdungspotentials dar. Im Ausbruchsfall missen daher
zusatzliche Maglichkeiten zur schnellen Suche und Identifikation der Emissionsquelle
zur Verfiugung stehen. Die im Umlaufwasser einer Anlage gemessene
Legionellenkonzentration ist nach derzeitigem Stand nicht direkt auf die Konzentration
der Legionellen in der Abluft der Anlage Ubertragbar [8, 9]. Nur hilfsweise kann in erster
Naherung angenommen werden, dass die Konzentration der unmittelbar bei der
Wasserverteilung freigesetzten Umlaufwasser-Tropfen (Primartropfen) durch die
vorliegenden Messwerte des Umlaufwassers reprasentiert werden. Wahrend fur
Anlagen > 200 MW Uber die Passage durch die Anlage von einem weitgehend gleich-
bleibenden Tropfenspektrum ausgegangen werden kann [10], ist fUr kleinere Anlagen
bekannt, dass auf dem Weg vom Tropfenabscheider zum Auslass Veranderungen auf-

treten [8]. Wechselwirkungen des Tropfenspektrums mit Einbauten wie Tropfen-
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abscheidern, Ventilatoren bzw. Wandungen sowie Einflisse aufgrund der thermo-

dynamischen sowie Stromungsbedingungen sind bei diesen weit verbreiteten
Anlagentypen potentiell stets gegeben. Ausgehend von diesen Flachen ist — neben
dem Anhaften auch die Freisetzung von Sekundartropfen mdglich [11]. Aufgrund von
sich lokal ausbildenden Biofilmen kann die hier auftretende mikrobiologische
Belastung von der der Primartropfen abweichen. Anderungen des Tropfenspektrums,
der Fracht und des Gehaltes an Mikroorganismen sind die Folge. Dieser Sachverhalt

soll mit der Darstellung in Abbildung 2 erlautert werden.

Schwaden
Ventilator

. : Tropfenabscheider
* Biofilm in der e B
: : et Verdiisung 3
Rezirkulations- : 3

zone JTIIT - Kahleinbauten

ALEALL Luft
| Kihlturmtasse

Kante, von der
., Tropfen/Biofilm-
\ stiicke
= B abgerissen

& werden kénnten

© Sekundartropfen
@ Primértropfen

Abbildung 2 Tropfenemission aus unterschiedlichen Quellbereichen am Auslass einer Kiihl-
zelle mit saugend angeordnetem Ventilator
Links: Blick durch die Auslassoffnung in einen Diffusor mit saugend angeordnetem
Ventilator
Rechts: Schematische Darstellung der Freisetzungsbereiche fur Tropfen: Primartrop-
fen (blau) passieren den Tropfenabscheider und den Diffusor, kbnnen aber auch mit
Einbauten wie dem Tropfenabscheider, Rotor oder Wandungen wechselwirken
(Sekundartropfen)

Kenntnisse zu technischen Freisetzungsfaktoren kénnen zur kostenoptimierten
Gewahrleistung der Anlagenhygiene beitragen. Die Lokalisierung der (anlagenspezifi-
schen) Freisetzungsorte der Legionellen (z. B. Mitriss von Tropfen aus den Biofilmen)
sowie die Orte der Legionellenvermehrung ist eine wesentliche Voraussetzung, um
den Biozideinsatz im Rahmen einer quasi-kontinuierlichen Eigenuberwachung

gezielter zu gestalten und die Biozidmenge idealerweise insgesamt zu reduzieren.

Ein Grund fur den Bezug der Pruf- und MalRnahmenwerte der 42. BImSchV auf das
Umlaufwasser ist neben der relativ einfachen Zugang der Matrix, dass derzeit keine
standardisierte Strategie zur Probenahme von Bioaerosolen am Auslass von
Verdunstungskihlanlagen vorliegt [12]. Die Anforderungen der einschlagigen
Richtlinienreihen VDI 4257 bzw. VDI 2066 an eine (Bio-)Aerosolprobenahme sind
unter den besonderen Randbedingungen von Verdunstungskuhlanlagen nur bedingt

umsetzbar.
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Auf internationaler Ebene ist nur die CEN/TS 16115-2 zu nennen, die sich aber auf die

Erfassung von Bioaerosolen in der Au3enluft fokussiert [13]. Insbesondere die grof3en
Abmessungen der Austrittsflache der Verdunstungskihlanlagen, die haufig schlechte
Zuganglichkeit der Messebene sowie der hohe Wassergehalt des Aerosols bereiten
messtechnische Schwierigkeiten. Vorgaben zur Probenahme an diffusen Quellen der
Richtlinienreihe VDI 4285 sind aufgrund der speziellen Quellcharakteristik von
Verdunstungskihlanlagen (oftmals hohere Ausstromgeschwindigkeit >= 2 m/s,

Durchmesser von ca. 3 m bis 60 m in groRerer Hohe) ebenfalls nur bedingt anwendbar.

Gemal 42. BImSchV erfolgt eine Bestimmung des Legionellengehaltes mittels Kulti-
vierungsmethoden. Es ist in verschiedenen wissenschaftlichen Untersuchungen
gezeigt worden (z. B. [14]), dass die Kulturmethode zur Bestimmung von Legionellen
im Umlaufwasser nicht nur sehr zeitaufwendig, sondern auch unzureichend zuverlas-
sig ist. Grunde daflr sind, dass Legionellen sehr langsam wachsen (erste Informatio-
nen nach 7 — 10 Tagen), Begleitflora die Kultur oftmals Uberwuchert und damit das
Wachstum von Legionellen inhibiert bzw. die Auswertung der Ergebnisse erschwert.
Intrazellulare Legionellen, die in Amdben enthalten sind oder sich in einem lebenden,
aber nicht kultivierbaren Zustand befinden (VBNC oder dormant), werden nicht miter-
fasst [20]. Diese Minderbefunde gegenuber der tatsachlich vorhandenen Legionellen-
Gesamtzahl und die langen Wartezeiten sind insbesondere im Falle eines akuten
Legionelloseausbruchs nicht hinnehmbar, weswegen die Etablierung kulturunabhan-
giger Methoden enorm wichtig ist (Immunoassays oder molekularbiologischen Metho-
den). In der Richtlinie VDI 4259 Blatt 1 werden aus diesem Grund erstmals kulturun-
abhangige Messmethoden als Screening-Methoden fur den Ausbruchsfall zur

schnelleren Findung der Ausbruchsquelle beschrieben [14].

Von Institutionen, Behdérden und Verbanden wird das Thema der Gefahrdungsvermei-
dung ausgehend von einer anlagenbezogenen Legionellenemission in Arbeitskreisen
diskutiert bzw. werden geeignete MalRinahmen abgeleitet. Mitarbeiter bzw. Mitarbeite-
rinnen beider im Rahmen der Antragstellung kooperierenden Forschungseinrichtun-
gen wirken in solchen Gremien aktiv mit (IUTA (FE 1): VDI-Richtlinienausschuss NA
134-03-07-03 UA: Probenahme von Bioaerosolen und Erzeugung von Biotestaeroso-
len, TUM (FE 2): VDI Richtlinienausschuss NA 134-03-07-09 UA ,Messen und Bewer-
ten von Legionellen” und NA 134-03-07-04 UA ,Bioaerosole und biologische Agenzien

— Luftgetragene Mikroorganismen und Viren®). Das vom Umweltbundesamt geforderte
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UFO-Plan Vorhaben FZK 3716 62 209 0, mit dem Ziel, ein sensitives Verfahren zum

Nachweis von Legionellen in Aerosolen von Verdunstungskuhlanlagen zu entwickeln,
wurde unter Mitwirkung der FE 1 bearbeitet [15, 16].

3.3 Forschungsziel / Losungsweg / Ergebnisse

Mit dem vorliegenden Forschungsbericht wird angestrebt, Hintergrundinformationen
zu Freisetzungsmechanismen legionellenhaltiger Aerosole aus Verdunstungskuhlsys-
temen (zwangsbeluftete Anlagen, < 200 MW) insbesondere fur die besonders relevan-
ten Kleinanlagen zu liefern und aussagekraftige Probenahme- und Bestimmungs-

methoden fur das Ausbruchsmanagement abzuleiten (LegioAir).

Die Entwicklung eines handhabbaren und validierten Verfahrens zur Aerosolprobe-
nahme am Auslass der Verdunstungskuhlanlagen in Kombination mit einer schnellen
Analytik ermoglicht im Ausbruchsfall die beschleunigte Identifikation der

Emissionsquelle.

Wird gezeigt, dass kulturunabhangige Methoden eine valide Alternative zu den
kulturellen Verfahren darstellen, lassen sich zukunftig deutlich kurzere Intervalle
zwischen Probenahme und Untersuchungsergebnis (Stunden statt Tage) erzielen.
Diese deutlich schnellere Auswertung ist insbesondere zur Uberprifung der
Wirksamkeit von GegenmalRnahmen bei akut erhéhter mikrobiologischer Belastung
des Umlaufwassers hilfreich. Fur den Erhalt valider Ergebnisse missen die Betreiber
die Untersuchung mittels kulturunabhangiger Verfahren allerdings bei erfahrenen
Laboren in Auftrag geben. Durch eine vertiefte und erweiterte Wissensbasis zu
Aerosolentstehungs- und -freisetzungsmechanismen kann der MalRnahmenumfang

bedarfsgerecht und ursachenbezogen angepasst werden.

Aktuell Iasst sich die Freisetzung von Legionellen fur einzelne Anlagentypen nur orien-
tierend abhangig von den spezifischen Freisetzungsbedingungen abschatzen. Kennt-
nisse von systematischen Zusammenhangen sind auch flr Anlagenhersteller von gro-
Rer Bedeutung, da diese somit die technische Ausgestaltung von Kuhlanlagen gezielt
so planen koénnen, dass eine Gefahrdung durch Legionellen im Falle des

Anlagenneubaus oder auch bei Nachristungsmalinahmen geringgehalten wird.

Das Vorhaben gliedert sich in drei Schwerpunkte:
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- Konzeption, Aufbau und Inbetriebnahme einer Bioaerosol-Testkammer, welche

die Bildung von Bioaerosolen, Biofilmen und das Wachstum von Legionella
pneumophila in Verdunstungskuhlsystemen abbildet und unter Anforderungen
der Sicherheitsstufe 2 (BioStoffV) betrieben werden kann

- Etablierung und Erprobung von kulturunabhangigen Nachweisverfahren auf
Basis des LegioTypers (Antikorper-basiert und molekularbiologisch) zur
schnellen Quantifizierung von Legionella pneumophila in Bioaerosolen nach
Bioaerosolsammlung (Zyklonabscheider, Impaktion, Impingement)

- Konzeption, Aufbau und Inbetriebnahme einer Technikumsanlage zur systema-
tischen Untersuchung von Einflussparametern der Bioaerosolfreisetzung aus

Verdunstungskuhlanlagen sowie zur Validierung einer adaquaten Probenahme

3.3.1 Konzeption einer Laborriickkiuihlanlage zur Untersuchung von

Biofilmentstehungsprozessen - AP 1 (IUTA)

Durchgefliihrte Arbeiten

Die Laboranlage soll das Biofiimwachstum sowie die Tropfenaerosolprobenahme un-
ter Bedingungen einer realen Verdunstungskuhlanlage ermoglichen. In den spateren
Versuchsreihen, die bei FE 2 mit dieser Versuchseinrichtung durchgefuhrt werden,
erfolgt zusatzlich zur Tropfengrof3enklassen-fraktionierten Aerosolprobenahme die
Beprobung des aufgewachsenen Biofilms sowie des Umlauffluids. Anhand eines um-
fassenden Anforderungskatalogs wurden in Abstimmung mit FE 2 verschiedene
Konzepte flr eine Labor-VKA entwickelt, bewertet, und schlielich kriteriengesttitzt ein
geeignetes Anlagenkonzept ausgewahlt. Die Anforderungen ergeben sich ausgehend
von Erfordernissen der Aerosolprobenahme sowie der ausreichenden

Medienversorgung des Biofilms (Bellftung, Befeuchtung, Nahrstoffe).

Im Rahmen der Entwicklungsarbeiten wurden verschiedene Anlagenkonzepte auf
Basis unterschiedlichen Stromfuhrungen vergleichend gepruft. Die Prufung umfasste

Konzepte mit und ohne Bypassstromfihrung.

Erzielte Ergebnisse

Es wurde ein zweigeteiltes Anlagenkonzept bestehend aus einer Bioaerosol-Wachs-
tumskammer sowie einer separaten Dispergiereinheit entwickelt. Abbildung 3 zeigt die

Funktionseinheiten und Stoffflisse der Anlage in einer schematischen Darstellung.
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Die Bioaerosol-Wachstumskammer dient der Anzucht von Biofilmmaterial auf durch

ein Tropfenaerosol befeuchtete Flachen sowie in der dazu verwendeten Umlaufflissig-
keit. Die von den Flachen ablaufende Flussigkeit wird aufgefangen und im Umlauf zur
erneuten Befeuchtung genutzt. Zusatzlich wird die Anlage mit konditionierter Zuluft
durchstromt. Die angefertigten Halterungen ermdglichen das Biofiimwachstum auf
Glasplatten oder anderen plattenformigen Materialien sowohl in der feuchten Gasat-
mosphare als auch gleichzeitig in der Flussigkeit. Auf diese Weise lassen sich Zusam-
menhange der mikrobiellen Besiedlung bzw. Aktivitat zwischen den Phasen untersu-

chen. Mit der Dispergiereinheit besteht die Mdglichkeit, die Umlaufflissigkeit in einer

weiteren Funktionseinheit zu dispergieren, um das erzeugte Tropfenaerosol aus der

Gasphase mit Bioaerosolsammlern fur eine anschlieRende Laboranalyse zu erfassen.

Die Funktionseinheiten werden in Abschnitt 3.3.3 beschrieben.
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FUr den Betrieb ist eine weitgehende Wasserdampfsattigung der Gasphase erforder-
lich, damit das erzeugte Tropfenaerosols nicht bei Einmischen in nicht-wasserdampf-
gesattigte Gasstromungen bereits vor der Probeahme verdunstet. Es wurden mehrere
Varianten der Wasserdampfsattigung untersucht, unter anderem der Einsatz befeuch-

teter Rieselkorper, die Impinger-Durchstromung sowie eine Dampfzugabe.
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Zur gezielten Erzeugung von Aerosoltropfenspektren mit definiertem mittleren Durch-

messer wurde eine Vorauswahl unterschiedlicher Dusen in Bezug auf
Tropfenspektrum und FlUssigkeitsverbrauch durchgefuhrt. FUr ausgewahlte Systeme
wurde das Tropfenspektrum mittel Phasendoppler-System (PDA) aufgenommen
(Medizinische Aerosolgeneratoren PariBoy Xlent, PariBoy LCPlus und modular

aufgebaute Labor-Zweistoffdise (Modell 970, Fa. Dusen-Schlick GmbH).

Die Stromungsverhaltnisse am Auslass der Laboranlage sollten den Bedingungen von
Realanlagen entsprechen, um vergleichbare Probenahmebedingungen zu schaffen.
Malgebliche Kennzahl flir den dabei wichtigen Turbulenzzustand einer Stromung stellt
die Reynolds-Zahl (Re) dar, die als Verhaltnis von charakteristischer Lange, Gasge-
schwindigkeit sowie -dichte zur Viskositat des stromenden Mediums berechnet wird
(vgl. z. B. Hinds 1999, S. 28 [17]). Dazu wurden Messdaten verschiedener Anlagen
herangezogen, vgl. nachfolgende Tabelle. Demnach liegen turbulente Strémungsver-
haltnisse mit Re-Zahlen im Bereich 2 x 105 bis 2 x 108 fuir Zellen- und Serienkihltirme

sowie ca. 5 x 108 fiir Hybridanlagen vor.

Tabelle 2 Stromungsverhaltnisse am Auslass von Verdunstungskiihlanlagen
Zellenkiihlturm 1 Zellenkiihlturm 2 Serienkiihlturm Hybridkiihlturm

Form
Austrittsflache Kreis Ring Kreis Ring Kreis Ring
Temperatur (K) 293,15 293,15 293,15 293,15 293,15 293,15 293,15
Luftdruck (kPa) 101,3 101,3 101,3 101,3 101,3 101,3 101,3
Kanaldurchmesser
(m) 3,8 2,9 7,2 7,0 0,5 0,49 33
Gasgeschwindig-
keit (m/s) 6,2 11,4 4,0 3,7 6,2 6,8 2,4
Dichte Luft (kg/m?) 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20
Viskositat Luft (Pa
s) 0,0000181 | 0,0000181| 0,0000181 0,0000181 | 0,0000181| 0,0000181 0,0000181
Reynolds-Zahl (Re) 1,57E+06 2,18E+06 1,92E+06 1,71E+06 2,08E+05 2,23E+05 5,21E+06
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3.3.2 Konzeption einer Technikumsanlage zur Untersuchung der Tropfenent-

stehung und Aerosoldynamik sowie der Erprobung von Messtechnik in
wasserdampfgesattigter, stark tropfenhaltiger Atmosphare -
Arbeitspaket 2 (IUTA)

Durchgefliihrte Arbeiten

Neben der Labor-VKA wurde von FE 1 ein zu errichtender Versuchsstand auf Basis
einer vorhandenen Versuchsanlage entwickelt, um die Tropfenablésung an
verschiedenen Testmonitoren zu untersuchen. Die Anlage ist mit einer geplanten
Durchsatzleistung von ca. 2.500 m?*h deutlich groRer dimensioniert als die
Laborruckkuhlanlage gemal AP 1. An dieser konnen die Gegebenheiten realer
Anlagen besser angenahert werden, zudem lassen sich die in einschlagigen Normen
zur reprasentativen Probenahme geforderten Ein- und Auslaufstrecken (z. B. nach VDI

2066) realisieren.

Die Planungen des Anlagenkonzeptes sahen die Nutzung eines in einer IUTA-Techni-
kumshalle vorhandenen vertikalen Stromungsrohres mit angeschlossenem Heizregis-
ter vor. Diese Anlage sollte durch einen Mitteldruck-Hochleistungsventilator mit regel-
barer Durchsatzleistung zu einer funktionsfahigen Gesamtanlage erganzt werden, in
welche verschiedene Baukorper eingesetzt und mittels integrierter Messtechnik die
resultierende Tropfenablosung untersucht werden sollten.

Aufgrund sicherheitstechnischer Anforderungen konnte die urspringlich vorgesehene
Anlage fur die experimentellen Untersuchungen leider nicht eingesetzt werden. Daher
wurde eine Neuplanung des Anlagenkonzeptes durchgefiihrt, was auch einen

alternativen Anlagenstandort erforderte.

Ausgehend von der jeweiligen typischen Geometrie der zu untersuchenden
Klhlanlagenbauteile und den an Praxisbedingungen angelehnten
Stromungsbedingungen (Gasgeschwindigkeit, Reynolds-Zahl) erfolgte die technisch-
konstruktive Auslegung der Technikumsanlage. Im nachfolgenden Abschnitt ,Ergeb-

nisse“ wird das entwickelte Anlagenkonzept beschrieben.
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Abbildung 4 Anlagenskizze: Technikumsanlage mit Luftstrom-Konditionierung

Erzielte Ergebnisse

Das ursprungliche Schema der Technikumsanlage wurde nach eingehender Prifung
auch aus energetischen Grunden dahingehend verandert, dass im aktuellen Anlagen-
konzept eine Kreislauffiihrung des feuchten Gasstroms vorgesehen ist, vgl. Abbildung
5. Die Anlage ist Uberwiegend als rechteckiger Kanal mit DN 300 ausgefuhrt. Fur den
Einbau der Testmonitore sind entsprechende Einschibe vorgesehen. Einrichtungen
zur Tropfenerzeugung sowie Messgerate werden Uber entsprechende Flanschan-
schliisse bzw. Sichtfenster integriert. Die Messung der Gasgeschwindigkeit erfolgt
mittels einer dauerhaft in den Kanal eingebrachten Vortex-Sonde. Der Luftstrom wird
vor der Tropfeneindisung gesattigt zugefuhrt, um die Verdunstung von zugegebenen
Wassertropfen zu minimieren. Entsprechende Isometriezeichnungen zur Anlage

wurden erstellt.

3.3.3 Beschaffung, Aufbau, Inbetriebnahme der Versuchsanlage,
Modifikation der Aerosolsammler / Arbeitspaket 3 (IUTA)

Durchgefuhrte Arbeiten - Laboranlage

Die fur die in den vorangehenden Kapiteln dargestellten Anlagen erforderlichen Bau-
teile wurde beschafft und die Anlagen montiert. Die Bauteile der als Glasanlage aus-

gefuhrten Biowachstumskammer nebst Halterungen, Verrohrung/Verschlauchung

sowie Mess- und Regeltechnik wurden beschafft. Die Fertigung der speziell konstru-
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ierten Bauteile erfolgte bei IUTA im 3D-Druck-Verfahren. Die Laboranlage wurde aus-

gehend von der Zentraleinheit assembliert und erfolgreich verschiedenen Funktions-
tests unterzogen. Bei Aufbau und Inbetriebnahme war insbesondere zu berucksichti-
gen, dass die Anlage am Aufstellort bei der TU Minchen innerhalb einer Sicherheits-
werkbank betrieben wird und daher ein entsprechendes Bedienkonzept unter Nutzung

von Glovebox-Handschuhen gewahrleistet sein muss.

Nach Fertigstellung der Wachstumskammer wurde als zweite Baueinheit der Labor-

anlage die Dispergiereinheit zur Aerosolerzeugung aufgebaut, getestet und optimiert.

Die Ausfuhrungsplanung zeigte auf, dass das urspringlich vorgesehene Anlagenkon-
zept, welches je nach Sammler ein nicht unerheblichen Bypass-Luftstrom vorsah, sich
aufgrund des Regelungsaufwandes, Vielzahl der erforderlichen Stoffstrome und Platz-
angebot am Aufstellort innerhalb einer Sicherheitswerkbank nicht realisieren lief3.
Alternativ wurde eine Variante aufgebaut, bei der der Probenahmestrom dem
gesamten Zuluftstrom zum Aerosolsammler entspricht und die zudosierte,
uberschussige Flussigkeit einlassseitig aufgefangen wird, vgl. nachfolgende Abbildung
11.

Diese als Stromungsrohr ausgeflhrte Baueinheit ermdglicht die gezielte Erzeugung
und Probenahme eines Tropfenaerosols aus einer per Zweistoffdise dispergierten
FlUssigkeit oder wassrigen mikroorganismenhaltigen Suspension, bspw. aus der Um-
laufflussigkeit der Bioaerosol-Wachstumskammer. Ziel war, einen Anlagenbetrieb
innerhalb der Sicherheitswerkbank beim Forschungspartner zu ermoglichen. Die
Dispergiereinheit besteht weitgehend aus standardisierten Bauteilen, bspw. Kunst-
stoff-Rohrelementen verschiedener Hersteller. Um Aerosolsammler mit ihren spezifi-
schen Anschlussmalden an die Dispergiereinheit anschlie®en zu kdnnen, wurden im
3 D-Druck-Verfahren verschiedene Adapterstiicke konstruiert und aus Kunststoff
gefertigt, um die ausreichend gasdichte Verbindung zwischen Dispergiereinheit und
Aerosolsammlern zu gewahrleisten. Stromfuhrung und Konstruktion wurden zusatzlich
im Hinblick auf moglichst geringe Sammelverluste optimiert, z. B. durch gleichmaRige
Durchmesserveranderungen des gasfuhrenden Stromungsrohres sowie Minimierung

von Kanten und Umlenkungen.

Die Aerosoldosierung erfolgte bei diesem Aufbau mit einer Zweistoffdise, die
baugleich auch in der Biofilm-Wachstumskammer Verwendung fand. Zu diesem

Zweck kam ein kompaktes Gerat zur kontinuierlichen Erzeugung auch kleiner
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definierter Mengen an Wasserdampf zum Einsatz (Cellkraft Precision Evaporator E-

1000, Cellkraft AB, Stockholm/SE).

Funktionstests wurden insbesondere durchgefuhrt, um eine weitgehende Wasser-
dampfsattigung der Zuluft zu gewahrleisten. Dazu wurde die Gasphase wasserdampf-
gesattigt und Uber die jeweilige Versuchsdauer zudosierte Flissigwassermenge im
Verhaltnis zur im Tropfenfang ablaufenden bzw. im Sammler erfassten Wassermenge

bilanziert.

Nach Inbetriebnahme-Testlaufen bei IUTA erfolgte der abschlieliende Anlagenaufbau
und die Inbetriebnahme bei FE 2 durch IUTA in Abstimmung mit und enger Koopera-
tion mit der TU Midnchen. Nachfolgend sollen die als Ergebnis erarbeiteten Anlagen-

konzepte beschrieben werden.

Erzielte Ergebnisse - Laboranlage

Biofilm-Wachstumskammer

Die Wachstumskammer umfasst die Komponenten ,Glasanlage® und zusatzlich Bio-

filmtrager, Zweistoffduse inkl. Zuluft- und Abluftfihrung sowie einen Wasserkreislauf
nebst die fur die Funktion erforderliche Mess- und Regeltechnik. Die Anlage verflgt
uber einen per Schlauchpumpe gewahrleisteten Flissigkeitsumlauf, einen elektrisch
temperierbaren flussigkeitsgefullten Sumpfteil sowie eine Temperatur- und Feuchte-
konditionierung der Zuluft. Flissigkeit und Zuluft werden bei niedrigem Druck gemein-
sam Uber eine Zweistoffdise zugefuhrt. Verschiedene Temperatursensoren kommen
zur Steuerung der Heizungen zum Einsatz. Weitere Temperatursensoren messen die
System- und Stoffstromtemperaturen an verschiedenen Positionen der Anlage.
Zusatzlich erfolgt die Erfassung von pH-Wert und Leitfahigkeit jeweils per Messsonde
im Flussigkeitssumpf. Die Verarbeitung der Temperatur-Messdaten erfolgt per Mikro-
computer (Aduino Nano). Diese Daten werden gemeinsam mit den pH- und Leitfahig-
keitsdaten auf einem angeschlossenen PC-System abgespeichert. Dazu dient eine in

der Programmiersprache Python entworfene Benutzeroberflache.

Der Hauptteil der Biofilmanlage umfasst drei Glaselemente mit einem Nenndurchmes-
ser DN 150 (Innendurchmesser 150 mm): Kopfelement, zylindrisches Mittelteil und
Bodenelement (Sumpf). Die Elemente besitzen ebenfalls aus Glas ausgeflhrte
Gewindestutzen der Malte GL18 (Kopf- und Mittelteil) und GL25 (Sumpfteil). Diese

dienen als Anschlusse fur die Versorgung mit Betriebsmedien (Wasser, Luft, Sonstige)
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sowie der Positionierung von Messsensoren. Die einzelnen Bauteile werden jeweils

mit einer ePTFE Dichtung gegeneinander abgedichtet und mittels Edelstahl-Spannrin-

gen gasdicht verbunden.

Der zylindrische Mittelteil besitzt im unteren Bereich einen innen im Glaskoérper
umlaufenden Steg, auf den sich die Biofilmtrager-Einheit aufsetzen lasst. Der unter-
halb befindliche Sumpf dient als Reservoir fur das umlaufende Fluid. Das Fassungs-
vermogen liegt bei ca. 1.500 mL. Der Sumpfinhalt kann mittels elektrischer Wider-
standsheizungen temperiert werden. Dazu sind an der Aullenwandung sechs Heiz-
folien angebracht. Eine umgelegte, aus zwei Teilen bestehende temperaturbestandige
textile Isolierung (Aramid) verringert Warmeverluste. Zudem ist auf dem Sumpf eine
Skala sichtbar, mit der der Fullstand Uberprift werden kann. Um einen sicheren Stand
zu gewahrleisten, ist die Glasanlage in einem Gestell aus Aluminium-Profilen (Rexrodt)
mit Hilfe von Rohrschellen fixiert. Uber in die Profile eingeklinkte Gleitschuhe mit
Gewindestangen bzw. —bohrungen lassen sich einzelne Bauteile am Gestell befesti-
gen, bspw. Klemmhalterungen oder Messeinrichtungen wie Schwebekorper-Durch-

flussmesser.

Die Zweistoffduse (Schlick Modulsystem 970, Disen Schlick GmbH, Untersiemau) im
Kopfelement der Anlage dient der gleichmalligen Befeuchtung des Anlagenquer-
schnitts mit Aerosoltropfen sowie der Zufuhrung von Zuluft. Sie besitzt entsprechend
Schraubanschlusse fur die umlaufende Flussigkeit sowie Druckluft. Sprahrichtung ist
in Richtung der Einbauten nach unten in Richtung des Sumpfes. Der Sprihkegel der
Zweistoffdlise kann nach Ausbau der Duse verandert werden. Die Zuluft Iasst sich vor
Eintritt in die Biosicherheitskammer Uber eine vorgeschaltete Konditionierungseinheit
temperieren und befeuchten. Abbildung 6 zeigt die Einbausituation der Zweistoffdise

im Kopf der Anlage.

Bei den von FlUssigkeit bzw. Glas Uberstromten Biofiimtrager handelt es sich um Glas-
platten der Abmessungen 76 x 26 mm (Glas-Objekttrager). Von diesen sind jeweils
vier Platten in drei Ebenen Ubereinander in einer Kunststoffhalterung fixiert, vgl. den
linken Bildteil von Abbildung 7. Die Platten sind in jeder Ebene im Winkel von ca. 45
Grad parallel aufgestellt. Zusatzlich befindet sich eine weitere Kunststoffhalterung mit
einer Ebene eingesetzter Glasplatten im Sumpf und damit in der Regel unterhalb des
Flussigkeitsspiegels. Diese Halterung wurde zusatzlich mit einem im Inneren des

Materials eingearbeiteten Edelstahlring beschwert, um dem Auftrieb der Halterung in



Seite 25 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 21747 N
der flissigen Phase entgegenzuwirken. Zusatzlich sind die Platten seitlich vorn Gber

Haltenasen gesichert. Die per CAD designten Halterungen wurden aus PCCF-Material
im 3D-Druck-Verfahren spezifisch angefertigt. Nachfolgende Abbildung 7 zeigt rechts

beide Halterungen jeweils mit eingesetzten Glasplatten.

Die Abluft verlasst die Glasanlage im Mittelteil Gber vier als GL-Schraubstutzen aus-
geflihrte, umlaufend angeordnete seitliche Offnungen in eine Schlauch-Ringleitung,
vgl. Abbildung 5. Von dort aus wird die Luft durch eine als Tropfenabscheider fungie-
rende Waschflasche geleitet, die an Aluprofilen fixiert ist, und anschlief3end durch ein
weiteres Rotameter in die Bioaerosolkammer abgeflhrt (Abbildung 5, rechts). Der
Abgleich der Skalenwerte der beiden Rotameter am ,Eintritt“ und ,Austritt* der Anlage
ermdglicht die Identifikation von eventuellen Gasundichtigkeiten. Die Temperaturrege-
lung ermdoglicht die gezielte Temperierung der Umlaufflissigkeit im flr Verdunstungs-
kihlanlagen kritischen Bereich zwischen 20 und 40 Grad Celsius. Zum Biofilm-
wachstum unter dem Einfluss eines Flussigkeitsumlaufs und eines Zuluftstroms dienen
mehrere Platten aus Glas oder anderen Werkstoffen, die Uber entsprechende

Haltevorrichtungen in der Anlage positioniert werden kénnen.

Das in einer Schlauchleitung umlaufende Fluid wird per Schlauchpumpe aus dem
Sumpf zur Zweistoffduse gefordert. Zu deren Schutz vor Verstopfungen durch grobe
Bestandteile des Biofilms wird das Fluid Uber ein Filter gefuhrt. Der Filter besitzt zur
Sichtkontrolle ein in transparentem Kunststoff ausgefiihrtes Gehause. Uber manuelle
Betatigung zweier Dreiwege-Hahne besteht die Moglichkeit, Fluid aus dem Umlauf und
der Anlage abzufiihren bzw. Medien von aullen in den Flussigkeitsumlauf
einzuspeisen, z. B. zum Ausgleich von Flussigkeitsverlusten, die mit der Abluft ausge-
tragen werden. Leitfahigkeit- und pH-Wert der Flussigphase werden per Sensoren im
Sumpf erfasst. Zur weiteren Messdatenverarbeitung sind die Sensoren mit einem
Mikrocontroller (Arduino Nano) verbunden. Uber eine USB-Schnittstelle des Control-
lers erfolgt die Verbindung zu einem PC/Notebook, auf dem ein Datenaufzeichnungs-

programm gestartet werden kann.

Nach einer gezielten Aufwachsphase ist die Entnahme von einzelnen Biofilm-Trager-
platten mdglich, um die Fouling-Belage einer mikrobiologischen Analyse zuflhren zu

konnen.

Im laufenden Betrieb sind folgende Parameter in gewissen Grenzen einstellbar:
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- Volumenstrom der Zuluft,

- Volumenstrom der Umlaufflissigkeit,

- Temperatur der eintretenden und bevorrateten Flussigkeit

s -

Abbildung 5 Abluftfiihrung Glasanlage, Tropfenfang und Rotameter zur Kontrolle des
Gasvolumenstroms

Abbildung 6 Bioaerosol-Wachstumskammer, Glasanlage
links: Blick von oben durch den Glasdeckel auf die Zweistoffdlise im Kopfelement der
Anlage (obere, von rechts zugeflihrte Rohrleitung: Zufihrung Wasser; untere, im 180-
Grad-Bogen zugefiihrte Rohrleitung (vom hinteren Bildteil kommend): Zuflihrung Luft)
rechts: Einbausituation pH-Sensor (links) und Leitfahigkeitssensor (rechts) im
Sumpfelement

Abbildung 7 Halterungen mit eingesetzten Glasplatten
(links: Platzierung innerhalb der Gasphase/2-Phasen-Stromung, rechts: Halterung
innerhalb der Flissigphase)

Verschiedene geeignete Disensysteme konnten identifiziert werden, mit denen sich
ein Tropfenaerosol im geforderten GroRenspektrum erzeugen lasst. Nachfolgende
Abbildung 8 zeigt exemplarisch zwei GrolRenverteilungen. Wahrend die Tropfengro-
Renverteilung der Labor-Zweistoffdise Partikel mit einer mittleren Gré3e von ca.
30 pm erzeugt (50 %-Durchgang der Volumen-Summenkurve), liegt diese KenngroéRe

fur den kommerziell erhaltlichen Vernebler fir medizinische Aerosole bei ca. 16 um. In
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der Versuchsanlage wird die Labor-Zweistoffdise verwendet, da diese Partikel mit

einem groBeren mittleren Durchmesser erzeugt, was naherungsweise den
Bedingungen in Realanlagen entspricht.

Da mikrobielle Wachstumsraten stark temperaturabhangig sind, ist fur die kontrollierte
Versuchsdurchfihrung eine reproduzierbare Temperierung des Systems essentiell.
Die gezielte Temperierung des Systems erfolgt durch die Vorwahl der Sumpf-Heiztem-
peratur. Die sich ausbildende Systemtemperatur in der Anlage ist zusatzlich durch
Umgebungstemperatur, Wassermenge und geringfligig auch durch die Vorwahl der
Temperatur bzw. die Heizleistung der Konditionierungseinheit beeinflusst, da so die
Lufteintrittstemperatur variiert und mehr oder weniger Fluid verdunstet. Ein Diagramm
(Abbildung 9) stellt den Zusammenhang zwischen gewahlter Temperatur der
Sumpfheizung und der Zulauftemperatur vor der Zweistoffdlise fir typische Ein-
stellparameter dar und ermdglicht eine gezielte Auswahl bzw. Voreinstellung der

Heizungstemperaturen.
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Abbildung 8 Untersuchung der volumenbezogenen Tropfenverteilung fiir eine Labor-Zwei-
stoffdiise und einen medizinischen Aerosolerzeuger
Links: Labor-Zweistoffdiise Schlick Modulsystem 970, rechts: medizinischer
Vernebler. Medium: Ringer Lésung; gemessen mittels PDA-System
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Abbildung 9 Zusammenhang Heizungstemperatur und Zieltemperatur der Laboranlage
Zulauf (Flussigkeit vor Eintritt in die Zweistoff-Dise) bei Q_Luft= 5 NL/min und
Q_Wasser=0,01 I/min
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Der Teil der Biofilm-Wachstumskammer der Laboranlage konnte erfolgreich testweise

im IUTA-Labor in Betrieb genommen werden, vgl. Abbildung 10. Dabei wurde
insbesondere gepruft, dass das Anlagenkonzept eine Bedienung unter den
Bedingungen in einer Sicherheitswerkbank zulasst. GemaR Vorversuchen ist ein
Betrieb der Anlage bei einer Umlauffluid- bzw. Systemtemperatur zwischen ca. Raum-
temperatur und 40 Grad Celsius maoglich. Eine Anlagenbeschreibung erlautert das

Funktionskonzept sowie die Bedienung der Anlage.

Dieser Anlagenteil wurde anschlieRend an die TU Minchen Uberflhrt und dort fur die

vorgesehenen Untersuchungen in Betrieb genommen, vgl. Abschnitt 3.3.9.
Dispergiereinheit

Die im Labor durchgefihrten Testreihen zur Befeuchtung des zugefuhrten Gasstroms
zeigten beim Einsatz eines Impingers bzw. dem Aufbau eines Rieselkorpers den
jeweilig nicht unerheblichen apparativen Aufwand auf, um flir einen Dauerbetrieb einen
Gas-Gesamtstrom von bis zu 18 m3h zu konditionieren. Diese Losung wurden daher
unter den erforderlichen Randbedingungen des Betriebs in einer Sicherheitswerkbank
nicht weiterverfolgt. In entsprechenden Versuchsreihen konnten die Prozesspara-
meter fur unterschiedliche Luftdurchsatzraten charakterisiert werden, um einen defi-
niert stationaren Anlagenbetrieb zu ermdglichen. Die Dispergiereinheit wurde daher
als separate Stromungskammer aufgebaut, vgl. Abbildung 11.

Abbildung 10 Gesamtanlage der Biowachstumskammer
Links: Gesamtanlage
Rechts: Testaufbau zur Prifung des Bedienkonzeptes unter den Einsatzbedingungen
innerhalb einer Sicherheitswerkbank
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Die Untersuchungsergebnisse zur Flussigwasser-Bilanz Uber die Dispergiereinheit

sind in Abbildung 12 wiedergegeben. Dabei wird die Differenz aus zudosierter
Wassermenge zur Tropfenerzeugung und zur Luftbefeuchtung zur abluftseitig
summarisch im Sammler bzw. Ablauf erfassten FlUssigkeitsmenge bestimmt.
Demnach traten Flissigwasserverluste von <5 % auf. Dementsprechend steigt mit
zunehmender Tropfenbeaufschlagung der Anlage die Menge an im Zyklonsammler
Coriolis® y  aufgefangenen Tropfenmenge, ohne dass in erhdhtem Male
unerwunschte Tropfenverluste als Differenz zwischen Aufgabe- und Auffangmenge

auftreten.

Die gezielte Zudosierung von Wasserdampf in den Zuluftstrom ermdéglicht somit die
weitgehende Sattigung der zugefuhrten trockenen Druckluft zur Zweistoffduse und der
Umgebungsluft. Eine Verkleinerung der Tropfendurchmesser aufgrund von
Verdunstung wird weitestgehend vermieden. Ein Betrieb sowohl mit dem Sammler NGI
als auch dem Sammler Coriolis® y mit den konstruierten Adaptionseinheiten ist

erfolgreich realisiert.

Auch dieser Anlagenteil wurde beim Projektpartner FE 2 aufgestellt, um dort die Pro-
benahme von dispergierter Umlaufflissigkeit der Bioaerosol-Wachstumskammer oder
einer anderweitig wassrigen, mikroorganismenhaltigen Suspension zu untersuchen,
vgl. Abschnitt 3.3.8.

Abbildung 11 Dispergiereinheit
Wesentliche Bauelemente: 1 Stromungsrohr, 2 Zweistoffduse, 3 Dampfgenerator
Cellcraft E-1000 zur Wasserdampfsattigung der Zusatzluft, 5 angesetzter Bioaerosol-
sammler, 7: Abluft zum Absauggeblase, 8: Druckluftversorgung Zweistoffduse, 9:
Schlauchpumpe zur Flissigkeitszufuhr der Zweistoffdiise, 12 Ablauf fir Gberschissige
Flussigkeit (hier: Coriolis® y-Sammler)
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Abbildung 12 Flissigkeitsbilanz liber die Dispergiereinheit bei Variation des Vordrucks an der
Zweistoffdiise (Gasdurchsatz)
Bilanzierung der gesammelten Wassermenge in Kelch des Aerosolsammlers sowie in
einem Auffanggefaly, welches Uiberschiissiges Wasser aus dem geneigten Rohr auf-
fangt. Einstellung am Dampferzeuger: Flissigwassermenge 300 ml/h, Einstellung Ab-
saugvolumenstrom Zyklon: 300 I/min, Einstellung an der Schlauchpumpe: 10 digits.

Durchgefiihrte Arbeiten - Technikumsanlage

Ein It. Antragstellung vorgesehenes Geblase wurde beschafft und in einen ebenfalls
aufgebauten horizontalen Ringkanal integriert. Der Ringkanal umfasst neben dem Ge-
blase eine Befeuchtungseinrichtung zur Zuluftkonditionierung sowie eine Abreini-

gungsstufe zur Abtrennung von Partikeln/Tropfen.

Die Anlage ist im ersten Schritt als horizontaler Ringkanal aufgebaut worden und in
den Testbetrieb gegangen. Untersucht wurden insbesondere die Mdglichkeiten zur
Wasserdampfsattigung des umgewalzten Luftvolumens sowie die Eindisung von
Tropfenaerosol in die Anlage. Um die mit der Variantenprifung einhergehenden zeitli-
chen Verzoégerungen weitestgehend zu kompensieren, fanden erste Untersuchungen

zur Tropfenabldsung an einer kleinmalstablicheren Anlage statt.

Erzielte Ergebnisse - Technikumsanlage

Im IUTA-Technikum steht mit dem aufgebauten Ringkanal nach ersten erfolgreichen
Funktionstests grundsatzlich eine Einrichtung zur Verfigung, an der sich Tropfenablo-
sungseffekte untersuchen lassen. Der Umlufttransport im Ringkanal wird durch den im
Rahmen des Vorhabens beschafften frequenzgeregelten Mitteldruck-Hochleistungs-

ventilator realisiert. Nachfolgende Abbildung 13 zeigt den Einbaubereich fir
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Tropfenabscheider. Uber entsprechende Stutzen mit geeigneter dichter Verschrau-

bung kénnen Messgerate wie eine Tropfensonde oder ein Aerosolsammler

eingebracht werden.

Der zur Bioaerosolsammlung zur Verfugung stehende Zyklonsammler muss aufgrund
der vorgelegten SammelflUssigkeit senkrecht stehend mit horizontal ausgerichteter
Ansaugoffnung betrieben werden. Unter diesen Umstanden ist sowohl innerhalb der
Sicherheitswerkbank als auch an der Technikumsanlage keine isoaxiale-isokinetische
Probenahme mdglich. Da auch grof3ere Tropfen erfasst werden sollen, bei denen eine
Abweichung von der Isoaxialitat mit nicht unerheblichen Minderbefunden verbunden
sein kann, wird das Probenahmesystem um eine im Ansaugdurchmesser anpassbare

und in der Ansaugrichtung variable Ansaugeinheit erweitert (vgl. auch [15].

Bei dieser Erweiterung kommt ebenfalls eine Strdmungsumlenkung des erfassten
Aerosols zum Einsatz. In einer solchen Umlenkung kénnen aufgrund der auftretenden
Tragheitskrafte Sammelverluste auftreten, insbesondere fir grof3ere Partikel. Daher
wurde eine Auffangrinnen-Einheit in mehreren Varianten konzipiert, im 3D-Druck-
Verfahren hergestellt und anhand von Vorversuchen weiter modifiziert, um eine effek-
tive Tropfensammlung zu erméglichen. Die konstruktive Optimierung erfolgte insbe-
sondere hinsichtlich gasdichter Verbindungen zu angesetzten Rohrstucken der Probe-
nahmeeinrichtung und des ungestorten Flussigkeitsablaufs.

Abbildung 13 Technikumsanlage: Einbaumaoglichkeit Tropfenabscheider und Einbaukorper
(links) sowie Wassereindiisung (rechts)
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Durchgefiihrte Arbeiten — Modifikation Aerosolsammler

Bei FE 2 (TUM) erfolgten im Anschluss Untersuchungen, um eine moglicherweise auf-
tretende negative Beeinflussung der Aktivitat von Mikroorganismen bei Kontakt zum
verwendeten Kunststoffmaterial zu ermitteln. Weiterhin wurde das Material auf seine

chemische Bestandigkeit bei Desinfektion mit Ethanol geprift.

Erzielte Ergebnisse — Modifikation Aerosolsammler

Far den Zyklonsammler steht eine Tropfensammler-Einheit zur Verfigung, die unmit-
telbar nach der Dise und vor dem Rohrbogen in den Probenahmestrang eingesetzt
wird und hier zusammenlaufende Tropfenfllssigkeit erfasst. Nachfolgende Abbildung
14 zeigt den Herstellungsprozess sowie eine schematische sowie fotografische

Darstellungen des angefertigten Tropfenfangs.

Im Rahmen der von der TU Minchen vorgenommen Untersuchungen lief3en sich keine
signifikant negativen Wirkungen des verwendeten Kunststoffs auf die Aktivitat von

Mikroorganismen bei kurzzeitigem Kontakt zum Kunststoff feststellen.

Nachfolgende Abbildung 15gibt den erwarteten Abscheidegrad des im Anschluss an
den Tropfenfang durchstromten Rohrbogen wieder. Demnach werden Partikel mit
einem Durchmesser ca. 15 um zu 50 % abgeschieden. Entsprechende Partikel
werden in diesem Bauelement des Probenahmesystems theoretisch abgeschieden,
konnen an der Wandung in Richtung des Tropfenfangs ablaufen und hier gesammelt
werden. In Abhangigkeit von den Druckverhaltnissen im System ist auch ein Transport

als Schleichstrémung bis in den Zyklon mdglich.

#. Aerosol-Probenahme

Abbildung 14 Tropfenfang fir aus dem Probenahmesystem ablaufendes Fluid
Links: 3-D-Druck. Mitte: Funktionsprinzip, rechts oben: Bauteil Tropfenfang, rechts
unten: Tropfenfang, eingesetzt zwischen den Bauteilen Ansaugdiise und Rohrbogen
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Abbildung 15 Fraktionsabscheidegrad der zur Emissionsprobenahme angefertigten
Rohbogens

3.3.4 Versuchsprogramm zur Eignungspriifung von Geschwindigkeitsmess-
sonden sowie eingehender Evaluation der Sammeleffizienz von Aerosol-
Sammlern in stark feuchtebeladenen Gasstromungen / Arbeitspaket 4

(IUTA)

3.3.4.1 Mehrdimensionale Geschwindigkeitsmessung

Durchgefihrte Arbeiten

Die in Richtung der Auslass6ffnung von Verdunstungskuhlanlagen ausstromende
tropfenbeladene Fortluft weist, bedingt durch Einbauten bzw. Anordnung des
Sauggeblases, weitere Uberlagernde Geschwindigkeitskomponenten auf. So ftritt
insbesondere bei saugend betriebenen Anlagen, bei denen der Saugzugrotor haufig
in Auslassnahe im Diffusor eingesetzt ist, eine aufwarts gerichtete Rotationsstromung
auf. Um den netto ausstromenden Gasvolumenstrom berechnen zu kénnen, reicht die
als Netzmessung ausgefiuihrte lokale Ermittlung des in Richtung des Auslasses
stromenden Gasvolumens aus. Gemal} einschlagiger Normen und Richtlinien Iasst

sich daraus der Gasvolumenstrom ermitteln.

Soll eine isokinetische, isoaxiale Aerosolprobenahme erfolgen, ist die mehrdimensio-
nale Bestimmung von Stromungsrichtung und -geschwindigkeit Uber den Probe-
nahmequerschnitt erforderlich. Die Bestimmung der Stromungsgeschwindigkeit in
einem feuchten tropfenbeladenen Aerosolstrom stellt besondere Anforderungen an
das Messgerat. So liefern Fligelradanemometer unter diesen Bedingungen keine

zuverlassigen Ergebnisse — Tropfen und Kondensat schlagen sich auf den Fligeln
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nieder und beeinflussen so die Messung. Gleiches gilt fur Staudrucksonden mit sehr

kleinen Offnungsdurchmessern (Prandtl-Sonden). Phasendoppler-Systeme (PDA)
sowie die Particle-Image-Velocimetry (PIV), die gerade fur solche Stromungsformen
grundsatzlich geeignet waren, konnen wegen der frei geflihrten Laserstrahlen an

Verdunstungskuhlanlagen nicht zur Anwendung kommen.

Bei FE 1 wurde zum Zwecke der Geschwindigkeitsmessung in derartig komplexen
Stromungen eine spezielle Staudrucksonde (X-Pitot-Rohr) konstruiert und beim

Messgeratehersteller Paul Gothe GmbH, Bochum, fir IUTA angefertigt.

Zum Test wurde die Sonde vergleichend bei trockener Luft, bei gesattigter Luft und bei
gesattigter, tropfenbeladener Luft Uber einen Zeitraum von ca. 70 Minuten in ein
Stromungsrohr eingebracht und die Druckmesswerte kontinuierlich aufgezeichnet. In
einer tropfenbeladenen Stromung wurden Messeinrichtungen zur Gasgeschwindig-
keitsmessung unter Praxisbedingungen exponiert und ermittelt, inwieweit reprasenta-
tive Messsignale generiert werden. Die Untersuchungen beziehen neben Ein- und

Mehrrichtungs-Staudrucksonden insbesondere ein Fligelradanemometer ein.

Erzielte Ergebnisse

Die vorliegenden Ergebnisse der Funktionstests der Staudrucksonden zeigen, dass
die beiden vergleichbaren Prandtl-Rohre nicht fur den Einsatz in einer tropfenbela-
denen, gesattigten Gasstromung geeignet sind. Aufgrund des geringen Querschnitts
verstopfen die Messoffnungen durch Tropfendeposition bereits nach kurzer Zeit, was
zu verfalschten Messergebnissen fuhrt (vgl. Abbildung 3, links). Im Gegensatz dazu
verfugt das speziell fur Feldmessungen an Verdunstungskuhlanlagen entwickelte X-
Pitot-Rohr Uber grofiere Messoffnungen im Vergleich zu herkdbmmlichen Staudruck-
rohren. Dies ermdglicht die Messung konstanter Geschwindigkeiten selbst nach einer
langeren Exposition in einer tropfenbeladenen, gesattigten Umgebung. Fir das X-
Pitot-Rohr liel3 sich Uber den betrachteten Messzeitraum von 70 Minuten bei hoch
tropfenbeladener Stromung keine signifikante Veranderung der Messwerte feststellen.
Die gemessenen Druckwerte entsprechen Gasgeschwindigkeiten zwischen 12,6 und
13,2 m/s. Ebenso zeigt das Flugelradanemometer im Durchschnitt auch nach 70

Minuten noch identische Geschwindigkeiten wie zu Beginn der Messung.
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Abbildung 16 Ergebnisse Gasgeschwindigkeitsmessung
Links: Simultane Geschwindigkeitsmessung mit zwei Prandtl-Rohren, wobei die Mess-
dffnungen unterschiedliche GréRen aufweisen (Offnungsdurchmesser: Prandtl 1 ca. 1
mm; Prandtl 2 ca. 3 mm). Rechts: Simultane Geschwindigkeitsmessung mittels Fligel-
radanemometer und Mehrrichtungsstaudruckrohr (,,X-Pitot").

Die Ergebnisse zeigen auf, dass mit der entwickelten Messsonde die Stromungsge-
schwindigkeit in mehrere Raumrichtungen gleichzeitig bestimmt werden kann. Die

Messsonde liefert auch bei erhohter Tropfenfracht zuverlassige Ergebnisse.

3.3.4.2 Steigerung der Sammeleffizienz bei der Tropfenaerosol-Probenahme

Durchgefliihrte Arbeiten

Die isokinetische und isoaxiale Probenahme von Tropfenaerosol aus vertikalen Stro-
mungsrichtungen stellt besondere Anforderungen an die Aerosolsammler, wenn damit
das fur Verdunstungskuhlanlagen typische Tropfenaerosol quantitativ erfasst werden
soll. Aufgrund der hohen Anteile an Tropfen mit Durchmessern im Bereich > 10 ym
kommt der Sammeleffizienz bei der Probenahme eine besondere Beachtung zu. Die
Isokinetik und Isoaxialitat wurde bereits bei vorangehenden Messungen durch geeig-
nete Mallnahmen bertcksichtigt, z. B. durch Anpassung von Absaugvolumenstrom

oder Verwendung von Rohrbdgen und angepasstem Durchmesser der Ansaugduse.
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Das Zurlcklaufen von im Probenahmegerat abgeschiedenem Tropfenaerosol entge-

gen der Absaugrichtung wird dadurch verhindert, dass mundungsnah bzw. im
Eintrittsbereich der Ansaugduse zusatzlich eine am IUTA entwickelte Auffang- und

Sammeleinheit eingesetzt wird.

In Untersuchungen wurde ermittelt, ob die Verwendung der Einrichtung auch unter
Praxisbedingungen zuverlassige Ergebnisse liefert. Dabei wurde insbesondere unter-
sucht, inwieweit die zur Emissionsprobenahme eingesetzten Zusatzeinrichtungen am

Zyklonsammler Coriolis® p zu Mehr- oder Minderbefunden fuhren.

Die Effektivitat dieser Einheit wurde in Laborversuchen durch Sammlung eines
definierten Tropfenaerosols mit einem handelsublichen Aerosol-Zyklonsammler mit
und ohne Verwendung der Auffangrinne und anschlieRende vergleichenden Bewer-
tung insgesamt erfassten FlUssigkeitsmenge gepruft. Dazu erfolgte wiederholt ab-
wechselnd eine Probenahme mit und ohne Auffangrinne bei einem Volumenstrom von
300 I/min Uber einen Zeitraum von funf Minuten. Die Wasserbilanz wurde gravimetrisch
gefuhrt. Dazu wurden die Fraktionen Masse Kelch (,Kelchvolumen®) sowie beim
Einsatz des Tropfenfangs die ablaufende aufgefangene Wassermenge (,Rinnen-
ablauf‘) und Restanhaftungen im Tropfenfang (,Rinnenrtickstand®) bertcksichtigt.

Nachfolgende Abbildung 17 zeigt den Versuchsaufbau der Untersuchungen.

Qup ¢m—
Entnahmesonde I Qzykion
mit Auffangrinne @
+E Zyklon
700 mm et
Hochdruckdisen | v | Becherglas

——)
QZU

Abbildung 17 Messaufbau zur Untersuchung der im Bioaerosolsammler aufgefangenen
Tropfenmenge mit und ohne Tropfenfang — Foto und schematischer Aufbau

Erzielte Ergebnisse

Bei Einsatz der Auffangrinne zeigte sich eine gesteigerte Flussigkeitsmenge im

Sammler gegenlber der alleinigen Sammlung von Probenmaterial im Zyklon, vgl.



Seite 37 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 21747 N
nachfolgende Abbildung 18. Demnach werden bei 14 bzw. 15 Wiederholungsmessun-

gen mit Tropfenfang im Mittel 11,4 g Wasser gesammelt gegenuber 8,8 g ohne
Tropfenfang. Dies entspricht einem Mehrbefund von ca. 30 %. Unter diesen Bedingun-
gen finden sich im eigentlichen Sammelkelch etwas geringere Fluidmengen als beim

alleinigen Einsatz des Zyklonsammlers.

Mit diesen Ergebnissen liegen wichtige Voraussetzungen zur Durchfuhrung der Unter-

suchungen im Technikum und spateren Validierungsmessungen an Realanlagen vor.

Mittelwerte Uber jeweils mehrere Messungen (mit Rinne: n = 14, ohne Rinne: n = 13)

]
| .
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0
mit Tropfenfang ohne Tropfenfang
Sammelkelch Zyklonsammler / g Tropfenfang SammelgefaR / g Tropfenfang Anhaftung / g

Abbildung 18 Mit Coriolis® y-Sammler aufgefangene Tropfenmengen mit und ohne Tropfen-
fang
Griner Balken: Wassermenge im Kelch des Zyklonsammlers, blauer Balken: Wasser-
menge im einlassnahen Zusatz-Tropfenfang

3.3.5 Versuchsprogramm zur Charakterisierung des Freisetzungsverhaltens
von Bioaerosolen aus unterschiedlichen Quellbereichen (Tropfenmitriss,
Ablosung von Wandungen oder Bauteilen), Untersuchungen zum

wallflow / Arbeitspaket 5 (IUTA)

3.3.5.1 Tropfenmessverfahren

Durchgefuhrte Arbeiten - Tropfenmessverfahren

Zur Vorbereitung der in diesem Arbeitspaket vorgesehenen Tropfenmessungen
wurden verschiedene Tropfenmessverfahren auf ihre Eignung hin untersucht. Da das
PDA-System am derzeitigen Anlagenaufstellungsort der Technikumsanlage nur mit
groliem Kostenaufwand eingesetzt werden kann, wurden alternativ die Anwendungs-

mdglichkeiten einer Impaktionssonde sowie eines Hitzdrahtmessverfahrens (DC-IV,
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KLD Labs, Inc., Hauppauge, NY/USA [18]) untersucht. Dazu erfolgt die Probenahme

in einer stark tropfenbeladenen Stromung wiederholt mit beiden Sonden. Im Anschluss
erfolgte die Ermittlung der Anzahlgréfenverteilung der Tropfen sowie die Aggregation

der Daten zu jeweils einem mittleren volumenbezogenen Tropfendurchmesser.

Die Impaktions- oder auch Tropfensonde [19] ist als Edelstahlrohr ausgeflhrt, in dem
eine Stange langsverschiebbar gefuhrt wird, vgl. Abbildung 19. An einem Ende der
Stange befindet sich eine dicht abschlielende Metallplatte und dahinter eine
Aufnahme fir Impaktionsplatten, am anderen Ende ragt das Stangenende mit einem
Griff aus dem Huillrohr heraus. Diese aus Glas in den Abmessungen 76 mm x 26 mm
bzw. 76 mm x 13 mm gefertigte Platten (Objekttrager) sind entweder mit einer dinnen
Schicht Magnesiumoxid bedampft oder mit Wasser-sensitivem Papier belegt. Die
eigentliche Messung funktioniert ahnlich dem Belichtungsvorgang in der Photographie:
Zur Messung wird die Sonde mit eingefahrener Platte in die tropfenbeladene Strémung
eingefuhrt, so dass die im Innern des Rohres geschutzt befindliche Platte mit der
sensitiven Schicht entgegen der Stromung ausgerichtet ist. Durch rasches Verschie-
ben der Stange wird die Platte aus dem Hullrohr heraus in die Messposition innerhalb
der Aerosolstromung gebracht. Nach Ablauf der vorgesehenen Messdauer von
typischerweise einigen Sekunden wird die Stange aus der Stromung in das Hull-
rohrinnere zuruckgezogen. Fur die Expositionsdauer konnten mit der Gasstromung
enthaltene Tropfen auf der Platte impaktieren und so entweder auf Magnesiumoxid-
beschichteten Platten Einschlagkrater erzeugen oder auf dem sensitiven Papier
abweichend vom nicht befeuchteten Hintergrund Farbsignale erzeugen. Die aus der
Sonde entnommenen Platten konnen einer Mikroskop- und PC-gestutzten
Bildauswertung unterzogen werden. Das Verfahren ist in Richtlinie VDI 3679 Blatt 3
[20] sowie bei May (1950) [21] bzw. in einem Industriestandard beschrieben. Die
Umrechnung von sichtbarem Einschlagkrater oder Farbsignal zu Tropfendurchmesser
erfolgt fiir verschiedene Fluide wie Wasser und Ol nach einem standardisierten
Verfahren des Anbieters. Die Durchmesser der auszuwertenden zentralen seiten-
parallelen Kraterlécher ist weitgehend unabhangig von der Anstromgeschwindigkeit
(vgl. [21], S. 130). Als untere Detektionsgrenze des Verfahrens wird ein Tropfendurch-
messer von 10 ym angegeben. Die Anpassung der Expositionsdauer in der Gasstro-

mung ermaoglicht die Erfassung sowohl hoher als auch niedrigerer Tropfenfracht.
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Die Erzeugung der mikroskopischen Aufnahmen und der Bildauswertung ist mit einem

hohen zeitlichen Aufwand verbunden. Im Vorhaben wurde daher in der Programmier-
sprache Python eine Methode entwickelt, nach der die Auswertung weitgehend auto-
matisiert, Kl-gestltzt unter Verwendung des Objekterkennungsalgorithmus MaskR-
CNN vorgenommen werden kann [22]. Die Software wurde abschliel3end als Stand-
Alone-Version erstellt, so dass keine Python-Umgebung auf dem Auswerte-PC

vorhanden sein muss.

Beim DC-IV-System handelt es sich um ein nach dem Hitzdrahtprinzip arbeitenden
Verfahren zur Tropfenmessung. Treffen Tropfen auf einen elektrisch beheizten Metall-
draht, fuhren sie hier lokal zu einer Abkuhlung. Wahrend die weiterhin anliegende
elektrische Spannung durch den Energieeintrag zur Verdunstung des Tropfens fuhrt,
wird kontinuierlich ein elektrisches Signal aufgezeichnet, aus dessen Verlauf auf die
Grole des Tropfens geschlossen werden kann [23]. Die Signalauswertung und Aus-
gabe der Rohdaten erfolgt gerateintern. Eine groRere Anzahl an Rohdaten, z. B. von
Wiederholungsmessungen oder Parameterstudien, kann zur vereinfachten Mittelwert-
bildung und Visualisierung mittels eines erstellten Python-Skriptes softwaregestitzt in
eine gemeinsame MS-Excel-Datei Uberfuhrt werden. Auch diese Software wurde
abschlielend als Stand-Alone-Version erstellt, so dass sie ohne spezielle Python-
Programmumgebung auf dem Auswerte-PC einsetzbar ist.

L8

Abbildung 19 Impaktionssonde zur Erfassung der Anzahl-GréoRenverteilung eines Tropfen-
kollektivs
Links: Impaktions-Tropfensonde mit eingesetzter Impaktor-Platte. Unten: Impaktor-
Platte rechts aus dem Hullrohr in die Messposition geschoben.
Rechts: beladene Impaktor-Platte (oben) und lichtmikroskopische Aufnahme eines
Plattenausschnitts mit software-gestitzt gekennzeichneten Tropfenkratern (unten)
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Als untere Detektionsgrenze fur das Verfahren wird ein Tropfendurchmesser von 1 um
angegeben [24].

Erzielte Ergebnisse - Tropfenmessverfahren

Abbildung 5 zeigt das Tropfenspektrum der in der Dispergiereinheit verbauten Zwei-
stoffdise, gemessen mit dem Impaktionsverfahren und einem Hitzdrahtverfahren. Fur
Tropfen mit Durchmessern zwischen 10 und 40 um liefern beide Verfahren in etwa
gleichartige Beladungskennwerte. Tropfen unterhalb etwa 10 ym werden per Impak-
tionsplatte bei der wahrend der Messungen vorherrschenden Anstromgeschwindigkeit
von ca. 1,5 m/s erwartungsgemald nicht reprasentativ erfasst. Als obere Grenze des
Messbereichs wird fur das Impaktionsverfahren gemal Literaturabgaben ein Tropfen-
durchmesser von ca. 200 ym angenommen. Beim Hitzdrahtverfahren werden anders
als beim Impaktionsverfahren im Rahmen der Auswertung oberhalb 20 uym fast keine

Tropfen detektiert.

Abbildung 6 zeigt ein auf einer Halbachse am Auslass einer saugend betriebenen
Verdunstungskihlanlage aufgenommenes Tropfenspektrum. Dazu wurden die
Tropfenspektren Uber alle Messpunkte einer Halbachse gemittelt. Die mittlere Gasge-

schwindigkeit lag bei 8,4 m/s. Der Mode der Anzahlverteilung liegt bei ca. 10 um.
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Abbildung 20 Tropfenspektrum eines Tropfenaerosols in der Dispergiereinheit gemessen mit
zwei Messverfahren (Impaktionsverfahren und Hitzdrahtverfahren)
Tropfenerzeugung mittels Zweistoffdise. Anstromgeschwindigkeit: ca. 1,5 m/s
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Abbildung 21 Tropfenspektrum, gemessen am Auslass einer Verdunstungskiihlanlage
links: Tropfenspektrum, rechts: Tropfenbeladung in mg/m?,

Ein Vergleich der Feldmess-Ergebnisse mit den Untersuchungen im Labor zeigt auf,
dass im Feld sehr hohe Austrittsgeschwindigkeiten detektiert werden, bei denen

Tropfenmessungen mit der Impaktionssonde gut durchfuhrbar sind.

3.3.5.2 Sekundartropfenfreisetzung (Ablosung von Wandungen oder Bauteilen)

Durchgefiihrte Arbeiten — Grenzgeschwindigkeit der Sekundartropfenfreisetzung

In diesem Teilarbeitspaket wurde die Sekundartropfenfreisetzung ausgehend von ver-
schiedenen fur VKA typischen Bauteilgeometrien untersucht. Dazu sind geometrische

und stromungstechnische KenngrofRen zu bertcksichtigen, im Wesentlichen:

- Geometrie, Oberflachenenergie,
- Eigenschaften des freigesetzten Fluiden (Viskositat, Oberflachenspannung, ...)

- Stromungsbedingungen (Gasgeschwindigkeit, Turbulenzgrad)

Unterschiedliche Bauteile wie Tropfenabscheider, Ventilatorrotoren, Verjingungen
oder Aufweitungssticke sowie Wandungen werden im Rahmen dieser

Untersuchungen exemplarisch auf folgende Objekte zurtckgefuhrt:

- ebener Biofilm (,Schwamm®),
- Bauteilkante oder

- Uberstromte Flache

Die Untersuchungen sollen fur die Praxis relevante, typische Stromungsverhaltnisse
an den Einbauten bzw. Wandungen abbilden (z. B. Gasgeschwindigkeit 2 bis > 10 m/s,
typische Wandrauigkeiten bzw. Filmdicken). Messtechnisch bestimmt werden soll die

Grenzgeschwindigkeit, oberhalb der eine Freisetzung von Tropfen von den jeweiligen
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Oberflachen und damit Bioaerosolen aus unterschiedlichen Quellbereichen auftritt.

Dazu wurden entsprechende Traceruntersuchungen durchgefuhrt. Entsprechend
flussigkeitshaltige Flachen werden dazu in ein Stromungsrohr eingesetzt und von
einem wasserdampfgesattigten Gasstrom Uberstromt. Durch entsprechende Einrich-
tungen wird ein Flussigkeitsfilm bzw. Tropfen auf der Oberflache des jeweiligen
Objektes erzeugt. Abstromseitig unter den jeweiligen Stromungsbedingungen im
Gasstrom detektierte Tropfen kdnnen dann als ein Mal} fur die korrespondierende
Freisetzungsrate biologisch aktiver Bestandteile angesehen werden. Die Untersu-
chungen kénnen mit und ohne Primartropfenzugabe durchgeflihrt werden, um den

Einfluss der zusatzlichen Tropfenzugabe zu untersuchen.

Durch den gezielten Einsatz von Farbstofftracern (bspw. Fluorescein) und/oder Uber
Leitfahigkeitsmessungen lassen sich ggf. passierenden Primartropfen von Sekundar-
tropfenemissionen durch Abriss von Wandungen und Einbauten sowie Rekondensa-
tionstropfen unterscheiden. Die Detektion von Tropfen kann bspw. auch Uber die
bereits beschriebenen Tropfenmessverfahren mittels Impaktionssonde und

Hitzdrahtsonde erfolgen oder mittels Flissigaerosol-Sammlung.

Nachfolgende Abbildung 22 zeigt ein Schema der aufgebauten Versuchsanlage.
Mittels Geblase wird eine Luftstromung innerhalb eines Stromungsrohres erzeugt.
Durch den regelbaren Luftdurchsatz Iasst sich die Anstromgeschwindigkeit der darin

eingebrachten Testobjekte variieren.

Die zugefuhrte Zuluft wird mittels eines Dampferzeugers mit Wasserdampf gesattigt.
Zusatzlich kann per Zweistoffdlise ein Tropfenaerosol zudosiert werden. Durch eine
Schlauchverbindung und Schlauchpumpe wird an der Oberflache der Testobjekte
gezielt Wasser freigesetzt. Die Probenahme zur Erfassung evtl. freigesetzter Tropfen
erfolgt unmittelbar abstromseitig der Testobjekte. Hier kann Uber eine Flanschver-
bindung entweder eine Probenahmesonde eingesetzt oder eine Teilstromentnahme

zu einem Aerosolsammler erfolgen.
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Abbildung 22 Versuchsaufbau zur Untersuchung der Tropfenablésung
links: Tropfenspektrum, rechts: Tropfenbeladung in mg/m?3,

Die Testobjekte mit integrierter Wasserzufuhr wurden im 3D-Druck-Verfahren herge-
stellt. Das die Oberflache benetzende Wasser wird jeweils aus dem inneren der Korper

freigesetzt. In nachfolgender Abbildung 23 sind die Objekte dargestellt.

Die unstetige Verjungung sowie die Kante sind als Hohlkorper ausgeflhrt, in die von
der Unterseite her Wasser per Schlauchpumpe und schlanker Zuleitung zugefuhrt
wird. Das Wasser tritt durch feine Bohrungen an der Oberseite der Korper aus. In
Vorversuchen wurde eine geeignete Zufuhrrate bestimmt, mit der eine Ausbildung von

Tropfen an der Kérperoberflache moglich ist.

Als Material fur die schwammartige, dauerfeuchte Struktur wurden verschiedene
Biopolymere wie Agar-Agar oder Gelatine in unterschiedlichen Konzentrationen
getestet. Diese Materialien fihrten nicht zu einer stabilen, wassertropfen-freisetzenden
Struktur. Schlussendlich kam ein in der Medizintechnik (Chirurgie) zur Blutungsstillung
verwendetes Gelatineschaum-Pad zum Einsatz [25]. Dieses Biopolymer besitzt mit
dem 40-fachen des Eigengewichtes (Herstellerangabe) eine hohe Wasseraufnah-
mekapazitat und eine gelartige Struktur anlog zu Biofilmen. Fur dieses Material wurde
eine Halterung ebenfalls im 3D-Druck-Verfahren hergestellt, vgl. Abbildung 23. Die
Halterung besteht aus zwei Halbschalen mit Einkerbungen, die zusammengesteckt
werden. Im Inneren der unteren Halbschale befinden sich vier Stege, die zur exakten
Positionierung und Stabilisierung des Flachbetts dienen, auf das der Schwamm
aufgelegt wird. In der Abbildung ist rechts neben den Halbschalen das Bett fur den
Schwamm zu sehen. Eine Klammer, die langs uUber das Flachbett gesteckt werden
kann, hindert den Schwamm daran, in das Geblase zu gesaugt zu werden. Der
Schwamm wird mit Wasser bis zur Sattigung getrankt und anschlieend mit der

Halterung in das Stromungsrohr eingesetzt. In Vorversuchen wurde untersucht, ob und
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bei welchen Gasgeschwindigkeiten Tropfen aus dem Schwamm herausgelést werden

konnen. Messungen mit der Impaktionssonde wurden Uber eine Messdauer von 60

Sekunden durchgefuhrt.

Als Tracer wurde Fluorescein-Natriumsalz verwendet (Uranin). Dieses ist als wassrige
Lésung bereits in geringer Konzentration ab 0,02 ppm intensiv gelbgrin gefarbt (ent-
sprechend einer Verdinnung von 1:50.000.000). Das Absorptionsmaximum der
Losung liegt bei einer Wellenlange von 477 nm (vgl. nachfolgende Abbildung 24). Fur
Konzentration unterhalb 2 mg/L liegt ein lineares Konzentrations-Intensitatsverhaltnis
vor [26]. Die Konzentrationsbestimmung der gemessenen Lésungen erfolgte anhand
einer linearen Konzentrations-Intensitats-Kurve, die vorab durch definierte
Verdinnung einer prazise eingewogenen Uranin-Stammldsung aufgenommenen

wurde (Uranin-Konzentration 0,1 — 1,4 mg/L), vgl. Abbildung 25.

Verjlingung

Kante, 45 ° |

»

Abbildung 23 Einbaukoérper Biofilm-Surrogat (Schwamm®), Unstetigkeit (,,Verjiingung“) sowie
(Rotorblatt-)Kante
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Abbildung 24 Wellenldngenabhiangige Absorption vom Uranin
Absoptions-Maximum: 477 nm. Macherey-Nagel NANOCOLOR® UV/VIS |l
Photometer
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Abbildung 25 Lineare Konzentrationsabhangigkeit der Extinktion fiir wassrige Uranin-
Lésungen (Absorption bei 477 nm)
Horizontale Achse: Konzentration in mg/L, vertikale Achse: Extinktion

(Informationswert)

Die messtechnischen Untersuchungen der Tropfenabldsung von Einbauten umfassten

drei Versuchsabschnitte:

- Erfassung von Primartropfen

- Erfassung von Sekundartropfen ohne Primartropfen

- Erfassung von Sekundartropfen mit Primartropfen

Erzielte Ergebnisse - Vorbereitungsmessungen

Die Wassermenge wurde per Schlauchpumpe dahingehend eingestellt, dass Uber die

Dauer einer Einzelmessung eine ausreichende Wassermenge zur Tropfenbildung

zudosiert wird. Nicht vom Gasstrom mitgerissene Tropfen laufen am Boden des Kanals

ab.
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Abbildung 26 Vorversuche: Tropfenfreisetzung aus dem wassergesattigten Schwammkoérper
ab 18,5 m/s
Links: MgO-beschichtete Impaktorplatte mit Tropfenkratern. Rechts: mikroskopische
Aufnahme bei 20-facher VergrofRerung- Lange des MaRstabsbalkens unten rechts:
500 um

Die Vorversuche zur Tropfenfreisetzung aus dem Schwammkorper haben gezeigt,
dass sich mithilfe des Impaktorverfahrens ab einer Gasstromgeschwindigkeit von

18,5 m/s ausgetretene Tropfen detektieren lassen, vgl. nachfolgende Abbildung 26.

Erzielte Ergebnisse - Primartropfenfreisetzung

Bei einer Stromungsgeschwindigkeit von 9 m/s wird mit dem DC-IV-System eine

Tropfenbeladung von 9,7 mg/m? + 1,35 mg/m? gemessen.

Erzielte Ergebnisse — Grenzgeschwindigkeit der Sekundartropfenfreisetzung und

Gesamtfracht

Fiar die (Ventilator-)kante zeigt sich eine deutliche Abhangigkeit der freigesetzten
Wasserfracht von der Luftstromgeschwindigkeit. Fir Anstrdmgeschwindigkeiten von
bis zu 10 m/s konnten mit allen eingesetzten Verfahren nur geringe Mengen an emit-
tierter Tropfenfllssigkeit detektiert werden. So wies lediglich eine der funf untersuchten
Impaktorplatten eine Tropfenbeladung auf. Im Zyklonsammler fand sich eine Fllssig-
keitsbeladung von 1,7 yL/m?® £ 1,4 pL/m?® und zusatzlich im vorgelagerten Probe-
nahmezug 7 uL/m?® £ 3,9 yL/m?3. Die gegenuber der Menge im Sammelkelch grolle
Menge im vorgelagerten Probenahmezug entspricht der Erwartung von eher grof3en

Tropfen, die sich ablosen.

Daher wurden Untersuchungen bei 12,5 m/s, 15 m/s und 20 m/s durchgefuhrt. Dies
berticksichtigt, dass in der Praxis aufgrund der Rotorbewegung deutlich hdhere
Relativgeschwindigkeiten vorherrschen konnen als die reine Leerrohrgeschwindigkeit
der Fortluft im Diffusor.
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Fir die erwarteten gro3en Tropfen wird anstelle der MgO-bedampften Platten ein

feuchtesensitives Papier eingesetzt. Die Mehrzahl der Platten waren gréRere farblich
eingefarbte Flachenareale. Einzelne, auswertbaren kreisrunde Signale waren nicht
erkennbar. Als ursachlich kdnnen die sehr grol3en Tropfen angesehen werden, die sich
als Sekundartropfen von den Oberflachen abgeldst haben. Diese besitzen Durchmes-
sern oberhalb des Detektionsbereichs des Verfahrens nach May (1950 [21]), vgl. auch
nachfolgende Abbildung 27.Um trotzdem eine Auswertung der Platten orientierend
vornehmen zu kénnen, wurde als Mal fur die Beladung der jeweiligen Platte der durch
Wasserkontakt eingefarbte Flachenanteil (Aeingefarst / Acesamt, angegeben in %) im
Verhaltnis zum Probenahme-Gasvolumen (m?) als Mal} fir die Tropfenfreisetzung
ermittelt. Diese Grofe besitzt damit die Einheit %/m?3. Bei den Untersuchungen mit
Zugabe von Primartropfen zeigt sich eine leichte Grundeinfarbung der Beschichtung,

hervorgerufen durch die zusatzlich auftreffende Fracht an sehr kleineren Tropfen.

Anstrémgeschwindigkeit 12,5 m/s: Fir die Tropfenfreisetzung ausgehend von der
Ventilatorkante kann mit wassersensitivem Papier eine Beladung von 46 %/m? ermittelt
werden. Mit dem Zyklonabscheider werden hier im Durchschnitt 8,4 yL/m? + 0,6 yL/m?3

im Sammelkelch und 13,3 pyg/m? + 0,9 uyg/m? im Rohrbogen nachgewiesen.

Anstrémgeschwindigkeit 15 m/s: Fir die Tropfenfreisetzung ausgehend von der

Ventilatorkante kann mit wassersensitivem Papier eine Beladung von 33 %/m? ermit-
telt werden. Mit dem Zyklonabscheider werden im Mittel 8,3 uyL/m®+ 0,6 pL/m? an
Sekundartropfen im Sammelkelch und 33,1 uyL/m*+ 6,3 yL/m* im Rohrbogen

gesammelt.

," » i

-'_. i

Abbildung 27 Tropfenbeladung der mit wassersensitivem Papier beschichteten Platten der
Untersuchungen an der (Ventilator-)Kante
Links: Versuche ohne Primartropfen, rechts: Versuche mit Primartropfen
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Anstromgeschwindigkeit 20 m/s: Bei dieser Anstromgeschwindigkeit werden

Sekundartropfen in hohem Umfang abgelost. Die Impaktorplatten sind bei dem Ver-
such grofitenteils Uberladen und aufgrund der GroRe und des Umfangs der Tropfen
nicht auswertbar. Mit dem Zyklonabscheider ist im Durchschnitt ein Tropfenvolumen

von 45 yL/m? £ 5,64 uL/m?® an gesammeltem Stammlésungsvolumen nachweisbar.

Die Mittelwerte der einzelnen Messungen sind in nachfolgender Abbildung 28 zusam-
mengestellt aufgetragen. Demnach tritt die Tropfenfreisetzung ausgehend von der
Ventilatorkante ab einer Grenzgeschwindigkeit von ca. 12,5 m/s auf. Geringere
Anstromgeschwindigkeiten filhren nicht zu einer Freisetzung luftgetragener

Sekundartropfen.

Die in gleicher Weise ermittelten Sekundartropfen-Freisetzungsfrachten sind als Bela-
dungswerte je Kubikmeter Messgasvolumen in den nachfolgenden Abbildung 29 und

Abbildung 30 wiedergegeben.

FUr die Verjungung bzw. Unstetigkeit lasst sich ab einer Grenzgeschwindigkeit von
17,5 m/s mit den angewandten Mess- und Auswertetechniken eine Freisetzung von
Tropfen feststellen. Bei niedrigeren Geschwindigkeiten kann keine Tropfenfreisetzung

festgestellt werden.

Far den Biofilm Iasst sich mittels Zyklonsammler erst ab 20 m/s eine Tropfenfreiset-
zung detektieren. Mit Impaktorplatten kann bereits oberhalb Gasgeschwindigkeiten

von 12,5 m/s die Freisetzung von Tropfen festgestellt werden.

100

k= 1 o)
R %0
mg 60 5
jl 40 | s e
E) 20 [ ] : A
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= Achsentitel
N
A Zyklon (Coriolis) yL/m? Zyklon (Rohrbogen) pL/m?
® Summe Zyklon pyL/m? OlImpaktor (W'sensitives Papier)

Abbildung 28 Ergebnisse — Freisetzung von Sekundartropfen von der Kante
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Abbildung 29 Ergebnisse — Freisetzung von Sekundartropfen ausgehend von einer
Verjiingung/Unstetigkeit
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Abbildung 30 Ergebnisse — Freisetzung von Sekundartropfen aus dem Biofilm
(Schwammmaterial)

Erfolgt die Zugabe von Sekundartropfen bei gleichzeitiger Zugabe von Primartropfen,
steigt erwartungsgemaly abstromseitig die Tropfenfracht. Detektierte Tropfen sind
groflder und die Beladung hoher, vgl. auch Abbildung 27.

3.3.6 Konzeption der Laborriickkiihlanlage hinsichtlich Bio2-
Sicherheitsbedingungen / Arbeitspaket 6 (TU Miinchen)

Zur Gewahrung der Sicherheit der im Labor arbeitenden Personen wurde die Bioaero-
solkammer (siehe Abbildung 20) zunachst auf Dichtigkeit Uberpruft. Bei der Bioaero-
solkammer handelt es sich um eine umgebaute Glovebox. Diese wird mit Unterdruck
betrieben und an den Offnungen fiir Zu- und Abluft befinden sich HEPA-Filter. Durch
den Unterdruck kann die Luft nur durch den HEPA-Filter aus der Kammer gelangen.
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Abbildung 31 Bild der Bioaerosolkammer an der TU Miinchen

Zur Dichtigkeitspriifung und Uberpriifung der Funktionsfahigkeit des HEPA-Filters
wurden in der Kammer nicht-pathogene E. coli Bakterien vernebelt. Durch Wisch-
proben (mit 1x PBS-Puffer angefeuchtetes Cellulose-Tuch) und Aufstellen von Kultur-
platten (Agar-NZCYM-Medium) aul3erhalb der Kammer wurde Uberpruft, ob kultivier-
bare Bakterien zu finden sind. Zur Vergleichbarkeit wurden Proben sowohl nach Ver-
nebelung von E. coli in 1x PBS-Puffer als auch nach Vernebelung von reinem PBS-
Puffer ohne Bakterien genommen, um Bakterienvorkommen aus anderen Quellen aus-

zuschliel3en.

Erzielte Ergebnisse

Bei allen analysierten Proben konnte kein Wachstum von E. coli aus der Bioaerosol-

kammer festgestellt werden, womit die Dichtigkeit der Kammer bestatigt ist.

Des Weiteren ist ein Dekontaminationsprozess etabliert worden, bei dem H202 mittels
PARI LC PLUS® in der Bioaerosolkammer vernebelt werden kann. Dadurch konnen
alle verwendeten Materialien vor dem Ausschleusen und auch der Innenraum der

Kammer selbst desinfiziert werden.

3.3.7 Bestimmung der biologischen Sammeleffizienz der Bioaerosolsammler

mit Testbioaerosolen / Arbeitspaket 7 (TU Miinchen)

Das Ziel dieses Arbeitspaketes ist es, die biologischen und allgemeinen Sammeleffizi-
enzen der verschiedenen Sammelsysteme zu bestimmen und zu vergleichen. Dies soll
Auskunft uber die Anwendbarkeit fur reale Fragestellungen hinsichtlich der Sammlung

von Legionellen in Aerosolen liefern.

Es wurden 3 Sammler (Coriolis® u, AGI-30 und NGI) mit unterschiedlichen physikali-

schen Prinzipien hinsichtlich ihrer allgemeinen und biologischen Sammeleffizienz
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untersucht. Dazu wurden Bakteriensuspensionen (mit E. coli und L. pneumophila) in

der Bioaerosolkammer mittels PARI LC PLUS® vernebelt, um feuchte legionellenhal-
tige Tropfen zu erzeugen, und mit dem jeweiligen Aerosolsammler gesammelt. Zur
Bestimmung der erzeugten Aerosolmenge wurde das Vernebelungsgefald vor und
nach dem Vernebelungsprozess gewogen. Die Gesamtzellzahl (Total cell count
(TCC)) vor und nach dem Sammelvorgang wurde mittels Durchflusszytometrie (durch-
gefuhrt am Durchflusszytometer Cube 6 von Sysmex/Partec) bestimmt. Dazu wurde
der Farbstoff Syto®9 zum Anfarben der Zellen verwendet. Dieser Farbstoff dringt in
alle Zellen ein und bindet dort an die DNA. Fur Unterscheidungen zwischen Zellen mit
intakter und beschadigter Zellmembran wurde zusatzlich der Farbstoff Propidium-
iodid (PI) hinzugefugt. Dieser kann nur in Zellen mit beschadigter Zellmembran ein-
dringen, was zu einer Verschiebung der Signale Richtung rote Fluoreszenz fuhrt.
Dadurch kénnen intakte (Intact cell count (ICC)) von geschadigten Zellen in einem Dot-

Plot unterschieden werden.

Die physikalische Sammeleffizienz bezeichnet normalerweise die Sammelfahigkeit
aller Partikel und wird mittels Partikelzahler bestimmt. Da wegen Dekontaminations-
schwierigkeiten kein Partikelzahler eingesetzt werden konnte, wurde die Sammeleffi-
zienz in Kombination mit Durchflusszytometrie (DFZ) bestimmt. Die Sammeleffizienz
beschreibt die Wiederfindung aller vernebelter Zellen. Da dies nicht direkt der
Definition der physikalischen Sammeleffizienz entspricht, wird sie in Folgendem als

allgemeine Sammeleffizienz bezeichnet.

Gesamtzellzahlgesammerr

Allgemeine Sammeleffizienz = x 100%

Gesamtzellzahl, o pepert

Die biologische Sammeleffizienz dagegen beschreibt das Uberleben der Zellen

wahrend des Sammelvorgangs und wurde folgendermalen berechnet:

Intaktzellzahl Gesamtzellzahl
gesammelt / gesammelt x 100%

Biologische S leffizi =
lologische Sammelef fizienz Intaktzellzahl,orneperr /| Gesamtzellzahl,prnepeir

Hierbei wird das Verhaltnis von Intakt- zu Gesamtzellzahl verwendet, um Verluste

durch den Sammelprozess auszuschliel3en.
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3.3.7.1 Coriolis® pu

Durchgefihrte Arbeiten

Die Menge der Sammelflussigkeit beim Coriolis® y und AGI-30 wurde gravimetrisch
durch Wiegen der Sammelgefal’e vor Beflllung und nach dem Sammelvorgang

bestimmt.

Der Optimierungsprozess erfolgte zunachst mit einem nicht pathogenen E. coli Stamm
als Testbakterium. AnschlieRend wurden die Versuche mit Legionella pneumophila
Serogruppe (Sg) 1 Subtyp Bellingham wiederholt. Die zu untersuchenden Parameter
waren Sammelgeschwindigkeit, Menge an Sammelflissigkeit und Art der Sammelflts-
sigkeit. Des Weiteren wurde der Effekt der Reinigung des Sammlers zwischen den

Sammelvorgangen und der Einfluss der relativen Luftfeuchtigkeit naher betrachtet.

Erzielte Ergebnisse

Fir eine aussagekraftige Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist es wichtig zu wissen,
ob eine Verschleppung von Bakterien im Coriolis® p moglich ist. Dazu wurden
zunachst Aerosole, die E. coli enthielten, gesammelt (300 L/min, 10 min), anschlie-
Rend eine Leerprobe (Blank) ohne Bakterien. Zu den Ergebnissen vgl. Abbildung 32.
Ohne Reinigung (turkis gefarbte Balken) ist zu erkennen, dass noch eine hohe
Konzentration an Zellen im Coriolis® p zurtuckgeblieben ist, wahrend mit einer Reini-
gung zwischen den beiden Durchgangen dies nicht mehr festzustellen ist. Es empfiehlt
sich also zwischen den einzelnen Sammelvorgangen alle potentiell kontaminierten

Oberflachen mit Ethanol und Wasser zu spulen bzw. zu reinigen.

Ein Spulen mit Ringerlésung zwischen den einzelnen Sammelvorgangen ist erst nach
zweimaliger Durchfuhrung wirksam. In der ersten Spulflussigkeit waren noch viele

intakte und kultivierbare Zellen auffindbar, in der zweiten Spulflissigkeit kaum noch.

Da die Ergebnisse mit Legionellen von gréfierer Bedeutung sind, werden im weiteren
Verlauf nur noch diese hier aufgeflihrt. Die nachfolgenden Ergebnisse zur Untersu-
chung der besten Parameter zur Sammelflissigkeit, Sammelflissigkeitsmenge und

Sammelvolumen konnten jedoch ebenfalls mit E. coli bestatigt werden.
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Abbildung 32 Einfluss der Reinigung mit Ethanol und VE-Wasser des Coriolis® p zwischen
einzelnen Sammelvorgangen

Als Menge der Sammelflissigkeit wurden Volumina von 15 mL und 10 mL getestet.
Die Ergebnisse in Abbildung 6 zeigen keinen signifikanten Unterschied (p > 0.05)
zwischen den Sammeleffizienzen der beiden Sammelflissigkeitsmengen. Somit sind
beide FlUssigkeitsmengen geeignet. Bei 10 mL besteht jedoch der Vorteil einer
niedrigeren Verdunnung der Zellen, wohingegen mit 15 mL je nach Anwendung mehr
Probenvolumen zur Verfligung steht. Die Auswahl sollte also bezlglich des

Anwendungszweckes getroffen werden.

Auch die Art der Sammelflussigkeit spielt eine Rolle hinsichtlich der Sammeleffizien-
zen. Getestet wurden 0,9 % NaCl, PBS-Puffer und Ringerldsung. Die hdchsten
Sammeleffizienzen konnten mit Ringerlésung erzielt werden (vgl. Abbildung 34). Da
Ringerlosung standardisiert und steril erworben werden kann, eignet sie sich gut fur

gleichbleibende Bedingungen.

Der Coriolis® u erreicht mit 300 L/min eine sehr hohe Sammeleffizienz. Des Weiteren
wurden 100 L/min und 200 L/min getestet. Die Ergebnisse (siehe Abbildung 35) zeigen
biologische Sammeleffizienzen bei 300 L/min von 90 £ 10 %. Dies ist eher unerwartet,
da bei hoheren Geschwindigkeiten auch grolere Scherkrafte auftreten, was zur
Schadigung der Zellen fihren kann, was jedoch beim Coriolis® p nicht der Fall zu sein
scheint. Die hohe Geschwindigkeit hat zusatzlich den Vorteil, dass bei geringen
Zellkonzentrationen in der Luft trotzdem eine messbare Konzentration in der

aufgefangenen Flussigkeit in kirzerer Probenahmezeit ermittelt werden kann.
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Abbildung 33 Sammeleffizienzen bei unterschiedlichen Sammelfliissigkeitsmengen (Anzahl
der Wiederholungen n = 3)
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Abbildung 35 Sammeleffizienzen bei Verwendung unterschiedlicher Flussraten (n = 3)
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Aufgrund der Ergebnisse wurden fir weitere Messungen 10 mL Ringerldésung als

Sammelflussigkeit und 300 L/min als Sammelgeschwindigkeit verwendet.

Dass es beim Coriolis® y zu Verdunstungseffekten der Sammelflissigkeit kommen
kann, ist schon ofter in der Literatur beschrieben worden. Dabei spielt die relative Luft-
feuchtigkeit eine entscheidende Rolle. Ein niedriger Wert fuhrt dabei zu einer héheren
prozentualen Verdunstung. Versuche bei unterschiedlichen relativen Luftfeuchtig-

keiten verdeutlichten nochmal deren Einfluss (Abbildung 36).

Um ein konstantes und schliel3lich reproduzierbares Probenvolumen zu gewahrleisten,
ist es empfehlenswert, die Sammelflissigkeit nach der Sammlung wieder auf den Aus-

gangswert aufzufullen.

3.3.7.2 Next Generation Impactor (NGI)

Der NGI basiert auf Impaktion der gesammelten Partikel auf einer Oberflache. Dabei
durchlauft der Luftstrom den NGI mit 8 Stufen (siehe Abbildung 37), wobei die Partikel
entsprechend ihrem aerodynamischen Durchmesser klassiert gesammelt werden. In
folgendem wurde ein Protokoll entwickelt, um bakterielle Zellen in Aerosolen gréen-

abhangig und kulturunabhangig zu quantifizieren.
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Abbildung 36 Auftragung der relativen Luftfeuchtigkeit (in %) gegen den Verlust an Sammel-
fliissigkeit (in mL)
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Abbildung 37 Abbildung des Aufbaus des Next-Generation-Impactor (NGI) [27]
Der Luftstrom durch den Sammler ist links eingezeichnet

Durchgefuhrte Arbeiten

Der NGI wurde in der Aerosolsicherheitskammer betrieben. Da zum Betrieb eine
Vakuumpumpe (Becker Drehschieberpumpe VT 4.40) bendtigt wird, wurde diese
aulRerhalb der Bioaerosolkammer aufgestellt und ein ULPA-Filter zwischen NGI und

Pumpe installiert, um ein Austreten der Legionellen aus der Kammer zu verhindern.

Um die Parameter flr einen optimalen Betrieb zu bestimmen, wurden verschiedene
Sammelgeschwindigkeiten und -zeiten naher untersucht. Da die Zellen am Ende des
Sammelvorgangs auf der Oberflache der 8 Schalen zu finden sind, ist ein Abwaschen
der Zellen nétig. Daflr hat sich bewahrt 5 mL sterile Ringerlésung in die Schalen zu
geben und leicht zu schwenken. Mit einer Animpfése wird anschliel3end leicht tGber die
Oberflache gefahren, um noch festsitzende Zellen zu 16sen. Nach einem erneuten
Schwenken wird die Flussigkeit in ein Zentrifugenrohrchen uberfuhrt. Daraus wurden
Proben (1 mL) fur die DFZ-Messungen entnommen. Es wurden alle acht Stufen ein-
zeln vermessen. Fur die Bestimmung der Sammeleffizienzen wurden die Ergebnisse
der Stufen addiert und mit der Konzentration an vernebelten Zellen verglichen. Zusatz-
lich wurden Blindwertmessungen mit vernebelter Ringerldsung durchgeflihrt, die bei

der Bestimmung der Sammeleffizienzen mit einbezogen wurden.

Hierbei ist es wichtig, das Bauteil mit den Disen nach jedem Sammelvorgang heraus-
zunehmen und mit EtOH und VE-Wasser zu reinigen, da vor allem beim Vernebeln
von Salzlésungen, wie z. B. Ringerldsung, Salzkristalle die Disen verstopfen kdnnen
und so ein geringerer Volumenstrom erreicht wird. Zusatzlich wird eine Verschleppung

von Legionellen zwischen den Sammelvorgangen vermieden.
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Erzielte Ergebnisse

In Abbildung 38 ist der Vergleich der allgemeinen und biologischen Sammeleffizienzen
bei verschiedenen Absaugvolumenstromen dargestellt. Es wurden vier Flussraten
zwischen 30 L/min und 100 L/min naher betrachtet, wobei 30 L/min und 100 L/min das

Minimum bzw. Maximum beim NGI darstellen.

Bei den allgemeinen und biologischen Sammeleffizienzen ist kein signifikanter Unter-
schied (p > 0.05) erkennbar. Bei 30 L/min ist jedoch eine hohe Abweichung bei der
biologischen Sammeleffizienz erkennbar, bei 100 L/min eine niedrigere. Dies lasst
darauf schlieRen, dass die hohe Flussrate zur Sammlung von Legionellen gut geeignet
ist, nicht nur wegen der hohen Sammeleffizienzen, sondern auch wegen des hoheren

Sammelvolumens im Vergleich zu den niedrigeren Geschwindigkeiten.

Mit 100 L/min wurden anschlielRend drei unterschiedliche Sammelzeiten untersucht.
Die Ergebnisse sind Abbildung 39 dargestelit.
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Abbildung 38 Sammeleffizienzen des NGI fiir verschiedene Flussraten (n = 3)
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Abbildung 39 Sammeleffizienzen des NGI fiir verschiedene Sammelzeiten (n = 3)

Bei Betrachtung der Ergebnisse fallen sowohl bei der allgemeinen als auch bei der
biologischen Sammeleffizienz Unterschiede zwischen den Sammelzeiten auf. Je
langer die Sammelzeit, desto geringer die allgemeine Sammeleffizienz. Das ist
dadurch zu begrunden, dass Zellen auch wieder von der Oberflache mit dem Luftstrom
mitgerissen werden kdnnen, was mit der Zeit wahrscheinlicher wird. Bei der biologi-
schen Sammeleffizienz ist eine leichte Abnahme aber vor allem ein starker Anstieg der
Standardabweichung mit steigender Sammelzeit zu erkennen. Die Zellen sind
wahrend des Sammelvorgangs einer hohen Stresssituation ausgesetzt, da sie
zunachst auf einer trockenen Oberflache abgeschieden werden. Je langer diese Zeit
ohne FlUssigkeit andauert, desto wahrscheinlicher sind Schaden an der Zellmembran.
Die Zellen reagieren jedoch auch sehr unterschiedlich auf den Trockenstress, was die
hohen Abweichungen erklart. Anhand dieser Ergebnisse waren 10 Minuten die
optimale Sammelzeit. Ist jedoch nur eine geringe Konzentration an Zellen in der Luft
vorhanden, kann es auch sinnvoll sein, langere Sammelzeiten anzuwenden, um die
gesammelte Konzentration zu erhéhen, auch wenn das zur Abnahme der intakten

Zellen fuhren kann.

Wie schon erwahnt werden beim NGI Partikel entsprechend ihrem aerodynamischen
Durchmesser in den einzelnen Stufen klassiert. Der Hersteller hat 7 der 8 Stufen des

NGI dementsprechend charakterisiert (siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3 Cut-off-diameters (Trenngrenzendurchmesser) der einzelnen Stufen des NGl fiir
drei unterschiedliche Flussraten.
Die Ergebnisse wurden vom Hersteller ermittelt [28]

o 30 60 100 L/min
Stufe 1 11.72 8.06 6.12 um
Stufe 2 6.40 4.46 3.42 um
Stufe 3 3.99 2.82 2.18 um
Stufe 4 2.30 1,66 1.31 um
Stufe 5 1.36 0.94 0.72 um
Stufe 6 0.83 0.55 0.40 um
Stufe 7 0.54 0.34 0.24 um

Es ist zu erkennen, dass der Cut-of-diameter (Trenngrenzendurchmesser) der Zellen
mit steigenden Geschwindigkeiten fur die einzelnen Stufen sinkt. Das heil3t, bei hdhe-
ren Sammelgeschwindigkeiten werden Partikel schon in friheren Stufen abgeschie-
den. Um zu sehen ob mit Legionellen auch eine Geschwindigkeitsabhangigkeit
erkennbar ist, wurde die Verteilung der Zellen (TCC und ICC) in den Stufen naher
betrachtet (siehe Abbildung 40).

Bei der Verteilung der Gesamtzellzahl ist eine leichte Geschwindigkeitsabhangigkeit
zu erkennen. Wahrend bei 30 L/min Zellen bevorzugt in Stufen 4,5 und 6 zu finden
sind, steigt der prozentuale Anteil bei 100 L/min fur Stufe 4 und sinkt fur Stufe 6. Vor
allem in den spateren Stufen 7 und 8 sind bei allen Geschwindigkeiten kaum Zellen zu
finden. Betrachtet man die Partikelgrof3en in Tabelle 1, stellt man fest, dass besonders
Legionellen im Grdélkenbereich 0,4 - 2,3 um festgestellt werden. Diese Werte liegen im
unteren Grolenbereich dieser Bakterien, die typischerweise GroRen zwischen

2 — 20 ym aufweisen.
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Abbildung 40 GroéRenverteilung der Gesamtzellzahl (TCC, oben) und Intaktzellzahl (ICC, unten)
in den einzelnen Stufen des NGI fiir vier verschiedene Flussraten (n = 3)

Der Vergleich der Ergebnisse mit der vom Hersteller bereitgestellten GroRentabelle
gestaltet sich aus mehreren Grinden schwierig flr Legionellen. Zum einen muss
unterschieden werden, ob die Tropfengrdlie oder die ZellgroRe fir die Abscheidung
betrachtet wird. Ein Tropfenspektrum des PARILC PLUS® gibt einen mittleren
Durchmesser von 6,2 ym an. Jedoch ist es wahrscheinlich, dass die Flussigkeit
wahrend des Sammelvorgangs bereits verdunstet ist, wenn die jeweilige Stufe erreicht

wird. Dies liegt vor allem an der relativen Luftfeuchtigkeit wahrend der Experimente.
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Da diese bei 30 % lag, kam es zu einem starken Verdunstungseffekt der Flussigkeit,

die die Bakterien umhullt. Deswegen ist es auch wahrscheinlicher, dass die
GroRenverteilung eher von der Grol3e der Legionellen abhangig ist. Zum anderen
wurde die Charakterisierung des NGI vom Hersteller mit kugelférmigen trockenen
Partikeln vorgenommen. Dahingegen sind Legionellen stabchenférmig, weshalb es
moglich ist, dass diese sich im Luftstrom anders verhalten. Auch ist nicht geklart, ob

die Grolienunterscheidung aufgrund von Lange oder Breite (0,3 - 0,9 ym) erfolgt.

Aus diesem Grund sind Untersuchungen bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100 %
notwendig, um eine Verteilung der Tropfen zu untersuchen. Auch kann eine héhere

Luftfeuchtigkeit Auswirkungen auf das Uberleben der Zellen haben.

Dispergiereinheit

Durchgefliihrte Arbeiten

Die schon in einem friheren Arbeitspaket beschriebene Dispergiereinheit wurde ver-
wendet, um Sammlungen bei 100 % Luftfeuchtigkeit zu ermodglichen. Der Luftdruck
wurde hierbei auf 0,5 bar eingestellt, die Flussgeschwindigkeit der Probenzufuhr

betrug 2,1 mL/min. Alle Sammelvorgange wurden flir 10 min durchgefihrt.

Erzielte Ergebnisse

Der Einsatz der Dispergiereinheit zeigte deutliche Unterschiede bezuglich der GroRen-
verteilung des NGls (siehe Abbildung 41). Mit der Dispergiereinheit konnte eine Luft-

feuchtigkeit von 100 % erreicht werden.

Hier ist deutlich erkennbar, dass Zellen vor allem in friheren Stufen (1 - 4) zu finden
sind und der Anteil bei hoheren Stufen deutlich abnimmt. Da nach dem Sammelvor-
gang noch Flussigkeit in den Schalen erkennbar war, ist davon auszugehen, dass hier
die Tropfengrdle fur die Verteilung entscheidend ist und nicht die Partikelgrofde. Auch
ist eine Geschwindigkeitsabhangigkeit zu erkennen. Bei héheren Sammelgeschwin-
digkeiten befindet sich ein hoherer Anteil der Zellen in Stufe 1, wohingegen bei niedri-
geren Geschwindigkeiten mehr Zellen in den Stufen 2 - 4 zu finden sind. Ein Vergleich

mit der GrélRentabelle (Tabelle 1) zeigt hier, dass die meisten Zellen in TropfengréRen
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zwischen 4 - 8 um zu finden sind. Da die erzeugte mittlere Tropfengrélie der Zweistoff-

duse ca. 4 ym betragt, ist davon auszugehen, dass sich in groReren Tropfen mehr als
eine Legionellen-Zelle befindet.

Betrachtet man die Sammeleffizienzen fur die unterschiedlichen Flussraten (siehe

Abbildung 42), fallt auf, dass die allgemeine Sammeleffizienz deutlich verringert ist.
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Abbildung 41 GroRenverteilung der Gesamtzellzahl (TCC, oben) und Intaktzellzahl (ICC, unten)

in den einzelnen Stufen des NGI fiir vier verschiedene Flussraten unter Verwen-
dung der Dispergiereinheit (n = 3)
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Abbildung 42 Sammeleffizienzen des NGI fiir verschiedene Sammelzeiten unter Verwendung
der Dispergiereinheit (n = 3)

Dies ist auf den Versuchsaufbau zurtckzufuhren. Mit der Dispergiereinheit muss der
Luftstrom einen langeren Weg durch das Rohr zurticklegen als bei den Sammelvor-
gangen ohne Dispergiereinheit. Dadurch ist es moglich, dass Zellen an den Wanden
anhaften und nicht zum Sammler gelangen. Dies zeigt deutlich, dass der Versuchs-
aufbau eine entscheidende Rolle bei der Bestimmung der allgemeinen Sammeleffizi-
enz spielt. Die biologische Sammeleffizienz wird dagegen immer auf die gesammelten
TCC Werte bezogen, weswegen hier der Vergleich zwischen verschiedener Versuchs-
aufbauten einfacher moglich ist. Hier ist ein Anstieg der biologischen Sammeleffizienz
auf teilweise Uber 90 % fur alle Flussraten erkennbar. Dadurch konnte gezeigt werden,

dass eine héhere Luftfeuchtigkeit sich positiv auf das Uberleben der Zellen auswirkt.

Diese Ergebnisse wurden auch durch den Vergleich mit dem Coriolis® u bei Verwen-
dung der Dispergiereinheit bestatigt (siehe Abbildung 43), bei dem auch ein Anstieg
der biologischen Sammeleffizienz auf tber 90 % erkennbar ist.
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Abbildung 43 Sammeleffizienzen des Coriolis®  fiir verschiedene Flussraten unter
Verwendung der Dispergiereinheit (n = 3)

3.3.7.3 All-Glass-Impinger (AGI-30)

Der dritte getestete Aerosolsammler war der Impinger AGI-30. Dieser gilt als Goldstan-
dard fur die Verwendung mit Bioaerosolen und ist in vielen VDI-Richtlinien erwahnt
[29]. Aufgrund der Benutzung seit mehreren Jahrzehnten, gibt es zahlreiche
Erfahrungsberichte und Veroéffentlichungen dariber. Im Zuge dieses Projektes wurde
er als standardisierter Vergleichssammler eingesetzt. Das Prinzip beruht auf
Impingment, wobei der Luftstrom bis zu Schallgeschwindigkeit beschleunigt wird. Die

Partikel treffen dann auf eine FlUssigkeit, in der sie abgeschieden werden.

Durchgefuhrte Arbeiten

Da beim AGI-30 schon viele Parameter optimiert wurden oder in Richtlinien festge-
schrieben sind, wurden nur Experimente mit verschiedenen Sammelzeiten durchge-
fuhrt. So sind 30 mL als maximale Vorlage an Sammelflissigkeit und 12,5 L/min als
Sammelvolumenstrom in Abschnitt 8 der Richtlinie VDI 4252 Blatt 3 empfohlen. Die
Sammelgefalle wurden vor (leer) und nach (voll) dem Sammelprozess gewogen, um
die verbleibende Menge an Sammelflissigkeit zu bestimmen. Identisch zu den
Messungen mittels NGI wurde auch fur den AGI-30 ein ULPA-Filter zwischen
Vakuumpumpe und Sammler installiert. Proben fir DFZ-Messungen konnten direkt

aus dem Sammelgefall entnommen werden.
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Abbildung 44: Sammeleffizienzen des AGI-30 fiir verschiedene Sammelzeiten (n = 3)

Erzielte Ergebnisse

Die Ergebnisse bei verschiedenen Sammelzeiten sind in Abbildung 44 dargestelit.

Bei der allgemeinen Sammeleffizienz ist mit langeren Zeiten kein signifikanter Unter-
schied erkennbar (p > 0.05), wohingegen eine Abnahme bei der biologischen Sammel-
effizienz auftritt. Mit l1angerer Sammeldauer stehen die Zellen auch fiur langere Zeit
unter Stress, was zu einer Abnahme der Uberlebensfahigkeit fihren kann. Da der AGI-
30 mit 12,5 L/min das geringste Sammelvolumen im Vergleich zu den anderen beiden
Sammlern aufweist, kann es fur Messungen mit geringer Bakterienkonzentration
sinnvoll sein, langere Sammelzeiten zu wahlen. Fur die Versuche im Labor mit hoher
Bakterienkonzentration stellen 10 Minuten eine bessere Option dar, besonders wegen
der héheren Uberlebensrate.

3.3.7.4 Vergleich der Sammler

Durchgefiihrte Arbeiten

Nach Bestimmung der optimalen Betriebsparameter wurden Experimente zur Perfor-
mance der drei Sammler durchgefihrt. Dazu wurden Bioaerosole mittels Pari LC
PLUS® erzeugt und die gesammelten Proben mittels DFZ und Kultivierung auf BCYE-
Agar-Platten quantifiziert. Dadurch sollen Erkenntnisse uber den Anteil an VBNC-
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Bakterien, das heil3t Bakterien, die noch eine intakte Zellmembran aufweisen, aber

nicht mehr kultivierbar sind, gewonnen werden. Die Parameter fur die jeweiligen
Sammler waren folgende:
- Coriolis® y: 10 mL Ringerlésung, 300 L/min, 10 min

- AGI-30: 30 mL Ringerlésung, 12,5 L/min, 10 min
- NGI: in 5 mL Ringerlésung resuspendiert, 100 L/min, 10 min

FUr die Bestimmung mittels Kultivierung wurden 0,1 mL und 0,5 mL der gesammelten
Probe in verschiedenen Verdunnungen sowohl vor als auch nach dem Sammelvor-
gang auf BCYE-Platten ausgestrichen. Diese wurden anschlieRend bei 37 °C fur
7 Tage inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die gewachsenen Kolonien gezahit. Der

Anteil der VBNC-Zellen berechnet sich mit folgender Formel

Kultivierbary,gcpner / Kultivierbar,prper

AnteilVBNC = (1 - ) x 100 %

Biologische Sammelef fizienz

Erzielte Ergebnisse

Der Vergleich der Sammeleffizienzen der drei Sammler ist in Abbildung 45 aufgeflhrt.

Es lassen sich deutliche Unterschiede in den Sammeleffizienzen erkennen. Der NGI
erreicht dabei mit 95.5% % 11.8% die hochste allgemeine Sammeleffizienz, wohin-
gegen das Uberleben der Zellen mit 59.7% * 16.5% niedriger ausfallt. Mit dem
Coriolis® p verhalt es sich genau umgekehrt. Hier ist mit 51.4% + 6.0% eine niedrigere
allgemeine daftr mit knapp 83.5% + 15.3% eine sehr hohe biologische Sammeleffizi-
enz zu sehen. Der AGI-30 liegt genau in der Mitte mit 80.9% £ 22.1% (allgemein) und
69.0% = 9.5% (biologisch). Die Unterschiede lassen sich durch die verschiedenen
physikalischen Prinzipien erklaren. Der NGI weist einen hohen Trockenstress flur die
Legionellen auf, jedoch ist das Mitreilen von Zellen unwahrscheinlicher. Dagegen ist
die Sammlung in einer Flussigkeit schonender, was die hoheren Uberlebensraten
mittels AGI-30 und Coriolis® p verdeutlichen, dagegen tritt vor allem beim Coriolis® p

ein Wiederaustreten der Zellen aus dem Sammelmedium haufiger auf.
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Abbildung 45: Vergleich der Sammeleffizienzen der drei getesteten Sammler (n = 4 - 6)

Der Einfluss des Stresses, dem die Bakterien ausgesetzt sind, wird auch nochmal bei

Betrachtung des VBNC-Anteils nach dem Sammelvorgang deutlich (siehe Abbildung
46)
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Abbildung 46 Anteil an VBNC-Zellen der drei getesteten Sammler (n = 3)
Hier ist zu erkennen, dass der NGI mit 99,9 %, den hochsten VBNC-Anteil aufweist.

Wie schon zuvor erklart, gehen die Zellen durch Stresssituationen, wie hier die Abwe-
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senheit von FlUssigkeit, in den VBNC-Status Uber. Bei Sammlung direkt in ein wassri-

ges Medium, ist der Anteil mit 51.7 % + 43.0 % (AGI-30) und 50.2 % = 9.5 %
(Coriolis® p) deutlich niedriger. Jedoch ist beim AGI-30 eine sehr hohe Standardab-
weichung erkennbar, was darauf schliel3en lasst, dass die Zellen sehr unterschiedlich

auf Impingment reagieren.

Bei Verwendung der Dispergiereinheit ergab sich ein VBNC-Anteil von 97.7 % £ 1.4
%, das bedeutet, die Kultivierbarkeit hat sich um eine Log-Stufe erhoht. Beim Coriolis®
M sind mit 64.2 % + 2.3 % ahnliche Ergebnisse wie zuvor erzielt worden. Der Unter-
schied kann durch die verschiedenen Sammelprinzipien erklart werden. Beim NGl ist
durch eine hohere Luftfeuchtigkeit Flussigkeit in den Schalen zu finden. Dies reduziert
den Trockenstress fur die Zellen, was zu weniger VBNC-Zellen fuhrt. Der Coriolis® p
sammelt die Bakterien von vornherein in einer Flissigkeit was den Einfluss der Luft-

feuchtigkeit auf den VBNC-Status verringert.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass alle drei Sammelsysteme fur die Anwen-
dung bei Legionellen in Bioaerosolen geeignet sind. Allgemein konnte gezeigt werden,
dass die Abscheidung der Zellen in Anwesenheit von einer Flussigkeit zu héherem
Uberleben und geringerem VBNC-Anteil der Legionellen fiihrt. Der Coriolis® p weist
hierbei mit 300 L/min das hochste Sammelvolumen auf und ist durch die integrierte
Pumpe gut in Feldmessungen einsetzbar. Der AGI-30 bendtigt zwar eine externe
Vakuumpumpe und wegen geringerer Sammelgeschwindigkeiten sind auch langere
Sammelzeiten notig, jedoch weist er gute Sammeleffizienzen auf und ist am meisten
erforscht. Mit dem NGI sind aufgrund seines Gewichtes Feldmessungen, vor allem auf
Kahltirmen, eher schwieriger zu gestalten, jedoch sind durch die groRenabhangige
Unterteilung der Tropfen in 8 Stufen mehr Informationen Uber die Tropfengrofle
madglich. Hier spielt die Luftfeuchtigkeit eine entscheidende Rolle. Zur Untersuchung
der Tropfengrofie sind 100 % RH notwendig, wofur die Dispergiereinheit gut geeignet
ist. FUr den PARI LC PLUS® musste die gesamte Bioaerosolkammer auf 100 % RH
eingestellt werden, was eine groere Herausforderung darstellen wirde. Fur Realmes-
sungen sind hohe Luftfeuchtigkeit nicht immer gegeben, weswegen der NGI beson-
ders flr Experimente im Labor gut geeignet ist. Im Vergleich zum bisher verwendeten
Andersen-Impaktor, sind beim NGI die Schalen nicht mit einem Kulturmedium bedeckt,
weswegen auch kultur-unabhangige Methoden, wie Durchflusszytometrie oder qPCR,

angewandt werden kdnnen.
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Dementsprechend sollte ein geeigneter Sammler immer anhand der Gegebenheiten

und Fragestellungen ausgewahlt werden. Auch wurde die Notwendigkeit von kultur-
unabhangigen Methoden aufgezeigt, da alle Sammler den Anteil an VBNC-Zellen
erhdhen, die mit Kultivierung so nicht mehr bestimmt werden kénnen. Dieses Thema

wird im Folgendem Kapitel naher betrachtet.

3.3.8 Evaluation der nicht-kulturellen Analyseverfahren zum differenzierten
Legionellen Nachweis (lebend/tot) mittels LegioTyper / Arbeitspaket 8
(TU Miinchen)

Zur Herstellung von legionellenhaltigen Bioaerosolen zur Evaluation der verschiede-
nen nicht-kulturellen Analyseverfahren, wurden Suspensionen bestehend aus Ringer-
I6sung und Legionellen Cryo Standards hergestellt. Diese wurden anschlieRend mit
dem PARI LC PLUS® Vernebler aerosolisiert und das entstehende Bioaerosol wurde
mittels des Zyklonsammlers Coriolis® y gesammelt (300 L/min fir 10 min). Die in der
Ringerlésung abgeschiedenen Zellen, konnten daraufhin mit verschiedenen Methoden

analysiert werden.

Ziel des Arbeitspaketes ist es, kulturunabhangige Methoden zu evaluieren, besonders
im Hinblick auf einen Vergleich zur bisher verwendeten Kultivierung mit der Angabe
des Messbereiches, der Wiederfindungen, der Nachweisgrenzen, der Messdauer und
der erhaltenen Informationen. IMS-FCM wurde hierbei zum ersten Mal fur die Anwen-

dung zur Untersuchung von Legionellen in Aerosolen eingesetzt.

3.3.8.1 Chemilumineszenz-Sandwich-Mikroarray-Immunoassay (CL-SMIA)

Durchgefihrte Arbeiten

- Herstellung der Microarray Chips
Auf einer mit modifiziertem Jeffamine ED 2003 beschichteten Polycarbonatplatte
wurden zunachst verschiedene Antikdrper mittels Kontaktspottings immobilisiert. Als
Immobilisierungsreagenzien wurden EDC und s-NHS verwendet. Insgesamt enthalt
der Chip 11 monoklonale Antikorper (mAb), die unterschiedlich hohe Affinitaten fur
verschiedene Subtypen von L. pneumophila Sg 1 aufweisen. Zusatzlich ist noch ein
polyklonaler Antikdrper (pAb) aufgebracht, der die Anwesenheit von Sg 1 angibt. Auch

wurden immer eine Positiv- und Negativkontrolle mitgeflhrt. Nach der Immobilisierung
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erfolgte die Fertigstellung durch Aufkleben der Flusszelle und einer schwarzen Unter-

schale (siehe Abbildung 47). Die fertigen Chips sind im Kuhlschrank mehrere Monate
haltbar.

PC-Platte
- mit Antikorpern

P

Abbildung 47: Aufbau der Microarray-Chips

Unterschale

- Messprinzip am Microarray-Chip-Reader Research (MCR - R)
1 ml der Probe wird direkt aus dem Sammelgefall entnommen und in den Microarray
Chip Reader (MCR) eingespritzt. Danach erfolgt die automatisierte Zugabe des
biotinylierten Detektionsantikérpers und des Poly-Streptavidin-HRP. Zuletzt werden
die Reagenzien Luminol und Wasserstoffperoxid zugegeben, die zur Chemilumines-
zenz-Reaktion fuhren. Die dabei entstandenen Signale werden mittels einer CCD-
Kamera aufgenommen. Der Aufbau des Sandwich-Immunoassays ist in Abbildung 48

schematisch dargestelit.

Luminol Luminol Lumino
+H hv + H,0, hv +H,0, hv
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chemiluminescence b

4,0, 0;
reaction
HRP HRP HRP

biotinylated detection

antibody IK Y /l\ Y /K‘ Y
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immobilized scavenger
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Abbildung 48 Schematische Darstellung des Aufbaus des Chemilumineszenz-Sandwich-
Microarray-Immunoassays (CL-SMIA)

- Experimente zu freier LPS
Des Weiteren wurden Untersuchungen zur Analyse von freien LPS-Strukturen von
L. pneumophila Sg 1 Subtyp Bellingham vorgenommen. Dies soll Erkenntnisse liefern,
ob freie LPS messbar sind und ob es durch das Vernebeln und Sammeln zu einer

Freisetzung von freier LPS kommt. Dazu wurde freie LPS hergestellt indem
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L. pneumophila Suspensionen fir 14 Stunden bei 37 °C geschuttelt wurden. Die freie

LPS wurde anschliel3end mittels Steril-Filtration (0,22 ym) von Bakterienzellen abge-
trennt. Zum Vergleich, ob der Anteil an freier LPS durch den Vernebelungs- und
Sammelprozess zunimmt, wurde die freie LPS vor und nach dem Sammeln abgetrennt

und vermessen.

Erzielte Ergebnisse

Zunachst sollte untersucht werden, ob die Vernebelung von Ringerlésung zu unspezi-
fischen Bindungen auf dem Chip fihrt, das heil3t, ob in den Blindwertmessungen
erhohte Signale zu erkennen sind. Dazu wurde steril filtrierte Ringerlésung vor und

nach der Vernebelung/Sammlung am MCR vermessen, vgl. Tabelle 4

Fir die Antikdrper 84/2, 30/4 und pAb sind im Vergleich zu den anderen Antikorpern
etwas hohere Signalintensitaten zu erkennen. Da dies auf verschiedene Matrices
zutrifft, kann es auf unspezifische Bindungen zwischen immobilisiertem Antikérper und
Detektionsantikorper zuruckgefuhrt werden. Die Ergebnisse zeigen auch, dass die
Vernebelung von Ringerlésung zu keiner Signalerhdhung fuhrt und demnach weiter

als SammelflUssigkeit eingesetzt werden kann.

Zur Bestatigung der Anwendbarkeit der Methode fir eine Subtypisierung von

L. pneumophila Sg 1 in Bioaerosolen wurde der Subtyp Bellingham verwendet.

Tabelle 4 Intensitaten fiir Blankmessungen am MCR mit Ringerlésung (RL) vor und nach
der Vernebelung/Sammlung

40 & S~ ALy © - = g (32) o | @
Z92| 3 R = = = I = = o a Z%
2| 2 | 2 | 2|2 | % ) 2|2 |2|2|%3|8¢
z2| g £ £ £ £ £ £ £ a2
RL
718 | 6167 | 1368 | 4655 | 886 | 1730 | 1127 | 995 | 1167 | 700 | 5659 | 63662
vorher
RL
nach- | 451 | 4602 | 908 | 3240 | 382 | 770 | 743 | 456 | 851 | 450 | 1962 | 63660
her
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Abbildung 49: Chip-Aufnahme der CCD-Kamera fiir L. pneumophila Sg 1 Bellingham mit einer
Konzentration von 108 Zellen/mL

Abbildung 49 =zeigt die Aufnahme der CCD-Kamera fur die Konzentration
108 Zellen/mL.

Fir den Subtyp Bellingham sind positive Signale fur die Antikdrper 10/7, 84/2, 10/6,
20/1 und 30/4 zu erwarten und auch zu erkennen, so dass dieser Subtyp bestatigt
werden kann. Somit konnte gezeigt werden, dass mit dieser Analyseplattform eine
Subtypisierung fur L. pneumophila Sg 1 Bellingham auch flir Bioaerosole moglich ist.
Ob dies auch auf weitere Subtypen zutrifft, misste in weiteren Messungen bestatigt

werden.

Da bisher nur qualitative Aussagen getroffen werden konnen, erfolgte im weiteren Ver-
lauf auch eine Kalibrierung, um eine Quantifizierung moglich zu machen. Dazu wurden
Legionellen-Suspensionen zwischen 103 - 107 Zellen/mL vernebelt, gesammelt und
am MCR-R vermessen. Die Ergebnisse flr den Subtyp Bellingham sind in Abbildung
50 dargestellt.
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Abbildung 50: Ergebnisse der CL-SMIA Messungen verschiedener Konzentrationen an L.
pneumophila Bellingham (n = 3)

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Subtypisierung vor der Aerosolbildung erst ab einer
Konzentration von 10° Zellen/mL moglich ist. Bei den Aerosolproben ergab sich zudem
die Schwierigkeit, dass durch die Sammlung in 10 ml Sammelflissigkeit eine Verdun-
nung der Konzentration auftrat, wodurch die Subtypisierung erst ab einer Konzentra-
tion von 10° Zellen/mL erfolgen konnte. Eine Quantifizierung war Gber den angewand-
ten Messbereich nicht moglich. Dies lasst darauf schlieRen, dass CL-SMIA far
Bioaerosole prinzipiell angewandt werden kann, jedoch erst bei sehr hohen Konzen-
trationen und auch nur fur qualitative Aussagen. Eine Mdglichkeit besteht darin, eine

Kombination aus Kultivierung und CL-SMIA vorzunehmen. Sollte eine Probe Kultur-
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positiv sein, werden verdachtige Kolonien resuspendiert und mittels CL-SMIA vermes-

sen, da in Kolonien hohere Zellzahlen zu finden sind.

Die Untersuchungen von freier LPS ergaben, dass diese mit dem CL-SMIA messbar
sind und auch eine Subtypisierung stattfinden kann. Durch das Vernebeln und
Sammeln von L. pneumophila konnte keine Zunahme an freier LPS erkannt werden,
das heil3t, die im Sammelprozess auftretenden Krafte fuhren zu keiner Freisetzung von
LPS.

Auch Versuche, bei denen nur freie LPS vernebelt und gesammelt wurde, ergaben
keine Veranderung im Aerosol. Dies |asst darauf schliel3en, dass die Sammeleffizienz

von freier LPS der von Bakterienzellen ahnelt.

3.3.8.2 Immunomagnetische Separation gekoppelt mit Durchflusszytometrie
(IMS-FCM)

Durchgefiihrte Arbeiten

Fir die Messungen mittels IMS-FCM wurden Antikdrper gegen L. pneumophila Sg 1
eingesetzt. Diese sind entweder mit magnetischen Partikeln oder einem grinen
Fluorochrom gekoppelt. Die Antikorper wurden zur Probe gegeben und anschliel3end
fur 1 h auf einem Uberkopfschdittler inkubiert. Da die Antikdrper bestimmte Bedingun-
gen flr eine optimale Bindung an die Zellen bendtigen, war zu Beginn eine Probenvor-
bereitung notig. Dazu wurden 900 uL der gesammelten Ringerlosung mit 100 pL einer
Phosphatlosung (2 mL Phosphatpuffer (80 mM Na2HPO2 und 20 mM KH2PO4),
0.2 mg BSA und 10 pL Tween-20 in VE-Wasser) versetzt, was zu einem Verdun-
nungsfaktor von 1.1 flhrt (Bei spaterem Messergebnis zu berlcksichtigen). Anschlie-
Rend konnte mit der Zugabe der Antikdrper begonnen werden. Nach der Inkubations-
zeit wurde die Probe in die Mess-Kartusche gegeben. Zusatzlich wurde noch entspre-
chender Puffer bendtigt. Fur die Gesamt-Legionellen Konzentration (Total Legionella
Count (TLC)) wurde ein Puffer bestehend aus 1x PBS und Tween-20 hinzugegeben,
wahrend flur die Intakt-Legionellen Konzentration (Intact Legionella Count (ILC)) ein
Puffer mit Propidiumiodid (Pl) zugegeben wird. Das Pl ist ein rot fluoreszierender Farb-
stoff, der nur in Zellen mit beschadigter Zellmembran eindringt und so die Messsignale
in Richtung roter Fluoreszenz verschiebt. Somit ist eine Unterscheidung zwischen

beschadigten (toten) und intakten Zellen moéglich. Die immunomagnetische Separation
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und Messung mittels Durchflusszytometrie erfolgen automatisiert am rgmicro. COUNT.

Das Messprinzip ist schematisch in Abbildung 51 dargestellt.

@ Propidium iodide
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Abbildung 51: Schematische Darstellung des Messprinzips mittels IMS-FCM

Erzielte Ergebnisse

In Abbildung 52 ist exemplarisch ein Dot Plot fur ILC-Messungen bei einer Konzentra-
tion von 10° Zellen/mL zu sehen. Dabei ist griine gegen rote Fluoreszenz aufgetragen.
Das rote Gate ist eine Voreinstellung des Herstellers, lasst sich aber an die jeweilige
Messung anpassen und verschieben. Der rote Farbstoff Pl flhrte hier zu einer Ver-
schiebung der beschadigten Zellen nach oben in Richtung rote Fluoreszenz. Demnach
blieben im Gate alle intakten Zellen zurlck, wodurch die Konzentration bestimmt
werden konnte.
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Abbildung 52: Dot-Plot einer IMS-FCM Messung fiir die Bestimmung von intakten Legionellen
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Die Auftragung der Ergebnisse in Abbildung 53 zeigt einen linearen Zusammenhang

zwischen eingesetzter und gemessener Konzentration sowohl vor als auch nach der
Aerosolbildung. Des Weiteren sind oben die Ergebnisse der TLC-Messungen und
unten die der ILC-Messungen dargestellt. Somit ist ein linearer Messbereich zwischen

103 - 10° Zellen/mL gegeben.

Die Leerwertmessungen zeigen einen leichten Anstieg der Konzentration im Aerosol.
Dies ist auf mogliche verbleibende Zellen im Bioaerosolsammler oder in der Luft der
Bioaerosolkammer zurtckzufihren. Insgesamt konnte eine alternative quantitative

Methode flir die Anwendung bei Legionellen in Aerosolen bestatigt werden.
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Abbildung 53: Korrelation zwischen eingesetzter und gemessener Konzentration fiir Proben
vor und nach Aerosolbildung gemessen mittels IMS-FCM. oben: TLC; unten: ILC
(n=3)
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3.3.8.3 qPCR

Durchgefihrte Arbeiten

Da die im Projektantrag geplante molekularbiologische Methode haRPA (heterogene
asymmetrische Rekombinase Polymerase Amplifikation) noch nicht weit genug entwi-
ckelt ist, um diese fur Legionellen in Aerosolen anwenden zu kénnen, wurde eine
alternative molekularbiologische Methode herangezogen. Dabei handelt es sich um
die quantitative Polymerase Kettenreaktion (QPCR). Daflr wurde ein kommerziell
erhaltliches qPCR-Kit der Firma Biotecon verwendet. Mit diesem Kit ist es mdglich,
Legionella species, Legionella pneumophila und Legionella pneumophila Sg 1 simul-

tan zu bestimmen.

Erzielte Ergebnisse

Bei allen drei bestimmten Spezies ist eine lineare Korrelation zwischen eingesetzter
Konzentration und Ct-Wert erkennbar (siehe Abbildung 54). Hohe Ct-Werte entspre-
chen hierbei niedrigen Konzentrationen. Dies trifft sowohl vor als auch nach der Aero-
solbildung zu. Hohe Ct-Werte entsprechen hierbei niedrigen Konzentrationen. Durch
die Verwendung eines Farbstoffes, der kovalent an DNA beschadigter Zellen bindet
und so die Amplifizierung verhindert, konnten zusatzlich auch die intakten Zellen
bestimmt werden. Auch hier ist ein linearer Zusammenhang im untersuchten Messbe-
reich sichtbar. Durchgefihrte Blindwertmessungen mit Ringerldsung ergaben keinen

Ct-Wert, das heil3t keine Legionellen konnten nachgewiesen werden.
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Abbildung 54: Korrelation zwischen eingesetzter und gemessenem Ct-Wert fiir Proben vor und
nach Aerosolbildung gemessen mittels qPCR fiir alle drei analysierten Spezies;

oben: TLC; unten: ILC (n = 3)

3.3.8.4 Kultivierung

Durchgefiihrte Arbeiten

Far die Bestimmung der Koloniebildenden Einheiten (KBE) wurden Zellen in Ringerlo-

sung direkt auf Buffered Carcoal Yeast Extract (BCYE) Agar Platten aufgebracht und

ausgestrichen. Die Platten wurden anschlie3end in einem Inkubator bei 37 °C fur 7-10

Tage inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die gewachsenen Kolonien gezahlt.
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Abbildung 55: Korrelation zwischen eingesetzter und gemessener Konzentration fiir Proben
vor und nach Aerosolbildung gemessen mittels Kultivierung (n = 3)

Erzielte Ergebnisse

Die Ergebnisse (siehe Abbildung 55) zeigen vor der Aerosolbildung eine lineare
Korrelation zwischen eingesetzter Konzentration und gebildeten Kolonien. Nichtsdes-
totrotz Iasst sich erkennen, dass nicht jede Zelle eine Kolonie bildet (nur ca. 10 %).
Dies wird noch deutlicher bei Betrachtung der Ergebnisse nach der Aerosolsammlung,
wo zum einen eine hoéhere Standardabweichung der Ergebnisse und zum anderen
eine deutliche Unterbestimmung auftritt. Dies lasst darauf schliellen, dass die
Bakterien durch den Sammelvorgang in den VBNC-Status Ubergehen. Der Anteil der
Zellen im VBNC-Status scheint dabei zu variieren, was die héheren Abweichungen
erklart. Durch diese Ergebnisse wird die Notwendigkeit von geeigneten kulturunabhan-

gigen Methoden noch einmal verdeutlicht.

3.3.8.5 Vergleich Nachweisgrenzen und Wiederfindungen der quantitativen
Methoden

Durchgefiihrte Arbeiten

Nachweisgrenzen (LOD) in Zellen/m® wurden mit folgender Formel berechnet:

LOD XV, 1
LODAerosol — Methode Ende -

QXxt n
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mit LODwethode = LOD der jeweiligen analytischen Methode, Vende = Endvolumen im

Sammelgefaly, Q = Flussrate des Sammlers, t = Sammelzeit und n = Sammeleffizienz.

LODwethode Wurde berechnet, indem die dreifache Standardabweichung der Blindwert-
messungen zum Mittelwert der Blindwertmessungen addiert wurde. Als Blindwert
wurde hierbei sterile Ringerlosung verwendet. Das Endvolumen wurde gravimetrisch
bestimmt. Die Sammeleffizienz ist das Verhaltnis von gesammelten zu vernebelten

Legionellen und entspricht in diesem Fall der Wiederfindung.

Erzielte Ergebnisse

Fir einen Vergleich unterschiedlicher Methoden spielen Nachweisgrenzen (Limit of
detection (LOD)) und Wiederfindungen eine grof3e Rolle, da sie Auskunft Uber die Leis-
tung der jeweiligen Methode geben. Fir die drei quantitativen Methoden IMS-FCM,
gPCR und Kultivierung wurden LOD und Wiederfindung bestimmt und in Tabelle 5

zusammengefasst.
Tabelle 5 LOD und Wiederfindungen fiir alle drei angewandten Analysemethoden
LODAerosol WiederﬁndungAerosol TLC WiederﬁndungAerosol ILC
| Zellen m | % | %
IMS-FCM
4.0 x 103(TLC)
L. pneumophila Sg 1 63.7 £ 34.1 63.0+13.5
pneumopniia Sg 5.8 x 10° (ILC)
qPCR
L. pneumophila 35.8+12.1 449+ 147
L. pneumophila Sg 1 9:5x10° (TLC) 351+11.3 422 +16.1
P phia >9 7.8 x 102(ILC) A il
Legionella spp. 35.3+11.9 40.7 £ 15.0
Kultivierung
Legionella spp. \ 1.5 x 10 | - \ 30.9 + 18.0

Die bestimmten Nachweisgrenzen in Zellen/m3 zeigen, dass vor allem mit gqPCR
niedrigere Konzentrationen gemessen werden kénnen. Die Nachweisgrenze von IMS-

FCM ist vergleichbar mit Kultivierung.

Bei Betrachtung der Wiederfindungen im Aerosol zeigt IMS-FCM die hochsten
Wiederfindungsraten. Dabei lassen sich ahnliche Ergebnisse zwischen TLC- und ILC-
Messungen erkennen. Da alle Messungen aus derselben Probe vorgenommen
wurden, waren flur gPCR ahnliche hohe Wiederfindungsraten zu erwarten. Die niedri-
geren Werte lassen sich vermutlich auf Verlust der DNA wahrend der Extraktion

zuruckfuhren. Im ersten Schritt wurden die Zellen hierbei zentrifugiert, sodass sich ein
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Pellet gebildet hat. Normalerweise werden die Zellen durch die Zentrifugationskrafte

nicht beschadigt. Der vorherige Sammelprozess kann jedoch dazu gefuhrt haben,
dass die Zellmembran geschwacht wurde und so wahrend der Zentrifugation

beschadigt wurde, was zur Freisetzung und damit zum Verlust von DNA flhrte.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die kulturunabhangigen Methoden IMS-FCM und
gPCR gut als Alternativen zur klassischen Kultivierung angewandt werden konnen.
Besonders durch die zusatzlichen Informationen, wie Lebend-tot Unterscheidung und
Serotypisierung, und eine kurze Analysedauer haben diese Methoden viele Vorteile
gegenuber der klassischen Kultur. Fir gPCR sind weitere Untersuchungen notwendig,

um die Wiederfindung im Aerosol zu erhdhen.

3.3.9 Bestimmung der Verteilungsfunktion aktiver Legionellen zwischen
Wasser- und Aerosolphase in der Laborriuckkiuhlanlage / Arbeitspaket 9
(TU Miinchen)

Da die Labor-VKA anders konzipiert werden musste als urspringlich geplant, waren
die in diesem Arbeitspaket vorgesehenen Versuche nicht umsetzbar. Zum Ausgleich
der veranschlagten Personenmonate wurde die Methode IMS-FCM in Arbeitspaket 8

erganzt. Die Labor-VKA wird in Folgendem als Biofilmkammer bezeichnet.

3.3.10 Herstellung und Quantifizierung von markierten hitzeinaktivierten
Legionellen fir Tracerversuche an Versuchsanlage / Arbeitspaket 10 (TU

Miinchen)

Dieses Arbeitspaket wurde aufgrund von Anderungen in der Vorgehensweise von
IUTA nicht durchgeflhrt, da keine hitzeinaktivierten Legionellen fur Tracerversuche

bendtigt wurden.

3.3.11 Versuchsprogramm zur Charakterisierung des Freisetzungsverhaltens
von Bioaerosolen aus unterschiedlichen Quellbereichen an der Labor-

riickkiihlanlage mit aktiven Legionellen / Arbeitspaket 11 (TU Miinchen)

Die Labor-VKA wird in Folgendem als Biofimkammer bezeichnet. Ziel des

Arbeitspaketes war es, die Biofilmkammer auf das Wachstum eines legionellenhaltigen
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Biofilmes in der Verrieselung und im Sumpf zu evaluieren. Zusatzlich sollte der Einfluss

von Amoben und der Einsatz von Bioziden mit verschiedenen Wirkungen untersucht

werden.

3.3.11.1 Vorversuche

Durchgefiihrte Arbeiten

Zu Beginn der Arbeiten mit der Biofilmkammer wurden zunachst Vorversuche durch-

gefuhrt, um die Funktionsfahigkeit zu testen.

Dazu wurde die Biofilmkammer 6 Wochen mit VE-Wasser betrieben. Wahrend dieser
Zeit wurden Wasserproben entnommen und auf Gesamt- und Intaktzellzahl (TCC und
ICC) analysiert. Auch wurden Glas-Objekttrager als Oberflache zum Biofiimwachstum
eingesetzt. 3 x 4 Objekttrager in der Verrieselung und 1 x 4 Objekttrager im Sumpf.
Am Ende der 6 Wochen wurden alle Glas-Objekttrager enthommen und der Biofilm

von der Oberflache extrahiert.

Zur Charakterisierung des Biofilmwachstums und zur Bestatigung der Methode zur
Zellextraktion aus dem Biofilm wurden Wiederholungsmessungen durchgefiihrt. Dazu
wurde die Anlage jeweils eine Woche mit VE-Wasser betrieben. Nach dieser Zeit
wurden alle 16 Glas-Objekttrager aus der Anlage entnommen, die Zellen von der
Oberflache entfernt und mittels Durchflusszytometrie auf ICC und TCC analysiert.
Dieses Experiment wurde 5 x wiederholt sodass statistische Aussagen Uber die

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse getroffen werden konnten.

Erzielte Ergebnisse

Die Ergebnisse der ICC- und TCC-Messungen der ersten 6 Wochen sind in Abbildung
56 dargestellt.
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Abbildung 56: Verlauf der gemessenen Werte von ICC und TCC fiir die ersten 6 Wochen der
laufenden Biofilmkammer mit VE-Wasser

Es ist zu erkennen, dass bereits nach 3 Wochen ein Anstieg der Zellen um 4 Log-
Stufen erfolgt. TCC-Werte befinden sich dabei bei 107 Zellen/mL, wahrend ICC-Werte

Uber 108 Zellen/mL liegen. Somit ist bestatigt, dass mit der Biofiimkammer Wachs-
tumsexperimente von Zellen durchfihrbar sind.

Fur die Entfernung des Biofilms von der Oberflache wurde folgendes Vorgehen erar-
beitet und angewandst (siehe Abbildung 57).
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Abbildung 57: Schematische Darstellung der Extraktion des Biofilms von der Oberflache eines
Glas-Slides
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Der Glas-Objekttrager mit dem Biofilm wird zunachst mit 1x PBS-Puffer gewaschen,

um lose Zellen zu entfernen. Anschliefend wird er in ein 50 mL Zentrifugenrohrchen
mit 40 mL 1x PBS-Puffer gegeben. Das Zentrifugenrohrchen wird als erstes 1 min
gevortext, dann 1 min in einem Ultraschallbad behandelt und erneut 1 min gevortext.
Daraufhin kann der Glas-Objekttrager entfernt werden. Nach einer Zentrifugation bei
4500 rpm fur 10 min sind die Zellen in einem Pellet am Boden des Zentrifugen-
rohrchens gesammelt. Je nach Anwendung kann nun die FlUssigkeitsmenge auf das

gewulnschte Volumen eingestellt werden, was bei diesen Experimenten 10 mL betragt.

Nach 6 Wochen konnten in der Verrieselung Zellzahlen im Bereich 108 Zellen/mL und
im Sumpf im Bereich von 107 Zellen/mL gefunden werden. Der Unterschied zwischen
Verrieselung und Sumpf kann demnach durch mehr Kontakt der Oberflache mit

Wasser im Sumpf erklart werden.

Die Experimente zur Reproduzierbarkeit ergaben keinen signifikanten (p > 0,05)
Unterschied zwischen den einzelnen Glas-Objekttragern einer Reihe und auch nicht
zwischen den 3 Reihen in der Verrieselung. Jedoch konnte ein signifikanter Unter-
schied (p < 0,05) zwischen der Verrieselung und dem Sumpf festgestellt werden, was

wie schon erwahnt an langeren Kontaktzeiten von Wasser und Oberflache liegt.

3.3.11.2 Versuche mit Bioziden

Durchgefiihrte Arbeiten

Um den Einfluss von oxidierenden und nicht-oxidierenden Bioziden, ebenso wie
Amoében, auf das Uberleben von Legionellen und natiirlich vorkommenden Zellen in
Prozesswasser zu untersuchen, wurden verschiedene Ansatze durchgefuhrt. Die ein-

zelnen Ansatze sind in Abbildung 58 zu sehen.
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Abbildung 58: Schematische Darstellung der einzelnen Ansitze fiir die Untersuchungen zur
Biozid Effizienz fiir Biofilme

Dazu wurde die Biofilmkammer mit 1.5 L Prozesswasser aus einer realen Verduns-
tungskuhlanlage geflllt. Fur die Ansatze mit Amoben wurde Hartmanella vermiformis
hinzugegeben, sodass eine Konzentration von 6,7 x 102 Zellen/mL erreicht wurde. Der
Luftstrom wurde auf 5 L/min, der Wasserstrom auf 10 mL/min eingestellt. Die Wasser-
temperatur wurde auf 25 °C gesetzt. Halterungen mit Glas-Objekttrager wurden ein-
gesetzt, 3 x 4 in der Verrieselung und 1 x 4 im Sumpf. Nach einer Woche Laufzeit,
wurden Legionella pneumophila Sg 1 Subtyp Bellingham aus einem Cryostandard
zugegeben, sodass eine Endkonzentration von 3,2 x 10% Zellen/mL erzielt wurde.
Nach weiteren 2 Wochen wurde jeweils das Biozid zugegeben. Das oxidierende Biozid
H202, wurde mit einer Konzentration von 300 mg/L zugegeben, das nicht-oxidierende,
welches 2,2-Dibromo-2-cyanoacetamid enthalt, mit einer Konzentration von 100 mg/L.
Die zugegebene Menge bezog sich dabei auf die fur Verdunstungskuhlanlagen

empfohlene Konzentration.

Proben von Prozesswasser und Biofilm wurden vor und nach Biozidzugabe entnom-
men, und mittels IMS-FCM (Gesamt- und Intakt-Legionellenzahl), Durchflusszyto-
metrie (Gesamt- und Intaktzellzahl) und Kultivierung (kultivierbare Legionellen und Ge-
samtkeimzahl) vermessen. Zusatzlich wurden Mikroskopie Aufnahmen des Biofilms

mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM) angefertigt.
Die Uberlebensraten wurden folgendermafen berechnet:

. 1CC. rcc
Uberlebenmmkte Jollen = nachher/ nachher x 100% (1)

ICCvorher/TCCvorher
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. _ ILCnachher/TLCnachher
Uberlebenintakte Legionellen — ILC n /TLC h
vorher vorher

Kultivierbare Zellen, gchner

Uberlebeny, ivi = x 100% 3
kultivierbare Zellen Kultivierbare Zellenvorher 0 ( )

X 100% 2)

Erzielte Ergebnisse

REM-Messungen in Abbildung 59 bestatigten das Wachstum von Biofilm auf den Glas-
Objekttragern und zusatzlich die Anwesenheit von Legionellen im Sumpf (Abbildung
59 A) und in der Verrieselung (Abbildung 59 B).

2pm Vergroflerung = 3.95K X Hochsp.= 5.00kV SignalA=SE2  Datum: 28 Nov 2023 1pm VergreGerung = 10.14 K X Hochsp. = 5.00kV SignalA=SE2  Datum: 9 Jan 2024
Blendengreiie = 30.00 pm Arbertsabstand= 4.5 mm Zeit: 14:06:35 i Blendengrote = 30.00 ym Arbeitsabstand = 4.6 mm Zeit: 14:45:50

20 um VergroBerung = 392 X Hochsp.= 5.00kV SignalA=SE2  Datum: 9 Jan 2024 4pm VergroBerung= 222K X Hochsp.= 100KV Signal A= SE2  Datum: 27 Feb 2024
EBlendengréiie = 30.00pm  Arbeitsabstand = 5.3 mm Zeit: 15:11:59 Blendengréfie = 30.00pm  Arbeitsabstand= 4.5 mm Zeit: 13:50:47

Abbildung 59: REM-Aufnahmen des im Sumpf (A) und in der Verrieselung (B) gewachsenen
Biofilms, C: Biofilm nach Biozidzugabe, D: Oberflache nach Biofilmextraktion

In Aufnahme Abbildung 59 C sind beschadigte Zellen nach der Zugabe von Biozid zu
erkennen. Die Oberflache eines Glas-Objekttragers nach erfolgter Extraktion ist in
Abbildung 59 D zu sehen. Es sind noch vereinzelte Partikel auf der Oberflache zu
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erkennen, aufgrund ihrer Form handelt es sich dabei aber vermutlich hauptsachlich

um Salzpartikel des PBS-Puffers. Dies bestatigt nochmal die Wirksamkeit der

Extraktionsmethode.

Die Ergebnisse der Uberlebensraten von Legionellen mittels IMS-FCM (Abbildung 60,

links) und Kultivierung (Abbildung 60, rechts) zeigen unterschiedliche Ergebnisse.
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ohne Amdben mit Amében ohne Amében mit Amdben ohne Amében mit Amében ohne Amében mit Amoben
oxidierend nicht-oxidierend oxidierend nicht-oxidierend
H,0, 2,2-dibromo-2-cyanoacetamid H,0, 2,2-dibromo-2-cyanoacetamid

Abbildung 60: Uberlebensraten fiir Legionellen-Messungen mittels IMS-FCM (links) und
Kultivierung (rechts) fiir Legionellen in Prozesswasser (PW), im Biofilm der
Verrieselung (Verrieselung) und Biofilm im Sumpf (Sumpf)
Ergebnisse fur beide angewandten Biozide und Ansatze mit und ohne Amében sind
gezeigt

Bei den Ansatzen ohne Amdben sind im Prozesswasser (PW) Uberlebensraten von
uber 100 % erkennbar. Dies lasst darauf schliel3en, dass beide Biozide Zellen aus dem
Biofilm herausldsen, die anschliel3end im PW als intakte Zellen vorliegen. Bei Betrach-
tung der Ergebnisse mittels Kultivierung fallt jedoch auf, dass fur das oxidierende Bio-
zid noch kultivierbare Zellen in PW vorhanden sind, flr das nicht-oxidierende jedoch
nicht. Das wurde bedeuten, dass die aus dem Biofilm gelosten Zellen zwar noch intakt

jedoch nicht mehr kultivierbar sind.

Bei den Ergebnissen des Biofilms ist auffallig, dass bei den Ansatzen ohne Amdben
das Uberleben von Legionellen im Biofilm in der Verrieselung groRer ist als im Biofilm
im Sumpf. Dies kann auf kirzere Kontaktzeiten zwischen Biozid und Biofilm in der
Verrieselung zuriickgefiihrt werden. Bei den Ansatzen mit Amoében ist das Uberleben
dagegen im Sumpf besser, was auf eine erhdhte Anzahl an legionellenhaltigen
Amdben im Sumpf hinweist. Auch im Biofilm sind Unterschiede in der Kultivierbarkeit

der Legionellen nach Biozidzugabe erkennbar. Mit dem oxidierenden Biozid sind noch
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kultivierbare Zellen, besonders in der Verrieselung, erkennbar, wohingegen nur noch

wenige kultivierbare Legionellen-Zellen in der Verrieselung mit dem nicht-oxidieren-

dem Biozid erkennbar sind.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass das nicht-oxidierende Biozid 2,2-
Dibromo-2-cyanoacetamid einen groflieren Einfluss auf die Legionellen im Prozess-
wasser und im Biofilm zu haben scheint, was besonders an der Kultivierbarkeit erkenn-

bar ist.

Zusatzlich wurden die einzelnen Proben auch mittels DFZ und Gesamtkeim-Kultivie-
rung untersucht, um einen Einfluss der Biozide auf das Uberleben aller vorkommenden

Zellen zu erkennen (siehe Abbildung 61).

| PW
[ |verrieselung
B sumpf |

a Il

ohne Amében mit Amében ohne Ambben mit Amében

-
L
o

g

Uberleben intakte Zellen / %

8

oxidierend nicht-oxidierend
H,0, 2,2-dibromo-2-cyanoacetamid
20oc I PW 37c I PW
1004 Verrieselung 100 4 [ ]Vverrieselung
) Esimet ) 1 I st

Uberleben kultivierbare Zellen / %
Uberleben kultivierbare Zellen / %

L[k
D-—-r. r | - oL e— —

T T T T T

ohne Amdben mit Amében chne Amében mit Amoben ohne Amében mit Amében ohne Amében mit Amében
oxidierend nicht-oxidierend oxidierend nicht-oxidierend
H;0, 2,2-dibromo-2-cyancacetamid H,0, 2,2-dibromo-2-cyanoacetamid

Abbildung 61: Uberlebensraten fiir Gesamtzell-Messungen mittels DFZ (oben) und Kultivierung
(unten links: 22 °C; unten rechts: 37 °C) in Prozesswasser (PW), im Biofilm der
Verrieselung (Verrieselung) und Biofilm im Sumpf (Sumpf)
Ergebnisse fur beide angewandten Biozide und Ansatze mit und ohne Amében sind
gezeigt.
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Hierbei sind unterschiedliche Ergebnisse im Vergleich zu den Legionellen-Messungen

erkennbar. Das oxidierende Biozid scheint besonders im PW eine hohere Wirksamkeit
als das nicht-oxidierende zu zeigen. Im Biofilm sind diese Unterschiede nicht so domi-
nant zu sehen. Auch ist der Einfluss von Amdében nicht so stark zu erkennen. Dies
kann darauf zurickgefihrt werden, dass oft Legionellen bevorzugt von Amoében auf-

genommen werden.

Mittels Kultivierung lassen sich bei beiden Inkubationstemperaturen keine kultivier-
baren Zellen im PW erkennen. Mit dem oxidierenden Biozid sind jedoch noch kultivier-
bare Zellen im Biofilm zu finden, besonders in der Verrieselung. Unterschiede der
Ergebnisse zwischen Kultur und DFZ sind dadurch zu erklaren, dass mittels DFZ alle
vorkommenden Zellen angefarbt werden, Legionellen eingeschlossen. Bei der Kulti-
vierung jedoch ist kein L-Cystein im Medium enthalten, so dass Legionellen hier nicht

kultivierbar sind.

Die Ergebnisse zeigten unterschiedliche Wirkungen der beiden Biozide auf Legio-
nellen und natarlich vorkommende Zellen. Dies liegt an verschiedenen Wirkmechanis-
men. Das nicht-oxidierende Biozid beruht auf H202 als Wirkkomponente. H202 oxidiert
dabei Bestandteile der Zellen, wie Lipide, Proteine und Nukleinsauren durch OH-
Radikale. Das nicht oxidierende Biozid, bestehend aus 2,2-Dibromo-2-acetoamid,
dagegen greift die Zelle durch Reaktion mit den Thiol-Gruppen der Zellwande an, was
durch die Freisetzung von Brom-lonen verstarkt wird. Auch die mikrobielle Zusammen-
setzung der Zellarten kann eine Rolle spielen. Bakterien weisen sogenannte Efflux
Pumpen auf. Dabei handelt es sich um Proteine, die schadliche Bestandteile aus der
Zelle entfernen konnen. Weitere Untersuchungen zu den vorkommenden Zellarten

ware notig, um genauere Aufschlusse Uber die Wirksamkeit der Biozide zu erhalten.

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass der Biofilm eine wichtige Rolle vor
allem bei der Verbreitung von L. pneumophila in Verdunstungskuihlanlagen einzuneh-
men scheint, da in den Experimenten gezeigt wurde, dass ein Schutzeffekt fur
Legionellen auftritt. Auch scheinen Amoében einen positiven Einfluss auf die Uber-
lebensraten von Legionellen zu haben, was bei der Risikoabschatzung in Kilhlanlagen
beachtet werden sollte. Die Art des Biozides zeigte auch Unterschiede in der
Wirksamkeit, weswegen weitere Untersuchungen, besonders im Hinblick auf nicht-
kulturunabhangige Methoden, mit anderen eingesetzten Bioziden notwendig sind, um

eine optimale Hygienevoraussetzung in Anlagen zu gewahrleisten.
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3.3.12 Ubertragbarkeitsuntersuchungen der angepassten Probenahme und
Analyse-Strategien auf reale Riickkiihlanlagen / Arbeitspaket 12 (IUTA
und TU Miinchen)

Durchgefiihrte Arbeiten

In den vorhergehenden APs wurden einzelne Aspekte einer Probenahmestrategie in
Kombination mit differenzierten mikrobiologischen Analysemethoden erarbeitet. Ziel
sollte es ein, die in der Fortluft von Verdunstungskuhlanlagen enthaltene Emissions-
fracht an Mikroorganismen und insbesondere Legionellen differenziert zu bestimmen.
Diese Emission ist an die Freisetzung von Fllssigwassertropfen bzw. Staubpartikel
und seltener fester Bestandteile wie ausgetragene Biofilmbestandteile gekoppelt.
Tropfenkollektive und Staubemissionen liegen i.d. R. als durchmesserabhangige
Anzahlverteilung vor, die mit einer Standardverteilung um einen Modalwert streut. Auf-
grund der Tragheitskrafte ist die Emissionsrate partikularer Materialien stark abhangig
von der vorherrschenden Gasgeschwindigkeit. Da die Geschwindigkeit insbesondere
bei saugend betriebenen Zellen- und Serienkihltirmen im Auslass von Verdunstungs-
kUhlanlagen lokal stark schwankt, sollte eine reprasentative Emissionsmessung als

Netzmessung ausgefuhrt werden.

Die ist auch erforderlich, da das biologische Wachstum lokal unterschiedlich intensiv
uber den Querschnitt erfolgen kann und eine Freisetzung aufgrund der Stromlinienver-

laufe damit auch lokal begrenzt erfolgen kann.

Realprobenahmen wurden u. a. an einer Verdunstungskihlanlage auf dem For-
schungscampus der TU Minchen in Garching im Januar 2023 durchgefuhrt. Bei der
Anlage handelt es sich um einen Serienkuhlturm mit drei Auslassoffnungen in je einem
Diffusor und dort in saugender Position eingebautem Ventilator (Balcke Durr GmbH,
Serienkuhlturm Typ SG). Alle drei Anlagen werden Uber denselben Wasserkreislauf
gespeist. Die Wassermenge betragt je Kihlturmauslass 287 m3/h, Die Warm- und Kalt-
wassertemperatur betragen ca. 37 °C bzw. ca. 27 °C. Die Rieselkorper sind als Kunst-
stoff-Folienpakete (PP) ausgefuhrt. Zusatzlich ist ein Tropfenabscheider oberhalb der
Wasserverteilerebene aufgelegt. Die Wasserverteilebene ist als rechteckiger Baukor-
per von ca. 4.000 x 5.000 mm? ausgefuhrt. Der Axialventilator befindet sich oberhalb
einer Verjungung. Der Durchmesser der kreisformigen Auslassoffnung betragt ca.

2.500 mm und ist als Rohrstick von ca. 1.000 mm Lange ausgefuhrt. Dieser Bereich
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oberhalb des Axialventilators besitzt auf der Innenseite eine Schalldampferkulisse und

ist Uber eine Revisionsklappe in der Wandung fur Messungen zuganglich (Mess-
ebene). Serienmalig sind die Ventilatoren fur den Betrieb bei zwei Drehzahlen ausge-

ristet.

Im Vorfeld der Bioaerosolmessungen fand gemaf der abgeleiteten Vorgehensweise
zur Probenahme die eingehende Charakterisierung der Stromungsverhaltnisse sowie
die Erfassung des Tropfenspektrums statt. Aerosolmessungen wurden oberhalb des
Ventilators im Abluftkanal der Anlage und als Umgebungsmessungen auf einem Dach
neben dem Kuhlturm durchgefihrt. Zum Einsatz kam ein Zyklonsammler (Coriolis® u).
Die Vorgehensweise bei der Probenahme orientierte sich an der ausgearbeiteten

Strategie zur Emissionsprobenahme an VKA.
In nachfolgender Abbildung 62 ist die Anlage dargestellt.

Erzielte Ergebnisse

Gasgeschwindigkeitsmessung und kontinuierliche Aufzeichnung

In der Messebene ftritt die Fortluft Gber eine Ringflache von 4,4 m? um die Rotornabe
und den Antriebsmotor herum aus. Im Zentrum der Austrittsflache ist ein Bereich mit

einem Durchmesser von ca. 1,6 m nicht durchstrombar.

Die Mindestanzahl an Messpunkten nach Richtlinie VDI 4257 Blatt 1 betragt vier Mess-
punkte je Quadratmeter [30] (verteilt) auf zwei Achsen, in diesem Falle entsprechend
16 Punkte. Im vorliegenden Fall war nur eine Halbachse zuganglich. Die Messpunk-
tanzahl auf dieser verfugbaren Halbachse wurde um 50 % auf 6 Messpunkte erhoht.
Die Positionen der Messpunkte, angegeben in Millimeter ab der Innenseite der Schall-

dampferkulisse (,Eintauchtiefe®), ergeben sich wie in Abbildung 63 dargestellt.

Zwischenebene
(Gitter), ca. 50 cm
oberhalb

. StraBenniveau.

“  Unterhalb:
Verrieselungsebene. _
Luft wird durch
Gitterebene
angesaugt

Luke oberhalb
Tropfenabscheider
u. Ventilator

Abbildung 62: Verdunstungskiihlanlage Garching
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Revisionséffnung w Eintauchtiefe
_ -- 50

1

2 150

3 262

4 389
Rotor- 5 538
nabe 6 732

Abbildung 63: Messpunkte auf einer Halbachse im Messquerschnitt, Angabe der Eintauchtiefe
relativ zur Innenseite der Schalldampferkulisse

Da die Messung bei saugend betriebenen Verdunstungskuhlanlagen in der Regel in
einer drallgepragten Stromung erfolgt, kommt an den Messpunkten eine Mehrrich-
tungsmesssonde zur richtungsabhangigen Erfassung der Gasgeschwindigkeitsmes-
sung an den Messpunkten zum Einsatz. Zusatzlich erfolgt messtaglich Uber die
gesamte Dauer des Messeinsatzes stationar an einem Messpunkt eine kontinuierliche
Erfassung und Aufzeichnung der Stromungsgeschwindigkeit und Fortlufttemperatur
als Zeitreihe von Minutenmittelwerten. Diese Daten liefern wertvolle Hinweise bei der
Messdatenauswertung, da betreiberseitig vorgenommene Volumenstrom- oder
Prozessanderungen i. d. R. als Anderung der Fortlufttemperatur bzw. der Gasge-
schwindigkeit detektiert werden konnen. Die Darstellung in Abbildung 64 zeigt exem-

plarisch einen konstanten Verlauf der Messwerte Uber die Messdauer.
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Abbildung 64: Fixpunktmessung — Verlauf von Fortluft-KenngroBen Temperatur, Gasgeschwin-
digkeit und relative Feuchte liber eine langere Zeitspanne einer Messkampagne.
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Gasgeschwindigkeitsmessung an den Messpunkten

Zur Vermeidung des Fremdlufteinflusses wird wahrend der Gasgeschwindigkeitsmes-
sung an den Messpunkten die Revisonsoéffnung weitgehend abgedeckt. Die verwen-
dete Staudrucksonde (X-Pitot-Rohr) stellt eine Eigenentwicklung von IUTA dar und
ermoglicht die gleichzeitige Staudruckmessung in zwei orthogonal zueinanderstehen-
den Raumrichtungen, vgl. Abschnitt 3.3.4.1. Mithilfe der Sonde kann in einer Messung
gleichzeitig die vertikale und tangentiale Stromungsgeschwindigkeit flr jeden
Messpunkt bestimmt und daraus durch Vektoraddition bzw. geometrischer Betrach-
tungen die resultierende Geschwindigkeit und ihre Raumrichtung errechnet werden.
Die Sonde wird auf die Unterkante der Revisionsoffnung aufgelegt und der Messkopf
ausgehend vom ersten, wandnachsten Messpunkt radial weiter in Richtung Zentrum
des Messquerschnittes auf die Position des jeweilig nachsten zu vermessenden Mess-
punktes verschoben. An den vorab berechneten Positionen (vgl. Tabelle in Abbildung
1) erfolgte die Messwertaufzeichnung je Messpunkt fur die Zeitdauer einer Minute. Im
Anschluss werden die Messpunkte in umgekehrter Reihenfolge angesteuert, so dass

eine Doppelbestimmung vorliegt.

Aufgrund der gekropften Bauform und der Schenkellange des X-Pitot-Rohrs liegt die
vertikale Position einer Geschwindigkeitsmessung ca. 15 cm unterhalb der Zugangs-
ebene der Sonde (hier die untere Kante der Revisionsoffnung, die als Auflager dient).
Handhabungsbedingt und aufgrund der Lage des ersten Messpunktes relativ zur
Schalldampferkulisse ist die Datenerfassung am ersten Messpunkt nicht in dieser

Ebene moglich, sie erfolgt direkt auf HOhe der Unterkante der Revisionsoffnung.

In nachfolgender Tabelle 6 sind die Messergebnisse wiedergegeben. Die Angabe der
Raumrichtung der resultierenden Geschwindigkeit erfolgt in Grad des Winkels relativ
zur Vertikalen. Orientierend lasst sich wahrend der Messung die lokale
Stromungsrichtung auch mithilfe eines in die Stromung gehaltenen Streifenfahnchens
visualisieren (parallel an einen dunnen Stab angebrachte Streifen einer leichten
Kunststofffolie). Das Streifenfahnchen ist in der Praxis hilfreich bei der isoaxialen

Ausrichtung der Probenahmesonde am jeweiligen Messpunkt.
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Die resultierende Geschwindigkeit liegt je nach Messpunkt zwischen ca. 1 m/s bis ca.

10 m m/s. Die Geschwindigkeitsverteilung zeigt einen typischen Verlauf mit niedrige-
ren Geschwindigkeiten fur randnahe Bereiche sowie im Zentrum der Messebene. Bei
der Interpretation der Messwerte ist zu beachten, dass die Messung an MP1 nicht in
der Messebene der Ubrigen Messpunkte, sondern auf Hohe der Unterkante der

Revisionsklappe befindet.

Tabelle 6 Ergebnisse, Messung der lokalen Fortluftgeschwindigkeit an den Messpunkten
Messwerte Geschwindigkeiten und Winkel
Messachse 1 (Mittelwerte der 2 Messreihen)
Stréomungsrichtung
Geschwindig- | Geschwindig- | resultierende | (Winkel zwischen
keit keit Geschwindig- | der Vertikalen und
Position tangential vertikal keit der Resultierenden)
MP [mm] [m/s] [m/s] [m/s] [Grad]
1 50 2,9 3,9 4,6 44
2 150 0,4 0,0 0,5 2
3 262 6,5 5,0 8,5 34
4 390 7,5 6,6 10,1 39
5 540 6,3 6,0 8,7 41
6 736 -0,7 1,4 0,9 21
Mittelwert gesamt 3,8 3.8 5,5 30
Tropfenmessung

Im Anschluss erfolgte an jedem der sechs Messpunkte der Halbachse eine Tropfen-
messung mit einer Impaktionssonde, wobei Punkt 3 dreifach beprobt wurde. Die
Impaktionsflache der Messsonde wurde jeweils gegen Hautstrdomungsrichtung ausge-

richtet und je Messpunkt fur jeweils funf Sekunden mit dem Aerosolstrom beaufschlagt.

In nachfolgender Abbildung 65 sind verschiedene Ergebnisse der Auswertung zusam-
mengefasst. Zur Charakterisierung der gesamten Tropfen-Aerosolstromung im Mess-
querschnitt werden der mittlere Tropfendurchmesser, die Tropfenbeladung sowie die
resultierende Gasgeschwindigkeit jeweils an den sechs Messpunkten herangezogen.
Die AnzahlgréRenverteilung der Tropfen besitzt an den Messpunkten 1 sowie 3 bis 6
einen Modalwert von ca. 10 ym. Fur Messpunkt 2 wird ein kleinerer mittlerer Durch-
messer von ca. 7 ym bzw. kleiner ermittelt. Abbildung 66 und Abbildung 67 geben die
ausgezahlte GrolRenverteilung der Tropfen an den sechs Messpunkten wieder. Die

Darstellung kann dahingehend interpretiert werden, dass im dul3eren Bereich der Aus-
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trittsflache eher kleinere Tropfen auftreten als im inneren Bereich. Ob hier ein Zusam-

menhang zur lokalen Umlaufgeschwindigkeit des Rotorblattes des Axialventilators vor-
liegt, konnte nicht untersucht werden. Dies konnte auf Basis von Vergleichsdaten

weiterer Anlagen abgeleitet werden.
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Abbildung 65: Auswertung Tropfenmessung: (Fliissigkeits-)Beladung, mittlerer Durchmesser
und Geschwindigkeit
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Abbildung 67: Kumulierte volumetrische Tropfenverteilung an den Messpunkten

Wasserprobenahme

Vor und nach der Bioaerosolmessung erfolgt eine Probenahme des Umlaufwassers.
Dies erfolgt i. d. R. an der betriebsseitig gemaly 42. BImSchV eingerichteten Probe-

nahmestelle.

Bioanalytik

Die Bioaerosol-Probenahme erfolgte fur zehn Minuten bei einem Absaugvolumen-
strom von 300 L/min in 10 mL Ringerlésung. Zusatzlich wurden Prozesswasserproben
entnommen. Alle Luft- und Wasserproben wurden anschlieRend mittels IMS-FCM und
Kultivierung auf den jeweiligen Legionellen-Gehalt untersucht. Alle Legionellen-
Messungen in Luft- und Wasserproben mittels IMS-FCM und Kultivierung fielen nega-
tiv aus. Zum Zeitpunkt der Messkampagne konnte kein Nachweis dahingehend gefiuhrt

werden, dass Legionellen mit der Fortluft freigesetzt werden.
Emissions-Frachtabschatzung aus Messungen an weiteren Verdunstungskuhlanlagen

An einer weiteren Verdunstungskuhlanlage konnten wiederholt Messungen der Para-
meter Gasgeschwindigkeit, Tropfengehalt und Mikrobiologie durchgefuhrt werden.
Auch an dieser Anlage lieferte die kulturelle Analytik der gewonnenen Aerosolproben

nur in wenigen Fallen Legionellenkonzentrationen oberhalb der Nachweisgrenze.
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Ausgehend der Ergebnisse dieser Messungen wurde versucht eine Abschatzung vor-

zunehmen, inwieweit sich die Emissionen auf Primar- oder Sekundartropfen zurtck-

fuhren lassen.

Die Messung der Gasgeschwindigkeit in der Auslassebene ergab eine mittlere
Austrittsgeschwindigkeit an der Auslassebene von ca. 15 m/s. Unter Heranziehung der
Flachengrofle der Austritts6ffnung lasst sich der Fortluftvolumenstrom berechnen.
Dieser liegt je nach Leistungsstufe des Axialventilators in der GroRenordnung 300.000
bis 800.000 m3/h.

Die Biaoerosol-Probenahme erfolgte auf einer Halbachse an funf Messpunkten.
Werden die Messwerte der Legionellenkonzentration fur das bekannte Mess-
gasvolumen mit dem Fortluftstrom am jeweiligen Messpunkt gewichtet, kann eine mitt-
lere Legionellenkonzentration Uber die Austrittsflache berechnet werden. Diese betragt
ca. 12 KBE/m? fr Legionella spp. Damit ergibt sich theoretische Freisetzungsrate von

ca. 4 bis 10 Mio. KBE/h fur Legionella spp.

Im Umlaufwasser wird korrespondierend eine Legionellenkonzentration von ca. 255
KBE/100 ml fUr Legionella spp. bestimmt. Mit der Umlaufwassermenge der Anlage und
einer angenommenen, fur Tropfenabscheider an Verdunstungskihlanlagen typischen
Tropfenmitrissrate ergibt sich fur den Messzeitraum eine Freisetzungsrate von ca.
12.000 KBE/h fur Legionella spp. Demnach liegt die anhand der Aerosolmessung be-
stimmte Freisetzungsrate um den Faktor 1.000 hoher als die Freisetzungsrate, die sich
rechnerisch ausgehend von Messergebnissen fur das Umlaufwasser und Kenndaten
gemal Datenblatt des Tropfenabscheiders ergeben wirde. Diese Abschatzung kann
in ahnlicher Weise vorgenommen werden, indem die Legionellenkonzentration je mL
Wassertropfen im Aerosol derjenigen im Umlaufwasser gegenubergestellt wird. Dazu
wird die am Fortluftauslass im Mittel kulturell nachgewiesene Legionellenanzahl je mL
Flissigkeit mit der am selben Messort gemessenen Tropfenfracht je m?® Fortluft
multipliziert und durch die im Umlaufwasser je mL nachgewiesenen Legionellenanzahl

dividiert. Diese Rechnung liefert Werte in derselben Grofienordnung.

Dieses Verhaltnis kann theoretisch darauf hindeuten, dass Sekundaraerosole zu einer
erhohten Freisetzungsrate gegenuber der alleinigen Freisetzung des Umlaufwassers
fuhren. Diese Aussage musste durch mehrere Validierungsmessungen bestatigt wer-

den, was aufgrund der haufig angetroffenen Messwerte unterhalb der Nachweisgrenze
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bislang erschwert war. Weiter ist zu berucksichtigen, dass die Werte zur Tropfen-

beladung und Gasgeschwindigkeit zwar auf vier Halbachsen im Messquerschnitt
erfasst wurden, die Bioaerosolmessungen aber nur auf einer Halbachse erfolgen
konnten und auf die gesamte Austrittsflache hochgerechnet wurden. Falls der erhdhte
Befund auf einen lokal angetroffenen Biofilm-Bewuchs zurlickzufiihren ist, ist diese
Hochrechnung auf die gesamte Flache nicht zulassig. Andererseits ist ebenfalls zu
berucksichtigen, dass erhdohte Gehalte an Legionellen bei 4 von 5 Messpunkten der

Halbachse festgestellt werden konnten, vgl. nachfolgende Abbildung 68.
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Abbildung 68: Legionellenbefunde oberhalb der Nachweisgrenze gemessen in der Fortluft-
Austrittsflache einer VKA (5 Messpunkte auf einer Halbachse)

4 Fazit

In diesem Vorhaben wurde untersucht, inwieweit der Ubertritt von gesundheitsgefahr-
denden Mikroorganismen in die Fortluft von Verdunstungskuhlanlagen (VKA) und
damit ihre Freisetzung in die Atmosphare auf spezifische Freisetzungsbereiche
zuruckgefiuhrt werden kann. Als Freisetzungsquelle standen dabei insbesondere
Sekundartropfen im Fokus des Interesses. Als Sekundartropfen werden Tropfen
bezeichnet, die oberhalb der Verrieselungsebene des Umlaufwassers freigesetzt wer-
den und in ihrem Gehalt an Mikroorganismen von den Primartropfen als Mitriss des
Umlaufwassers abweichen kénnen.

Bei den haufig eingesetzten Bauformen von Verdunstungskuhlanlagen (VKA) liegt ein
unmittelbarer Kontakt des umlaufenden erwarmten Kahlmediums mit der zur Kiuhlung

genutzten angesaugten Umgebungsluft vor. Sowohl im erwarmten Kiahimedium als
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auch an Oberflachen von Anlagenbauteilen mit Kontakt zum Kuihlwasser kénnen er-

hohte Populationen an Mikroorganismen bzw. ein Biofilmwachstum auftreten. Da bei
diesen Anlagen die Freisetzung von Mikroorganismen mit der erwarmten Fortluft nicht
ausgeschlossen werden kann, erfolgt nach 42. BImSchV eine fortlaufende Uberwach-
ung der Gehalte an Mikroorganismen, insbesondere relevanter Legionellenpopulatio-
nen, im Umlaufwasser. Da der Freisetzungspfad der Mikroorganismen als Aerosol mit
der Fortluft der VKA als besonders gefahrdungsrelevant angesehen werden kann,
wurden im Vorhaben LegioAir diesbeziigliche Freisetzungsmechanismen untersucht.
Im Fokus standen die Erarbeitung aussagekraftige Probenahme- und Bestimmungs-
methoden fur das Ausbruchsmanagement an zwangsbelufteten Anlagen mit weniger
als 200 MW Kauhlleistung. Dazu sollten handhabbare Verfahren zur Aerosolprobe-
nahme am Auslass der Verdunstungskihlanlagen in Kombination mit einer schnellen
Analytik als der Kultivierungsmethode abgeleitet und kombiniert werden. Versuchs-
stande im Labor- bzw. Technikumsmalistab sollten aufgebaut werden, um Analys-
emethoden zu entwickeln und eine Tropfenfreisetzung ausgehend von Bauteilen

untersuchen zu kénnen.

Bei der TUM wurden kulturunabhangige Methoden zur schnellen Quantifizierung von
Legionellen bzw. Gesamtheit der Bakterien in Bioaerosolen etabliert. Die allgemeine
und biologische Sammeleffizienz der Bioaerosolsammler Coriolis y als Nasszyklon-
sammler und Next Generation Impactor (NGI) als mehrstufiger Impaktionssammler
wurde erstmalig mit der Durchflusszytometrie bestimmt. Dazu werden DNA-interkalie-
rende Farbstoffe Pl und Syto9 mit den Proben inkubiert, um die Gesamtzellzahl bzw.
Intaktzellzahl zu bestimmen. Der Coriolis u erreicht bei einer Flussrate von 300 mL/min
eine sehr hohe biologische Sammeleffizienz von 90 £ 10 %. Der NGI zeigte bei einer
Flussrate eine allgemeine Sammeleffizienz von 95 + 12 % und eine biologische
Sammeleffizienz von 60 £ 17 %. Der NGI weist je Sammelstufe eine spezifische Zahl
an Zutrittsdisen mit jeweils spezifischem Durchmesser auf. Bei Durchflussraten
zwischen 30 L/min und 100 L/min ergeben sich somit sieben Trennstufen entspre-
chend aerodynamischen Partikeldurchmessern von 11 um bis 0,24 um. Mit der Durch-
flusszytometrie konnte gezeigt werden, dass die meisten Bioaerosole einen Durch-
messer von 2 — 0,7 ym haben. Bei Verwendung der eigens hierzu entwickelten
Dispergierarbeit zeigte sich, dass die meisten Bioaerosole schon in der ersten Stufe

abgetrennt bzw. gesammelt werden. Dies scheint plausibel, weil die feuchten
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Bioaerosole eher gréliere Durchmesser ausweisen als die trockenen. Des Weiteren

konnte gezeigt werden, dass mit der Dispergiereinheitim NGI mit 90 £ 7 % eine hohere

biologische Sammeleffizienz erreicht werden kann.

Far die kulturunabhangige Quantifizierung von Legionella pneumophila-haltigen Bio-
aerosolen wurde eine gPCR von Hygenia und eine Immunomagnetische Separation
gekoppelt mit Durchflusszytometrie (IMS-FCM) der Firma rgmicro charakterisiert. Die
Nachweisgrenze fiir L. pneumophila Sg 1 im Bioaerosol lag fiir IMS-FCM bei 4.0 + 103
Zellen m Probengasvolumen (TLC) und 5.8 + 102 Zellen m= (ILC) und fir gPCR bei
9.5 + 102 Zellen m3 (TLC) und 7.8 + 102 Zellen m™3 (ILC). Es zeigte sich dabei, dass
die Wiederfindung mit 63 £ 14 % (ILC) bei IMS-FCM hdher ist als bei gqPCR (42 £ 16
% (ILC)). Die Aerosolbestimmung von Legionella spp. Uber Kultivierung erreichte mit
1.5 £ 103 Zellen m= eine ahnliche Nachweisgrenze. Die Wiederfindung der kultivier-
baren Zellen lag jedoch bei 31 £ 18 %. Dies zeigt, das IMS-FCM fir die Quantifizierung
von Legionella pneumophila eine schnelle und nachweisstarke Methode ist, welche
die Anwesenheit von lebenden L. pneumophila besser widerspiegelt als eine Kultur-

methode.

Fir die Serotypisierung von L. pneumophila Sg1-haltigen Bioaerosolen wurde der
Legiotyper angewendet, welcher uber einem Sandwich-Microarray-Immunoassay das
Dresden Panel abbildet. Es zeigte sich, dass eine Subtypisierung von L. pneumophila
Sg1 erst ab einer Konzentration von 10° Zellen/ml moglich ist. Dies bedeutet, dass nur
bei hohen Kontaminationen in einer Anlage eine direkte Subtypisierung mdglich ware.
Es ist daher zielfUhrender, im Ausbruchsfall eine Schnell-Subtypisierung mittels
LegioTyper nach Kultur durchzufihren, ohne die Bestatigung der Kulturisolate auf
Legionella spp. per Kultur abzuwarten. Fur eine schnelle kulturunabhangige
Quantifizierung von L. pneumophila im Bioaerosol, im Prozesswasser oder im Biofilm

kann die IMS-FCM von rgmicro verwendet werden, alternativ auch eine qPCR.

Im Rahmen des Vorhabens wurde bei FE 1 eine zweiteilige Laboranlage konzipiert
und aufgebaut, in der das Biofilmwachstum unter Bedingungen einer realen Verduns-
tungskuihlanlage in der Zweiphasenatmosphare sowie im Umlaufwasser auf Test-
oberflachen sowie die Tropfenaerosolprobenahme untersucht werden kann. Die
Anlage ist gezielt temperierbar und bei variablen Umlaufvolumenstromen fur Gas und

Umlaufwasser betreibbar. Die Anlage wurde zur Etablierung und Erprobung von kultur-
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unabhangigen Nachweisverfahren auf Basis von IMS-FCM zur schnellen Quantifizie-

rung von Legionella pneumophila in Bioaerosolen nach Bioaerosolsammlung genutzt.
Die Aerosolsammlung erfolgte mittels Zyklonabscheider, Impaktion sowie Impinge-
ment. In der Laboranlage konnte die Wirkung von Bioziden, die in Verdunstungskuhl-
anlagen eingesetzt werden, in Abhangigkeit der Bildung eines Biofilms oder die
Anwesenheit von Amoben untersucht werden. Hier zeigte sich, dass mit IMS-FCM
nach Biozidbehandlung lebende L. pneumophila im Prozesswasser zu finden sind, die
aber per Kultur nicht nachweisbar sind. Es zeigte sich, dass ein Biofilm eine wichtige
Rolle vor allem bei der Verbreitung von L. pneumophila auch in Verdunstungskuhl-
anlagen einnimmt, da in den durchgefuhrten Untersuchungen gezeigt wurde, dass ein
Schutzeffekt fur Legionellen auftritt. Auch scheinen Amoben einen positiven Einfluss
auf die Uberlebensraten von Legionellen zu haben, was bei der Risikoabschatzung in
Kuhlanlagen beachtet werden sollte. Die chemische Zusammensetzung der beiden
untersuchten Biozide zeigte starke Unterschiede in der Wirksamkeit, weswegen
zukunftig weitere Untersuchungen, besonders im Hinblick auf nichtkulturunabhangige
Methoden, mit allen eingesetzten Bioziden notwendig sind, um eine Ubersicht zu
erhalten, welches Regrowth-Potential einzelne Biozide in den Verdunstungskuhl-
anlagen haben. Nur so kdnnen zukunftig optimale Hygienebedingungen bei moglichst

geringem Biozideinsatz gewahrleistet werden.

Um die Bioaerosolfracht am Luftaustritt von Verdunstungskuhlanlagen zu bestimmen,
ist mindestens die Austrittsgeschwindigkeit der Fortluft und der darin enthaltene Gehalt
an Mikroorganismen zu bestimmen. Sollen diese GroéRen in Verbindung zur emittierten
Tropfenmasse und zum Gehalt an Mikroorganismen im Umlaufwasser gebracht wer-
den, ist zusatzlich noch der Tropfenmenge im Fortluftstrom zu bestimmen. Aufgrund
der GroRe der Fortluft-Austrittsflache bei VKA sind diese GroRen im Rahmen einer
Netzmessung zu erfassen. Bei den haufig anzutreffenden Anlagen mit saugend ange-
ordnetem Geblase ist dies ebenfalls erforderlich, da in Abhangigkeit vom radialen
Abstand der Rotorachse lokal deutlich verschiedene Austrittsgeschwindigkeiten und
damit Austrittvolumina gegeben sind. Die Durchfihrung dieser - insbesondere bei ver-
tikal-tangential gerichteter Stromung - in Summe zeitaufwandigen Messungen konnte
durch Gerateentwicklungen bei FE 1 zur Mehrrichtungs-Stromungsmessung und
Verbesserung der Sammeleffizienz bei der isokinetisch-isoaxialen Tropfen-Probe-

nahme deutlich vereinfacht werden.
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Vom Gasstrom durch die Rieselpakete und Tropfenabscheider mitgerissene Primar-

tropfen weisen in erster Naherung dieselbe Legionellenpopulation auf wie das Umlauf-
wasser. In Abhangigkeit von der Transportgeschwindigkeit ist aber auch die Freiset-
zung sogenannter Sekundartropfen maoglich, die sich von Oberflachen und Bauteilen
ablésen koénnen und ggf. aufgrund dortiger lokal ausgebildeter Organismengemein-
schaften in Konzentration und Zusammensetzung vom Umlaufwasser abweichen kon-
nen. In einem weiteren Teil des Vorhabens erfolgte daher die Konzeption, der Aufbau
und die Inbetriebnahme einer Technikumsanlage zur systematischen Untersuchung
von Einflussparametern der Bioaerosolfreisetzung aus Verdunstungskihlanlagen

sowie zur Validierung einer adaquaten Probenahme.

Im Labor- bzw. Technikumsmalistab wurde mittels dieser Anlagen bei FE 1 die
Tropfenfreisetzung ausgehend von verschiedenen Oberflachengeometrien in Abhan-
gigkeit von der Gasgeschwindigkeit untersucht. Die Geometrien wurden von innen
heraus mit Wasser benetzt und der abluftseitig auftretende Tropfengehalt mit ver-
schiedenen Methoden erfasst. Als Geometrien kamen eine eher spitze Kante (in
Analogie zu einem Rotorblatt), eine unstetiger 90-Grad-Winkel (in Analogie zu einem
Diffusor oder einem Motorgehause) sowie eine nassfeuchte, schwamm- bzw. gelartige
Struktur (analog Biofilm-Surrogat) zum Einsatz. Bei diesen Untersuchungen zeigte
sich, dass fir die spitze Kante ab Uberstrémgeschwindigkeiten von 12,5 m/s eine
Tropfenablosung auftritt. Diese Relativgeschwindigkeiten kdnnen sehr wohl an
Rotorblattern im Betrieb auftreten. Die Tropfen-Abwurfrichtung ist aufgrund der
Rotorausrichtung primar gegen die Diffusorwand gerichtet, so dass die direkte
Freisetzung in Richtung des Fortluft-Austritts eher weniger relevant scheint.
Geschwindigkeiten Fur die unstetige 90-Grad-Erweiterung tritt die Ablosung Bei
Uberstrémungsgeschwindigkeiten oberhalb ca. 15 m/s auf. Fiir die nassfeuchte
schwammartige Struktur sind nochmals héhere Geschwindigkeiten von ca. 20 m/s

erforderlich, um hier Tropfen abzuldsen.

Realprobenahmen wurden wu.a. an einer Verdunstungskuhlanlage auf dem
Forschungscampus der TU Minchen in Garching im Januar 2023 durchgefihrt, um
das Gesamtverfahren aus der Kombination von Probenahmeverfahren und Analytik in
der Praxis zu evaluieren. Nach erfolgreicher Probenahme zeigte sich, dass alle Legio-

nellen-Messungen in Luft- und Wasserproben mittels IMS-FCM und Kultivierung
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negativ ausfielen. Zum Zeitpunkt der Messkampagne konnte kein Nachweis dahinge-

hend gefuhrt werden, dass Legionellen mit der Fortluft freigesetzt werden. Bei der
Probenahme an einer weiteren Anlage kam allein das Kultivierungsverfahren zum Ein-
satz. Die vorliegenden Messdaten zeigen Mdglichkeiten der Zuordnung der Emissi-

onsfracht zu Primar- und Sekundartropfen auf.

Eine Ubertragung der Ergebnisse auf andere Anlagenarten ist Bestandteil eines

geplanten Folgeprojektes.

5 Verwendung der Zuwendung

FE 1:

Die Durchfuhrung der beschriebenen Untersuchungen erfolgte im Berichtszeitraum

durch wissenschaftlich-technisches Personal (HPA A) (Einzelansatz A.1 des

Finanzierungsplanes) im Umfang von insgesamt 20,4 PM sowie durch Personal mit
dem Ansatz HPA B im Umfang von insgesamt 20,4 PM.

Eine kostenneutrale Verlangerung war aufgrund der umfangreichen zeitlichen Ver-
zdgerungen bedingt durch die Auflagen der Stabsabteilung flr ,Arbeitssicherheit®
und durch die langen Versuchszeiten notwendig und ist entsprechend der erfolgten

Beantragung seitens des Projekttragers genehmigt worden.

FE 2:

Die Durchfuhrung der beschriebenen Untersuchungen erfolgte im Berichtszeitraum

durch wissenschaftlich-technisches Personal (HPA A, Einzelansatz A.1 des Finan-

zierungsplanes) im Umfang von insgesamt 18 PM. Eine kostenneutrale Verlange-
rung war aufgrund der umfangreichen zeitlichen Verzégerungen und durch die lan-
gen Versuchszeiten notwendig und ist entsprechend der Beantragung genehmigt

worden.

Ein It. Antragstellung vorgesehener Hochdruckradialventilator wurde beschafft und
in einen ebenfalls aufgebauten horizontalen Ringkanal integriert. Um aufgetretene

Mehrkosten gegenuber dem bewilligten Betrag abzudecken, wurden bewilligte
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Mittel flr einen Frequenzumrichter umgewidmet und ein vorhandener alterer

Frequenzumrichter zur Verwendung ertuchtigt.

Aufgrund der veranderten Aufbaubedingungen fur die Technikumsanlage war die
Beschaffung einer Rohrleitung in der beantragten Form DN300 PVC-transparent
nicht erforderlich. Aufgrund des erhdhten Aufwandes fir die wiederholte Umpla-

nung, wurden die Mittel gemaR Anderungsantrag in Personalmittel umgewidmet.

6 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Ausgaben waren flr die Durchfiihrung der geleisteten Arbeiten notwendig und an-

gemessen. Die durchgefuhrten Arbeiten stellen die Umsetzung der im Forschungsan-

trag vorgesehenen Arbeitsschritte dar und waren fur die Erreichung des Forschungs-

ziels wichtig. Die geleisteten Arbeiten waren zur Bearbeitung der genannten Arbeits-

pakete erforderlich.

7 Wissenschaftlich-technischer und wirtschaftlicher Nutzen der

erzielten Ergebnisse insbesondere fur KMU

Wissenschaftlich-technischer Nutzen

1

Die bei FE 1 und FE 2 im Rahmen des Projektes konzipierten Versuchsanlagen
konnen im Anschluss des IGF-Vorhabens gemeinsam mit KMUs fur weitere
Untersuchungen im Rahmen von z. B. ZIM-KF-Projekten genutzt werden. So
kann an der Labor-VKA der FE 2 beispielsweise die Wirkung verschiedener
oxidativ und nicht oxidativ wirksamer Biozide auf die Legionellenkonzentration im
Umlaufwasser sowie im Biofilm in Kombination mit der Freisetzung von
Bioaerosolen untersucht werden. Die Technikumsanlage der FE 1 kann zur Aus-
legung von Tropfenabscheidern, Disen oder anderen Kuhlturmkomponenten
eingesetzt werden.

Bei FE 1 wurden zahlreiche Fragestellungen in Bezug auf die adaquate Proben-
ahme aufgegriffen, die bislang nicht abschlieRend beantwortet werden konnten.

Die in diesem Rahmen vorgenommenen technischen Neuentwicklungen zur
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Fortluft-Geschwindigkeitsmessung und emissionsseitiger Aerosolsammlung mit-
tels Nasszyklon sowie Anpassungen an bisher praktizierten
Probenahmeprozeduren tragen dazu bei, dass zukunftig die Messaufgabe
.Bioaerosolmessung am Auslass von VKA effizient durchgeflihrt werden kann.
Die vorliegenden Erfahrungen zeigen die Bedeutung der verschiedenen, im
Rahmen einer Aerosolmessung per Netzmessung im Messquerschnitt zu erfas-
senden GrolRen auf (Gasgeschwindigkeit, Tropfenspektrum, Mikroorganismen-
gehalt je m* bzw. mL Tropfenaerosol).

Es konnten Daten zur Beurteilung des Tropfenmitrisses ausgehend von mit ei-
nem Wasserfilm benetzten Oberflachengeometrien in einem Luftstrom gewonnen
werden, die stellvertretend Bauteilgeometrien im austrittsnahen Fortluftbereich
an Verdunstungskuhlanlagen reprasentieren. Ausgehend von diesen Erfahrun-
gen sind weitergehende Analysen geplant, z. B. im Hinblick auf speziell bei VKA
anzutreffende Oberflachen- oder Fluideigenschaften (Viskositat des flussigen

Mediums, Alterung von Bauteiloberflachen Uber die Einsatzdauer),

Wirtschaftlicher Nutzen

5

Im Projekt wurde eine Bioaerosolkammer flr Legionellen-Untersuchungen unter
Bio2-Bedingungen etabliert, welche zukunftig generell fur Bioaeroluntersuchungen
mit Pathogenen eingesetzt werden kann. Weiterfuhrende Experimente konnen mit
Kooperationspartnern aus Wirtschaft und Wissenschaft bei TUM-IWC zukunftig
durchgefuhrt werden.

Die Bioaerosolsammler Coriolis y und NGI sind auf allgemeiner und biologischer
Sammeleffizienz charakterisiert und kdnnen zukunftig fur weitere Bioaerosolunter-
suchungen eingesetzt werden.

Kulturunabhangige Antikorper-basierte und molekularbiologische Schnellmess-
methoden sind fur die Quantifizierung von Legionellen-Bioaerosole etabliert wor-
den und kdnnen zukunftig zusammen mit Kooperationspartnern der Wirtschaft und
Wissenschaft fur weiterfUhrende Projekte genutzt werden. TUM-IWC hat nun eine
ausgewiesene Expertise im Bereich der Bioaerosolanalytik von Legionellen.
Erste kulturunabhangige Wirksamkeitsuntersuchungen von Bioziden im Prozess-
wasser wurden in Zusammenhang mit Legionellen und Biofilmen mittels Durch-
flusszytometer durchgeflhrt. Diese Messmethode hat gro3es Potential, um Bio-

zide hinsichtlich ihrer Wirksamkeit in Verdunstungsanlagen besser einschatzen zu
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10

11

kénnen und ist fur die Einhaltung des Minimierungsgebot von Biozide in der
Industrie forderlich.

Es wurde eine neuartige Biofilmkammer konzipiert und getestet, bei denen Bio-
filme in Rieselkammern in Anwesenheit von Bioziden, Legionellen und oder
Amoben untersucht werden konnen.

Die gewonnenen Erkenntnisse geben erste Hinweise auf die Freisetzungs-
mechanismen von Sekundartropfenaerosolen, die in die Anlagenauslegung
einflielen kdnnen.

Kommt es an einer Anlage zu einem Legionellenausbruch und infolge dessen
nachweislich zu Erkrankungen im Umfeld der Anlage, kann dies fur den Anlagen-
betreiber einen nicht unerheblichen Imageschaden darstellen, der nur schwer
monetar zu bewerten ist. Die etablierten neuen Methoden und der erweiterte
Stand der Wissenschaft und Technik kdnnen dazu beitragen, das Potential eines
Ausbruches zu reduzieren. Die gewonnenen Erkenntnisse konnen
Anlagenbetreiber dabei unterstutzen, die Wirksamkeit von MalRnahmen in Folge

einer erhohten Mikrobiologie zu Uberprifen (siehe auch VDI 4250 Blatt 2)..

Aktualisierter Plan zum Ergebnistransfer in die Wirtschaft

8.1 Durchgefuhrte Transfermallnahmen

MalRnahme Ziel Zeitraum

regelmafige Sitzungen, | Diskussion und Erfolgt am 05.05.2021, 1.4.2022,

projektbegleitender Wissenstransfer zu KMU, | 18.4.2023 sowie 18.03.2024

Ausschuss Impulse aus der Wirtschaft

Veroffentlichung der Wissenstransfer zu Erfolgt mit

aktuellen Aktivitaten interessierten Personen https://www.iuta.de/forschung/

und Ergebnisse auf den aerosole-partikel/aerosole/freisetzung-

Webseiten der FE transport-transformation-von-partikeln-

partikelinhaltsstoffen-2

Akademische Fachliche Ausbildung von | Betreuung von Bachelor-

Lehrveranstaltungen Studierenden vor ihrem /Masterarbeiten bei IUTA, erfolgreich
Eintritt ins Berufsleben erfolgt

30.05.2023 (M. Mielke) sowie
30.09.2024 (D. Knorsch)

Akademische Promotionsverfahren Erfolgreich erfolgt an der TU Minchen
Lehrveranstaltungen Institute of Water Chemistry & Chair of
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MalRnahme

Ziel

Zeitraum

Analytical Chemistry and Water
Chemistry
2024 (L. Heining)

Vortrage, Poster:

Information interessierter
Personen aus
Wissenschaft und
Forschung, Diskussion der
Ergebnisse

SETAC Umwelttagung, 07.-08.09.2021

Medical Biodefense Conference,29.09.-
01.10.2021

Dresdner Sensor Symposium,06.-
08.12.2021

European Aerosol Conference EAC
2021, 30.8.-3.9.2021

IFA-Seminar B2, Forum Biostoffe,
08.12.2021

VDI-Fachtagung ,Legionellen aus
Ruckkuhlwerken®, 22. und
23.02.2022, Wirzburg (Vortrag)

VDI-Fachtagung ,Emissionsminderung
2022% 4.-5. Mai 2022, Nurnberg
(Vortrag)

Wassertagung, 23.-25.05.2022 (Poster)

ANAKON Konferenz, 11.-14.04.2023,
Wien (Poster)

EAC European Aerosol Conference,
03.-08.09.2023 2023, Spanien
(Poster)

Jahrestreffen Dechema-Fachgruppe
Mehrphasenstromung und
Partikelmesstechnik, Paderborn
29.03.2023

VDI Expertenforum ,Messen und
Bewerten von Bioaerosolen und
Legionellen in der AuRenluft,
Freising bei Miinchen, 20.04.2023

VDI-Fachtagung ,Emissionsminderung
2024, Nurtingen, 03.06.2024

Mitwirkung in VDI-
Richtlinienausschiissen
, Z. B. NA 134-03-07-03

Wissenstransfer zu
interessierten Personen
und beteiligten Gruppen,

Normenausschuss NA 134-03-07-03
UA Unterausschuss ,Probenahme von
Bioaerosolen und Erzeugung von

UA: Probenahme von | Forschungsvernetzung Biotestaerosolen*

Bioaerosolen, Normenausschuss NA 134-03-07-12

Erzeugung von UA Unterausschuss

Biotestaerosolen Ausbruchsmanagement Legionellen im
Arbeitskreis NA 134-03-07-12-02 AK —
Gefahrdungsbeurteilung Legionellen
(VDI 4250 Blatt 2)

Veroffentlichung in Wissenstransfer Forschungsartikel in internationalen

Fachzeitschriften

peer-reviewed Journalen:

Heining et al., 2023 in Analytical and
Bioanalytical Chemistry
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tropfen- und
Bioaerosol-
Probenahme

Information interessierter

Kreise

Malnahme Ziel Zeitraum
Heining et al., 2025 in Journal of
Aerosol Sciences
Januar: Einreichung Forschungsartikel
bei Analytical Chemistry
VDI-Berichte 2397 (2022), S. 53 - S.
66. Dusseldorf 2022)
Weitere (Aerosol Science, Analytical
Chemistry, Analytical and Bioanalytical
Chemistry)

Veroffentlichungen in Wissenstransfer Erfolgt in IUTA aktuell 2021-01

Hauszeitschrift IUTA

aktuell

Internet-Steckbrief zur | Wissenstransfer, Erfolgt, vgl.

https://www.iuta.de/dienstleistungen/

8.2 Geplante Transfermaldnahmen

MaRnahme Ziel Zeitraum

Veroffentlichung des Wissenstransfer 2. Halbjahr 2025
Abschlussberichtes auf

den Webseiten der MV

Veroffentlichung in Wissenstransfer Biofouling (eingereicht, im Review-

Fachzeitschriften

Verfahren befindlich)

Gefahrstoffe — Reinhaltung der Luft
(geplant)

IUTA-Hauszeitschrift

Information eines
breiten
Fachpublikums zu
Zielen und
Ergebnissen des
Projektes

2. Halbjahr 2025

Information und
Beratung interessierter
Unternehmen

Direkter Know-How-
Transfer zu
Unternehmen,
vornehmlich kmU;
Information zu Zielen
und Ergebnissen des
Projektes

Erfolgt fortlaufend

Normenausschuss

EinflieBen der
Projektergebnisse in
die Normungsarbeit

fortlaufend durch den Projektleiter der FE 1
und FE 2
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MalRnahme Ziel Zeitraum

Information und Direkter Know-How- Gezieltes Ansprechen und Information von

Beratung interessierter | Transfer zu interessierten Unternehmen auflerhalb und

Unternehmen Unternehmen, innerhalb des PA; Ubersenden von
vornehmlich kmU; ProjektUbersichten.

Information zu Zielen | fortlaufend
und Ergebnissen des

Projektes

Vortrage und Poster Direkter Know-How- Gezieltes Ansprechen und Information von
Transfer zu interessierten Unternehmen und
Unternehmen, wissenschaftlichen Fachkreisen aul3erhalb
vornehmlich kmU; des PA; Ubersenden von

Information zu Zielen | Projektiibersichten.
und Ergebnissen des | fortlaufend
Projektes

9 Einschatzung der Realisierbarkeit dieses Transferkonzepts

Uber die durchgefihrten und geplanten Transfermafnahmen, wie PA-Sitzungen,
Konferenzbeitrage, Veroffentlichungen usw., wurden die Unternehmen, die im Bereich
der Hygienekontrolle von Verdunstungskuhlanlagen tatig sind, gezielt angesprochen.
Dabei erfolgt insbesondere der Hinweis auf die Durchfuhrungsmaoglichkeit von
Untersuchungen zu Tropfenmitrisseffekten bei der Bauteilentwicklung sowie zur
Testung von Biozidprodukten an den bei den Forschungspartnern vorhandenen

Versuchsstanden.

Unternehmen, die Produkte sowie Dienstleistungen fur den genannten Bereich

anbieten, kdnnen damit von den Ergebnissen des IGF-Projektes profitieren.

Die im Projekt gewonnen Erkenntnisse werden durch die Projekmitarbeitende der
Forschungsstellen 1 und 2 unmittelbar in die entsprechenden Normungsgremien

eingebracht. Hier sind insbesondere zu nennen

e Normenausschuss NA 134-03-07-12 UA Unterausschuss
Ausbruchsmanagement Legionellen im Arbeitskreis NA 134-03-07-12-02 AK —
Gefahrdungsbeurteilung Legionellen (VDI 4250 Blatt 2)

e Normenausschuss NA 134-03-07-03 UA Unterausschuss ,Probenahme von
Bioaerosolen und Erzeugung von Biotestaerosolen®
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Die erfolgte Prasentation von Projektergebnissen auf Tagungen sowie als peer-

reviewte wissenschaftliche Publikationen oder als anwendernahe, industrieorientierte

Publikation tragt zusatzlich zur Sichtbarkeit der erzielten Projektergebnisse bei.

Die Projektergebnisse sind in folgende Tagungsbeitrage und Publikationen

eingeflossen:
1) Wissenschaftliche Publikationen

Heining, L., Welp, L., Hugo, A., Seidel, M. A trickling biofilm chamber to assess biocide
efficiency in biofilms. Biofouling, Submission ID 245043016, eingereicht, in Review-
Verfahren befindlich

Heining, L., Welp, L., Hugo, A. Elsner, M., Seidel, M. Immunomagnetic separation
coupled with flow cytometry for the analysis of Legionella pneumophila in aerosols.
Anal Bioanal Chem 415, 5139-5149 (2023)

Heining, L., Welp, L., Hugo, A., Elsner, M., Seidel, M. Bioaerosol sampling and
bioanalysis: Applicability of the next generation impactor for quantifying Legionella
pneumophila in droplet aerosols by flow cytometry. Journal of Aerosol Science,
Volume 183, 2025, 106460, ISSN 0021-8502,
https://doi.org/10.1016/j.jaerosci.2024.106460.

Welp, L, Hugo, A., Neue Bewertungsmethodik der Hygiene von
Verdunstungskihlanlagen im Hinblick auf Legionellen Immissionsschutz 26.
Jahrgang, Juni 2021, S. 100

Hugo, A., Welp, L., Haep, S., Bioaerosolabscheidung - Probenahme von Legionellen
am Auslass von Verdunstungskihlanlagen (VKA). VDI-Berichte 2397 (2022), S. 53 —
S. 66. Dusseldorf 2022. ISBN 978-3-18-092397-0

Bewertung der Hygiene von Verdunstungskuhlanlagen im Hinblick auf Legionellen.
IUTA-aktuell 2021-01

2) Vortrage auf Fachtagungen bzw. Posterprasentationen:

Welp, L., Hugo, A., Haep, S. Experience with aerosol sampling from evaporative
cooling systems - physical aspects. European Aerosol Conference EAC 2021, 30.8.-
3.9.2021 (Vortrag)

Heining, L., Welp, L., Hugo, A.Seidel, M. Entwicklung von Sammel- und
Analysestrategien far Legionella pneumophila in Aerosolen aus
Verdunstungskihlanlagen SETAC Umwelttagung, 07.-08.09.2021 (Poster)

Heining, L., Welp, L., Hugo, A., Elsner, M., Seidel, M. Bioaerosol chamber for directed
experiments with Legionella pneumophila. Medical Biodefense Conference, 29.09.-
01.10.2021 (Poster)

Heining, L., Welp, L., Hugo, A., Elsner, M., Seidel, M. Analyse von Legionella
pneumophila in Aerosolen aus Verdunstungskuhlanlagen mittels einer flussbasierten
Microarray-Plattform. Dresdner Sensor Symposium, 06.-08.12.2021 (Poster)
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Welp, L., Hugo, A., Haep, S., Heining, L., Seidel, M., Bioaerosolprobenahme an
Verdunstungskuhl-anlagen mittels Zyklonabscheider B2-Seminar, Forum Biostoffe,
Institut fur Arbeitsschutz (IFA), Sankt Augustin, 08. — 09.12.2021

Welp, L., Hugo, A., Haep, S. Probenahme von Bioaerosolen am Auslass von
Verdunstungskihlanlagen (VKA) mittels Nass-Zyklonabscheider. VDI-Fachtagung
.Legionellen aus Ruckkuhlwerken®, 22. und 23.02.2022, Wirzburg (Vortrag)

Welp, L., Hugo, A., Haep, S. Bioaerosolabscheidung - Probenahme von Legionellen
am Auslass von Verdunstungskuhlanlagen. VDI-Fachtagung ,Emissionsminderung
2022%, 4.-5. Mai 2022, Nurnberg (Vortrag)

Heining, L., Welp, L., Hugo, A., Elsner, M., Seidel, M. Combination of immunomagnetic
separation with flow cytometry for the detection of Legionella pneumophila in aerosols
ANAKON Konferenz, 11.-14.04.2023, Wien (Poster)

Welp, L., Hugo, A., Haep, S., Neue Methoden zur Probenahme von Bioaerosolen aus
Anlagen VDI Expertenforum ,Messen und Bewerten von Bioaerosolen und Legionellen
in der AuRenluft’, Freising bei Minchen, 20.04.2023

Heining, L., Welp, L., Hugo, A., Elsner, M., Seidel, M. Combination of the cyclone
sampler Coriolis® p with different quantitative analytical methods for the detection of
Legionella pneumophila in aerosols. EAC European Aerosol Conference, 03.-
08.09.2023 2023, Spanien (Poster)

Mielke, M., Welp, L., Hugo, A., Haep, S., Datensynthese zum Training eines Mask-
RCNN Modells fur die automatisierte Analyse von Impaktorplatten Jahrestreffen
Dechema-Fachgruppe Mehrphasenstromung und Partikelmesstechnik, Paderborn
29.03.2023 (Poster)

Welp, L., Hugo, A., Haep, S., VKA Control - Bewertung von Legionellenemissionen
aus Verdunstungskuhlanlagen: Neue Erkenntnisse und Methoden, 7. VDI-Fachtagung
Emissionsminderung 2024, Nurtingen, 03.06.2024
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