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Ende 2019 trat erstmals ein neuartiges respiratorisches Virus auf, das inzwischen unter dem
Namen Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) bekannt ist, und I6ste
eine Pandemie aus. Da das hochpathogene Virus durch Aerosole (ibertragen wird, sind
praventive SchutzmalRnahmen wie das Tragen von Atemmasken und der Einsatz von
Luftreinigern von zentraler Bedeutung.

Luftreiniger basieren haufig auf dem Prinzip der mechanischen Filterung. Je nach Wirksamkeit
wird dabei zwischen Staub- und Schwebstofffiltern unterschieden. Schwebstofffilter wie der
High Efficient Particulate Air (HEPA) Filter finden im medizinischen Bereich, in dem ein hohes
Mal an Keimarmut erforderlich ist, oder auch in Heiz-, Liftungs- und Klimaanlagen der
Luftfahrt Anwendung. Eine weitere Mdglichkeit der Luftreinigung ist der Einsatz von
ultravioletter (UV) Strahlung und hier vor allem von UV-C, das Mikroorganismen inaktiviert,
indem es deren Nukleinsdauren schadigt. Angewandt werden UV-C-Einheiten sowohl in Form
von Einzelgerdten, die im oberen Bereich des Raumes angebracht werden, als auch in
Kombination mit mechanischen Filtern.

Bevor Luftreiniger auf den Markt gebracht werden, missen sie nach bestimmten Standards
auf ihre Wirksamkeit geprift werden. Mobile Luftreiniger missen in der Lage sein, die
Viruslast in der Luft der Aufenthaltszone um 90% innerhalb einer halben Stunde zu reduzieren.
Die Wirksamkeitstestung der Luftreiniger erfolgt zunachst unter Laborbedingungen. In einer
Testkammer werden infektiose Viruspartikel vernebelt. Vor und hinter dem zu testenden
Gerat werden Luftproben gesammelt, welche anschlieBend mithilfe eines Zellkultursystems
auf ihre Infektiositat untersucht werden. Diese Quantifizierung des Virustiters beansprucht
jedoch mehrere Tage und erfordert ein gut ausgestattetes Labor mit hohen
Sterilitatsanforderungen.

Molekulare Nachweismethoden wie die Polymerasekettenreaktion (PCR) oder Rekombinase-
basierte Amplifikation (RAA) sind hingegen schnell, spezifisch und sensitiv. Ihr Nachteil liegt
darin, dass sie sowohl die Nukleinsdauren infektioser als auch geschadigter, inaktiver
Mikroorganismen nachweisen. Der selektive Nachweis infektioser Mikroorganismen mithilfe
einer molekularen Methode wie der RAA wiirde die Arbeit im Labor beschleunigen und kénnte
den Infektiositatsnachweis mittels Zellkultur ersetzen.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Protokolls, das auf molekularen
Nachweismethoden basiert und in der Lage ist, zwischen infektidsen und nicht-infektidsen
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Viruspartikeln zu unterscheiden. Dies wurde erreicht, indem die freien Nukleinsduren von
geschadigten Viruspartikeln vor dem Extraktionsschritt beseitigt wurden. Daflir wurden zwei
verschiedene Techniken miteinander verglichen: der Farbstoff Propidiummonoazid (PMA)
und Nukleasen wie die Benzonase und RNasen.

Das Protokoll wurde zur Wirksamkeitspriufung zweier UV-C-Luftreiniger verwendet und mit
dem Infektiositatstest basierend auf der Berechnung der 50% tissue culture infectious dose
(TCIDso) verglichen. Das Feline Coronavirus (FCoV) wurde hierbei als Modellvirus fir SARS-

CoV-2 genutzt.
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1.1 Bioaerosole

Luft ist ein Gasgemisch, das zudem viele Fremdstoffe beinhaltet. Die Ursache dafiir kann
naturlich sein, z.B. durch Winderosion, oder kiinstlich hervorgerufen, z.B. durch Autoabgase.
Die in der Luft schwebenden Partikel wie RuBS, Lehm und Pflanzenfasern werden Aerosole
genannt (ANON. 2002). Den Partikeln kénnen Pilze, Bakterien, Viren und/oder Pollen sowie
deren Zellwandbestandteile und Stoffwechselprodukte anhaften oder sie kdnnen aus diesen
bestehen (ANON. 2019a). In diesem Falle sind die luftgetragenen Teilchen biologischer
Herkunft und es wird von Bioaerosolen gesprochen (ANON. 2019b). Durch das Einatmen von
Bioaerosolen konnen Krankheiten verursacht werden, da pathogene Erreger wie Influenza-A-
Viren oder SARS-CoV-2 anhaften kénnen (GUZMAN 2021). Um vor der Aufnahme von
Bioaerosolen zu schiitzen, kann deren Konzentration in der Luft durch verschiedene

Methoden der Luftdesinfektion reduziert werden (VASILYAK 2021).

1.2 Arten der Luftdesinfektion

1.2.1 Mechanische Filter

Das Prinzip mechanischer Filter beruht auf der Partikelabscheidung im Filtermaterial, welche
durch die Mechanismen Tragheit, Diffusion, Sperreffekt, Elektrostatik und Gravitation
verursacht wird. Durch die Tragheit werden Partikel, die sich im Luftstrom befinden, bei
Stromungsanderung aufgehalten. Sie ist eng mit der PartikelgréRe und -dichte verbunden. Je
groRer und dichter die Partikel sind, desto grof3er ist ihre Tragheit. Bei der Diffusion bewegen
sich die Partikel durch die Brownsche Molekularbewegung ungerichtet und kommen so
zufallig in Kontakt mit dem Filter. Je kleiner die Partikel, desto starker ist die Zufallsbewegung.
Beim Sperreffekt folgt das Partikel zwar der Stromlinie um die Filterfaser, jedoch bleibt es
aufgrund der geometrischen Ausdehnung trotzdem am Filter haften (LIU et al. 2017). Eine
untergeordnete Rolle spielen die Gravitation und die Elektrostatik, bei der sich die Filterfasern
und die Partikel gegenseitig anziehen, solange sie eine entgegengesetzte Ladung besitzen

(WENKE 2019).
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Die Klassifizierung und Prifung von Luftfiltern richten sich nach verschiedenen europaisch
anerkannten Standards. Grundsatzlich werden Staub- und Schwebstofffilter unterschieden
(WENKE 2019).

Staubfilter werden nach DIN EN I1SO 16890 in Grob- und Feinstaubfilter unterteilt (ANON.
2017b). Grobstaubfilter zdhlen zur Klasse ,,1SO Coarse” (ANON. 2017b) und dienen als Vorfilter
far Partikel, die groRer als 10 um sind (ANON. 2002). Beispielsweise werden sie in
Klimageraten in Fenstern eingesetzt (ANON. 2002). Feinstaubfilter werden in ,I1SO ePM1",
,I1SO ePM3,5“ und ,,1ISO ePM1o” klassifiziert. Die Namen der Klassen geben bereits Hinweis auf
die Partikelspektren, die abgeschieden werden, namlich <10 um, <£2,5um und <1 pum.
Anforderung fiir diese Klassifikation ist, dass die Abscheideeffizienz fir den jeweiligen
Partikeldurchmesser mindestens 50% betrdgt (ANON. 2017b). Anwendung finden
Feinstaubfilter unter anderem in Zuluft- und Teilklimaanlagen fiir Schulen, Kiichen oder
Archiven (ANON. 2002). Die Priifung von Staubfiltern erfolgt nach einem in der ISO-Norm
definiertem Ablauf (Abbildung 1).

Druckdifferenz- Effizienzmessung des Elektrostatische
kurve erstellen unbehandelten Entladung des
Priflings bei PM,, Priiflings mittels
PM, s und PMyq Isopropylalkohol
gesattigter
Atmosphare
Effizienzmessung Staubbeladung mit Priifling wiegen zur
des entladenen A2 Feinstaub bis Ermittlung der
Priiflings bei PMy, 300 Pa (ISO Coarse Staubaufnahmekapazitit
PM,,s und PM;o bis 200 Pa) bzw. des

Abscheidegrades

Filter ist nach der
Priifung unbrauchbar

Abbildung 1. Ablauf einer Priifung gemafd DIN EN I1SO 16980. Der Effizienzgrad wird aus dem
Mittelwert vom Wirkungsgrad des entladenen und des unbehandelten Filters ermittelt. Die
Staubbehandlung dient der gravimetrischen Bestimmung des Wirkungsgrades. Abbildung

modifiziert nach ANON. (2002).

Schwebstofffilter werden nach der DIN EN 1822 in die drei Gruppen Efficient Particulate Air
(EPA) Filter (Hochleistungspartikelfilter) mit den Filterklassen E10 bis E12, High Efficient
Particulate Air (HEPA) Filter (Schwebstofffilter) mit den Filterklassen H13 und H14 und Ultra
Low Penetration Air (ULPA) Filter (Hochleistungsschwebstofffilter) mit den Filterklassen U15

bis U17 eingeteilt (ANON. 2019c). Seit 2011 existiert parallel zur DIN EN 1822 die
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DIN EN ISO 29463, welche die Einteilung in EPA-, HEPA- und ULPA-Filter beibehilt, jedoch
13 Filterklassen anstatt acht unterscheidet (ANON. 2017c). Schwebstofffilter sind in der Lage,
kleinste Partikel <1 um aus der Luft zu entfernen, und werden daher zum Beispiel in
Laboratorien oder sterilen OP-Silen eingesetzt (ANON. 2002). Die Prifung von
Schwebstofffiltern erfolgt in drei Schritten. Zuerst wird die Partikelgrofe mit dem grof3ten
Durchlassgrad bestimmt (most penetrating particle size, MPPS). Anschliefend folgt eine
Leckagepriifung und zuletzt wird der Abscheidegrad bestimmt (ANON. 2017c, ANON. 2019c).
Werden mechanische Filter in mobilen Luftreinigungsgerdaten eingesetzt, wird die
Reinigungsleistung des Gerdts gegenlber Viren auf Grundlage der VDI-EE 4300 geprift
(ANON. 2021b). Hier bezieht sich die Priifung auf das gesamte System und nicht nur auf
einzelne Komponenten wie zum Beispiel den Filter, da mobile Luftreiniger auch
Kombinationen verschiedener Reinigungsmechanismen beinhalten kénnen (z.B. Kombination

aus einem mechanischen Filter und einer UV-C-Strahlungseinheit).

1.2.2 UV-C-Strahlung

UV-Strahlung ist fiir den Menschen nicht sichtbares Licht im Wellenlangenbereich von 100 nm
bis 400 nm. Es wird in die drei Spektralbereiche UV-A (315 nm bis 400 nm), UV-B (280 nm bis
315 nm) und UV-C (100 nm bis 280 nm) eingeteilt.

UV-Strahlen werden von sogenannten Chromophoren absorbiert, wozu unter anderem die
Purin- und Pyrimidinbasen der DNA und RNA gehdren (ANON. 2013). Dies hat eine
Dimerisierung der Basen zur Folge. Die Photodimere behindern Transkriptionsprozesse und
somit auch die Replikation in Zellen und Organismen, wodurch diese absterben (GREEN and
SCARPINO 2001, MULLENDERS 2018).

Der Wellenlangenbereich der UV-C-Strahlung ist am wirksamsten, um Keime zu inaktivieren.
Als Strahlenquelle dient haufig eine Niederdruck-Quecksilberlampe, welche Licht einer
Wellenldnge von 253,7 nm abgibt. Diese Wellenlange hat die gréRte keimschadigende
Wirkung (GREEN and SCARPINO 2001). Neben der Wellenldange hangt die Inaktivierung auch
von der Strahlendosis (J/m?) ab (Bunsen-Roscoe-Gesetz), welche das Produkt aus Intensitat
(W/m?) und Expositionsdauer (s) ist (REED 2010). Wenn die Viren sich von der
Strahlungsquelle entfernen, also die Intensitdt abnimmt, kann die bendtigte Dosis durch

Verlangerung der Expositionsdauer erreicht werden (CUTLER and ZIMMERMAN 2011).
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UV-C-Strahlung wurde bereits im 20. Jahrhundert zur Desinfektion von Wasser in der Pharma-,
Lebensmittel- und Getrankeindustrie verwendet (COTTON et al. 2001). Studien in den 1930er-
Jahren zeigten, dass die keiminaktivierende Wirkung der UV-C-Strahlen auch in der Luft
angewendet werden kann (REED 2010). Ein Raum kann auf verschiedene Wege mittels UV-C-
Strahlung desinfiziert werden. Zum einen kann der gesamte Raum bestrahlt werden, was
jedoch einen leer stehenden Raum oder das Tragen von Schutzkleidung erforderlich macht
(REED 2010). Um diese Bedingungen zu umgehen, hat sich die Bestrahlung der Luft im oberen
Raum etabliert, bei der das Gerat zum Schutz vor menschlicher Exposition von unten
abgeschirmt ist. Die effektive Luftdesinfektion hdngt bei dieser Form von einer guten
vertikalen Luftbewegung zwischen dem oberen und unteren Raum ab (GREEN and SCARPINO
2001). Des Weiteren besteht auch die Moglichkeit, die Luft auf ihrem Weg durch die Heiz-,
Liftungs- und Klimaanlagen zu bestrahlen und anschliefend zuriick in den Raum zu leiten
(REED 2010). AuRerdem gibt es kommerzielle, in sich geschlossene Einheiten, die mit
Staubfiltern, UV-Lampen und einem Ventilator fir die Luftzirkulation ausgestattet sind
(GREEN and SCARPINO 2001).

Aufgrund der COVID-19-Pandemie hat der DIN-Normenausschuss Lichttechnik Ende 2021 eine
technische Spezifikation zur Konzeption, Priifung und Anwendung von UV-C-Luftentkeimern
ausgearbeitet. Neben der Wirksamkeit der Inaktivierung von Bakterien und Viren behandelt
diese DIN/TS 67506 auch die Sicherheit und den Schutz vor UV-Strahlung (DIN-
NORMENAUSSCHUSS LICHTTECHNIK 2021).

1.2.3 lonisator

lonisierung bedeutet, dass ein elektrisch neutrales Molekiil oder Atom eine negative oder
positive Ladung erhdlt. Wenn ein Atom mindestens die lonisierungsenergie absorbiert,
entsteht sowohl ein freies Elektron als auch ein positives lon (DANIELS 2002).

Die positiven lonen bilden durch Interaktion mit in der Luft befindlichen Wassermolekiilen
sogenannte Hydratcluster (Abbildung 2). Die freien Elektronen werden von Sauerstoff
aufgenommen, wodurch hochreaktive Superoxid-Radikalanionen entstehen (CHARRY and

KAVET 1987, DANIELS 2002).
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positiv
geladenes
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Wasser-
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NP Sauerstoff-
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Abbildung 2. Struktur eines Hydratclusters. Die positiv geladenen lonen (gelb) ziehen die
freien Elektronenpaare des Sauerstoffatoms (lila) des Wassermolekiils elektrostatisch an.

Abbildung modifiziert nach EGENOLF-JONKMANNS (2015).

Luftionisatoren bilden lokale lonen-Cluster, welche sich sowohl an Staubpartikel anlagern als
auch mit flichtigen organischen Verbindungen (VOC, volatile organic compounds) reagieren
und diese zerstéren (DANIELS 2002). Die Entfernung der Partikel aus der Luft basiert auf zwei
Mechanismen. Zum einen wird der Aggregationsprozess verstarkt, d.h. dass neutrale Partikel
zunehmend von geladenen Partikeln angezogen werden und so groBere Partikel bilden, die
sich schneller absetzen. AuRerdem haben geladene Teilchen eine groRere Mobilitat und
lagern sich dadurch schneller auf Oberflachen ab (PUSHPAWELA et al. 2017).

Luftionisatoren kénnen auf drei verschiedenen Prinzipien basieren, der Photonionisierung,
nuklearen lonisierung und elektronischen lonisierung.

Bei ersterem werden durch eine niederenergetische Rontgenstrahlenquelle Elektronen aus
Gasmolekilen geldst.

Nukleare lonisatoren nutzen die Teilchenstrahlung des Radionuklid Polonium-210, welches
Alpha-Strahlung emittiert. Beim Zusammenstold mit Gasmolekiilen Ubertragen diese
Elektronen auf die Alphateilchen (DANIELS 2002).

Bei der elektrischen lonisierung wird ein elektrisches Feld an spitze Elektroden oder flache
Drahte angelegt. Die lonen werden unter Hochspannung durch Koronaentladung und

Feldemission erzeugt.



Literaturibersicht

Ob bipolare oder unipolare lonen generiert werden, hangt von der Art des Stroms ab.
Gleichstrom fuhrt zur Erzeugung unipolarer lonen, wahrend bipolare lonisatoren mit
Wechselstrom versorgt werden (LA et al. 2019).

Ein Nachteil von lonisatoren ist die potenzielle Entstehung von Nebenprodukten wie Ozon,
welches aufgrund der Reizung der Atemwege eine gesundheitsschadliche Wirkung besitzt.
Neben einer verringerten Lungenfunktion kann es zu Atemwegssymptomen wie Husten,
Atembeschwerden und Engegefiihl in der Brust sowie zu verstarkten Entziindungen der
Atemwege kommen (ZHANG and JENKINS 2017).

Weiterhin sind die Prifverfahren und Verfahrensweisen zur Bewertung von Luftionisatoren in
der IEC 61340-4-7 festgehalten. Es wird dabei Bezug auf alle drei lonisierungsmechanismen
genommen (ANON. 2017a). Wenn ein lonisator in einem mobilen Luftreiniger verbaut wird,

unterliegt die Prifung des Geréts der VDI-EE 4300 (ANON. 2021b).

1.2.4 Elektrofilter

Elektrofilter basieren, dhnlich wie die Luftionisatoren, auf dem Prinzip der Aufladung von
Partikeln. Dies kann entweder natlrlich durch Reibung mit Luft oder kiinstlich durch einen
lonisator erfolgen (VASILYAK 2021). Die lonisierung ist somit der zugrundliegende
Mechanismus. Ein Unterschied ist, dass das elektrische Feld zwischen einer emittierenden
Drahtelektrode und einer sogenannten Abscheideelektrode angelegt wird. Die
Abscheideelektroden sind haufig in Form von parallel zur Stromung gruppierten Metallplatten
angeordnet. Die aufgeladenen Partikel wandern zu diesen Sammelplatten und geben ihre
Ladungen ab (VASILYAK 2021). Fur Luftreiniger werden in der Regel positiv geladene
Drahtelektroden und negativ geladene Abscheideelektroden genutzt, da eine umgekehrte
Ladung der Elektroden eine hohere Ozonproduktion zur Folge hat (AFSHARI et al. 2020). Nach
einiger Zeit sollten die Sammelplatten vom Staub gereinigt werden, entweder durch
Klopfschlage (MIZUNO 2000) oder durch Waschen der Sammelplatte mit Hochdruckwasser
(LEGG 2017).



Literaturlibersicht

Elektrofilter kdnnen in einstufige und zweistufige Elektrofilter klassifiziert werden. Einstufig
bedeutet, dass flir die Aufladung als auch fiir die Abscheidung der gleiche Elektrodensatz

verwendet wird (Abbildung 3).

Ungeladene ©o0 0. O 9%0 © 70‘?00

. (]
Partikel : Saubere
Luftstrom ) ..: © Luft
—— 00 T ®® (+) © —
— 00 —
°¢\3 o“o ’ % 00 © 0000
Geladene
Partikel

Abbildung 3. Schema eines einstufigen Elektrofilters. Die ungeladenen Partikel werden in
einem elektrischen Feld positiv aufgeladen und lagern sich an der Niederschlagselektrode des

gleichen elektrischen Feldes ab. Abbildung modifiziert nach AFSHARI et al. (2020).

Bei zweistufigen Elektrofiltern erfolgt die Aufladung und Abscheidung durch unterschiedliche
Elektrodensatze (Abbildung 4). Die Partikel werden in einer ersten Kaskade zwischen kleinen,
positiv geladenen Drahten und entgegengesetzt geladenen Platten aufgeladen und

anschliefend in einer zweiten Kaskade von den Sammelplatten aufgefangen (AFSHARI et al.

2020).
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Abbildung 4. Schema eines zweistufigen Elektrofilters. Die ungeladenen Partikel werden in
einem elektrischen Feld aufgeladen. Die Abscheidung erfolgt an nachfolgenden

Kollektorplatten. Abbildung modifiziert nach AFSHARI et al. (2020).
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Um Raumluft zu reinigen, werden in der Regel zweistufige Elektrofilter verwendet, da diese
aufgrund der groBeren Sammelflache effizienter sind (MIZUNO 2000, VASILYAK 2021).
Elektrofilter kdnnen sowohl als in sich geschlossene Einheiten als auch als Bestandteil eines
Kanals einer Heiz-, Liftungs- und Klimaanlage erworben werden. Haufig sind sie Teil von
tragbaren Luftreinigern, die in Innenraumen von Wohnungen und Biirogebauden angewandt
werden. Als Bestandteil der Heiz-, Liftungs- und Klimaanlagen werden sie auch in Fahrzeugen
wie Bussen, Autos oder Schienenfahrzeugen verwendet (AFSHARI et al. 2020).

Auch die Prifung von Elektrofiltern basiert auf der Priifung mobiler Luftreiniger nach
VDI-EE 4300 (ANON. 2021b). Elektrofilter speziell fir die Prozessluft- und Raumluftreinigung
werden in der VDI 3678 Blatt 2 behandelt (ANON. 2012).

1.3 Aerogen Ubertragbare Viren

Die Ubertragung von Viren in der Luft bekam erstmals Bedeutung in den 1930er-Jahren, als
der Wissenschaftler William F. Wells die aerogene Ubertragung der Masern nachwies (COUCH
1981). Heutzutage ist dieser Ubertragungsweg fiir viele Viren bekannt. Aufgrund ihrer im
Vergleich zu anderen biologischen Partikeln kleinen Grof3e haben Viren das Potential, groRRe
Entfernungen auf dem Luftweg zuriickzulegen (DEE et al. 2009, NUNEZ et al. 2016).

Die groRe Bedeutung der aerogenen Ubertragung ist in den letzten Jahren durch Epidemien,
wie zum Beispiel durch das Influenza-A-Virus verursacht, verdeutlicht worden. Influenza-A-
Viren gehoren zur Familie Orthomyxoviridae und sind behillte Einzelstrang-RNA-Viren, die
u.a. bei Menschen, Schweinen, Pferden und Wildvogeln vorkommen. Aufgrund der Variation
der antigenen Strukturen Hamagglutin (H) und Neuraminidase (N) lassen sich verschiedene
Subtypen unterscheiden. Der Subtyp HIN1 war beispielsweise 1918 Ursache fiir die Spanische
Grippe (CHEUNG and POON 2007). Bei der Familie Coronaviridae handelt es sich ebenfalls um
behiillte, einzelstrangige RNA-Viren, die mit einer Genomgrofle von 30 kb zu den bisher
groRten, identifizierten RNA-Viren zdhlen (DE GROOT et al. 2011).

Anfang des 21. Jahrhunderts wurde ein bisher unbekannter Vertreter der Coronaviridae
entdeckt, der durch aerogene Ubertragung eine Epidemie in der menschlichen Bevélkerung
ausloste. Das sogenannte Severe acute respiratory syndrome coronavirus 1 (SARS-CoV-1)
flhrt zu respiratorischen Symptomen, die eine Pneumonie zur Folge haben kénnen. Die

genaue Herkunft des Virus ist bis heute nicht abschlieRend geklart, jedoch gibt es Hinweise,
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dass das Virus von Fledermadusen auf Zibetkatzen und Marderhunde tbertragen wurde. Von
diesen exotischen Tiere infizierten sich Menschen, die das Virus vor allem aerogen
weiterlibertragen haben (DE GROOT et al. 2011). Taxonomisch gehort das Virus zur Gattung
Betacoronavirus der Subfamilie Orthocoronavirinae (HASOKSUZ et al. 2020).

Ein weiterer Vertreter dieser Gattung ist das Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2), welches erstmals Ende 2019 auftrat und 2020 eine Pandemie ausgeldst hat. Die
Ubertragung von Mensch zu Mensch erfolgt ebenfalls hauptsichlich aerogen als
Tropfcheninfektion (HASOKSUZ et al. 2020). Das Virus ist Erreger der respiratorischen
Erkrankung ,,Coronavirus disease 2019“ (COVID-19), die in Abhdngigkeit von der Virusvariante
mit eher unspezifischen Symptomen wie Fieber, Husten und Kopfschmerzen einhergeht und
ebenfalls eine Pneumonie hervorrufen kann (HASOKSUZ et al. 2020). Schwere Verliufe
konnen zum Tod fihren. Weltweit sind bereits mehr als 6,5 Mio. Menschen an der Krankheit
gestorben (ANON. 2022). Als natlirliches Reservoir des Virus werden Fledermause diskutiert.
Die Ubertragung von Viren iber die Luft stellt auch eine Herausforderung fiir die
Nutztierhaltung dar, da aerogen Ubertragbare Viren wie das Maul-und-Klauenseuchen-Virus,
das Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), das Influenza-A-Virus oder
das Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) zu groRen wirtschaftlichen Verlusten fiihren
kénnen (NUNEZ et al. 2016). Daher kann die Luftfiltration auch hier eine wichtige

PraventionsmaBBnahme darstellen, um die Aerosolbelastung in der Luft zu reduzieren.

1.4 Luftdesinfektion in der Tierhaltung

In den vergangenen Jahren wurde nachgewiesen, dass diverse pathogene Erreger bei
Schweinen, wie beispielsweise das PRRSV, Uber groRe Entfernungen auf dem Luftweg
transportiert werden kdnnen und so in einen Bestand neu eingetragen werden kénnen (DEE
et al. 2009, PITKIN et al. 2009). Trotz existierender Biosicherheitsprogramme kann die
Ubertragung per Luft nicht verhindert werden, weshalb Luftfiltersysteme vor allem in
Nordamerika zunehmend Anwendung finden (DESROSIERS 2011).

Auch beim Geflligel kdnnen beispielsweise hochpathogene avidre Influenzaviren (HPAIV) Uber
die Luft Gbertragen werden und so zu grofRen wirtschaftlichen Schaden fiihren. Auch wenn
derzeit eine Ubertragung liber weite Entfernungen zwischen den Gefliigelbestdnden nicht

direkt nachgewiesen worden sind, setzen einige Eierproduzenten auf Luftfiltersysteme (ZHAO
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et al. 2018). Eine nachtragliche Modellierung der Flugbahnen und Viruskonzentrationen im
Falle des HPAI-Ausbruchs 2015 in den USA lasst darauf schliefen, dass das Risiko einer
Ubertragung avidrer Influenzaviren (ber die Luft durch Zuluftfiltersysteme erheblich
verringert werden kénnte (ZHAO et al. 2019).

Fir Schweinebestande konnten Langzeitstudien die Effektivitat von Zuluftfiltersystemen als
Schutz vor Erregereintragen wie PRRSV beweisen (SPRONK et al. 2010, ALONSO et al. 2013).
Neben Zuluftfiltersystemen gibt es auch Umluftfiltersysteme, die im Alltag zum Beispiel
Anwendung in Klimaanlagen von Autos finden. Auch hier konnte gezeigt werden, dass durch
Umluftfiltration der Staubgehalt in der Luft von Schweinebestanden effektiv reduziert wurde
(ANTHONY et al. 2015). Da Staub sowohl irritierend auf die Schleimhdute des
Respirationstrakts als auch als Trager von Pathogenen dient, fihrt die Filtration zu einer
verbesserten Tiergesundheit (LAU et al. 1996).

Sowohl bei den Zuluft- als auch bei den Umluftfiltersystemen in Schweinebetrieben wurde auf
mechanische Filter als auch Elektrofilter zurtickgegriffen (LAU et al. 1996, ALONSO et al. 2013).
LAU et al. (1996) konnte zeigen, dass der Elektrofilter besser die Bakterienlast in der Luft
reduziert und auch kosteneffektiver gegeniiber dem mechanischen Filter ist. Auch wenn der
mechanische Filter geringere Anschaffungskosten besitzt, muss dieser regelmafig gewechselt
werden. Dennoch sollten weitere Tests durchgefiihrt werden, um das Kosten-Nutzungs-
Verhaltnis korrekt zu bestimmen (LAU et al. 1996). Eine aktuellere Studie von WENKE et al.
(2018) demonstrierte, dass mechanische Luftfiltersysteme als Zuluft- als auch Umluft-
filtrationstechnik problemlos in bestehende Beliiftungssysteme integriert werden kénnen. Die
Umluftfiltration fiihrte zu der niedrigsten Gesamtstaubkonzentration und einer Verbesserung
der Lungengesundheit der in diesem Stall gehaltenen Tiere. Jedoch konnte keine signifikante
Reduktion des Keimgehaltes der Stallluft erreicht werden (WENKE et al. 2018).

In Gefliigelbestanden liegt generell ein hoher Feinstaubgehalt aufgrund einer Belastung durch
Federn, Futtermitteln und Trockenkotpartikeln vor. Die Partikel wiirden sich beim Einsatz von
Schwebstofffiltern wie HEPA- oder ULPA-Filtern schnell auf diesen absetzen. Dadurch wird die
Belliftung des Stalls reduziert und ein haufigeres Wechseln der Filter notwendig, wodurch sich
die Investitionskosten zusatzlich erhéhen (ZHAO et al. 2018). Eine kostenglinstigere Variante
ist der Einsatz von Luftionisatoren, welche in einem Hahnchenmastbetrieb die
Staubkonzentration um durchschnittlich 43% reduzieren konnte (RITZ et al. 2006). Eine

weitere Moglichkeit besteht in der Kombination aus einem Feinstaubfilter mit einem
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Luftionisator. Die groReren Poren des Filters flihren nicht so schnell zu einer Verstopfung des
Filtermaterials und die geringere Effizienz kann mit dem Luftionisator ausgeglichen werden
(ZHAO et al. 2018).

Der Einsatz von UV-C-Einheiten in der Tierhaltung wurde bisher nur wenig untersucht. Ein
Luftwascher mit kombinierter UV-Einheit wurde in einem Schweinemastbetrieb getestet
(SCHULZ et al. 2013). Dieser Prototyp flihrte zu einer signifikanten Reduktion der
Konzentrationen mesophiler Gesamtkeimzahlen, Methicillin-resistenter Staphylococcus
aureus und mesophiler aerotoleranter grampositiver Kokken. Von Nachteil war, dass bei dem
Gerat ein relativ hoher Wasserverbrauch vorhanden war und dass die Leistung der UV-
Strahlung durch Staubablagerung reduziert wurde, was eine regelmaRige Reinigung von
Noten macht (SCHULZ et al. 2013).

Die Keiminaktivierung durch UV-C-Licht wurde ebenfalls in einer spateren Studie zuerst im
Labor und danach in einem Versuchstierstall untersucht (EISENLOFFEL et al. 2019). Die
Wirksamkeit einer UV-C-Einheit wurde in Laborversuchen an Staphylococcus aureus,
Actinobacillus pleuropneumoniae, Porzinem Parvovirus und PRRSV getestet. Eine Reduktion
dieser Erreger um mehr als 99% bis 100% wurde erreicht. Bei der Anwendung der UV-C-
Leuchte im Schweinestall wurde ebenfalls eine Reduktion der Bakterien beobachtet, die

durchschnittliche Abscheideeffizienz lag bei 31,6% bis 61,0% (EISENLOFFEL et al. 2019).

1.5 Methoden zur Bestimmung der Virusinfektiositat

Die Standardmethode, um die Infektiositat von Viren festzustellen, stellt die Virusanzucht auf
Zellkulturen dar, welche jedoch ein gut ausgestattetes Labor und geschultes Personal
erfordert und zeitaufwendig ist (LELAND and GINOCCHIO 2007).

Molekulare Nachweismethoden fir Nukleinsduren sind zwar sehr sensitiv, knnen jedoch
nicht zwischen den Nukleinsauren lebensfahiger und toter Mikroorganismen unterscheiden.
In den letzten Jahren wurden verschiedene Alternativen zur Zellkultur untersucht, um eine
Lebend-Tot-Differenzierung durchzufiihren.

Unter anderem wurde die Lebensfadhigkeit durch eine reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) zum
Nachweis von messenger-Ribonukleinsdure (mRNA) als Indikator fiir die Lebensfahigkeit
getestet (KLEIN and JUNEJA 1997). Diese Methode ist jedoch unsicher, da das Vorhandensein
von mRNA in toten Zellen von der Art der Inaktivierung abhangt (SHERIDAN et al. 1998).
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Andere Methoden nutzen den Verlust der Membranintegritat toter Zellen. Dadurch kénnen
DNA-bindende Farbstoffe in diese eindringen. Dieses Prinzip wird in der Durchflusszytometrie
und der mikroskopischen Lebend-Tot-Differenzierung angewandt. Ein dafiir haufig genutzter
Farbstoff ist Propidiumiodid (CARON et al. 1998, NEBE-VON-CARON et al. 2000). Da der
Nachweisbereich enger ist als der von PCR-basierten Methoden, kann dieses Prinzip auch mit
der PCR kombiniert werden. Als DNA-bindende Farbstoffe werden Ethidiummonoazid-Bromid
(EMA) oder Propidiummonoazid (PMA) eingesetzt (RUDI et al. 2005, NOCKER et al. 2006).

Eine weitere Alternative ist die Behandlung der Proben vor der Nukleinsdaureextraktion mit
Endonukleasen wie RNasen oder der Benzon-Endonuklease (Benzonase), die freie

Nukleinsduren abbauen (NUANUALSUWAN and CLIVER 2002).

1.5.1 Virusanzucht auf Zellkulturen

Zellen lassen sich unter bestimmten Bedingungen in vitro anziichten. Sie benétigen unter
anderem ein Wachstumsmedium, welches mit weiteren Komponenten wie Glukose und
Antibiotika angereichert wird. AuRerdem findet die Anzucht in einem Inkubator statt, da die
meisten Zellen eine Temperatur von 37 °C, einen Kohlenstoffdioxidgehalt von 5-10% und eine
relative Luftfeuchtigkeit von 95% benoétigen (JEDRZEJCZAK-SILICKA 2017).

Viele Viren lassen sich in solchen Zellkulturen vermehren, sofern sie infektios sind und die
verwendete Zelllinie empfanglich fir das Virus ist. Verschiedene Zelllinien haben sich fir die
Virusisolierung etabliert, z.B. primary rhesus monkey kidney (RhMK)-Zellen, primary rabbit
kidney-Zellen, Crandell-Reese Feline Kidney (CRFK)-Zellen oder humane Lungenfibroblasten
(MRC-5) (HEMATIAN et al. 2016). Diese Zelllinien haften sich als Monolayer an den Boden des
KulturgefaBes an. Nach Inokulation einer virushaltigen Probe werden die Zellen taglich unter
dem Mikroskop angeschaut. Veranderungen im Monolayer deuten auf die Prasenz von Viren
hin, die den sogenannten zytopathogenen Effekt (CPE) verursachen (LELAND and GINOCCHIO
2007). Zum Beispiel werden CRFK-Zellen, die mit FCoV infiziert wurden, nach 4 bis 5 Tagen
triib, rund und bilden schlieRlich Synzytien (AMER et al. 2012). Speziell im friihen Stadium ist
der CPE schwierig zu erkennen und erfordert daher Fachkompetenz (LELAND and GINOCCHIO
2007).

Um die Infektiositdt der Viren zu messen, kann die TCIDso bestimmt werden. Dies ist ein

Endpunkt-Verdinnungstest, der die Konzentration mithilfe einer Berechnung basierend auf
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der Spearman-Kaerber-Methode abschatzt, bei der 50% der Zellen infiziert sind (LELAND and
GINOCCHIO 2007).

1.5.2 Ethidiummonoazid-Bromid

Ethidiumbromid ist ein Trypanozid, welches interkalierend an DNA bindet und so die
Nukleinsduresynthese inhibiert (WARING 1965, HIXON et al. 1975). Ein Azidderivat von
Ethidiumbromid ist der Farbstoff Ethidiummonoazid-Bromid (EMA), der ein Komplex mit DNA
bildet. Mithilfe von sichtbarem Licht wird es zu einem hochreaktiven Nitrenradikal
photolysiert, welches zu einer kovalenten DNA-Bindung fiihrt (HIXON et al. 1975). Das
Absorptionsmaximum liegt bei 460 nm (NOCKER and CAMPER 2006). Der an die DNA
gebundene Farbstoff fiihrt zu einer Hemmung der DNA-Amplifikation in der PCR. Dieser
biologische Effekt kann zur Differenzierung von lebensfahigen und toten Bakterien genutzt
werden, da EMA nur in Bakterienzellen mit geschadigten Zellwanden und Zellmembranen
eindringen kann (RUDI et al. 2005). Ungebundenes, freies EMA reagiert mit Wassermolekilen
und bildet so ein Hydroxylamin (DETRAGLIA et al. 1978), welches nicht mehr kovalent an DNA
binden kann (KELL et al. 1998). Wenn ein Gemisch aus lebensfahigen und toten Bakterien mit
EMA und sichtbarem Licht inkubiert wird, anschlieBend die Nukleinsduren extrahiert werden
und dann eine PCR durchgefiihrt wird, sollte somit nur die DNA der lebensfahigen Bakterien
amplifiziert werden. Durch die Inaktivierung des EMA zu einem Hydroxylamin, sollte die DNA
der lebensfdhigen Bakterien nicht nachtraglich wahrend der Nukleinsdaureextraktion
beeintrachtigt werden (NOCKER and CAMPER 2006).
Jedoch wurde herausgefunden, dass EMA Nachteile in Bezug auf die Lebend-Tot-
Differenzierung besitzt (FLEKNA et al. 2007, CAWTHORN and WITTHUHN 2008, KOBAYASHI et
al. 2009). Dafiir gibt es bisher zwei mogliche Griinde. Zum einen wird vermutet, dass EMA bis
zu einem gewissen Grad auch in lebensfdahige Zellen mit intakten Zellmembranen und
Zellwanden eindringen kann. Zum anderen kdnnte das fiir die Photolyse genutzte sichtbare
Licht zu einer teilweisen Zelllyse der lebensfahigen Zellen fiihren und diese somit fir EMA
empfanglich machen (NOCKER and CAMPER 2006).
Die Effizienz von EMA wurde auch an einzelstrangigen RNA-Viren, namlich Avidren
Influenzaviren, getestet (GRAIVER et al. 2010). Aufgrund einer vermutlich ineffizienten
Bindung des EMA an RNA geschadigter Viruspartikel war die korrekte Unterscheidung nicht
erfolgreich (GRAIVER et al. 2010).
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1.5.3 Propidiummonoazid

Propidiummonoazid (PMA) ist stukturell identisch zu Propidiumiodid. Beide Molekiile kénnen
in Zellen mit geschadigten Zellmembranen eintreten und an die DNA durch Einlagerung
zwischen die Basen binden (NOCKER et al. 2006). Der einzige Unterschied besteht darin, dass
PMA eine zusatzliche Azidgruppe besitzt. Dadurch gehort es wie auch EMA zu den
Azidderivaten und basiert auf demselben Prinzip wie EMA, d.h. durch Lichteinfluss wird die
Azidgruppe in ein Nitrenradikal umgewandelt, welches kovalent an die DNA bindet
(FITTIPALDI et al. 2011). Diese Quervernetzung des Farbstoffs mit der DNA flihrt zur Hemmung
der PCR-Amplifikation (NOCKER et al. 2007).

Der Vorteil gegeniiber EMA ist, dass PMA nicht in lebensfahige Zellen eindringen kann,
wodurch eine selektivere Lebend-Tot-Differenzierung stattfindet. Dies ist wahrscheinlich auf
die hohere Ladung des PMA zuriickzufihren. PMA besitzt zwei positive Ladungen, wahrend
EMA nur eine positive Ladung aufweist (NOCKER et al. 2006).

Fiir die Unterscheidung lebensfahiger und toter Bakterien wurde Propidiummonoazid bereits
erfolgreich angewendet (BAE and WUERTZ 2009, NOCKER et al. 2009). Es wurde lediglich
festgestellt, dass die Unterscheidung bei gramnegativen Bakterien selektiver im Gegensatz zu
grampositiven Bakterien ist. Dies ist auf den unterschiedlichen Aufbau der Zellwande von
grampositiven und gramnegativen Bakterien zuriickzufiihren (ELIZAQUIVEL et al. 2014).

Der Gebrauch von PMA als Infektiositdtsnachweis wurde auch an verschiedenen RNA-Viren

erfolgreich getestet (PARSHIONIKAR et al. 2010).

1.5.4 Nukleasen
1.5.4.1 Benzon-Endonuklease

Die Benzon-Endonuklease (Benzonase) ist eine gentechnisch hergestellte Endonuklease, die
im Escherichia coli-Stamm WS3110 erzeugt wird. Dieser Stamm ist eine Mutante des Stamms K,
der das Plasmid pNUC1 enthédlt. Dieses Plasmid kodiert fiir die Endonuklease, die
normalerweise in Serratia marescens exprimiert wird (ZHU et al. 2013). Das Protein besteht
aus 245 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 26,7 kDa.

Wenn die Nukleinsdauren von geschadigten Mikroorganismen frei vorliegen, kann das Enzym

die Phosphodiesterbindung von sowohl einzel- als auch doppelstrangiger DNA und RNA
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spalten (MILLER et al. 1994). Dadurch entstehen Oligonukleotide von ungefdhr 3 bis
5 Basenpaaren (ZHU et al. 2013).

Die Benzonase gehort zu den Magnesium-abhangigen Enzymen, die Phosphodiester-
bindungen spalten (MILLER et al. 1994). Fir eine optimale Aktivitat werden
1-2 mM Magnesium(ll)-lonen (Mg?*) bendtigt (ZHU et al. 2013). Ersetzt werden kann Mg?*
durch Mangan(ll)-lonen (Mn?*), jedoch ist die maximale Aktivitdt reduziert. Die héchste
Aktivitat wurde mit Tris-HCI als Inkubationspuffer bestimmt. Der pH-Bereich, in dem das
Enzym aktiv ist, streckt sich von pH 7 bis pH 10. Die maximale Aktivitat erreicht es bei einem
pH von 8,5 (NESTLE and ROBERTS 1969). Das Temperaturoptimum liegt bei 37 °C (ZHU et al.
2013). Die Enzymaktivitdt kann durch Guanidin-HCl ab einer Konzentration von 100 mM
vollstandig gehemmt werden. Eine EDTA-Konzentration von 1 mM inhibiert das Enzym
teilweise, erst ab einer Konzentration von 5 mM wird ein mindestens 90%-iger Verlust der
Enzymaktivitat durch Komplexierung der Magnesium-lonen erreicht (ZHU et al. 2013). Eine
Unit (U) der Endonuklease wird ungefahr benétigt, um 37 ug DNA in 30 min unter
Standardbedingungen abzubauen (ZHU et al. 2013).

Angewendet wird die Benzonase beispielsweise zur Aufreinigung von Proteinen, speziell auch
in der Impfstoffproduktion (ZHU et al. 2013). Kirzlich wurde das Enzym das erste Mal
eingesetzt, um ausschliefllich Nukleinsduren infektioser Viren in der PCR nachzuweisen
(ORISTO et al. 2018). Diesen Ansatz nutzten AMAR et al. (2021), um die Reprasentation
lebender Mikroorganismen in Mikrobiomproben der menschlichen Haut zu verbessern, indem
tote Bakterien und extrazelluldre DNA vor der Nukleinsdaureextraktion und Sequenzierung

mithilfe des Enzyms eliminiert wurden.

1.5.4.2 Ribonukleasen

Ribonukleasen (RNasen) gehoren zu den Nukleasen und sind Enzyme, die die Spaltung von
RNA katalysieren. Die Mehrheit dieser Enzymklasse spaltet hydrolytisch die
Phosphodiesterbindung von RNA (MURCHISON 2013). Sie kénnen in Exoribonukleasen, die
terminale Nukleotide am 3‘- oder 5-Ende des RNA-Molekils abspalten, als auch in
Endoribonukleasen klassifiziert werden, die die Phosphodiesterbindung innerhalb der
Polynukleotidkette spalten (MURCHISON 2013). Zu den Endoribonukleasen gehdoren viele der
kommerziell erhéltlichen RNasen (STRUHL 1989). Endoribonukleasen sind substratspezifisch.

Es lassen sich sowohl RNasen mit Spezifitat fir einzelstrangige RNA (ssRNA) als auch RNasen
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mit Spezifitat fir doppelstrangige RNA (dsRNA) unterscheiden. Zu den ssRNA-spezifischen
RNasen gehoren sowohl die RNase A als auch die RNase T1 (MURCHISON 2013).

Die RNase A, auch bekannt als Bovine Pankreas-Ribonuklease, spaltet RNA spezifisch am
3‘-Ende von Pyrimidinresten (RICHARDS and WYCKOFF 1971). Die Hydrolyse erfolgt in zwei
Schritten. Zuerst wird die Kette gespalten, so dass ein zyklisches 2°,3-Phosphat entsteht.
Dieses wird anschlieRend zu dem entsprechenden 3‘-Nukleosidphosphat hydrolysiert.
RNase A ist in einem breiten Spektrum an Reaktionsbedingungen aktiv (NICHOLS and YUE
2008). Die maximale Aktivitdt erreicht das Enzym bei einem pH von 7 bis 7,5 (RICHARDS and
WYCKOFF 1971).

Die RNase T1 aus Aspergillus oryzae spaltet RNA spezifisch am 3‘-Ende von Guanidinresten.
Auch hier erfolgt die Hydrolyse in zwei Schritten, die wie bei der RNase A ablaufen. Das Enzym
ist ebenfalls unter einer Vielzahl von Reaktionsbedingungen aktiv (NICHOLS and YUE 2008).
RNasen werden zu analytischen Zwecken angewandt, z.B. flr die Sequenzierung von RNA
(STRUHL 1989). NUANUALSUWAN and CLIVER (2002) nutzten RNase zum ersten Mal als
Vorbehandlung vor der PCR, um die Amplifikation von RNA inaktivierter Viren zu verhindern.
Dieser Ansatz wurde beispielsweise ausgenutzt, um die Hitzestabilitdt von Hepatitis E-Viren
zu untersuchen, da dafiir effiziente, schnelle und empfindliche Zellkultursysteme fehlen

(SCHIELKE et al. 2011).

1.6 Molekulare Nachweismethoden fiir Nukleinsauren

1.6.1 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine in vitro-Methode, um ein bestimmtes DNA-
Fragment innerhalb weniger Stunden zu amplifizieren (SCHOCHETMAN et al. 1988).
Entwickelt wurde sie 1983 von Kary Mullis (BARTLETT and STIRLING 2003). Heute dient sie als
Goldstandard fiir den Nachweis vieler Mikroorganismen.

Das Prinzip basiert auf einem dreistufigen Zyklus: Denaturierung, Annealing und Extension. In
der ersten Stufe werden die Wasserstoffbriickenbindungen der doppelstrangigen DNA-
Vorlage aufgetrennt, indem die DNA auf mindestens 90 °C erhitzt wird. AnschlieBend folgt das
Annealing, die Anlagerung von zwei zur DNA komplementdren Oligonukleotidprimern, die das
DNA-Fragment flankieren, welches amplifiziert werden soll. Die Temperatur ist von Lange und

Sequenz der Primer abhdngig und liegt in der Regel bei 50-60 °C. Schliellich katalysiert die
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hitzestabile Tag-Polymerase die Synthese eines neuen DNA-Strangs aus freien
Desoxyribonukleosidtriphosphaten. Diese Extension erfolgt im Temperaturoptimum von
72 °C. Die mehrmalige Wiederholung dieses Zyklus fiihrt zur exponentiellen Anreicherung der
Ziel-DNA (Abbildung 5) (SCHOCHETMAN et al. 1988, WHITE et al. 1989, JOSHI and DESHPANDE
2010).

Um RNA zu amplifizieren, wird diese vor dem ersten Zyklus mithilfe der Reversen
Transkriptase in komplementdre DNA umgewandelt (SCHOCHETMAN et al. 1988).

Bei der konventionellen PCR werden die PCR-Produkte durch die Gelelektrophorese
visualisiert und analysiert. Eine andere Moglichkeit der Visualisierung besteht in der Echtzeit-
PCR durch den Einsatz eines fluoreszierenden Reporters, der mit der DNA hybridisiert. Die
Fluoreszenz kann in Echtzeit gemessen werden, welche proportional mit der Menge der PCR-

Produkte zunimmt (HOLZAPFEL and WICKERT 2007).

1.6.2 Rekombinase-basierte Amplifikation

Die Rekombinase-basierte Amplifikation (RAA) ist wie die PCR eine in vitro-Methode, um ein
bestimmtes DNA-Fragment zu amplifizieren. Im Gegensatz zur PCR werden hierfir jedoch
nicht unterschiedliche Temperaturzyklen, die mindestens 2 Stunden Zeit in Anspruch
nehmen, sondern lediglich eine konstante Temperatur bendétigt, wodurch die Gesamtdauer
der Analyse nur 15 min betrdgt. Die RAA zdhlt daher zu den sogenannten isothermalen
Amplifikationstechniken (LI et al. 2019).

Dank der drei Schliisselproteine Rekombinase, , Loading“-Faktor und Einzelstrang-bindendes
Protein kann die Reaktion bei einer konstanten Temperatur von 37-42 °C stattfinden. Die
Rekombinase bindet mithilfe des ,Loading“-Faktors an Primer, die komplementar zur Ziel-
DNA sind. Durch die Bindung dieses Komplexes an die DNA entsteht ein D-Loop. In diesem
liegt ein DNA-Strang als Einzelstrang vor und wird durch das Einzelstrang-bindende Protein
stabilisiert. Der andere Strang liegt doppelstrangig vor, da der Primer daran gebunden ist.
Daran setzt eine Polymerase an, die einen neuen Strang synthetisiert. Die Rekombinase [6st
sich und initiiert mithilfe eines neuen Primers eine neue Verdrangungsschleife (Abbildung 5).
Genau wie bei der PCR muss fur die Amplifikation von RNA eine Reverse Transkriptase

hinzugefligt werden (LI et al. 2019).
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Die Amplifikationsprodukte kdnnen ebenfalls mithilfe eines fluoreszierenden Reporters

visualisiert werden. Von Vorteil gegeniiber der PCR ist, dass glinstige, tragbare Gerate genutzt

werden kénnen, um die Fluoreszenz zu messen (ABD EL WAHED et al. 2013).

DNA

Denaturierung
bei mind. 90 °C

Annealing bei
50 °C bis 60 °C

Extension
bei 72 °C

5>2h

PCR vs. RAA

Primer

Primer

|
1

Tag-Polymerase

I

Rekombinase

Primer

||

Einzelstrang-bindende Proteine

AAAAALA

Fx

I

AAAAAAAALN

DNA-Polymerase

39°C,
15 min

Abbildung 5. Methodenvergleich zwischen PCR und RAA. Der Doppelstrang wird bei der PCR

durch Hitze aufgetrennt, wahrend bei der RAA ein Rekombinase-Primer-Komplex an die DNA

bindet und einen D-Loop bildet. Im Gegensatz zur PCR kdnnen die Prozesse der RAA bei einer

konstanten Temperatur von 39 °C und innerhalb von 15 min ablaufen. Die bei der PCR

bendtigten Temperaturzyklen beanspruchen hingegen einen zeitlichen Rahmen von

mindestens 2 Stunden. Abbildung modifiziert nach LI et al. (2019) und ERLICH (1989).
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Abstract

The importance of air purifiers has increased in recent years, especially with the “coronavirus
disease 2019” pandemic. The efficacy of air purifiers is usually determined under laboratory
conditions before widespread application. The standard procedure for testing depends on
virus cultivation and titration on cell culture. This, however, requires several days to deliver
results. The aim of this study was to establish a rapid molecular assay which can differentiate
between intact infectious and distorted non-infectious virus particles. Feline Coronavirus was
selected as model for screening. First the samples were pretreated with enzymes (universal
nuclease and RNase cocktail enzyme mixture) or viability dye (propidium monoazide) to
eliminate any free nucleic acids. The ribonucleic acid (RNA) from intact virus was released
via magnetic beads-based extraction, then the amount of the RNA was determined using
real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) or reverse transcription
recombinase-aided amplification (RT-RAA). All results were compared to the infectivity
assay based on the calculation of the 50% tissue culture infectious dose (TCIDs). The nucle-
ase has eliminated 100% of the free Feline Coronavirus RNA, while propidium monoazide
underperformed (2.3-fold decrease in free RNA). Both RT-RAA and real-time RT-PCR pro-
duced similar results to the infectivity assay on cell culture with limit of detection of 102
TCIDso/mL. Two UV-C air purifiers with prosperities of 100% inactivation of the viruses were
used to validate the established procedure. Both real-time RT-PCR and RT-RAA were able
to differentiate between intact virus particles and free RNA. To conclude, this study revealed
a promising rapid method to validate the efficacy of air purifiers by combining enzymatic pre-
treatment and molecular assays.

Introduction

The disinfection of room air by suitable filter systems has become increasingly necessary par-
ticularly during the “coronavirus disease 2019” (COVID-19) pandemic [1]. The main method
is based on mechanical hindering of the microorganism particles (inertial, diffusion and inter-
ception effects) [2-5]. Based on the efficacy, mechanical filters are classified into: pre

(>10 pm), medium (1-10 pm), high efficiency (HEPA, >0.3-1 pm) and ultra-low particulate
air (ULPA, 0.12-0.25 pm) filters [4-6]. HEPA filters are widely used, for example, in heating,
ventilation and air conditioning (HVAC) systems in medical field or in aviation [7].
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Another approach is the direct inactivation of microorganisms, e.g. by ultraviolet-C (UV-C),
which has the property of degrading the nucleic acids [8]. UV-C light is used as stand-alone
units named flow ultraviolet germicidal irradiation (UVGI) lamps or in combination with
mechanical filters [2, 3, 9, 10]. Upper-room UVGI is often used for room disinfection particu-
larly in surgical rooms, where sterility is required [8]. In general, the approval of all kind of air
purifiers is subject to high standards before commercialization [6, 11-16]. The general rule for
mobile air cleaners is that they should reduce the concentration of viruses in the air of the occu-
pied area by 90% (one log; step) within half an hour when used as intended [17].

The efficacy of all air purifiers is first tested under laboratory conditions. Infectious particles
are aerosolized through an air purifier test chamber. Air sampling is conducted upstream and
downstream of the air purifier on water-soluble gelatin filter attached to air pump. The differ-
ences in infectivity before and after the air purification can be determined using e.g. a cell cul-
ture system [18, 19]. A reduction of four log levels in 50% tissue culture infectious dose
(TCIDs,) represents a virus titer reduction of 99.99% and is therefore considered effective for
air purification [20]. However, the virus titer quantification is very time-consuming and
requires a well-equipped laboratory with high sterility condition. Molecular methods such as
polymerase chain reaction (PCR) or isothermal amplification technologies like recombinase-
aided amplification (RAA) are rapid, sensitive, and specific methods for detecting pathogens
[21]. Nevertheless, these techniques cannot distinguish between infectious and non-infectious
virus particles as nucleic acid (NA) can persist up to three weeks after cell death [22, 23]. How-
ever, a technique to get rid of free NA before proceeding with the extraction step can help in
differentiating between NA within intact virus particle or free-floating NA. A NA-intercalating
dye such as ethidium monoazide bromide (EMA) or propidium monoazide (PMA) can pene-
trate distorted cells and binds covalently to NA, when photolyzed with bright visible light at a
wavelength of 465-475 nm [24-29]. The NA-EMA/PMA-complex cannot be amplified during
PCR [30]. Alternative approach is to degrade NA using nucleases. The benzon nuclease (ben-
zonase) was used for the differentiation between intact and heat inactivated viruses [31]. Ben-
zonase is an endonuclease produced in Escherichia coli (E. coli) strain W3, that cleaves the
phosphodiester bond of RNA and DNA. The cleavage results in short NA fragments of three
to five base pairs, which can no longer be amplified during PCR [32-34].

The aim of this study is to develop a protocol to speed up the efficacy testing of air purifiers
based on a molecular assay. To distinguish between infectious intact virus particles and inacti-
vated distorted virus particles, the sample was first treated with either PMA or universal nuclease
to remove free NA; thereafter, the NA extraction procedure will assure the release of NA from
intact particles. Feline Coronavirus (FCoV) was applied as a model virus and both RT-PCR and
RT-RAA as molecular detection methods. The established protocol was used to test the efficacy of
air purifiers in comparison to the infectivity assay based on the calculation of the TCIDs,.

Materials and methods
Virus

A field isolate of FCoV (strain Munich) was used for all experiments. FCoV was propagated in
Crandell-Rees Feline Kidney (CRFK) cells (catalogue number RIE 769, Friedrich-Loeffler-
Institut, Greifswald, Germany) [35]. Cultivation was performed at 37°C and 5% CO, in Dul-
becco’s Minimum Essential Medium (DMEM, high-glucose, w/ stable glutamine, w/ sodium
pyruvate (BIOWEST, Nuaillé, France)), supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, PAA
Laboratories, Pasching, Austria), 1% l-glutamine, 1% nonessential amino acids, penicillin
(100 IU/mL; Biochrom, Berlin, Germany), and streptomycin sulfate (100 Ig/mL; Biochrom).
The cultivation resulted in a virus titer of 10%2° TCIDso/mL.
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Molecular RNA standard

A synthetic molecular RNA standard (nucleotides 28584 to 29096 of the GenBank accession
number DQ010921) was used for generating a standard curve during RT-PCR. For this pur-
pose, a DNA strand was synthetized by Thermo Fisher Scientific GENEART (Regensburg,
Germany) and transcribed into RNA using HiScribe T7 Quick High Yield RNA Synthesis Kit
(New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Germany) following the manufacturer’s instruc-
tions. After RNA quantification using Qubit RNA BR Assay Kit from Thermo Fisher Scientific
(Regensburg, Germany), a ten-fold serial dilution was prepared. Concentrations of 10°, 10*
and 10° RNA molecules/uL of the standard were used for RT-PCR.

PMA

The viability dye PMA was purchased from Biotium Inc., CA, USA. It was already dissolved in
water at 20 mM concentration and was stored at -20°C, defrosting was performed directly
before use at room temperature. The reaction mixture of 100.5 uL consisting of 0.5 puL of PMA
(100 mM) and 100 pL of FCoV RNA was incubated in a dark chamber for 10 min. For photo-
activation, the sample was exposed to a blue LED lamp (H-B3, UltraFire, NJ, USA) with a
wavelength of 470-475 nm at a distance of 15 cm at 600 rpm for 30 min.

Nuclease and RNase

The Pierce Universal Nuclease for Cell Lysis (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA) and the
RNase cocktail enzyme mix (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA), both stored at -20°C,
were used in this study. First, the total reaction volume of 56 pL contained 40 uL of rehydra-
tion buffer (Jiangsu Qitian Gene Biotechnology Co., Ningbo, China), 5 uL of magnesium ace-
tate (Jiangsu Qitian Gene Biotechnology Co., Ningbo, China), 6 uL of universal nuclease, and
5 uL of sample. In the first step, FCoV RNA equivalent to 10° TCIDsy/mL was tested as repre-
sentative of free RNA. In a second step, ten-fold serial dilution of FCoV cell culture superna-
tant (titer of 10° to 10* TCIDso/mL) was screened as representative of intact virus particle.
In a third step, ten-fold serial dilution of FCoV cell culture supernatant (titer of 10% to 10*
TCIDso/mL) enriched with 5 uL of FCoV RNA was tested. The mixture was incubated at
600 rpm and 37°C for 30 min. The enzyme reaction was stopped by adding 5 pL of ethylene-
diaminetetraacetic acid (EDTA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany).

The samples taken during testing of an air purifier were subjected to modified pretreatment
with the universal nuclease, the RNase cocktail enzyme mix and a reaction buffer consisting of
Tris (50 mM, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karslruhe, Germany), magnesium chloride (1 mM,
Rapidozym Gesellschaft fiir Laborhandel und DNA Diagnostika mbH, Berlin, Germany) and
bovine serum albumin (BSA, 0.1 mg/ml, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany).
The total reaction volume of 57.5 pL was composed of 45 pL of the reaction buffer, 6 uL of the
universal nuclease, 1.5 pL of the RNase cocktail enzyme mix, and 5 uL of the sample. This was
followed by an incubation period at 450 rpm and 37°C for 60 min. The enzyme reaction was
stopped by adding 5 uL of EDTA and incubating the mixture at 60°C for 10 min.

Extraction

RNA extraction was carried out using the Dynabeads SILANE Viral NA Kit (Thermo Fisher
Scientific Inc., MA, USA) according to manufacturer’s instructions with few modifications as
following. Briefly, the sample volume was 56 pL (reaction mixture containing only the univer-
sal nuclease) and 57.5 pL (reaction mixture containing the enzyme mix), respectively, the wash
steps were performed for one time, and the RNA was eluted in a final volume of 60 pL.
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Real-time RT-RAA

A previously published protocol for the detection of a highly conserved region of the FCoV 7b
gene was used for real-time RT-RAA [36]. RT-RAA Nucleic Acid Amplification Kit (Fluores-
cent Method, Jiangsu Qitian Gene Technology Co., Ningbo, China) was used. The final reac-
tion volume of 50 pL contained 25 pL of rehydration buffer, 2.5 pL of magnesium acetate,

2.1 uL of forward primer (10 uM/uL), 2.1 uL of reverse primer (20 uM/uL), 0.6 uL of probe

(10 uM/uL), 12.7 pL of PCR clean water and 5 L of extracted RNA. The sequences and desig-
nations of the primers and the probe were as follows: FCoV RPA FP1 (forward primer) 5’ -
TCATCGCGCTGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAG-3"; FCoV RPA RP3 (reverse primer)

5’ -ACTAGATCCAGACGTTAGCTCTTCCATTGTTGGCTC-3"; FCoV RPA Probe 5’ - ATC-
TAAACTTCCTAA (BHQ1—dT, Tetrahydrofuran and FAM—dT)GCAATAGGGTTGCTTG-
TACCTCCTATTACACG-Phosphate. The reaction mixture was added into the lid of the tube
which contained freeze-dried reaction-pellets. After closing the tube, it was centrifuged, mixed
and centrifuged again. The tube was placed into the T8-ISO device (Axxin, Fairfield, Australia)
and incubated at 39°C for 15 min. A mixing and centrifuging step was conducted after 320 s.

Real-time RT-PCR

A previously published protocol for the detection of a highly conserved region of the FCoV 7b
gene was used for real-time reverse transcriptase PCR [37]. QuantiTect Probe RT-PCR Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) and the Stratagene Mx3005p QPCR system (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, United States) were used. The reaction mixture of 20 uL was composed of

10 pL of QuantiTect Probe RT-PCR Master-Mix, 7.5 pL of PCR clean water, 0.2 uL of Quanti-
Tect RT Mix, 0.5 pL of forward primer (10 uM/pL), 0.5 uL of reverse primer (10 uM/pL),

0.3 uL of probe (10 puM/pL) and 1 pL of extracted RNA. The primers and the probe were as fol-
lows: FCoV1128f (forward primer) 5 ~GATTTGATTTGGCAATGCTAGATTT-3;5 "~
FCoV1229r (reverse primer) 5 ~AACAATCACTAGATCCAGACGTTAGCT-3; probe 5 -
6FAM-TCCgCTATgACgAgCCAACAATGGATMR~3 " (40). The thermal cycling protocol con-
sisted of a 30 min reverse transcriptase step at 50°C, an initial heat activation step at 95°C for
15 min and 40 cycles at 94°C for 15 s and at 60°C for 45 s.

Statistical analysis

The t test was used to compare the viability pretreatments with the controls. The data were
considered significant with values of p < 0.5. The data analysis was performed with GraphPad
Prism (GraphPad Software, CA, US).

Design of the filter experiment

The test facility setup for the air purifier test was used as described by Wenke et al. (Fig 1) [18].
Two UV-C lamps (2036-4K, 36 Q; sterilAir, Weinfelden, Switzerland and UV-Air Protector,
Weidenberg, Hans Prechtl GmbH & Co.KG) were tested. FCoV was aerosolized by an ATM
230 aerosolizer (Topas GmbH, Dresden, Germany) and passed through the air purifier test
chamber with a volume flow rate of 2300.4 m*/h. Air collection was performed by placing both
an air sampler pump (Analyt-MTC GmbH, Miillheim, Germany) and water-soluble gelatin fil-
ters (Sartorius 12602-80-ALK, Sartorius AG, Géttingen, Germany) in front of and behind the
air purifier. The gelatin filters were dissolved in 5 mL of DMEM at 37°C in 10 min. The modi-
fied pretreatment with universal nuclease and RNase cocktail enzyme mix was performed as
described above. After RNA extraction, amplification was performed using RT-RAA as well as
RT-PCR. Extracted samples without pretreatment served as control. Simultaneously, the
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Fig 1. Air purifier testing cabinet.
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samples were analyzed for infectivity by performing virus titration. For this purpose, 100 pL of
CREFK cells were added to each well of a 96-well plate. Samples were serially diluted and 100 pL
was added to each well of the 96-well plate. The virus-specific cytopathogenic effect (CPE) was
assessed microscopically over a period of 6 days. Afterwards, the TCIDs, was calculated using
the Spearman-Kaerber method. The retention efficacy of the air purifier was calculated using
the following equation:

pathogen number behind the air purifier

1 [
pathogen number in front of the air purifier * 100%

Reduction (%) =

Results
Result output of combining nucleases and the molecular assay

After adding a nuclease to a particular sample, three result outputs can be delivered. First, sam-
ples containing only intact virus particles give the same result, regardless of whether pretreat-
ment with the nuclease was carried out or not (Fig 2A). The second outcome is obtained by
samples containing a mixture of intact viruses and free NA. The nuclease degrades the free
NA, but the intact viruses can still be detected. Therefore, the RT-RAA signal of the pretreated
samples represent the concentration of the intact virus (Fig 2B). As a third option, the nuclease
is applied to a sample containing only free NA. No NA was detected by RT-RAA in this case
(Fig 2C).

PMA versus universal nuclease

The efficacy of the universal nuclease as well as the viability dye PMA was first tested with
FCoV RNA in triplicate. The universal nuclease was able to degrade the entire RNA (Fig 2C).
In contrast, only a 2.3-fold delay in the time threshold (tt) was observed on average when
using PMA indicating less effectiveness (Fig 3). Due to the low performance of PMA, all fur-
ther tests were carried out with the universal nuclease.

Effect of universal nuclease on infectious intact viruses

The effect of the universal nuclease on intact virus particles represented by a dilution series of
a cell culture supernatant was verified in duplicate. In both RT-RAA and real-time RT-PCR,
the dilution series with pretreatment shows almost the same results as the dilution series
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Fig 2. Result outputs by combining nucleases and RT-RAA assay. Pretreatment with nuclease of samples containing
only intact virus particles did not interfere with the RT-RAA signals (A). Samples containing both intact virus particles
and free NA give different results because the free NA are degraded by the nuclease (B). Samples containing only free
NA give no signal when pretreated with nuclease (C).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0280243.9002
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Fig 3. Effect of PMA on free FCoV RNA equivalent to 10° TCID5o/mL. Delay in time threshold after application of
PMA was recorded. The difference between RNA and PMA pretreatment was statistically significant (p < 0.001).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0280243.g003

without pretreatment (Fig 4), which means that the cell culture supernatant contains infectious
intact virus particles that cannot be degraded by the universal nuclease.

Effect of universal nuclease on spiked samples with a combination of intact
virus and free RNA

The dilution series of cell culture supernatant (i.e., intact virus particles) was enriched with
FCoV RNA. The mixture was pretreated with universal nuclease. In both RT-RAA and real-
time RT-PCR, only the RNA was amplified from the intact virus particle as the free RNA was
degraded when pretreated with the universal nuclease (orange triangles in Fig 5). In case of
samples containing intact virus particles, the same results were obtained indicating the success
of the universal nuclease pretreatment (orange triangles and black dots in Fig 5).
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lower TCIDs, (B). No statistically difference was observed between intact virus particles and intact virus particles pretreated with universal
nuclease (p = 0.7054 (RT-RAA) and p = 0.6163 (RT-PCR)).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0280243.9004

Air purifier test

Two UV-C lamps were tested in the air purifier testing cabinet. The collected samples were
pretreated with a mixture of universal nuclease and RNase cocktail enzyme mix. The pretreat-
ments were carried out in duplicate.

The first UV-C lamp was able to inactivate the viruses with 100% efficacy. The samples
collected in front of the air purifier (collection point #1) resulted in a signal in both
RT-RAA (Fig 6A) as well as RT-PCR (Fig 6B), while no signal was detected in the samples
collected after air purification (collection point #2). The same results were confirmed on the cell
culture. The second UV-C achieved the same results as the first experiment (Fig 6C and 6D).
The only difference measured between the two UV-C lamps was the total concentration of the
FCoV at the collection point #1 (10°7° TCIDso/mL and 10*° TCIDso/mL, respectively). This
indicates that the enzyme mixture works with various amounts of virus particles.

Discussion

Air purifiers play an important role in prevention of airborne viral diseases and must be tested
according to official standards before commercial use. The gold standard method is determin-
ing the infectivity using cell culture-based approach, which is time-consuming [18, 19]. In this
study, the efficacy of air purifiers was tested using a rapid protocol based on a molecular assay
combined with nuclease pretreatment. By combining a RNase cocktail, a universal nuclease
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Fig 5. Effectiveness of the universal nuclease on spiked samples with free RNA. In both RT-RAA (A) and real-time
RT-PCR (B), the free RNA was degraded when pretreatment with the universal nuclease was performed (orange
triangles). The concentrations of those samples correspond to the concentrations of intact virus particles without free
RNA and pretreatment; therefore, the orange triangles and black dots overlap. For both RT-RAA and RT-PCR, the
differences between intact viruses plus free RNA and intact viruses plus free RNA pretreated with universal nuclease
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were statistically significant (p < 0.001). The differences between the intact virus particles without enrichment and with
enrichment of free RNA were also statistically significant (p < 0.001 (RT-RAA) and p = 0.0035 (RT-PCR)). No
statistically difference was recorded between intact virus particles and intact virus particles plus free RNA pretreated
with universal nuclease (p = 0.8945 (RT-RAA) and p = 0.6827 (RT-PCR)).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0280243.9005
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Fig 6. Effectiveness of two UV-C lamps in inactivating infectious virus particles. Collection point #1 represents samples taken in front of the air
purifier, while collection point #2 represents samples collected after air purification. Samples collected before the air purification have the expected
concentration of viruses in cell culture as well as in RT-RAA and real-time RT-PCR. Enzyme pretreatment of the samples from collection point #2
results in absence of signals in both RT-RAA (A and C) and real-time RT-PCR (B and D).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0280243.g006
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and RT-RAA, successful degradation of free RNA was achieved, allowing differentiation
between intact infectious and distorted FCoV particles. These results were confirmed by deter-
mination of the TCIDsy in cell culture.

There are several methods to evaluate air purifiers, including animal experiment [38] as
well as laboratory-based test chambers [39, 40]. To determine the efficacy of the air purifier,
the samples collected upstream and downstream of the air purifier can be tested for the pres-
ence of infectious pathogens based on cell culture system. Culturing viruses requires trained
personnel, well-equipped laboratory and require at least three days to evaluate the results [41].
In contrast, molecular methods require few hours in case of real-time RT-PCR or 15 minutes
for RT-RAA. The real-time RT-PCR must be performed using an expensive thermal cycler,
while the RT-RAA was conducted in a mobile suitcase lab [21, 36].

In the present study, a comparison was first made between the viability dye PMA and the
universal nuclease. The PMA revealed a poor performance in our set up. PMA proved to be a
promising approach for distinguishing between viable and non-viable bacteria [26] and has
replaced the viability dye EMA, as the latter also leads to loss of DNA of viable cells and is,
therefore, less specific concerning live-dead discrimination [26, 42, 43]. A major drawback of
PMA is its inconsistency when applied to viruses [43, 44]. In our study, the PMA was incu-
bated with free RNA, which resulted in a partial elimination of free NA. Similar results have
been obtained by others [45, 46]. The poor performance of the PMA with RNA viruses was
expected as PMA binds preferentially to double-stranded DNA [47]. In addition, there are
many variables that need to be considered upon using PMA, e.g. the dye concentration, the
pH and salt concentration of the sample, the type of the light source or the dye incubation con-
ditions [43, 46, 48]. For example, light sources used in the previous studies were inconsistence,
therefore, no optimal unified light exposure time is mentioned in the literature [49]. It is not
yet fully understood how EMA or PMA prevents the amplification of nucleic acids. One theory
is that the DNA is fragmented during irradiation with visible light [50]. Based on this, it is
assumed that the length of the amplified target gene plays an important role [49]. In real-time
fluorescence-based assay, like in our study, the amplicon size is small, therefore, a limited effect
of PMA was observed. The situation is different upon applying conventional PCR with longer
amplicon size.

The universal nuclease resulted in complete degradation of free RNA in our study. The
search on PubMed revealed few results on the use of nuclease-like benzonase in viability assays
of microorganisms. Two studies successfully applied enzymes to degrade free nucleic acids
[33, 51]. Monteiro et al. performed a pretreatment of wastewater samples with the universal
nuclease to measure the amount of infectious SARS-CoV-2 [51]. Amar et al. pretreated human
skin microbiome samples with benzonase to remove NA of dead bacteria to ensure the
sequencing of NA from live microbiota [33]. In another study to distinguish infectious from
non-infectious human rotaviruses and noroviruses from fecal sample, benzonase application
was not successful [31]. The author has no explanation for such effect.

The samples collected behind the air purifier of UV-C were completely inactivated. UV irra-
diation can damage the NA, while the protein coat remains intact and protects the NA [52].
This would prevent the enzymes from degrading the NA of these inactivated viruses. However,
an UV exposure time exceeding 45 min increases the permeability of the envelope [53], in addi-
tion, high UV dose (<1250 J/m?) are able to destroy the NA as well as the capsid [54].

In previous studies on the efficacy of air purifiers, a specific pathogen is often aerosol-
ized and tested for infectivity at the end of the test procedure by culturing bacteria or
viruses [18, 19, 39, 55, 56]. In our study, a rapid protocol to distinguish between intact
infectious and distorted FCoV particles was developed to accelerate the efficacy testing,
using a mixture of nucleases and real-time RT-PCR or RT-RAA. The nucleases removed
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free NA so that after NA extraction only NA from intact virus particles could be detected
by molecular assays. The approach could also be carried out with other pathogens in the
future, extending its use to other areas besides air purifier testing.
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Das erstmals im Jahr 2019 auftretende Virus SARS-CoV-2 hat eine Pandemie ausgeldst, die
bereits mehr als 6,5 Mio. Menschenleben gefordert hat (ANON. 2022). Wichtige MaBnahmen,
um die weitere Verbreitung zu verhindern, sind unter anderem die Durchfiihrung von
Schutzimpfungen als auch das Tragen von Atemmasken und die Einhaltung weiterer
Hygienevorschriften (HE et al. 2021). Auch die Bedeutung von Luftreinigern hat in den
vergangenen zwei Jahren stark zugenommen. Speziell im Gesundheitswesen stellen sie eine
wichtige ZusatzmalRnahme dar, um den Gehalt infektioser Partikel in der Luft zu reduzieren
(ZHAO et al. 2020). Bevor Luftreiniger in den Verkehr gebracht werden, werden sie nach
festgelegten Prifverfahren auf ihre Effektivitdt getestet. Beispielsweise schreibt die VDI-
EE 4300 Blatt 14 vor, dass mobile Luftreiniger in der Lage sein missen, die Viruslast in der Luft
der Aufenthaltszone um 90% innerhalb einer halben Stunde zu reduzieren (ANON. 2021a). Zur
korrekten Feststellung der Reduktion des Virustiters werden in der Regel aufwendige und
zeitintensive Zellkultursysteme bendtigt.

Ziel dieser Studie war es, die Effektivitatstestung von Luftreinigern mittels einer molekularen
Methode zu vereinfachen. Hierfiir wurden die gesammelten Luftproben zur Differenzierung
zwischen infektiosen und nicht-infektiosen Felinem Coronaviruspartikeln einer
Enzymvorbehandlung unterzogen. Dies ermdglicht im Vergleich zur Zellkultur einen
schnelleren Nachweis von ausschliel3lich infektiésen Viruspartikeln.

Inhalt der Publikation war zundchst die Etablierung einer geeigneten Methode, um die
Virusinfektiositat zu bestimmen. Hierfur wurden sowohl eine Universalnuklease als auch der
Farbstoff Propidiummonoazid (PMA) miteinander verglichen. Generell erfolgte zuerst eine
Vorbehandlung der Probe mit Farbstoff oder Enzym, anschlieBend die Nukleinsdureextraktion
und zuletzt der Nukleinsaurenachweis mittels RT-PCR oder RT-RAA.

Die Universalnuklease baute erfolgreich die freien Nukleinsauren von FCoV ab. Es gibt bisher
nur wenige Erkenntnisse zu Nukleasen, die flr die Unterscheidung von infektiésen und nicht-
infektidsen Mikroorganismen verwendet wurden. In einer kiirzlich publizierten Studie wurden
Abwasserproben mit der Universalnuklease vorbehandelt, wodurch vollstandig freie
SARS-CoV-2-RNA abgebaut wurde (MONTEIRO et al. 2022). In Vorversuchen wurden
Abwasserproben mit hitzeinaktiviertem PEDV versetzt und mit der Universalnuklease
vorbehandelt. Hierbei wurde eine Reduktion des PCR-Signals, aber nicht das erwartete
Ausbleiben eines Amplifikationssignals erreicht. Der Unterschied zwischen den Proben war
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die virale Ausgangskonzentration. Die mit inaktiviertem PEDV angereicherten
Abwasserproben lagen bei einem Ct-Wert <25, wahrend die SARS-CoV-2-RNA-beinhaltenden
Abwasserproben Ct-Werte >30 und damit einen circa 100-fach niedrigeren Virustiter
aufwiesen. MONTEIRO et al. (2022) nutzten eine Konzentration von 50U der
Universalnuklease zur Vorbehandlung der Proben. Diese Konzentration scheint daher fiir eine
hohe Viruslast ungentigend zu sein. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Konzentration von
1500 U verwendet, um auch bei hohen Viruskonzentrationen gute Ergebnisse zu erzielen.

In einer weiteren Studie wurde durch den Einsatz der Benzonase erfolgreich die DNA toter
Bakterien eliminiert, so dass anschlieBend nur die lebendigen Bakterien auf der Haut
sequenziert wurden (AMAR et al. 2021). Der Einsatz der Benzonase wurde auch zur
Unterscheidung von infektidsen und inaktivierten humanen Rota- und Noroviren getestet
(ORISTO et al. 2018). Als Probenmatrix wurden sowohl Zellkulturmedium als auch Fakalproben
verwendet. Jedoch wurde die RNA inaktivierter Viren nicht vollstandig abgebaut. Das Ergebnis
der Fakalproben war besser als mit dem Zellkulturmedium. Daher vermutet der Autor einen
Inhibitor in der Zellkulturmatrix, welchen er jedoch nicht ndaher benennt und wozu auch keine
weiteren Untersuchungen durchgefiihrt wurden (ORISTO et al. 2018).

Aullerdem stellte der Autor fest, dass die Probeninaktivierung durch Hitze zu einem
Genomabbau der Noroviren fiihrte und infolge die Ergebnisse mit Benzonasenvorbehandlung
verzerrte. Er weist darauf hin, dass der Einfluss anderer Inaktivierungsmethoden auf die
Benzonasenvorbehandlung ebenfalls untersucht werden sollte (ORISTO et al. 2018).

Als weitere Methode fiir die Bestimmung der Virusinfektiositat wurde der Farbstoff PMA an
freier RNA von FCoV getestet. Die Kombination eines Farbstoffs und der PCR wurde Anfang
des 21. Jahrhunderts als eine schnelle und sensitive Alternative zur mikroskopischen oder
durchflusszytometrischen Lebend-Tot-Differenzierung vorgestellt. Die ersten Versuche
wurden mit Ethidiummonoazid-Bromid (EMA) durchgefiihrt (NOGVA et al. 2003). Jedoch
fanden NOCKER and CAMPER (2006) heraus, dass die Vorbehandlung auch zu einer circa
60%-igen Reduktion der lebensfihigen Zellen fiihrte. Aufgrund dieser unzureichenden
Lebend-Tot-Differenzierung wurde EMA mit PMA verglichen und als eine vielversprechende
Alternative festgehalten (NOCKER et al. 2006).

Die ersten Studien beschaftigten sich zundachst mit der Differenzierung von Bakterienzellen.
Die Effizienz der Farbstoffe hangt bei Bakterien von der dufleren Zellstruktur ab. Wahrend bei

gramnegativen Bakterien die dullere Membran die wichtigste Permeabilitdtsbarriere darstellt,
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besitzen grampositive Bakterien als Barriere noch eine Peptidoglykanschicht (NOGVA et al.
2003). Dieser Strukturunterschied ermdglicht PMA ein vereinfachtes Eindringen in
membranbeschadigte gramnegative Bakterien. Bei grampositiven Bakterien wurde hingegen
beobachtet, dass tote Zellen falschlicherweise detektiert wurden (ELIZAQUIVEL et al. 2014).
Die erfolgreiche Anwendung der Farbstoffe an Viren kann ebenfalls eine schnelle und sensitive
Methode zur Quantifizierung infektiéser Viren darstellen, da die bisherige Methode der
Zellkultur langwierig und aufwendig ist und viele Viren sogar gar nicht kultivierbar sind
(GRAIVER et al. 2010).

Jedoch wurde in der vorliegenden Arbeit lediglich eine 2,3-fache Reduktion des RT-RAA-
Signals durch die Vorbehandlung freier FCoV-RNA mit PMA und nicht die vollstandige
Elimination erreicht. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in anderen Studien, die EMA oder PMA
an Viren testeten, erzielt (GRAIVER et al. 2010, ELIZAQUIVEL et al. 2014). Es wurden
verschiedene Griinde fir die Unzuverldssigkeit diskutiert. Zum einen bindet PMA
vorzugsweise an doppelstrangiger DNA und nicht einzelstrangiger RNA (ESCUDERO-ABARCA
et al. 2014). Die Reaktionsbedingungen wie der pH-Wert oder die Salzkonzentration der Probe
spielen ebenfalls eine wichtige Rolle (ELIZAQUIVEL et al. 2014). Zum Beispiel wird die Bindung
an Nukleinsduren durch eine erhéhte Salzkonzentration beeinflusst. Ursache dafiir kann eine
konkurrierende Bindung an die negativ geladene Nukleinsdure durch positiv geladene
Natriumionen und den positiv geladenen Farbstoff sein (FITTIPALDI et al. 2012). Dabei reagiert
RNA empfindlicher auf die Zugabe von Salzen als DNA. Speziell Magnesium-lonen verringern
die Wechselwirkung (WARING 1965).

Eine  weitere  Ursache fir falsch-positive  Ergebnisse  kdnnen  variierende
Inkubationsbedingungen in der Dunkelheit darstellen. Diese Phase dient der Aufnahme des
Farbstoffs in die geschadigten Mikroorganismen. Die Inkubationszeiten in der Literatur
variieren von 5 min bis 60 min (GRAIVER et al. 2010, ESCUDERO-ABARCA et al. 2014,
RANDAZZO et al. 2016). Laut Literatur reichen 5 min haufig aus, jedoch scheint es von der Art
des Mikroorganismus abzuhdngen (FITTIPALDI et al. 2012). So wurde fir Hefen, die
typischerweise in Wein vorkommen, eine optimale Inkubationszeit von 10 min festgestellt
(ANDORRA et al. 2010).

Die Temperatur wahrend der Inkubationszeit hat ebenfalls einen Einfluss auf die Aufnahme
des Farbstoffs in den Mikroorganismus. Die meisten Studien nutzen Raumtemperatur. Einige

Studien erzielen speziell mit EMA gute Ergebnisse bei geringen Temperaturen von 4 °C, was
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wahrscheinlich auf die temperaturabhdangige Membranfluiditat zuriickzufihren ist. Dies
kdnnte die Lebend-Tot-Differenzierung von EMA verbessern, da die Ansammlung von EMA in
lebensfahigen Zellen, welche zu falsch-negativen Ergebnissen flhrt, reduziert wird (FITTIPALDI
et al. 2012).

Der nachste Schritt, die Photoaktivierung, flhrt zur kovalenten Bindung an die Nukleinsdauren
und bendtigt eine Lichtquelle, die Licht in einem Wellenlangenbereich von 460 nm bis 470 nm
emittiert. Anfangs wurde auf Halogenlampen zuriickgegriffen, jedoch haben sich inzwischen
Leuchtdioden (LEDs) durchgesetzt, da diese den Vorteil besitzen, keine Hitze zu produzieren.
Bisher wurden in den Studien verschiedene Leuchtquellen eingesetzt, die unterschiedliche
Lichtspektren besitzen und Licht unterschiedlicher Wellenlangen emittieren. Dies fihrt dazu,
dass es in der Literatur keine definierte Belichtungszeit gibt, sondern diese von 2 min bis
20 min variiert (FITTIPALDI et al. 2012). Dies kann Auswirkungen auf die Zuverlassigkeit der
Photoaktivierung haben.

Ein weiterer Grund flr die unzuverldssige Wirkung der Farbstoffe liegt Studien zufolge an der
Lange des zu amplifizierenden Zielgens (FITTIPALDI et al. 2012). Die Bindung des Farbstoffs
fihrt zur DNA-Fragmentierung (SOEJIMA et al. 2007). Jede Modifikation des Zielgens
verursacht die Unterdrickung der Amplifikation. Je langer das Amplikon, desto mehr
Spaltstellen treten auf und desto starker wird das Amplifikationssignal unterdriickt (SOEJIMA
et al. 2008, FITTIPALDI et al. 2012). Die real-time PCR zielt in der Regel auf kurze Genabschnitte
(<200 bp) ab, da die Sensitivitdat durch lange Amplikons abnimmt. Auch in dieser Studie
umfasste das RT-RAA-Produkt nur 179 bp. Eine Studie, die den Einfluss der Linge des
Amplifikationsfragments auf eine PMA-real-time PCR untersucht, zeigt, dass erst eine
Amplikonlange von 417 bp zur Suppression der DNA toter Zellen fiihrt (MARTIN et al. 2013).
In dieser Arbeit wurden die Proben durch den Einsatz von Luftreinigern inaktiviert, die mit UV-
C-Technologie arbeiten. Die anschlieRende Behandlung der Proben erfolgte aus einer
Kombination aus Universalnuklease und Mischung aus zwei RNasen (RNase A und RNase T1).
Die Enzyme haben erfolgreich die freien Nukleinsdauren der durch UV-Licht inaktivierten Viren
abgebaut. UV-C-Strahlung richtet sich in erster Linie gegen das virale Genom, da speziell
Pyrimidinbasen UV-Strahlen absorbieren (NUANUALSUWAN and CLIVER 2002). Jedoch kann
die Strahlung zu Konformationsanderungen des Viruskapsids fihren (WETZ et al. 1983). In
einer Studie Uber die Kapsidfunktionen von inaktivierten humanen Picornaviren und Felinem

Calicivirus wurde festgestellt, dass bereits eine Dosis <1250 J/m? ausreichte, um das Kapsid zu
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attackieren und die Viren empfindlich gegentiber RNasen in Verbindung mit Proteinase K zu
machen (NUANUALSUWAN and CLIVER 2003). WETZ et al. (1983) konnten ebenfalls die
Empfindlichkeit der Viruspartikel gegeniiber RNasen nach einer UV-Bestrahlung mit einer
Dosis von 288 J/m? nachweisen.

In friheren Studien wurde vor allem RNase A zum Abbau freier Nukleinsauren genutzt, um
eine Unterscheidung infektidser und inaktivierter Viren zu erméglichen (RONNQVIST et al.
2014, MONTEIRO and SANTOS 2018, ORISTO et al. 2018). Der alleinige Gebrauch von RNase
erzielte jedoch unzureichende Ergebnisse, da ein Teil der freien Nukleinsduren nicht abgebaut
wurde. Dadurch wiirde die tatsachliche Menge infektidser Viren Giberschatzt werden. ORISTO
et al. (2018) nannten als mogliche Einflussfaktoren die Viruskonzentration, die Probenmatrix
als auch die Art der RNase. Zum Beispiel erzielten sie mit Kotproben bessere Ergebnisse als
mit Zellkulturproben, wofir jedoch keine Erklarung aufgezeigt wurde (ORISTO et al. 2018).
Um die Effizienz der Luftreiniger zu testen, wurde Felines Coronavirus (FCoV) als Surrogat fur
SARS-CoV-2 verwendet. Da von SARS-CoV-2 eine Gesundheitsgefahrdung ausgeht und zudem
ein Hochsicherheitslabor (Biosicherheitsstufe 3) bendtigt wird, wurde bereits in anderen
Studien FCoV als Surrogat genutzt (CAMERO et al. 2021, SILLER et al. 2021, TERIO et al. 2021).
Die Arbeit mit FCoV verlangt lediglich ein Biosicherheitsstufe 2-Labor (ROMEO et al. 2022).
Wie auch SARS-CoV-2 gehort FCoV taxonomisch zur Subfamilie Orthocoronavirinae (DE
GROOT et al. 2011). Es wird der Gattung Alphacoronavirus zugeordnet (HASOKSUZ et al. 2020).
Da Mitglieder der Familie der Coronaviridae tGber die gleichen zwei Hillproteine (Spike-Protein
und Membran-Glykoprotein) verfiigen und sie auch alle Ahnlichkeiten in ihrer GréRe besitzen,
ist FCoV ein geeignetes Surrogatvirus flir SARS-CoV-2 (DE GROOT et al. 2011). FCoV unterteilt
sich in Serotyp | und Serotyp Il. In dieser Arbeit wurde ein Virus des Serotyps Il verwendet, der
sich sehr gut in Zellkultur anziichten lasst (PEDERSEN et al. 1984).

Der Einsatz von UV-C-Strahlung zur Luftdesinfektion erwies sich in dieser Studie als eine
geeignete Methode, da eine Reduktionsrate von 100% erzielt wurde. In der praktischen
Anwendung sollte die UV-C-Einheit mit einem Grobstaubfilter kombiniert werden, da sich
ablagernder Staub negativ auf die Effektivitat der UV-C-Quelle auswirken kann (EISENLOFFEL
et al. 2019). Der Einbau von UV-Filtern in Tierstdllen konnte eine etwas kostengiinstigere
Alternative zu den HEPA-Filtern darstellen, um die Luftqualitat fir Mensch und Tier zu

verbessern.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Studie ein vielversprechendes Protokoll
hervorgebracht hat, um infektiése von geschadigten Viren zu unterscheiden. Durch die
Kombination der Nukleasen mit molekularen Nachweismethoden wie der real-time PCR oder
RAA kann die Wirksamkeitsprifung von Luftreinigern stark beschleunigt werden. Gerade in
Zeiten einer Pandemie kann dieses Protokoll somit einen wichtigen Beitrag zum effektiven

Einsatz praventiver SchutzmalBnahmen leisten.
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Einleitung: Die Bedeutung von Luftreinigern hat in den letzten Jahren zugenommen,
insbesondere durch die COVID-19-Pandemie. Die Wirksamkeitsprifung von Luftreinigern
unterliegt bestimmten Standards und erfolgt unter Laborbedingungen. Nach der Luftreinigung
muissen die gesammelten Luftproben auf ihre Restinfektiositat getestet werden. Dafir
werden in der Regel zeitaufwendige Zellkultursysteme verwendet. Durch Kombination von
Nukleasen mit molekularen Nachweismethoden wie der Polymerasekettenreaktion (PCR)
oder Rekombinase-basierte Amplifikation (RAA) kdnnen innerhalb von Stunden Ergebnisse
erzielt werden, die eine Unterscheidung von infektiosen und geschadigten Viruspartikeln

ermoglichen.

Ziel der Untersuchung: Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein Protokoll zu entwickeln,
das die Wirksamkeitspriifung von Luftreinigern bei gleichbleibender Sensitivitat beschleunigt,
indem es zwischen Nukleinsduren infektioser Felinen Coronaviren (FCoV) und geschadigter

FCoV unterscheidet.

Material und Methoden: Zwei verschiedene Techniken, um freie Nukleinsduren vor der
Extraktion zu beseitigen, wurden miteinander verglichen. Als molekulare Nachweismethoden

dienten die real-time Reverse Transkription (RT-)PCR und RT-RAA. Freie Ribonukleinsadure
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(RNA) von FCoV wurde mit Propidiummonoazid (PMA) bzw. einer Universalnuklease
vorbehandelt. Aufgrund der geringen Leistungsfahigkeit des PMA wurden weitere
Experimente sowohl mit ausschlieRlich intakten Viren als auch mit einer Kombination aus
intakten Viren und freier RNA unter alleiniger Verwendung der Universalnuklease
durchgeflhrt. SchlieBlich erfolgte die Priifung zweier UV-C-Luftreiniger im Luftfilterprifstand.
Es wurden Proben vor und nach der Luftreinigung gesammelt und mit einer Kombination aus
Universalnuklease und RNasen vorbehandelt. Die Ergebnisse wurden mit dem Standard-
Infektiositatstest basierend auf der Bestimmung der 50% tissue culture infectious dose

(TCIDso) verglichen.

Ergebnisse: Die Universalnuklease baute die freie RNA sowohl in den Proben, die nur freie
RNA, als auch in Proben, die eine Kombination aus intakten Viren und freier RNA enthielten,
vollstandig ab. Bei der Vorbehandlung freier RNA mit PMA wurde dagegen lediglich eine
2,3-fache Reduktion der Nukleinsduremenge erzielt. Die UV-C-Luftreiniger fiihrten zu einer
100%-igen Reduktionsrate fiir FCoV; die Vorbehandlung der Proben nach Luftreinigung mit
dem Enzymgemisch fiihrten zu keinem Nachweissignal sowohl in der RT-PCR als auch in der

RT-RAA. Das Ergebnis wurde mit der Zellkultur bestatigt.

Schlussfolgerung: Ein Protokoll, das auf der Kombination von Nukleasen mit einer
molekularen Nachweismethode basiert, wurde zur Unterscheidung zwischen infektiosen und
nicht-infektiésen Viruspartikeln entwickelt. Die Methode verkiirzt die bendtigte Zeit fiir eine
Wirksamkeitsprifung von Luftreinigern und kann dadurch einen wertvollen Beitrag zum
schnellen und effektiven Einsatz von Praventionsmallnahmen zum Schutz vor aerogen

Ubertragbaren Infektionserregern leisten.
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Introduction: The importance of air purifiers has increased in recent years, especially due to
the COVID 19 pandemic. The efficacy testing of air purifiers is subject to certain standards and
is carried out under laboratory conditions. After air purification, the collected air samples must
be tested for residual infectivity. Time-consuming cell culture systems are usually used for
this. By combining nucleases with molecular detection methods such as the polymerase chain
reaction (PCR) or recombinase-aided amplification (RAA), results can be obtained within hours

that allow infectious and distorted virus particles to be distinguished.

Objective: The aim of the present study was to develop a protocol that speeds up the efficacy
testing of air purifiers while maintaining sensitivity by distinguishing between nucleic acids of

infectious feline coronaviruses (FCoV) and distorted FCoV.

Material and Methods: Two different techniques to remove free nucleic acids before
extraction were compared. Real-time reverse transcription (RT-)PCR and RT-RAA served as
molecular detection methods. Free ribonucleic acid (RNA) of FCoV was pretreated with
propidium monoazide (PMA) or universal nuclease. Due to the low performance of the PMA,
further experiments were carried out both on exclusively intact viruses and on a combination

of intact viruses and free RNA using only the universal nuclease. Finally, two UV-C air purifiers

45



Summary

were tested in the air purifier testing cabinet. Samples were collected before and after air
purification and pretreated with a combination of universal nuclease and RNases. The results
were compared with the standard infectivity assay based on the calculation of the 50% tissue

culture infectious dose (TCIDso).

Results: The universal nuclease completely degraded the free RNA both in the samples
containing only free RNA and in samples containing a combination of intact viruses and free
RNA. In contrast, pretreatment of free RNA with PMA only achieved a 2.3-fold reduction in
the amount of nucleic acid. The UV-C air purifiers resulted in a reduction rate of 100% for
FCoV; pre-treatment of the samples after air purification with the enzyme mixture resulted in

no detection signal in both RT-PCR and RT-RAA. The result was confirmed on cell culture.

Conclusion: A protocol based on the combination of nucleases with a molecular detection
method was developed to distinguish between infectious and non-infectious virus particles.
The method speeds up the efficacy testing of air purifiers and can contribute valuably to the

rapid and effective use of preventive measures to protect against airborne infectious agents.
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